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RESUMEN

Chaya (Cnidoscolusaconitifolius (Mill.) I. M. Johnst.) constituye una fuente medicinal
y nutricional reconocida por nuestra poblacion. Sin embargo su uso se ve limitado
por su alto contenido de glicosidos cianogénicos compuesto toxico antinutricional.
Conseguir eliminar estos compuestos y obtener un jarabe a partir del extracto
acuoso, con posible actividad antioxidante e hipoglucemiante fue la principal razén
para el desarrollo de esta investigacion. Para ello evaluamos los pardmetros de
calidad tanto del material vegetal de partida como del extracto acuoso obteniendo
indices fisico—quimicos y farmacogndésticos acordes a especificaciones de calidad
previamente establecidas,Con la técnica de decoccion durante 30 minutos se logré
eliminar la presencia de los glicésidos cianogénicos en los extractos acuosos.Los
principales metabolitos presentes en este extracto acuoso fueron identificadas
mediante la cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (CG-EM)
siendo los mas significativos: aminoécidos, azucares, polioles y &cidos organicos.
Se obtuvo una formulaciéon de jarabe de Chaya que cumple con los requerimientos
de calidad establecidos y mantiene una estabilidad fisica y quimica satisfactoria
durante 3 meses en condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente, 30 y
40 °C. y envasadas en frascos de PVC ( Policloruro de Vinilo) de 120 mL.EI extracto
acuoso mostrd una significativa actividad antioxidante al obtener un elevado valor
de potencial de reduccion de hierro férrico medido a través de la metodologia FRAP
(Poder Antioxidante de Reduccion Férrica) y comparando los valores obtenidos
contra un patron de Vitamina C. Adicionalmente, no se comprobd el efecto
hipoglucemiante, reportado en la literatura, a la dosis de 500 y 1000 mg/kg de peso
corporal de la rata, cuando se emplea una solucion de glucosa como agente

inductor de la hiperglicemia.



ABSTRACT

Chaya (Cnidoscolus aconitifolius (Mill.)IM Johnst.) is a medicinal and nutritional
source recognized by our population. However, its use is limited due to its high
content of cyanogenic glycosides,toxicand antinutricionalcompounds. Remove these
compounds and obtaining a syrup formulation from the aqueous extract with
possible antioxidant and hypoglycemic activity was the main reason for the
development of this research. For this reason, quality parameters of the starting
plant material and the aqueous extract was evaluatedobtained pharmacognostical
andphysicochemical indexes similar to quality
specificationspreviouslyestablished.With decoction for 30 minutes is possible to
eliminate the cyanogenic glycosides in the aqueous extracts. The major metabolites
present in the aqueous extract were identified by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS), the most significant were: amino acids, sugars, polyols and
organic acids. Syrup formulation was obtained with quality requirements and
maintaining satisfactory physical and chemical stability for 3 months at storage
conditions: roomtemperature and obtained 30 and 40 ° C. and packaged in PVC
(Polyvinylchloride) bottles of 120 mL. The agueous extract showed a significant
antioxidant activity with a high reduction potential value of ferric iron measured by
FRAP (Ferric Reduction Antioxidant Power)method and comparing with a pattern of
Vitamin C. In addition, the hypoglycemic effect,reported in literature,was not found,
with doses of 500 and 1000 mg/kg weight of the rat and glucose solution is used as

inducing agent hyperglycemia.
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INTRODUCCION

Las plantas se encuentran al alcance del ser humano por su utilidad y su bajo
costo, desde la antigiedad se utilizaba para la alimentacion y curacion de
enfermedades. Por sus propiedades medicinales, se transmitieron de generacién en
generacién y constituyen un valioso legado como es la “medicina tradicional’
(Jurado, 2010).

En nuestro pais, debido a la riqgueza de nuestra flora se utilizan mucho las plantas
medicinales, por ello existe gran interés en la investigacion, para analizar y estudiar
sus efectos terapéuticos, asi como determinar los compuestos activos responsables
de dicha actividad farmacolégica. Determinar su estructura quimica, procurar su
sintesis, proponer modificaciones estructurales en busca de una mayor actividad y
dar a conocer a la humanidad los resultados de estos estudios deben ser producto
de un trabajo multidisciplinario con la participacion de botanicos, quimicos,

farmacognostasquimicos y farmacélogos (Jurado, 2010).

El afan por conocer e informar sobre las bondades de las plantas medicinales, asi
como las diferentes afecciones que curan, ha sido un tema tratado desde las mas
antiguas civilizaciones, existe bibliografia que lo documenta. Algunos documentos
son catalogos de plantas medicinales respaldados con sus respectivas colecciones

botanicas y referencias bibliogréficas (Miranda y Cuellar, 2001).

Como una de las plantas medicinales utilizadas en nuestro pais podemos
mencionar la Chaya; arbusto que se la encuentra de manera silvestre y también
cultivada, utilizada por sus diversas bondades entre ellas para contrarrestar los
niveles elevados de glicemia, colesterol, triglicéridos, hipertension arterial, etc.
Ademas, se emplea en la cocina como complemento nutricional ya que es una
planta altamente energética y muy nutritiva que proporciona enormes ventajas al
organismo humano debido a que contiene una notable cantidad de vitaminas, sales

minerales, oligoelementos y enzimas (Riofrio, 2010; Luna, 2010;Jaramillo,2008).

A pesar de las propiedades nutricionales y medicinales, esta planta contiene en
sus hojas un glucésido, toxico que libera cianuro y al ser consumido en cantidades
excesivas provoca intoxicacion con reacciones alérgicas en la piel, fatiga entre otras
(Riofrio, 2010; Luna, 2010;Jaramillo,2008;Estrella, 1991).



Dada la aceptacion que ha tenido la chaya en nuestro pais como complemento de
comidas y en medicina como extracto, té, y el uso no adecuado que se le ha dado,
naci6 la propuesta de continuar con la investigacion (Riofrio, 2010;
Luna,2010;Jaramillo, 2008) de este especie, con la “EVALUACION DE LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE E HIPOGLUCEMIANTE DE UN JARABE DE
EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS DE CHAYA (Cnidoscolus aconitifolius)
LIBRE DE GLUCOSIDOS CIANOGENICOS”, con la finalidad deponer a la
disposicién de nuestra poblacion un fitofarmaco efectivo y seguro, como aporte a la
solucion de los problemas de salud de la regién, especificamente la Diabetes y las

patologias relacionadascon la presencia de radicales libres.

La Diabetes Mellitus (DM) es en la actualidad un importante problema de salud en
el mundo y en especial en la region de las Américas. En nuestro pais, en un
periodo relativamente corto, ha emergido como una de las principales causas
notificadas de muerte. En 1998 fue la cuarta causa de muerte en mujeres y la
novena causa de muerte en hombres. A pesar de ello, sus indices epidemiol6gicos
son practicamente desconocidos (Pacheco, 1995).

En Mayo de 1998, la Sociedad Ecuatoriana de Endocrinologia publicé sus
recomendaciones de consenso sobre diabetes tipo dos, pero ain no existe una
estandarizacion sobre los criterios de diagnéstico y manejo, como tampoco existen
estudios que documenten los alcances y limitaciones de los programas especificos
(Pacheco, 1995).

Los medicamentos que se usan actualmente en el control de la DM son los
hipoglucemiantes orales y la insulina, estos medicamentos no han sido suficientes
para lograr un control de los pacientes diabéticos, lo cual pone como requisito cierto
nivel econémico y un conjunto de reacciones secundarias no deseadas. (Alarcon,
1997).

Segun datos de la OMS, mas del 70% de la poblacion tiene que recurrir a la
medicina tradicional para resolver sus principales necesidades de salud, se recurre
a plantas conocidas como antidiabéticas. En el mundo se aplican més de 1200
plantas en el control empirico de la DM, la gran mayoria de ellas no han sido

investigadas farmacologicamente (Alarcon, 1997).



JUSTIFICACION

Las plantas medicinales han sido utilizadas desde hace mucho tiempo en el
tratamiento de varias enfermedades lo cual ha fomentado gran interés por el
estudio de sus principios activos como una alternativa en la industria farmacéutica.
La prevalencia alta y las complicaciones a largo plazo de la DM han mostrado una
busqueda intensiva de nuevos agentes hipoglucemiantes a partir de las plantas

antidiabéticas usadas en la medicina tradicional.

Algunos estudios realizados revela que la chaya (Cnidoscolus aconitifolius) posee
gran valor nutritivo especialmente en vitaminas y minerales, posee diversas
bondades para contrarrestar los niveles elevados de glicemia, colesterol, presion
arterial, etc.

Sin embargo esta planta posee un alto nivel del téxico cianuro, lo cual hace que no
sea segura al ser consumida en forma directa por los efectos que produce al

organismo.

Es por ello que debido a los beneficios que nos brinda la chaya, surge la idea de
continuar con la investigacion sobre la elaboracion de jarabe de chaya (Cnidoscolus
aconitifolius) a partir de un extracto acuoso libre de glucésidos cianogénicos, con

posible actividad antioxidante e hipoglucemiante.

OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL

> Evaluar actividad antioxidante e hipoglucemiante de un jarabe de extracto
acuoso de hojas de chaya (Cnidoscolus aconitifolius) libre de glucésidos

cianogeénicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Obtener un extracto acuoso de hojas de chaya libre de glucésidos

cianogénicos, a partir del material vegetal de adecuada calidad.



» Determinar los principales parametros de control de la calidad del extracto
acuoso de las hojas de chaya, a través del andlisis fisico-quimico.

» Evaluar la formulacion, estabilidad fisica y quimica del jarabe a partir del
extracto acuoso de las hojas de Chaya.

» Establecer parametros de calidad del jarabe.

» Evaluar preclinicamente la actividad antioxidante e hipoglucemiante del jarabe

de extracto acuoso de las hojas de Chaya

VARIABLE INDEPENDIENTE

Jarabe de extracto acuoso de hojas de chaya

VARIABLE DEPENDIENTE

Actividad antioxidante e hipoglucemiante de la chaya

HIPOTESIS

El jarabe de extracto acuoso de hojas de chaya no contiene glucésidos

cianogénicos y presenta actividad antioxidante e hipoglucemiante.



CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1. JARABE

1.1.1. GENERALIDADES

Los jarabes se usan desde hace mucho tiempo. Antes de descubrirse el azucar, se
preparaban con miel. Su empleo se generalizé6 ampliamente por que enmascaran el
sabor desagradable de algunas drogas y se conservan por mas tiempo (Helman,
1982).

Las soluciones orales, que contienen concentraciones altas de sacarosa u otros
azucares tradicionalmente se han denominado como jarabes.
Entre las propiedades que caracterizan estas preparaciones se encuentran:

» Alta concentracion de azucar (45-85%)

» Densidad especifica de 1.32 a 15 °C

» Viscosidad de 100 cp.

Algunas soluciones orales sin azucar contienen agentes endulzantes como sorbitol
o edulcorantes sintéticos, asi como agentes viscosantes. Tales soluciones dulces
viscosas, sin azucares son ocasionalmente preparadas como vehiculos para la
administracion de los principios activos a los diabéticos y también se incluyen en la

clasificacion de jarabe (Farmacopea Argentina, 2003; Remington, 2003).

Se presentan como liquidos homogéneos, transparentes, brillantes, incoloros o

coloreados, de sabor y olor agradable(Hernandez, 2010).

1.1.2. VENTAJAS DE LOS JARABES

Entre las principales ventajas de este tipo de preparacion resaltan:



» Facil administracion principalmente en nifios, ancianos o adultos incapaces

de deglutir comprimidos o céapsulas.

» Los principios activos administrados en forma de disolucion se encuentran
disponibles para ser absorbidos inmediatamente que alcancen el sitio de
absorcion (estébmago o intestino). (Mayor biodisponibilidad)

» Dosificacion facil y cémoda (en volumen)

» Menor efecto de irritacion si se trata de un medicamento agresivo, a nivel

gastrico, ya que viene amortiguado por la disolucion.
» Desde el punto de vista tecnolégico su fabricacion es sencilla.

(Remington, 2003 y Vila Jato, 2001)

1.1.3. CONSTITUYENTES BASICOS

Los jarabes estan constituido por:

Principio Activo. Es la sustancia que ejerce la accién farmacolégica a la que esta

destinada la forma farmacéutica (Hernandez, 2010).

Vehiculo o Solvente. El vehiculo o componente liquido de la formulacion suele ser
agua o mezclas con sorbitos, glicerina, propilenglicol, polietilenglicoles liquidos o
etanol. Con menor frecuencia, se emplean disolventes oleosos, como aceites

vegetales, parafina, polidimetilsiloxano

La seleccion del vehiculo es critica en funcién de la solubilidad del principio activo y
su estabilidad. Se suelen incorporar reguladores de pH (carbonatos, acido citrico,
acido tartarico, bicarbonato, etc.) ya que esta tiene una influencia directa en ambos
aspectos (Hernandez, 2010; Vila Jato, 2001).

Sustancias auxiliares como:

Correctores de aroma y sabor. Las propiedades organolépticas desagradables
de muchos farmacos y excipientes se perciben de forma mas acusada en formas
liquidas al tener mayor contacto con las papilas gustativas que en otras formas de
administraciéon. Se emplean edulcorantes naturales o sintéticos (sacarosa,

fructuosa, glucosa, sorbitol, glicerina, sacarina, etc), y saborizantes y aromatizantes



permitidos por las autoridades sanitarias, pueden ser naturales o sintéticos
(Hernandez, 2010; Swarbrick, 2007)

Preservantes Antimicrobianos. Para evitar el desarrollo de microorganismos, se
incorporan a la formulacion agentes antimicrobianos. Los mas empleados son los
ésteres del &cido parahidroxibenzoico (parabenos), el acido benzoico y su sal
sédica. Se afiaden en concentraciones bajas (<0.5%) (Hernandez, 2010).

