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RESUMEN

Se evalud el efecto anti-hipercolesterolémico de la hoja de Terminalia catappa y la
corteza de Genipa americana L, las cuales son especies vegetales empleadas en la
medicina tradicional para reducir altos niveles de colesterol e hipertension arterial. En
los extractos metandlicos obtenidos de las plantas T. catappa L (Almendron) y G.
americana L (Caruto), recolectadas en los jardines del Nucleo de Sucre de la
Universidad de Oriente (T. catappa) y en el caserio Las Veguitas, municipio Juan
Manuel Cajigal, Onoto-estado Anzoategui (G. americana L), se detecto la presencia
flavonoides, taninos, polifenoles, esteroles, saponinas y lipidos. Ambos extractos
fueron sujetos a evaluacién de efecto hipocolesterolémico en ratones albinos, el
proceso fue desarrollado en dos etapas, en una primera fase se les indujo
hiperlipidemia a los animales mediante el suministro de alimento suplementado con
grasa de pollo en proporcion 80/20, para garantizar el aumento del colesterol en
sangre; en una segunda etapa los ratones fueron tratados con una solucion acuosa de
extracto de almendrén o de caruto a dosis de 125 o 250 mg extracto/kg ratén/dia por
via oral. Similarmente, otro grupo de animales fue tratado con una dosis de 8,3 mg
rosuvastatina/kg ratén/dia, como control hipolipidémico. La evaluacion del efecto
anticolesterolémico evidencié una reduccion de los niveles de colesterol de 82,8 £ 6,7
mg/dl en ratones hiperlipidémicos a 72,2 £ 0,8 y 72,6 + 14,4 mg/dl en ratones
tratados con extractos de almendrén y de caruto a la dosis de 250 mg extracto/kg
raton/dia, respectivamente. Valores que estdn muy por debajo del contenido de
colesterol en los ratones alimentados con alimento estandar para roedores, 82,8 + 6,7
mg/dl. Estos resultados corroboran el uso empirico que se les da a estas especies
vegetales para regularizar los niveles de colesterol y la hipertension arterial.
Adicionalmente, se purifico un sélido, que precipito en el extracto metandlico de la
corteza de G. americana L, mediante lavados sucesivos y procesos de
recristalizacion, para el cual los analisis espectroscdpicos de resonancia magnética
nuclear de carbono trece y protones, asi como los de espectrometria de masas,
mediante ionizacion por electronebulizacion, coinciden para una sustancia tipo alditol
semejante al manitol, aunque con diferencia de ~12°C en el punto de fusion. Estos
resultados indican que T. catappa y G. americana L son plantas promisorias para
continuar el proceso de evaluacion y aislamiento de posibles agentes antilipémicos.



INTRODUCCION

El colesterol es un tipo de lipido de gran importancia para el sistema nervioso y
el sistema endocrino; representa el 75% del total de los lipidos del cuerpo humano
(Kaul et al., 2001). Es necesario para la realizacion y regulacion de funciones como la
formacion de los acidos biliares u hormonas sexuales y tiroideas. El colesterol
presente en el organismo proviene de dos fuentes, una parte es aportada por el
consumo diario de alimentos y la otra es producida por el mismo organismo (Herrera
y Barbas, 2001). Aunque es necesario, un contenido elevado de colesterol constituye
un factor de riesgo de determinadas enfermedades cardiacas, principalmente,
ateroesclerosis, cerebrovascular y vascular periférica (Qureshi et al., 2002). La
hipercolesterolemia se produce cuando hay un nivel del colesterol en sangre por
encima de lo considerado normal (hasta 200 mg/dl). Este aumento esta asociado a
problemas coronarios, tipo de dieta, sexo, estilo de vida y la sintesis endégena del

organismo (Carratala, 2007).

Existen muchos factores por los cuales el nivel de colesterol puede
incrementarse; de manera exogena a través del consumo de alimentos como las
carnes rojas, la yema de huevo, carne de cerdo, tocino, jamon, embutidos, entre otros
(Durrington, 2003). Los lipidos en exceso ocasionan que el organismo consuma
primero otro tipo de nutrientes, favoreciendo que la grasa no se degrade y se acumule
en las arterias, lo que conlleva a la posible presencia de un evento cardiovascular, un
aumento de la presion arterial, ateroesclerosis, ademas de otras afecciones (Ron et al.,
1983).

La hipercolesterolemia es la alteracion lipidica méas frecuente y constituye uno
de los principales factores de riesgo cardiovascular y la primera causa de muerte en la
poblacién. Solo el 30% del colesterol en el cuerpo humano proviene de la dieta, el
70% restante es sintetizado por éste, principalmente en el higado. En correlacion con

esto, varias son las causas que pueden elevar los niveles de colesterol, algunas de



ellas no se pueden modificar; sin embargo, la mayoria si se puede cambiar. Existen
algunas enfermedades hepéticas, endocrinas y renales ademas de la administracion de
ciertas sustancias que favorecen la sintesis de las lipoproteinas de baja densidad (LDL
del inglés Low Dewsity Lypoprotein), las cuales transportan el colesterol perjudicial
para el organismo; favoreciendo la acumulacion de grasa en las arterias y altos

niveles de colesterol (Ron et al., 1983).

Se pueden distinguir dos tipos de hipercolesterolemia, una que deriva de
problemas en los sistemas transportadores del colesterol y factores genéticos,
destacandose las dislipidemias. El otro es generado por el aumento de colesterol
asociado a ciertas enfermedades hepaticas, endocrinas y renales, asi como la
existencia de algunas sustancias como esteroides anabolizantes, progestagenos,
betabloqueantes y algunas sustancias hipertensivas que puedan aumentar los niveles
de LDL conocido como ‘“colesterol malo” favoreciendo el desarrollo de

hipercolesterolemia (Rodriguez et al., 1981; Afiez et al., 2007).

Existen numerosos trastornos que pueden ocasionar hipercolesterolemias
graves, si su desarrollo se debe normalmente a factores genéticos. Dentro de las
formas mas importantes de colesterolemia se encuentran la hipercolesterolemia
familiar que consiste en un trastorno grave ocasionado por una serie de mutaciones en
el gen receptor de las lipoproteinas de baja densidad que transportan el colesterol; en
estos casos, el nivel de colesterol se sitta entre 300 y 500 mg/dl, con consecuencia de
enfermedades coronarias precoz, en los hombres aparece entre la cuarta y quinta
década de vida, mientras que en las mujeres una década mas tarde. Segun estudios, el
75% de los hombres con hipercolesterolemia familiar, sin tratamiento, tendran un
infarto antes de los 60 afios y las mujeres antes de los 70 afios (Buckner et al., 1998;
Afiez et al., 2007).

Por otro lado, se encuentra la hipercolesterolemia poligénica grave que se

caracteriza por un nivel elevado de colesterol-LDL superior a 220 mg/dl, causado por



factores poligénicos en interaccion con factores ambientales, especialmente la dieta,
asociado a un mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares, y la
hipercolesterolemia familiar combinada que es un trastorno donde los afectados
presentan niveles muy elevados de colesterol o de triglicéridos, situandose el valor
del colesterol total entre los 250 y 350 mg/dl (Warnick et al., 1990).

La hipercolesterolemia, generalmente, se controla con tratamiento dietético, con
el fin de reducir el nivel de colesterol-LDL; otra alternativa es aumentar la actividad
fisica contribuyendo al aumento de las lipoproteinas de alta densidad (HDL, del
inglés High Dewsity Lypoprotein) conocido como “colesterol bueno”. El tratamiento
farmacoldgico se reserva para pacientes con formas graves de hipercolesterolemia en
los cuales no pueden controlar los niveles de colesterol a través de una dieta
saludable por si sola, dependiendo de medicamentos hipocolesterolémicos
(Durrington, 2003).

Para los casos de hipercolesterolemias grave se considera que las decisiones
sobre el tratamiento farmacoldgico se deben basar en una evaluacion conjunta de los
niveles de LDL y en la valoracion global del riesgo cardiovascular de cada individuo.
Para estos casos, las estatinas (inhibidores de la enzima HMG-CoA reductasa)
inhiben la produccidén del colesterol en el higado, siendo estas los mejores farmacos
para disminuir el colesterol-LDL, que junto con la intervencion de un buen estilo de
vida reducen el riesgo de cardiopatia y accidentes cardiovasculares. También, se
utilizan unas resinas que al unirse a los acidos biliares el organismo elimina el exceso
de colesterol. Adicionalmente, los fibratos, derivados del &cido fibrico, ayudan a
reducir el colesterol, disminuyendo la cantidad de triglicéridos y aumentando el
colesterol-HDL; no obstante, estos farmacos pueden derivar riesgos de efectos
secundarios como alteraciones en las células hepaticas, disminucion de la funcion

renal, cefalea, entre otros (Pencina et al., 2014).

Otra alternativa aplicada por la poblacién para aliviar sus dolencias es el uso de



la medicina tradicional con hierbas medicinales. En este sentido, desde la antigiiedad
las plantas han constituido un recurso para el ser humano que les ha permitido curar o
aliviar sus enfermedades. Entre las plantas se encuentran las Ilamadas plantas
medicinales, a las cuales se les atribuyen propiedades farmacologicas, por sus efectos
curativos, ya que fueron el principal e incluso el Unico recurso terapéutico disponible
en muchas sociedades, conocimiento que ha sido trasmitido de generacion en
generacion y aln se conserva con el pasar del tiempo, mediante la propagacion de los
conocimientos. Los productos naturales obtenidos de las plantas son recursos gue en
muchos casos son sustancias de menor efecto secundarios que las de origen

netamente sintético (De La Cruz 2005).

