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RESUMEN

La diabetes tipo 2 (DT2) es una enfermedad con alta prevalencia en la poblacion mundial.
Este padecimiento se caracteriza por el aumento de glucosa en la sangre, intolerancia a
la glucosa y la progresiva resistencia a la insulina. Actualmente, se encuentra una bateria
de farmacos denominados antidiabéticos orales cuyo objetivo es la disminucion de
glucosa capilar, tratamientos que se emplean de manera concomitante con el uso de
plantas medicinales con efecto antidiabético. Sin embargo, existen pocos estudios que
validen su uso, asi como de los metabolitos y mecanismos por los cuales se produce el
efecto. En este contexto el objetivo de este trabajo fue “determinar el efecto modulador
de glucosa de las cascaras liofilizadas de Annona squamosa L. (saramuyo) y Melicoccus
bijugatus Jacq. (huaya) en ratas sanas y en un modelo de DT2”. Para ello en la primera
fase se analizd el contenido quimico de metabolitos secundarios, encontrando
antraquinonas, azucares reductores y triterpenoides detectados mediante pruebas
colorimétricas, el contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) y flavonoides (FT) por
espectroscopia, el contenido de acidos organicos y azucares por HPLC y la capacidad
antioxidante (CA) mediante el ensayo de ABTS+ del liofilizado de las cascaras de
saramuyo Yy huaya, encontrando en la cascara de saramuyo mayor CFT, menor contenido
de FT, mayor CA, menor contenido de acidos malico y tartarico, menor contenido de
sacarosa, glucosa y fructosa, comparado con la cascara de huaya. En la segunda fase,
se evaluo el efecto antihiperglucemiante en ratas sanas de tres dosis de liofilizado de
cascaras (25, 100 y 200 mg/Kg) mediante una prueba de tolerancia a la glucosa de 2h
(PTGO-2h), encontrandose efecto antihiperglucemiante en las dosis de 100 y 200 mg/Kg

de saramuyo y en las tres dosis de huaya. La tercera fase, se estandarizé el modelo



quimico de DT2 en ratas neonatas Wistar macho utilizando una dosis unica de
estreptozotocina (STZ, 70 mg/Kg). Se realizé un curso temporal de 8 semanas para
evaluar las diferencias en la glucemia, intolerancia la glucosa y resistencia a la insulina
de ratas administradas con buffer citratos 0.1 M, pH 4.5 y ratas administradas con STZ.
Las ratas administradas con STZ presentaron hiperglucemia a partir de la 2da semana,
intolerancia a la glucosa en la 4ta semana, evaluada mediante una PTGO-2h, resistencia
a lainsulina en la 8va semana, evaluada mediante una prueba de tolerancia a la insulina
por via intraperitoneal de 2h (PTIl-2h). En la ultima fase, las ratas diabéticas de 8
semanas recibieron tratamientos de liofilizados en donde se obtuvo mejor efecto
antihiperglucemiante: saramuyo 100 y 200 mg/Kg y huaya 100 mg/Kg. Al comparar los
resultados de las ratas diabéticas administradas con el vehiculo (agua) después del
tratamiento de 14 dias se encontré que, saramuyo (200 mg/Kg) y huaya (100 mg/Kg)
disminuyeron la glucosa capilar sin ayuno de ratas diabéticas. Ambas cascaras
disminuyeron la intolerancia a la glucosa en ratas diabéticas a partir del minuto 60, sin
embargo, solo saramuyo (200 mg/Kg) y huaya (100 mg/Kg) disminuyeron la resistencia
a la insulina. Con base a los resultados obtenidos podemos concluir que los liofilizados
de saramuyo y huaya presentan efecto modulador de la glucosa en un modelo de rata
sana y ratas diabéticas, en este ultimo, modificando la resistencia a la insulina, efecto que
podemos asociar al contenido de fenoles y flavonoides totales, por lo que podrian ser una
alternativa terapéutica para el tratamiento de DT2, siendo necesario evaluar la correlacion
quimica de algunos de los metabolitos del extracto contra la actividad biolégica, asi como

explorar el mecanismo molecular del efecto modulador de los niveles de la glucosa.



ABSTRACT

Type 2 diabetes (T2D) is a disease with a high prevalence in the world population. This
condition is characterized by increased blood glucose, glucose intolerance, and
progressive insulin resistance. Currently, there is a battery of drugs called oral
antidiabetics whose objective is to decrease capillary glucose, treatments that are used
concomitantly with the use of medicinal plants with antidiabetic effect. However, there are
few studies that validate its use, as well as the metabolites and mechanisms by which the
effect occurs. In this context, the objective of this work was to determine the glucose
modulating effect of the lyophilized peels of Annona squamosa L. (saramuyo) and
Melicoccus bijugatus Jacq. (huaya) in healthy rats and in a T2D model. For this, in the first
phase, the chemical content of secondary metabolites was analyzed, finding
anthraquinones, reducing sugars and triterpenoids detected by colorimetric tests, the
content of total phenolic compounds (CFT) and flavonoids (FT) by spectroscopy, the
content of organic acids and sugars by HPLC and the antioxidant capacity (CA) by the
ABTS+ assay of the lyophilisate of the saramuyo and huaya peels, finding in the saramuyo
peel higher CFT, lower content of FT, higher CA, lower content of malic and tartaric acids,
lower content of sucrose, glucose and fructose, compared to huaya peel. In the second
phase, the antihyperglycemic effect in healthy rats of three doses of peel lyophilisate (25,
100 and 200 mg/Kg) was evaluated by means of a 2-hour glucose tolerance test (PTGO-
2h), finding antihyperglycemic effect in the doses of 100 and 200 mg/Kg of saramuyo and
in the three doses of huaya. In the third phase, the chemical model of T2D was
standardized in neonatal male Wistar rats using a single dose of streptozotocin (STZ, 70

mg/Kg). An 8-week time course was conducted to evaluate differences in blood glucose,
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glucose intolerance and insulin resistance in rats administered with 0.1 M citrate buffer,
pH 4.5 and rats administered with STZ. The rats administered with STZ presented
hyperglycemia from the 2nd week, glucose intolerance in the 4th week, evaluated by a 2-
hour PTGO, insulin resistance in the 8th week, evaluated by an insulin tolerance test by
route 2h intraperitoneal (PTII-2h). In the last phase, the 8-week-old diabetic rats received
lyophilized treatments where a better antihyperglycemic effect was obtained: saramuyo
100 and 200 mg/Kg and huaya 100 mg/Kg. When comparing the results of the diabetic
rats administered with the vehicle (water) after the 14-day treatment, it was found that
saramuyo (200 mg/Kg) and huaya (100 mg/Kg) decreased capillary glucose without
fasting in diabetic rats. Both peels decreased glucose intolerance in diabetic rats from
minute 60, however, only saramuyo (200 mg/Kg) and huaya (100 mg/Kg) decreased
insulin resistance. Based on the results obtained, we can conclude that the saramuyo and
huaya lyophilisates show a modulating effect of glucose in a model of healthy rats and
diabetic rats, in this latter, modifying insulin resistance, an effect that we can associate
with the phenol content. and total flavonoids, so they could be a therapeutic alternative
for the treatment of T2D, being necessary to evaluate the chemical correlation of some of
the metabolites of the extract against the biological activity, as well as to explore the

molecular mechanism of the modulating effect of the levels of the glucose.
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1. INTRODUCCION

1.1 Definicidn y clasificacion de diabetes

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la diabetes como una enfermedad
cronica y progresiva que afecta a las células del pancreas al reducir la produccion de
insulina, o su efectividad en metabolismo en el organismo (OMS, 2016). Se describe
también, como un conjunto de desdrdenes metabdlicos caracterizado por el aumento de
los niveles de glucosa en sangre (OMS, 1999).

Tradicionalmente se clasifica la diabetes como tipo 1y 2. La diabetes tipo 1 (DT1) afecta
la produccion de insulina debido a la destruccion autoinmune de células B pancreaticas,
lo que en consecuencia provoca deficiencia de insulina. La diabetes tipo 2 (DT2) se
caracteriza por el dafio progresivo de células 3 pancreaticas, generando una resistencia
a la insulina, es decir, el organismo es incapaz de usarla adecuadamente (OMS, 2016;

ADA, 2018).

1.2 Prevalencia y repercusiones econémicas

En el 2019, la Federacién Internacional de Diabetes (IFD, por sus siglas en inglés) reporto
qgue la prevalencia de diabetes en adultos de 20 a 79 afos era de 463 millones de casos,
estimando que para 2045 este numero aumentaria a 700 millones. En la region de
Norteameérica y el Caribe se encuentran 47.6 millones de personas con diabetes. Dentro
de esta region, Estados Unidos (mas de 30 millones) y México (mas de 12 millones)
ocupan el primer y segundo lugar, respectivamente, de personas con diabetes (IDF,
2019). En México, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino 2016

reporté que la prevalencia de diabetes por diagndstico médico fue de 9.4% de los adultos



encuestados (ENSANUT MC, 2016). De acuerdo con la IFD, en el 2019, el gasto global
para el tratamiento de diabetes fue de alrededor de 850 mil millones de ddlares, y
unicamente en Norteamérica se gasto alrededor de 324.5 mil millones de dodlares, lo que
represento un 42.7% del gasto global, del cual 294.6 millones correspondieron a EE. UU.,
lo que se traduce a un gasto de 9 506 USD por persona con diabetes (IDF, 2019). En
México, el Proyecto de Presupuesto de Egresos para la Federacion para el Ejercicio
Fiscal 2018, indico que el gasto destinado para salud fue del 19% (122, 557.3 mdp), del
cual, el presupuesto programado para el programa de Prevencion y Control de

Sobrepeso, Obesidad y Diabetes correspondio al 0.4 %, es decir, 453.6 mdp (PEF, 2018).

1.3 Diagnéstico

La DT2 puede ser diagnosticada mediante pruebas que indiquen los niveles de glucosa
en sangre, por ejemplo, se considera como diabetes si la prueba de glucosa plasmatica
en ayunas (PGA) es = 126 mg/dL (7.0 mmol/L), o el valor de glucosa en plasma de 2 h
(2-h PG) durante una prueba de tolerancia de glucosa oral de 75 g (PTGO) es = 200
mg/dL (11.1 mmol/L), en pacientes que presentan sintomas tradicionales de diabetes
tales como la poliuria y polidipsia. Otra prueba es el criterio de hemoglobina glucosilada
(HbA1c) 2 6.5% (48 mmol/mol). Sin embargo, la HbA1c tiene mayores ventajas comparado
con la PGA y PTGO, siempre y cuando se siga el método autorizado por el Programa
Nacional de Estandarizacion de la glucohemoglobina y estandarizado al DCCT (Control

de la diabetes y ensayo de complicaciones, por sus siglas en inglés) (ADA, 2018).

1.4 Modelos de estudio de DT2



El estudio de la DT2 mediante modelos experimentales es fundamental para entender los
mecanismos fisiopatologicos de la enfermedad, asi como para estudiar la eficiencia de
nuevas estrategias farmacolégicas. Un modelo animal ampliamente utilizado para
generar DT2 involucra la administracion de farmacos a ratas o ratones, dietas altas en

grasas o combinaciones de estas.

1.4.1 Estreptozotocina

La estreptozotocina (STZ) (2-deoxy-2-(3-methyl-3-nitrosourea)-1-D-glucopiranosa)
(Figura 1) es un farmaco utilizado para la induccion experimental de diabetes en roedores
y otros animales. Es un derivado nitrosourea monofuncional aislado de la fermentacion
de Streptomyces achromogenes (Lewis et al., 1960; Vavra et al., 1960). Estructuralmente,
STZ es analogo a la glucosa y la N-acetilglucosamina (GIcNAc) por lo que puede ser
reconocido por el transportador GLUT2 presente en las células B-pancreaticas (Tjalve et
al., 1976). STZ tiene accion diabetogénica al inducir selectivamente muerte celular a las
células secretoras de insulina en los islotes pancreaticos, se han propuesto tres
mecanismos que explican el dafo citotoxico STZ: metilacién de al ADN, produccion de
oxido nitrico (NO) y estrés oxidativo (Eleazu et al., 2013).

Metilacion del ADN

El resto metil nitrosourea presente en la STZ lo convierte en un agente altamente
alquilante capaz de metilar directamente el ADN. Al entrar a las células STZ se
descompone espontaneamente en dos moléculas: isocianato y metildiazohidroxido
(Figura 1), el primero reacciona con el grupo amino primario o el grupo sulfhidrilo de

proteinas en un proceso denominado como carbamilacién, el segundo se descompone y



en una molécula altamente reactiva, *CH? (ion carbonio metilo) la cual seria la causante

de los enlaces cruzados entre las cadenas de ADN (Wilson & Leiter, 1990).