Ademas pueden incluirse estabilizantes, antioxidantes, buffers, colorantes entre
otras sustancias auxiliares de acuerdo a las caracteristicas del principio activo y el
resto de los componentes de la formulacion (Vila Jato, 2001).

1.1.4. METODOS DE ELABORACION DE JARABES

Existen tres métodos fundamentales de preparacion de los jarabes:
1. Por agitacion en frio

Se coloca el agua en un recipiente y mediante agitacién, se va
incorporando el azlcar lentamente, con el fin de evitar un aumento excesivo de la
viscosidad. Es importante controlar este pardmetro porque si la viscosidad es muy
elevada puede presentar problemas para disolver las ultimas fracciones del azlcar
(Swarbrick, 2007; Remington, 2003).

2. Por agitacion en caliente

La aplicacion de calor facilita la disolucién del azlcar y permite obtener jarabes
de forma mas rapida que en frio. La ventaja de este método es que
ademas del tiempo permite conseguir la destruccion de microorganismos
presentes. Sin embargo, trae como consecuencia la caramelizaciéon y la

formacion del azucar invertida(Hernandez, 2010; Remington, 2003).
3. Por lixiviacién o percolacion.

Mediante este método se logra una solucién concentrada de azlcar, para lo cual
debe disponer de granulos de azucar, que no deben ser muy finos, sobre un
soporte de algodén hidréfilo en el percolador, se disuelve el azicar mediante

agitacion en frio.



El agua debe ser vertida gradualmente hasta cubrir la capa de azlcar, luego se
debe regular la velocidad de la salida del menstruo (solvente), el liquido obtenido
debe ser percolado nuevamente hasta la total disolucién del azlcar.

Mediante la percolacion se obtiene grandes volimenes de jarabes, con gran
limpidez, este método aunque resulta muy lento, ofrece muchas ventajas en cuanto
a la estabilidad del producto terminado (Hernandez, 2010; Sarfaraz, 2009,
Remington, 2003).

1.1.5. CONTROL DE CALIDAD EN JARABES

Entre los principales ensayos de calidad que le realizan a los jarabes se

encuentran:

» Caracteristicas organolépticas (olor, color, sabor y transparencia)

Uniformidad de masa

* Densidad (jarabe simple: 1,32 g/mL a 15-20°C)
* Punto de ebullicién (jarabe simple: 105°C)

+ indice de refraccion

* Viscosidad (jarabe simple: 190 cP a 20°C)

+ Sacarosay azucar invertido

+ Control microbiolégico

* Cuantificacién del ingrediente activo

(USP XXXV, 2012)

1.1.6. ENVASADO Y ALMACENAMIENTO

El envasado de los jarabes debe hacerse en frio y en recipientes cuya capacidad

permita dejar pequefias camaras de aire. Tratandose de jarabes medicinales, estos



deben ser dispuestos en frascos oscuros, con capacidades que oscilan entre 60 y
150mL prefiriéndose aquellos frascos con cuello de reborde.

1.2 MEDICAMENTOS HERBARIOS. GENERALIDADES

El concepto de medicamentos herbarios abarca hierbas, material herbario,
preparaciones herbarias y productos herbarios acabados, que contienen como
principios activos partes de plantas, u otros materiales vegetales, o combinaciones
de esos elementos (WHO, 2000; Morales M. y Morales J., 2009; Neeraj y
Bhupinder, 2011). En los medicamentos herbarios se relne el conocimiento
ancestral etnobotanico y etnomédico, asi como, los aspectos farmacolégicos
preclinico y clinico. De esta forma, se continla el uso de la planta medicinal, ahora
en forma de extracto estandarizado y con el respaldo de toda la tecnologia
farmacéutica actual, lograndose un medicamento que no guarda diferencia en su
aspecto y calidad con los medicamentos alopaticos, pero presenta generalmente un
elevado rango terapéutico, es decir, condiciones de mayor seguridad que hacen
confiable su uso (Morales M. y Morales J., 2009). Los medicamentos herbarios
tienen una considerable importancia en el comercio internacional. Sigue en
aumento el reconocimiento de su valor clinico, farmacéutico y econdmico, pero solo
una cantidad relativamente pequefia de especies de plantas han sido estudiadas
para posibles aplicaciones médicas y los datos sobre seguridad y eficacia estan
disponibles para un numero reducido de ellas en algunas farmacopeas; este
inconveniente limita el desarrollo, produccion y comercializacion de
fitomedicamentos, tanto en los mercados nacionales como internacionales. Por ello,
se hace necesario enfatizar en la necesidad de garantizar su control de la calidad,
con la aplicacion de técnicas modernas y el empleo de patrones apropiados (Busse,
2000; Osorio, 2009; Neeraj y Bhupinder, 2011).

La calidad de un producto herbario es un estado determinado por su identidad,
pureza, volumen, marcadores quimicos, propiedades fisico-quimicas, propiedades
biol6gicas o por el proceso industrial. Al ser mezclas de varios compuestos
quimicos son dificiles de caracterizar, siendo esencial una definicion cientifica clara
del material crudo (Ahmad y cols., 2006), para lo cual se hace necesario garantizar

un correcto control del material vegetal desde la recoleccion, tener conocimiento de



la especie encuanto a la organografia y fisiologia de la misma, del lugar donde se
realiza la colecta y saber las variaciones que puede sufrir la composicion de las
plantas en las diferentes épocas y fases de su vida. (Sharapin y cols., 2000; WHO,
2003).

1.3 EXTRACTOS

Los extractos son preparaciones liquidas, obtenida a partir de material de origen
vegetal o animal. El material utilizado en la preparacion de los extractos puede sufrir

pre-tratamiento tal como la inactivacion de las enzimas, la molienda o desengrase.

Los extractos se preparanpor percolacién, maceraciéonu otro método adecuadoy
validadoutilizando comoalcohol etilico, agua u otrodisolvente adecuado(USP XXXIII,

2010; Farmacopea Brasilera, 2005)

1.3.1. METODOS DE EXTRACCION

Maceracion. Este proceso consiste en poner en contacto la droga y el solvente,
durante varios dias, dando como resultado un equilibrio de concentracion entre la
droga y el solvente. Este proceso depende de factores que estan unidos a la droga,
como por ejemplo, su naturaleza, el tamafio de particula, el contenido de humedady

factores que estan relacionados con el disolvente (Sharapin, 2000).

Percolacion. Consiste en hacer pasar el solvente a través de la droga, hasta su
extracciobn exhaustiva completa. La percolacion se realiza en aparatos
denominados percoladores de cuerpos cilindricos o cénicos, provistos de un grifo
en la parte inferior para regular el flujo del solvente. La capa de la droga debe ser
igual a 5 veces al didmetro medio del equipo (Miranda y Cuellar, 2001; Sharapin,
2000).

Digestion. Es una forma de maceracion realizada a temperatura alta, este
procedimiento es conocido como maceracion dinamica por lo que la droga vy el

solvente estadn en constante movimiento (Voigt, 1982).
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Infusién. La infusibn es una solucion diluida de los constituyentes facilmente
solubles de las drogas crudas. Estas infusiones se preparan macerando la droga
por poco tiempo en agua hirviendo (Voigt, 1982).

Decoccion. En este método se extraen los componentes solubles y termoestables
de las drogas hirviendo en agua durante 15 minutos. Las decocciones aumentan

la viscosidad con un enfriamiento prolongado lo que dificulta el colado o filtrado.

En el caso de las infusiones el tiempo de enfriamiento debe ser prolongado para
mejorar el proceso de extraccion con un tiempo adicional en contacto la droga y el

agua. (Remington, 2003).

1.3.2. EVALUACION DE LA CALIDAD DEL EXTRACTO

Segun Miranda y Cuellar (2000) el empleo de algunos métodos fisicoquimicos de
analisis nos permite establecer la calidad del extracto obtenido a partir de drogas

crudas y controlar su estabilidad.

Para evaluar los parametros de calidad de un extracto se emplean algunos métodos

entre ellos tenemos.
e Determinacion de caracteristicas organolépticas
¢ Densidad relativa
e Indice de refraccién
o Determinacién de pH
o Determinacion de sélidos totales

e Andlisis capilar

1.4 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Los antioxidantes son sustancias que ayudan a proteger al organismo de la accion
de los radicales libres, disminuyendo el proceso de envejecimiento. Un antioxidante

es capaz de neutralizar la accion oxidante de los radicales libres, liberando
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electrones en la sangre que son captados por los radicales libres, manteniendo su
estabilidad.

Son antioxidantes la vitamina C, la vitamina E, los flavonoides y los carotenoides.
Ademés estan el Zinc, el Selenio, Cobre y el Magnesio que se encuentran
presentes en moluscos, carnes, cereales, frutas, legumbres, pescado, entre otros
alimentos (Avello, 2009).

Los antioxidantes pueden dividirse en enziméticos o de produccion enddégena y no
enzimaticos, gue son sustancias exodgenas que provienen principalmente de la dieta
(Lépez, 2001).

Cada sustancia antioxidante tiene caracteristicas especificas y con frecuencia

trabajan sinérgicamente para fortalecer la capacidad antioxidante del cuerpo.

1.4.1. RADICALES LIBRES

Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un electron
desapareado o libre, por lo que son muy reactivos, ya que tienden a captar un
electron de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica.
Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electron que necesita, la
molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un radical libre por quedar
con un electrén desapareado, iniciandose asi una verdadera reaccién en cadena
qgue destruye nuestras células. La vida media biolégica del radical libre es de
microsegundos, pero tiene la capacidad de reaccionar con todo lo que esté a su

alrededor provocando un gran dafio a moléculas, membranas celulares y tejidos.

Los radicales libres no son intrinsecamente deletéreos; de hecho, nuestro propio
cuerpo los produce en cantidades moderadas para luchar contra bacterias y virus
(Avello, 2006).

Los radicales libres son creados por células del sistema inmune para desactivar
virus y bacterias, para eliminar gérmenes y frenar procesos inflamatorios (Mendoza
R).

La excesiva formacion de radicales libres dafan las membranas celulares

provocando retencion de fluidos en las células, lo cual estd relacionado con el
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envejecimiento, alteran la formacion genética en las células, produciendo céncer,
enfermedades degenerativas, enfermedades del corazon y arterosclerosis.
Ademas, estan involucrados en el desarrollo de artritis, formacion de cataratas,
retinopatias y en general problemas relacionados con el envejecimiento (Blum,
1999; Roche, 1996).

Algunos de los factores que producen los radicales libres son: procesos
metabdlicos normales y factores exdgenos que pueden propiciar su formacion.

Entre los principales factores exdégenos estan:
a) La exposicién a los rayos ultravioleta del sol y rayos X

b) Los contaminantes ambientales: NO, NOZ, 03, SOZ, humo de cigarro y smog

c) El consumo de ciertos alimentos como carnes ahumadas o dietas altas en grasa.

d) La coccién de alimentos grasosos a altas temperaturas como las frituras
(Venereo, 2002).

1.5 ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE

La diabetes mellitus (DM) es un conjunto de trastornos metabodlicos que afecta a
diferentes érganos vy tejidos, dura toda la vida y se caracteriza por un aumento de

los niveles de glucosa en la sangre (hiperglicemia).

La Diabetes Mellitus en la actualidad se ha convertido en un importante problema
de salud publica en el mundo y en especial en la region de las Américas. En el
Ecuador, en un periodo relativamente corto, ha emergido como una de las
principales causas de muerte. En 1998, fue la cuarta causa de muerte en mujeres y

la novena causa de muerte en hombres (Pacheco y Guerrero, 1995).

Desde hace varias décadas se han desarrollado medicamentos para el control de la
glucosa.Sin embargo, algunos de estos tiendena producir efectos secundarios,
ademas son relativamente costosos. Por lo tanto, se requiere de alternativas
farmacologicas que ayuden al tratamiento de la diabetes, desde hace varias
décadas se ha usado la medicina tradicional como una alternativa, que involucra el

manejo de plantas con finalidades terapéuticas (Mahabir 1997; Funke, 2006).
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Existen reportes sobre el manejo de medicina tradicional para el control de la
diabetes ejemplo de esto es el uso de Cnidoscolus chayamansapor una poblacion
del sur de Texas y en regiones mexicanas (Coronado et al., 2004) para el control de
Diabetes Mellitus (DM).

En otros estudios se han realizado experimentos en un modelo de rata diabética los
cuales sefialan que la administracion subcrénica de  Cnidoscolus
chayamansadisminuye los niveles de glucosa (Pérez 1998; Andrade, Wiedenfield,
2001)

1.5.1 TIPOS DE DIABETES

Diabetes tipo 1: Conocido como diabetes juvenil, se inicia inesperadamente en la
nifiez o juventud, el organismo no produce insulina todos los dias, es una
enfermedad metabdlica caracterizada por una destruccién selectiva de las células
beta del pancreas causando una deficiencia absoluta de insulina (Clarke y Gomez,
1997).

Diabetes tipo 2: Se caracteriza por los altos niveles de glucosa en la sangre,
debido a una resistencia celular a las acciones de la insulina, combinada con una
deficiente secrecién de insulina por el péancreas. Este tipo de DM es una de las

enfermedades mas comunes en las personas adultas (Diaz M, 1997).

1.5.2 METABOLITOS CON PROPIEDADES HIPOGLUCEMIANTE

La capacidad de cierta planta para disminuir los niveles de glucosa, las sefialan
como candidata para el desarrollo de un fitofarmaco a utilizar en el tratamiento de
DM (Nicasio M, 2009).