En un principio, en el momento en que la especie humana comenzo a explorar
la naturaleza que le envolvia para satisfacer sus necesidades, lo mas accesible eran los
minerales y las plantas. Por tal motivo, no resulta extrafio que los extractos de plantas
hayan sido, desde el principio de los tiempos, la principal fuente de medicinas contra
dolencias y enfermedades, ademas de usarse como alimento, vestuario, vivienda,
transporte, perfumes, especies, pinturas, etc (Lietava, 1992). La (OMS) ha estimado
que aproximadamente el 80 % de la poblacién mundial depende de la medicina
tradicional para remediar sus necesidades de atencion primaria, y la mayor parte de

esta terapia implica el uso de extractos de plantas (Craig, 1999).

Los productos naturales son sustancias a las que se denominan como
metabolitos secundarios derivados de una fuente natural, bien sea plantas,
microorganismos, organismos marinos entre otros; cuya funcion para el organismo
que los produce no se conoce con exactitud, aunque se cree que muchos se originan
en estos organismos para defenderse de diversos agentes externos. Como
consecuencia del resultado de una seleccion a lo largo de la evolucion de las especies,
los productos naturales ejercen potentes actividades biologicas, por lo que se han

utilizado en terapéutica o tomado como modelo para realizar modificaciones



estructurales especificas y generar nuevos farmacos. De esta forma, los productos
naturales o sus derivados constituyen una buena parte del arsenal terapéutico
disponible, ademas de resultar esenciales en algunos casos para identificar y

establecer su implicacion en una determinada ruta bioquimica (Avedafio, 2010).

Numerosas son las investigaciones cientificas que confirman el enorme
potencial curativo que poseen muchas plantas, reportadas a diario en la literatura
especializada; hasta mediados de la década de los 90 el 47% de los medicamentos
obtenidos eran de origen vegetal; adicionalmente, a finales de esa misma década y a
principio de los afios 2000, se incrementaron las investigaciones que demostraron
nuevas aplicaciones de numerosas especies vegetales y sustancias derivadas de estas
(Harvey, 2008). En muchos casos, los remedios naturales poseen principios activos,
los cuales se potencian biolégicamente por la presencia de varias sustancias que
complementan su accién, ademas no se acumulan en el organismo, evitando causar

efectos secundarios (Morales et al., 2000).

Se conocen muchos tratamientos naturistas derivados de frutos, hojas, cortezas,
raiz de plantas que funcionan como alternativas a tratamientos contra la
hipercolesterolemia, especies vegetales como, el jengibre, favorece la buena
circulacién en las extremidades, ayudando a prevenir problemas circulatorios; la
alcachofa, tiene la capacidad de disminuir la presion arterial; el té verde, tonifica el
corazén y lo protege contra infarto al miocardio; la alfalfa, evita la formacién de
placa en las paredes arteriales, lo cual previene las enfermedades del corazon y
accidentes cerebrovasculares; el ginkgo, tiene la capacidad de dilatar los vasos
sanguineos y hacer que la sangre circule mas fluidamente; el muérdago, actGa contra
la ateroesclerosis; el ajo, zanahoria, aceite de oliva, calabazas, remolachas, caruto y el
almendron facilitan la circulacion al fluidificar la sangre, disminuyen la hipertension

y el colesterol (Castleman, 1991; Morales et al., 2000).

Numerosos estudios han demostrado que el uso empirico de especies vegetales



para aliviar padecimientos humanos esté relacionado con ciertos principios activos en
los drganos de plantas. En este sentido, Parab y Mengi (2002), evaluaron el efecto
hipolipidémico del extracto etanodlico de raices de la especie Acorus calamus L,
determinando que este ejerce un potente efecto anti-hipercolesterolémico, en ratones
albinos alimentados con una dieta aterogénica compuesta de 80 % de pellets de
ratarina impregnados con 20% de grasa saturada de pollo, durante 45 dias.
Similarmente, Daher (2006) evalud el efecto de un extracto acuoso de las partes
aéreas de Urtica dioica, encontrando que es una especie valiosa para disminuir
niveles de colesterol y LDL en sangre de ratas, no asi los niveles de HDL. Ensayos en
los cuales se induce hipercolesterolemia en animales y, posteriormente, son tratados
con soluciones de extractos vegetales, son una forma Util para evaluar y cuantificar de
manera cientifica lo que muchas personas hacen de manera empirica con ciertas

especies vegetales para reducir altos niveles de colesterol en sangre.

Genipa americana L (Caruto), es un pequefio arbol monoico, de 15 m de altura
(raramente de 25 m) y tronco cilindrico, recto, de hasta 60 cm de diametro. Hojas
opuestas, lanceoladas a oblongas, 20-35 cm de largo y 10-20 cm de ancho, verdes
oscuras lustrosas, de margen entero, se cultiva por su fruto comestible, para bebidas,
mermeladas, helados y polvos azucarados (Trevor et al., 2008). Se conoce en la
medicina tradicional por su potencial utilidad en aplicacion para tratamientos de
enfermedades como la diabetes tipo 11 y las de origen hepaticas (Ramos et al., 2014),
ademas, en la medicina popular paraguaya se le atribuyen usos como depurativo, anti
anémico, hipotensor, tonico, diurético, purgante (raices), hepético, anti ictérico,
astringente, antidiarreico, antirreumatico, vulnerario, antiséptico, antisifilitico,
antiasmatico, antirreumatico, antidiabético, hipocolesterolémico, adelgazante,
afrodisiaco (Hurrel et al., 2016).

Un uso antiguo de G. americana L es el colorante violeta oscuro que se produce

a partir del jugo del fruto de esta especie vegetal, empleado por los indigenas para



tefiir su rostro cuando iban a combate con sus adversarios. ElI componente
responsable de esta coloracién es un principio activo denominado como genipina, el
cual ha sido estudiado desde diversas perspectivas incluyendo la formulacion de
pigmentos de diversos colores para la industria alimenticia y de cosméticos
decorativos, asi como entrecruzante atoxico para la formulacion de hidrogeles
basados en biopolimeros con grupos amina, para la preparacion de bioadhesivos
usados en el tratamiento de heridas y como soporte basados en proteinas para la
regeneracion de nervios; también, se utiliza como reactivo forense para el
levantamiento de huellas dactilares latentes en productos de papel (Hendry y
Hougton, 1996; Fernandez, 2001; Léarez et al., 2014).

Terminalia catappa L (Almendron) es una combretdcea ampliamente
distribuida en las zonas tropicales y subtropicales del planeta, se desarrolla hasta una
envergadura de 35 m, con una corona de ramas simétricas horizontales dirigidas hacia
arriba. Cuando el arbol envejece, la corona de ramas se hace mas aplanada, hasta
formar una especie de jarron. Las hojas son grandes, de 15 a 25 cm de longitud y de
10 a 14 cm de ancho, ovoides, verde oscuro y coriaceos brillantes, desprendiéndose
en la época seca, antes de caer cambian el color a rosado rojizo o amarillo parduzco;
el fruto es una drupa de 5 a 7 cm de longitud y de 3 a 5,5 cm de ancho, verdes en un
principio, luego cuando maduran son amarillas y adquieren tonalidades rojizas antes

de su caida; su fruto contiene una sola semilla (Lin et al., 1997).

Esta planta posee una amplia gama de cualidades beneficiosas para la salud,
convirtiéndose en una especie que constituye un blanco importante como fuente
natural para el desarrollo de formulaciones que puedan disminuir la incidencia de
enfermedades (Paarakh, 2010). Debido a sus riquezas en principios activos, las hojas,
e incluso la corteza, son utilizadas en medicina tradicional con distintos propdsitos,
para tratar algunas afecciones del higado como hepatitis, en el rifion como ayuda para

la diuresis y problemas en la circulacion (Rojas et al., 1984; Camacho, 2005). En



Taiwan, La India, Filipinas, Malasia e Indonesia sus hojas son empleadas en la
medicina tradicional para el tratamiento de la dermatitis y la hepatitis (Hernandez et
al., 2003).

En el sudeste asiatico, las hojas y cortezas del almendron son ampliamente
utilizadas como una medicina popular para el tratamiento de dermatosis, hepatitis,
candidiasis, infecciones bucales y enfermedades intestinales en los nifios. En la
medicina moderna, se han reportado muchos estudios farmacologicos en relacion a
extractos de hojas y cortezas de esta especie vegetal, a los cuales se les atribuyen
ciertos efectos anti-cancer (Zhai et al., 2001), antioxidante (Masuda et al., 1999;
Kinoshita et al., 2007), sobre la replicaciéon del VIH, porque inhiben la transcriptasa
inversa VIH-124 y ademas inhiben la anhidrasa carbonica.25; la transcriptasa inversa
anti-HIV (Tan et al., 1991), hepatoprotector (Masuda et al., 1999; Jing et al., 2004),
antifungicas contra Pythium ultimum, Sclerotium rolfsii, y Aspergillus fumigatus
(Goun et al., 2003), y antibacterianos frente a Staphylococcus epidermidis, S. aureus,

Bacillus cereus, B. subtilis y Pseudomonas aeruginosa (Kloucek et al., 2005).

Segin Muhammad y Mudi (2011) y (Ruiz et al., 2013), las hojas de Terminalia
catappa L. contienen varios flavonoides (como el kamferol o quercetina), taninos (tal
como la punicalina, punicalagina o tercatina), saponinas Yy fitosteroles.
Etnobotanicamente se utiliza el cocimiento de las hojas para bajar la presion arterial,
mezcladas con aceite alivian los dolores de pecho, las hojas rojas se usan como
vermifugas, las hojas secas son usadas para el tratamiento de los patdgenos que
afectan a los peces como una alternativa a los antibioticos. La corteza raspada o
molida se toma para calmar la diarrea y los cotiledones de las semillas secas se comen
crudo para bajar el colesterol. Tiene un fruto alimenticio, antidiarreico, util contra las
migrafas y los cdlicos. La madera seca se usa como combustible en forma de lefia,
ademas la planta es utilizada en procesos de reforestacion mixta en la recuperacion de

areas degradadas.