Estreptozotocina Isocinato
CH, OH CH20H
Metildiazohidroxido

CH:,J— N=N-0H

OH™
H N H H N H

16n +
== N:r-\.FMC-) metildiazonio CH3 N=N

CHy v Ny
16n

CHZOH CHZOH carbonio (BCHy
01\
CH30H CHy®

H N H H N- C 0
Carbamilacidn ®C:0 Carbamilacion Alguilacién de
de compuestos intermolecular compuestos
celulares celulares

Figura 1. Descomposicion de la estreptozotocina en isocinato y metildiazohidréxido (Tomado y modificado
de Wilson & Leiter, 1990).

El ion carbonio metilo (*CH?) al reaccionar con el ADN forma aductos: 7-metilguanina, O-
6-metilguanina, 3-metiladenina y 7-metiladenina en higado, rifion, intestino y pancreas
(Bennet & Pegg, 1981). Las modificaciones en la guanina producen desarreglo con la
timina convirtiéndose en un punto de mutacion. El dafio causado conlleva a la continua
activacion de la enzima reparadora de ADN, poli-(ADP-Ribosa) sintetasa (PARP), la cual
es dependiente de NAD, que en consecuencia agota los depodsitos de NAD vy
posteriormente los de ATP. En este escenario, la actividad celular resulta afectada lo que
eventualmente provoca la muerte celular de células -pancreaticas (Pieper, 1999).

Produccion de NO



Otro posible mecanismo de dafo al ADN podria ser mediante la accidon del 6xido nitroso
(NO). Se ha demostrado que la STZ puede generar NO debido a la presencia del resto
metil nitrosourea (Kwon et al., 1994). EI NO puede darnar al ADN de dos formas: 1)
mediante la nitrosacion, es decir, convertir en derivados nitrosos a aminas primarias o
secundarias y las bases de acido nucleico (A, C, G, T); 2) al combinarse con superoxido
formando peroxinitrito (ONOO"), el cual puede descomponerse en especies reactivas de
oxigeno (ERO) como el radical hidroxilo (Pieper, 1999). Adicionalmente, NO activa
enzimas como la guanilil ciclasa en los islotes y lo que permite la acumulacion de cGMP,
también inhibe otras enzimas como la aconitasa mitocondrial, impidiendo la isomerizacién
del citrato. La liberacion local de NO de STZ dentro de los islotes perjudican la secrecion
de insulina (Turk et al., 1993).

Estrés oxidativo

Se ha propuesto que el estrés oxidativo podria ser responsable, en parte, de la accién
diabetogénica de STZ. Se ha reportado que STZ altera la homeostasis de glutation y el
flujo de electrones de NADPH en la mitocondria (Raza et al., 2004), ademas de promover
la disfuncion de complejos respiratorios en la mitocondria: disminuyendo la actividad de
enzimas del complejo Il (citocromo c oxidorreductasa) y complejo IV (citocromo ¢
oxidasa) e incrementando moderadamente a las del complejo | (NADH: ubiquinol
oxidorreductasa) y complejo |l (succinato: ubiquinol oxidorreductasa). Adicionalmente,
también resulta inhibida la actividad de la enzima aconitasa. Cambios en la actividad de
los complejos respiratorios mitocondriales podrian implicar cambios en la homeostasis
de especies reactivas de oxigeno (ERO) y generar estrés oxidativo (Raza et al., 2011).

Se ha reportado que STZ disminuye drasticamente la expresion de la proteina NRF2, la



cual regula la expresion de otras proteinas que protegen contra dano oxidativo, ademas
que promueve el aumento de promueve el aumento de proteinas pro-apoptoticas como
Bax y aumenta la escision de caspasa-3. Adicionalmente, STZ estimula la fosforilacion

de Akt, lo que podria alterar la sefalizacion de insulina (Arwa et al., 2017).

1.4.2 Administracion neonatal de STZ en ratas

La principal caracteristica de la DT1 es la destruccion autoinmune de células B-
pancreaticas que se traduce en la pérdida de la produccién de insulina. El protocolo
frecuentemente usado para el desarrollo de DT1 en ratas implica la administracién de
una dosis unica de STZ a una dosis de 40 a 70 mg/Kg a ratas de 8-10 semanas de edad
(Brondum et al., 2005). Sin embargo, el modelo que involucra la administracion de STZ
en ratas en etapa neonatal (n-STZ) es considerado como una util y adecuada herramienta
para desarrollar DT2 ya que se desarrolla hiperglucemia, intolerancia a la glucosa,
hipoinsulinemia leve, caracteristicas presentadas de forma natural en el transcurso de la
patologia en humanos. Estas caracteristicas estan relacionadas a la regeneracién
temprana y “agotamiento” funcional de células B-pancreaticas (Portha et al., 1989). A

continuacion, se describen algunos modelos descritos de nSTZ (Tabla 1).

Tabla 1. Modelos de nSTZ

Edad Dosis Descripcion

n0-STZ 100 pg/g Administracion en la vena safena del neonato.
Caracteristicas diabetogénicas observables a partir de los

21.5 dias. Disminuye un 20% la masa de células



pancreaticas y el contenido de glucagon pancreatico y
peso corporal, incrementa la glucosa capilar (Portha et al.,
1974).

n2-STZ 90 mg/Kg Administracion intraperitoneal. Después de dos meses, el
70% de los animales desarrollan intolerancia a la glucosa
(PD) y el 30% desarrolla hiperglucemia (Madhoosudan et
al., 2014).
Después de 6 meses, los animales presentan intolerancia
a la glucosa, disminuyen los niveles plasmaticos de
insulina, sin embargo, los niveles de acidos grasos no son
diferentes al control (Chang et al., 2001).

n5-STZ 120 Administracion intraperitoneal. A la 12va semana, los

mg/Kg animales presentan intolerancia a la glucosa, la capacidad

sensorial resulta afectada, algunos desarrollan
hiperglucemia (21.2 1.6 mmol/dL), los animales
hiperglucémicos disminuyen la excitabilidad, amplitud y
velocidad de conduccion del potencial de accidn del nervio

ciatico (Ferreira-da-Silva et al., 2013).

1.5 Tratamiento
1.5.1 Tratamiento farmacolégico
Para pacientes con DT2 la terapia farmacolégica incluye agentes antidiabéticos orales

(ADOs), cuya funcion principal es la disminucion de glucosa mediante distintos



mecanismos de accion. Debido a la amplia variedad de ADOs, estos pueden ser
clasificados en a) hipoglucemiantes, que actuan disminuyendo las concentraciones de
glucosa y b) antihiperglucemiantes, que impiden el aumento de las concentraciones de

glucosa (Alejandre & Lopez, 2001).

Entre los farmacos hipoglucemiantes se encuentran las sulfonilureas y meglitinidas,
aunque son estructuralmente diferentes, su mecanismo de accidn es similar, se unen a
canales de potasio dependientes de ATP en las células B pancreaticas, esto conduce a
la inhibicion de estos canales alterando el potencial de reposo de la membrana,
provocando la entrada de calcio y estimulando la secrecion de insulina. Con respecto a
los farmacos antihiperglucemiantes, se encuentra las biguanidas (metformina), estos no
estimulan directamente la secrecion de insulina, sino que aumenta su accion y la
utilizacion de glucosa mediada por insulina en los tejidos periféricos (musculo e higado).
Aumenta la actividad de la proteina cinasa activada por AMP, reduciendo la
gluconeogénesis y la lipogénesis hepatica, los inhibidores de la a-glucosidasa por su
parte, inhiben competitivamente la a-glucosidasa en el intestino, inhibiendo asi la
reabsorcion de polisacaridos, asi como el metabolismo de la sacarosa a glucosa y

fructosa. (Lorenzati et al., 2010).

1.5.2 Tratamientos alternativos

De acuerdo con la informacion etnobotanica, se sugiere que hay al menos 800 plantas
que tienen potencial antidiabético (Bailey & Day, 1989; Castro-Juarez 2014; Giovannini
et al, 2016; Kumar et al, 2018). Entre las plantas que se han utilizado ampliamente estan

integrantes de las familias Cucurbitaceae, Fabaceae, Rosaceae, Liliace, Solanaceae,



entre otras (Baharvand-Amandi; Giobvanni et al, 2016). La primera planta que se
describio el efecto antihiperglucemiante fue Galega officinalis L. (Fabaceae), debido a
que contiene un derivado de guanidina (galegina), cuya estructura es muy similar a la
metformina, farmaco cuya funcion es disminuir los niveles de glucosa en sangre
(Fukunaga et al., 1987; Rios et al., 2015).

Algunos autores atribuyen el efecto antidiabético a compuestos fendlicos, tales como
flavonoides, tanino y fenoles acidos (Vinayagam et al., 2015). Por ejemplo, se ha descrito
que el acido oleandlico, ursdlico y galico de la granada (Punica granatum L.) pueden tener
efecto sobre los receptores y activados por proliferadores de peroxisomas (PPARYy) que
desempenan un papel importante en la homeostasis de la glucosa (regulando
transportadores de glucosa, como GLUT4) (Katz et al., 2007). Otros mecanismos
descritos para estos metabolitos incluyen la inhibicion de a-amilasa, inhibicién de la
formacion de productos finales de la glicacion avanzada (AGE, por sus siglas en inglés),
eliminacién de radicales libres, aumento de la secrecion de la incretina GLP-1(péptido
parecido a glucagon-1), y el incremento, sobre-regulacion y translocacion del

transportador de glucosa tipo 4 (GLUT-4) (Nazarian-Samai et al., 2018).

1.6 Cascaras de frutos tropicales como fuentes de compuestos bioactivos

En plantas superiores, el fruto se define como la estructura que resulta de la modificacion
de tejidos soportan los ovulos (ovarios) tras la fertilizacion del 6vulo (Nitsch, 1952).
Generalmente el fruto consiste en dos estructuras: la semilla y el pericarpio. El pericarpio,
se define como el conjunto de capas de tejido derivadas del ovario y a menudo consiste

en la parte comestible del fruto, puede diferenciarse en tres capas: endocarpio, que



constituye el tejido mas cercano a la semilla, mesocarpio, la capa intermedia entre el
endocarpio y exocarpio, y el epicarpio o exocarpio, la capa mas externa (Dardick &
Callahan, 2014; Carrillo-Lépez, 2019). La cascara del fruto corresponde a la capa exterior
del fruto, cumple con varias funciones fisiologicas: impide la pérdida de agua, lixiviacion
de nutrientes y confiere proteccidn contra el dafio mecanico e invasion de patdégenos
(Caceres et al., 2012). Las cascaras constituyen una fuente importante de compuestos
bioactivos debido a la presencia de metabolitos primarios (azucares solubles y fibras),
metabolitos secundarios (compuestos fendlicos, alcaloides) y minerales (Parmar & Kar,
2010; Khairusy-Syakirah et al., 2012). Los compuestos bioactivos presentes en las
cascaras le proporcionan varias propiedades medicinales que dependeran de la
composicion de dichos compuestos (Karawasa & Mohan, 2018). En la Tabla 2 se
resumen algunos de los compuestos bioactivos presentes en cuatro cascaras de frutos
tropicales representativos: naranja (Citrus sinensis), mango (Magnifera indica), platano
(Musa paradisiaca) y granada (Punica granatum), ademas de algunos de los efectos

terapéuticos descritos.

Tabla 2. Compuestos bioactivos en cascaras de frutos tropicales y su uso terapéutico.

Fruto Compuestos bioactivos Uso terapéutico

Azucares reductores, saponinas Capacidad citotdxica en lineas

Naranja glucdsidos cardiacos, taninos y celulares de HepG2 y efecto
(Citrus flavonoides. Zn, Cu, Mg y Mn citoprotector contra estrés
sinensis) (Osarumwense et al., 2013). oxidativo (Chen et al., 2012).

Flavonas y compuestos Disminuye los efectos
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fendlicos: Narangina, adversos del hipotiroidismo

hesperidina, neohesperidina, (anti-tiroidal) y capacidad

diosmina, luteolina, sinensetina, antioxidante (Parmar & Kar,

rutina, quercetina, kaempferol, 2008). Antimicrobiana (Suja et

acido cafeico, clorogénico, al., 2017).

ferdlico, sinaptico, p-cumarico.