Se ha investigado la presencia de metabolitos secundarios en plantas medicinales
utilizadas empiricamente por su accion hipoglucemiante por medio de marcha

fitoquimica.
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Entre estos metabolitos secundarios se encuentran:

e Alcaloides

e Flavonoides
e Taninos

e Saponinas

e Glicosidos.

La presencia de estos metabolitos se la determindé mediante el empleo de reactivos
de coloracion y precipitacion (Castro et al., 2002).

1.6 CHAYA (Cnidoscolusacontifilius)

1.6.1 TAXONOMIA, NOMENCLATURA Y CLASIFICACION

NOMBRE CIENTIFICO: Cnidoscolusaconitifolius(Mill.) I. M. Johnst.
REINO:Plantas

SUB-REINO: Plantas vasculares
CATEGORIA: Especie

DIVISION: Planta florecida, Angiospermas
CLASE: Dicotyledons

SUB-CLASE: Rosidea

GENERO: Eurphorbiales
FAMILIA:Euphorbiace
SUB-FAMILIA:Crotonoideae
GENERO:Cnidoscolus
ESPECIE:aconitifolius

NOMBRE COMUN: Chaya

OTROS NOMBRES COMUNES: Arbol de espinaca, papayo.
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(Luna, 2010

1.6.2 DESCRIPCION BOTANICA DE LA PLANTA

La chaya es un arbusto que se desarrolla en suelos bien drenados, con humedad y
luminosidad y alcanza una altura de unos 6 m, aunque en cultivo se le deja un

porte de unos 2 metros para cosechar mejor sus hojas.

Sus hojas son largas, pecioladas, con 5 picos y latex fecundo. Algunas de sus
variedades presentan en las hojas pelos urticantes (Quezada, 2002),lo cual se

muestra en la Figura 1.

Figura.l. Cnidoscolus aconitifolius

Produce flores todo el afio las cuales son pequefias y blancas, agrupadas en
racimos pequefios al extremo de pedunculos muy largos y erectos de hasta 30 cm

de largo.

Las flores coloreadas de blanco, son generalmente inflorescencias semi ramificadas
referidas; tienen tanto flores masculinas como femeninas juntas en el final de
tallos.Pueden contener 3 arreglos bifurcados en los cuales las flores del pistillate
estan situadas en la bifurcacién bésica. Las semillas y la fruta maduras son raras y

desconocidas (Luna, 2010)
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1.6.3 HABITAT

Es nativa de la peninsula de Yucatan de México, pero se encuentra con facilidad
en América del Sur, Central y Norte (Kuti y Konuru, 2004).

1.6.4 FORMAS DE CULTIVO

La chaya es facil de cultivar en climas suaves a célidos, es un arbusto muy robusto,
y sufre pocos dafios por los insectos, no necesita de mayores cuidados. Es

tolerante a lluvias fuertes y a la sequia.

Para sembrar la chaya, se cortan las ramas maduras de diez centimetros a un
metro de largo, y se introducen en la tierra, en forma horizontal, con

el suelo hiimedo.

La distancia entre una planta y otra debe ser de ochenta centimetros, por un metro
entre surcos. Las hojas se pueden cosechar durante todo el afio, a partir de que
tengan entre 10 y 20 centimetros de largo (Cova, 2006).

1.6.5 USOS

La chaya es una buena fuente de proteinas, vitaminas, calcio, y de hierro. Sin
embargo, las hojas crudas de la chaya son téxicas pues contienen un glucdésido que
pueden liberar cianuro. El cocinarla es esencial antes de consumirla, para hacer
inactivos los componentes toxicos. En esto la chaya es similar a la mandioca, que

también contiene los glucosidos cianhidricos y debe ser cocinada antes de comerla.

Tradicionalmente las hojas de chaya se sumergen en agua hirviente por 20 minutos
y se sirven alifiadas con aceite o mantequilla. El que se cocinen durante 10
minutos 0 mas hace las hojas seguras de comer, pues solamente 1 minuto de

hervor destruira la mayoria del cianuro (Quezada, 2002).

Medicinal.- La chaya reportavarios usos medicinales, asi tenemos:
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Ayuda en la regulacion de la presion arterial.
Mejora la circulacion sanguinea.

También baja el nivel de colesterol y &cido Urico.

NN

Reduce el peso y aumenta la retencién de calcio en el organismo,
aumentando la masa Osea.

Facilita la digestién, y combate el estrefiimiento,

Ayuda a la expulsion de orina y de la leche materna.

Previene la anemia,

SR NEE NN

Combate la artritis y la diabetes(Kuti y Quezada, 2002).

Alimento.- En México, se consumen las hojas tiernas en la cocina tradicional,
utiizando variadas formas de presentacion, como ensaladas, guisos, sopas,
infusiones; Puede decirse que son muy interesantes las recetas de chaya

acompafadas con tortillas de maiz, huevos, queso y frijol de soya (Quezada, 2002).

En Ecuador se lo utiliza desde hace muchos afios, como extracto para té; asi
también en la cocina como complemento de ciertas comidas; incluso muchos la
consumen por su contenido para eliminar calorias haciendo de esta planta un
alimento nutritivo bajo en calorias colocandolo como alimento dietético en

ensaladas.

1.6.6. COMPOSICION QUIMICA

La Chaya,C. aconitifolius, contiene en su composicion fenoles totales y flavonoides
glicosidados,entre los mas importantes kaemferol y quercitina. Estos metabolitos
han sido identificados por CG y cuantificados por HPLC segln investigaciones
realizadas por Luna(2010),Jaramillo(2008), Kuti y Konuru (2004), Mendoza(2004) y

Gonzalez (2003),en extractos acuosos de hojas crudas y cocidas.

También contiene glicdsidos cianogénicos en rangos de 0,70/0,2 a 14,79/0,4 pg/g
de peso de hojas fresca (Kuti y Konoru, 2004), de 2,37-4,25 mg/100 gde hojas
secas (Gonzélez, 2003), 10,38 a 97,24 mg/100 g de hoja en fresca (Quezada,2004)

presentandose en su forma de linamarina (Escalante,2003)

18



Segun indica la tabla I,en la composicién nutritiva de las hojas de chaya se incluyen
proteinas, carbohidratos, grasas, cenizas y fibras, con valores mas altos que la
espinaca (S. oleraceae) (Kuti y Kuti, 1999; Jaramillo, 2008).

Tabla |I. Cuadro comparativo de la composicién alimenticia de la chaya con otros

vegetales
Contenido Chaya Alfalfa Acelga
Humedad 79.00 36.50 94.00
Proteina 8.25 3.66 2.00
Cenizas 1.92 0.72 0.32
Fibra Cruda 1.94 3.12 2.07
Carbohidratos 7.23 4.84 0.19
Minerales
Calcio 421.00 12.00 19.00
Fosforo 63.00 15.00 30.00
Hierro 11.61 5.30 5.70
Vitaminas
Caroteno (A) 8.52 0.74 2.48
Tiamina (B1) 0.23 0.13 0.03
Acido ascérbico 0.35 0.14 0.10

Kuti y Kuti, 1999; Jaramillo, 2008

El contenido de vitaminas en la chaya (Cnidoscolus aconitifolius) es: acido
ascorbico, riboflavina, tiamina, y B-caroteno, siendo los valores mas elevados para

la Chayaque para la espinaca (Kuti y Kuti, 1999).

1.6.7. ACTIVIDAD FARMACOLOGICA
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Kuti y Konuru(2003) y Sandra (2004) indicaron que los resultados obtenidos de
estudios preliminares sugieren que los extractos acuosos y metanodlicos de hojas
de Chaya(Cnidoscolus aconitifolius) administrados a conejos, con diabetes
inducida por STZ, puede ser eficaz en el tratamiento de diabetes mellitus no
dependiente de insulina (DMNID). El efectose le atribuye a la presencia en esta
especie de compuestos con caracteristicas fendlicas capaces de disminuir
considerablemente los niveles de glucosa en condiciones de hiperglicemia (Luna,
2010; Jaramillo, 2008).

Kuti (2004), reporta la capacidad antioxidante de las hojas de chaya frescas y de
extractos acuosos. Ademas, determina la capacidad de absorbancia del radical
Oxigeno(ORAC)siendo mayor el efecto en chaya (Cnidoscolus aconitifolius) lo

guerelaciona con los compuestos fendlicos presentes en estas especies.

1.6.8. TOXICIDAD

Las hojas crudas de chaya y sus extractos acuosos no cocidos contienen niveles
altos de glicésidos cianogénicos, son B-glucésidos donde el aglicon contiene un
grupo ciano el cual es hidrolizado por las enzimas (-glucosidasas para generar
acido cianhidrico (HCN), compuestos considerados antinutricionales téxicos que
han sido responsables en muchos casos de envenenamiento exdgeno , de dafios
en el sistema nervioso y especialmente al nervio 6ptico causando un dafio potencial
a la salud (Luna, 2010; Jaramillo C,2008).

En cuanto al mecanismo para eliminar los glicésidos cianogénicos de las hojas de
chaya y el efecto que causa en su composicion nutricional y de metabolitos
secundarios, se ha estudiado muy poco y no existe un método estandarizado. Se
ha reportado que las toxinas de HCN disminuyen mediante el empleo de presion y

vapor de coccion, hirviendo con agua durante 5-30 minutos (Aguilar, 2000).
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CAPITULO II. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

2.1.1. MATERIAL VEGETAL

e Droga cruda de hojas de Chaya (Cnidoscolus aconitifolius)

2.1.2. MATERIAL DE ENSAYO

o Ratas Wistar (Hembras) procedentes del Bioterio Piloto de la Facultad de
Ciencias Quimicas y de la Salud de la UTMACH.

2.1.3. MATERIALES
e Secador artesanal
e Vasos de precipitacion
e Erlenmeyer de 250 mL
e TermoOmetro
e Desecador
e Tubos de ensayo
e Tubos capilares
e Capsulas de porcelana
e Crisol de porcelana
e Mechero de alcohol
e Pinzas para tubos
e Pipetas graduadas 1mL, 5mL, 10mL, 25mL y 100mL
e Picnometro
e Embudo de vidrio

e Soporte universal con aro metalico
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Tela y papel filtrante

Papel aluminio

Espatulas de plastico.
Tamizador

Fundas plasticas para pesar
Recipientes de acero inoxidable
Agitador de vidrio

Envases de PVC de 120mL
Mandil, gorro, guantes, mascarilla yprotectores de zapatos
Cuaderno de apuntes
Percolador

Micropipetas de 5-1000ul
Micro-tubos de ensayo

Cémara protectora de luz
Camara de vidrio

Placas cromatograficas

Tiras reactivas para glucometro
Céanula intragastrica

Jeringuillas de 1mL y 3mL

.EQUIPOS

Estufa Memmert, tipo U30, Modelo N°B12 538
Balanza Analitica SHIMADZU Aux220.

Bafio Maria tipo U550, Modelo No 511391.
Motor Universal Erweka AR400

Horno Mufla Barnstead Thermolyne Furnace 48000
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e Molino de ruedas Erweka, tipo TG25, Modelo N°56611
¢ Medidor de pH Mettler Toledo, serie 109734M

¢ Dosificador de liquidos

e Agitador planetario

o Espectrofotémetro U.V. o suma con filtro 590nm

¢ Vibroagitador

e Equipo de diseccion

e Glucometro NIPRO — PRESTIGE FACIL

e Cocineta

2.1.5.REACTIVOS

e Agua destilada

e Alcohol etilico de 95°

e Alcohol amilico

e Acido clorhidrico concentrado
e Acido citrico

e Acido picrico

e Alcohol potable

¢ Cinta de magnesio metdlico

e Buffer de citrato pH 4.2

e Carboximetilcelulosa sédica (CMC)
e Cloruro de sodio en polvo

e Citrato de sodio

e Eter

e Esencia de limén

e Metilparabeno
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Propil parabeno

Picrato de sodio

Reactivo de Dragendorff.
Reactivo de Mayer.
Reactivo de Wagner.
Solucion de Ninhidrina al 2%.
Sacarina

Sorbitol

Solucién de glucosa al 40%
Sulfato cuprico

Tricloruro férrico

Acido ascérbico

Eter dietilico

2.2. METODOS

2.2.1. LUGAR DE REALIZACION

La presente investigacion se llevé a cabo en los siguientes laboratorios:

Planta piloto de farmacia de la Facultad de Ciencias Quimicas y de la Salud de
la UTMACH.

Bioterio provisional de la Facultad de Ciencias Quimicas y de la Salud de la
UTMACH.

Herbario de la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad Central del
Ecuador.

Laboratorio de Quimica del Instituto de Farmacia y de Alimentos de la
Universidad de la Habana Cuba.

Instituto de Angiologia de la Universidad de la Habana Cuba.
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2.2.2. OBTENCION DE LA DROGA CRUDA DE HOJAS DE CHAYA

La recoleccién se realiz6 manualmente en un jardin Ornamental de la Ciudadela
“Los Helechos” de la Ciudad de Santa Rosa, Provincia de El Oro. De las hojas
recolectadas se seleccioné las que estaban en buen estado, separandolas del
peciolo y lavandolas con abundante agua, para de esta manera eliminar polvo y

otras impurezas, luego se lavé con agua destilada.

Las hojas de chaya fueron secadas primeramente en el secador artesanal a
temperatura ambiente por un tiempo de 24 horas, luego se procedié a secarlas en

la estufa a 50° C por 24 horas.

La molienda de las hojas secas se efectu6é en el molino de ruedas ERWEKA de la
Planta Piloto de Farmacia ajustando a un tamafo aproximado de 2mm. Luego se
procedié a tamizar y envasar en fundas plasticas con cierre hermético, y se le

colocd la etigueta de identidad respectiva.

La identificacion botanica de la chaya se realiz6 con ayuda del Dr. Jesus Inca de la
Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad Central del Ecuador.