T. catappa L posee un efecto antioxidante, ya que los extractos acuosos
obtenidos de sus hojas inhiben la peroxidacion lipidica; ademas, se usa para tratar la
dermatitis, disenteria y diarrea. Se ha afirmado que las hojas contienen agentes
quimicos como los taninos, que son un conjunto heterogéneo de moléculas que
comparten la caracteristica de poseer en su estructura varios grupos bencénicos
sustituidos por funciones hidroxilicas, las cuales tienen propiedades antiinflamatorias,
antimicrobianas, antiagregantes plaquetarios, anticarcinogénicos y quimioprotectores
(Asolkar y Kakkar, 1992).

Ademaés de beneficios medicinales, T. catappa posee propiedades Utiles en la
industria alimentaria ya que se ha demostrado que tiene una pulpa de alto rendimiento
y solidos solubles que son adecuados para su uso en la industria. Ademas, el analisis
nutricional basado en la materia seca mostrd resultados favorables debido a la
presencia de carbohidratos y alto contenido de fibras, asi como su alta capacidad de
absorcién de agua y aceite evidencia las propiedades que confirman su idoneidad

para uso en la industria alimentaria (Vasconcelos et al., 2016).

En la medicina tradicional T. catappa es usada en aldeas y tribus de muchos
estados en la india, para curar fiebre, tos, enfermedades de la piel, infeccion del tracto
urinario e infecciones de orina, ademas, esta planta es eficaz contra algunos
microorganismos patdgenos implicados en sus heridas, quemaduras e infecciones de
piel. Por lo tanto, esta especie vegetal se puede utilizar en el tratamiento de estas
dolencias, ademés de que extractos de esta resultaron ser activo contra Bacillus
subtilis y Escherichia coli, seguidos de Pseudomonas aeuruginosa, Staphylococcus
aureus y Staphylococcus epidermidis (Shinde et al., 2009).

Existe informacion que los taninos como la punicalina y la punicalagina ejercen
actividad antihepatotdxica y una fuente de accion antioxidante que, a dosis muy
bajas, fue utilizado en un modelo de dafio hepatico inducido por tetracloruro de

carbono (CCl,) en ratas; asi mismo, existen investigaciones que demuestran que,



tanto la punicalina como la punica-lagina son abundantes en el almendron y poseen
efectos sobre la replicacion del VIH, porque inhiben la transcriptasa reversa vy,
ademas, inhiben la anhidrasa carbonica la Punicalina y punicalagina, también,
presentan actividad antinflamatoria a dosis bajas en modelo de induccion de

inflamacidn por carragenina en ratas (Hernandez et al., 2003).

Las especies vegetales Genipa americana L (Caruto) y Terminalia catappa L
(Almendron) son utilizadas en la medicina folclérica como ayuda para disminuir los
niveles de colesterol por algunos pobladores en el oriente venezolano, por esta razén,
estas plantas fueron seleccionadas para evaluar su potencial anti-hipercolesterolémico
y, de esa forma, contar con informacién cientifica que soporte sus usos en la
etnobotanica como una eleccion terapéutica de origen natural con aplicaciones que se
consideran valiosas en la medicina tradicional y cuya materia prima es abundante y

de facil acceso.

10



METODOLOGIA

Obtencion de los extractos

Las muestras de Terminalia catappa L. fueron recolectadas en los jardines de
la Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre, y de Genipa americana L. en el caserio
Las Veguitas, municipio Juan Manuel Cajigal, Onoto-Estado Anzoategui. Luego,
fueron trasladadas al Laboratorio de Productos Naturales del Departamento de
Quimica, Ndcleo de Sucre, de la Universidad de Oriente donde fueron procesadas. La
identificacion de las plantas fue realizada por comparacion con especimenes
depositados en el Herbario Isidro Ramon Bermudez Romero (IRBR) del

Departamento de Biologia, de la misma institucion.

Obtencidn de los extractos vegetales

Las hojas de Terminalia catappa L. y la corteza de Genipa americana L fueron
secadas en la sombra, a temperatura ambiente; luego el material vegetal seco fue
pulverizado por separado, utilizando un molino eléctrico. La materia orgénica fue

pesada y colocada en envases de vidrio para la maceracion en metanol (Figura 1).

Figura 1. Proceso de maceracién y extraccién de los constituyentes de las especies
vegetales estudiadas. Maceracion de: A) Almendron B) Caruto

El macerado, de la materia organica, se realizd en metanol para asi obtener la

mayor cantidad de metabolitos secundarios. El proceso de maceracion- extraccion fue
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realizado hasta agotamiento en ambos casos, cada proceso de extraccion fue realizado
entre 48 a 72 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, las soluciones
metanolicas tanto de Terminalia catappa L como Genipa americana L fueron
concentradas a presion reducida, utilizando un rotaevaporador marca Biichi 461

(Figura 2) para eliminar el solvente y asi obtener los extractos crudos.

Figura 2. Rotaevaporador marca Buchi 461

Analisis fitoquimico

A cada uno de los extractos crudos, se le realizaron pruebas quimicas con
ciertos reactivos de clasificacion, para asi poder tener una vision de la presencia o
ausencia de algunas familias de metabolitos secundarios (alcaloides, polifenoles,
esteroles y triterpenos, saponinas, entre otros) siguiendo la metodologia de Marcano y
Hasegawa (2002).

Alcaloides

Del extracto casi seco, se tom6 una pequefia fraccion y se coloc6 en un tubo de
ensayo, redisolviéndola después con HCI al 10% y agitandola con un solvente
inmiscible (cloroformo); la mezcla fue trasvasada a un embudo de separacion, se dejo
en reposo por un instante, hasta que se observaron las dos fases; la fase acuosa se
alcaliniz6 con hidroxido de amonio (NH,OH) al 10% y se extrajo con cloroformo,
obteniéndose dos nuevas fases, las cuales, junto a la primera, fueron analizadas por

separado, utilizando reactivo de Dragendorff, Meyer y Wagner los cuales detectan
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alcaloides bésicos, débilmente basico y sales cuaternaria, en la figura 3 se visualiza el

protocolo de trabajo.

Solucion del extracto

Reactivo
DRAGENDORFF MEYER WAGNER
Seagregade3ab Se agrega una Se agrega una
gotas del reactivo pequefia cantidad de gota
reactivo
Positivo: Positivo: Positivo:
Formacion de Formacion de Formacion de
precipitado (naranja precipitado (naranja precipitado
0 rojo) 0 rojo) (marrén)

Figura 3. Esquema de trabajo para la deteccion de alcaloides mediante la utilizacion
de los reactivos Dragendorff, Meyer y Wagner.

Flavonoides
Del extracto crudo, disuelto en agua destilada, se tomd un ml, se desgrasé con

éter de petréleo, se filtro y el residuo se analizé para flavonoides, empleando los

siguientes métodos: se tomd parte del residuo y se colocé en un tubo de ensayo. Se
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agregaron 5 gotas de HCI concentrado y virutas de magnesio. El “test” se considera
positivo para flavonoides si se produce una coloraciéon roja al dejar en reposo la

reaccion por unos 10-20 minutos.

Una gota del extracto se coloco sobre un papel de filtro y se rocié con una
solucion de cloruro de aluminio al 1% en etanol. La aparicion de una mancha

fluorescente amarilla bajo luz ultra violeta (UV) indica la presencia de flavonoides.

Taninos

En tubos de ensayo se afiadieron de 6 a 10 gotas de los extractos crudos, luego
se agregd un ml de agua destilada y varias gotas (4-6) de reactivo de gelatina al 1%

en NaCl al 1%, la prueba es positiva con la presencia de un precipitado blanco.
Glicésidos cianogénicos

Para detectar glicosidos cianogénicos, al material fresco macerado se le
afladieron unas gotas de cloroformo y se calentd entre 50 y 70°C en un tubo de
ensayo cerrado, los vapores fueron puestos en contacto con un papel de filtro
impregnado en una solucién al 1% de &cido picrico en carbonato de sodio al 10%.

Los compuestos cianogénicos se manifiestan como una mancha roja sobre el papel.

Antraquinonas

Se agitaron 3 ml de los extractos con 5 ml de NaOH al 5%, la mezcla se
observo a simple vista y bajo luz ultravioleta, si se observa una fase acuosa roja o

amarilla con fluorescencia roja hay antraquinonas presentes.

Saponinas

A una pequefa cantidad de los extractos crudos previamente colocados en tubos
de ensayo, se le agregd una gota del reactivo de vainilla en etanol y una gota de acido

sulfurico, se asumio la presencia de saponinas si se evidencia una coloracion violeta.
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Hay una prueba simple que consiste en agitar una solucion acuosa del extracto y si se

forma una espuma consistente por 20 min es positivo para saponinas.

Esteroles y triterpenos

Una parte del crudo total se hidrolizé con HCI al 10%, luego el hidrolizado se
concentré y se extrajo con cloroformo. Tanto el crudo como el extracto organico
provenientes de la hidrdlisis, se analizaron para esteroles y triterpenos, ensayandose
con la fase organica con un ml de anhidrido acético y unas gotas de H,SO, agregado
por las paredes del tubo. Una coloracion azul o verdosa es indicativo de la presencia
de esteroles, mientras que una coloracion roja o violeta se considera positivo para

triterpenos.

Polifenoles

Para la deteccion de polifenoles, el extracto crudo se evapor6 a sequedad, se
retomd en agua destilada y se filtrd. Seguidamente, se hizo reaccionar con una
solucion de cloruro férrico (FeCls), el cambio hacia una coloracion parda indica la

presencia de fenoles.

Cumarinas

Se agregd una pequefia cantidad de los extractos a tubos de ensayos, luego se
afiadieron 2 ml de etanol, se tapé el tubo con papel de filtro previamente impregnado
con NaOH. Se calentaron los tubos a ebullicion aproximadamente por 5 minutos en
bafio de Maria, se dejé secar el papel y se observé bajo luz ultravioleta; las cumarinas

se evidencian con la presencia de manchas fluorescentes verdes, amarillas o rojas.
Lipidos

Se agregaron de (1-3) gotas de los extractos en papel de filtro y se dejé secar a

temperatura ambiente; luego se expuso el papel a vapores de yodo. La aparicion de
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mancha de colores marron-naranja indican la existencia de lipidos.