Carotenoides: Luteina,

zetaxantina, B-criptoxantina, B-

carotenos (Wang et al., 2008).

Compuestos fendlicos: Acido Capacidad antioxidante y anti-

galico, siringico, elagico, gentesil proliferativa en HepG2 (Kim et
Mango protocatecuico. Flavonoides: al., 2010). Antiinflamatoria
(Magnifera mangiferina y quercitina. (Knodler et al, 2008).
indica) Carotenos: B-Carotenos, Mejoramiento en disfunciones

violaxantina y luteina (Ajila, de la tiroides (Parmar & Kar,

2010). 2009).

Taninos, alcaloides, esteroides, Antibacterial contra A.

saponinas, flavonoides y tumefaciens, Antifungico
Platano

carbohidratos (Okorondu et al., contra F. culmorumy R. solani
(Musa

2010). Minerales: Fe, Cu, Zn, ((Behiryetal.,2019). Actividad
paradisiaca)

Mg. Micronutrientes: K, Ca, Na, protectora en aterosclerosis y

P. (Aboul-Enein et al., 2016) disfunciones de la tiroides
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Compuestos fendlicos: acido
elagico, gallico, ferulico, o-
cumarico, salicilico, cinamico,
catecol. Flavonoides: miricetina
y naringenina (Behiry et al.,

2019).

Compuestos fendlicos: Pirogalol,
punicalagina, catequina, catecol,
acido galico, p-hidrobenzoico,
Granada ferulico, elagico, cinamico,
(Punica rosmarinico. Flavonoides:
granatum) Kaemp-3-(2-p-comaroil)
glucésido, quercetrina,
hesoeridina,  naringina  (El-

Hadary & Ramadan, 2019).

(Parmar & Kar, 2007).
Antioxidante (Aboul-Enein et
al., 2016). Incrementa la

sintesis de melanina (Kim &

Kim, 2018).
Efecto antidiabético,
antihiperlipidémico y

antioxidante (El-Hadary &
Ramadan, 2019). Efecto
protector en aterosclerosis e
hipertiroidismo. Anti-
hiperglucemiante (Parmar &
Kar, 2007). Efecto
hepatoprotector (Toklu et al.,

2007).

Con estos ejemplos es posible destacar la importancia de las cascaras como una

importante fuente de compuestos bioactivos, que ademas tienen efecto terapéutico.

1.7 Frutos tropicales
1.7.1 Saramuyo (Annona squamosa L.)

1.7.1.1. Origen y distribucion geografica

12



El origen es incierto, pero se cree es nativo de regiones del Caribe u otras regiones
tropicales del sur de América, sin embargo, botanicos concluyen que su origen se
encuentra en la India, debido a su larga distribucion en dicho pais (Pinto et al., 2005). Se
encuentra distribuida ampliamente en climas tropicales, en el centro y sur de América,

Antillas Holandesas, sudeste asiatico y Australia (Orwa et al., 2009)

1.7.1.2. Descripcion botéanica y clasificacion taxonomica

El arbol de saramuyo es semicaducifolio, perteneciente a las dicotiledoneas, de poca
altura, tipo arbustivo, de alrededor de 3-7 m, con corona amplia y ramas extendidas de
forma irregular. El fruto es redondo, con forma de corazén, ovalado o conico, de alrededor
de 5 a 10 cm de diametro, con un peso entre 120 y 330 g. La pulpa del fruto maduro es
de color amarillo-verdoso, conteniendo aproximadamente 30-45 semillas negras
brillantes. La cascara tiene muchas protuberancias, su forma asemeja a una granada de
mano (Pinto et al., 2005; Orwa et al., 2009). El fruto y su clasificacion se muestran en la

tabla 3.

Tabla 3. Clasificacion taxondmica de Annona squamosa L. (saramuyo)

Annona squamosa L. Clasificacion taxonémica
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
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Subclase Magnoliidae

Orden Magnoliales
Familia Annonaceae
Género Annona L.
Especie Annona squamosa L.

OF. Le Bellec, CIRAD

a. Fruto de saramuyo; b. Pulpa de saramuyo y semillas. Fuentes: Imagenes tomadas de TRAMIL, 2017;
USDA, 2019

1.7.2 Huaya (Melicoccus bijugatus Jacq.)

1.7.2.1 Origen y distribucion geografica

También es conocido como mamoncillo y de acuerdo con Morton (1987), es originario de
Colombia, Venezuela y las islas Guayanas. Mediante cultivos ha sido posible extender

su distribucion en India y las zonas tropicales y calidas del continente americano (Morton,

1987).

1.7.2.2 Descripcion botanica y clasificacion taxonoémica

El arbol de huaya es alto (hasta 25-30 m) pero de lento crecimiento, tiene una corona
amplia con ramas extendidas, el grueso del tronco es de alrededor de 1.7 m. El fruto es
un tipo de drupa que forma racimos, es de forma ovoide cuyo pericarpo es fuerte y de

color verde brillante, cuando el fruto estd maduro, la pulpa adquiere un color amarillo
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traslucido, es gelatinoso y muy jugoso, contiene dos semillas ovaladas de color blanco

(Morton, 1987). El fruto y su clasificacion se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Clasificacion taxondmica de Melicoccus bijugatus Jacq. (huaya)

Melicoccus bijugatus Jacq. Clasificacion taxondmica
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivisién Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Sapindales
Familia Sapindaceae
Género Melicoccus P. Br.
Especie Melicoccus bijugatus Jacq.

a. Racimo de huayas; b. Pulpa de huaya. Fuentes: Imagenes tomadas de PROTA; USDA, 2019

2. ANTECEDENTES

El estudio de los compuestos bioactivos de las cascaras de Annona squamosa L.
(saramuyo) y Melicoccus bijugatus Jacq. (huaya) son relativamente recientes. Can-
Cauich y colaboradores determinaron el contenido de compuestos bioactivos de
saramuyo y huaya, reportaron que el extracto metandlico de cascara de saramuyo tiene
altos contenidos de compuestos fendlicos (catequina, epicatequina, acido clorogénico, p-

hidroxibenzoico, elagico y cafeico) y flavonoides, asi como una alta capacidad
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antioxidante. Comparada con el saramuyo, el extracto metanalico de la cascara de huaya
presentd menor contenido de compuestos fendlicos, sin embargo, a diferencia del
saramuyo presentd mayor contenido de acido sinapico y cinamico (Can-Cauich et al.,
2017). Chel-Guerrero y colaboradores confirmaron dichos datos, adicionalmente
determinaron la presencia cualitativa de varios metabolitos en las cascaras de saramuyo
y huaya. Reportaron que la presencia de antraquinonas, triterpenoides y azucares
reductores es alta en saramuyo, en la huaya, observaron moderada presencia de
flavonoides, alcaloides y antraquinonas. Los autores también de evaluaron el efecto
farmacolégico del extracto metandlico de ambas cascaras. El extracto de saramuyo
mostro alta actividad citotoxica contra la linea celular de cancer de colon humana HCT-
116, ademas incrementd la susceptibilidad de vinblastina en una linea celular de cancer
de mama de MCF-7/Vin*. En el caso del extracto de huaya, mostré capacidad inhibitoria
de la acetilcolinesterasa dependiente de la dosis (Chel-Guerrero et al., 2018).

Con respecto al potencial antidiabético del saramuyo, en general, se ha estudiado en las
hojas y raices. Shirwaikar y colaboradores, evaluaron la actividad antidiabética de
extractos acuosos y alcohdlicos de hojas de saramuyo administrado a ratas sanas y ratas
con DT2 inducidas con estreptozotocina (STZ) y nicotinamida. Ambos extractos
disminuyeron la concentracion de glucosa capilar durante una PTGO en las ratas sanas.
Las ratas con DT2 recibieron un tratamiento de 12 dias de cada extracto, ambos extractos
disminuyeron considerablemente la concentracién de glucosa en plasma en ayunas al
final del tratamiento, encontrando mejor efecto en el extracto acuoso. Los autores
proponen que ambos extractos potencian el efecto de insulina debido a que las células 3

pancreaticas existentes incrementaron la secrecion de insulina. Ademas, la presencia de
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fenoles y flavonoides presentes en las hojas podria ayudar a regular la concentracién de
glucosa capilar (Shirwaikar et al., 2004; Shirwaikar et al., 2008). Gupta y colaboradores
reportaron que la administracion de extractos etandlicos de hojas de saramuyo (350
mg/Kg) a ratas sanas reducia el nivel de glucosa en sangre en ayunas en un 6.0%,
mientras que el nivel maximo de glucosa en sangre durante una PTGO se redujo en un
17.1%. En ratas con DT1 inducidas por la administracion STZ se observé una disminucién
del 13.0% de la glucosa en ayunas y una mejora en la tolerancia a la glucosa de 37.2%
durante la PTGO. En esta misma investigacion, después de 10 dias de tratamiento, en
ratas con DT1 mostraron una disminucién del 37.3% en el nivel de glucosa en ayunas
(Gupta et al., 2005).

Kaleem y colaboradores reportaron que el extracto acuoso de hojas de saramuyo
administrado durante 30 dias a ratas con DT1 inducida con STZ redujo significativamente
los niveles de glucosa, proponen que este efecto se debe al aumento de la supervivencia
de las células 3 pancreaticas lo que en consecuencia mejora la secrecion de insulina.
También reportaron que disminuye los niveles de HbAicy lipidos en sangre, asi como la
lipoperoxidacién. Ademas, incrementa la actividad de enzimas antioxidantes superoxido
diamutasa (SOD) catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx) en higado y riiidn (Kaleen
et al., 2006). En un trabajo posterior, los autores comprobaron el efecto hipoglucemiante
del extracto acuoso y proponen que puede deberse al aumento de la secrecidn de insulina
en células B pancreaticas o al mejoramiento del transporte de glucosa en sangre hacia
tejidos periféricos. También reportan que aumentan los niveles de péptido C e insulina,
disminuyen los niveles de urea, acido urico y creatinina. Ademas, enzimas marcadoras

de dafio hepatico como la fosfatasa alcalina (ALP), aspartato aminotransferasa (AST) y
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alanina aminotransferasa (ALT) se restauran a niveles cercanos al control (Kaleem et al.,
2008).

Mohd y colaboradores reportan que la administracion del extracto acuoso de raiz de
saramuyo en ratas diabéticas inducidas por STZ reduce las concentraciones de glucosa
en sangre significativamente en la dosis de 500 mg/Kg después de 6 h, los autores
proponen que el extracto puede estimular la secrecion de insulina (Mohd et al., 2009).
Actualmente no existen estudios con respecto al efecto antidiabético de huaya, sin
embargo, se ha reportado que tiene otras actividades bioldgicas. El fruto exhibe
propiedades laxantes debido a la presencia de derivados de acidos ferulicos (Badary et
al., 2006; Mitra et al., 2002). Compuestos fendlicos presentes en el fruto como el acido p-
cumarico y el cafeico son funcionales en el tratamiento de hipertension, ademas el acido
p-cumarico proporciona actividad antiplaquetaria (Luceri et al., 2007). También en el fruto
se ha reportado la presencia de metilciclopropilglicina (MCPG) e hipoglicina A (HGA),
aminoacidos hipoglucémicos encontrados igualmente en otros frutos de la familia
Sapindaceae. Dichos aminoacidos han sido relacionados con la encefalopatia

hipoglucémica aguda (Sanford et al., 2019).

3. JUSTIFICACION

La diabetes es una enfermedad que afecta a gran parte de la poblacion mundial, por lo
gue actualmente se considera como un problema de salud publica. Se sabe que varios
paises invierten parte de su presupuesto en salud (Cho et al., 2017) para programas que

ayuden a prevenir y ofrecer tratamientos eficaces.
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Por otro lado, en la medicina tradicional ha sido posible utilizar productos naturales
extraidos de las distintas estructuras de la planta que tienen efecto farmacologico, esto,
debido que contienen distintos compuestos quimicos que le confieren dicho efecto. En
este contexto, se ha reportado que las cascaras de saramuyo y huaya concentran varios
compuestos fendlicos como catequina, epicatequina, acidos p-hidroxibenzoico, elagico,
cafeico, clorogénico, sinapico y cinamico (Can-Cauich et al., 2017), algunos de estos
compuestos contribuyen en el tratamiento de diabetes, por ejemplo, se ha observado que
el acido cafeico disminuye la produccion de glucosa hepatica, inhibiendo la
sobreproduccion de esta (Jung et al., 2006), el acido clorogénico reduce la glucemia
debido a que atenua la absorcion intestinal de glucosa (Bassoli et al., 2008) y mejora la
sensibilidad de la insulina a través de una sefalizacidn mediada por el receptor de
adiponectina (Jin et al., 2015), el acido sinapico mejora la hiperglucemia a través de
sefales de fosfolipasa C — proteina cinasa C para mejorar la utilizacion de glucosa
(Cherng et al., 2013). En el caso particular de las cascaras de saramuyo y huaya, se ha
reportado que tienen actividad farmacoldgica, por ejemplo, capacidad antiproliferativa y
antioxidante en el saramuyo y efecto anticolonesterasa en huaya (Chel-Guerrero et al.,
2018). En conjunto, el contenido de compuestos quimicos y los efectos farmacolgicos
descritos previamente, resulta de interés cientifico evaluar si las cascaras de estos frutos

poseen efecto modulador en los niveles de glucosa capilar.