2.2.3. EVALUACION DE PARAMETROS DE CALIDAD DE LA DROGA CRUDA
DE LAS HOJAS DE CHAYA

Se evalué la calidad de la droga cruda de hojas de chaya (Cnidoscolus
aconitifolius), segun los parametros establecidos por la OMS (Organizacion Mundial
de la Salud) (2011) y Miranda y Cuellar (2000).

2.2.3.1. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

Sus caracteristicas organolépticas fueron evaluadas visualmente, tomando en

cuenta, su forma, textura, color, olor.
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2.2.3.2.  PARAMETROS FiSICO-QUIMICO

Para el andlisis fisico-quimico de la droga cruda de hojas de chaya, se utiliz6 la
metodologia descrita por Miranda y Cuellar (2000) y aplicadas por Jaramillo (2008);
Luna (2010) y Riofrio (2010), los ensayos se realizaron por triplicado.

a) Determinacién de contenido de humedad

Método gravimétrico

Para la determinacion del contenido de humedad, se pesé 2g del material vegetalen
una balanza analitica, con desviacion permisible de 0.5mg. El material vegetal
setransfiri6 a una capsula de porcelana, previamente tarada y desecada a 105°C
hasta masa constante. Seguidamente se desec6 a 105°C por 3 horas. Se colocé la
capsula en el desecador y se dej6 enfriar a temperatura ambiente. Se peso6 y coloco
nuevamente en la estufa durante una hora, volviéndose a pesar hasta que se

obtuvo masa constante.

El resultado se calculé mediante la siguiente férmula:

M, - M,
X=— x100
M, — M

Donde:

X = pérdida en peso por desecacién (%)

M, = masa de la capsula con la muestra de ensayos (g)

M; = masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada (g)
M = masa de la capsula vacia.

100 = factor matematico.

b) Determinacién de sustancias solubles en agua
Este ensayo se llevo a cabo por triplicado, a partir de 5 g de droga. El menstruo
empleado fue agua. Las muestras se agitaron en una zaranda modelo BIOZARD-

2013 por un tiempo de 6 horas.
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Los resultados se expresan con la siguiente férmula:

Los célculos se realizaron segun:
~ R.500.100
>~ M (100-H)
Donde:
Ss: sustancias solubles (%)
R: residuo de la muestra (g)
M: masa de la muestra (g)
H: humedad residual (%)

500 y 100: factores matematicos para el calculo.

c) Determinacién de cenizas totales

Para las determinaciones se empleé una mufla modelo MLW VEB ELEKTROBAD

FRANKENHAUSEN. Las pesadas se realizaron en balanza analitica marca

SARTORIUS. Cada determinacion se efectuo 6 veces a partir de 2 g de material.

Cenizas totales

Los célculos se efectuaronpor la expresidnsiguiente:

M, - M

Cr= —2——x100

Mi-M
Donde:
Ct: cenizas totales (%)
M: masa del crisol vacio (g)
M;: masa del crisol con la muestra (g)
M,: masa del crisol con la ceniza (g)

100: factor matematico para el calculo.
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d) Tamizaje Fitoquimico
Las hojas secas y pulverizadas, se sometieron a extraccion segun el esquema de
la Figura 2. Posteriormente al extracto se procedié a realizar los ensayos

correspondientes:

Figura 2. Esquema de las reacciones a realizar en el extracto acuoso de droga

cruda de hojas de Chaya (Cnidoscolus aconitifolius)

EXTRACTO ACUOSO

DIVIDIR EN
» \Z
6 mL en 3 porciones
ENSAYOS DE
DRAGENDORFF 10mL
MAYER WAGNER ’ ENSAYO DE
(ALCALOIDES) 2 mL MUGH AGOS
ENSAYO DE
SHINODA 102 GOTAS
(FLAVONOIDE ENSAYO DE
2 mL PRINCIPIOS
ENSAYO DE AMARGOS
FEHLING
(REDUCTORES) ||
2 mL
2mL
E(':\'LSOAF:(SR%E ENSAYO DE ESPUMA
FERRICO (SAPONINAS)
(TANINOS)

» Ensayo de Dragendorff (Alcaloides): Permite reconocer en un extracto la

presencia de alcaloides.

Se evapor6 en bafio de agua y el residuo se redisolvi6 en 1 mL de acido
clorhidrico al 1 % en agua, a la alicuota se le afiadi6 1 gota de acido
clorhidrico concentrado y se calent6 suavemente. Con la soluciéon acuosa acida
se realizé el ensayo, afiadiendo 3 gotas del reactivo de Dragendorff. Si hay

opalescencia se considera (+), turbidez definida (++), precipitado (+++).
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» Ensayo del Cloruro Férrico (Compuestos Fendlicos y/o Taninos):
Permite reconocer la presencia de compuestos fendlicos y/o taninos en un

extracto vegetal.

A una alicuota del extracto acuoso se le afiadi6 acetato de sodio para
neutralizar y tres gotas de una solucion de tricloruro férrico al 5 % en solucion

salina fisiologica, un ensayo positivo puede dar la siguiente informacion general:

a. Desarrollo de wuna coloracion rojo-vino, indicativo de compuestos

fendlicos en general.

b. Desarrollo de una coloracién verde intensa, indicativo de taninos del tipo

pirocatecdlicos.

c. Desarrollo de una coloracion azul, indicativo de taninos del tipo

pirogalotanicos.

» Ensayo de Shinoda (Flavonoides):Permite reconocer la presencia de

flavonoides en un extracto vegetal.

Una alicuota del extracto, se diluyé con 1 mL de &cido clorhidrico concentrado
y un pedacito de cinta de magnesio metalico. Después de la reaccion se
esper6é 5 minutos, se afiadié 1 mL de alcohol amilico, se mezclaron las fases

y se dejo reposar hasta que se separaron.

El ensayo se considera positivo, cuando el alcohol amilico se colorea de

amarillo, naranja, carmelita o rojo; intensos en todos los casos.

» Ensayo de Fehling (azGcares reductores): Permite reconocer en un

extracto la presencia de azucares reductores

Para ello, se adicion6 2 mL del reactivo y se calent6 en bafio de agua por (5-
10) minutos la mezcla. El ensayo se considera positivo si la solucién se colorea

de rojo o0 aparece precipitado rojo.

» Ensayo de la espuma (Saponinas): Permite reconocer en un extracto la

presencia de saponinas, tanto del tipo esteroidal como triterpénica.
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Se tomo6 una alicuota del extracto en alcohol, se procedié a diluir con 5 veces su

volumen en agua y se agito la mezcla fuertemente durante 10 minutos.

El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del liquido
de més de 2 mm de altura y persistente por mas de 2 minutos.

» Ensayo de mucilagos: Permite reconocer en los extractos de vegetales la
presencia de esta estructura tipo polisacéarido, que forma un coloide hidrofilo
de alto indice de masa que aumenta la densidad del agua donde se extrae.

Para ello se diluyé una alicuota del extracto en agua se enfri6 a 5 °C y si la

solucién toma una consistencia gelatinosa el ensayo es positivo

> Ensayo de principios amargos y astringentes: El ensayo se realizd
saboreando 1 gota del extracto acuoso Yy asi reconocer el sabor de cada

uno de estos principios, bien diferenciados al paladar.

e) Determinacién cualitativa de glucésidos cianogénicos

Se peso en la balanza analitica 5 g de material vegetal, mas agua destilada en
cantidad suficiente para humectar la droga y se lo coloc6 en un erlenmeyer al cual
se le coloc6 un papel filtro en la parte superior y se afiadieron en el centro unas
gotas de solucion recién preparada de picrato de sodio (5 g de carbonato de sodio,
0,5 g de &cido picrico y agua csp 100 mL). Posteriormente se calenté a 35°C por un

tiempo determinado.

El cambio de coloracion del papel, de amarillo a diferentes tonalidades de naranja,
es indicativo de la presencia de HCN en cantidades apreciables. El ensayo puede
tener un tiempo de duracion hasta un maximo de 3 horas (Miranda y Cuellar,
2000).
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2.2.4. OBTENCION DEL EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS DE CHAYA

Se trabajé a partir del material vegetal de hojas de chaya pulverizado y tamizado de
(Cnidoscolus aconitifolius), se elaboré el extracto acuoso bajo las siguientes
condiciones (Tabla 2):

Tabla 2. Condiciones extractivas evaluadas

X1 X2
EXTRACTO _
TIEMPO (min) | TEMPERATURA ( °C)

1 5 100

2 10 100

3 15 100

4 20 100

6 30 100

Se evalud la presencia de glicosidos cianogénicos en los diferentes extractos

obtenidos siguiendo el procedimiento descrito en el acépite anterior.

2.2.5. EVALUACION DE CALIDAD DEL EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS DE
CHAYA

Al igual que todos los preparados medicinales, el extracto acuoso de droga cruda
de hojas e chaya (Cnidoscolus aconitifolius) obtenido debe cumplir con parametros
de calidad que compruebe su efectividad por medio de distintos ensayos previo a

la obtencion de diversos medicamentos.

La calidad se la evalu6 de acuerdo a los métodos descritos por Miranda y Cuellar
(2001) y aplicados para esta especie por Jaramillo (2008), y por Luna (2010) y
Riofrio (2010).
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2.2.5.1. DETERMINACION DE CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

> DETERMINACION DE OLOR

Se tomo una tira de papel filtro de 1cm de ancho por 10cm de largo y se introdujo
un extremo en la muestra de ensayo (extracto acuoso), se procedidé a percibir el

olor.
» DETERMINACION DE COLOR

En un tubo de ensayo limpio y seco se coloco la muestra ensayo (extracto acuoso)
hasta las tres cuartas partes, y se observo el color, transparencia, presencia de
particulas y separacion de capas.

> DETERMINACION DEL SABOR

El sabor se determind ingiriendo 1 mL del extracto acuoso de hojas de chaya,
manteniéndolo en la boca por aproximadamente 40 segundos.

2.2.5.2. DETERMINACION DE PARAMETROS FiSICOS

a) Determinacién de la densidad relativa

Se peso en la balanza analitica Excell el picnémetro de 10mL de capacidad vacio y
seco. Se llend con la porcion de ensayo (extracto acuoso) manteniéndolo a
temperatura de 25°C (/1°C) por 15 minutos, se ajustd el liquido al nivel empleado,
con la ayuda de una tira de papel filtro se extrajo el exceso de muestra. Se peso el
picnémetro con la porcion de ensayo y se repitio la operacién con agua destilada a
25°C.

El resultado se calcul6 mediante la siguiente formula:

M; - M
M, - M

D5 =

Doénde:
M1= Peso del picnémetro con la muestra (g).
M2= Peso del picnémetro con el agua (g).

M= Peso del picnémetro vacio (g).
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b) Determinacion del indice de refraccién

Se coloco sobre el prisma de medicion del refractometro de AbbeBausch y Lomb
una gota de agua destilada, se ajustd el equipo seleccionando la zonadel espectro
visible que aparece en la linea limite del campo visual, moviendo el compensador
cromético y colocando la interseccion del reticulo sobre la linea limite de los

campos claro y oscuro.

Después se colocd una gota de la muestra de ensayo (extracto acuoso) sobre el
prisma de medicién del refractometro, se cerrd el termoprisma y se enfocé la luz
por medio del espejo, de modo tal que la misma incida sobre la apertura de
entrada del prisma de medicién y se procedidé de la misma forma con el agua. Se

realizaron tres lecturas y se calcul6 el promedio de las mismas.

c) Determinacion de pH

Para determinar el pH se utilizé un medidor de pH Mettler Toledo previamente
ajustado a una solucién de buffer pH 7. Posteriormente se determiné el valor de pH
de la muestra (extracto acuoso).

d) Determinacién de sélidos totales

Se tom6 una alicuota de 5mL de extracto acuoso y se pasé a una capsula tarada,
se evapor6 sobre bafio de agua hasta que el residuo quedd aparentemente
seco.Después se transfirid la capsula a una estufa Memmert por 4 horas. Se retiré
la capsula de la estufa y se la coloc6é en un desecador a enfriar a temperatura

ambiente.

Los resultados se calcularon mediante la férmula siguiente:

st= P 100
Y,

Donde:

P,= Masa de capsula mas el residuo (g)
P= Masa de la capsula vacia (g)

V= Volumen de la porcion de ensayo

100= Factor matemético para el célculo.
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e) Anadlisis capilar

Se verti6 20mLde la muestra en un vaso de precipitado de 100mL y se colocé en
una céamara protectora que contenia una banda de papel filtro colocada
verticalmente en el vaso de manera que su extremidad inferior estaba sumergida en
la muestra pero sin tocar el fondo ni las paredes del mismo. Se cerré la camara por
dos horas, después se retir6 el papel y se dej6 secar. Una vez seco se procedié a

su inspeccibén visual y caracterizacion.
Examen e interpretacion de laimagen

Para el andlisis e interpretacion de la imagen se tuvo en cuenta los siguientes

aspectos:

» Color: Vivamente, poco 0 muy poco coloreada.

» Altura: Altas (mayor a 8cm), medianas (entre 5 y 8cm) y pequefias
(menor que 5cm).

» Descripcién de las diferentes partes: Franja, sub-franja, banda,
sub-banda; donde la franja puede ser lineal, festonada, dentada
(regular o irregular) y profundamente dentada.

» Cambio de coloracibn con vapores de amoniaco: (desde el
amarillo hasta el violeta).

» Examen bajo la luz ultravioleta: (fluorescencia).

