ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS

ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

“COMPROBACION DEL EFECTO ADELGAZANTE DE LA
TINTURA DE GUAYUSA (llex guayusa) EN RATONES (Mus
musculus) CON SOBREPESO INDUCIDO”

TESIS DE GRADO

PREVIA LA OBTENCION DEL TiTULO DE

BIOQUIMICO FARMACEUTICO

PRESENTADO POR:

ANA GABRIELA PACHA JARA
RIOBAMBA — ECUADOR

2012



DEDICATORIA

A Dios y a mis padres Luis y Elisa con
mucho amor y carifio ya que han sido el
pilar fundamental en mi vida, y mi apoyo
incondicional en todo momento para lograr

todas mis metas.

A mi mami Flora por formar parte de mi

vida y por cuidar de mi.

A mis hermanos, Dario, Evelyn, Janeth,
Mauri y Gustavo, por apoyarme en todo
momento siendo mis amigos, y mis

consejeros.

A mi sobrino Edison por ser mi alegria.



AGRADECIMIENTO

A Dios por haberme dado la existencia, y ser mi
fortaleza en los momentos mas duros,

permitiéndome asi llegar al final de la carrera.

A la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo por la formacion académica que

me ha brindado.

A la Dra. Susana Abdo, y Bqf. Fausto Contero,
quienes han orientado en todo momento la

realizacion de esta investigacion.

Al Bqf. Diego Vinueza y Dr. Carlos Pilamunga
por su valiosa colaboracion y asesoramiento en

la realizacion de la presente Tesis.
A toda mi familia por su apoyo incondicional.

A mis amigos, por haberme apoyado siempre y

por brindarme su amistad sincera.



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS

ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

El Tribunal de Tesis certifica que: El trabajo de investigacion: “COMPROBACION
DEL EFECTO ADELGAZANTE DE LA TINTURA DE GUAYUSA (llex guayusa)

EN RATONES (Mus

musculus) CON SOBREPESO INDUCIDO”, de

responsabilidad de la sefiorita egresada Ana Gabriela Pacha Jara, ha sido prolijamente

revisado por los Miembros del Tribunal de Tesis, quedando autorizada su presentacion.

Dr. Silvio Alvarez
DECANO FAC. CIENCIAS

Dr. Ivan Ramos
DIRECTOR DE ESCUELA

Dra. Susana Abdo
DIRECTOR DE TESIS

Bqf. Fausto Contero
MIEMBRO DE TRIBUNAL

Lcdo. Carlos Rodriguez
DIRECTOR CENTRO
DE DOCUMENTACION

NOTA DE TESIS ESCRITA

FIRMA FECHA




Yo, Ana Gabriela Pacha Jara, soy responsable de las
ideas, doctrinas y resultados expuestos en esta Tesis; y
el patrimonio intelectual de la Tesis de Grado,
pertenece a la ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA
DE CHIMBORAZO

ANA GABRIELA PACHA JARA



INDICE DE ABREVIATURAS

* Diferencia estadisticamente significativa
°C Grados Celsius

ng microgramo

uL  microlitro

B. Bacillus

cm  centimetro

DLsy Dosis letal media

E. Escherichia

EC  Caldo para Escherichia coli

g gramo

HPLC Cromatografia de alta eficiencia
Kg  kilogramo

L Litro

L-B  Liebermann- Buchard

m.sn.m metros sobre el nivel del mar
min  minuto

mg  miligramo

mL  mililitro

N.A No aplicable

nm  nandmetro

NMP Numero mas probable

ppm Parte por millon

Pr. A. Ensayo Principios amargos

UV  Ultravioleta



INDICES

INDICE DE ABREVIATURAS .....ccooiiuiimiiirieiieiteeieiese s X
INDICE GENERAL....c.otiuiiriiiierieiecies et xivi
INDICE DE CUADROS ......ooovieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e Xiii
INDICE DE TABLAS.......ccoouuiiiiiriiinniieeieceieees e Xiv
INDICE DE GRAFICOS ... XX
INDICE DE FIGURAS .....oovtutirriririeeieiieeieeies sttt xxi
INDICE DE FOTOGRAFIAS ......coouuiiiiimiiiiiieiiesisiseie s xivii
INDICE DE ANEXOS .....ccooouuiiiiimiimmieimeiieeiesiaeeissei e xxiii
INTRODUCCION ...ttt

CAPITULO L. e et ettt ettt e e es 1
L. MARCO TEORICO .....covvuurimmiiniiiceieei e 1
1.1 Sobrepeso ¥ 0besidad........cuvvviiiiiiiiiiiee e 1
1.1.1 DETINICION. ...eeitiiiiiie ettt ettt e et eeeieee s 1
1.1.2 ClIaSIICACION ...ttt et 2
1.1.2.1  De acuerdo al exceso de peso cOrporal ...........cceecvvireeriiireeiiiiieeeiieeeeiieee e 2
1.1.2.2  De acuerdo a la distribucion de la masa corporal...........ccccceeevveiiiiiieieniinnne, 2
1.1.3 Factores de TIESZO0 ..vvviieeeeiiiiiiieie e e ettt ee e eeerre e e e e e s et e e e e e s s eanbrreeaeesesenees 3
1.1.4 Factores de comorbilidad asociadas a la obesidad ............ccoceevviiiiiiiinicnnnen. 4
1.1.5 Mecanismos de control del apetito y el peso corporal...........ccceeeeerciverennnnnrenns 5

il



1.1.6.1

1.1.6.2

1.1.6.2.1

1.1.6.2.2

1.1.6.2.3

1.1.6.3

1.2

1.2.1

1.2.2

1.2.2.1

1.2.2.2

1.2.23

1.2.3

1.2.3.1

1.2.3.2

1.2.4

1.2.4.1

1.2.4.2

1.2.43

1.2.5

1.2.5.1

1.2.6

1.2.6.1

1.2.6.2

1.2.6.3

Tratamiento para la obesidad y SODIEPESO .......coovvviveerciiiiieiiiiie e 5

Tratamiento DASICO. .....uuuiieieiiieeeiiee et ee ettt e et e e et e e e e e e e e et e e e 5
Tratamiento farmacolOZICO .......ccvveiereuiieeeiieeerieeeeeree e et eeeeseree e e eereeeeenens 5
Farmacos inhibidores del apetito..........ccceieeeiiiiieiriiiieeiieie e 7
Féarmacos moduladores de la absorcion de nutrientes ............ccecveeevveerneeenen. 8
Farmacos estimuladores de 1a termogeénesis .........ccceeveeeiereiiieieriiiee e 10
Tratamiento quirtargico de la obesidad ..........ccccoveeiieiiiiiiiiiie e, 11
Plantas adelgazantes .............coooviuiiiiriiiii e 12
01071157 3] 1 TR RURR PP 12
Plantas con actividad termogeniCa............eecuieeeriiireeeiiiie e 12
T¢ Verde (Camellia STNENSIS) ......uueeeieeieeiciiiiiiee e et ee e ee e e e e eeraaveae s 12
Mate (Ilex paraguariensis).........cccueeeeuueeeeeeee e eeeee et e e 13
Guarana (Paullinia CUPANQAY ...........ccccveeeeeeeiieeeeieieeeeieeeeeciee e sree e evae e 14
Plantas Medicinales Reductoras Del Apetito........ccccvvvveeieeeivciiiieeeeee e, 14
Hoodia (Hoodia gordinii'y Hoodia pilifer)..............ccccceevveivveeineeniecnnncn. 14
Naranjo Amargo (Citris QUFARTIUI) ........cceeiueeeeeiieieeeiie e et 15
Plantas con actividad durética ...........ccccueieeiiiiiiiiiiiee e 15
Ortosifon (Ortosiphon SLAMINEUS) ........cc.vvvveeeeeeesiciiiieeeeeee e aee e e esravreeeeas 15
Cola de caballo (EGuiSetum arvense).............couueevueereeeesieeenieeniiieenieenineens 16
Alcachofa (Cynaras COLIMUS) ..........uuueeueeeciiieiiieeiieciieee e ercreee e e rrveaee s 16
Plantas inhibidoras de 1a lipO@Enesis .........cccueerruerriiiiniieiiicciieeie e 17
Garcinia (Garcinia CAmMbOZIA) ..........ccceeeeiueeieeeeeeiciiiieeeeeeescriereeee e e rrranreeeeas 17
Plantas saciantes y disminuidoras de la absorcion ...........ccocceeeeeeiieeencnveeennnee, 17
GIUCOMANANO. .....eeeeiiiiieeeiiieeeeieeeeeree e e ete e e e teeeeeetnreee s naeeeesnsraesensseesennneas 17
Plantago (Plantago SPp.).........oue e e 18
FUCO (FUCUS SPP.) ceeeeeieeie ettt ettt e e e e e ra e e e e e s enanseae s 18

il



1.2.6.4

1.2.6.5

1.3

1.3.1

1.3.2

1.3.3

1.3.4

1.3.4.1

1.3.4.2

1.3.4.3

1.3.44

1.3.4.5

1.3.4.6

1.3.4.7

1.3.5

1.3.6

1.3.7

1.4

1.4.1

1.4.2

1.4.3

1.4.4

1.4.5

1.4.6

1.4.7

1.4.8

Gimnema (GYmnema SYIVESIFe) .......c..eueeeeueieeeiie ettt 19
GUAYUSA ..evvviviieeeeeeeiiiiteeeeeee sttt eeeesssanbbreeeeessessnsssaaeeeesessssssaaeaesessnsssnnneneens 19
1071157 3] 1 TR UR PP 19
DeScripCion DOtANICA. .......ccuviiieiciiiieeeiiieeeeiieee et et ee e ree e e ere e e e eeseeeeenes 20
Datos taXONOMICOS. ... eeeieeiuiiieeeeiieeeeetie e e ettt eeeeeieeeeeeeeeeeeasnteeeeesaeeeeeaneeeeeennee 20
Datos MOTTOIOZICOS. .. .uvviiiiiiiiieiiiiieeeiie ettt ettt e e eree e e esre e e e enreeeeenens 20
NOMDBIE COMUN ...ttt et ee e et e e et ee e eneeeeeens 20
HADIEAL ..ot e e 20
Tamano de 18 €SPECIC .. .cceueireeeiiee ettt et 20
TTOMCO 1.ttt ettt e e e ettt e e e e ettt et e e e e s atbeeeeeeas 20
HOJAS e 21
FLOT et et et st et 21
FIULO e et 21
US0S MEAICINALES ....eouvvieiniiiiiiie ettt et e e s 22
Principales componentes de la Tlex guayusa............ococeeevieeeieeieieincieene, 22
CUultura ¥ tradiCiONeS .. .vveeeeeeeiiireieieeee ettt eeeeeesettrreeeeeeeessetrrraeeeeessrsenanreeeeas 24
O 1313 - ISP 24
COMNCEPLO ..ttt ettt ettt ettt et e sttt e e sttt e e e nabe e e e st e e sbbeees 25
5 HT 7o) - F PSR RR 27
En la naturaleza y productos SINtEtiCOS......cccuetrruirriiiiniiieiiie e 30
Propiedades qUIMICAS. .......ccceeiiriiiieeieeeiiiiieeee e eeerrre e e e e e eerarreeee e e e eeanreaeeas 31
Farmacologia .........ooeiouviiiiiiiieeccieee ettt 31
Metabolismo ¥ vida Media .......cccuveeeeiiieieeiiiie e 33
MecaniSMO A€ ACCION. ......ccuviieeieiiiieeeiiie e e et eeeeitee e e et eeeenreeeeereeeeeeraeesenens 35
Propiedades curativas de la cafeina..........ccccceeeeiiiiciiiiiei e, 37

v



1.4.9 Cafeina y metabolismo de 1as grasas........cccveeeevieeeiiiiiieeiiieeeeeie e eieee e 37
1.4.10  El metabolismo de la cafeina............ccoceeeniiiniiiiniiiiniiccc e 38
1.4.11  Sensibilidad a la cafeina...........cccccooieiiiiiiiiiiiiiic e 39
1.4.12  Efectos inmediatos de la cafeina ...........ccceoceieiiiiniiniiniiiniiicccecee 39
1.4.13  Lacafeina y1a salud ........cccovvviiiiiiiiiiiiiic e 39
L1414 DOSIS SEZUIAS ...eeeeuiiiieeeiuiiieeetieeesaeteeeeatteeeasneeteeeaseeeeaanneeeeeanseeeesanseaeeeanneeeeans 40
1.4.15  Precauciones y efectos secundarios de la cafeina...........ccccooeveeeriieniieineennne. 40
1.5 Animales de eXperimentacion ...........ccceereecuireerriieeeeiiieeeereieeeeeeeeeeeeeee e 41
1.5.1 RatON (MUS MUSCUIUS)...eoeeeeveveeeeiiiie ettt erae e 41
1.5.1.1  TaXONOMUIA......coiiiiiiiiiiiiieeiiieetee ettt s 41
1.5.1.2  Ventajas de su uso como animal de [aboratorio ............ccceereriiiiieniiineenieenn. 41
1.5.1.3  DESVENAJAS. ...ueieeeiiiieeeiieieeetiee e e eittee e ettt e e et ee e e eeeeeesnneeeeenseeeesanneeeeeanneeeeans 41
1.5.1.4  CaracteristiCas GENETAlES ..........cccvuvieereririeeiiieeeeriieeeeeieeeeesraeeesnreeeseeneeeeennns 42
1.5.1.5 Comportamiento del ratOn...........cccvrrieeieeiiriiiiiiiie e eeriiireee e e ee e e eeenes 43
1.6 TANEUTA ...ttt ettt st e ae e st 45
CAPITULO IL...cooooiiiiii et 45
2. PARTE EXPERIMENTAL........cociiiiiiiiiiiiiiieceeeeeee e 45
2.1 Lugar de 12 inVeStiZACION .......ceeiiueiiieiiiiee ettt 45
2.2 Materiales, @qUIPOS ¥ TEACIVOS .....eerveirririeriiiieiiee sttt ettt e e s 47
2.2.1 Material DiolOZICO.......uuvviiieeeiiiiiieeeee ettt et e e e e e et e e e e e e e aranreae s 47
222 Materiales de 1aboratorio.........ueervieeriiiiiriiienieeeee e 49
2.2.3 e 11T oo L F USSR 49
2.2.4 REACHIVOS ...ttt ettt et ettt e 49
2.3 TECNICAS Y MEOAOS ....vveeeeiiiiiee ettt et e e e eree e 49
2.3.1 Control de calidad droga cruda...........ccoceeeviiiiiiiiniiiiiec e 50
2.3.1.1 Determinacion del contenido de humedad.............ccccoviiiiiiiiiiiiiiie 52