4. HIPOTESIS
Los liofilizados de cascaras de saramuyo y huaya reduciran la glucosa capilar en ratas

diabéticas inducidas con estreptozotocina
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5. OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto modulador de glucosa de liofilizados de cascaras de saramuyo y

huaya en ratas sanas y ratas diabéticas

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el perfil fitoquimico de cascaras de saramuyo y huaya

2. Evaluar el efecto antihiperglucemiante de cascaras de saramuyo y huaya en ratas
sanas Wistar macho

3. Evaluar el efecto hipoglucemiante de cascaras de saramuyo saramuyo y huaya en un

modelo de diabetes tipo 2 en ratas Wistar macho

6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Material biolégico

Las muestras de fruto de saramuyo (Annona squamosa L.) y huaya (Melicoccus bijugatus
Jacq.) fueron adquiridos e identificados taxondmicamente en el Instituto Tecnoldgico de

Mérida.

6.2 Obtencion de liofilizados de cascaras

Las cascaras de cada fruto se obtuvieron manualmente y se deshidrataron en una
liofilizadora Labconco Modelo 6 (Labconco, MO, USA) a 0.04 mBar y 5° C durante 48 h.
Posteriormente se trituraron de forma manual hasta obtener polvo que fue almacenado a

-20° C hasta su analisis.

6.2.1 Obtencion de extractos
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La extraccion de los compuestos se realizé mediante maceracion metandlica, en donde
1.5 g de cascara liofilizada se adicionaron 30 mL de metanol. Se mantuvo en maceracion
en una incubadora con agitacion a 160 rpm durante 24 h a 25° C. El extracto metandlico
(EM) se filtré y se almacend en a -20° C hasta su analisis. Para la obtencion del extracto
metandlico seco (EMS), el macerado metandlico filtrado fue evaporado con ayuda de un

rotavapor rotatorio (Buchi modelo R-3) a 40° C y 130 mBar.

6.3 Analisis fitoquimico

6.3.1 Analisis quimico cualitativo

6.3.1.1 Determinacion de alcaloides

La presencia de alcaloides en el EM se realiz6 mediante cromatografia de capa fina (TLC,
por sus siglas en inglés), una alicuota de cada extracto se aplicoé en placas de silica gel
(60254, 5x1 cm, Merk), posteriormente se eluyeron con CHCI3:CH3OH (95:5, v/v) y se
revelaron con reactivo de Dragendorff. La formacion de manchas rojo-marron en las

placas indican la presencia de alcaloides (Aarland et al., 2015; Aarland et al., 2016).

6.3.1.2 Determinacion de antraquinonas

La presencia de antraquinonas en el EM se determind mediante TLC, una alicuota de
cada extracto se aplico en placas de silica gel (60254, 5x1 cm, Merk), enseguida, se
eluyeron con CHCI3:CH30H (95:5, v/v) y finalmente se observaron bajo luz ultravioleta.
La presencia de manchas fluorescentes amarillas o rojo-marrén en la placa bajo la luz

ultravioleta indican la presencia de antraquinonas.

6.3.1.3 Determinacioén de azuicares reductores
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La presencia de azucares reductores en el EMS se determin6 mediante la reaccion de
Fehling, brevemente, 25 mg de cada EMS de cascara se disolvieron en 2 mL agua
destilada, se utilizd glucosa y sacarosa como control positivo y negativo,
respectivamente. A continuacion, se adicionan 2 mL de la solucion A (solucion de cobre)
y 2 mL de la solucién B (solucién alcalina). La mezcla se agit6 ligeramente y se incub6 a
bafio maria a 70° C durante 10 min. La presencia de precipitado rojo indica la presencia

de azucares reductores

6.3.1.4 Determinacion de cumarinas

La presencia de cumarinas se determiné en el EMS. Dos mg de cada EMS de cascara
se disolvieron en 10 mL de agua destilada dentro de tubos de ensayo, cada tubo se cubri6
con papel filtro saturado con una solucién de NaOH, posteriormente, los tubos fueron
calentados a 90° C durante 5 min. El papel filtro fue secado y expuesto a luz ultravioleta.
La presencia de fluorescencia azul en el papel filtro indica la presencia de cumarinas

volatiles (Aarland et al., 2015; Aarland et al., 2016).

6.3.1.5 Determinacion de saponinas

La presencia de saponinas se determin6 en el EMS. Dos mg de cada EMS de cascara
se disolvieron en 10 mL de agua destilada dentro de tubos de ensayo. A continuacion,
los tubos fueron calentados a 100°C durante 10 min. Se dejaron reposar hasta enfriar y
finalmente se agitaron vigorosamente. La produccion de espuma y su permanencia de al

menos 20 min indica la presencia de saponinas (Aarland et al., 2015; Aarland et al., 2016).

6.3.1.6 Determinacion de taninos
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La presencia de taninos se determiné en el EMS. En tres tubos de ensayo se adiciono 2
mg EMS de cascara. El primer tubo se agregé 10 mL de una solucion de gelatina 1%
(p/v), el segundo tubo se agregd 10 mL de una solucién de gelatina 1% (p/v) y NaCl al
10% (p/v), por ultimo, el tercer tubo se agregd 10 mL de una solucion de NaCl al 10%
(p/v). La formacidn de precipitado blanco en el primer y segundo tubo indican la presencia

de taninos (Aarland et al., 2015; Aarland et al., 2016).

6.3.1.7 Determinacion de triterpenoides

La presencia de triterpenoides se determiné mediante la prueba de Salkoswky. Dos mg
de EMS de cascara se mezclé con 1 mL de cloroformo, se agité y enseguida se agrego
1 mL de H2SO4. La formacidn de color rojo-marrdn en la interfaz indica la presencia de

triterpenoides (Nair & Roopalatha, 2013).

6.3.2 Analisis quimico cuantitativo

6.3.2.1 Cuantificacion de fenoles totales

El contenido de compuestos fendlicos en el EM se determind mediante el reactivo de
Folin-Ciocalteu, de acuerdo con el método descrito por Singleton & Rossi (1965),
brevemente, se diluyo 0.025 mL de EM de saramuyo con 0.975 mL de agua destilada y
0.25 mL de EM de huaya con 0.750 mL de agua destilada. A continuacion, el extracto
diluido fue transferido a un tubo de ensayo donde se adicion6 1 mL del reactivo de Folin-
Ciocalteu al 10% (v/v), se dejo incubar durante 1 min y enseguida se agreg6 0.8 mL de
Na2COgz al 7.5% (p/v). La mezcla se incubo durante 1 h en obscuridad y se cuantifico a
una longitud de onda de 765 nm utilizando un espectrofotometro (JENWAY 6705

UV/VIS). Se utilizd una curva estandar de acido galico como curva patron. Cada ensayo
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se realiz6 por triplicado y el contenido de fenoles totales se reporté como miligramos

equivalentes de acido galico en 100 g de cascara liofilizada (mg EAG/100 g CL).

6.3.2.2 Cuantificacion de flavonoides

El contenido de flavonoides en el EM se determin6 mediante el método descrito por
Chang et al. (2002). Se adicionaron 0.5 mL de EM a un tubo de ensayo, a continuacion
se agrego 1.5 mL de metanol, 0.1 mL de AICI3 al 10% (p/v), 0.1 mL de CH3CO2K 1M y
2.8 mL de agua destilada. La mezcla se agit6é e incub6 en obscuridad durante 30 min.
Los flavonoides totales se cuantificaron a una longitud de onda de 415 nm en un
espectrofotometro (Thermo BIOMATE 3 UV/VIS). Se utiliz6 una curva estandar de
quercitina para interpolar los resultados. Cada ensayo se realizd por triplicado y el
contenido de flavonoides se reportd como miligramos equivalentes de quercitina en 100

g de cascara liofilizada (mg EQ/100 g CL).

6.3.2.3 Cuantificacion de azucares

La cuantificacion del contenido de glucosa, sacarosa y fructosa en el EMS se determino
mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, por sus siglas en inglés). 1 mg de
EMS se disolvié en 1 mL de agua grado HPLC, posteriormente se condujeron a través
de filtros de nylon de 0.45 ym. Las muestras diluidas de EMS y los estandares de glucosa,
fructosa y sacarosa se inyectaron automaticamente en el sistema HPLC (marca Agilent
Technology modelo 1260) con detector de indice de refraccion. Se utilizé una columna
Hi-Plex Ca Agilent (8% crosslinked, 7.7x300 mm, 8 um, la fase movil consistio en agua
grado HPLC en modo isocratico con un flujo de 0.6 mL/min con una temperatura fija de

75° C. Los resultados se interpolaron en una curva estandar de glucosa, fructosa y
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sacarosa, el contenido de azucares se expres6é como miligramos del compuesto estandar

en 100 g de cascara liofilizada (mg/100 g CL) (Aarland et al., 2015).

6.3.2.4 Cuantificacion de acidos organicos

El contenido de acido citrico, malico, ascorbico y tartarico en el liofilizado se determino
mediante HPLC. En donde 2 mg de cascara liofilizada se resuspendié en 2 mL de agua
grado HPLC, se paso a través de filtros de nylon de 0.45 ym. La muestra y los estandares
se inyectaron automaticamente en el sistema HPLC a través de una columna XTerra MS
C18, 5 ym (4.6x250 mm) y utilizando como fase movil un amortiguador de fosfatos (50
mM, pH 2.8) en modo isocratico con un flujo de 0.7 mL/min. Los resultados se interpolaron
en una curva estandar de acido citrico, malico, ascorbico y tartarico. Cada ensayo se
realizd por triplicado y los resultados se expresaron en miligramos del compuesto

estandar en 100 g de cascara liofilizada (mg/100 g CL).

6.3.2.5 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante del liofilizado se determind utilizando el radical 2,2'-azinobis
(3-etil-benzotiazolina-6-sulfonico, ABTS) descrito por Rivero-Pérez et al. (2007).
Brevemente, se diluyo 5 yL de EM de saramuyo en 995 L de agua destilada 'y 75 L de
EM de huaya en 925 pL de agua destilada. A continuacién, 0.1 mL de los extractos
diluidos fueron transferidos tubos de ensayo en donde enseguida se adicion6 1 mL de
solucion de ABTS, la mezcla de dejoé en incubacion durante 7 minutos en obscuridad y
fue cuantificada en un espectrofotometro (JENWAY 6705 UV/VIS) a una longitud de onda

de 734 nm. Los resultados se interpolaron en una curva estandar de acido ascoérbico.
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Cada ensayo se realizd por triplicado y los datos se expresaron como miligramo de

equivalente de acido ascorbico en 100 g de cascara liofilizada (mg EAA/100 g de CL).