2.2.5.3. ESTUDIO QUIMICO CUALITATIVO

2.2.5.3.1. TAMIZAJE FITOQUIMICO

Para identificar los metabolitos presentes en el extracto acuoso incluyendo los
glicosidos cianogénicos, se realizan las reacciones que se establecen para droga

cruda de hojas de chaya (Acéapite 3.2.3.2 d).
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2.2.5.3.2. ANALISIS EN CROMATOGRAFIA POR CAPA DELGADA DEL
EXTRACTO ACUOSO DE CHAYA

» Preparacion del Extracto
Se pesaron alrededor de 15 g de droga cruda y se extrajeron por decoccion.

Seguidamente se filtré el extracto en algodén desengrasado.

» Céamara cromatogréfica:
Se utilizé6 una camara de vidrio de 21.5cm de altura, 23cm x 6¢cm el area de la base
y 28x 13 cm el area de la cara superior. La cdmara se situé en la campana del

laboratorio y se trabajé a temperatura ambiente.

» Tipo de adsorbente:
Se emplearon placas de Silica GF,54 (0.20nm; Macherey-Nagel) sobre soporte de
aluminio para analisis cualitativos. Las placas no fueron activadas y presentaron

dimensiones variables, de acuerdo al nimero de muestras aplicadas.

» Corrida o desarrollo del Cromatograma:

Se desarroll6 una corrida ascendente utilizando como fases méviles las mezclas:

1. Hexano: acetato de etilo (7:3)

2. Cloroformo: metanol (9:1)

3. Butanol: acido acético: agua (65:25:15)

Las disoluciones se realizaron por un proceso de mezclado. El punteo se realizé a
1cm del borde inferior y la corrida fue de aproximadamente de 8cm, la distancia
entre cada punteo fue de 0,8-1cm.El secado de la placa se efectué a temperatura

ambiente bajo la corriente de aire de la campana.

> Revelado

Se trabaj6 con 3 tipos de revelado.

1. Luz ultravioleta, a una longitud de onda de 254 y 365nm.
2. Vapores de NH;
3. Disolucion de Ce (S0O,)./H,SO, y calor.
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2.253.3. CROMATOGRAFIA GASEOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASAS (CG-EM)

> Preparacion de la muestra:

Se pesaron 200 mg de droga cruda (3 pesadas) y se llevaron a un Erlenmeyer. Se
extrajeron por maceracion con 2mL del disolvente (hexano, acetona y metanol) por
15 minutos, empleando agitacién continua en una zaranda (Retomed, mizard.2001)
a 168 rpm. Los extractos fueron filtrados con algodon desengrasado y llevados a

sequedad en un rotoevaporadorBuchi( 50°C).

> Condiciones Cromatografica

Se empleé un cromatégrafo de gases Agilent serie 6890N, equipado con un
detector selectivo de masas, serie 5973N. La inyecciéon de la muestra se realiz6 por
el modo “Split’con una relacién de 1:10, siendo la temperatura del inyector 280°C.
La separaciéon fue llevada en una columna HP-5(17m x0,2mm x 0.33 pm). Se
trabajé con una temperatura inicial de 80°C, subiendo 5°C/min, hasta 310°C donde
se dejé por 20 min. Como gas portador se utilizé helio a un flujo de 0.8mL/min.

El espectrofotometro de masas fue operado en modo de impacto electronico (IE) a
70 eV y con una temperatura de la fuente i6nica de 230°C. La deteccion se realizo
en el modo de barrido total desde 40-800 uma.

2.2.6. ELABORACION DEL JARABE A PARTIR DEL EXTRACTO ACUOSO

Se establecié y estandarizé la formula unitaria y de manufactura para la elaboracién
del jarabe con actividad antioxidante e hipoglucemiante a partir de un extracto

acuoso de hojas de chaya (Cnidoscolus aconitifolius).

Componentes de la preparacion: Extracto acuoso de Cnidoscolus aconitifolius,
CMC, Sacarina sddica, Acido citrico, Metil parabeno, Propil parabeno, Esencia de

limén, Etanol y Agua destilada.
Para la elaboracion del jarabe se siguieron los siguientes pasos:

1. Pesar las materias primas y colocar la etiqueta de identidad respectiva.

2. Preparar la solucién del CMC.
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3. Disolver los metil y propilparabeno, junto con la sacarina sédica, acido citrico
en etanol.

4. En el agitador planetario adicionar la solucion de CMC, e incorporar poco a

poco el extracto acuoso, adjuntar los conservantes previamente disueltos en

alcohol.

Mezclar hasta disolucion completa

Medir el volumen total obtenido

Filtrar nuevamente

© N o u

Tapar y colocar la etiqueta de identificacién y dejar reposar por 24 horas.

Se prepararon tres lotes de 5 L cada uno.

El envasado de los jarabes se lo realizd en frascos de PVC ambar con capacidad
de 120mL, los cuales fueron lavados previamente con agua Yy
detergenteantibacterial, luego secados en la estufapor 24 horas (Fig. 3), para evitar

problemas de contaminacion.

Figura 3. Lavado y esterilizado en estufa de frascos ambar

Se etiqueto a los jarabes de acuerdo a lo establecido por el MSP para Productos

Naturales de uso medicinal.

2.2.7. CONTROL DE CALIDAD DEL JARABE

Se efectuaron los analisis de control de calidad del jarabe siguientes:
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a) Determinacién del pH

Para determinar el pH del jarabe se procedi6 de la misma manera que en el

extracto acuoso.

b) Densidad relativa

Para determinar la densidad del jarabe se procedié de la misma manera que en el

extracto acuoso.

c) Control microbiolégico

Se evalué la presencia de microorganismos como: Hongos y levaduras, Coliformes
totales y EscherichiaColi, y se compard los resultados obtenidos con los limites
establecidos por la OMS (2003).

2.2.8.  ANALISIS CROMATOGRAFICO DEL JARABE DE CHAYA

2.2.8.1. CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA

Se utiliza una cadmara de vidrio de 21.5 cm de altura x 6 cm de en el area de la base
y 28 cm x 13 cm en el area de la cara superior y se trabaja a temperatura

ambiente.

Se desarroll6 de igual forma a la descrita para el extracto acuoso.

2.29. ESTUDIO DE ESTABILIDAD DEL JARABE

Se evalu6 la estabilidad del jarabe evaluando los parametros anteriormente
mencionados alos lotes obtenidos. Los mismos se almacenaron a temperatura
controlada entre 30 y 40°C durante 3 meses, y se analizaron sus propiedades

fisicas, quimicas y microbiologicas (acapite 3.3.1.1).
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2.2.10. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL JARABE DE
CHAYA

» Fundamento del método
Consiste en medir la capacidad de la muestra para reducir el hierro férrico a ferroso.
A un pH bajo se coloca en el medio de reaccién el complejo Fe** - TPTZ, este
complejo en presencia de agentes reductores se reduce a Fe?-TPTZ que desarrolla
un color azul intenso con un maximo de absorcion a 593 nm. Las condiciones del
ensayo favorecen la reduccion del complejo y estan ajustadas para que la
formacion de color solo ocurra por efecto de la muestra que se aflade y no por
causas artefactuales. Los estudios se realizan estableciendo comparaciones con
grupos controles, blancos o patrones, segln establezca el protocolo de estudio en

cuestion.

» PROCEDIMIENTO

La evaluacién antioxidante del producto, se realizo por la técnica de FRAP, descrita
anteriormente, la misma permite medir el poder antioxidante total evaluando la
capacidad reductora de hierro férrico en extractos naturales, mezclas de los
mismos, extractos bioldgicos e incluso compuestos quimicos aislados.

El producto jarabe de chaya se disolvid en etanol calidad reactiva y se hicieron
diluciones sucesivas hasta alcanzar el valor adecuado de concentracion que no
interfiriera con la deteccién del equipo.Las determinaciones se realizaron mediante

un lector de placas de 96 pocillos, marca SUMA (Sistema ultramicroanalitico).

2.2.11. EVALUACION PRECLINICA DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE

Se aplicaron los procedimientos descritos por el CYTED (1996) y Gerhard Voegel

(1997). Que detallamos a continuacion
Variables a medir
e Induccion de Hiperglucemia

e Determinacion del efecto Hipoglucemiante.
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Material de estudio: Jarabe de chaya

Animales de experimentacion: Rata Wistar (Hembras) procedente del BIOTERIO
provisional de la FCQyS de la UTMACH

Animales por grupo: Minimo de 5 animales por grupo
Sexo: un solo sexo (Hembras)
Peso: Valor medio / el 20% de éste (175 — 200 g)

Aclimatacién: Las ratas se mantuvieron en condiciones de cuarentena y

aclimatacion segun lo establecido.

Aguay alimentacion: El acceso al agua y la comida fue ad libitum.

PROCEDIMIENTO

Los animales se mantendran en cuarentena y aclimatados segun lo establecido y
distribuidos en grupos de forma aleatoria de 5 animales, distribuidos de la forma

siguiente:

1. Grupo l. Animales sin tratamiento.

2. Grupo Il. Animales tratados con solucién de Glucosa al 40% por via

intraperitoneal.

3. Grupo lll. Animales con solucién de glucosa al 40% + medicamento patrén

de estudio metformina

4. Grupo IV. Animales con dosificacion de solucién de glucosa al 40% + jarabe

de chaya en dosis de 500mg/kg por via oral.

5. Grupo V. Animales con administracion de solucion de glucosa al 40% +

jarabe de chaya en dosis de 1000mg/kg por via oral

» Extraccion de la sangre
Antes de comenzar el tratamiento se extraera sangre de la cola mediante una
ligera puncién en la misma para proceder a la lectura de glucosa. El animal

debera de estar ligeramente anestesiado empleando éter di etilico.
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Una vez que se determind que los niveles de glucemia en las ratas estaban
normales (considerando como tal aquellos animales que se encuentren entre 60 y
135 con una media de 75 mg/dl) se procedié con la administracion de las
muestras en estudio.

Se procedio a realizar las lecturas de glucosa a todos los grupos de ensayo a los
15; 30; 60 y 120 minutos.

» Valoracion de la glucosa

La valoracién de la glucemia se realizé por medio de un sistema rapido y
automatico de lectura de tiras reactivas. Las tiras se impregnaron en una zona
sensible y tras un contacto de 30 a 60 segundos (observar las instrucciones del
medidor). Tras un tiempo maximo de 30 segundos aparece en la pantalla el nivel

de glucemia en mg/d (Vorgesy Feria 2005).

» Descripcién de la dosis, via de administracién y duracion del ensayo

El ensayo fue realizado siguiendo las pautas descritas por el CYTED, se determiné
que los animales en estudio estaban dentro de los parametros normales de
glucemia (65-135mg/dl), para ello se utiliz6 el jarabe de chaya en 2 dosis
(500mg/kg, 1000mg/kg) La via de administracion fue oral, empleando una canula
intragastrica.

Luego de una hora de haber administrado el jarabe en estudio en las dosis antes
mencionadas se procedi6 a la aplicacion de solucion de glucosa al 40% mediante
via intraperitoneal el cual fue considerado como tiempo inicial o tiempo cero.

Se esperd 15 minutos para proceder a la primera lectura y verificar si los animales
eran hiperglucemicos posteriormente se realizaron lecturas a los 30, 60 y 120
minutos, las extracciones de sangre en los distintos tiempos se lo hizo para evaluar

la actividad hipoglucemiante del jarabe en estudio.

» Sacrificio de los animales
Los animales fueron sacrificados empleando una sobredosis de barbitarico
cumpliendo con los procedimientos de refinamiento, con el fin de evitar el dolor y

sufrimiento de los mismos.
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» Estadistica

Los grupos fueron contrastados estadisticamente empleando un ANOVA de
clasificacion simple y la prueba StudentNewmanKeuls (a=0.05). El software
empleado fue el SPSS version 21.0.
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CAPITULO lIl. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 IDENTIFICACION BOTANICA Y CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE
LA CHAYA (Cnidoscolus aconitifolius)

Se actualizaron datos sobre la identificacion botanica de la chaya con el Dr. JesUs
Inca de la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad Central del
Ecuador.Segun la tabla lll, los resultados concuerdan con la identificacion realizada
anteriormente por la Dra. Carmita Bonifaz en el Herbario de la Universidad de

Guayaquil, por Jaramillo(2008), y por Luna (2010).

Tabla lll. Identificacion botéanica de la chaya (Cnidoscolus aconitifolius)

NOMBRE CIENTIFICO Cnidoscolus aconitifolius
NOMBRE VULGAR Chaya
FAMILIA BOTANICA Euphorbiaceae
GENERO Cnidoscolus
ESPECIE Aconitifolius
DISTRIBUCION Originaria de México
PARTE UTILIZADA Hojas

La evaluacion macromorfolégica es uno de los aspectos esenciales dentro del
andlisis de droga, puesto que ayuda a identificar posibles falsificaciones en el

material vegetal. Los resultados obtenidos se presentan en la tabla IV.
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Tabla IV. Caracteristicas macromorfolégicas de las hojas de Cnidoscolus

aconitifolius
ENSAYO RESULTADO
FORMA DEL CONTORNO Lobulada (5 l6bulos)
TEXTURA Membranosa
COLOR Verde intenso
OLOR Aromético
CONDICION Fresca

Los resultados de las caracteristicas morfolégicas de las hojas de chaya indican
gue presentan: forma del contorno lobulada, de textura membranosa, color verde
intenso, aromatica, las hojas de chaya se las utiliza en forma fresca. Resultados
gue concuerdan con los estudios reportados por Luna (2010),Jaramillo (2008) y
Quezada (2002).