2.3.1.2 Determinacion de cenizas tOtAlES ........uvvuueeeeireeiiiiiiieeeee et eeeeeeaaans 52

2.3.1.3 Determinacion de cenizas solubles en agua...........ccceeveeiiieeiiiiieeniiieeeieene 52
2.3.1.4 Determinacion de cenizas insolubles en dcido clorhidrico ...........cccceeveennncenee. 53
2.3.1.5 Tamizaje fitOqUIMICO .......cierroriiieieiiiieeieiieeeesireeeeteeeeerereeeeeraeeeesseneeesnnreeeens 54
2.3.1.5.1 Ensayo de SUdan..........ccceeeeiiiiiiiiiiee ettt eare e eas 54
2.3.1.5.2 Ensayo de Baljet.......coouiiiiiiiiiiee e 55
2.3.1.5.3 Ensayo de Liebermann-Buchart ..............cccoccvviiiiiiiiieiiiiiecciieee e 55
2.3.1.5.4 Ensayo de Dragendorff ...........coooiiiiiiiiiiiiee e 56
2.3.1.5.5 ENSAYO A€ MAYET ...eeeeiiiiiieiiiiiieiiiee e ettt e et eeeetee e e esereeeesesaeeeesssaeeeensseeeens 56
2.3.1.5.6 EnNsayo de WagNer .........ooiiiiiiiiiiiiie ettt ettt 56
2.3.1.5.7 Ensayo de REeSINAS .......c.coeiriiiiiiiiiiiee ettt e 56
2.3.1.5.8 Ensayo de FEhling........c.cooieiiiiiiiiiiiie et 56
2.3.1.5.9 Ensayo ESPUMa.......ccccciiiiiiiiiiiiiiiiieie ettt e e e e 57
2.3.1.5.10 Ensayo Cloruro FErrico (FECl3)......coouiiiiiiiiiiiieiiieee e 57
2.3.1.5.11 Ensayo de Ninhidrina..........ccocueerieeiiiiiniieniieeiee et 57
2.3.1.5.12 Ensayo de BOIMIrager......ccoeiuuiiiiiiiiee ettt ettt e et e 58
2.3.1.5.13 Ensayo de Shinoda..........ccoooouiiiiiiiiiiiiie et 58
2.3.1.5.14 Ensayo de Kedde ........cuvviiiiiiiiiiiiiee ettt 58
2.3.1.5.15 Ensayo de Antocianidings .........coeueerieeeniieeniiienieeeiie ettt 59
2.3.1.5.16 Ensayo de MUCIIAZOS .......uvviiiieiieiiiiieieeeeeciittee e e et ee e e e stire e e e e e e seenes 59
2.3.1.5.17 Ensayo de CateqUinas ..........cccueerruueeriieeniieenieeeieeeeieeeieeesieeenireesieeeneneesnees 59
2.3.1.5.18 Ensayo de PrinCipios AMArgOS.........ueeeeeeeerierrrreeeeeessrernrrrereesssissnreeeeesessnssennns 59
2.3.2 Elaboracion de la tintura de guayusa (llex guayusa) ........cccocveeeeeeveeeevneeenne. 60
2.33 Control de calidad de la tintura de gUayUSa .........covcveeviiiiiiiiieeniieniieeeeee, 60
2.3.3.1  Determinacion organoléptica del extracto hidroalcohdlico ...........cccceeeeneenn. 60
2.3.3.2  Determinacion de los parametros fisico-quimicos de la tintura...................... 60

vi



2.3.3.2.1 Determinacion del indice de refraccion ..........c..ccocveeuiiviiinicniiinicciieeniencee 61
2.3.3.2.2 Determinacion de la densidad relativa.........ccccovcieiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiciecee, 62
2.3.3.2.3 Determinacion del pH .........ccccuviiiiiiiiiiiiiiiieeciie ettt 63
2.3.3.3 Determinacion de microorganismos contaminantes..............cccveeeerevverersveeeenns 63
2.3.3.3.1 M¢étodo de conteo de aerobios mesofilos totales en placa.........cceeevveveeennennnn. 63
2.3.3.3.2 Determinacion de coliformes totales ..........ccoceeevieeiiiiiiiiiniiciniiciic e, 65
2.3.3.3.3 Determinacion de coliformes fecales...........c.cooveeviiriiiiiiniiniinicciicicncee, 65
2.3.3.3.4 M¢étodo de conteo de mohos en placa...........cceeveeiiiiiiiiiiiiiieiiieee e 66
234 Extraccion de la cafeina.........ocoooeiiiiiiiiiiiiniiiiiiicc 67
2.3.5 Extraccion de los alcaloides totales ..........cocceoviiriiiiniiiiiiiniiiiniceeceene 68
2.3.6 Analisis cromatografica de alta eficiencia (HPLC) de la cafeina

EXErATAA. ..o 69
2.3.7 Andlisis espectrofotométrico UV de la cafeina extraida..........cccceevvveenneennee. 70
2.3.8 Analisis cromatograficoen capa fina de la cafeina (TLC) extraida.................. 71
2.3.9 Actividad adelgazante de la guayusa (Ilex gUayusQ) .........cc.cceevceeencneenneennnne. 71
CAPITULO L.t 73
3. Resultados ¥ diSCUSION......ccceiiieiiiiiiiee et e e e anaeae s 73
3.1 Control de calidad droga cruda...........ccoevviiiiiiiiiiiee e 73
3.1.1 Determinacion de humedad...........coooeeiiiiiiiiiiiiiiiii e 74
3.1.2 Determinacion de cenizas totales ...........ceevueerrieiiiiieniieiiceiee e 75
3.1.3 Determinacion de cenizas solubles €n agua.........ccoceeevieeiiiiiiniiciiiicenieenene 75
3.1.4 Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico ..........cccceeeeennie 75
3.1.5 Tamizaje FItOQUIMICO .....ccccuviiiiiciiiieeeiiie ettt e e e ee e eees 76
3.2 Control de calidad de la tintura de guayusa (Ilex guUayusa) ...........cccecceeveuneen. 76
3.2.1 Determinacion organoléptica del extracto hidroalcohdlico ...........coeeveeeeennn.e. 76
3.2.2 Determinacion de los parametros fisico- quimicos de la tintura...................... 77

vii



3.2.3 Cuantificacion de la cafeina de la tintura por andlisis cromatografico de la

eficiencia (HPLC) ......vvviiiiiiiie et e ve e 78
3.2.4 Determinacion de microorganismos contaminantes.............ccveeeeeeveeeerenveeeenne 79
33 Extraccion de la cafeina..........ccoovieviiiiiiiniiiiccc e 79
3.3.1 Analisis cromatografico en capa fina (TLC) de la cafeina extraida................. 80
332 Analisis espectrofotométrico UV de la cafeina extraida.............cccceeeveenennne 81
3.33 Analisis de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) de la cafeina

EXErATAA. ..ot 82
34 Actividad adelgazante de la tintura de guayusa (Ilex guayusa) ..............c........ 83
CAPITULO IV ...t 89
4. CONCIUSIONES ...eeeeetieeiiiie ittt ettt et e e 89
CAPITULO V...coooiiiiiiiiee e 91
5. RecomMEeNdaciones .........ccceeviiiiiiiiiiiiiiiiiic et 91
CAPITULO V..ot 92
6. ReSUMEN ¥ SUMATY ..cccoiiiiiiiiiiiiiiiee et 92
CAPITULO VIL...ooooiiiiiiii et 94
7. Bibliografia.........cooviiiiiiiiiiie e 94
CAPITULO VIIL.....o.ooiiiiiiiiiieniiee ettt 104
8. ADIEXOS . ettt e 104

viii



INDICE DE CUADROS

CUADRO N° 1

CUADRO N° 2

CUADRO N° 3
CUADRO N° 4

CUADRO N° 5

CUADRO N° 6

CUADRO N°7

CUADRO N° 8

CUADRO N° 9

CUADRO N° 10

CUADRO N° 11

CUADRO N° 12

CUADRO N° 13
CUADRO N° 14

CUADRO N° 15

Resultados del control de calidad de la droga seca y pulverizada de
guayusa (1lex QUAYUSA).........ccoouiii i,

Tamizaje Fitoquimico de la droga seca y pulverizada de Ia
o4 T
Determinacion organoléptica de la tintura de guayusa....................

Determinacion de los parametros fisico quimicos de la tintura de
oD 4 T
Cuantificacion de cafeina de la tintura de GUAYUSA (llex guayusa).
Analisis microbioldgico de la tintura de guayusa..........................

Extraccion de cafeina de la planta y del té comercial de guayusa (//ex
GUAVUSA) et e e
Resultados del TLC para identificacion de cafeina extraida de la
gUAYUSA (J1EX GUAYUSA) ...
Cuantificacion (UV) de cafeina de la planta y del té comercial de

guayusa (1lex QUAYUSA)..........ooiiiiii e

Cuantificacion (HPLC) de cafeina de la planta y del t¢ comercial de
guayusa (1lex QUAYUSA)........cooei i
Datos de la diferencia de peso de cada grupo de estudio después de la
administracion de la tintura de guayusa en ratones (Mus musculus)
con SObrepeso INAUCIAO........ccvieeviieerieeciieee e e
Andlisis estadistico de la diferencia de peso de los ratones (Mus
R 1 ) TS
Anova dos factores para las variables de tratamiento vs tiempo.........
Modelo
interacciones con [.C. HSD de Tukey al 95%......ccccceevevinieniniincnnens

Anova dos factores comparaciones multiples. sin

Peso promedio de los ratones durante el tratamiento adelgazante y

dESVIACION ESTANAAT . .......evveeeeeeieieieieeeeeeeeeeeeeeee et eeae e e eeaeaeaeaeseaeaeaees

X

73

75
74

74

78

79

79

80

81

82

83

84

85

85



iNDICE DE TABLAS

TABLA N° 1
TABLA N° 2
TABLA N° 3
TABLA N° 4

TABLA N° 5
TABLA N° 6

TABLA N° 7
TABLA N° 8
TABLA N°9

TABLA N° 10
TABLA N° 11
TABLA N° 12

Clasificacion clinica de la obesidad..................cooo i, 2
Circunferencia de la cintura/riesgo de patologia metabdlica.......... 3
Principales enfermedades asociadas a la obesidad..................... 4

Caracteristicas ideales de un farmaco para el tratamiento de la
obesidad. ... ..o.iiiii 6
Contenido de cafeina de algunos alimentos y farmacos............... 29

Taxonomia de los animales de experimentacion empleados en el

estudio farmacolOgICO. ......ovvveiitii i 46
Descripcion anatOmiCa. ... .....vvuiveeeeneeneenteieeeeeeteaeaeeeennannns 46
Detalle de condiciones de mantenimiento.............cceevveviennnnnnn 46

Interpretacion del NMP para la determinacion de coliformes

1707 721 T 64
Descripcion del disefio experimental.................coeevviiiiiinnnnn.. 71
Normativos del control de calidad para la humedad................... 73
Normativos del control de calidad de cenizas totales.................. 74



INDICE DE GRAFICOS

GRAFICO N° 1

GRAFICO N° 2

Curva de absorbancia vs concentracion de cafeina estdndar para
cuantificacion de la cafeina extraida de la planta de guayusa y del
te comercial de guayusa...........ooiiiiiiiiii 81
Curva de variacion del peso vs tiempo durante la administracion

de 108 tratamIENtOS. .. v vttt ettt 87

X1



INDICE DE FIGURAS

FIGURA N° 1
FIGURA N° 2
FIGURA N° 4

Estructura de la cafeina

Metabolismo de la cafeina...........oovvviiiiiii i,

Tamizaje Fitoquimico..

X1l



INDICE DE FOTOGRAFIAS

FOTOGRAFIA N° 1
FOTOGRAFIA N° 2
FOTOGRAFIA N° 3
FOTOGRAFIA N° 4
FOTOGRAFIA N° 5
FOTOGRAFIA N° 6
FOTOGRAFIA N° 7
FOTOGRAFIA N° 8
FOTOGRAFIA N° 9
FOTOGRAFIA N° 10
FOTOGRAFIA N° 11
FOTOGRAFIA N° 12
FOTOGRAFIA N° 13

Cromatografias en capa delgada de la guayusa (Ilex guayusa).

Extraccion del cloroformo en el rotavapor........................

Cristales de cafeina

pHmetro.............
Espectrofotometro.

Grupo blanco.......

Percha con los diferentes grupos de estudio......................

Grupo control POSIEIVO. ....uveetitiiiiei e eeieeee e

Xiii

80

104
104
105
105
105
106
106
106
106
107
107
107



iNDICE DE ANEXOS

ANEXO N°1
ANEXO N° 2
ANEXO N° 3
ANEXO N° 4
ANEXO N° 5
ANEXO N° 6

ANEXO N° 7

ANEXO N° 8

ANEXO N°9

Extraccion de la cafeina..............coooviiiiiiiiiiiiii i,

Tamizaje fitoqUIMICO........oovvuiviiiiiii e
Equipos utilizados......ccccovviiiiiiiiii e
Animales de experimentacion............c..coevueieinininninenennn
Datos del peso de los ratones durante la etapa de engorde.......
Datos del peso de los ratones durante la etapa de
adelgazamiento..........oouviuiiiiiii i
Dosis de la administracion de los diferentes tratamientos
adelgazantes.........c.viiiiii
Volumenes de la administracion de los diferentes tratamientos
adelgazantes. ... ....o.oiiiiii i

Cromatogramas del HPLC de la cafeina...........................

109

110

Xiv



INTRODUCCION

La obesidad es el trastorno metabdlico mas frecuente y se caracteriza por un aumento en
la proporcion de tejido adiposo en relacion al peso corporal total. La mayoria de las
veces, se debe a un desequilibrio entre el aporte y el gasto energético. Este trastorno
constituye un importante problema de salud publica, por la alta prevalencia en paises
desarrollados y al que se le asocia una alta tasa de mortalidad, con multiples
complicaciones o enfermedades cronicas. El sobrepeso y la obesidad son el quinto factor
principal de riesgo de defuncion en el mundo. Cada afio fallecen por lo menos 2,8

millones de personas adultas como consecuencia del sobrepeso o la obesidad.(44)(55)

En el Ecuador se realizaron los primeros estudios epidemioldgicos sobre este campo a
partir de la maestria de alimentacién y nutriciéon de la Universidad Central y luego a
través de la SECIAN, sus miembros desarrollaron investigaciones concretas sobre
obesidad en nifios y adolescentes, estableciendo datos muy recientes que revelan que en
nuestro pais 14 de cada cien nifios de edad escolar y 22 de cada cien adolescentes en

areas urbanas presentan sobrepeso y obesidad.(54)

Debido a este problema de salud que existe hoy en dia, el deseo de adelgazar hace que
muchas personas hagan cualquier cosa por perder peso, inclusive ingerir medicamentos,
pero no hay que olvidar que, soélo tres: Xenical(orlistat), Reductil (sibutramina)
y Acomplia (rimonabant), tienen resultados cientificamente probados, sin embargo
presentan contraindicaciones y efectos secundarios (en algunos casos, importantes), y
deben ser tomados bajo estricto control médico. También se puede encontrar una gran
variedad de productos naturales, los mismos que contienen principios activos, tales como

flavoniodes (apiol), alcaloides(cafeina, teobromina), catequinas, polifenoles, sinefrina,



etc. La cafeina es un estimulante moderado del sistema nervioso central y de la zona
digestiva, acelera el metabolismo y aumenta los niveles de serotonina, un
neurotransmisor que mejora el humor en el cerebro. También tiene -efectos

termogénicos, diuréticos y acelerador del metabolismo. (35).

Estudios a nivel internacional confirman que el consumo de cafeina activa la lipdlisis y
que después de su ingesta se observa una mayor concentracion de acidos grasos en el
plasma sanguineo. (Félix Jacob Jure 2008, JW Helge, DA MacLean 2000,) La
controversia es si este aumento de acidos grasos en sangre se traduce en un mayor

consumo de grasas por parte del organismo. (39), (50)

Lo publicado en febrero de 1995 por la revista cientifica American Journal of
Physiology titulado "Effects of caffeine ingestion on NE kinetics, fatoxidation, and
energy expenditure in younger and oldermen" explica que se observo claramente al grupo
de personas que utiliz6 cafeina lleg6 a aumentar su quema de calorias hasta en un 11%

con respecto al grupo que utilizo un placebo. (39)

En la actualidad como alternativa para la reduccion de peso se utiliza una variedad de
plantas, las mismas que actuan realizando funciones como; termogénesis, reductoras del
apetito, diuréticas, inhibidoras de la lipogénesis, saciantes y disminuidoras de Ia
absorcion. Tomando en cuenta que en la mayoria de estas plantas uno de sus principios

activos es la cafeina.

Es por ello que en esta tesis se decidio trabajar con la guayusa que es una planta nativa
del oriente Ecuatoriano y tiene un alto contenido de cafeina, la misma que al ser ingerida
por el ser humano tiene propiedades de termogénesis, acelerador del metabolismo y

diuréticas.



Los objetivos fueron comprobar el efecto adelgazante de la tintura de guayusa (Ilex
guayusa) en ratones (Mus musculus) con sobrepeso inducido, ademas de observar dicho
efecto con la influencia del extracto rico en alcaloides de la guayusa. Por esta razon se
incorpord el conocimiento de que la cafeina es un principio activo que ayuda adelgazar y
que esta presente en casi todos los productos que se utilizan con este fin. El estudio se
llevo a cabo en la ciudad de Riobamba, en la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior

Politécnica de Chimborazo.

El siguiente objetivo fue realizar el control de calidad de la droga cruda y de la de
guayusa (Ilex guayusa) para asi comprobar que la planta fue debidamente cosechada y

asegurar la inocuidad para el consumo de la misma.

Y como ultimo objetivo se realizd la cuantificacion de la cafeina del té y de la planta de
guayusa y se identificd el efecto adelgazante de la tintura de guayusa mediante su

administracion a ratones con sobrepeso inducido a diferentes dosis durante tres semanas
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CAPITULO1

1. MARCO TEORICO

1.1 SOBREPESO Y OBESIDAD

1.1.1 DEFINICION

El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacién anormal o excesiva de

grasa que puede ser perjudicial para la salud. (54)

El sobrepeso es un incremento en el peso corporal; la obesidad es el aumento en el
tamafio o la cantidad de células de grasa suficientes para dafiar la salud del
individuo. Desde un punto de vista epidemioldgico, se emplea el calculo del indice de
masa corporal (IMC) o indice de Quetelet que es la relacion entre el peso (kg) dividido
por la altura (en metros) elevado al cuadrado (kg/m2). Este indice se correlaciona muy
bien con la cantidad de grasa corporal, aunque presente ciertas limitaciones como son las
que no consideran la edad, el sexo y la talla, como variables a tener en cuenta. No
obstante, a nivel mundial, se emplea este indice como el mas idoneo para poder realizar
comparaciones entre diferentes poblaciones o estudios clinicos. La clasificacion actual de
la obesidad esta referenciada siempre con el IMC, donde podemos distinguir facilmente
los sujetos con normopeso de aquellos que presentan sobrepeso y diferentes grados de

obesidad. (16), (62).