6.4 Actividad farmacoloégica

6.4.1 Evaluacion del efecto antihiperglucemiante en ratas sanas en una Prueba de
Tolerancia a la Glucosa Oral (PTGO)

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso de alrededor 150-200 g y de 4 a 6 semanas
de edad, las cuales estuvieron alojadas en una caja de acrilico con comida y agua ad
libitum a una temperatura de 22° C en un ciclo de luz/obscuridad de 12/12.Todos los
experimentos se realizaron siguiendo la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.
Previo a la PTGO se llevd a cabo un ayuno de 14 h. Los animales fueron repartidos al
azar y divididos en 8 grupos experimentales, con 6 individuos cada uno: Grupo 1: Control,
CT (Glucosa 2g/Kg), Grupo 2: Metformina (300 mg/Kg), Grupos 3-5, liofilizados
resuspendidos en agua potable de saramuyo en tres dosis (25 mg/Kg, 100 mg/Kg, 200
mg/Kg) y Grupos 6-8, liofilizado resuspendidos en agua de huaya en tres dosis (25 mg/Kg,
100 mg/Kg, 200 mg/Kg). Se midi6 el peso corporal y la glucosa basal (Tiempo 0) con
ayuda de un glucémetro (Accu-chek® Roche), estas mediciones de glucosa capilar
fueron obtenidas mediante una pequefa puncién en la vena caudal. La metformina y
liofilizados se administraron por via oral usando una canula intragastrica, 30 y 15 min,
respectivamente, antes de la carga de glucosa anhidra. A continuacion, las ratas
recibieron una carga de glucosa (dextrosa anhidra, 2g/Kg) por via oral con ayuda de una
canula intragastrica para rata. La glucosa se midi¢ a los 30, 60, 90 y 120 minutos. La

glucosa capilar se expresé como la media + el error estandar de la media (EE) en mg/dL.
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Con los resultados de glucemia durante la PTGO se calcul6 el area bajo la curva (ABC)
utilizando el método del trapecio, el cual consiste en dividir el area total bajo la curva en
pequefios segmentos individuales cuyas areas se pueden determinar con precision y
posteriormente se suma el area de los segmentos individuales para obtener el area total

bajo la curva la cual se encuentra expresado en mg/dL/min (Tai, 1994).

6.4.2 Induccion de diabetes quimica en ratas

Se utilizo el modelo de DT2 descrito por Oidor-Chan y colaboradores (2016). Brevemente,
se utilizaron ratas Wistar macho neonatas (3-4 dias de edad), las cuales se asignaron de
manera aleatoria en 2 grupos: 1) Ratas sanas, a las cuales se les administré via
intraperitoneal una dosis unica del vehiculo (buffer citratos 0.1 M pH 4.5) y 2) Ratas
diabéticas, a las cuales se les administré una dosis unica de STZ (70 mg/Kg) utilizando
como vehiculo buffer citratos 0.1 M pH 4.5 por via intraperitoneal. Una semana después
de la administracion de STZ se realizé un curso temporal de 8 semanas en donde se
evalué semanalmente el peso corporal y glucemia en condiciones de no ayuno utilizando
un glucémetro (Accu-Chek Active, Glucotrend, Roche®), las muestras de sangre para la
determinacién de glucemia se obtuvieron de la vena caudal, mediante una puncién en el
extremo distal de la cola. La glucosa capilar sin ayuno y peso corporal durante el curso
temporal se expresaron como la media * el error estandar de la media (EE) en mg/dL y
gramos (g), respectivamente. En la semana 4 y 8 del curso temporal para ambos grupos
se realizé una prueba de tolerancia a la glucosa de 2 h (PTGO) utilizando glucosa anhidra
(2 g/Kg) y una prueba de tolerancia a la insulina por via intraperitoneal (PTIl), en donde

previamente se llevo un ayuno de al menos 6 h, se midi6 el peso corporal y la glucosa
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basal (Tiempo 0) y a continuacion se administrd insulina humana isofana (2 UI/Kg)
(Aurax®), posteriormente se midi6 la glucosa capilar al minuto 30, 60, 90 y 120, la cual

se encuentra expresada como la media * el error estandar de la media (EE) en mg/dL.

6.4.3 Evaluacion del efecto hipoglucemiante en ratas diabéticas

Al término del curso temporal, ambos grupos: ratas sanas y ratas diabéticas, recibieron
un tratamiento subcrénico de 14 d de los siguientes tratamientos: 1): Vehiculo (agua
potable), 2) Metformina (300 mg/Kg), 3) Saramuyo (100 mg/Kg), 4) Saramuyo (200
mg/Kg) y 5) Huaya (100 mg/Kg), con 12 animales cada uno (6 ratas sanas y 6 ratas
diabéticas). Cada tratamiento subcronico se administré durante la manana por via oral
utilizando una canula intragastrica para rata. Al finalizar cada tratamiento se evaluo el
peso corporal y los niveles de glucosa capilar en condiciones de no ayuno utilizando un
glucometro (Accu-Chek Active, Glucotrend, Roche®). Posteriormente se realiz6 una
PTGO y una PTII. Durante el tratamiento los animales se mantuvieron alojados en cajas
de acrilico con comida y agua ad libitum a una temperatura de 22° C en un ciclo de
luz/obscuridad de 12/12.Todos los experimentos se realizaron siguiendo la Norma Oficial

Mexicana NOM-062-Z00-1999.

6.5 Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media + error estandar (EE), en el caso de los
resultados de la caracterizacién fitoquimica cualitativa. Para analizar las diferencias
estadisticas en las PTGO, ABC y PTIl se realizé un analisis de varianza de una via
(ANOVA) seguida de una prueba pos hoc de Tukey. Para analizar las diferencias

estadisticas de ratas sanas y ratas diabéticas durante el curso temporal se realizé una
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prueba de t de student. Los valores de p< 0.05 se consideraron significativos. Se utilizd

el programa estadistico IBM SPSS Statistics 24.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Analisis fitoquimico cualitativo

El analisis cualitativo ayuda en la identificacion de analitos blanco, segun sus
caracteristicas quimicas, es decir, nos permite conocer el espectro que estos poseen.
Actualmente, ha crecido el interés en examinar la composicion quimica de las distintas
plantas, especialmente en aquellas que poseen un uso terapéutico. Se ha nombrado
como “huellas quimicas” al perfil caracteristico que refleja la composicion quimica
compleja de la muestra analizada, estas sefales quimicas que se logran identificar en las
muestras se pueden obtener mediante espectrofotometria, cromatografia y técnicas
electroquimicas (Parastar, 2015).

En la primera fase de este trabajo se realiz6 un analisis fitoquimico cualitativo del extracto
metandlico (EM) o el extracto metandlico seco (EMS) de las cascaras de saramuyo y
huaya (Tabla 5), los resultados fueron expresados de acuerdo con una escala hedonica,
donde se comparo visualmente lo observado en las muestras con un estandar cuya
presencia de estos compuestos es conocida, se clasificé como “abundante”, “moderada”,
‘poca” o “ausente” la presencia de cada compuesto.

La presencia de compuestos analizados en las cascaras de ambas especies es
heterogénea, en la cascara de saramuyo se determind la presencia de mas compuestos

comparado con la cascara de huaya. La presencia de antraquinonas fue abundante en

ambas cascaras. Ademas de antraquinonas, en saramuyo se observo de forma
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abundante la presencia de taninos, moderada de azucares reductores y triterpenoides, y
pocas saponinas. En la cascara de huaya, por su parte, se determin® presencia
abundante de azucares reductores, no se detecté cumarinas, saponinas y taninos. En
ambas cascaras no se encontraron alcaloides. En resultados publicados por Chel-
Guerrero et al. (2018), en donde evalud el potencial farmacologico de extractos de 4
cascaras de frutos tropicales, entre ellos saramuyo y huaya, coinciden los compuestos
encontrados en saramuyo, a excepcion de la presencia de taninos, ya que en este estudio
se encontré abundante la presencia de taninos. Con respecto a la huaya, los mismos
autores reportaron la presencia moderada de taninos, sin embargo, no se encontrd

presencia de dichos compuestos en las muestras procesadas en este trabajo.

Tabla 5. Analisis quimico cualitativo de cascaras de saramuyo y huaya.

Material biolégico
Tipo de compuesto
Saramuyo Huaya

Alcaloides” - _
Antraquinonas” +++ 4
Azlcares reductores® ++ F++

Cumarinas” - -

Saponinas® + -

Taninos® +++ -

Triterpenoides® ++ +

AExtractos metanolicos y Bextractos metandlicos secos de cascara de saramuyo y huaya. Parametros
cualitativos: (-) No detectado; (+) Poco presente; (++) Moderadamente presente; (+++) Presente de manera

abundante
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La diferencia en la presencia de algunos compuestos en estos resultados y en los
obtenidos por Chel-Guerrero et al. (2018) a pesar de ser las mismas especies podria
deberse a que la distribucién de metabolitos presentes en una planta no solo esta dado
a la diversidad de compuestos contenidos, sino que también involucra la diversidad de
patrones de acumulacién de metabolitos debido a factores genéticos y ambientales
(Wang et al., 2019).

Varios de los compuestos encontrados se ha reportado que tienen uso terapéutico en
diabetes, por ejemplo, en Cassia obtusifolia se ha encontrado que la alaternina y
emodina, dos antraquinonas ampliamente estudiadas, incrementan la entrada de glucosa
en lineas celulares HepG2 humanas, esto, mediante la inhibicion competitiva de PTP1B
(un regulador negativo de la transduccion de la sefial de insulina) (Jung et al., 2016). Solo
en la cascara de saramuyo se encontré abundante presencia de taninos, en el cual ha
sido descrito ampliamente el potencial terapéutico en el tratamiento de las
complicaciones generadas por diabetes (retinopatia, nefropatia, neuropatias) (Laddha &
Kulkarni, 2018). Es en este contexto en donde resalta la importancia del estudio de la
composicién quimica de las cascaras debido a que podrian presentar un importante

potencial para encontrar blancos terapéuticos en el tratamiento de diabetes.

7.2 Analisis fitoquimico cuantitativo

7.2.1 Contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante

Las frutas son una importante fuente de polifenoles para la dieta, por lo que es
fundamental una adecuada cuantificacion de estos compuestos. Los compuestos

fendlicos totales (CFT) en el extracto metandlico de cascaras de saramuyo y huaya se
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obtuvieron mediante el método colorimétrico del reactivo de Folin-Ciocalteu, el cual es
ampliamente utilizado para la determinacion de dichos compuestos (Tabla 6). Se observo
que el extracto metandlico de saramuyo contiene mayor nivel de CFT siendo de 499.51
+ 3.04 mg EAG/100 g de CL, comparado con huaya de 23.34 + 0.11 mg EAG/100 g de
CL, es decir, casi 22 veces mas compuestos fendlicos en saramuyo que en huaya. Can-
Cauich et al. (2017) y Chel-Guerrero et al. (2018), ambos trabajos evaluaron el contenido
de compuestos bioactivos de cascaras de frutos tropicales provenientes de sureste de
México, dichos autores coinciden en que la mayor concentracion de compuestos

fendlicos se encuentra las cascaras de saramuyo.
Tabla 6. Evaluacion del contenido de fenoles totales y flavonoides de extractos metandlicos de

cascaras de saramuyo y huaya.

Compuestos polifendlicos Material biolégico
totales” Saramuyo Huaya
Fenoles totales?® 499.51 + 3.04 23.34 £ 0.11
Flavonoides® 8.19+£0.11 11.13+£0.18

AExtractos metanolicos de cascara de saramuyo, huaya. 2Compuestos fenolicos totales en mg equivalentes de
acido galico en 100 g de cascara liofilizada (mg EAG/100 g de CL). ®Flavonoides totales en mg equivalentes

de quercetina en 100 g de cascara liofilizada (mg EQ/100 g de CL), media + EE (n= 6-9).

Los CFT en la cascara de saramuyo reportados por Can-Cauich et al. (2017) y Chel-
Guerrero et al. (2018) fueron de 7.03 £ 0.32 g EAG/100 g peso secoy 2,110.6 + 181.88
mg EAG/100 g de extracto metandlico seco, respectivamente.

Por otro lado, en huaya, el contenido de CFT fue de 23.34 + 0.11 mg EAG/100 g CL,
siendo menor a lo obtenido en la cascara de saramuyo. Can-Cauich et al. (2017) y Chel-

Guerrero et al. (2018) reportaron que el contenido de CFT de la cascara de huaya fue de:
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0.37 £ 0.03 g EAG/100 g peso seco y 513.37 + 72.83 mg EAG/100 g de extracto
metandlico seco, respectivamente. Estas diferencias, podrian deberse al tipo de extracto
utilizado, es decir, la evaporacion al vacio subsecuente a la obtencion del extracto
metandlico utilizado por los autores mencionados mejora la concentracion de compuestos
bioactivos (Mahour, 2016). Comparando el CFT reportado en hojas, corteza, raiz y
embriones de saramuyo, Mariod et al. (2012) reporta que el extracto metandlico de raiz
contiene mayor CTP siendo de 171.5 mg EAG/g de extracto vegetal, seguido por la
corteza, hoja y finalmente el embrion (167.9, 93.6 y 75.6 mg AG/g de extracto vegetal,
respectivamente). Por su parte, Bystrom et al. (2009) reportan que la testa de huaya
contiene mayor CTP comparado con la pulpa y embrién, siendo de: 183.1 £ 3.6, 21.8 +
0.5y 24.8 £ 0.2 mg EAG/g extracto, respectivamente.