3.2. EVALUACION DE LOS PARAMETROS DE CALIDAD DE LA DROGA
CRUDA

3.2.1. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

La determinacion de los parametros fisico-quimicos de una droga vegetal es
indispensable para garantizar su calidad y pureza, lo cual se traduce en el valor
intrinseco de la misma.A continuacion se exponen algunos parametros que fueron
evaluados al material vegetal seco y molido de las hojas de C. aconitifolius. La tabla

V muestra los resultados de estas determinaciones.
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TablaV. Parametros fisicoquimicos de la droga cruda de C. aconitifolius

ENSAYOS X/'S

Humedad Residual 10.67/ 1.27

Sustancias Solubles en
agua 36.01/2.56

Cenizas Totales 7.85/0.62

Leyenda: X=Media; S=Desviacion estandar

La determinacion de la humedad residual en el material vegetal es uno de los
indices numéricos que ayudan a complementar la calidad del método de secado.
Un exceso de agua en la droga puede provocar la proliferacién de microorganismos
e insectos, seguido de la hidrdlisis de principios activos, especificamente de los
metabolitos glicosilados, y por consiguiente, el deterioro de la droga. Las Normas y
Farmacopeas establecen, un contenido de humedad residual entre 8 y 14 % (WHO,
2011; Miranda y Cuellar, 2001). En el estudio efectuado a la planta el promedio de
las determinaciones estuvo dentro del intervalo exigido, o sea, 10.67%, lo que
demostré la eficiencia del proceso de secado El valor obtenido concuerda con los
reportados por Luna (2010), Riofrio (2010) y Jaramillo (2008),

El porcentaje de sustancias soluble en agua fue de 36.01/2.56esta en relaciéon a
resultados reportados por Jaramillo (2008) y Riofrio (2010), existe ligera variacion a
los obtenidos por Luna (2010)(28.93 / 0.39). Esta diferencia, aunque no muy
marcada, puede ser debido al efecto de algunos factores externos e internos que
pueden afectar la composicién quimica de la planta como por ejemplo: la edad de la
planta, estado vegetativo, el suelo, entre otras. No se han encontrado valores
referenciales de otros autores. El comportamiento anterior indica que el proceso
extractivo se vefavorecido por la presencia de agua en el medio, lo cual permite

mayor extraccién de compuestos con caracteristicas polares.

Las cenizas son indicativas de la calidad del material con que se trabaja y
constituye una base para juzgar su pureza e identidad, brindando informacion

relativa a la posible adulteracion con materias inorganicas o cuerpos extrafios que
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posea (Miranda y Cuéllar, 2001). Los valores de cenizas totales en este material
vegetal fue de 7.85/0.62 y guarda relacion con los informados por Riofrio (2010),
Luna (2010), de 8.28/0.2 y 7.78/0.28, respectivamente.

Los resultados obtenidos se consideran altos en referencia a los reportados, por
Kuti, (1996) y Molina-Cruz y col. (2000)de 2.2%. Lo que puede ser debido a las
caracteristicas del suelo de la region (Provincia El Oro) rico en minerales y a sus
diferentes formas de cultivo. Este es un aspecto que debe profundizarse a través
del empleo de otras técnicas analiticas como la espectrometria de absorcion

atomica.

3.2.2. TAMIZAJE FITOQUIMICO

Dentro del andlisis de los parametros de calidad de la droga cruda de hojas de
chaya, se realiz6 el tamizaje fitoquimico para determinar de manera preliminar los
principales grupos de metabolitos presentes en la especie. Los resultados se

expresan en la Tabla VI.

Tabla VI. Andlisis fitoquimico preliminar de la droga cruda (Cnidoscolus

aconitifolius)

METABOLITO ENSAYO EXTRACTO ACUOSO
Alcaloides Dragendorff, Mayer -
Compuestos reductores Fehling +
Fenoles y Taninos Cloruro férrico +
Flavonoides Shinoda +
Mucilagos Mucilagos -
Saponinas Espuma +
Glicosidos Cianogénicos Picrato ++

Los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico son similares a los reportados

por Jaramillo (2008), Luna (2010) y Riofrio (2010). Los cuales coinciden con
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losdatos reportados para la especie en cuanto al contenido de compuestos
fendlicos y flavonoides (Kuti y Konuru, 2004).

Otro de los andlisis realizados dentro del tamizaje fitoquimico fue la determinacion
de la presencia de glicésidos cianogénicos. La Figura 4 muestra el cambio de
coloracién de amarillo a color naranja del papel filtro con la solucién de picrato de
sodio,debido a la presencia de glicésidos cianogénicos en las muestras de droga
cruda analizadas. Este metabolito se desarrolla desde que inicia el crecimiento de
las hojas, lo que concuerda con lo expresado en la literatura de algunos autores:
Riofrio (2010), Luna (2010), Jaramillo (2008), Quezada
(2004),Gonzalez(2003),Kuti(1996).

Figura 4. Identificacion de glicésidos cianogénicos en hojas de C. aconitifolius

3.3. PREPARACION DEL EXTRACTO ACUOSO

3.3.1. ELIMINACION DE GLUCOSIDOS CIANOGENICOS

Con la finalidad de analizar el efecto del tiempo y la temperatura, en el proceso de
extraccion y de eliminacion de los glicésidos cianogénicos, se realizaron varios
experimentos variando fundamentalmente el tiempo de extraccion. La tabla VII

muestra sus resultados.
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Tabla VII. Condiciones de elaboraciondel extracto acuoso de Chaya (Cnidoscolus

aconitifolius)e identificacion delos glicésidos cianogénicos

VARIABLES
EXTRACTO X X ks
Tiempo (min) Temperatura ( °C) HCN
1 5 100 +)
2 10 100 (+)
3 15 100 +)
4 20 100 +)
6 30 100 Q)

Los resultados descritos en la Tabla VII, indican que los extractos de chaya
obtenidos por el método de decoccion a diferentes tiempos presentan glicosidos
cianogénicos, solo a los 30 minutos se logran resultados negativos en este ensayo.
Se tomd como referencia los resultados obtenidos por Riofrio (2010), determinando
que el método mas recomendable para la obtencién de un extracto acuoso libre de
glicésidos cianogénicos y posible de usar como fitomedicamento, es la decoccién a

temperatura de 100 ° C por 30 minutos.

Segun informa la literatura, la linamarina es el glicésidocianogénico predominante
en los tejidos de las especies de Cnidoscolus, por lo que la reaccion de hidrélisis

particular de la misma, se muestra a continuacion (Jaramillo, 2008).

CH,0H (|3 =N CH,OH
0 0—C—CHs C=N 0 OH H
OH | H.0 | OH |
CH, —  » HO—C—CHs + —  » HO—C—CHy + HCN< )
5 Enz. | | g
CHs OH CHy
OH OH
Linamarin

La linamarina presenta una uniéon B al azlcar, que solo puede ser roto bajo altas
presiones, alta temperatura, usando &cidos minerales y enzimas endégenas como
la B-glucosidasa y la linamarasa, las cuales estan presente en los tejidos vegetales

de la planta (Jaramillo, 2008). Por lo cual las condiciones de decoccion durante 30
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minutos logra la liberacion del HCN (g) y correspondiente eliminacién de la toxicidad
de este extracto.

3.4. EVALUACION DE CALIDAD DEL EXTRACTO ACUOSO DE CHAYA

3.4.1. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

Con el proposito de comprobar la calidad del extracto acuoso de Chaya, se
procedié al analisis de los parametros fisico-quimicos. Fueron considerados los
aspectos siguientes: propiedades organolépticas (olor y color), analisis del pH,
densidad relativa, sélidos totales, indice de refraccion y contenido alcohdlico. En la

tabla VIII se presentan los resultados del estudio organoléptico.

Tabla VIII. Caracteristicas organolépticas del extracto acuoso C. aconitifolius

PARAMETRO EXTRACTO ACUOSO
Color Café ambar
Olor Agradable caracteristico
Sabor Poco agradable, ligeramente picante
Aspecto Ligquido

Desde el punto de vista organoléptico el extracto acuoso se presentd como un
liquido traslucido de color ambar oscuro y olor caracteristico. EI comportamiento fue

similar al reportado por Riofrio (2010) y Jaramillo (2008).

3.4.2. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Se prosiguié con el andlisis de los parametros fisico-quimicos del extracto acuoso,
cuyos resultados se resumen en la Tabla IX, pardmetros que coinciden con los

reportados por Riofrio (2010).
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Tabla IX.Pardmetros fisico-quimicos del extracto acuoso de C. aconitifolius

PARAMETROS RESULTADOS
Densidad Relativa (%) 1.02/0,07
indice de Refraccion 1.32/0,002

pH 6.3/0,02
Solidos Totales 11.36/0,06

Andlisis Capilar

> Color Poco coloreada
> Altura 13.1cm
> Franja Profundamente dentada
> Sub-franja No presento
> Banda No presenté
> Sub-banda No presentd
» Linea de inmersion lcm
> Cambios de coloracién | Amarillo verdoso
con vapores de Fluorescencia desde la
amoniaco franja hasta la linea de
> Examen la luz UV inmersion

La determinacion del pH, brinda el grado de acidez o basicidad de una solucion, en
el caso particular del extracto se obtuvo como resultado un pH ligeramente 4cido a
neutro, encontrandose dentro del intervalo establecido por Jaramillo (2008). La
ligera acidez de las preparaciones pudiera estar relacionada con la presencia de
compuestos de naturaleza fendlica.

El contenido de sélidos totales fue otro parametro medido de gran importancia,
pues brinda informacion relativa sobre la cantidad de constituyentes no volatiles
presentes en el extracto, ademas de servir de base para el ajuste de dosis, en
estudios farmacoldgicos y toxicolégicos,cuando no se conoce la concentraciéon del
principio activo que ejerce la accién. El porcentaje obtenido estuvo en

correspondencia con el reportado por Riofrio (2010) y Luna (2010).
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La densidad relativa y el indice de refraccion también fueron medidos al extracto; el
primero nos da criterio del peso especifico del mismo y el segundo parametro es
una constante caracteristica de cada sustancia, que representa la relacién entre el
seno del angulo de incidencia de la luz y el seno del angulo de refraccion cuando la
luz pasa oblicuamente a través del medio. Los resultados para estos parametros
fueron 1,02 y 1,32, respectivamente.El andlisis de ambos parametros, en términos

generales, evidencié concordancia con los indices reflejados en la literatura.

3.4.3. TAMIZAJE FITOQUIMICO

Con el objetivo de verificar el efecto de las condiciones de extraccién, sobre la
composicion quimica del extracto acuoso deC. aconitifolius, se procedi6é a realizar
un tamizaje fitoquimico para determinar si existian diferencias en cuanto a los

posibles grupos de metabolitos presentes. La tabla X muestra los resultados.

Tabla X. Tamizaje fitoquimico del extracto acuoso de C. aconitifolius

METABOLITO ENSAYO EXTRACTO ACUOSO
Alcaloides Dragendorff, Mayer -
Compuestos _
Fehling +
reductores
Fenoles y taninos Cloruro de Fe +
Flavonoides Shinoda +
Mucilagos Mucilagos -
Saponinas Espuma +
Glicosidoscianogenéticos _ -
Picrato

Segun la tabla X, el analisis cualitativo (tamizaje fitoquimico) resulté similar, con los
metabolitos identificados al realizado a la droga cruda, descritos en la tabla VI, a

excepcion de los glicésidos cianogénicos. El ensayo de cianuro realizado al extracto
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dio negativo, lo que confirma que el método extractivo (decoccion durante 30

minutos) logra la remocién de estos metabolitos.

3.4.4. CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA DEL EXTRACTO ACUOSO DE
C. ACONITIFOLIUS

El analisis del perfil cromatografico del extracto acuoso (figura 5), resulta desde el
punto de vista fitoquimico y fitoterapéutico el de mayor importancia, pues
tecnolégicamente la mayoria de los extractos que se usan en la medicina
tradicional, suelen prepararse con disolventes de alta polaridad como agua o

mezclas hidroalcohdlicas.

Figura 5: Cromatografia en capa delgada del extracto acuoso de hojas de chaya en
fase movil: butanol saturado: agua.Aplicaciones; 1.Extracto de la droga obtenido por
decoccion. 15 g en 100 mL de agua. 2. Fraccion del extracto anterior soluble en

butanol, 3. Jarabe y 4.Fraccién del jarabe que es soluble en butanol.

A B C

Revelado
Revelado _ Revelado
o Sulfato de cerio IV en )
Luz Visible Camara de yodo
H,SO,
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Cada placa se realiz6 3 veces con el objetivo de confirmar los resultados.

La figura 5 contiene los cromatogramas de 4 aplicaciones (1.Extracto de la droga
obtenido por decoccion. 15 g en 100 mL de agua. 2. Fraccion del extracto anterior
soluble en butanol, 3. Jarabe y 4.Fraccion del jarabe que es soluble en butanol)
revelados con tres sistemas diferentes de revelado: A. luz visible, B. sulfato de cerio
IV en H,SO, y C. camara de yodo. Se puede deducir que cuando se revela al
visible: las 4 aplicaciones muestran resultados similares. Se observé una mancha

amarilla alargada con poca resolucion que fue mas fuerte en las aplicaciones 1y 2.

Cuando se revela con sulfato de cerio IV: en este caso no se aprecian buenos
resultados. Quizas este revelador dependa mas de las concentraciones que se

logren alcanzar en cada aplicacion, pues no se aprecian muchas similitudes.

Cuando se revela con camara de yodo: Las aplicaciones 1 y 2 son practicamente
idénticas. La diferencia fundamental esta en el punto de aplicacion de 1 lo cual es
I6gico pues en un extracto acuoso siempre hay muchas sustancias polares que se
quedan en el punto de aplicacién. En la aplicaciébn 2 no se aprecia una mancha
fuerte en el punto de aplicacién pues es un extracto en butanol. Aqui es importante
tener en cuenta que el butanol logra extraer los metabolitos que caracterizan el

cromatograma de la aplicacion 1 por encima del punto de aplicacion.