1.1.2 CLASIFICACION

1.1.2.1 De acuerdo al exceso de peso corporal

Actualmente existen métodos cientificos simples para medir la grasa del cuerpo
(composicion corporal) como la bioimpedancia, pliegues cutdneos, otros algo mas
sofisticados a través de imagenologia por rayos X, densitometria, dilucion isotonica

etc.(6)

La mas utilizada en la actualidad, es el indice de Masa Corporal (IMC) obtenido por la
relacion entre el peso expresado en kilogramos y la altura en metros al cuadrado (férmula
de Quetelet: Peso/talla®). Tomando en cuenta este indice, definimos como sobrepeso a
individuos con IMC igual o superior a 25 Kg/m? y obesos a aquellos que tienen IMC
igual o superior a 30 Kg/m”. Es una medida facil de obtener, con una buena correlacion

con la composicion corporal, reproducible y de valor diagnostico y pronodstico. (6)

TABLA No 1. CLASIFICACION CLINICA DE LA OBESIDAD

CLASIFICACION IMC (Kg/m’) | RIESGO DE MORTALIDAD Y
ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR
Normopeso 18.5-24.9 Bajo
Sobrepeso 25-29.9 Riesgo leve
OBESIDAD
Clase | 30-349 Moderado
Clase 11 35-399 Alto riesgo
Clase Il(clinicamente >40 Riesgo muy alto
severa)

FUENTE: DELBONO, My CHAFTARE, Y. 2009

1.1.2.2 De acuerdo a la distribucion de la grasa corporal

Mas alla del IMC, la distribucion de la grasa modifica el riesgo para la salud del

individuo. Si el tejido adiposo se acumula en la mitad superior del cuerpo, en especial



aquella que se deposita en el abdomen (obesidad androide, en forma de manzana, central

o centroabdominal) se asocia con mayor frecuencia de riesgo de diabetes o enfermedad

CV. El perimetro de la cintura, medido en el punto medio entre el reborde costal y la

cresta iliaca, se acepta como medida clinica indirecta de distribucion central de la grasa

y resulta un buen indicador de riesgo CV. (6)

La OMS considera las siguientes medidas de la cintura como indicadoras de riesgo:

TABLA No 2. CIRCUNFERENCIA DE LA CINTURA/RIESGO DE PATALOGIA METABOLICA.

RIESGO AUMENTADO RIESGO SIGNIFICATIVAMENTE
AUMENTADO
HOMBRES >94cm >102cm
MUJERES >80cm >88cm

FUENTE: DELBONO, My CHAFTARE, Y. 2009

FACTORES DE RIESGO

Herencia genética. Algunos investigadores creen que un gen que se transmite de
una generacion a la siguiente podria afectar a la manera en que regulamos nuestro
peso corporal.,

Edad. Con la edad, el organismo no puede quemar energia con la misma rapidez y
no necesitamos la misma cantidad de calorias para mantener estable el peso.

Sexo. Los hombres queman mdas energia en reposo que las mujeres, por €so
necesitan mas calorias para mantener su peso corporal.

Medio ambiente y héabitos alimenticios. Los restaurantes de comida rapida y la
comida chatarra que contiene mucha grasa y colesterol.

Falta de actividad fisica. La gente que come mucho pero no hace ejercicio tiene
mayores probabilidades de ser obesa.

Embarazo. Un 15 por ciento de las mujeres embarazadas aumenta 20 libras con
cada embarazo.

Obesidad infantil. Los nifios obesos tienen mayores probabilidades de ser adultos
obesos. Los nifios obesos pueden tener cinco veces el numero de células grasas

que los nifios de peso normal.



o Enfermedades. Problemas hormonales tales como el funcionamiento deficiente de
la glandula tiroidea (hipotiroidismo), la depresion y algunas enfermedades
cerebrales poco comunes.

e Medicamentos. Los corticoesteroides y algunos antidepresivos pueden ocasionar
un aumento de peso.

e Trastornos alimentarios. Los trastornos por atracones e ingesta nocturna
representan tanto como el 10 al 20 por ciento de la gente que solicita tratamiento

para la obesidad. (55)

1.1.4 FACTORES DE COMORBILIDAD ASOCIADAS A LA OBESIDAD

Epidemiologicamente el sobrepeso y la obesidad se asocian a multitud de enfermedades
que son las que, en definitiva, implican un mayor riesgo de morbilidad y mortalidad entre
estos sujetos. Parece razonable que con IMC superiores a 25 kg/m® comiencen a
expresarse con mas o menos intensidad las diferentes comorbilidades asociadas a esta

enfermedad.(16)

Se ha demostrado claramente que el sujeto con sobrepeso u obesidad tiene un mayor

indice de mortalidad global por cualquier causa, que la persona sin exceso de peso.(16)

TABLA No 3. PRINCIPALES ENFERMEDADES ASOCIADAS A LA OBESIDAD

Hiperlipemia: aumento de triglicéridos,
disminucion de c-HDL, aumento del c-LDL
Hipertension arterial

Diabetes mellitus tipo 2

Enfermedades cardiovasculares
Trastornos respiratorios: insuficiencia
respiratoria, SAOS

Alteraciones osteoarticulares

Insuficiencia venosa de extremidades
inferiores o plexo hemorroidal
Alteraciones digestivas: estrefiimiento,
hernia de hiato, higado graso, colelitiasis.
Hiperuricemia y gota

trastornos psicoldgicos: depresion,
ansiedad, trastornos de conducta
alimentaria.

tumores malignos: coldn, recto, préstata,

mama, endometrio, rifidn, etc.

FUENTE: NAVARRO, Cy ORTEGA, T. 2009




1.1.5 MECANISMOS DE CONTROL DEL APETITO Y EL PESO CORPORAL

Al margen de las propiedades saciantes de los nutrientes (proteinas, carbohidratos,
grasas), en un sistema homeostatico, el balance de proteinas es practicamente nulo,
porque todas las proteinas que se ingieren se utilizan para la sintesis de proteinas
(estructurales o funcionales; como enzimas, inmunoglobulinas, factores de la
coagulacion, etc.), de tal manera que un exceso de proteinas no se acumula sino que se
oxida y se elimina, a través del ciclo de la urea, por la orina Los carbohidratos se oxidan
en su gran mayoria para equilibrar la ingesta o bien se almacenan en forma de glucogeno
(500-1000 g), pero, en contra de lo que habitualmente se cree, apenas existe
transformacion de carbohidratos en grasa (500 g de carbohidratos se transforman en 7 g
de grasa). Lo que si sucede es que mientras el organismo se encarga de oxidar
carbohidratos, deja de quemar grasas, lo que se puede traducir en un efecto indirecto de

aumento de la reserva de grasa y del peso. (16)

1.1.6 TRATAMIENTO PARA LA OBESIDAD Y SOBREPESO

1.1.6.1 Tratamiento basico

El tratamiento bésico para el control del sobrepeso y la obesidad combina la reduccion de
la energia alimentaria, la actividad fisica y la terapia conductual.

Con un plan de comidas bajo en calorias se busca la creacion de un balance energético
negativo con el fin de reducir el excedente de triglicéridos existente en el tejido adiposo.
Los planes alimentarios bajos en calorias se pueden dividir en dos grupos: planes
hipocaldricos (800-1.500 kcal/dia 012-20 kcal’kg de peso diana/dia) y planes de muy
bajo contenido caldrico (< 800 kcal/dia o < 12 kcal/kg de peso diana/dia). (2)

1.1.6.2 Tratamiento farmacoldgico

El manejo farmacoldgico de la obesidad es complementario al tratamiento tradicional, no

lo remplaza ni puede indicarse aislado a la dieta y actividad fisica.



Los candidatos a la farmacoterapia son los que tienen un indice de masa corporal (CMI)
mayor de 30; o bien un CMI mayor de 27 y la presencia de uno o més factores de riesgo
cardiovasculares o apneas del suefio. Se considera que un descenso de 2kg o mas durante
el primer mes o bien una caida mayor al 5% del peso inicial a lo largo de seis meses son

resultados efectivos. (65)

En la indicacion de un tratamiento farmacoldgico en obesos se deben considerar los
factores etiologicos, la respuesta terapéutica (efectos farmacologicos y colaterales), dosis
apropiadas, interacciones farmacoldgicas, contraindicaciones médicas o psiquiatricas. El
uso de farmacos en la actualidad sélo se justifica en el contexto de un tratamiento integral
(dieta, actividad fisica, terapia conductual). Debe reservarse para adultos y

excepcionalmente se pueden utilizar en adolescentes. (22)

TABLA No 4. CARACTERISTICAS IDEALES DE UN FARMACO PARA EL TRATAMIENTO DE LA
OBESIDAD

e Reduccion demostrada en peso y enfermedades asociadas
e Efectos secundarios tolerables o transitorios

e Sin reacciones adversas mayores después de afios de uso
e Eficacia mantenida a largo plazo

¢ Sin propiedades adictivas

e Mecanismo(s) de accidon conocido(s)

e Costo razonable

FUENTE: OMS

Los farmacos que se han utilizado en el tratamiento de la obesidad actuan a través de 3

mecanismos principales:

1. Disminuyendo la ingesta calorica por inhibicion del apetito (anorexigenos) o aumento
de saciedad (sacietogenos).

2. Aumentando el gasto energético y la oxidacion de lipidos (termogénicos).

3. Inhibiendo la digestion y absorcién de macro-nutrientes de la dieta (inhibidores de

enzimas digestivas). (22)



1.1.6.2.1 Farmacos inhibidores del apetito

Agonistas serotoninérgicos

La serotonina se ha reconocido implicada en el control del apetito y la saciedad. La
activacion de la neurotransmision serotoninérgica inhibe la ingesta alimentaria,

especialmente en lo que se refiere a carbohidratos y grasas. (66)

Estos farmacos tienen similitudes bioquimicas con los derivados anfetaminicos pero su
accion se ejerce sobre los receptores de serotonina (5 hidroxitriptamina), estimulando la
liberacion de serotonina e inhibiendo su recaptacion por lo que carecen del efecto

estimulante de la noradrenalina y de su potencial de abuso. (23)

e Fenfluramina y dexfenfluramina
Inicialmente se comercializé el compuesto racémico, para sintetizarse posteriormente el
isomero dextrogiro (dexfenfluramina) dotado de mayor potencia. El farmaco actua
estimulando la liberacion e inhibiendo la recaptacion de serotonina en la sinapsis, no
descartandose un efecto directo agonista sobre el receptor serotoninérgico. Su dosis

habitual era de 15 mg dos veces al dia. (66)

Los efectos secundarios mas frecuentes eran leve sequedad de boca, astenia y sensacion
de mareo. Fue retirado en 1997 tras observarse casos de valvulopatias, especialmente
mitral y adrtica y de hipertension pulmonar tras la administracion de la combinacion

dexfenfluramina-fentermina. (66)

Inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina

Son farmacos aprobados para el tratamiento de la depresion y trastornos obsesivos
compulsivos que han demostrado producir pérdida de peso a corto plazo (6 meses)
aunque después de ese periodo el peso se recupera a pesar de continuar con la

medicacion, por lo que su uso ha quedado restringido.(23)



Los mas utilizados son: la fluoxetina a dosis de 60 mg/dia, la paroxetina a dosis de 20

mg/dia que puede aumentarse hasta un maximo de 50mg/dia, y la sertralina a dosis de

100- 200 mg/dia. (23)

Agonistas adrenérgicos

La noradrenalina puede actuar en el nicleo paraventricular del hipotdlamo a través de la
interaccion con dos tipos de receptores. La activacion del receptor -1 inhibe el apetito,
mientras que la del receptor f-2 lo estimula. No obstante, es bien conocido que la
administraciéon de agonistas adrenérgicos aumenta la actividad simpatica e inhibe el
apetito. Tanto la anfetamina como sus derivados metanfetamina y fenmetracina fueron
retirados por su capacidad de inducir adiccion. Posteriormente, se ha modificado su
estructura quimica con objeto de potenciar el efecto anorexiante y reducir la capacidad

adictiva dando lugar a preparados como dietilpropion, mazindol y fentermina. (66)

e Mazindol
Si bien no existen trabajos controlados que avalen su uso, dos estudios observacionales
mostraron una reduccion significativa de peso en los pacientes que recibieron droga, asi
como un descenso de la presion arterial y de los niveles de colesterol, triglicéridos e

insulina. (65)

e Fentermina
Es estructuralmente similar a las anfetaminas pero con escaso o nulo efecto
dopaminérgico, lo que disminuye el riesgo de abuso.
La dosis usual es de 30mg por dia y los efectos adversos mas frecuentes son cefalea,
insomnio e irritabilidad. No se aconseja en pacientes con hipertension no controlada,

glaucoma, depresion, hipertiroidismo y antecedentes cardiovasculares. (65)

Agonistas serotoninérgicos y adrenérgicos

e Sibutramina
La sibutramina es la tnica droga de las simpaticomiméticas que es efectiva para bajar de
peso en personas obesas adultas con o sin factores de riesgo coronario adicionales. El

descenso de peso se sostiene mientras se usa la droga, pero el peso se recupera a los



pocos meses de ser suspendida. También existe evidencia de que la sibutramina mejora la
distribucion de la grasa corporal total disminuyendo significativamente el tejido celular
subcutdineo abdominal y la grasa visceral, principales indicadores de riesgo

cardiovascular de la obesidad. (65)

En pacientes obesos diabéticos, dislipémicos e hipertensos el uso de sibutramina mejora
los valores de glucemia, hemoglobina glicosilada, triglicéridos, LDL, colesterol total y

acido tirico, aumentando los de HDL pero no en forma significativa. (65)

Agonistas dopaminérgicos

La activacion de la via dopaminérgica en el hipotdlamo es capaz de inhibir el apetito a
través de la interaccion con receptores D2. La anfetamina actia en parte por efecto
agonista dopaminérgico.

La bromocriptina ha mostrado inducir pérdida ponderal en combinacion con una dieta
hipocalodrica. Se le atribuye un efecto adicional inhibidor de la lipogénesis y favorecedor

de la tolerancia hidrocarbonada en pacientes obesos. (66)

La doprexina, un conjugado de dopamina y acido cis-docosahexanoico que actia como

agonista D2, ha demostrado poseer un efecto supresor de la ingesta en ratas. (66)

1.1.6.2.2 Farmacos moduladores de la absorcion de nutrientes

e Orlistat
El orlistat actiia inhibiendo a la lipasa pancreatica evitando la hidrélisis de los lipidos
ingeridos en la dieta y aumentando su eliminacion fecal.
La dosis recomendada es de 360mg por dia dividida en tres tomas con las comidas. El
efecto adverso mas comun es la diarrea, las flatulencias, la urgencia y la incontinencia

fecal, siendo con frecuencia causa de abandono terapéutico. (65)
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e Acarbosa
La acarbosa es un inhibidor de las alfa glicosidasas intestinales que se emplea en la
practica clinica como tratamiento de la diabetes tipo 2 con el objetivo de ralentizar y

reducir la absorcion de carbohidratos. (66)

e Fibra
Se encuentra en forma natural en los alimentos del reino vegetal. Entre los preparados
mas utilizados se encuentran: goma guar, salvado de trigo y pectina, y psyllium.
El retraso del vaciamiento géstrico producido por la ingesta de fibra contribuye al
aumento de la sensacion de saciedad, asi como a la interferencia en la absorcion de
glucosa y colesterol a nivel intestinal. La fibra insoluble (salvado de trigo) aumenta el
bolo fecal y mejora el estrefiimiento, siendo util cuando se sigue una dieta baja en

calorias. Habitualmente se recomiendan 25-30 g/dia. (66)

1.1.6.2.3 Farmacos estimuladores de la termogénesis

La posibilidad de incrementar el gasto calérico mediante farmacos estimuladores de la
termogénesis constituye un abordaje terapéutico atractivo para desequilibrar la ecuacion
de balance energético con el objeto de reducir el compartimento graso en pacientes con

obesidad. (66)

e Hormona tiroidea
La administracion de hormona tiroidea tiene la gran desventaja de reducir rapidamente el
porcentaje de masa libre de grasa, afectar a la funcion cardiaca con riesgo de arritmia y

favorecer la reabsorcion 6sea y el desarrollo de osteoporosis. (66)

e [Efedrina y cafeina
La efedrina es un agente simpatomimético que suprime el apetito a través de su efecto
adrenérgico a nivel hipotalamicoy ejerce un efecto adicional favorecedor del gasto
energético. Estimula la liberacion de noradrenalina de las terminaciones nerviosas.
Aunque ha sido considerado como un firmaco basicamente termogénico, el 75% de la

pérdida de grasa derivado de la administracién de efedrina es debida a su efecto
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anoréxico y solo el 25% es consecuencia de un aumento en el gasto energético. La
cafeina inhibe la degradacion de noradrenalina, lo que potencia el efecto simpatico.