Bioensayos
Preparacion del alimento rico en grasa e induccion de hipercolesterolemia

El procedimiento para la determinacion del efecto anti-hipercolesterolémico de
los extractos metanolicos de Terminalia catappa L y Genipa americana L fue
realizado en dos etapas; en primer lugar ratones en condiciones normales fueron
alimentados durante 30 dias con una dieta rica en grasa para garantizar el aumento del
contenido lipidico en su organismo. La dieta suministrada fue un alimento
convencional estandar para roedores, con un contenido nutricional balanceado, como
es presentado en la tabla 1; el cual fue suplementado con grasa de pollo en una
relacion de 80% de alimento estdndar para roedores y 20% de grasa de pollo. Se
prepararon porciones de 2 kg de alimento para asegurar su preservacion, en la
relacion de aproximadamente 1600 g de alimento por cada 400 g de grasa absorbida,
para ello los pellet del alimento fueron sumergidos en aceite de la grasa de pollo por
un lapso de tiempo de 2 horas, luego fueron separados y almacenados para que se
escurriera el remanente de aceite no absorbido por los mismos, finalmente, fueron

pesados para cuantificar el contenido de grasa absorbida.

Tabla 1. Contenido nutricional del alimento comercial para ratones (PROTINAL).

Nutrientes %

Proteinas 19,53
Fibra 3,24
Cenizas 4,73
Energia bruta (kcal/g) * 3,99
Energia metabolizable (kcal/g)* 3,30
Grasa 1,0

*Kcal: kilocalorias * g: gramos

La poblacion de animales utilizada en esta investigacion fue de 28 ratones
albinos machos, con edad de 4 semanas y una masa entre 23,75 a 25,90 g en el
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momento de inicio del experimento; los roedores fueron mantenidos en jaulas de
metal especial para cria de ratones 43x23x22 cm, con capacidad para cinco animales.
Los animales fueron mantenidos bajo condiciones estandar a temperatura promedio
de 25°C, humedad relativa de 75% vy ciclos luz/oscuridad de 12 horas. Los ratones
fueron separados en grupos de 4 animales por jaula como se muestra en la figura 4;
seis grupos de cuatro ratones fueron mantenidos con alimento estandar para roedores
suplementados con 20% de grasa de pollo y el otro grupo fue alimentado s6lo con

alimento estandar para roedores.

de la alimentacion rica en grasa.

Dosificaciéon de los animales con los extractos

En base a la metodologia de Nagarajan (2005), en la segunda fase de la
investigacion, se llevd a cabo la administracion del tratamiento a base de los extractos
de las plantas a los ratones. Cada extracto fue dosificado a dos concentraciones
diferentes, una por grupo de animal, 125 y 250 mg extracto/kg raton por dia,
administrados por via oral en dosis de 100 o 200 pl por dia; tomando en
consideracion que en promedio los ratones tenian 30 g de masa después del periodo
de la alimentacién suplementada con grasa. Adicionalmente, a un grupo de ratones

alimentados con dieta estandar y a otro grupo alimentado con dieta suplementada con



18

grasa de pollo, denominados como controles normales e hipercolesterolémico, fueron
tratados s6lo con 200 pl de agua destilada, para asegurar que no hubo ninguna
perturbacion en el contenido lipidico de los animales por agentes externos y tener una
buena relacion de este parametro entre los animales tratados o no con los extractos.
Ademas, un grupo de ratones fue tratado con dosis de 8,3 mg rosuvastatina/kg raton
por dia, como un control anti-hipercolesterolémico, dosificada por via oral en 250 pl.

El tratamiento fue administrado durante 30 dias, una dosis diaria y a la misma
hora (10 am); en esta etapa los grupos fueron divididos de acuerdo a cada una de las
dosis y los extractos administrados, almendrén y caruto, asi como controles estandar,
hiperlipidico y antihiperlipidico. Se consideré como control positivo al grupo al cual
se le administro el farmaco comercial (Crestor) cuyo principio activo es la
rosuvastatina, el cual reduce el colesterol en sangre; en la tabla 2 son presentados los
grupos formados para esta fase. Durante esta etapa de tratamiento fue suspendida la
alimentacion rica en grasa y se uso el alimento estandar en la condicién nutricional

indicada en la tabla 1.

Tabla 2. Separacion de los grupos de ratones para la administracion de una dosis
diaria de los extractos de Terminalia catappa L (Almendron) y Genipa americana L
(Caruto) y el farmaco rosuvastatina.

Grupo Tratamiento Dosis (mg muestra /kg raton por

dia)*

| Control Normal Agua -

I1 Control Hiperlipidémico Agua -

Il Almendron 125

v Almendron 250

V Caruto 125

\4 Caruto 250

VI1 Control Antilipidémico Rosuvastatina 8,3

*mg: miligramos. *kg: kilogramos.

El tratamiento con los extractos y el farmaco a los ratones se le aplico de forma
oral a cada uno con una jeringa para insulina, para asi garantizar la ingesta de la dosis

deseada, como se muestra en la figura 5.
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ratones albinos durante el tratamiento (30 dias).

Toma y procesamiento de las muestras sanguineas

Una vez culminado el tratamiento de los ratones con los extractos y la
rosuvastatina, se realizd la toma de muestra de sangre. Para realizar la toma de
muestra, los animales fueron sedados con cloroformo, luego, mediante una incisién
ventral con prolongacién a la region pectoral permitié observar el corazon, y
mediante una puncién con una inyectadora en el ventriculo derecho del corazon se
extrajo la muestra de sangre, como se observa en la figura 6. Finalizada la extraccion,
las muestras fueron trasladadas al laboratorio clinico Maria Sofia ubicada en el

Pefion, Cumana, estado Sucre, para su procesamiento.

Las diferentes muestras sanguineas fueron centrifugadas en tubos de vidrio a
6000 rpm, el suero sobrenadante fue utilizado para determinar los valores séricos de
colesterol y HDL-colesterol. Para el cosleterol, se utilizé un kit comercial marca
Helfa siguiendo la tecnica de punto final o equilibrio que se fundamenta en incubar la
muestra y el reactivo durante 5 minutos a 37°C para que se complete la reaccion; si
no fuese asi y quede parte de la sustancia sin reaccionar, al realizar la medida del
complejo formado, se estaria midiendo menor cantidad de la que realmente hay; por

esta razon se mide al final de un tiempo fijo de incubacion establecido de tal forma
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que haya reaccionado todo el contenido lipidico; se realizd el metodo de coslesterol
esterasa en donde la enzima colesterol-esterasa (CE) hidroliza los esteres de
colesterol a colesterol libre y &cidos grasos. En presencia de oxigeno, el colesterol
libre es oxidado por el colesterol Oxidasa (CO) a colesterol-4-en-3-1 y perdxido de
hidrogeno; y para el HDL-colesterol se utilizd un kit comercial Stambio de igual
manera siguiendo la tecnica de punto final o equilibrio con el metodo directo, en el
cual se solubiliza y consume el colesterol libre o unido a proteinas distintas de la
HDL en una reaccion gue involucra a colesterol oxidasa (CHO), peroxidasa (POD) y
N-etil-N-(2-hidroxi-3-sul-fopropil)- 3-toluidina disédica (TOOS) dando lugar a un
producto no coloreado. En una segunda etapa, un detergente solubiliza
especificamente las HDL. El HDL-colesterol es liberado para reaccionar con
colesterol esterasa (CHE), colesterol oxidasa. Las muestras se procesaron de forma
manual en un equipo Millenium 111 Stat fax. Las lecturas de los valores del contenido

lipidico se obtuvieron en concentraciones de mg/dl.

Figura 6. Extraccion de sangre mediante una puncion en el ventriculo derecho del
corazon en ratones albinos.

Purificacién de los extractos

En el extracto de Genipa americana L precipito un solido, el cual fue separado
mediante lavados sucesivos con metanol; posteriormente, fue recristalizado con

metanol a ebullicion y enfriamiento a temperatura ambiente varias veces hasta



21

obtener un sélido lo mas puro posible. Al s6lido se le determiné el punto de fusion, el
cual estuvo entre 149 — 153°C.

Caracterizacion de la estructura de los compuestos obtenidos
Analisis de resonancia magnética nuclear

Los cristales obtenidos del extracto metanolico de Genipa americana L (caruto)
fueron analizados por RMN de carbono trece y de protones. La muestra fue disuelta
en dimetil sulfoxido deuterado (DMSQg) Yy la solucion resultante fue colocada en un
tubo de resonancia de 5 mm de didmetro, para luego ser introducidas en un
espectrometro Bruker Advance de 300 MHz. Los analisis de RMN en una y en dos
dimensiones, homo y heteronuclear (COSY, HMQC, HMBC) fueron realizados en el
laboratorio de RMN del centro de Quimica en el IVIC.

El método se basa en la absorcién de energia por el cambio del espin nuclear de
atomos sometidos a un campo magnético externo. El anélisis del espectro de RMN
ofrece evidencias bastantes explicitas sobre las caracteristicas de los ndcleos que
conforman una molécula, y los mas frecuentes analizados son H, 13C, 1°N, 1°F, y 31P.
Los desplazamientos quimicos de los nlcleos atdmicos en un analisis de RMN de H
(0- 10 ppm) y de 8C (0- 200 ppm) dan informacion acerca de la naturaleza de
hidrogenos (alifaticos, aromaticos, olefinicos, geminales y/o unidos a heteroatomos) y
de carbono (alifaticos, olefinicos, aromaticos, carbonilicos oxigenados, etc.). Por la
integracion de las sefiales y el acoplamiento espin-espin que cominmente se observa
en el espectro de protones, se deduce el numero de hidrégenos y el modo de
distribucion en la molécula, mientras que el nimero de sefiales presentes en el
espectro de carbono indica el nUmero de carbonos presentes en la estructura, si no
existen atomos simetricos. En los espectros donde se preserva el acoplamiento C-H,
la multiplicidad de la sefial evidencia el nimero de atomos de hidrégenos unidos al

carbono responsable de la sefial (Marcano y Hasegawa, 2002).
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El HMQC es un experimento de correlacion heteronuclear que permite
correlacionar protones y carbonos unidos directamente a un enlace con una alta
sensibilidad, mientras que el HMBC establece la correlacion entre protones y
carbonos separados por 2 6 3 enlaces. El HMBC es esencialmente un experimento
HMQC adecuado a la deteccion de correlaciones a través de acoplamientos debiles.
Una de las ventajas de este experimento es que permite detectar los carbonos
cuaternarios acoplados a protones. Esta técnica de correlacion heteronuclear a 2 6 3
enlaces permite obtener informacion importante en la determinacion estructural; los
datos que suministra el HMBC lo convierte en un experimento muy utilizado para
ensamblar una estructura desconocida a partir de fragmentos conocidos (Adams,
2001).