Los extractos de plantas se caracterizan por presentar una alta complejidad con
respecto al nimero de componentes que lo integran y lograr buenas resoluciones
por esta técnica no es un resultado comun. Es habitual que una mancha este
compuesta por un niumero elevado de metabolitos y por tanto los componentes se
puedan enmascarar entre si. Puede suceder que la variacion cuantitativa de un
constituyente del extracto e inclusive la ausencia de este, pueda no ser detectada

por esta técnica.
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3.4.5. CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADO A
ESPECTROFOTOMETRIA DE MASAS DEL EXTRACTO ACUOSODE C.
ACONITIFOLIUS

Otra de las técnicas cromatograficas utilizadas para el estudio de la composicion
guimica del extracto acuoso de hojas de chaya, fue la CG-EM. La figura 6 muestra

el cromatograma

Fig. 6 Cromatograma ampliado del extracto acuoso de Cnidoscolus aconitifolius
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Como se puede apreciar en la figura 21 la mayor complejidad del cromatograma se
aprecia entre 4 y 24 minutos. Se obtuvo 32 picos realcionados con diferentes
compuestos. Los metabolitos encontrados fueron: 1. L-Alanine,N-glycyl, 2. tris(trimethylsilyl)
borate, 3. L-Valine N-TMS, 4. L-Leucine N-TMS, 5. TMS ether of glyceral, 6. L-Isoleucine N-
TMS, 7. Butanedioic acid bis-TMS, 8. Propanoic acid, 2,3-bis-TMS, 9. 2-Butenedioc acid (E)-
bis-TMS, 10. 2(3H)-Furanone, dihydro-3,4-bis-TMS, 11. Malic acid bis-TMS, 12.
Butane,1,2,34-tetrakis-TMS, 13. L-Proline,5-oxo-1-(trimethyisilyl)- trimethylsilyl ester, 14.
2,3 4-trihydroxybutyric acid tetra TMS, 15. Arabinoic acid,2,3,5-tris-O-TMS, 16. Xylonic
acid,2,3,5-tris-O-TMS, 17. D-Ribosa,2,3,4,5-tetrakis-O-TMS, 18. Inositol,1,2,3,4,5,6-hexakis-
O-TMS, 19. 1,2,3-propanetricarboxilic acid, 2-(trimethyisilyl)oxy, 20. Myo-Inositol,1,2,3,4,5,6-
hexakis-O-TMS, 21. Azlcar desconocido, 22. Galactonic acid,2,3,5,6-tetrakis-O-TMS, 23.
Gluconic acid,2,3,,5,6-tetrakis-O-TMS, 24. Trimethylsilyl ether of glucitol, 25. Myo-
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Inositol,1,2,3,4,5,6-hexakis-O-TMS, 26. Myo-Inositol pentakis-O-TMS, 27. Mezcla de
azucares, 28. Azlcar desconocido, 29. Myo-Inositol,1,2,3,4,5,6-hexakis-O-TMS, 30. alfa D-
Glucopyranoside,1,3,4,6-tetrakis-O-TMS, 31. Azlcar desconocido, 32. alfa D-
Glucopyranoside,1,3,4,6-tetrakis-O-TMS. Algunos de ellos combinados con el trimetilsilano,

producto de la derivatizacion.

Del cromatogramase puede apreciar que los principales metabolitos que se identifican por
CG-EM son aminoacidos, azUcares, polioles y acidos organicos. Todos ellos son tipicos de

extractos acuosos Y sus grupos fueron identificados en el tamizaje fitoquimico.

3.5. ELABORACION DEL JARABE A PARTIR DEL EXTRACTO ACUOSO
DE HOJAS DE C. ACONITIFOLIUS

Una vez obtenido el extracto acuoso de hojas de chaya se procedi6é a elaborar el
jarabe empleando excipientes tradicionales en la preparacion de estas formas
farmacéuticas (tabla Xl). Para su disefio se consideré que seria una preparaciéon a
administrar a pacientes diabéticos, por esta razén se emple6 como agente
edulcorante la sacarina sddica y viscozante la carboximetilcelulosa. La preparacion

se le evalud su calidad y estabilidad en base a las normas de la USP (2010).

Tabla XI. Formulacion del jarabe de extracto acuoso de hojas de chaya

COMPONENTES PORCENTAJE (Aproximado)
Extracto acuoso de hojas de chaya 50
CMC 0.8
Sorbitol 10
Sacarina 0.05
Metilparabeno 0.18
Propil parabeno 0.02
Acido citrico 0.1
Esencia de limon 0.05
Alcohol 1
Agua destilada 38.8
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Figura 7.Jarabe a partir de un extracto acuoso de hojas de Chaya.

La figura 7 muestra los frascos de jarabe de Chaya elaborados:

3.5.1. CONTROL DE CALIDAD DEL JARABE

De acuerdo a los procedimientos descritos en el capitulo anterior para el control de
calidad, se procedi6 a evaluar las caracteristicas del jarabe elaborado a partir del

extracto acuoso. La tabla XIlI resumen los resultados.

Tabla. XlICaracteristicas organolépticas del jarabe obtenido a partir del extracto

acuoso de hojas de Chaya.

PARAMETRO RESULTADO
Color Café ambar
Olor Agradable
Sabor Limén
pH 4.9/0,4
Densidad (g/mL) 1.04/0,02

El jarabe obtenido es un liquido homogéneo viscoso, ligeramente acido con sabor
agradable y olor caracteristico, color café ambar, libre de particulas y sedimentos.
La densidad cercana a la densidad del jarabe simple 1,32.
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La aplicaciébn 5 muestra el andlisis cromatogréfico realizado al jarabe y a la fraccion
butandlica del jarabe. La aplicacion 3 se corresponde con el jarabe, que es viscoso
y no permite aplicar mucho. Esto atenté contra el resultado. El jarabe siempre va a
estar diluido con respecto al extracto acuoso de la planta. Ademas, contiene otros

productos si se compara con el extracto acuoso.

La aplicacion 4 se parece mucho ala3yasuvezalaly 2, aunque no se logran
resolver las manchas como en las aplicaciones 1 y 2. Pero las manchas de la
aplicacion 4 cubren la misma zona de Rf de las aplicaciones 1y 2 (extracto acuoso).
Eso sugiere similitud entre ellas y se confirmar por CG-EM.

Figura 8. Cromatograma ampliado de la fraccién butandlica del jarabe de hojas de
Chaya
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Del analisis por CG-EM (figura 8) de la fraccion butandlica del jarabe de hojas
Chaya, al comparar con la figura 6, en el jarabe, la cantidad del extracto es
pequefia y por lo tanto, se aprecian menos componentes (17 picos). De todas
formas se observan azlcares, polioles y aminoacidos caracteristicos de este

extracto.

La tabla Xllimuestra los resultados del control microbiolégico del jarabe, los cuales
estuvieron conformes con los requerimientos establecidos para este tipo de
preparacion. El limite de gérmenes vivos debe ser inferior a 100 gérmenes por

gramo de producto y ausencia de gérmenes patégenos.
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Tabla XIlI. Control microbiolégico del jarabe de Chaya

Analisis Limites Microbiolégicos Resultados (UFC/g)
Permisibles (UFC/g) 1 | 2 | 3
Conteo total de <100 Ausencia
aerobios meséfilos
Conteo total de hongos <10 Ausencia
y levaduras
Staphylococcusaureus Ausencia Ausencia
Pseudomonaaeruginos Ausencia Ausencia
a

3.5.2. ESTUDIO DE ESTABILIDAD ACELERADA DEL JARABE DE CHAYA

El estudio de estabilidad se realizé con los lotes obtenidos a escala de planta piloto,
los mismos se almacenaron durante 3 meses,a temperatura ambiente controlada,
30 y 40°C,de acuerdo a la zona climatica que pertenece Machala (zona IV, célida y
himeda), Se analizaronlas propiedades fisicas, quimicas y microbiolégicas. La
tabla XIV muestra los resultados obtenidos.

Tabla XIV. Estudio de estabilidad acelerada del jarabe de chaya a diferentes

condiciones de almacenamiento

T. AMBIENTE 30°C 40°C
TIEMPO [Densidad Densidad Densidad
, pH pH pH
(dias) (g/mL) (g/mL) (g/mL)
0 1.034 |490| 1.034 |492| 1.034 |491
8 1.034 |491| 1.030 |492| 1.030 |5.11
15 1.034 |490| 1.032 |488]| 1.029 |5.20
30 1.027 |5.00| 1.030 |482]| 1.031 |5.01
60 1.039 |512| 1.033 |492| 1.030 |5.02
90 1.032 |513| 1.034 |481| 1.030 |5.00
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Las propiedades organolépticas olor, sabor y color se mantuvieron constantes
durante el tiempo de estudio tanto para las preparaciones almacenadas a
temperatura ambiente como las que se encontraban a 30 y 40 °C. Los diferentes
lotes de jarabe se mantuvieron con un color café (dmbar), sabor a limén y olor
agradable.

El pH y la densidad de la preparacion se mantuvieron entre valores de 4,88 - 5,2y
1.03, respectivamente. Por lo que no se observan grandes variaciones en estos
parametros en el periodo de tiempo evaluado de hasta 3 meses, lo cual es
indicativo de la calidad y estabilidad de la preparacién formulada.

Estos resultados iniciales confirman la estabilidad de la preparacion en el tiempo

evaluado.

3.6. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE JARABE

El estrés oxidativo (EO) es un estado de la célula en el cual se encuentra alterada
la homeostasis de Oxido-reduccién intracelular, es decir, el balance entre
prooxidantes y antioxidantes. Este desbalance se produce a causa de una excesiva
produccion de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) o por deficiencia en los
mecanismos antioxidantes que conducen a dafio celular. La participacion de los
radicales libres en un numero creciente de afecciones de gran interés médico-

social, hace que el tema merezca un tratamiento diferenciado (Le6n y col., 2004).

La determinacién de las potencialidades antioxidantes de productos naturales y
extractos de plantas medicinales, constituyen ain un terreno poco desarrollado por
lo que se realizan esfuerzos a nivel mundial para el desarrollo de nuevos farmacos
con estas propiedades que mejoren la calidad de vida de la poblacion y garanticen

beneficios en la salud.

Para la evaluacion antioxidante del jarabe de hojas de Chaya, primeramente se
evalué su potencial de reduccién de hierro férrico a ferroso a través de la
metodologia FRAP y se compararon los valores obtenidos contra un patron de

Vitamina C, los resultados se muestran en la Tabla XV.
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Tabla. XV. Comparacién del potencial de reduccién del jarabe de hojas de
Chaya (n=5)

. JARABE DE HOJAS DE
PARAMETRO VITAMINA C
CHAYA
Potencial de Reduccion 390,80/14.95® 415,06/12.45®
(UM) (2.5mg/mL) (Img/mL)

Como se puede apreciar el producto mostré valores de potencial de reduccion
elevados, cercanos aunque estadisticamente diferente al de la Vitamina C,
reconocido antioxidante con capacidad reductora, por lo que se puede sefialar que
el producto; jarabe de hojas de chaya presenta actividad antioxidante en el modelo

in vitro evaluado.

3.7. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLICEMIENTEDEL JARABE
DEHOJAS DE CHAYA (Cnidoscolus aconitifolius)

En la figura 9 se muestran los resultados del contenido de glucosa para los grupos

sometidos a estudio.

Las medias de los tratamientos se contrastaron estadisticamente y como se puede
observar los animales que no recibieron el tratamiento se mantienen con una
glicemia baja, (valores normales entre 60 y 135 mg/dL). Los animales que se les
administro la solucién de glucosa para tornarlos hiperglicémicos a las 15minutos

mostraron una elevacion de mas de 200 mg/dL de su glucosa en sangre.
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Figura 9. Contenido de glucosa de los grupos sometidos a estudio del efecto

Hipoglicemiante del jarabe de Chaya (mg/dL)
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—— Sin Tratamiento 85,2 92,2 94,2 86 82,6
Glucosa al 40 % 86,2 267,8 440,6 230,4 93,2
Metformina 500 mg/kg 90 150,4 136,6 112,8 90,2
Chaya 500 mg/kg 83,8 388,8 3538 1374 876
—#—Chaya 1000 mg/kg 102,6 375,6 3576 148,8 118,6

Por otra parte a los 15 minutos de comenzado el experimento aquellos que reciben
glucosaal 40% mas el jarabe de extracto acuoso de hojas de chaya mantienen
elevada su glicemia por encima de los valores normales y cuando se contrastaron
estadisticamente no se observa diferencia entre estos dos ultimos a diferencia del

grupo control que no recibe tratamiento alguno.

Por consiguiente el jarabe de Chaya a la dosis de 500 mg/kg de peso corporal de la
rata, no demostrd poseer efecto hipoglicemiante cuando se emplea una solucién de
glucosa como agente inductor de la hiperglicemia, lo que esta en concordancia con
los resultados de un estudio publicado por Palos (2004) y también obtenidos por

Jaramillo (2008) empleando alloxano como inductor de la hiperglicemia,

La formacion de los metabolitos secundarios estd determinada por diferentes
factores, condiciones de cultivo (tipo de suelo, condiciones ambientales), época de
recoleccién, edad de la planta entre otros, lo que explica los resultados de los

estudios referidos.
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Por lo expuesto es que se hace necesarios continuar con la investigacién de esta
planta con estudio farmacoergastico como ya lo manifestamos en el acapite 3.3.3.3
para estandarizar la droga cruda con presencia de estos metabolitos en cantidades
Optimas y con actividad hipoglucemiante.
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CONCLUSIONES

Con la técnica de decoccion durante 30 minutos se logra eliminar la presencia
de los glicésidos cianogénicos en los extractos acuosos.

La cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (CG-EM)
permitié la identificacion de los principales metabolitos presentes en el extracto

acuoso de las hojas de Chaya.