Con respecto al contenido total de flavonoides (Tabla 6), se encontraron 8.19 + 0.11 y
11.13 £ 0.18 mg EQ/100 g de CL, en cascaras de saramuyo y huaya, respectivamente,
siendo ésta ultima en donde se encontré mayor contenido de flavonoides. Dichos
resultados difieren a lo reportado por Can-Cauich et al. (2017) en donde el contenido de
flavonoides fue de 5.04 £+ 0.26 y 0.43 £ 0.0 g de EQ/100 g de peso seco.

Al igual que el contenido de compuestos fendlicos, las diferencias en el contenido de
flavonoides podrian deberse al proceso de evaporacién al vacio o también al grado de
madurez del fruto al momento de cosecha, a diferencias genéticas y/o condiciones
ambientales durante el desarrollo del fruto. Comparando el contenido de flavonoides en
otras estructuras, Mariod et al. (2012) reportan que el contenido de flavonoides es mayor
en extractos metanodlicos de hojas de saramuyo (226.6 mg ER/ g extracto vegetal)

seguido la raiz, corteza y embrion (106.6, 102.5 y 27.6 mg R/ g extracto vegetal). Con
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respecto huaya, no existen estudios acerca del contenido de flavonoides en otras
estructuras anatomicas, sin embargo, Bystrom et al. (2008) estudiaron el contenido de
flavonoides mediante LC-MS/MS (HPLC acoplado a espectrometria de masas en
tandem), reportando que el embrion contiene principalmente flavonoides incluyendo
epicatequina, catequina, epigalocatequina, procianidinas de tipo B (dimeros),
naringenina, derivados de naringenina, floretina, floridina, quercetina, miricetina y
resveratrol, mientras que los flavonoides presentes en la testa fueron procianidinas,
especialmente trimeros y dimeros.

El contenido de compuestos polifendlicos esta relacionado con la actividad antioxidante.
Los antioxidantes son moléculas capaces de inactivar diferentes radicales y la accion de
éstos, por lo que juegan un papel importante como un sistema de defensa contra las
especies reactivas de oxigeno (Haminiuk et al., 2012).

La capacidad antioxidante de extractos metandlicos de cascaras de saramuyo y huaya
se determin6 mediante el ensayo de ABTS (Tabla 7), en donde se encontré que la
cascara de saramuyo posee mayor capacidad antioxidante comparada con la de huaya
(354.27 £ 3.89 y 26.25 + 0.49 mg EAA/100 mg de CL, respectivamente). La capacidad
antioxidante reportada por Can-Cauich et al. (2017) en las cascaras de saramuyo y huaya
se encuentran expresada en equivalentes de trolox: 39.1 £ 1.87 y 1.49 mM trolox/100 g
peso seco, respectivamente, cabe mencionar que se ha observado que el uso de trolox
como estandar antioxidante tiene menor impacto en el numero de electrones
intercambiados, lo que lo confirma como el estandar mas adecuado (Abramovic et al.,

2018).
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En este contexto resulta importante destacar que una dieta la ingesta de una dieta rica
en antioxidantes puede reducir el estrés oxidante y, por lo tanto, disminuir el riesgo de

sufrir las complicaciones relacionadas con DT2 (van der Schaft et al., 2019).

Tabla 7. Capacidad antioxidante de cascaras de saramuyo y huaya.

Material bioldgico
Capacidad antioxidante?
Saramuyo Huaya

ABTS? 354.27 + 3.89 26.25+0.49

AExtractos metandlicos de cascara de saramuyo y huaya. 2Capacidad antioxidante en mg equivalentes de

acido ascorbico en 100 g de cascara liofilizado (mg EAA/100 mg de L), media + EE (n=9).

7.2.2 Contenido de azucares

La capacidad de sintesis de azucares solubles representa una de las caracteristicas
principales de la fisiologia de las plantas. Los azucares cumplen un gran numero de
funciones esenciales: son fuente general de energia metabdlica, sirven como
precursores para la sintesis de almidon y celulosa, y son un punto de partida metabdlico
para la sintesis de carboxilato y aminoacidos (Fligge & Schroeder, 2007). Normalmente,
en los frutos, los azucares encontrados son principalmente fructosa, glucosa y sacarosa,
esta ultima es almacenada en vacuolas. Sin embargo, estos azucares pueden difundir
facilmente a través del citosol debido al espacio libre generado por el ablandamiento de
paredes durante la maduracion del fruto. El contenido de azucares en la cascara de
saramuyo y huaya (Tabla 8) se determin6 mediante cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC, por sus siglas en inglés). El monosacarido predominante en saramuyo fue la
fructosa (732.13 + 93.20 mg/100 mg CL) seguido por la glucosa (404.24 + 41.96 mg/100

mg CL) y no se detecto presencia de sacarosa. De forma similar, en la cascara de huaya,
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predomina la fructosa (1697.18 £ 202.33 mg/100 mg CL) y en menor proporcion la
glucosa y sacarosa (341.19 £ 71.69 y 214.93 £ 58.28 g/100 mg CL, respectivamente)
siendo la sacarosa el azucar de menor proporcidn. La cascara de saramuyo parece tener
mayor contenido de azucares totales, comparado con la cascara de huaya. Chel-
Guerrero et al. (2018) reportaron el contenido de azucares de cascaras de saramuyo y
huaya, sus resultados coinciden en la ausencia de sacarosa y el mayor contenido de
azucares en saramuyo comparado con huaya, sin embargo, es contrario a lo encontrada
en huaya, ya que refiere que el azucar predominante es la fructosa. La cantidad de
azucares en este estudio difieren (saramuyo: glucosa y fructosa 0.09 + 0.00 y 0.10 £ 0.00
g/100 g extracto seco, respectivamente y huaya: sacarosa, glucosa y fructosa 0.04 + 0.00,

0.08 £ 0.00 y 0.15 + 0.00 g/100 g extracto seco, respectivamente).

Tabla 8. Contenido de azucares totales de cascaras de saramuyo y huaya.

Material biolégico
Azucares totales®
Saramuyo Huaya
Sacarosa Nd 214.93 + 58.28
Glucosa 404.24 + 41.96 341.19 +71.69
Fructosa 732.13 £93.20 1697.84 + 202.33
Total 1136.37 2253.96

AExtracto metandlico seco de cascara de saramuyo y huaya. 2Contenido de sacarosa, glucosa y fructosa en

mg de compuesto en 100 g de cascara liofilizada (mg/100 g CL), media + EE (n=3), Nd= no detectado.

Pal & Kumar (1995) reportan que el fruto de saramuyo durante la fase de madurez
comercial contiene un 15% de azucares totales. En contraste, Bystrom et al. (2008)

reporta que en la pulpa de huaya, el contenido de sacarosa es mayor con respecto a
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glucosa y fructosa, estas dos, en valores muy similares (7.72 £+ 0.11,1.71 £ 0.08 y 1.72+
0.06 g/100 g de tejido fresco), de manera similar, en embrion, el azucar predominante es
la sacarosa, seguido por fructosa y finalmente glucosa (2.26 + 0.12, 0.32 + 0.01y 0.04

0.00 g/100 g de tejido fresco, respectivamente).

7.2.3 Contenido de acidos organicos

El contenido de acidos organicos y sus derivados en frutos carnosos tienen importantes
consideraciones en la dieta, debido a que afectan junto con los azucares el sabor del fruto
y en algunos casos su conveniencia para el procesamiento de varios productos a base
de frutos. Un acido organico es una molécula que se disocia en una solucién acuosa para
liberar uno o0 mas protones. El grado de disociacion depende del acido y el pH de la
solucion en que fue disuelto, en el citoplasma (pH alto) muchos acidos organicos estan
presentes principalmente como anién mientras que en vacuola (pH bajo) se encuentra
una mayor proporcion de acidos sin disociar (Walker & Famiani, 2018). El contenido de
acidos organicos (Tabla 9) se determiné mediante cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC, por sus siglas en inglés). Los tiempos de retencidn para los acidos encontrados
fueron: 3.8 min para acido tartarico, 4.6 min para acido malico, 5.2 min para acido
ascorbico y 6.4 min para acido citrico. El contenido de acidos es muy heterogéneo entre
ambas cascaras, los acidos organicos predominantes en saramuyo fueron el malico y
citrico (16548.55 + 203.76 y 13919.07 £ 492.11 mg/100 g CL), mientras que en huaya fue
el tartarico (21878.59 £+ 366.36 mg/100 g CL), y el acido ascérbico fue el de menor
concentracion para ambas cascaras (3023.07 + 73.83 y 1744.14 + 36.80 mg/100 g CL,

en saramuyo y huaya, respectivamente). Coincide parcialmente a lo encontrado por Chel-
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Guerrero et al. (2018), ya que reportan que el acido predominante en las cascaras es el
acido citrico (19.84 + 0.13 y 91.68 £ 0.7 mg/100 de extracto seco, saramuyo y huaya,
respectivamente), sin embargo, reportan la presencia de acido oxalico en saramuyo (2.63

+ 0.02 mg/100 g extracto seco) y es ausente el acido tartarico en ambas cascaras.

Tabla 9. Contenido de acidos organicos de cascaras de saramuyo y huaya.

] Material biologico
Acidos organicos”®
Saramuyo Huaya
Ascorbico? 3023.07 + 75.83 1744.14 + 36.80
Citrico® 13919.07 +492.11 9144.31 + 591.58
Malico? 16548.55 + 203.76 10431.05 + 659.52
Tartarico® 5261.92 + 34.58 21878.59 + 366.36

ALiofilizado de cascara de saramuyo y huaya. 2Contenido de acido ascorbico, citrico, malico y tartarico en mg

de compuesto en 100 g de cascara liofilizada (mg/100 g de CL), media + EE (n= 4)

Lee et al. (2013) reporta que en el fruto de saramuyo el acido predominante es el malico,
seguido por el citrico y succinico (0.768 + 0.012, 0.706 £ 0.004 y 0.411 £ 0.004 g/100 mL

de fruto, respectivamente).

7.3 Actividad farmacoloégica

7.3.1 Evaluacion del efecto antihiperglucemiante en ratas sanas en una Prueba de
Tolerancia a la Glucosa Oral (PTGO)

Una prueba de tolerancia a la glucosa sirve para determinar la capacidad de una
persona/animal para manejar una carga de glucosa. Este tipo de prueba permite saber si
la persona/animal puede metabolizar una cantidad estandarizada de glucosa al medir las

concentraciones de glucosa capilar (Eyth et al., 2020). Este tipo de prueba es
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ampliamente utilizada para el diagndstico de prediabetes, DT2 y diabetes gestacional.
Mediante una PTGO se determin6 el efecto antihiperglucemiante en ratas sanas de
liofilizados de cascaras de saramuyo y huaya, se utilizd como control positivo una
biguanida con efecto antihiperglucémico (mentformina, 300 mg/Kg) y como control al
grupo que fue administrado unicamente con la carga de glucosa (2 g/Kg).

Se evaluaron 3 dosis de liofilizado de saramuyo, 25, 100 y 200 mg/Kg (Figura 2) las dosis
de 100 y 200 mg/kg mostraron efectos antihiperglucemiantes siendo estadisticamente
significativas en los tiempos 30 y 60 min con respecto al grupo CT (Glucosa 2 g/Kg), sin
embargo, ambas dosis también fueron diferentes con respecto al control positivo
(Metformina 300 mg/Kg) a los mismos tiempos. Esta diferencia desaparece en la dosis
de 100 mg/kg a los 90 min y solo la dosis de 200 mg/Kg continua siendo diferente con
respecto al grupo control. Estos resultados sugieren que la dosis de 200 mg/Kg de
liofilizado tiene mejor efecto antihiperglucemiante. Shirwaikar et al. (2004) evaluaron el
efecto anti-hiperglucemiante en ratas sanas de extractos alcohdlicos de hojas de
saramuyo en dos dosis (250 y 500 mg/Kg), encontraron que la dosis de 500 mg/Kg tiene
mejor efecto antihiperglucemiante en una PTGO observandose niveles de glucosa de
86.1 £ 1.22 y 66.33 + 2.33 mg/gL al minuto 60 y 120, respectivamente. Los niveles de
glucemia encontrados en la cascara liofilizada de saramuyo difieren a lo encontrado en

los extractos alcohdlicos de hojas,
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Figura 2. Prueba de tolerancia a la glucosa por via oral (PTGO) de 3 dosis de liofilizado saramuyo.
A= Indican diferencias significativas de CT (Glucosa 2g/Kg) vs Saramuyo 100 y 200 mg/Kg en 30 y 60 min;
B= Indica diferencia significativa CT (Glucosa 2g/Kg) vs Saramuyo 200mg/Kg en 90 min. ANOVA de una
via seguido de una prueba pos hoc de Tukey. media + EE (n= 5-6, p<0.05).