Espectrometria de masas por electronebulizaciéon

Esta técnica es la mas sencilla para determinar la masa molar de un compuesto,
e incluso, la férmula molecular correspondiente. La ionizacion por
electronebulizacion o electroespray es una técnica de espectrometria de masas de
ionizacion “blanda” (EM-IEN) que genera solo iones moleculares, sin fragmentacion.
Es especialmente util en la produccion de iones a partir de macromoléculas, pues
supera la propensién de éstas a fragmentarse cuando se ionizan. Para llevarse a cabo,
en un principio, se introduce el analito (a ionizarse) disuelto en un solvente mas
volatil a través de un capilar de metal muy pequefio y cargado; debido a la repulsion
de las cargas eléctricas, el liquido sale del capilar y se forma un aerosol, una nube o

niebla de pequefias gotas (10 um) altamente cargadas (Fenn et al., 1990)

El proceso se repite hasta que el analito esté libre de solventes, de modo que no
quede mas que iones moviéndose hacia el analizador de masas. Estos anélisis de
espectrometria de masas, mediante ionizacién por electronebulizacion o EM/IEN de
sus siglas en ingles fueron realizados en un espectrometro de masas cuadrupolar

QMS Finnigan TSQ Quatum ThermoScientific-Scientificintrumenst, en el laboratorio
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de Espectrometria de Masas del Centro de Quimica en el IVIC.

Analisis estadistico

El ensayo de productos naturales bioactivos demanda comparaciones, ya sea de
abundancia de estos compuestos en el material del cual se aislan, como de su potencia
en diversos materiales bioldgicos. En estos estudios se trata de minimizar el nimero
de ensayos por economia, tanto de los productos aislados como del material bioldgico
de ensayo, que puede ser costoso o0 experimentar sufrimiento. En las muestras
experimentales, necesariamente pequefias por las razones antes sefialadas, no es
posible determinar la funcién de distribucién de probabilidad de los datos, por ello los
andlisis estadisticos en este trabajo se hicieron usando procedimientos estadisticos no
paramétricos, también Ilamados libres o independientes de distribucion (Hollander y
Wolfe, 1973).

Los resultados se representan como medianas y su intervalo de confianza (IC)
del 95% calculado por el método de Hodges y Lehmann, segin Hollander y Wolfe
(1973).



RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados experimentales generados del procesamiento del material
vegetal, de las especies vegetales T. catappa L (Almendrén) y G. americana L
(Caruto), con metanol para obtener los extractos crudos y posterior analisis quimicos
de los mismos, asi como producto del tratamiento de ratones albinos

hipercolesterolémico con los extractos son presentados a continuacion.

Obtencion de los extractos

Para el inicio del desarrollo de este trabajo investigativo, se realiz6 un proceso
de extraccion con las muestras de las hojas de almendrén y la corteza de caruto,
previamente lavadas, deshidratadas y molidas. Es importante resaltar que, para la
conservacion de las muestras, las condiciones de almacenamiento fueron muy
controladas para evitar alteraciones posteriores. EI almacenamiento se realizé en un
lugar fresco a temperatura ambiente, teniendo presente que la temperatura es un
factor importante en la conservacién debido a que el calor puede producir pérdidas y
alteracion de los constituyentes quimicos bien sea por fragmentaciones moleculares o
por reacciones quimicas que puedan tener lugar. EI material obtenido de ambas
plantas fueron pesadas en una balanza analitica y conservado en envases de vidrios,
con tapa hermética; se procesaron 207 y 230 g de corteza de caruto en dos porciones

respectivamente, y de almendrén 170 g.

El proceso de extraccion se llevo a cabo con metanol que es un solvente de
polaridad creciente, para poder obtener extractos con diferentes polaridades,
arrastrando metabolitos secundarios con diferente polaridad; lograndose asi una
separacién inicial-parcial, facilitando la eficacia en el desarrollo de las técnicas de
separacion aplicadas posteriormente; luego de este proceso se obtuvo como

precipitado del caruto 0,0991 g mientras que de almendrén se obtuvieron 98,43 g.
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Anélisis fitoquimico

El andlisis fitoquimico de los extractos de las hojas de Terminalia catappa L
(Almendron) y la corteza de Genipa americana L (Caruto), se realizo partiendo de
extractos metandlicos, ya que este solvente tiene la capacidad de extraer compuestos
de una amplia gama de polaridades. La metodologia seguida para este andlisis fue la
previamente estandarizada por Marcano y Hasegawa (2002), la cual contempla la
deteccion de familias de metabolitos secundarios utilizando reactivo accesible y alta

sensibilidad de deteccion. A continuacion, en las figuras (7-14) se observan los

resultados.

Figura 7. Prueba de deteccion alcaloides. I: reactivo de Dragendorff (A) Control
positivo (B) Extracto almendrén (C) Extracto caruto; 1l: Reactivo Meyer (A) Control
positivo (B) Extracto almendron (C) Extracto caruto; I11: Reactivo Wagner (A)
Control positivo (B) Extracto almendrén (C) Extracto caruto.

Figura 8. Prueba de deteccion flavonoides con virutas de magnesio. Prueba positiva si se
observa una coloracion roja.

Figura 9. Prueba de deteccion taninos, usando reactivo de gelatina. (A) Extracto
almendron (B) Extracto caruto. Prueba positiva la presencia de un precipitado blanco.
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Figura 10. Prueba de deteccién antraquinonas. (A) Extracto almendron (B) Extracto
caruto. La prueba es positiva si se observa una fase acuosa con fluorescencia roja.

Figura 11. Prueba de deteccion polifenoles, usando cloruro férrico (FeCls). (A)
Extracto caruto (B) Extracto almendrdn. Una coloracion parda evidencia la presencia de
polifenoles.

Figura 12. Prueba de deteccion de lipidos. (A) Extracto almendron (B) Extracto
caruto. La aparicion de mancha de color marrén-naranja la prueba es positiva.
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Figura 13. Prueba de deteccion saponinas. (A) Extracto almendron (B) Extracto
caruto. La prueba es positiva si se evidencia una coloracion violeta.

-

Figura 14. Prueba de deteccion esteroles y triterpenos. (A) Extracto almendron (B)
Extracto caruto. La aparicion de un color verde es indicativo de la presencia de
esteroles; asi como de un color purpura - rojizo indica triterpenos.

Los resultados de las pruebas quimicas indican que alcaloides, glicosidos
cianogénicos y cumarinas no fueron detectados en los extractos; en el caso de los
flavonoides, la prueba con virutas de magnesio evidencio su ausencia, mientras que la
exposicion a vapores de amoniaco y visualizacién con luz ultravioleta evidencio
presencia relativamente abundante en el extracto de almendron y escasa en el extracto
de caruto. En cuanto a la prueba de taninos, tanto en el extracto de almendrén como
en el de caruto, se detectd presencia escasa de esta familia de metabolitos
secundarios, resultado similar se obtuvo en el caso de los lipidos. De forma
semejante, se observd presencia escasa de antraquinonas en el extracto de almendron
y no se detectd en el de caruto; se evidenci6é presencia de abundantes saponinas y
polifenoles en almendron, pero no se detectaron en el caruto; no se detecto presencia
de triterpenos, pero si de esteroles en ambos extractos. En la tabla 3 se consignan los

resultados de acuerdo a la presencia escasa, moderada o abundante, con signos +
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segln su abundancia.

Tabla 3. Familias de metabolitos secundarios detectados en las pruebas quimicas
realizadas a los extractos metanolicos de Terminalia catappa L (Almendron) y
Genipa americana L (caruto).

Metabolito Almendron Caruto
Alcaloides:

*Dragendorff - -

*Meyer - -

*Wagner - -
Flavonoides:

*Virutas de magnesio - -

*Luz ultravioleta ++ +
Taninos + +
Antraquinonas + -
Glicosidos cianogénicos - -
Polifenoles +++ +
Lipidos + +
Saponinas +++ +
Esteroles y triterpenos Solo Esteroles Solo Esteroles
Cumarinas - -

+ Presencia escasa, ++ Presencia relativamente abundante. +++ Presencia abundante, - No detectada
*Prueba quimica

Las hojas de Terminalia catappa L contienen varios flavonoides, como el
kaempferol o quercetina, varios taninos como punicalina, punicalagina o tercatina,
saponinas y esteroles, principios activos que se usan en varias medicinas tradicionales
con distintos propdsitos, para tratar las enfermedades del higado, enfermedades
renales, contra la disenteria y la diarrea y se ha afirmado que también contienen

agentes para prevenir el cancer (Masuda et al., 1992; Chen et al., 2000).