La combinacion efedrina-cafeina aumenta el nivel de glucemia, insulinemia y péptido C
y contribuye a preservar la masa libre de grasa, aspecto muy interesante para evitar la
caida de gasto energético en reposo que habitualmente ocurre con la reduccion

ponderal.(66)
Agonistas -3 adrenérgicos

Los receptores adrenérgicos -3 se localizan en los adipocitos del tracto gastrointestinal y
en la grasa. Entre sus funciones se incluyen la regulacion de la lipolisis, termogénesis y

motilidad del tracto gastrointestinal. (66)

1.1.6.3 Tratamiento quirirgico de la obesidad

La indicacion de cirugia para tratar a pacientes obesos se ha definido en consensos
internacionales y nacionales. Se consideran elegibles para este procedimiento a pacientes
con IMC igual o mayor de 40 kg/m , o con IMC igual o mayor de 35 kg/m?2 asociado a
condiciones médicas relevantes como diabetes tipo 2, hipertension arterial, dislipidemias,
cardiopatia coronaria, artropatia de grandes articulaciones o apnea obstructiva del suefio,

entre otras condiciones. (22)

Existen varias modalidades de cirugia bariatrica, algunas so6lo restringen la capacidad
gastrica y otras que se combinan con un procedimiento de malabsorcion. Las técnicas
mas ampliamente difundidas y aplicadas en la actualidad son la gastroplastia con bypass
gastro-yeyunal en Y de Roux abierto o laparoscopico (BPG), la banda gastrica ajustable
laparoscopica, y de mas reciente introduccion, la gastrectomia vertical en manga

(GVM).(22)

Las técnicas que sdlo restringen la capacidad gastrica, como la gastroplastia con banda
vertical y el banding gastrico han mostrado reducciones de peso menos significativas que
el bypass géstrico, mayor frecuencia de reoperaciones y conversiones a técnicas mas

complejas como el bypass gastrico y mayor recuperacion del peso perdido a largo plazo,
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aunque aun se consideran atractivas por su menor complejidad técnica y su baja

morbilidad postoperatoria. (22)

1.2 PLANTAS ADELGAZANTES

1.2.1 CONCEPTO

Las plantas medicinales cuentan con una larga tradicion en el tratamiento y la prevencion
de los sintomas relacionados con el sobrepeso, y la investigacion cientifica lo que ha
hecho ha sido validar su eficacia y acceder al conocimiento de su mecanismo de

accion.(52)

Diferentes estudios han demostrado la eficacia y seguridad de la Fitoterapia en el
tratamiento del sobrepeso como elemento de apoyo a una alimentacion equilibrada, el

gjercicio fisico y al seguimiento por parte de un profesional sanitario. (52)

1.2.2 PLANTAS CON ACTIVIDAD TERMOGENICA

1.2.2.1 Té Verde (Camellia sinensis)

Los componentes mayoritarios del t¢ verde reducen la acumulacién de é4cidos grasos
libres, colesterol, glucosa, insulina y leptina, entre otros. A las catequinas, uno de sus
activos mdas importantes, varios estudios le atribuyen un aumento importante de la
termogénesis, niveles que se alcanzan con la administracion de cafeina pero a niveles
muy elevados. Estas propiedades ayudan a perder peso y se centran en la grasa

abdominal y subcutanea.(52)

El efecto del té verde sobre la termogénesis es el resultado de las actuaciones conjuntas
de la cafeina y de las catequinas que entran en su composicion, por interaccién de ambos
tipos de compuestos en el eje noradrenalina/ AMPc. Las catequinas presentes en el té
verde, y en particular EGCG prolongan la vida de la noradrenalina, mediante la
inhibicion de la COMT (catecol orto-metil-transferasa) enzima encargada de la

destruccion de la noradrenalina dando como resultado el incremento de los niveles de
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noradrenalina en el espacio sindptico, imprescindible para que se inicie, tras interaccion
con los receptores beta3 del adipocito, el proceso de termogénesis. La continuacion de la
termogénesis necesita de la presencia en la célula grasa de niveles adecuados de AMPc,
el cual se transforma en 5'-AMP por accion de la fosfodiesterasa, con la consiguiente
pérdida de los niveles de AMPc necesarios para la termogénesis. Como consecuencia,
cualquier compuesto que inhiba a la fosfodiesterasa dard lugar a un incremento de la
termogénesis, tal y como ocurre con la cafeina. Por tanto, como consecuencia de esta
suma de actuaciones de la cafeina y de las catequinas presentes en el té verde, se produce

un incremento de la termogénesis. (16)

Por via oral estd indicado como coadyuvante en regimenes de adelgazamiento, en el
tratamiento de diarreas ligeras y para favorecer la eliminacion renal de agua. (52)
La dosis adecuada en caso de sobrepeso es de 1.400 mg/dia, repartido en desayuno y

comida, durante un periodo de 3 meses. (52)

1.2.2.2 Mate (Ilex paraguariensis)

De igual forma que lo que ocurre con otras especies que también contienen polifenoles y
bases xanticas como el té o el guarand, la comunidad cientifica ha mostrado un gran
interés en ellas en los ltimos afios, proponiendo su empleo como coadyuvantes para el

control del sobrepeso y de la obesidad. (16)

Los extractos de Illex paraguariensis reducen el colesterol y triglicéridos en ratas
sometidas a una dieta hipercolesterolémica, previniendo la progresion de la enfermedad
aterosclerotica en conejos. Algunos autores sugieren que estos efectos estan relacionados

con su contenido en saponinas.(16)

La cafeina del mate actia como en el caso del té, incrementando la liberacion de
catecolaminas y por ello la termogénesis, la beta-oxidacion de los acidos grasos y los
mecanismos de lipdlisis, influyendo en este ultimo caso su actividad antagonista de

receptores de adenosina puesto que la adenosina suprime la lipolisis en las células grasas.
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Las farmacopeas britanica y francesa consideran al mate como un coadyuvante en los
programas de pérdida de peso por su efecto modulador del apetito, al prolongar el tiempo

de vaciado gastrico. Se recomiendan 3 g/dia de droga pulverizada. (16)

1.2.2.3 Guarana (Paullinia cupana)

Es originaria de América del Sur. Es una liana tropical con flores de racimo. Se utilizan

las semillas, que estan dentro de pequefios frutos rojos como capsulas. (52)

Contiene porcentajes variables de cafeina (2,5-5 %), acompafiada de trazas de teofilina y
teobromina, almidén (30%), proteinas (15%), compuestos polifenolicos (+)-catequina y
(-)-epicatequina, taninos (12%), resina y saponosidos triterpénicos. Algunos autores

indican ademas un pequefio porcentaje de aceite esencial. (16)

Esta indicada como coadyuvante en el tratamiento de la obesidad, astenias y diarreas
leves. Se aconseja una dosis de 0,5/2 g/dia de droga pulverizada o una decoccion al 3 por

ciento, dos tazas/dia.(52)

1.2.3 PLANTAS MEDICINALES REDUCTORAS DEL APETITO

1.2.3.1 Hoodia (Hoodia gordinii y Hoodia pilifera)

Es una especie espinosa y cactiforme, que crece en zonas desérticas, originaria del
desierto de Kalahari (Africa del Sur), donde las elevadas temperaturas permiten su

floracion.

Se utiliza como supresora del apetito, tanto en extractos como pulverizada. Segun los
distintos fabricantes, se aconseja un consumo que va desde los 100 a los 3.000 mg/dia.

Por tanto se deben hacer estudios para establecer la dosis adecuada.(52)
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1.2.3.2 Naranjo Amargo (Citrus aurantium)

Si bien la corteza de naranja amarga ha sido empleada clasicamente en el tratamiento de
la pérdida de apetito, debido al caracter amargo que le prestan flavonoides como el
naringoésido, en los ultimos afios se ha propuesto el uso de sus preparados con la finalidad

de disminuir el apetito y favorecer la pérdida de peso.(16)

La sinefrina, principal representante de los derivados nitrogenados que entran en la
composicion del pericarpio de la naranja amarga, es un derivado feniletilaminico,
estructuralmente relacionado con la efedrina. Al igual que ella, la sinefrina se comporta
como agonista a-adrenérgico, presentando, junto a la octopamina, afinidad hacia los
receptores f3-adrenérgicos de la membrana de los adipositos, cuya estimulacion da lugar
a un aumento del metabolismo, y a la promocién de la termogénesis, a través de la cual

se produce un incremento en el proceso de oxidacion de las grasas. (16)

Los preparados elaborados con corteza de naranja amarga se emplean como
coadyuvantes de los tratamientos de pérdida ponderal. Se aconsejan 1-2 cucharaditas, 1-3
veces al dia, de decoccion de pericarpio. En cépsulas, 85 mg de extracto de pericarpio

(contenido de 5 mg de sinefrina): 2 capsulas en el desayuno y dos en la comida.(52)

1.2.4PLANTAS CON ACTIVIDAD DIURETICA

1.2.4.1 Ortosifon (Ortosiphon stamineus)

El té de Java esta constituido por las hojas y parte superior de los tallos de Ortosifon. Es
originaria de Indonesia. Las flores son de color blanco o lila, con estambres alargados
como un bigote, por eso se la conoce como "bigote de gato". Es rica en sales de potasio,
diterpenos y abundantes compuestos fenolicos (fenoles y flavonoides) entre otros. Esta
indicada en procesos inflamatorios e infecciosos del aparato urinario, asi como en caso
de litiasis renal. Se aconsejan de 0,75-1,5 g/dia de polvo criomolido de hojas, que puede

subir a 2,25 g/dia, en 2-3 tomas.(52)
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1.2.4.2 Cola de caballo (Equisetum arvense)

Se emplean sus partes aéreas y abunda en los suelos himedos de Europa, Asia y América
del Norte. Posee dos tipos de tallos: fértiles y estériles. Los tallos fértiles, no clorofilicos
aparecen en primavera y presentan una espiga de forma oblonga. Los estériles se
desarrollan mas tarde, son huecos y con ramas acanaladas. Tienen hojas insertadas en los
nudos. Algunos de sus tejidos estan impregnados de silice. El equiseto es rico en
minerales, ademas posee acido ascorbico, fitosteroles, fenoles y flavonoides. Esta
indicado, en uso interno, para favorecer la eliminacién renal de agua en caso de
afecciones inflamatorias renales y vesicales, y en calculos renales de pequefio tamafio. Es
coadyuvante en régimen de adelgazamiento, en especial si el exceso ponderal esta
acompafiado de retencion de liquidos. En el uso externo: se emplea en heridas con mala
cicatrizacion, forma también parte de formulaciones cosméticas destinadas a prevenir

arrugas y en el tratamiento de la celulitis. (52)

1.2.4.3 Alcachofa (Cynaras colimus)

Se ha utilizado tradicionalmente como colerético, hepatoestimulante, hipocolestero-
lémico y diurético, responsabilizando de estos efectos a los acidos fenolicos (cinaricina y
acidos clorogénico y neoclorogénico). La alcachofa es eficaz y segura en el tratamiento
de disfunciones hepatobiliares (colerético y colagogo) y trastornos digestivos. Ademas,
en los ultimos afios diversas investigaciones han demostrado que es capaz de disminuir
los valores plasmaticos de lipidos y de ejercer un importante efecto hepatoprotector

probablemente debido a sus propiedades antioxidantes. (16)

El efecto sobre el perfil lipidico podria estar relacionado con su capacidad para inhibir de
forma indirecta la biosintesis de colesterol hepatico a través de la modulacion de la
HMG-CoA-reductasa. La combinacion de sus propiedades antioxidantes, que evitarian la
oxidacion de LDL, e hipocolesterolemiantes, hace de la alcachofa un fito-medicamento
ideal en la prevencion de la aterosclerosis y otras alteraciones cardiovasculares asociadas

a la obesidad. (16)
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1.2.5 PLANTAS INHIBIDORAS DE LA LIPOGENESIS

1.2.5.1 Garcinia (Garcinia cambogia)

Conocida como tamarindo malabar, originaria del sur de la India donde se empleaba
como especia en enfermedades como hepatitis, laringitis, infecciones bucales y
reumatismo. En la medicina ayurvédica se usa como purgante y favorecedora de la
digestion. Esta indicada en caso de sobrepeso y el mantenimiento de la pérdida ponderal.
Se aconsejan 500-1.000 mg de extracto de Garcinia cambogia, repartido en 2-3 tomas y

administrado entre 30 y 60 minutos antes de cada comida. (52)

1.2.6 PLANTAS SACIANTES Y DISMINUIDORAS DE LA ABSORCION

1.2.6.1Glucomanano

Es una fibra que, al ser ingerido con una cantidad considerable de agua, se hincha en
el tubo digestivo, lo que genera sensacion de saciedad. Numerosos estudios han
constatado la eficacia del glucomanano en el tratamiento del sobrepeso, el estrefiimiento,
la hiperglucemia y la hipercolesterolemia. La mayoria de sus actividades estan
relacionadas con su capacidad de absorber agua, lo que le permite aumentar hasta 100
veces de tamafio cuando entra en contacto con este liquido, transformandose en un gel
viscoso no digerible. Ademas, el glucomanano se usa en alimentacion como fibra soluble

desde hace dos décadas (en paises occidentales). (52)

También se cree que el glucomanano podria producir una disminucion en la abosrcion de
glucosa, ademds actfia sobre el control de la colesterolemia y los niveles de LDL-
colesterol, asi como sobre la trigliceridemia, ya que interfiere en la absorcion de los

mismos. (52)
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1.2.6.2 Plantago (Plantago spp.)