Se obtuvo una formulacibn de jarabe de Chaya que cumple con los
requerimientos de calidad establecidos para este tipo de preparacion

farmacéutica.

La estabilidad fisica y quimica de la formulacion de jarabe de Chaya fue
satisfactoria durante 3 meses en condiciones de almacenamiento a

temperatura ambiente, 30 y 40 °C. y envasadas en frascos de PVC de 120 mL.

El jarabe de extracto acuoso de hojas de Chaya mostré actividad antioxidante
al obtener un elevado valor de potencial de reduccién de hierro férrico medido a
través de la metodologia FRAP si se compara con los valores obtenidos contra

un patron de Vitamina C.

El jarabe de Chaya a la dosis de 500 y 1000 mg/kg de peso corporal de la rata,
no demostro poseer efecto hipoglucemiante cuando se emplea una solucién de

glucosa como agente inductor de la hiperglicemia.
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RECOMENDACIONES

Verificar después de los 30 minutos que el extracto acuoso de hojas de

chaya se encuentra libre de glucésidos cianogénicos.

Continuar con los estudios de glucosidos cianogénicos presentes en las
hojas de chaya realizando una valoracién cuantitativa para determinar las

cantidades de cianuro presentes en la misma.

Repetir el ensayo de cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de

masas (CG-EM), para confirmar resultados.

Realizar el respectivo control de calidad para verificar que el jarabe de chaya

cumpla con los requerimientos de calidad establecidos.

Evaluar la estabilidad fisica quimica y microbiol6gica del jarabe de Chaya en
periodos mayores de tiempo con la finalidad de determinar el tiempo de vida

de este medicamento.

.Continuar con estudios farmacoergastico y de dinamica de acumulacion de
los metabolitos con la finalidad de precisar la posible presencia en el
material vegetal de compuestos fendlicos especificamente flavonoides, los
cuales segun la bibliografia consultada son responsables de la actividad

antioxidante e hipoglucemiante de la Chaya.
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ANEXO 1

PLANTA DE CHAYA (Cnidoscolus aconitifolius)
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ANEXO 2

LAVADO, SECADO, TRITURADO, TAMIZADO Y MOLIENDA DE LAS HOJAS DE
CHAYA(Cnidoscolus aconitifolius).

B =

d.- Triturado y Molienda del material vegetal
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e.-Tamizado del material vegetal

f.-Almacenamiento de la droga cruda de hojas de chaya
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ANEXO 3

CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA CRUDA DE HOJAS DE CHAYA

ANALISIS FISICO-QUIMICOS

b.-Determinacion de Sustancias Solubles

c.-Determinacién de Cenizas Totales
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ANEXO 4

PREPARACION DEL EXTRACTO ACUOSO POR EL METODO DE DECOCCION

c.- Preparacion del extracto acuoso por el método de decoccion
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A

e.- Obtencion del Extracto Acuoso de Hojas de Chaya

79



ANEXO 5

EVALUACION DE CALIDAD DEL EXTRACTO ACUOSO

b.-Determinacion de pH del extracto acuoso

d. Determinacion de sélidos totales
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ANEXO 6

CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROFOTOMETRIA DE
MASAS DEL EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS DE CHAYA
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Abundance
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7. Butanedioic acid bis-TMS
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8. Propanoic acid, 2,3-bis-TMS
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9. 2-Butenedioc acid (E)-bis-TMS
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Abundance

Scan 753 (8.605 min): C1-1.D
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10. 2(3H)-Furanone, dihydro-3,4-bis-TMS

Abundance
Scan 944 (9.880 min): C1-1.D
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11. Malic acid bis-TMS

Abundance

Scan 968 (10.040 min): C1-1.D
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12. Butane,1,2,3,4-tetrakis-TMS
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Abundance

Scan 982 (10.134 min): C1-1.D
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13. L-Proline,5-oxo-1-(trimethylsilyl)- trimethylsilyl ester

Abundance
Scan 1061 (10.661 min): C1-1.D
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14. 2,3,4-trihydroxybutyric acid tetra TMS

Abundance
Scan 1152 (11.268 min): C1-1.D
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15. Arabinoic acid,2,3,5-tris-O-TMS
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Scan 1178 (11.442 min): C1-1.D
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16. Xylonic acid,2,3,5-tris-O-TMS
Scan 1343 (12.544 min): C1-1.D
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17. D-Ribosa,2,3,4,5-tetrakis-O-TMS
Scan 1402 (12.937 min): C1-1.D
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18.- Inositol,1,2,3,4,5,6-hexakis-O-TMS
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2400000

2200000

2000000

1800000

1600000

1400000

1200000

1000000

800000

600000

400000

200000

o]

Scan 1410 (12.991 min): C1-1.D
73

347375

91
Lol u“‘m ‘\h 242y || ‘L‘

465
437
L ‘h‘ ‘h ‘h 292 L 492

535 565592

m/z-->

Abundance

1000000

900000

800000

700000

600000

500000

400000

300000

200000

100000

(o]

m/z-->

Abundance

7000000

6000000

5000000

4000000

3000000

2000000

1000000

0o

m/z-->

T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450

T T T
500 550 600

19.- 1,2,3-propanetricarboxilic acid, 2-(trimethylsilyl)oxy

Scan 1430 (13.124 min): C1-1.D
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20.-Myo-Inositol,1,2,3,4,5,6-hexakis-O-TMS

Scan 1475 (13.425 min): C1-1.D
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Scan 1500 (13.592 min): C1-1.D

319

10 89

61

466

3 1
45 ‘
‘M I \\“ ot o
T ] T

T
50 100 150 200 (o] 300 350 40

‘ H 243271 ‘ 3
L “\ ! ‘\h‘ ofeog gt i \‘“\‘ : L 393
25

434, | 492 538 575
1 T T T
0 450 500 550 600

22.-Galactonic acid,2,3,5,6-tetrakis-O-TMS

Scan 1514 (13.685 min): C1-1.D
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23.-Gluconic acid,2,3,,5,6-tetrakis-O-TMS

Scan 1592 (14.206 min): C1-1.D
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24 .-Trimethylsilyl ether of glucitol
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Abundance

Scan 1604 (14.286 min): C1-1.D
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25.-Myo-Inositol,1,2,3,4,5,6-hexakis-O-TMS

Abundance

Scan 1627 (14.439 min): C1-1.D
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26.-Myo-Inositol pentakis-O-TMS

Abundance

Scan 1645 (14.560 min): C1-1.D
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27.-Mezcla de azucares

89



Abundance

4000000

3500000

3000000

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

0

m/z-->

Abundance

7000000

6000000

5000000

4000000

3000000

2000000

1000000

(o}

m/z-->

Scan 1573 (14.079 min): C1-1.D
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28.-Azlcar desconocido
Scan 1752 (15.274 min): C1-1.D
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29.-Myo-Inositol,1,2,3,4,5,6-hexakis-O-TMS
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Scan 2336 (19.172 min): C1-1.D
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30.-alfa D-Glucopyranoside,1,3,4,6-tetrakis-O-TMS
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Abundance

Scan 2753 (21.956 min): C1-1.D
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31.-Azlcar desconocido
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32.-alfa D-Glucopyranoside, 1,3,4,6-tetrakis-O-TMS



ANEXO 7

PREPARACION DEL JARABE DE CHAYA

a.-Pesada e ldentificaciébn Materia prima

c.- Mezclado de los componentes del jarabe
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d.- Filtrado del jarabe

e. Presentacion final de los jarabes de extracto acuso de hojas de chaya
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ANEXO 8

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Instituto de Angiologia
Habana, Cuba
INFORME FINAL

TITULO:
Determinacion del posible efecto antioxidante del Jarabe de Chaya elaborado por la Planta Piloto de
Farmacia de la FCQYS de UTMACH.

OBJETIVOS:

Evaluar la capacidad antioxidante del jarabe de Chaya utilizando el modelo in vitro, Potencial de
Reduccidn Total (FerricReductionAntioxidantPower) (FRAP).

ANTECEDENTES:

Los procesos de estrés oxidativo estdn involucrados en el desarrollo de diferentes patologias, los
radicales libres participan en los procesos de agotamiento fisico e intelectual del individuo por lo que
el hecho de demostrar la capacidad antioxidante de productos indicados para estos fines, serian de
utilidad para el incremento de la actividad fisica y mental (1).

El presente estudio tiene como objetivo la evaluacion del posible efecto antioxidante de las jarabe de
Jarabe de Chaya.

El estudio farmacoldgico del mencionado efecto es uno de los requisitos indispensables que aparece
detallado en numerosas guias internacionales, y nos garantiza, dentro del margen de error que trae
consigo la técnica, que se conozca el posible potencial para producir efectos antioxidantes en el
humano.

El efecto farmacolégico como antioxidante se encuentra descrito en la literatura internacional y de ahi
fue extraido nuestro trabajo (1, 2).

BENEFICIOS CIENTIFICO TECNICOS Y SOCIOECONOMICOS.

La demostracién de que este producto posee el mencionado efecto es importante debido a que se
podria contar con un nuevo medicamento, pero en esta ocasion derivado de plantas medicinales con la
consiguiente baja toxicidad que las mismas presentan.

CAMBIOS EN EL PLAN DE ESTUDIO:
No se efectuaron cambios en el protocolo propuesto.

DATOS DE LA MUESTRA:

Nombre del producto: JARABE DE CHAYA

Solicitante: Planta Piloto de Farmacia- de la FCQYS de UTMACH.

Lote: 130114PPF

Fecha de fabricacion01/14

Fecha de vencimiento: 01/15

Entidad que realizé el trabajo: Instituto de Angiologia, Habana, Cuba.

Forma de presentacion del producto: Frasco plastico de color ambar por 120 mL.
Almacenamiento: Se guardara a temperatura ambiente protegido de la luz y en un estante con llave.
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INFORMACION CON RESPECTO AL MANEJO
No se indican observaciones para su manejo, por no ser necesarias.

COMPOSICION DEL PRODUCTO:Cada 120 mL contiene: Extracto acuoso de hojas de Chaya
(Cridoscolusacontifolius) 30 % y excipientes ¢s. 120 mL.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

INTRODUCCION

Este ensayo fue conducido con vistas a determinar el posible efecto antioxidante del producto objeto
de estudio.

Fundamento del método

Consiste en medir la capacidad de la muestra para reducir el hierro férrico a ferroso. A un pH bajo se
coloca en el medio de reaccién el complejo Fe**-TPTZ, este complejo en presencia de agentes reductores
se reduce a Fe?*-TPTZ que desarrolla un color azul intenso con un méximo de absorcion a 593 nM. Las
condiciones del ensayo favorecen la reduccién del complejo y estan ajustadas para que la formacion de
color solo ocurra por efecto de la muestra que se afiade y no por causas artefactuales. Los estudios se
realizan estableciendo comparaciones con grupos controles, blancos o patrones, segin lo establezca el

protocolo de estudio en cuestion (3).

METODOS Y TECNICAS.
Material de Estudio: Jarabe de Chaya
Sustancias de referencia: Acido ascérbico.

Procedimiento Preliminar:

La evaluacion antioxidante del producto, se realiz6 por la técnica de FRAP, descrita anteriormente, la
misma permite medir el poder antioxidante total evaluando la capacidad reductora de hierro férrico en
extractos naturales, mezclas de los mismos , extractos bioldgicos y incluso compuestos quimicos
aislados
El producto JARABE DE CHAY A se disolvié en etanol calidad reactiva y se hicieron diluciones
sucesivas hasta alcanzar el valor adecuado de concentracién que no interfiriera con la deteccion del
equipo.

- Equipamiento:
Espectrofotémetro U.V. o0 SUMA con filtro 590 nm
Vibroagitador
Micropipetas de 5-1000 pL

Y V V V

Micro-tubos de ensayo

Las determinaciones se realizaron mediante un lector de placas de 96 pocillos, marca SUMA

(Sistema ultramicroanalitico).
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RESULTADOS.

En la tabla 1 se representan los valores medios + la desviacién estandar para, al menos 5 réplicas. El

analisis estadistico se realiz6 para la muestra comparandola con un antioxidante reconocido: la

Vitamina C.

Tabla 1. Capacidad reductora de hierro férrico del JARABE DE CHAYA.

PARAMETRO JARABE DE CHAYA VITAMINA C
Potencial de Reduccion 390,80 + 14.95® 415,06 +12.45®
(uM) (2.5 mg/mL) (Img/mL)

Leyenda: PRODUCTOS con al menos una letra en comdn no tienen diferencias significativas

p>0.05.

Como puede apreciarse el producto mostré valores de potencial de reduccion elevados, similar al de

la Vitamina C reconocido antioxidante con capacidad reductora aunque la concentracién utilizada del

producto fue algo superior a la del acido ascorbico, por lo que se puede sefialar que el producto

presenta moderada actividad antioxidante en el modelo evaluado. Demostrando sus posibles

potencialidades terapéuticas como coadyuvante en desordenes fisiopatoldgicos asociados a

desbalances en el sistema Redox.

CONCLUSIONES.

El producto JARABE DE CHAYA, presenta actividad moderada antioxidante en el modelo in vitro

evaluado.

PERSONAL RESPONSABILIZADO DEL ESTUDIO:
Director del estudio:
Dra. Maria Antonia Valiente

Profesional Responsable:
Dra DiadelisRemirez Figueredo.
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ANEXO 9

ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE

b.- Pesada del animal

c.- Identificacion del animal
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e.- Administracion de Glucosa al 40%

f. Administracion del jarabe de extracto acuoso de hojas de chaya
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ANEXO 10

CROQUIS DEL BIOTERIO PILOTO DONDE SE REALIZO LA INVESTIGACION
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ANEXO 11

CROQUIS DE LA PLANTA PILOTO DE FARMACIA DE LA FCQyS
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