De acuerdo a lo anterior, se puede inferir que la presencia de estos metabolitos
secundarios en las plantas estudiadas, las familias de compuestos comunes en ambos
extractos fueron flavonoides, taninos, polifenoles, esteroles y saponinas; de éstos, los
mas abundantes fueron polifenoles y saponinas en el extracto de almendrén y una

presencia escasa en el caruto.


https://es.wikipedia.org/wiki/Kaempferol
https://es.wikipedia.org/wiki/Quercetina
https://es.wikipedia.org/wiki/Punicalina
https://es.wikipedia.org/wiki/Punicalagina
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Tercatina&action=edit&redlink=1
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Bioensayos

En las Gltimas décadas, se han disefiado algunos bioensayos de gran utilidad y
eficacia que requieren pequefias cantidades de muestra y permiten la evaluacion
rapida de extractos crudos, conduciendo con seguridad a los principios activos y
descartando todo lo que no sea de interés. Hay que indicar claramente la diferencia
entre un estudio de productos naturales convencional, cuyo objetivo es el
conocimiento de los componentes quimicos de una planta, y la busqueda de nuevos
productos bioactivos que dependen siempre de los ensayos bioldgicos, que requieran
del fraccionamiento biodirigido y el aislamiento final de los componentes activos. En
muchas ocasiones, el factor clave que ha impedido el descubrimiento répido de
nuevos constituyentes bioactivos, ha sido el uso insuficiente de extractos e

inadecuada tecnologia de bioensayo (Fatope et al., 1993; McLaughlin et al., 1998).

Induccion de hipercolesterolemia

La utilizacion de ratones albinos para la realizacion de cualquier tipo de
investigacion que proporcione datos para consecuentes aportes cientificos, siempre
son de vital importancia bioldgica; para ello, es importante tomar en consideracion
que la poblacién estudiada sea lo méas pequefia posible ya que al término del
experimento es casi siempre inminente el sacrificio de los roedores y por razones
éticas, economicas y por la poca disponibilidad de las sustancias en prueba se utiliza

el menor nimero de animales.

La permeabilizacion del alimento para roedores con grasa de aceite de pollo, se
realizd por un periodo de tiempo de 2 horas, posterior a esto se separo en un envase
para que el remante de aceite no absorbido se escurriera; provocando una absorcién
de 20 % de grasa por el alimento, asegurando asi una dieta rica en grasa. Una vez
estandarizado el proceso de absorcion de esta grasa por los pellet, y posterior

alimentacion de los diferentes grupos de animales durante 30 dias continuos, se pudo
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observar un aumento en masa apreciable en los ratones en comparacion con los
ratones alimentados con dieta normal, es decir alimento comercial estandar, sin
suplemento graso. En la tabla 4 se muestra la masa promedio de cada grupo de
animales. No obstante, se observd un pequefio incremento en masa en los ratones
mantenidos con alimento convencional, lo cual puede deberse a que los animales
aumentaron de tamafio y como consecuencia de ello sufrieron un pequefio aumento

€n masa.

Tabla 4. Masa promedio de los grupos de animales empleados en el experimento de
determinacion de efecto anti-hipercolesterolémico de extractos Terminalia catappa L
(Almendron) y Genipa americana L (caruto).

Masa promedio

Grupo Masa inicial (g) Masa final (g)  Diferencia(g) (Mf-Mi)
I Control S/IG* 23,75 25,35 1,60
Il Control C/G* 23,93 28,67 4,74
i 24, 85 29,99 5,14
v 25,35 28,95 3,60
\ 25,90 29,12 3,22
VI 23,97 28,56 4,59
VIl 25,26 29,30 4,04

*S/G: Sin complemento graso, *C/G: Con complemento graso * g: Gramos

La dieta suplementada con grasa de pollo permiti6 un aumento en masa
promedio de ~4 g, determinado mediante la diferencia entre la masa final menos la
masa inicial de los animales. Este aumento en masa debe ser proporcional a un
aumento del contenido lipidico, aun cuando no necesariamente un aumento de masa
tenga relacion con un ascenso de lipidos en la sangre, esta suposicion fue confirmada
mediante la cuantificacion del contenido de colesterol en suero sanguineo de los

animales, una vez transcurrido el tratamiento con los extractos vegetales (Tabla 6).

Dosificacién con los extractos

La dosificacion diaria de los extractos vegetales, a las concentraciones de 125y
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250 mg extracto/kg raton, y del farmaco comercial Crestor (8,3 mg rosuvastatina/kg
raton), a los grupos de ratones durante 30 dias, completo el ciclo experimental de
tratamiento. La toma de muestra de suero sanguineo y posterior cuantificacion del
contenido de colesterol total y de lipoproteinas de alta densidad (HDL), mediante
reacciones con kit comerciales permitieron determinar que la dieta suplementada con
grasa induce aumento en los contenidos lipidicos en los animales, asi como los
tratamientos de los animales con los extractos y Crestor reducen los valores de
colesterol y de HDL, si se compara con los valores de los animales alimentados con
dieta suplementada con grasa, ademas de tener como referencia los valores
considerados como normales para ratones albinos, presentados en la tabla 5 (Ledn et
al., 2011).

Tabla 5. Rango del contenido del perfil lipidico normal en ratones albinos.

Parametro Valor (mg/dl*)
Colesterol Total 44,4 - 96,9
Triglicéridos 26,7 -121,5
HDL* 15- 35
LDL* <60 Valor Deseable

*mg/dl: miligramos/ decilitro. *HDL: High dewsity lypoprotein. * LDL: Low dewsity
lipoprotein.

Contenido de colesterol total en suero de ratones albinos

El contenido de colesterol en los ratones tratados con extractos de G. americana
y T. catappa L, asi como en los ratones control y en los hiperlipidémicos,
determinado mediante reaccion con el reactivo Helfa, es reportado en la tabla 6.
Como puede observarse, los animales control, alimentados con dieta estandar,
presentaron un contenido de colesterol promedio en suero de 82,8 + 6,7 mg/dl,
mientras que los ratones hiperlipidémicos, alimentados con dieta rica en grasa (dieta
estandar + 20 % de grasa de pollo), presentaron un contenido de colesterol de 114,9 +
8,6 mg/dl, valor este que sale del rango normal del perfil lipidico para ratones albinos.

Estos resultados revelan un aumento en el contenido de colesterol en sangre de los
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animales hiperlipidémicos de 32,1 mg/dl, en comparacion con los niveles de este
componente en sangre de los ratones control, en la tabla 6 se pueden detallar estos
resultados. El tratamiento de los animales con dosis de los extractos metanolicos de la
corteza de G. americana L o de hojas de T. catappa L evidenciaron similaridad en el
contenido de colesterol. Los analisis del suero sanguineo de los animales tratados con
dosis de 125 y 250 mg extracto/kg raton x dia de de hojas de T. catappa L y corteza
de G. americana L dieron valores promedios de colesterol de 85,7 + 3,1y 72,2 £ 0,8
mg/dl para T. catappa L y de 89,0 + 8,3y 72,6 + 14,4 mg/dl para G. americana L,
respectivamente. Como puede observarse, el contenido de colesterol en ratones
hiperlipidémicos tratados con la dosis de 125 mg extracto/kg ratén x dia es un poco
superior al que presentaron los ratones control, alimentados con dieta sin
complemento graso, 82,8 + 6,7 mg/dl. Sin embargo, cuando los animales son tratados
con las dosis de 250 mg extracto/kg ratén por dia, los niveles de colesterol (72,2 + 0,8
mg/dl para T. catappa L y 72,6 + 14,4 mg/dl para G. americana L) caen por debajo

del que presentaron los ratones control.

Contrariamente, los valores de colesterol en el suero sanguineo de los ratones
alimentados con dieta suplementada con grasa de pollo, pero sin tratamiento de
extracto, revelaron valores promedio de 114,9 £ 8,6 mg/dl, lo cual demuestra una
clara reduccion de los niveles de colesterol por efecto de los extractos metandlicos de
hojas de T. catappa L o de la corteza de G. americana L, efecto que es mas notorio
cuando los animales son sometidos a dosis mas altas de los extractos. Esto sugiere
que la reduccién de los niveles de colesterol en ratones tratados con los extractos es
inducida por un componente antilipidémico presente en éstos; ademas, los resultados
corroboran lo que la poblacion viene usando empiricamente durante mucho tiempo
para reducir el contenido de colesterol o la hipertension, demostrandose asi que hay
una relacion directa entre colesterol e hipertension y un efecto importante de los

extractos sobre estos pardmetros.
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Tabla 6. Contenido de colesterol total en suero de ratones albinos, con
hipercolesterolemia inducida por una dieta rica en grasa, tratados a diferentes dosis de
extractos metandlicos de Terminalia catappa L (almendrén), Genipa americana L
(caruto) respectivamente (125 y 250 mg Extracto/kg ratén/dia) y farmaco comercial

Ratones Control Control Almendrén Caruto Rosuvastatina
s/g c/g 125mg 250mg 250mg 125 mg 8,3 mg*
1 75,9 120,9 84,4 72,0 96,2 59,3 110,0
2 89,9 102,7 89,4 71,2 80,0 74,3 83,0
3 78,3 121,1 83,7 72,8 91,6 88,1 98,8
4 87,2 114,9 85,3 73,1 88,5 68,7 87,3
Media 82,8 114,9 85,7 72,2 89,0 72,6 94,7
Desviacion 6,7 8,6 3,1 0,8 8,3 14,4 13,5
estandar

(Crestor = rosuvastatina 8,3 mg/kg/dia).

*mg: miligramos. s/g: sin grasa. c/g: con grasa.

Con relacién a los animales hiperlipidémicos tratados con el medicamento
Crestor 8,3 mg/kg raton x dia, cuyo principio antilipidémico es la rosuvastatina, se
obtuvo un valor promedio de colesterol de 94,7 £ 13,5 mg/dl, contenido de colesterol
muy superior al que presentan los ratones hiperlipidémicos tratados con los extractos
vegetales a las diferentes concentraciones. Esto sugiere que tal vez el principio activo
en los extractos interactia méas efectivamente con el colesterol que la rosuvastatina.
Es importante destacar que, estos ensayos permiten cuantificar el contenido de
colesterol, no asi la forma de interaccion de los extractos con el colesterol para causar

esa reduccion de su contenido a diferentes dosis de extractos.