En especial en la especie Ispaquia, que es la que mas se emplea, cuyas semillas también
poseen una alta concentracion de mucilagos (20-30%). Y también los de la especie
Zaragatona con un 10-12 por ciento de mucilagos. Como en el caso del glucomanano,
ambas semillas se hinchan en contacto con el agua formando un gel viscoso y
voluminoso. De ese modo ejerce también un efecto saciante y regulador intestinal.
Ademas retardan la absorcion de algunos nutrientes. Por tal motivo son los laxantes mas
utilizados actualmente. Numerosos estudios clinicos demuestran su eficacia tanto en el
tratamiento del estrefiimiento cronico como en el caso del colon irritable. Esta indicado
como coadyuvante en las dietas de adelgazamiento, ya que es saciante y ademas
disminuye la absorcion de carbohidratos y lipidos. Como laxante se aconseja una dosis
de 7-30 g de semillas al dia o preparados equivalentes, administrados con la necesaria

cantidad de liquidos. (52)

1.2.6.3 Fuco (Fucus spp.)

El fucus, debido a su contenido mucilaginoso, cuando se administra con suficiente
cantidad de liquidos, provoca sensacion de saciedad y act@ia como regulador intestinal, lo
que contribuye a la reduccidon de peso corporal. Ejerce ademas un efecto suavizante y
protector de la piel y mucosas. Ademas de por este efecto saciante, su uso como
coadyuvante en dietas adelgazantes ha sido atribuido tradicionalmente al contenido en
yodo que podria inducir hipersecrecion de hormonas tiroideas y por ello un incremento

en el catabolismo de las grasas en los adipocitos. (16)

1.2.6.4 Judia (Phaseolus vulgaris)

Sus frutos o vainas se emplean con fines terapéuticos. Son ricas en carbohidratos (fibra
insoluble y almidones). También poseen inositol y aminoacidos. Los extractos de la
variedad blanca de judias se emplean como coadyuvanes en el tratamiento del sobrepeso.
Se aconseja tomar una dosis de entre 600 y 1.500 mg junto con las principales

comidas.(52)
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1.2.6.5 Gimnema (Gymnema sylvestre)

Es una planta tropical de Asia y Africa, presente también en Australia y América Central.
Se conoce con el nombre de Gurmar que significa destructor de azticar. Sus hojas tienen
un efecto astringente, diurético y tonico; las raices, propiedades eméticas y
expectorantes. Hoy se le atribuyen propiedades  hipoglucemiantes e
hipocolesterolemiantes. Recientemente se ha descubierto su utilidad a la hora de
combatir la obesidad por la accion de los dcidos gimnémicos para impedir la absorcion
de glucosa en el intestino. Esta propiedad podria ayudar a disminuir el sobrepeso y la
obesidad asociada a la diabetes tipo II. Forma parte de diversos preparados y se aconseja

una dosis de 400-1.000 mg/dia (con un contenido de un 24 % de 4cido gimnémico).(52)

1.3 GUAYUSA

1.3.1 CONCEPTO

La guayusa, (I/lex guayusa) es el nombre de un arbusto aromatico y medicinal del mismo
género del acebo, nativo de la Amazonia ecuatoriana. Esta relacionado, aunque en forma
distante, con la yerba mate. Sus hojas tienen la mas alta concentracién de cafeina de

todas las plantas conocidas. (46)

Es un arbol muy grande y ramificado. Las hojas de 15 cm de longitud y hasta 7 cm de
ancho, dentadas, coridceas, enteras, elipticas y base aguda. El peciolo corto. Caliz con
cuatro o cinco lobulos, el fruto es globuloso. En el Ecuador se le encuentra en la region

oriental, principalmente en las provincias Napo, Pastaza, en la zona de Puyo.(46)

1.3.2 DESCRIPCION BOTANICA

Arbol de 4 a 15 m de altura. Hojas alternas coriaceas, oblongo-elipticas 9,5-17 cm de
longitud por 3,8—7 de ancho, apice acuminado y base aguda, margen simple o
ligeramente dentado, haz y envés glabros, peciolo corto de 1 cm de largo, estipulas

conspicuas. (46)



-20 -

Inflorescencias en las axilas de las hojas, fasciculadas. Flores blancas, unisexuales, caliz
persistente, 4-5 lobulado; corola con los pétalos obtusos; estambres en numero igual al de
los pétalos, anteras oblongas; ovario supero, subgloboso, usualmente con 4 — 6 celdas,

estigma sésil, capitado. Fruto tricarpelar, estigma persistente. (4)

1.3.3 DATOS TAXONOMICOS DE ACUERDO A CRONQUIST (1981)
e C(Clase: Equisetopsida
e Subclase: Magnoliidae
e Superorden: Asteranae
e Orden: Aquifoliales
e Familia: Aquifoliaceae

e Género: llex L.

1.3.4 DATOS MORFOLOGICOS

1.3.4.1 Nombre Comiin.- Es reconocida con el nombre castellano de guayusa en la

mayoria de localidades de Ecuador.

1.3.4.2 Habitat.- Es un arbol perenne nativo de la region amazonica, donde es silvestre,
pero también esta presente en ciertos lugares subtropicales de la region andina en estado

cultivado (Jergensen y Ledn-Yanez 1999).

1.3.4.3 Tamaiio de la especie.- En general, los individuos de esta especie alcanzan un
tamafio promedio de hasta 10 m de altura, poseen un didmetro a la altura del pecho

(DAP) de 50-80 cm, tienen una copa irregular y presentan un follaje denso.

1.3.4.4 Tronco.- Tiene un fuste a menudo bifurcado a la altura del pecho, corteza blanca

y textura lisa. Las ramas son extendidas y flexibles.

1.3.4.5 Hojas.- la textura son coriaceas, verde oscuro, enteras, oblongo-elipticas,
simples, alternas sin estipulas, coridceas, dentadas, sin pubescencias en el haz y envés,
apice acuminado, base aguda, 15-21 cm de largo, 5- 7,5 cm de ancho, peciolo corto de 1

cm de largo.
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1.3.4.6 Flor.- Posee una corola blanco verdosa con pétalos obtusos, estambres en igual
numero que los pétalos, anteras oblongas, ovario sésil subgloboso y usualmente con 4-6

cavidades (Garcia Barriga 1992).

1.3.4.7 Fruto.- Es una baya globosa de casi 1 cm de ancho y verde. (64)

1.3.5 USOS MEDICINALES

En Ecuador, el uso mas difundido, en forma de té, ha sido como bebida refrescante y
tonificante, con efectos semejantes al té asidtico o al mate paraguayo-argentino, cosa
explicable por el contenido de xantinas, en especial cafeina.

Se le han atribuido diferentes propiedades como la de afrodisiaco y propiciador de éxito
en ciertas empresas. Por ejemplo, los shuar del sur del Ecuador han acostumbrado a
tomar t¢ de guayusa antes de salir a sus expediciones de caceria o de pesca. También se
considera que tiene un efecto péptico, ayuda a mejorar la digestion, se le atribuyen
propiedades hipoglucemiantes en los pacientes diabéticos. El té¢ se prepara agregando a

un litro de agua hirviente 4 a 5 hojas y de este se toma una o dos tazas al dia. (4)

La infusion de guayusa se lo utiliza como:

- Estimulante nervioso y muscular.

- Se ha evidenciado que es un posible reductor de la glucosa.

- Digestivo

- Expectorante

- Favorece la digestion del estobmago

Al uso médico se suma otro muy generalizado: esta planta, preparada como té, es muy
energizante. Esta cualidad ayuda a los indigenas a realizar largas caminatas por los

senderos selvaticos. Fue justamente esta caracteristica la que llamoé la atencion de los

primeros mineros que ingresaron a la Amazonia en busca de oro. Los mineros se
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admiraron de la fuerza que otorgaba la guayusa a los indigenas. Fue entonces que

decidieron, sin dudar, incorporarle a su dieta diaria. (47)

1.3.6 PRINCIPALES COMPONENTES DE LA [llex guayusa

Las hojas contienen cafeina en cantidades variables, superiores a las del café y el té;
contiene ademdas teobromina y cantidades menores de teofilina y otras xantinas,

esteroides, terpenoides y lactonasterpénicas. (46)

e Taninos derivados del catenol.

e Esteroides.

e Quinonas.

e Alcaloides tipo cafeina (hasta un 2%).
e Saponinas.

e Flavonoides.

e Accites esenciales.

e Triterpenos (36).

1.3.7 CULTURA Y TRADICIONES

Esta planta encierra tradiciones y mitos en la Amazonia. En Kichwa su nombre es
wayusa, en Shuar, el nombre de la planta es waisi. La Wayusa es una de esas plantas que
nos cuidan y nos ensefian, la tomamos en la madrugada, desde las 3 de la mafnana, un
Kichwa no puede esperar dormido la venida del Sol, la llegada del nuevo dia. Los
Kichwas velamos con la Wayusa la madrugada, es el momento de nuestro primer
encuentro en familia y en comunidad. Despertamos, encendemos el fuego, cosechamos la
hoja, la cocinamos y nos sentamos a sualrededor. Lo que nos ensefia la Wayusa es sobre
los suefios, cuando estamos tomandola todos contamos nuestros suefios porque para los
Kichwas los suefios son grandes ensefianzas de los ancestros, por eso es que hay que
compartirlos en familia, por eso es que hay que aprender de ellos en comunidad, ellos

nos preparan para el nuevo dia. (46)
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En el oriente peruano — ecuatoriano las siguientes tribus usan esta planta: Omagua,
Kokama, Panobo, Kaschivo, Koto, Pioché, Lamisto, Kichos, Kanelo, Aguano,
Kandoschi, Ssabela, Chivaro, Omurana, Yagua, Auschiri, Ssimaku, Ikito, Zaparo, Yamco
y Pintsche; entre los Pintsche es la bebida preferida, especialmente en las reuniones

sociales. (4)

Parece que los indios Jibaros atribuyen a la “guayusa” varios efectos: primero, el
emético, un purgante de acuerdo con la creencia, notada por Spruce, que este es nocivo
por los residuos de la harina que permanecen en el estomago; segundo, algin efecto
narcotico o hipnotico para induccion de “pequefios suefios” y para conocer por
adelantado si una expedicion de caza va a ser exitosa. Aun para ver en un suefio, la

“guayusa” hervida es tomada como un buen presagio. (4)

Ademas las propiedades estimulantes o tonicas, diaforéticas y diuréticas, han sido
indicadas. Ya que la composicion quimica de esta planta es desconocida y la planta no es
bien conocida botanicamente, debido a la carencia de suficiente material herbario, solo es
posible asumir que la “guayusa” puede contener como lo hacen Ilex paraguariensis e Ilex

vomitaria, un alcaloide similar a la cafeina con un efecto estimulante. (4)

La “guayusa” fue conocida, no solamente en el sector ecuatoriano — peruano del oriente
de las regiones montafiosas andinas, sino también en la franja Putumayo — Caqueta de
Colombia. De acuerdo con Garcia- Barriga (1975) los indios del Putumayo Alto,
Amaguajkes y Paraguajes, asi como también los blancos de Sibundoy a Mocoa, desde
hace mucho tiempo han utilizado las hojas de “guayusa” después de ser desecadas,
preparandolas en decoccidon o en infusion, para tomar la bebida por las mafianas como
estimulante nervioso y muscular. Ademas, actia digestivo y expectorante, por lo que las
hojas de esta planta se emplean para curar afecciones catarrales y gripales. Las hojas se

preconizan como antidiabéticas. (4)

En un boletin del Instituto Botanico de la Universidad Central de Quito, Ecuador; 1943
se afirma lo siguiente sobre llex guayusa: “Entre los pobladores de la region oriental

existe la creencia que esta planta “levanta la fuerza” y tiene un decisivo poder
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fecundante, o matricial. La “guayusa” posee una cualidad de enorme valor terapéutico
que ha permanecido hasta hoy casi desconocida. Las infusiones de guayusa, usadas en
forma de tisana, causan un baja inmediata del indice glicémico y glucosurico de los

diabéticos.” (4)

El doctor Andrade por lo pronto encuentra que la “guayusa” contiene 2-3% de cafeina,
cantidad esta superior a la que tiene el café¢ y el té. Este resultado corrobora
definitivamente la cualidad farmacodindmica atribuida a la planta por los pobladores de
la region oriental. Ellos expresan que el agua de “guayusa” levanta las fuerzas, lo que
equivale en términos médicos a que es un gran tonico y estimulante, cualidad que esta

relacionada cientificamente con el alto contenido de cafeina” (4)

1.4 CAFEINA

1.4.1 CONCEPTO

La cafeina es un alcaloide del grupo de las xantinas, solido cristalino, blanco y de sabor
amargo, que actua como una droga psicoactiva y estimulante. La cafeina fue descubierta
en 1819 por el quimico aleman Friedrich Ferdinand Runge: fue él quien acufi6 el
término Koffein, un compuesto quimico en el café, el cual pasaria posteriormente al
espafiol como cafeina. La cafeina es también parte de las mezclas quimicas y complejos
insolubles guaranina (encontrada en la guarand), mateina (encontrada en el mate)
y teina (encontrada en el t¢), todas las cuales contienen ademas algunos alcaloides
adicionales como los estimulantes cardiacos teofilina y teobrominay a menudo otros
compuestos quimicos como los polifenoles, los cuales pueden formar complejos

insolubles con la cafeina.(7)

La cafeina puede encontrarse en cantidades variables en las semillas, las hojasy
los frutos de algunas plantas, donde actia como un pesticida natural que paraliza y mata
ciertos insectos que se alimentan de las plantas. Es consumida por los humanos
principalmente en infusiones extraidas del fruto de la planta del café y de las hojas del

arbusto del té, asi como también en varias bebidas y alimentos que contienen productos
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derivados de la nuez de cola. Otras fuentes incluyen la yerba mate, el fruto del Guaranay

el acebo de Yaupon. (7)

En los humanos, la cafeina es un estimulante del sistema nervioso central que produce un
efecto temporal de restauracion del nivel de alerta y eliminacion de la somnolencia.
Las bebidas que contienen cafeina, tales como el café, el té, algunas bebidas no
alcoholicas (especialmente los refrescos de cola) y las bebidas energéticas gozan una
gran popularidad. La cafeina es la sustancia psicoactiva mas ampliamente consumida en
el mundo. En Norteamérica, el 90% de los adultos consumen cafeina todos los dias. En
los Estados Unidos, la Food and Drug Administration (Administracion de Drogas y
Alimentos) se refiere a la cafeina como una "sustancia alimenticia generalmente

reconocida como segura que se utiliza para multiples propositos". (7)

La cafeina tiene propiedades diuréticas, si se administra en dosis suficientes a individuos
que no tienen tolerancia a ella. Los consumidores regulares, sin embargo, desarrollan una
fuerte tolerancia a este efecto, y los estudios generalmente no han podido demostrar la
creencia general de que el consumo regular de bebidas cafeinadas contribuye

significativamente a la deshidratacion. (5)

1.4.2 HISTORIA

Los humanos han consumido cafeina desde la Edad de Piedra. Los pueblos antiguos
descubrieron que masticar la corteza y hojas de ciertas plantas tenia el efecto de aliviar la
fatiga, estimular el estado de alerta y elevar el animo. S6lo mucho después se descubrid
que el efecto de la cafeina se incrementaba al remojar tales plantas en agua caliente.
Muchas culturas tiene leyendas que atribuyen el descubrimiento de tales plantas a

personas que habrian vivido muchos miles de afios antes. (40)

Segtn una leyenda popular china, el Emperador de China Shennong, que se cree habria
reinado alrededor del 3000 AC, accidentalmente descubrié que cuando algunas hojas
caian en agua hirviendo, el resultado era una bebida aromatica y restauradora. Shennong

también es mencionado en el Chaling de Lu Yu, un famoso trabajo antiguo sobre el té.
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La historia del café ha sido registrada desde el siglo IX. Durante ese periodo, los granos
de café solo estaban disponibles en su habitat natural, Etiopia. Una leyenda popular
atribuye su descubrimiento a un criador de cabras llamado Kaldi, el cual aparentemente
habria observado que las cabras se tornaban euforicas y perdian el suefio por las noches
después de haber pastado junto a los arbustos de café y, habiendo probado los frutos que
las cabras habia estado comiendo, experimento la misma vitalidad. La primera mencion
literaria del café podria ser una referencia a Bunchum en los trabajos del fisico persa del
siglo IX Al-Razi. En 1587, MalayeJaziri compild un trabajo trazando la historia y
controversias legales del café, titulado: "Undat al safwa fi hill al-qahwa". En este trabajo,
Jaziri registré que un jeque, Jamal-al-Din al-Dhabhani, mufti de Adén, fue el primero en
adoptar el uso del café¢ en 1454, y que en el siglo XV los Sufis de Yemén usaban café

para mantenerse despiertos durante las oraciones de forma rutinaria.(41)

Cerca del final del siglo XVI, el uso del café fue registrado por un europeo residente en
Egipto, y alrededor de este periodo se introduce su uso general en el Oriente proximo. La
apreciacion del café como una bebida en Europa, donde fue conocido inicialmente como
"vino arabe", data del siglo XVII. Durante este periodo se establecieron "casas de café",
abriéndose las primeras en Constantinoplay Venecia. En Gran Bretafia, las primeras
casas de caf¢ se abrieron en Londres en 1652, en StMichael'sAlley, Cornhill. Pronto se
volvieron populares en toda Europa Oriental, y jugd un papel significativo en las

relaciones sociales durante los siglos XVII y XVIIIL. (41)

La nuez de cola, como el fruto del café¢ y la hoja de té, al parecer tienen origenes
antiguos. Es masticada en varias culturas africanas occidentales, de forma individual o en
formacion social, para restaurar la vitalidad y aplacar la sensacion de hambre. En 1911, la
cola se tornd en el centro de atencion de uno de los primeros temores sobre la salud
documentados, cuando el gobierno de los Estados Unidos incaut 40 toneles y 20 barriles
de sirope de Coca-Cola en Chattanooga, Tennessee, alegando que la cafeina en su bebida
era "perjudicial para la salud". El 13 de marzo de 1911, el gobierno inici6 el caso de Los
Estados Unidos versus cuarenta toneles y 20 barriles de Coca-Cola, esperando forzar a
Coca-Cola para que eliminara la cafeina de su formula alegando argumentos, como que

el uso excesivo de Coca-Cola en un colegio de sefioritas condujo a "desenfrenos
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nocturnos, violaciones de las reglas de la escuela y los modales femeninos, e incluso
inmoralidades". A pesar de que el juez fallo a favor de Coca-Cola, dos iniciativas de ley
fueron introducidas a la Camara de Representantes en 1912 con el fin de enmendar el
Acta de Alimentos Puros y Drogas, agregando la cafeina a la lista de sustancias

"creadoras de habito" y "dafiinas" que deben listarse en la etiqueta de los productos.(40)