La PTGO representada como el area bajo la curva (ABC) (Figura 3) se observa que
metformina tiene la menor ABC y es significativamente diferente con respecto a las 3
dosis de liofilizado de cascara de saramuyo. De la misma forma, el grupo control es
estadisticamente diferente a las 3 dosis de liofilizado y el grupo CT (Glucosa 2 g/Kg).
Existen diferencias significativas entre la dosis de 25 mg/Kg con respecto a las dosis de

100 y 200 mg/Kg.
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Figura 3. Area bajo la curva de 3 dosis de liofilizado de saramuyo. Letras diferentes indican diferencias
significativas. ANOVA de una via seguido de una prueba pos hoc de Tukey, media + EE (n=5-6, p<0.05).

Con respecto a la administracion de las 3 dosis de liofilizado de huaya (Figura 4) las tres
dosis, 25, 100 y 200 mg/Kg mostraron efecto antihiperglucemiante, siendo
significativamente diferente a los 30 y 60 min de la PTGO con respecto al grupo CT
(Glucosa 2 g/Kg). Al minuto 90, solo las dosis de 100 y 200 mg/Kg son estadisticamente
significativas con respecto al grupo CT (Glucosa 2 g/Kg). Estos resultados sugieren que
las dosis de 100 y 200 mg/Kg de liofilizado de cascara de huaya tienen mejor efecto

antihiperglucemiante.

41



220

Glucosa (2 g/Kg)

200

180

160

140

120

100

Glucosa capilar (mg/dL)

80 an’

60 - - - .
0 30 60 90 120

Tiempo (min)

—8— CT (Glucosa 2 g/Kg) w— Huaya (25 mg/Kg)
=O= Metformina (300 mg/Kg) A Huaya (100 mg/Kg)
—&— Huaya (200 mg/Kg)

Figura 4. Prueba de tolerancia a la glucosa por via oral (PTGO) de 3 dosis de liofilizado de huaya.
A= Indica diferencias significativas de CT (Glucosa 2 g/Kg) vs Huaya 25, 100 y 200 mg/Kg en 30 y 60 min;
B= Indica diferencias significativas CT (Glucosa 2 g/Kg) vs Huaya 100 y 200 mg/Kg. ANOVA de una via
seguido de una prueba pos hoc de Tukey. media + EE (n=5-6, p<0.05).

En el ABC de la PTGO de las dosis de liofilizado de cascara de huaya (Figura 5) que las
3 dosis tienen un ABC similar, la cual es significativamente diferente con respecto al grupo

CT (Glucosa 2 g/Kg) y metformina.
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Figura 5. Area bajo la curva de 3 dosis de liofilizado de huaya. Letras diferentes implican diferencias
significativas. ANOVA de una via seguido de una prueba pos hoc de Tukey, media + EE (n=5-6, p<0.05).
Las cascaras de saramuyo (200 mg/Kg) y huaya (100 y 200 mg/Kg) obtuvieron el mejor
efecto antihiperglucemiante, en otras palabras, disminuyeron la hiperglucemia
posprandial generada por una carga alta de glucosa (2 g/Kg).

Los compuestos fendlicos son metabolitos que han recibido mucha atenciéon no solo por
su efecto antioxidante, si no por su potencial para disminuir la hiperglucemia posprandial,
ya que pueden inhibir a la a-amilasa y a-glucosidasa, enzimas encargadas de la digestion
de carbohidratos (como el almidon y amilopectina), por o que se evita el aumento de
glucosa, al retrasar su tasa de absorcion a nivel intestinal (Ali-Asgar, 2013).

En la tabla 10 se encuentra el contenido de compuestos fendlicos de la cascara de

saramuyo y huaya reportados por Can-Cauich et al. (2017). Saramuyo presenta alto
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contenido de catequina, acido clorogénico y epicatequina, mientras que, en huaya, es el

acido sinaptico.

Tabla 10. Contenido de compuestos fendlicos en cascaras de saramuyo y huaya (Tomado y

modificado de Can-Cauich et al., 2017)

Compuesto fendélico (mg/100 g peso seco) Saramuyo Huaya
Acido galico 16.09 £+ 0.098 Nd
Acido clorogénico 319. £ 0.938 Nd
Catequina 1379.41 £ 48.44 7.91+0.70
Epicatequina 215.70 £ 16.16  78.00 + 21.62
Acido p-hidrobenzoico 85.57 + 2.998 9.67 £0.83
Acido cafeico 9.53 + 1.36 Nd
Acido elagico 42.40 £0.75 Nd
Acido sinaptico 2.83 £ 0.006 160.69 + 3.01
Miricetina 1.21 £ 0.001 Nd
Quercitina 1.04 £ 0.002 Nd
Acido trans-cinamico Nd 7.27 £0.13
Crisina 3.56 £ 0.42 Nd

Nd = No detectado

Ambas cascaras presentan catequina, epicatequina, acido p-hidrobenzoico y acido

sinaptico. Yilmaser- Musa et al. (2012) las catequinas (catequina (C), epicatequina (EC),

epigalocatequina (EGC), galocatequina galato (GCg), epicategina galato (ECg) presentes

en la semilla de uva inhiben a la a-amilasa (ICso= 8.7 + 0.8 pg/mL) y a la a-glucosidasa
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(ICs0= 1.2 £ 0.2 pg/mL). Se ha propuesto que el resto galoil presente catequinas podria
jugar un papel importante en la inhibicion de a la a-amilasa y a-glucosidasa, ya que sirve
como anclaje a proteinas al interactuar con los grupos hidroxilo (Nakano et al., 2018).

Adicionalmente, se ha reportado el efecto de las catequinas del té verde en la traslocacion
del trasportador de glucosa GLUT4. Ueda et al. (2010) reportaron que C, EC, GC, EGC
y EGCg incrementaron la entrada de glucosa (2.2, 3.5, 3.1, 3.5 y 2.2 veces,
respectivamente) en células 3T3-L1 en ausencia de insulina. Asimismo, EC y EGC
incrementaron la cantidad de GLUT4 en membrana plasmatica. Los autores proponen
que la traslocacion de GLUT4 se lleva a cabo a través de PI3-K pero sin la activacion del
receptor a insulina (IRg) (Ueda et al., 2010). Adicionalmente, se ha descrito que la
epicatequina tiene efecto insulinogenico promoviendo la incorporacién de glucosa en

glucégeno (Ahmad et al., 1989).

7.3.2 Induccion quimica de diabetes

STZ ha sido utilizado en la investigacion por varios afios para inducir experimentalmente
diabetes en ratas y ratones, debido a que produce intolerancia a la glucosa e
hiperglucemia leve, moderada y severa. Durante el curso temporal de 8 semanas se
observo el aumento significativo de la glucemia sin ayuno en las ratas diabéticas
administradas con STZ (70 mg/Kg) con respecto a las ratas sanas a partir de la segunda
semana (Figura 6a). Los niveles de glucosa fueron mayores de 150 mg/dL durante las 8
semanas en las ratas inducidas con STZ comparados con las ratas administradas con el
vehiculo (2100 mg/dL). Estos resultados indican que la STZ induce alteraciones en los

niveles de glucemia. Barragan-lglesias et al. (2018) reportaron que ratas administradas
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con STZ (70 mg/Kg) generan hiperglucemia en condiciones de no ayuno a partir de la 4ta
semana de edad. Con respecto al peso, estos autores reportaron que la STZ induce
pérdida de peso a partir de la semana 12 de edad (Barragan-Iglesias et al., 2018), sin
embargo, no se observa cambios en la ganancia de peso en las ratas diabéticas
comparadas con las ratas sanas (Figura 6b). Dichos resultados concuerdan con lo
reportado por Barragan-Bonilla et al. (2019) en donde la administracién de STZ (70
mg/Kg) solo genera hiperglucemia sin afectar la ganancia de peso corporal y la ingesta

de alimento (Barragan-Bonilla et al., 2019).
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Figura 6. Curso temporal de 8 semanas. a) Glucosa capilar y b) peso corporal sin ayuno de ratas sanas
(Buffer citratos, 0.1 M pH 4.5) y ratas diabéticas (STZ 70 mg/Kg). * Indican diferencias significativas entre
Ratas sanas vs Ratas diabéticas. Prueba t de student. media £ EE (n=9-17, p<0.05).

Para confirmar la hiperglucemia en las ratas inducidas con STZ a las 4 semanas de edad
se procedio a evaluar la intolerancia a la glucosa mediante una PTGO, dicha prueba
permite saber si una persona y/o animal puede metabolizar una cantidad estandarizada

de glucosa al medir las concentraciones de glucosa capilar. Se observo que las ratas
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administradas con STZ mantienen altos niveles de glucosa capilar después de una carga
de glucosa (2 g/Kg) siendo mayores comparados con las ratas sanas (Figura 7a). Estos
resultados indican que las ratas administradas con STZ generan intolerancia a la glucosa
a partir de la 4ta semana de edad. Los datos concuerdan con lo reportado por Barragan-
Iglesias et al. (2018). Posteriormente, se realizd una prueba de tolerancia a la insulina
por via intraperitoneal (PTIl) para determinar si la administracion de STZ puede afectar
la eficiencia del cuerpo en respuesta a la insulina exégena. Sin embargo, no se
observaron cambios en el metabolismo de glucosa mediado por insulina en las ratas
administradas con STZ ya que los niveles de glucosa durante la PTII fueron similares a
las ratas sanas (Figura 7b). Estos datos indican que a esta edad las ratas aun no

desarrollan resistencia a la insulina.
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Figura 7. a) Prueba de tolerancia a la glucosa por via oral (PTGO) y b) Prueba de tolerancia a la
insulina por via intraperitoneal (PTII) de ratas sanas (Buffer citratos, 0.1 M pH 4.5) y ratas diabéticas
(STZ 70 mg/Kg) de 4 semanas de edad. * Indican diferencias significativas entre ratas sanas vs ratas

diabéticas. Prueba t de student. media + EE (n=5-6, p<0.05).
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Al final de curso temporal (8 semanas) se evalué nuevamente la intolerancia a la glucosa
(Figura 8a), confirmandose lo observado en la semana 4. Sin embargo, con respecto a
la PTII, las ratas administradas con STZ a las 8 semanas disminuyeron la respuesta a la
insulina desde el minuto 30, continuando hasta los 120 min comparado con las ratas
sanas (Figura 8b). Dichos datos indican que las ratas administradas con STZ después
de 8 semanas presentan resistencia a la insulina. Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Barragan-Bonilla et al. (2019), en donde los niveles de glucosa de las ratas
administradas con STZ (90 mg/Kg) son 8, 19 y 50% mas altos que el control al minuto

30, 60 y 120 min, respectivamente (Barragan-Bonilla et al., 2019).
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Figura 8. a) Prueba de tolerancia a la glucosa por via oral (PTGO) y b) Prueba de tolerancia a la
insulina por via intraperitoneal (PTIl) de ratas sanas (buffer citratos, 0.1 M pH 4.5) y ratas diabéticas
(STZ 70 mg/Kg) de 8 semanas de edad. * Indican diferencias significativas entre ratas sanas vs ratas
diabéticas. Prueba t de student. media £ EE (n= 5-6, p<0.05).

En resumen, con estos resultados se confirma la generacién de un modelo de diabetes

inducido con STZ (70 mg/Kg) en ratas Wistar neonatas que muestran hiperglucemia,
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intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina. Estos modelos tienen la ventaja de
ser economicos debido al hecho de que la STZ se administra en la edad neonatal, por lo
qgue la cantidad del farmaco utilizado es minima comparado con el empleado en ratas

adultas.

7.3.3 Evaluacion del efecto hipoglucemiante en ratas diabéticas

Los agentes hipoglucemiantes actuan disminuyendo las concentraciones de glucosa
capilar. Se evaluo el efecto hipoglucemiante de liofilizados de cascaras de saramuyo en
dos dosis (100 y 200 mg/Kg) y huaya (100 mg/Kg) en ratas diabéticas inducidas con STZ
(70 mg/Kg). La administracién de 14 dias del liofilizado de saramuyo (200 mg/Kg) y huaya
(100 mg/Kg) en ratas diabéticas disminuyeron significativamente los niveles de glucosa
capilar sin ayuno comparado a los niveles de las ratas diabéticas y ratas diabéticas
administradas con el vehiculo (DB+Vehiculo). Ademas, el efecto de estos dos
tratamientos (saramuyo 200 mg/Kg y huaya 100 mg/Kg) fueron similares al de ratas
diabéticas administradas con metformina (300 mg/Kg), farmaco hipoglucemiante utilizado
ampliamente para el tratamiento de DT2 (Figura 9a). El tratamiento de saramuyo (100
mg/Kg) no disminuy®d los niveles de glucosa capilar sin ayuno.