Contenido de lipoproteinas de alta densidad (HDL) en suero de ratones albinos

El contenido de HDL en el suero de ratones albinos hipercolesterolémicos o no,
fue determinado por reaccion con el reactivo comercial Stamboi. Los animales
hipercolesterolémicos tratados con dosis acuosas de los extractos metandlicos de
hojas de T. catappa L (almendrdn) y corteza de G. americana L (caruto) presentaron

niveles de HDL mucho menor, en comparacion con los valores obtenidos para los
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ratones hipercolesterolémicos tratados en ausencia de extractos, resultados
presentados en la tabla 7. Como puede observarse en la tabla, los ratones que fueron
alimentados con dieta estandar sin suplemento graso, control normal, presentaron una
concentracion media de HDL 20,6 mg/dl, mientras que los ratones que tuvieron
ingesta de la dieta rica en grasa presentaron un aumento significativo en el valor de
las HDL, 28,7 mg/dl. Esto evidencia que la dieta con suplemento graso induce
aumento del contenido de HDL en los animales, en comparacion con los niveles
cuantificados para ratones estandar, lo cual sugiere que la composicion de la dieta

influye en la variacion de los niveles séricos de HDL.

Los resultados demuestran que, la administracion de dosis de 125 y 250 mg
extracto/kg raton por dia de hojas de T. catappa L y de corteza de G. americana L
inducen reduccion en los niveles de HDL en comparacion con los valores obtenidos
para los animales tratados con dieta suplementada con grasa de pollo. Los valores
promedio de HDL para los ratones tratados con el extracto de T. catappa L fueron
21,7 £ 0,7 y 18,1 + 0,2 mg/dl a las concentraciones de 125 y 250 mg extracto/kg
raton, respectivamente, mientras que en el caso de los animales tratados con el
extracto de la corteza de G. americana L fueron de 22,0 + 2,1 y 18,8 + 3,6 mg/dl.
Estos valores de HDL son similares a los resultados de contenido de colesterol, en
cuanto a que a la concentracion mas baja del extracto se obtienen niveles de HDL y
de colesterol un poco por encima de los valores obtenidos para los ratones control
(20,6 + 1,7 mg/dl), mientras que a la mayor concentracion de extracto se obtienen
niveles de HDL vy colesterol inferiores. En la tabla 8 se encuentra promediado las

concentraciones de colesterol total y HDL por cada grupo estudiado.

Si se comparan los resultados de HDL de los animales alimentados con
suplemento graso con los obtenidos para los ratones tratados con los diferentes
extractos, se observa que hay una reduccién del contenido de las HDL por induccion

de los extractos; el valor promedio de HDL para los ratones hiperlipidémicos fue de
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28,7 £ 2,1 mg/dl, mientras que para los animales tratados con los extractos los valores

promedio de HDL fueron aproximadamente 20 mg/dl.

Tabla 7. Efecto de extractos metanolicos de Terminalia Catappa L (almendron),
Genipa americana L (Caruto) y farmaco comercial Crestor sobre la concentracion de
HDL en suero de ratones albinos hipercolestérolemicos.

Ratones Control  Control Almendron Caruto Rosuvastatina
s/g* c/lg* 125mg 250mg 125mg 250 mg 8,3 mg*
1 18,9 30,2 21,1 18,0 24,1 14,8 27,5
2 22,4 25,6 22,3 17,8 20,0 18,5 20,7
3 19,5 30,3 20,9 18,2 22,9 22,0 24,7
4 21,8 28,7 225 18,5 23,3 20,1 25,2
Media 20,6 28,7 21,7 18,1 22,0 18,8 245
Desviacion 1,7 2,1 0,7 0,2 2,1 3,6 3,4
estandar

*s/g: Sin grasa. ¢/g: Con grasa. *mg: miligramos

Dado que las lipoproteinas de alta densidad se encargan de transportar
el colesterol desde los tejidos del cuerpo (arterias) hasta el higado para su excrecion,
una reduccion de los niveles de éstas, traeria como consecuencia el aumento de los
niveles de colesterol en el organismo. Los altos niveles de HDL en suero de los
ratones hiperlipidémicos pueden deberse a una mayor produccion de esta clase de
sustancias por el organismo de los ratones, como una medida de contrarrestar los
altos valores de contenido de colesterol producto de la ingesta de la dieta rica en
grasa, cosa que no ocurre en los animales alimentados con dieta sin suplemento graso,
porqgue el organismo no lo requiere debido a que los niveles de colesterol no son tan
elevados; es decir, que a mayor presencia de colesterol mayor sera la biosintesis de
las HDL para eliminar mas eficientemente el exceso de colesterol en el organismo y
reducir de esta forma posibilidades de enfermedades cardiovasculares, lo cual esta en

correlacion con estudios realizados por Nagarajan (2005).
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Tabla 8. Resumen del colesterol total y HDL-colesterol en ratones albinos tratados
con extractos metanolicos de G. americana L y T. catappa L.

Grupos Colesterol HDL*
I Control Normal 82,9 20,7
I1 Control Hipercolesterolemico 1149 28,7
Il Tratado con almendrén 125 mg* 85,7 21,7
IV Tratado con almendron 250 mg 72,2 18,1
V Tratado con caruto 125 mg 89.0 22,6
VI Tratado con caruto 250 mg 72,6 18,8
VII Tratados con Rosuvastatina 94,7 24,5

*HDL.: High dewsity lipoprotein* mg: miligramos.

El efecto antilipidémico determinado al extracto metandlico de hojas de T.
catappa L, sobre ratones albinos hiperlipidémicos, sugiere que éste no depende de la
region en la cual se recolecte la especie vegetal, debido a que se ha encontrado que
extractos de ésta utilizados en otras investigaciones han generado resultados similares
(Ahmed et al., 2005; Bejarano et al., 2006), ademas del uso empirico que se le da en

diferentes regiones del mundo (Hurrel et al., 2016).

Similarmente, el efecto antilipidémico ejercido por el extracto metandlico de la
corteza de G. americana L confirma el uso etnobotéanico que se le atribuye a esta otra
especie vegetal. Esto, tal vez, estd en correlacion con la presencia de genipina,
principio activo caracteristico en G. americana L, al cual se le han determinado
multiples efectos, entre ellos antidiabético (Shen et al., 2016). Esto es tomando en
consideracion que la diabetes resulta en un desorden metabdlico de carbohidratos,
lipidos y proteinas en el organismo, ademas de que hay relacion entre esta

enfermedad y las lipidemias.

Otros estudios demuestran la eficacia de extractos de especies vegetales en la
reduccion de los niveles del perfil lipidico. Parab y Mengi (2002) evaluaron el efecto
hipolipidémico de Acorus calamus y saponinas, demostrando asi una significativa
actividad hipolipidémica, sobre todo de las saponinas (10 mg/kg) y el extracto
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acuoso, a una dosis de 200 mg/kg. Similarmente, Daher (2006) cuantifico el efecto
del extracto acuoso de las partes aéreas de Urtica dioica sobre el perfil lipidico en
ratas, encontrando una reduccion significativa del colesterol total, colesterol LDL y la

relacion colesterol LDL/HDL, a una dosis de 150 mg/kg/dia.

De igual manera, Nagarajan (2005) demostr6 que una misma especie vegetal
puede ejercer efecto antilipidémico y antidiabético, lo cual evidencia accion bioldgica
que permite aliviar estos males. Los resultados muestran que extractos de Clemeo
felina, a la concentracion de 300 mg/kg/dia, reducen significativamente los niveles de
colesterol total, triglicéridos, HDL, LDL y VLDL en ratones, evidenciando
disminucion significativa, por ejemplo, en los niveles de colesterol total de 366,2 a
186,2 mg/dl, de ratones diabéticos control y diabéticos, tratados con extracto en
hexano, respectivamente. Estos estudios demuestran que ciertas especies vegetales
son posibles fuentes promisorias de agentes hipolipidémicos, que requieren de mas
estudios para aislar el principio activo.

En cuanto a la variacion de los valores de HDL en los ratones control,
comparado con el de los ratones hiperlipidémicos, de 20,7 + 1,7 a 28,7 £ 2,1 mg/dlI,
respectivamente, puede verse como una respuesta del organismo a generar mayor
cantidad de las lipoproteinas encargadas de transportar el colesterol hacia los tejidos
para la sintesis de esteroides y asi reducir el contenido de colesterol en sangre y
posibles efectos cardiovasculares. Respuesta ésta que estaria relacionada con los
aumentos del contenido de colesterol total, de 82,8 + 6,7 mg/dl en ratones control a
114,9 £ 8,6 mg/dl en ratones hiperlipidémicos, y como como consecuencia de ésto,
un aumento también por parte del organismo en los niveles de las HDL, debido a que
una baja concentracion de HDL puede acelerar el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares en los ratones. Otra posibilidad seria que los extractos vegetales
favorecieran la produccion de las HDL en los ratones, lo que haria que estas plantas

actuaran como fuente de un prometedor agente cardioprotector en el tratamiento de
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enfermedades coronarias.

En relacion con la actividad antilipidémica-extracto, podria decirse que ésta
puede ser atribuida a alguna de las familias de compuestos presentes en los extractos,
fundamentalmente a aquellas que son comunes, debido a que ambos extractos
ejercieron efectos bioldgicos similares. Las familias de compuestos presentes en
ambos extractos fueron taninos, polifenoles, flavonoides y saponinas, la mayoria de
estos son de naturaleza fenolica. No obstante, estudios muestran efectos
antilipidémico de fracciones enriquecidas en saponinas; de acuerdo con esto se podria
sugerir que, la presencia de esta familia de compuestos seria la responsable de la
actividad bioldgica observada (Daher, 2006).

Los resultados obtenidos en este estudio corroboran el beneficioso efecto de
ingerir infusiones de T. catappa L o G. americana L como tratamiento para reducir
altos niveles de colesterol y la hipertensién arterial, ademas de confirmar el

conocimiento empirico sobre estas especies vegetales.