1.4.3EN LA NATURALEZA Y PRODUCTOS SINTETICOS

La cafeina se encuentra en muchas especies de plantas, donde actiia como pesticida
natural. Segln ciertos estudios, los altos niveles de cafeina presentes en plantas jovenes
que aun estan desarrollando follaje pero carecen de proteccidn mecanica logran paralizar
y matar ciertos insectos que se alimentan de la planta. Altos niveles de cafeina también
han sido encontrados en los suelos alrededor de los vastagos en los granos de café
germinados. Se deduce de ello que la cafeina tiene una funcién natural no s6lo como
pesticida natural sino también en calidad de sustancia inhibidora de la germinacion de
otros granos cercanos de café dando por lo tanto mejor oportunidad de supervivencia a

las plantas en crecimiento. (37)

Las fuentes de cafeina mas comunmente usadas son el café, el t¢ y en menor medida
el cacao. Otras fuentes de cafeina usadas con menor frecuencia incluyen a las plantas
de yerba mate y guarands, las cuales a veces son utilizadas en la preparacion de
infusiones y bebidas energéticas. Dos de los nombres alternativos de Ia
cafeina, mateina y guaranina, son derivados de los nombres de estas plantas. Algunos
entusiastas de la yerba mate afirman que la mateina es en realidad un estereoisdémero de
la cafeina, por lo que seria una sustancia completamente distinta. Esto no es cierto puesto
que la cafeina es una molécula aquiral y por lo tanto no tiene enantiomeros, ni tampoco
tiene otros estereoisomeros. La disparidad en la experiencia y los efectos entre las
variadas fuentes naturales de cafeina podria deberse al hecho de que las plantas que son
fuente de cafeina también contienen mezclas ampliamente variables de
otros alcaloides xantinicos, incluyendo los estimulantes cardiacos teofilina y teobromina,
asi como otras sustancias que junto a la cafeina pueden formar complejos insolubles,

como los polifenoles.(37)
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Una de las fuentes primarias de cafeina en todo el mundo es el grano de café (la semilla
de la planta de caf¢), del cual se prepara la bebida de café. El contenido de cafeina en el
café varia ampliamente en dependencia del tipo de grano de café y el método de
preparacion usados; incluso los granos que se encuentran en un mismo arbusto pueden
presentar variaciones en la concentracion. En general, una porcion de café varia entre 40
miligramos para un expreso de unos 30 mililitros de la variedad ardbica, hasta cerca de
100 miligramos para una taza (120 mililitros) de café. Generalmente el café tostado tiene
menos cafeina que el café claro porque el proceso de tostado reduce el contenido de café
del grano. El café de la variedad arabica normalmente contiene menos cafeina que el de
la variedad robusta. El café también contiene cantidades traza de teofilina, mas no de

teobromina. (37)

El té es otra fuente comun de cafeina. A pesar de que el té contiene mas cafeina que el
café, una porcion tipica contiene una cantidad mucho menor, puesto que el té se prepara
normalmente en una infusion mucho mas diluida. Ademas de la mayor o menor
concentracion de la infusién, las condiciones de crecimiento, las técnicas de
procesamiento y otras variables también afectan al contenido de cafeina. Ciertos tipos de
t¢ pueden contener mas cafeina que otros. El té contiene pequefias cantidades de
teobromina y niveles ligeramente mas altos de teofilina que el café. La preparacion y
otros factores tienen un impacto significativo en el té, y el color es un indicador muy
pobre del contenido de cafeina. Algunas variedades como el té verde palido
japonés gyokuro, por ejemplo, contienen mds cafeina que otros mas oscuros como el

lapsang souchong, que contiene muy poca. (37)

La cafeina es también un ingrediente comuin de muchas bebidas no alcohodlicas
(especialmente las bebidas gaseosas), como refrescos de cola originalmente preparados a
partir de la nuez de cola. Estas bebidas contienen tipicamente entre 10 y 50 miligramos
de cafeina por racion. En contraste, las bebidas energéticas como Red Bull pueden
contener mas de 80 miligramos de cafeina por racion. La cafeina en estas bebidas se
origina a partir de los ingredientes usados en ellas, o es un aditivo derivado del producto

de descafeinizacion o bien de la sintesis quimica. El guarana, un ingrediente primario en
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las bebidas energéticas, contiene grandes cantidades de cafeina con pequefias cantidades
de teofilina y teobromina junto a un excipiente natural que produce una lenta liberacion
de estas sustancias. (37)

En los afios recientes algunos manufactureros han comenzado a afiadir cafeina a
productos de bafio como el champl y el jabon, asegurando que la cafeina puede
absorberse a través de la piel. La efectividad de tales productos, sin embargo, no ha sido
comprobada y es probable que tengan poco efecto sobre el sistema nervioso central

debido a que la cafeina no se absorbe con facilidad a través de la piel. (37)

TABLA No 5. CONTENIDO DE CAFEINA DE ALGUNOS ALIMENTOS Y FARMACOS

Contenido de cafeina de algunos alimentos y fairmacos

Tamaiio de la Cafeina por Cafeina
Producto
racion racion (mg) porlitro(mg)

Pastillas de cafeina

1 pastilla 100 —
(normal)
Pastillas de cafeina (extra .

1 pastilla 200 —
fuerte)
Excedrin pastillas 1 pastilla 65 —
Chocolate (45% cacao) 1 barrita (43 g) 31 —

Chocolate con leche (11% )
1 barrita (43 g) 10 —

cacao)

Café (cafetera doméstica) 207 mL 80-135 386-652
Café (cafetera de filtro) 207 mL 115-175 555-845
Café, descafeinado 207 mL 5-15 24-72
Café, espresso 44—-60 mL 100 1691-2254
Té negro 177 mL 50 282

Té verde 177 mL 30 169
Coca-Cola 355mL 34 96
Mountain Dew 355 mL 54.5 154

Jolt Cola 695 mL 280 402

Red Bull 250 mL 80 320

FUENTE:http://www.salood.com/las-bebidas-con-cafeina/
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Algunos fabricantes comercializan tabletas de cafeina, aduciendo que la cafeina de
calidad farmacéutica favorece la alerta mental. Estos efectos han sido sugeridos por
estudios que muestran que el uso de cafeina (ya sea en forma de tabletas o no) origina un
descenso en la sensacion de fatiga y un aumento en la capacidad de atencion. Estas
tabletas son comunmente usadas por estudiantes que se preparan para sus examenes y por

personas que trabajan o conducen durante muchas horas. (37)

1.4.4 PROPIEDADES QUIMICAS
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FIGURA No 1. ESTRUCTURA DE LA CAFEINA
. http://www.d-lamente.org/sustancias/cafeina.htm

La cafeina es un alcaloide de la familia metilxantina, cuyos metabolitos incluye los
compuestos teofilina y teobromina, con estructura quimica similar y similares efectos
(aunque de menor intensidad a las mismas dosis). En estado puro es un polvo blanco muy
amargo. Fue descubierta en 1819 por Runge y descrita en 1821 por Pelletier y
Robiquet.(12)

Su formula quimica es CgH; oN4O,, su nombre sistematico es 1,3,7-trimetilxantina o 3,7-

dihidro-1,3,7-trimetil-1H-purina-2,6-dionay.(12)

Una taza de café contiene de 80 (instantdneo) a 125 (filtrado) mg de cafeina. El café
descafeinado, en Espafia, debe contener una cantidad de cafeina no superior al 0,3%. La

cafeina se puede conseguir también en pildoras estimulantes de hasta 300 mg. (12)
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1.4.5 FARMACOLOGIA

El consumo global de cafeina fue estimado en 120.000 toneladas por afio convirtiéndola
asi en la sustancia psicoactiva mas popular. La cafeina, es un estimulante metabodlico y
del sistema nervioso central, y es usado tanto recreacionalmente como médicamente para
reducir la fatiga fisica y restaurar el estado de alerta mental en los casos que exista una
inusual debilidad o aletargamiento. La cafeina y otros derivados de metilxantina son
también usados en recién nacidos para tratar la apnea y para corregir latidos irregulares.

La cafeina activa el sistema nervioso central a niveles mas altos, provocando un
incremento en la alerta y en la vigilia, un flujo de pensamiento mas répido y claro, e
incrementando la atencion y mejora de la coordinacion corporal. Luego actua a nivel de
la médula espinal cuando se encuentra en dosis altas. Una vez dentro del cuerpo, posee

una quimica compleja actuando a través de diferentes mecanismos de accion. (3)

1.4.6 METABOLISMO Y VIDA MEDIA
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FIGURA No 2. METABOLISMO DE LA CAFEINA
. http://www.d-lamente.org/sustancias/cafeina.htm

La cafeina del café y otras infusiones es absorbida por el estomago y el intestino delgado

dentro de los 45 minutos que siguen a la ingestion para luego ser distribuida a través de
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todos los tejidos del cuerpo. Su eliminacion sigue una cinética de primer orden. La
cafeina puede ser ingerida también por via rectal, como demuestra la prescripcion de
supositorios de tartrato de ergotamina y cafeina (para el alivio de la migrafia),y

clorobutanol y cafeina (para el tratamiento de la hiperémesis). (3)

La vida media de la cafeina esto es, el tiempo requerido para que el cuerpo elimine la
mitad de la cantidad total inicial de cafeina varia ampliamente entre individuos de
acuerdo a ciertos factores como la edad, funcién hepatica, embarazo, algunas drogas
concurrentes y el nivel de enzimas en el higado necesarias para el metabolismo de la
cafeina. En adultos sanos, la vida media de la cafeina es de unas 4-9 horas. En mujeres
bajo administracion de anticonceptivos de via oral, la vida media es de 5-10 horas, y en
mujeres embarazadas la vida media es de aproximadamente de 9-11 horas. La cafeina
puede acumularse en individuos con enfermedades hepaticas severas, incrementando su
vida media incluso hasta 96 horas. En bebés y nifios la vida media puede ser mas amplia
que en adultos; la vida media en un recién nacido puede ser de hasta 30 horas. Otros
factores como el tabaquismo pueden acortar el tiempo de vida media de Ia
cafeina. La fluvoxamina reduce la eliminacion de cafeina en un 91.3%, y prolonga su

vida media una 11.4 veces respecto a la normal (esto es de 4,9 horas a 56 horas).(3)

La cafeina, es metabolizada en el higado por el sistema enzimatico del Citocromo
P450 oxidasa (especificamente, la isoenzima 1A2) en tres productos metabdlicos de la

dimetilxantina donde cada uno posee sus propios efectos en el cuerpo, que son:

= Paraxantina (84%): Incrementa la lipolisis induciendo el incremento de niveles
de glicerol y acidos grasos libres en el plasma sanguineo.

» Teobromina (12%): Dilata lo vasos sanguineos e incrementa el volumen de orina. La
teobromina es también el principal alcaloide en el cacao.

» Teofilina (4%): Relaja el musculo liso de los bronquiosy es asi usado para el
tratamiento del asma. La dosis terapéutica de teofilina es sin embargo de un multiplo
mayor al obtenido por el metabolismo de la cafeina.(37)

Cada uno de estos metabolitos es luego metabolizado y excretado en la orina.
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1.4.7 MECANISMO DE ACCION

El principal modo de accion de la cafeina es como un antagonista de los receptores de

adenosina que se encuentran en las células del cerebro.(40)

La cafeina cruza facilmente Ila barrera hematoencefalica que separa a los vasos
sanguineos del encéfalo. Una vez en el cerebro, el principal modo de accion es como un
antagonista no selectivo del receptor de adenosina. La molécula de cafeina es
estructuralmente similar a la adenosina y por lo tanto se une a los receptores de adenosina
en la superficie de las células sin activarlos (un mecanismo de accién "antagonista").

Entonces, tenemos que la cafeina actiia como un inhibidor competitivo.(40)

La adenosina se encuentra en casi cualquier parte del cuerpo, debido a que desempefia un
papel fundamental en el metabolismo energético relacionado al ATP, pero en el cerebro,
la adenosina desempefia funciones especiales. Existen evidencias que indican que las
concentraciones de adenosina cerebral se ven aumentadas por varios tipos de
estrés metabolico, entre los cuales citamos: Hipoxia e isquemia. La evidencia indica
también que la adenosina cerebral actia protegiendo el cerebro mediante la supresion de
la actividad neuronal y también mediante el incremento del flujo sanguineo a través de
los receptores A;ay Ajpubicados en el musculo liso vascular. Al contrarrestar a la
adenosina, la cafeina reduce el flujo cerebral de reposo en 22 a 30%. La cafeina también
posee un efecto desinhibitorio general sobre la actividad neuronal. De todas formas, no

se ha demostrado como esos efectos causan un incremento en la vigilia y la alerta.(40)

La adenosina es liberada al cerebro mediante un mecanismo complejo. Hay evidencia
que indica que la adenosina funciona como un neurotransmisor liberado en los espacios
sinapticos en algunos casos, sin embargo, los incrementos de adenosina relacionada con
el estrés, parecerian ser producidos principalmente mediante el metabolismo extracelular
del ATP. Ciertamente, la adenosina no es el neurotransmisor primario de ningiin grupo
de neuronas, pero es liberada junto a otros neurotransmisores por algunos tipos de
neuronas. A diferencia de muchos neurotransmisores, al parecer, la adenosina no es

almacenada en vesiculas que son dependientes del voltaje, por lo cual, la posibilidad de
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que se dé ese mecanismo no ha sido completamente descartada. Varias clases de
receptores de adenosina han sido descritos, cada una con ubicaciones anatomicas
diferentes. Los receptores A, estan ampliamente distribuidos y actuan inhibiendo la
absorcion de calcio. Los receptores Aja estdn densamente concentrados en los ganglios
basales, un area que desempefia un papel critico en el control del comportamiento, pero
también pueden ser encontrados en otras partes del cerebro pero en densidades mas bajas.
Hay evidencia de que los receptores A jainteractiian con el sistema dopaminérgico, el
cual esta involucrado en el estado de vigilia y recompensa. Los receptores (A4 pueden
ser hallados también en las paredes arteriales y en las membranas celulares de las células

de la sangre.(40)

Mas alla de sus efectos de neuroproteccion, existen razones para creer que la adenosina
puede estar mas especificamente involucrada en el control de los ciclos de suefio-
vigilia. Robert McCarley y sus colegas opinan que la acumulacion de adenosina puede
ser una causa primaria de la sensacion de suefio que sigue a una prolongada actividad
mental, y que los efectos pueden ser mediados tanto por inhibicion de las neuronas
promotoras de la vigilia mediante los receptores A;, y por la activacion de las neuronas
promotoras del suefio mediadas por efectos indirectos en los receptores A,a. Estudios
recientes han aportado evidencias adicionales sobre la importancia de los receptores Aja,

pero no para los A;.