Con respecto al peso corporal (Figura 9b), no se observan diferencias en la ganancia de
peso entre los tratamientos. Sin embargo, el tratamiento con metformina (300 mg/Kg)
disminuye significativamente el peso corporal de las ratas diabéticas. Ya que no solo
disminuye la producciéon de glucosa hepatica, también inhibe la gluconeogénesis y

disminuye la absorcion de glucosa intestinal desde el tracto gastrointestinal. Estos
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mecanismos contribuyen a la disminucidén del almacenamiento de energia en el tejido

adiposo (Seifarth et al., 2012).
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Figura 9. a) Glucosa capilar sin ayuno y b) peso corporal de ratas diabéticas después del tratamiento
subcroénico. Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos. ANOVA de una via seguido
por una prueba pos hoc de Tukey, media + EE (n=6-11, p<0.05).

Se realizé una PTGO para evaluar el efecto de los tratamientos en la intolerancia a la
glucosa. Se observo que después de una carga de glucosa (2 g/Kg) la glucemia
disminuyo en ratas diabéticas tratadas con liofilizados de saramuyo (100 y 200 mg/Kg)
desde el minuto 60 (Figura 10). A pesar de que la glucosa capilar aumenta en el minuto
30 en el tratamiento de huaya (100 mg/Kg), la glucemia disminuye significativamente con
respecto a las ratas diabéticas administradas con vehiculo al minuto 60. Durante 90y 120
min, la glucemia de los tres tratamientos (saramuyo 100 y 200 mg/Kg y huaya 100 mg/Kg)
son significativamente menores con respecto a las ratas diabéticas administradas con

vehiculo.
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Figura 10. Prueba de tolerancia a la glucosa por via oral (PTGO) de ratas diabéticas después del
tratamiento subcronico. A, B, C = diferencias significativas de ratas diabéticas+Vehiculo vs Saramuyo 100
y 200 mg/Kg y Huaya 100 mg/Kg a 60, 90 y 120 min, respectivamente. ANOVA de una via seguido por
una prueba pos hoc de Tukey. media + EE (n=6-7, p<0.05).

Posteriormente, se realizé una prueba de tolerancia a la insulina por via intraperitoneal
(PTI) para determinar si los tratamientos tenian efecto en la resistencia a la insulina
(Figura 11). El tratamiento de 14 dias del liofilizado de saramuyo (200 mg/Kg) y huaya
(100 mg/Kg) en ratas diabéticas mostraron un aumento en la respuesta a la insulina,
observandose graficamente en la disminucién de glucemia, siendo similar a los niveles
observados en el tratamiento de metformina. Resulta interesante que, la dosis de 100
mg/Kg de saramuyo no mejora la respuesta a insulina, indicando un mejor efecto al
aumentar la dosis. Estos resultados indican que el tratamiento de liofilizados de saramuyo

y huaya promueven la disminucion de la resistencia a la insulina.
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Figura 11. Prueba de tolerancia a la insulina por via intraperitoneal (PTIl) de ratas diabéticas después
del tratamiento subcroénico. * Indican diferencias significativas de ratas diabéticas+Vehiculo vs Saramuyo
200 mg/Kg y Huaya 100 mg/Kg. ANOVA de una via seguido por una prueba pos hoc de Tukey. media +
EE (n=6-7, p<0.05).

Kumar-Gupta et al. (2005) han reportado previamente el efecto hipoglucémico del
tratamiento de 15 dias de extractos etandlicos de hojas de saramuyo (350 mg/Kg), dicho
extracto reduce los niveles de glucosa en ayuno y reduce la intolerancia a la glucosa
después de una 1 h en una PTGO en ratas diabéticas inducidas con STZ (50 mg/Kg).
Los autores atribuyen que los ingredientes activos del extracto toman alrededor de 1 h
para entrar a la circulacién para llevar a cabo el efecto hipoglucémico en los tejidos blanco
(Kumar-Gupta et al., 2005). De manera similar a lo observado en la PTGO de los

liofilizados de saramuyo y huaya, en donde el efecto hipoglucémico se observa después
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de 1 h y se mantiene hasta las 2 h. Kaleem et al. (2008) evaluaron el efecto
hipoglucemiante del tratamiento de 30 dias del extracto acuoso de hojas de saramuyo
(300 mg/Kg) disminuye la glucosa capilar en ratas diabéticas inducidas con STZ (55
mg/Kg) con un simultaneo aumento de insulina plasmatica. Los autores atribuyen que el
efecto hipoglucémico de saramuyo podria deberse al aumento de la secrecion de insulina
en las células B-pancreaticas o al mejoramiento del transporte de glucosa desde la sangre
hacia tejidos periféricos (Kaleem et al., 2008).

Los liofilizados de saramuyo (200 mg/Kg) y huaya (100 mg/Kg) mostraron un efecto
positivo en la respuesta a la insulina, indicando una probable disminucién en la resistencia
a la insulina en las ratas diabéticas. Se ha reportado que las cascaras de saramuyo y
huaya presentan varios compuestos fendlicos (Tabla 10) (Can-Cauich et al., 2017). La
presencia de compuestos fendlicos podria favorecer la secrecién de insulina. Se ha
reportado que la epigalocatequina (EGCG) tiene efectos benéficos sobre el mecanismo
de senalizacion de insulina. Se ha revelado que EGCC puede mimetizar la accion de
insulina e inducir la fosforilacion de FOXO1 (Forkhead box protein O1) un factor de
transcripcion que juega un papel importante en la regulacibn de genes de
gluconeogénesis y glucogendlisis (Anton et al., 2007). Lin & Lin (2008) reportan que la
exposicidn a concentraciones altas de glucosa resulta en el aumento de la fosforilacion
del residuos de Ser307 del sustrato del receptor de insulina (IRS-1), lo que en
consecuencia conduce al bloqueo de la sefalizacidén de insulina al inhibir la fosforilacion
del residuo Tyr de IRS-1, se ha revelado que el aumento en la fosforilacion en los residuos
de Ser/Thr en el receptor a insulina (IR) y en el IRS-1 es un mecanismo clave para el

desarrollo de la resistencia a la insulina, ya que se altera la asociacion de IRy el IRS-1 a
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otras proteinas (como PI3-K) (Liu et al., 2004). Lin & Lin (2008) han reportado que el
tratamiento con ECGC reduce significativamente la fosforilacion del residuo Ser307 de
IRS-1 en células HepG2, al inhibir parcialmente la actividad cinasa de PKC y JNK,
enzimas que se activan en presencia de altas concentraciones de glucosa y fosfosforilan
a Ser307 (Nakatani et al., 2004).

Como se discutid anteriormente, los compuestos fendlicos podrian jugar un papel
importante en el efecto antidiabético, al inhibir la a-amilasa y la a-glucosidasa,
disminuyendo la glucosa posprandial al retrasar la tasa de absorcion de glucosa
intestinal. Sin embargo, acidos organicos, como el acido malico ha generado interés
como posible inhibidor de a-glucosidasa. Las cascaras de saramuyo y huaya presentan
alto contenido de acido malico (16548.55 £ 203.76 y 10431.05 + 659.52 mg AM/100 g de
CL). Simamora et al. (2019) reportan la capacidad inhibitoria de a-glucosidasa del jugo
fermentado de M. citriofoliais, en donde algunos de los compuestos identificados fueron
el acido a-cetoglutarico y el acido malico. Guo et al. (2014) reportaron que la inhibicion
de a-glucosidasa dependiente de la dosis de acido malico, el ICso fue de 10.68 £ 0.41 mM
y la concentracién en donde la actividad de la enzima fue inactivada totalmente fue 25
mM. Adicionalmente, Guo et al. (2014) ejecutan una simulacidon computacional para
determinar el mecanismo de inhibicion del acido malico sobre la a-glucosidasa. Los
autores concluyen que el acido malico se puede unir en el paso de entrada de glucosa y
de esta forma bloquear la reaccidn de la enzima.

Particularmente, la cascara de saramuyo presenté mayor contenido de acido citrico
(13919.07 + 49211 mg AC/100 g de CL). Existe evidencia sobre el efecto

hipoglucemiante del acido citrico, Mohamed et al. (2018) reportaron que la administracion
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de acido citrico en ratas diabéticas inducidas con alloxan (100 mg/Kg) disminuyo
significativamente el peso corporal y los niveles de glucosa vy triglicéridos (sin disminuir
los niveles de HDL) después de 4 semanas de tratamiento. En el caso de la cascara de
huaya, presenté mayor contenido de acido tartarico (21878.59 + 366.36 mg AT/100 g de
CL), este acido organico es frecuentemente encontrado en frutos como uvas y platanos,
tiene un sabor astringente, y comunmente se utiliza como aditivo en algunas bebidas y
dulces (lzawa et al., 2010). También es utilizado como excipiente, ya que podria
incrementar la absorcion intestinal de sustancias mediante algunos mecanismos
propuestos: interaccion intramolecular, inhibicidn de la glucoproteina P y/o potenciando
el transporte a través epitelio hacia las células cruzando por el espacio intracelular
(Hayashi et al., 1999). Adicionalmente, se ha reportado la presencia natural de
metileneciclopropilglicina (MCPG) e hipoglicina A (HGA) en la semilla y fruto de
integrantes de la familia Sapindaceae como ackee (Blighia sapida), litchi (Litchi
chinensis), longan (Dimocarpus longan) y huaya. MGCP y HGA son aminoacidos que

causan hipoglucemia y encefalopatia (Sanford et al., 2018).

Los resultados obtenidos indican que los liofilizados de saramuyo y huaya podrian ser
una alternativa terapéutica para el tratamiento de DT2, sin embargo, primero es necesario

elucidar el mecanismo de accion para descartar efectos secundarios.

8. CONCLUSIONES
Mediante un analisis cualitativo se determind la presencia de ciertos grupos de
metabolitos para posteriormente cuantificar su concentracion. En el analisis cuantitativo,

se encontro que la cascara de saramuyo mostro mayor contenido de CFT y mayor
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capacidad antioxidante, mientras que la cascara de huaya present6 alto contenido de

acidos organicos (malico, y tartarico).

Mediante una prueba de tolerancia a la glucosa (PTGO) se encontr6 efecto anti-
hiperglucemiante en ambas cascaras. La cascara de saramuyo mostré6 mejor efecto en
las dosis de 200 mg/Kg, mientras que, en la cascara de huaya, el mejor efecto se encontro
en las dosis de 100 y 200 mg/Kg.

Para evaluar el efecto hipoglucemiante se desarroll6 y estandarizé un modelo quimico de
DT2 en ratas neonatas Wistar macho utilizando STZ (70 mg/Kg). Las ratas presentaron
hiperglucemia a partir de la 2da semana, intolerancia a la glucosa a partir de la 4ta
semana y resistencia a la insulina en la 8va semana de edad.

Después de un tratamiento de 14 dias, las cascaras de saramuyo (200 mg/Kg) y huaya
(100 mg/Kg) disminuyeron la glucosa capilar sin ayuno de ratas diabéticas. Los 3
tratamientos (saramuyo 100 y 200 mg/Kg y huaya 100 mg/Kg) disminuyeron la
intolerancia a la glucosa en ratas diabéticas a partir del minuto 60 en una PTGO, sin
embargo, solo saramuyo (200 mg/Kg) y huaya (100 mg/Kg) disminuyeron la resistencia

a lainsulina en una PTII.

9. PERSPECTIVAS

Determinar la presencia y contenido de compuestos fendlicos con efecto antidiabético
(catequina, epicatequina, acido clorogénico, etc.) en liofilizados de cascaras de saramuyo
y huaya.

Determinar la presencia de metileneciclopropilglicina (MCPG) e hipoglicina A (HGA) en

la cascara de huaya.
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Estudiar el perfil metabdlico de muestras de tejido de ratas diabeticas después de los
tratamientos de saramuyo y huaya para evaluar su efecto y elucidar un posible

mecanismo de accion sobre las concentraciones de glucosa.
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