Analisis de resonancia magnética nuclear

Los analisis de RMN *H (300 MHz, DMSO) del sélido purificado a partir del
extracto metandlico de G. americana generd un espectro que presenta sefiales en la
region entre 3,3 y 4,5 ppm, las cuales son caracteristicas de compuestos de naturaleza
glicosidica, de acuerdo a sus desplazamientos quimicos (figura 15). En la ampliacion
de esta region del espectro, se observan, en la parte de campo bajo, tres sefiales con
desplazamientos quimico de 4,41 (d, j = 5,2836 Hz), 4,35 (t, j = 5,6738 y 5,4936 Hz)
y 4,1435 (d, j = 6,9646 Hz), ademas en la region entre 3,3 y 3,6 ppm se observan
multipletes que se solapan entre si (figura 15).
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Figura 15. Espectro de resonancia magnética nuclear de protones, RMN *H, (DMSO
ds. 300 MHz). A) Del sélido purificado a partir del extracto metanélico de Genipa americana L, B)
ampliacién de la region entre 3,2 — 4,5 ppm (ppm: partes por milln).

Los anélisis de RMN *C (75 MHz, DMSO) del sélido purificado a partir del
extracto metandlico de G. americana L generd un espectro que presenta solo tres
sefiales en la regién entre 63 - 72 ppm, reafirmando lo deducido del analisis de
protones. Esto sugiere que dichos 4&tomos de carbono, que ademés de ser saturados,

estdn unidos a atomos muy electronegativos como oxigeno o nitrégeno, sefiales
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caracteristicas de compuestos de naturaleza glicosidica de acuerdo a sus
desplazamientos quimicos (figura 16). En la ampliacion de la region del espectro

donde aparecen las tres sefiales, se observa que los desplazamientos quimicos son

63,88, 69,77 y 71,39 ppm (figura 16 B).
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Figura 16. Espectro de resonancia magnética nuclear de carbono trece, RMN *3C,
(DMSO dg, 75 MHz). A) Del solido purificado a partir del extracto metandlico de la corteza de
Genipa americana L, B) ampliacion de la regién entre 63 — 72 ppm (ppm: partes por millon).

Los analisis de RMN **C por transferencia de polarizaciéon DEPT 135 (75 MHz,
DMSO) del solido purificado a partir del extracto metanolico de la corteza de G.

americana L generd un espectro que presenta dos sefiales en sentido positivo y una
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en sentido negativo. Esto sugiere que existen dos grupos, posiblemente, tipo CH
unidos a elementos muy electronegativos, como oxigeno (69,76 y 71,35 ppm), por su
desplazamiento quimico, y un grupo CH, (63,86 ppm), también unido a un elemento
electronegativo; estas deducciones son determinadas por las orientaciones de las
sefiales en el espectro (figura 17). Estos resultados estan en correlacion con los de un
compuesto como el manitol, el cual tiene dos grupos CH enlazados a oxigeno y un
grupo CH,, también enlazado a oxigeno, por lo que los nucleos de los carbonos estan

desapantallados y generan sefiales en el espectro de RMN entre 60 y 75 ppm.
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Figura 17. Espectro de resonancia magnética nuclear de carbono trece mediante
transferencia de polarizacién, RMN *C DEPT 135, (DMSO ds, 7 5 MHz). A) Del
solido purificado a partir del extracto metandlico de la corteza de Genipa americana L, B) Espectro de
resonancia magnética nuclear de carbono trece, RMN **C, normal (ppm: partes por millén).

Los espectros de RMN de carbono trece dan indicios de que el sélido purificado

a partir del extracto metanolico de la corteza de G. americana es un compuesto

glicosidico, semejante al manitol. Haciendo un analisis comparativo de los espectros
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de RMN **C de la muestra analizada con el del manitol, se observa que hay similitud
en los desplazamientos quimicos y el nimero de sefiales (figura 19), por lo que a
priori se asumiria que fuesen una misma sustancia. No obstante, hay diferencias en
los puntos de fusion, el sélido purificado presenta punto de fusion de 149 — 152°C,
mientras que el punto de fusion reportado para el manitol es de 165 - 169°C, esto hace
suponer que son compuestos diferentes, con similitud estructural, para que exista
semejanza espectroscopica. En la tabla 9 se presentan los desplazamientos quimicos
de RMN C del sélido purificado y los del manitol, ademas en la figura 18 se

muestra la estructura quimica del manitol.
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Figura 18. Espectro de resonancia magnética nuclear de carbono trece, RMN *C. A)

Del sélido purificado a partir del extracto metanélico de Genipa americana L, (DMSO dg 75 MHz),
B) del manitol (ppm: partes por millén).
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Tabla 9. Desplazamientos quimicos de RMN C del solido purificado y valores
reportados para el manitol.

Carbono Solido purificado (6c ppm) Manitol (6¢c ppm)
Cl/C6 63,86 65,919
C2/C5 69,76 71,926
C3/C4 71,35 73,493

dc ppm: desplazamiento quimico en partes por millén

OH O

HO™
OH OH

Figura 19. Estructura quimica del manitol.

Andlisis de espectrometria de masas mediante ionizacion por electronebulizacién

El analisis mediante EM-IEN del sélido purificado a partir del extracto
metanolico de la corteza de G. americana L generd un espectro que presenta picos de
iones moleculares mayoritarios con relacion m/z de 200,30 y 387,37 uma, ademas de
sefiales de menor intensidad con relacion m/z de 205,28 y 382,24 uma (figura 20).
Estas sefiales de iones moleculares se relacionan entre si mediante la generacion de
iones fragmentos en el andlisis de EM/EM o EM en tandem de las sefiales 387,37 y
382,24 uma (figura 21).  Se puede apreciar que el ion molecular 387,37 genera el
ion fragmento 205 y que el ion de relacion m/z de 382,24 produce los iones

fragmentos de 200,12, en ambos casos hay una diferencia de 182 uma. Esta diferencia
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en masa de 182 uma concuerda con un compuesto de formula CsH1406, que coincide
con la de un glic6sido no ciclico como el manitol, esto hace sugerir que debe existir
alguna relacion de un compuesto de naturaleza glicosidica en esta muestra,
coincidiendo asi con los analisis de RMN. Esta suposicion se ve reforzada con el pico
del ion molecular con relacion m/z de 183,24 uma que se observa en el espectro de
masas, que concuerda con la masa de 182 + 1, es decir el compuesto de formula
CeH1406 + H. Estas relaciones de diferencia en masa y la existencia de los iones
moleculares con relaciones m/z de 183,24. 200,30 y 205,28 hace sugerir que,
biosintéticamente, ocurre una reaccion entre el compuesto con relacion m/z de 183
con los iones de relacion m/z de 200 y 205 uma para producir los compuestos con
relacién m/z de 382,24 y 387,37 uma, respectivamente (Wakai et al., 2007).

200,30

387,37

Abundancia relativa

3 183,24 382,24

394,02
= 284,98

‘ 2.‘5{.33 -
22088 25077 | 27244, |:9-|.e.7 323.62 351.59 376.39 41279 44247 45537
200 250 300 350 400 450
mz

Figura 20. Espectro de masas mediante ionizacion por electronebulizacion, EM-IEN,
del solido purificado a partir del extracto metandlico de la corteza de Genipa
americana L.
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Figura 21. Espectro de masas en Tandem mediante ionizacion por
electronebulizacion, EM-ESI, de iones moleculares del solido purificado a partir del

extracto metandlico de Genipa americana L. A) Espectro de EM/EM del ion con relacion m/z
382, B) Espectro de EM/EM del ion con relacion m/z 387 y C) Espectro de EM/EM del ion con
relacion m/z 200.
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A pesar de que el analisis de RMN conlleva a una estructura quimica semejante
al manitol (CsH1406) Y el espectro de masas, EM-IEN, presenta una sefial de un ion
molecular de relacion m/z de 183 uma que concuerda con una férmula C¢H1406 + H,
no obstante, el espectro de masas presenta iones moleculares mayoritarios con
relacion m/z de 382 y 387 uma, que se fragmentan y pierden 182 uma, de alguna
manera estos iones tienen relacion con un resto de férmula C¢H1406, que concuerda
con la del manitol o un isémero de éste, lo que sugiere también alguna relacién con

un alditol semejante al manitol.

Por todo lo anteriormente expuesto, puede considerarse a ambas especies, como
potenciales fuentes de compuestos con propiedades anticolesterolémicas, lo cual
constituye un excelente punto de partida en la basqueda de novedosas alternativas

terapéuticas para el tratamiento de estos  pardmetros  sanguineos.



CONCLUSIONES

Se detectd la presencia de familias de metabolitos secundarios, como
flavonoides, taninos, polifenoles, esteroles y saponinas, en los extractos metandlicos

de los 6rganos en estudio de las especies vegetales T. catappa L y G. americana L.

Los extractos metanolicos de hojas de T. catappa L y corteza de G. americana L
ejercieron marcado efecto antilipidémico en ratones albinos previamente alimentados

con dieta rica en grasas.

La cuantificacion del efecto antilipidémico ejercido por los extractos sobre los
ratones es superior al de la rosuvastatina, medicamento de uso clinico para reducir los

niveles de colesterol en humanos.

El efecto antilipidémico cuantificado al extracto metandlico de hojas de T.
catappa L, sobre ratones albinos hiperlipidémicos, sugiere que éste no depende de la
region en la cual se recolecte la especie vegetal, debido a que se ha encontrado que
extractos de esta especie vegetal en otras investigaciones generaron resultados

similares.

Las familias de compuestos comunes en ambos extractos, taninos, polifenoles,
flavonoides y saponinas, posiblemente sean las responsables del efecto

antilipidémico.

Se demostré que el conocimiento etnobotanico sobre estas especies vegetales,
en cuanto a control de los niveles de colesterol y tension arterial, estd bien
fundamentado, ademas de que T. catappa L y G. americana L son plantas promisorias

para continuar el proceso de evaluacion de posibles agentes antilipémicos.

Los analisis espectroscopicos de RMN y de EM-IEN realizados al precipitado

de la corteza G. americana L sugieren que se trata de un compuesto glicosidico
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semejante al manitol, no obstante existen diferencias en los puntos de fusion entre el

de la muestra y el reportado para el manitol.
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