Algunos de los efectos secundarios de la cafeina son probablemente causados por efectos
no relacionados con la adenosina. Como otras xantinas metiladas, la cafeina es también

un:

1. Inhibidor competitivo y no selectivo de la fosfodiesterasa el cual aumenta
el cAMP intracelular, activa la PKA, e inhibe el TNF-alfay la sintesis
del leucotrieno, reduce la inflamacién y el sistema inmunitario innato y

2. Receptor antagonista no selectivo de adenosina. (39)

Los inhibidores de fosfodiesterasa ejercen su inhibicion sobre las enzimas cAMP-
fosfodiesterasa (¢(AMP-PDE), que convierten al AMP ciclico en su forma no ciclica

dentro de las células, entonces, de esta manera permiten la produccion de AMPc dentro
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de las células. E1 AMP ciclico participa en la activacion de la proteina quinasa A (PKA)
que inician a su vez la fosforilacion de enzimas especificas que intervienen en la sintesis
de glucosa. Mediante el bloqueo de su degradacion, la cafeina intensifica y prolonga los
efectos de la epinefrinay las drogas tipo epinefrina como las anfetaminas,
metanfetaminas o a su vez, las concentraciones altas de AMPc en las células
parietales provocan un aumento en la activacion de la proteina quinasa A dependiente de
AMPc que a su vez incrementa la activacion de la bomba de protones, especificamente
la H+/K+ ATPasa, teniendo como efecto tltimo, un incremento en la secrecion de jugos

gastricos acidos.(39)

El AMP ciclico también incrementa la actividad de la corriente I, que a su vez,
incrementa directamente la frecuencia cardiaca. La cafeina es también un analogo
estructural de la estricnina y como ella (aunque mucho menos potente) es un antagonista

competitivo de los receptores ionotropicos de glicina. (39)

También los metabolitos de la cafeina contribuyen a sus efectos. La paraxantina es
responsable del incremento del proceso de lipdlisis, el cual libera glicerol y acidos
grasos al torrente sanguineo para que sean usados como energia por los musculos. La
teobromina es un vasodilatador que aumenta la cantidad de flujo de oxigeno y nutrientes
al cerebro y musculos. La teofilina actia como un relajante del musculo liso que afecta
principalmente a los bronquiolos y también actia como una sustancia cronotropica

e inotropica incrementando la frecuencia cardiaca y su eficiencia.(39)

1.4.8 PROPIEDADES CURATIVAS DE LA CAFEINA

Remedio para el dolor leve cronico: la cafeina posee propiedades miorrelajantes, es decir
ayuda a relajar la musculatura, lo cual puede ayudar a tolerar dolores musculares, dolor
de espalda, etc. La cafeina posee propiedades vasoconstrictoras pericraneales, que son
responsables de la migrafia o dolor de cabeza, por eso se utiliza la cafeina en Ia
confeccion de medicamentos para el dolor de cabeza dado que este componente potencia

los efectos analgésicos. (61)
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Remedio para la fatiga fisica: la capacidad estimulante de la cafeina puede utilizarse para
estimular el organismo en general, lo cual disminuye la sensacion de cansancio. El uso de

bebidas como el café o el Mayte puede ayudar a hacer menos pesado el trabajo. (60)

La cafeina en el deporte: la cafeina ha sido considerada durante algiin tiempo como
substancia ilegal para los deportistas. Sin embargo, a partir de enero del 2004. La
Agencia Mundial Antidopaje la considero una substancia legal, siempre que no se tomara
en grandes cantidades. (Las dosis aceptadas por el COI son de 12mcg de cafeina por mL

de orina). (61)

Existen numerosos estudios bastante opuestos sobre el uso de la cafeina en el deporte.
Unos parecen demostrar que su consumo mejora el rendimiento fisico de los ciclistas,
corredores de fondo, esquiadores. Etc. Segun estos estudios, la cafeina produce la
liberacion de la adrenalina en la sangre lo cual estimula la liberacion de la grasa
depositada en los musculos. De esta manera, el organismo puede utilizar esta reserva
extra sin necesidad se consumir los hidratos de carbono que se mantienen como reserva.
Todo ello permite prolongar el esfuerzo durante mucho mas tiempo. Para que esto tenga
efecto los atletas deberian ingerir entre 3-9mg de cafeina por kg peso una hora antes de
realizar la prueba. Otros estudios concluyen que sus efectos no potencian las condiciones

fisicas. (61)

Remedio para evitar la somnolencia: la cafeina ayuda a mantenernos despiertos, evitando
la somnolencia por lo que puede ser util en personas que realizan trabajos arriesgados,
como trabajadores con maquinas peligrosas, personas que se vean obligados a conducir,

etc.

Remedio para perder peso: la cafeina posee propiedades diuréticas. La capacidad que le
otorgan estos principios para aumentar la diuresis favorece el tratamiento de la retencion
de liquidos. De esta manera se utiliza como un remedio habitual en regimenes

adelgazantes para combatir la obesidad. (61)
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Propiedades antioxidantes: la cafeina posee propiedades antioxidantes, capaces de
eliminar los radicales libres, causantes de numerosas enfermedades degenerativas, entre

las que se encuentra el cancer. (61)

Estimulante digestivo: utilizado en dosis bajas, la cafeina favorece la digestion de los
alimentos ya que incrementa los jugos digestivos y biliares. Por lo tanto una pequefa taza
de café¢ podria resultar conveniente en aquellas personas que presenten ‘“‘estdmagos

perezosos”. (61)

1.4.9 CAFEINA Y METABOLISMO DE LAS GRASAS

En este aspecto existe una controversia y unos hechos probados. Los hechos probados
confirman que el consumo de cafeina activa la lipolisis y que después de su ingesta se
observa una mayor concentracion de 4cidos grasos en el plasma sanguineo. La
controversia es si este aumento de acidos grasos en sangre se traduce en un mayor

consumo de grasas por parte del organismo. (13)

1.4.10 EL METABOLISMO DE LA CAFEINA

La cafeina llega al torrente sanguineo a los 30-45 minutos de su consumo. A
continuacion, se distribuye por el agua de todo el organismo, para posteriormente ser
metabolizada y expulsada en la orina. La vida media de la cafeina en el interior del
cuerpo es de 4 horas (los calculos oscilan entre 2 y 10 horas). Durante el embarazo,
disminuye la velocidad a la que se metaboliza la cafeina y las mujeres embarazadas

mantienen generalmente los niveles de cafeina durante mas tiempo.(40)

La capacidad de la cafeina de potenciar el estado de alerta y la atencion prolongada esta
ampliamente documentada, y su funcion primordial como estimulante del sistema
nervioso central se debe a su accion como antagonista de la adenosina. La adenosina es
una sustancia quimica generada de manera natural por nuestro cuerpo que actiia como
mensajera regulando la actividad cerebral y modulando el estado de vigilia y suefio (es

una “sefal de cansancio”). La cafeina bloquea los receptores especificos de la adenosina
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presentes en el tejido nervioso, y en particular en el cerebro, manteniéndonos despiertos.
Gracias a este mecanismo, la cafeina puede potenciar la capacidad de realizar un esfuerzo
fisico y mental, antes de que aparezca el cansancio. El bloqueo de los receptores de
adenosina puede contribuir a la constriccion de los vasos sanguineos, lo cual alivia la
presion de las migrafias y los dolores de cabeza, y explica por qué muchos analgésicos

contienen cafeina. (40)

1.4.11 SENSIBILIDAD A LA CAFEINA

La sensibilidad a la cafeina varia mucho de una persona a otra. Los cientificos han
descubierto recientemente un “gen que ralentiza el metabolismo™: las personas que tienen
este gen eliminan la cafeina mas lentamente. Un estudio epidemioldgico reciente mostrd
que, entre la gente con esta caracteristica, el consumo de café estaba asociado a un mayor
riesgo de sufrir infartos de miocardio no mortales, lo que sugiere que la cafeina podria
desempenar un papel en esta asociacion. Esta teoria aun debe confirmarse en futuras

investigaciones. (40)

Las mujeres embarazadas, y las personas que sufren afecciones médicas o que son
sensibles a la cafeina deberian tener cuidado y moderar su consumo. La mayoria de la
informacion epidemiologica disponible indica que un consumo total inferior a los 300 mg
al dia no supone ningn problema. La cuestion de los posibles efectos en el embarazo y
en el bebé debido a un consumo habitual superior a estos niveles permanece abierta. Por
esta razon, y debido a la metabolizacion lenta de la cafeina en el embarazo, se
recomienda moderar el consumo de esta sustancia, independientemente de su origen,
durante la gestacion. En el caso de los nifos, que no suelen tomar té ni café, la ingesta de
bebidas “energéticas”, refrescos de cola u otros refrescos que contengan cafeina,
representa un consumo equivalente a 5,3 mg por kg de peso corporal al dia (por ejemplo,
160 mg de cafeina para un nifio de 10 afios que pese 30 kg). Esto podria causar cambios
transitorios de la conducta, como un mayor estado de alerta, irritabilidad, nerviosismo o

ansiedad. (40)



-390 -

1.4.12 EFECTOS INMEDIATOS DE LA CAFEINA

Las dosis entre 100 a 600 mg de cafeina permiten pensar con mayor rapidez y claridad, y
mejoran la coordinacion corporal. Como aspectos negativos, cabria resaltar que la cafeina
puede ocasionar agitacion y una pérdida del control motor fino. Las cantidades
superiores a 2.000 mg pueden causar insomnio, temblores y respiracion agitada. Estos
sintomas se manifiestan a veces con dosis menores. Sin embargo, el consumo habitual
minimiza muchos de estos efectos. Las propiedades estimulantes de la cafeina afectan en
menor medida a los consumidores habituales de café que a los consumidores ocasionales.

(40)

La cafeina tiene otros muchos efectos inmediatos. Estimula la emisién de cortisol y
adrenalina, lo que hace que aumente la presion arterial y que el corazdn lata mas rapido.
Ademas, tiene un efecto diurético, relaja los bronquios, aumenta la produccion de acido

gastrico e incrementa el ritmo metabdlico. (40)

1.4.13 LA CAFEINA Y LA SALUD

La mayor parte de los estudios dedicados a la cafeina y la salud se basan en realidad en el
café. Esto hace que sea muy dificil distinguir los efectos propios de la cafeina de los del

café como bebida en general. (40)

Un consumo diario moderado de cafeina, de hasta 300 mg, o el equivalente a 3 tazas de
café, no suele representar un riesgo para la salud, siempre y cuando se tengan unos
habitos de vida sanos (en cuanto a la alimentacion, al consumo de alcohol y de tabaco, al

gjercicio, etc.).(40)

1.4.14 DOSIS SEGURAS

El ser humano no requiere del consumo de cafeina en la dieta; sin embargo, su consumo

moderado no esta asociado con ningln riesgo para la salud. Tres tazas de café de 235 ml

-8 onzas- (250 miligramos de cafeina) por dia, se consideran una cantidad moderada o
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promedio de cafeina y 10 tazas de 235 ml (8 onzas) se consideran un consumo

excesivo. (41)

La ingestion moderada de cafeina (hasta unos 250mg diarios) no produce, en general,

ningun riesgo para la salud. (41)

1.4.15 PRECAUCIONES Y EFECTOS SECUNDARIOS DE LA CAFEINA

Dosis superiores a 400mg diarios pueden resultar nocivas. Hay que tener en cuenta que
muchas bebidas y medicamentos contienen este principio. Por lo tanto, hay que sumar el
conjunto de todos ellos para calcular la ingestion total de la misma. Un uso demasiado
elevado de este componente puede producir problemas corporales. Igualmente su uso
resulta inadecuado para menores o personas con ciertos problemas corporales o cuando se

combina con ciertos medicamentos.(41)

1.5 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los animales de laboratorio son biomodelos experimentales que tienen la cualidad
necesaria para dar respuesta al cuestionamiento de como estudiar las enfermedades que
afectan al hombre, a la especie que esta estudiando, y a las demas especies productivas y
domésticas, y las ratas y ratones estan entre los que responden mas uniformemente a esos
requerimientos, son de facil manejo y poseen las caracteristicas zootécnicas

adecuadas.(50)

También es definido como cualquier especie animal que, mantenido bajo determinadas
condiciones controladas es utilizado como instrumento de medida en experimentacion
cientifica, desarrollo tecnoldgico e innovacion, pruebas de laboratorio y docencia, para la

generacion de datos, los cuales son utilizados como informacion. (50)
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1.5.1 RATON (Mus musculus)

1.5.1.1 Taxonomia

e (Clase:Mammalia
e Familia:Muridae
e Género: Mus

e Especie: Mus musculus. (50)

1.5.1.2 Ventajas de su uso como animal de laboratorio:

e De facil cuidado y mantenimiento, por su pequeiio tamaiio.

e Bajos costo de manutencion.

e Cepa definida.

e Diversidad de caracteristicas especificas que sirven como modelo.

e Eficiencia reproductiva.

e Por su vida relativamente corta es excelente para su uso en ensayos cronicos de
toxicologia, microbiologia, virologia, farmacologia, etc.

e Corto tiempo de generacion (51)

1.5.1.3 Desventajas:

e Dificultad en la recoleccion de material biologico.
¢ Dificultad la administracion de drogas.

¢ Dificultad en las técnicas quirargicas. (51)

1.5.1.4 Caracteristicas Generales

El raton Mus musculus una especie cosmopolita, se adapta a una gran variedad de

condiciones ambientales, desde zonas muy frias hasta regiones tropicales. En general, las

especies prefieren ambientes mas secos que humedos.
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El raton es un mamifero de sangre caliente, de habitos nocturnos y su comportamiento
esta influenciado por feromonas. Posee un agudo sentido de la audicién, por lo que se
alteran rapidamente con los ruidos, es por ello que hay que tener cuidado con los equipos

que se utilizan. (50)

Su sentido del olfato estd muy desarrollado, no sélo para detectar comida y depredadores,

sino también para percibir un orden social. (50)

Su vision es muy pobre y no pueden percibir los colores. En la orbita del ojo posee unas
glandulas con forma de herradura llamadas glandulas Harderianas, cuando el raton esta
en estrés, excreta en la zona periocularuna sustancia de color marrén Ilamada

porfirina.(50)

El sistema social depende de la densidad de poblacion, viven en grandes colonias y el
rango social estad bien desarrollado. Generalmente, son muy doéciles a excepcion de
algunas cepas exocriadas que mantienen su agresividad, al igual que sus antecesores

salvajes.(50)

Por su pequefio tamafio son muy susceptibles a cambios ambientales, puesto que una
variacion de la temperatura entre 2 a 3°C, puede afectar su temperatura corporal y

modificar su fisiologia. (50)

El tamano del raton adulto varia entré 12 a 15 cm desde la punta de la nariz a la punta de
la cola; el largo de la cola es igual al largo del cuerpo y con un peso aproximado de 30 gr.
Las crias al nacer tienen un peso aproximado de 1 a 2 gy gana rapidamente peso durante
la lactancia. Tienen una vida Util de 10 al2 meses y se obtiene de ocho a diez

camadas.(50)

1.5.1.5 Comportamiento del ratéon

El raton es un animal sociable y se mantiene en grupos sin ningin inconveniente, estos

grupos deben formarse rapidamente luego del destete.
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Sin embargo, los machos de algunas cepas comienzan a mostrar su agresividad entre la
séptima y décima semana de edad, aun cuando estos grupos se hayan establecido al
destete. En el grupo de machos existe uno dominante que puede ser muy agresivo. Las
hembras generalmente no pelean, incluso cuando se hayan agrupado siendo ya

adultas.(50)

El acto de comer es ciclico, con un pico maximo durante el periodo de oscuridad. El
mayor consumo de agua es durante las horas de oscuridad. El consumo de alimento y

agua varia entre las cepas de ratones. (50)

El raton generalmente divide su caja en areas especificas para dormir, comer, orinar y

defecar. (50)

1.6 TINTURA

Las tinturas son soluciones alcoholicas que logran una concentracion muy alta de ciertos
principios activos de la planta, precisamente de los que son solubles en alcohol. Se
preparan dejando macerar la planta bien seca y triturada en alcohol, a temperatura

ambiente, durante dos o tres dias o hasta 15 dias. (17)

Es un tipo de preparacion en el que se usa alcohol etilico o vino. La droga machacada,
triturada, desmenuzada o en polvo se pone en un envase de vidrio en la cantidad
indicada. Se le afiade alcohol etilico absoluto (9677) o minimo (7007) en la proporcion
necesaria. Se tapa bien y se deja por un periodo de 10 a 15 dias durante el cual se agita
diariamente. Se filtra a través de papel filtro y se guarda herméticamente tapada en
lugares frescos, secos y protegidos del sol. A causa del alcohol la tintura sélo se debe
usar en gotas, diluida en agua, o en otra bebida, preferiblemente aroméatica. Se debe usar

alcohol apto para consumo humano, nunca el antiséptico (8)

Se elaboran a partir de una gran variedad de materias primas que son total o parcialmente

solubles en alcohol. Dichas materia primas incluyen a todas las plantas o partes de las
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plantas, animales o secreciones de organismos animales, comprendiendo también

sustancias minerales que se disuelven mas facilmente en alcohol que en agua.

Para su obtencion se requiere la extraccion de los principios activos solubles de las
materias primas, para lo cual se tratan con un menstruo o vehiculo que tiene la propiedad

de disolverlos.

Esta extraccion se lleva a cabo por maceracion o lixiviacion de la materia fresca o seca,
triturada y tratada con alcohol de la graduacion adecuada o con algunas mezclas de
vehiculos debidamente escogidos y en las proporciones sefialadas en la monografia

correspondiente.(1)

En términos generales, el porcentaje de la hierba es del 20% en peso para drogas poco
activas (1 g de droga por 5 g de tintura) y al 10% en peso para drogas muy activas (1 g de
droga por 5 g de tintura). (34)

La necesidad de estandarizar exige en la actualidad una valoracion de las tinturas,
indicando los contenidos maximo y minimo de principios activos. Dependiendo que en la
elaboracion de la tintura se emplee una o varias drogas, se denominan respectivamente

simples y compuestas.

De acuerdo al tipo de disolventes las tinturas son de uso interno, como ocurre en general
con las hidroalcohodlicas, o para uso externo, como sucede con las tinturas etéreas,

cloroférmicas y acetonicas. (62)
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CAPITULO 11

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 LUGAR DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Productos Naturales de la

Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

2.2 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.2.1 MATERIAL BIOLOGICO

Dos kilos de planta seca y pulverizada de guayusa (Ilex guayusa). La materia prima fue
adquirida en la provincia de Pastaza, cantén Puyo, la temperatura del lugar varia entre los

18°y 33°C y una altitud de 924 m.sn.m.

Animales de experimentacion; ratones (Mus musculus) entre hembras y machos todos

aproximadamente de la misma edad.

e Poblacién: Ratones albinos (Mus musculus) provenientes del Bioterio de la
Escuela de Bioquimica y Farmacia.

e Taxonomia
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TABLA No 6. TAXONOMiA DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION EMPLEADOS EN EL
ESTUDIO FARMACOLOGICO

Reino Animalia
Filo Chordata
Clase Mamalia
Orden Rodentia
Familia Muridae
Género Mus
Especie Musculus

e Descripcion

TABLA No 7.DESCRIPCION ANATOMICA

Edad 3 —3.5 meses

Sexo Hembras y Machos
Peso promedio 28 ¢g

Lugar de Nacimiento Bioterio Esc. BQF

e Condiciones

TABLA No 8.DETALLE DE CONDICIONES DE MANTENIMIENTO

Humedad Relativa 55+10%
Temperatura 22+2°C
Periodo 12 Horas luz — 12 Horas Oscuridad

e Valores de Referencia

Peso del raton Mus musculus: 25 —40 g



Balones aforados
Cépsulas de porcelana
Crisoles

Embudo Buchner
Embudo de separacion
Embudo simple
Equipo de reflujo
Erlenmeyer

Espatula

Gradilla

Papel aluminio

Papel filtro

Pinzas

Pipetas volumétricas
Probetas

Reverbero eléctrico
Tripode

Tubos de ensayo
Varilla de agitacion

Vasos de precipitacion

2.2.3 EQUIPOS

Balanza Analitica
Bomba al vacio
Estufa

Mufla
Espectrofotometro
HPLC

pH — metro
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2.2.2 MATERIALES DE LABORATORIO



- Refractometro
- Rotavapor

- UV

2.2.4 REACTIVOS

- Acetato de etilo

- Acetato de sodio

- Acetona

- Acido clorhidrico

- Acido formico

- Acido picrico

- Acido sulftirico

- Agua destilada

- Alcohol amilico

- Anhidrido acético

- Carbonato de sodio
- Cloroformo

- Cloruro de sodio

- Etanol

- Eter etilico

- Eter de petroleo

- Hidroxido de sodio
- Magnesio metalico

- Metanol

- Peroxido de hidrogeno
- Quercetina

- Reactivo de dragendorff
- Reactivo de Fehling
- Reactivo de mayer

- Reactivo de Wagner

- Reactivo sudan 111
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- Tricloruro férrico 5% en solucion salina

2.3 TECNICAS Y METODOS

2.3.1 CONTROL DE CALIDAD DROGA CRUDA

Revision de parametros definidos de la planta o parte de planta con accion farmacologica
que no ha sufrido mas manipulacioén que los procesos de recoleccion y conservacion. (43)
El control de calidad de las drogas se lo realizard considerando metodologias de

organismos encargados de asegurar la calidad de los productos fitofarmacéuticos.

Para el control de calidad de la droga cruda se realizan las siguientes pruebas:

2.3.1.1 Determinacion del contenido de humedad

FUNDAMENTO: Se basa en la determinacion gravimétrica de la pérdida en masa que

muestre una droga después de ser desecada en la estufa (14)

MATERIALES

- Balanza analitica
- Capsula de porcelana
- Estufa

- Desecadora

PROCEDIMIENTO

De la muestra pulverizada se pesdé 2g con desviacion permisible de 0.5 mg y se
transfirieron a una cépsula de porcelana previamente tarada y desecada a 105 [1C hasta
masa constante; seguidamente se desecd a 105 [IC. Durante 3 horas. La capsula se
colocod en la desecadora donde se dejo enfriar a temperatura ambiente y se peso,
colocandose nuevamente en la estufa durante 1 hora, volviéndose a pesar, hasta obtener

masa constante. El ensayo se realiz6 por triplicado. (28)
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Calculos

%H=u*100
MZ_M

Donde:
H = Porcentaje de Humedad (%)

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

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

M = masa de la capsula vacia

100 = factor matematico (14) (28)

2.3.1.2 Determinacion de cenizas totales

FUNDAMENTO: Se denominan cenizas totales al residuo inorganico que se obtiene al

incinerar una droga, fundamentalmente en su determinacion gravimétrica.

Las cenizas solubles en agua es aquella parte de las cenizas totales que se disuelven en

agua y las acido insolubles, el residuo que se obtiene después de la disolucion de las

cenizas totales en acido clorhidrico al 10%. (28)

MATERIALES Y REACTIVOS

- Crisol de porcelana

- Acido clorhidrico al 10%

- Tripode

- Agua destilada

- Papel filtro libre de cenizas
- Mechero

- Acido nitrico

- Mufla

- Desecadora
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- Solucion de nitrato de amonio 10g/100 mL

- Perdxido de hidrogeno concentrado

PROCEDIMIENTO

Se determiné la masa de 2.0 g. de la muestra de ensayo pulverizada con una variacién
permisible de 0.5 mg. en un crisol de porcelana previamente tarado. Se calentd
suavemente la porcion de ensayo aumentando la temperatura hasta carbonizar y luego se
inciner6 en un horno mufla a temperatura de 7000 C a 7500] C. Durante 2 horas. Se

enfrio el crisol en una desecadora y se peso.

Se repitid el proceso hasta que dos pesadas sucesivas no difirieran en mas de 0.5 mg por
g. (masa constante). Para obtener masa constante los intervalos entre calentamiento y
pesada son de 30 min. Si el residuo presenta trazas de carbon, se le afiaden unas gotas de
solucion de peroxido concentrado, acido nitrico o solucion de nitrato de amonio 10 mg
en 100 mL y se calent6 hasta evaporar los solventes. Al enfriar el crisol el residuo es de

color blanco. El ensayo se realizo por triplicado
Calculos:

Mi =M 100
—_—
M, — M

%Ct =

Donde:

Ci: cenizas totales (%)

M: masa del crisol vacio (g)

M;: masa del crisol con la muestra antes de la incineracion (g)
M;: masa del crisol con la muestra después de la incineracion (g)

100 = factor matematico para los calculos. (14)(28)
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2.3.1.3 Determinacion de cenizas solubles en agua

A las cenizas totales obtenidas segun el apartado anterior, se le anadieron de 15 a 20 mL
de agua. El crisol se tapo y se calentd suevamente a la llama del mechero durante 5 min.
La solucion se filtr6 a través del papel de filtro libre de cenizas. El filtro con el residuo se
transfiere al crisol inicial, se carbonizé en un mechero y luego se inciner6é en un horno
mufla de 70000 C - 75000 C., durante 2 horas. Posteriormente se coloca en una
desecadora y cuando alcance la temperatura ambiente se pesa. Se repitio el

procedimiento hasta alcanzar peso constante.

Calculos:

Donde:

% Ca = porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.
M,=masa del crisol con las cenizas totales (g)

M,= masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)

M, = masa del crisol con la muestra de ensayo

M= masa del crisol vacio

100 = factor matematico (14) (28).

2.3.1.4Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico.

A las cenizas totales obtenidas segln la técnica se le afiadieron de 2 — 3 mL de acido
clorhidrico al 10%. El crisol se tapd con un vidrio reloj y se calentd sobre un bafio de
agua hirviente durante 10 min. Se lavo el vidrio reloj con 5 mL de agua caliente y se une
al contenido del crisol. La solucion se filtra a través de un papel de filtro libre de cenizas;

se lava el residuo con agua caliente hasta que el filtrado acidulado con acido nitrico al
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cual se le afiade una o dos gotas de solucion de nitrato de plata 0.IM no muestre

presencia de cloruros.

El filtrado con el residuo se desecd de 100 a 10577 C., se transfiere al crisol inicial y se
incinerd en un horno mufla a una temperatura de 700-750 [JC durante 2h (si no se sefala
otra temperatura en la norma especifica). Posteriormente se coloc6 en una desecadora y
una vez alcanzada la temperatura ambiente se pesa. Se repitid el procedimiento hasta

obtener masa constante.

Calculos

Donde:

%C, = porcentaje de cenizas insolubles an 4cido clorhidirico en base hidratada.
M = masa del crisol con la porcion de ensayos (g)

M,=masa del crisol con la ceniza

100 = factor matematico (14)(28)

2.3.1.5 Tamizaje fitoquimico

Se realizo el tamizaje fitoquimico segun el siguiente esquema

30— 50 = o= Materia wesetal |

Extraer o5 — 150 mL 05 Ster SOhco Por maceracion
Durants 45 h a temperatura ambiente

Filtrar

o edin wolumen v Pesar v Secar
Calcular Concentracisn

Extraer con 3 wveces =l peso del residuo en
wolumen con ETOH POr macoeracin
phssplimpivag
cimrar
Residuo Solido
e —- pT——
caloular comosmntracidn
EXTraer con 3 wes peso del residuo en
wolummen Con HLO Sestilada por ma.osraoisn
o
cittrar
Fezizos s2ies
e R

FIGURA No. 3 Tamizaje Fitoquimico (30)(14)
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Para iniciar, se tomo el extracto etéreo el cual se dividio en 4 fracciones, 3 fracciones de
5 mL cada una, para el ensayo de Sudan, Baljet, y Liebermann-Buchart, y la tltima

fraccion fue de 15 mL, 5 mL se tomaron tanto para Dragendorff, Mayer y Wagner.

Una vez obtenido el extracto alcohdlico, se dividen en 13 fracciones, una de ImL para el
ensayo de catequinas, las otras 10 fracciones con un volumen de 2 mL cada una, para
ensayo de: resinas, Fehling, Baljet, Liebermann-Buchart, espuma, cloruro férrico,
ninhidrina, Borntrager, shinoda, kedde, y antocianidina y finalmente la ultima fraccion
debe volverse a dividir en 3 porciones con un volumen de 2mL cada una para los ensayos

de Dragendorff, Mayer y Wagner.

Al extracto acuoso se divide también en fracciones, una con 6 mL, en la cual se ocupa un
volumen de 2 mL para los ensayos de Dragendorff, Mayer, y Wagner, se necesita 2 mL
tanto para el ensayo de: cloruro férrico, shinoda, Fehling y espuma, 1 o 2 gotas para el

ensayo de principios amargos y 10 mL para el ensayo de mucilagos.

2.3.1.5.1 ENSAYO DE SUDAN

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos grasos, para ello, a la
alicuota de la fraccion en el solvente de extraccion, se le afiade 1 mL de una solucion
diluida en agua del colorante Sudan III o Sudan IV. Se calienta en bafio de agua hasta
evaporacion del solvente. La presencia de compuestos grasos se considera positiva si
aparecen gotas o una pelicula coloreada de rojo en el seno del liquido o en las paredes del

tubo de ensayos respectivamente. (26)(14)

2.3.1.5.2 ENSAYO DE BALJET

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con agrupamiento
lactonico, en particular Coumarinas, aunque otros compuestos lactonicos pueden dar
positivo al ensayo. Para ello, si la alicuota del extracto se encuentra en alcohol, debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y redisolverse en la menor cantidad de alcohol

(ImL). En estas condiciones se adiciona ImL de reactivo, considerandose un ensayo
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positivo la apariciéon de una coloracion o precipitado rojo (++ y +++) respectivamente.
(29)(14)

2.3.1.5.3 ENSAYO DE LIEBERMANN-BUCHART

Permite reconocer en un extracto la presencia de triterpenos y/o esferoides, por ambos
tipos de productos poseer un nucleo del androstano, generalmente insaturado en el anillo
8 y la posicion 5-6.

Se adiciona ImL de anhidrido acético y se mezcla bien. Por la pared del tubo de ensayo
se dejan resbalar 2-3 gotas de acido sulftirico concentrado sin agitar. Un ensayo positivo

se tiene por un cambio rapido de coloracion.

1. Rosado — azul muy répido
2. Verde intenso — visible aunque rapido

3. Verde oscuro — negro — final de la reaccion

A veces el ensayo queda en dos fases o desarrollo de color, Muy pocas veces puede
observarse el primer cambio. El tercer cambio generalmente ocurre cuando el material

evaluado tiene cantidades importantes de estos compuestos. (29)(14)

2.3.1.5.4 ENSAYO DE DRAGENDORFF

Permite reconocer en un extracto la presencia de alcaloides, para ello, si la alicuota del
extracto esta disuelta en un solvente organico, éste debe evaporarse, en un bafio de agua
y el residuo redisolverse en 1 mL de acido clorhidrico al 1 % en agua. Si el extracto es
acuoso, a la alicuota se le afiade 1 gota de 4cido clorhidrico concentrado, (calentar
suavemente y dejar enfriar hasta acidez). Con la solucion acuosa 4acida se realiza el
ensayo, afadiendo 3 gotas del reactivo de Dragendorff si hay opalescencia se considera

(+) turbidez definida (++), precipitado (+++). (14)(31)
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2.3.1.5.5 ENSAYO DE MAYER

Se debe proceder de igual manera que en el ensayo de Dragendorff, hasta obtener
solucion acida. Luego afiada una pizca de cloruro de sodio en polvo, agite y filtre. Afiada
de 2 a 3 gotas de la solucion reactiva de Mayer, si hay opalescencia se considera (+)

turbidez definida (++), precipitado coposo (+++). (33)(14)

2.3.1.5.6 ENSAYO DE WAGNER

Se parte de igual manera en los casos anteriores de la solucion acida, afiadiendo 2 6 3

gotas del reactivo, clasificando los resultados de la misma forma. (14)(33)

2.3.1.5.7 ENSAYO DE RESINAS

Para detectar este tipo de compuestos, adicione a 2mL de la solucion alcohdlica, 10 mL

de agua destilada. La aparicion de un precipitado, indica un ensayo positivo (14)(33)

2.3.1.5.8 ENSAYO DE FEHLING

Permite conocer en un extracto la presencia de azucares reductores. Para ello, si la
alicuota del extracto no se encuentra en agua, debe evaporarse el solvente en bafio de
agua y el residuo redisolverse en 1 — 2 mL de agua. Se adicionan 2mL del reactivo y se
calienta en bafio de agua 5 — 10 min la mezcla. El ensayo se considera positivo si la

solucion se colorea de rojo o aparece precipitado rojo. (14)(33)

2.3.1.5.9 ENSAYO ESPUMA

Permite reconocer en un extracto la presencia de saponinas, tanto del tipo esferoidal
como triterpénica. De modo que si la alicuota se encuentra en alcohol, se diluye con 5
veces su volumen en agua y se agita la mezcla fuertemente durante 5 — 10 min.

El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del liquido de mas de

2mm de altura y persiste por mas de 2 minutos. (14) (33)
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2.3.1.5.10 ENSAYO CLORURO FERRICO (FeCls)

Permite determinar la presencia de compuestos fenolicos y/o taninos en un extracto
vegetal. Si el extracto de la planta se realiza con alcohol, el ensayo determina tanto
fenoles como taninos. A una alicuota del extracto alcoholico le adicionan 3 gotas de una
solucion de tricloruro férrico al 5% en solucion salina fisiologica. Si el extracto es acuoso
se afiade acetato de sodio para neutralizar y tres gotas de una solucion de tricloruro
férrico al 5% en solucion salina fisiologica, un ensayo positivo puede dar la siguiente
informacion general.

- Desarrollo de una coloracion rojo — vino, compuestos fenolicos en general

- Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipo Pirocatecolicos.

- Desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipo pirogalotanicos. (14) (33)

2.3.1.5.11 ENSAYO DE NINHIDRINA

Permite reconocer en los extractos vegetales la presencia de aminoacidos libres o de
aminas en general. Se toma una alicuota del extracto en alcohol, o el residuo de la
concentracion en bafio de agua, si el extracto se encuentra en otro solvente organico, se
mezcla con 2 mL de solucion al 2% de ninhidrina en agua. La mezcla se calienta 5 — 10
minutos en bafio de agua. Este ensayo se considera positivo cuando se desarrolla un color

azul violaceo. (14)

2.3.1.5.12 ENSAYO DE BORNTRAGER

Permite reconocer en un extracto la presencia de quinonas. Para ello si la alicuota del
extracto no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse el solvente en bafio de agua y el
residuo redisolverse en ImL de cloroformo.

Se adiciona 1mL hidréxido de sodio, hidroxido de potasio o amonio al 5% en agua. Se

agita mezclando las fases y se deja en reposo hasta su ulterior separacion.
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Si la fase acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado o rojo, el ensayo se considera

positivo. Coloracion rosada (++), coloracion roja (+++). (14) (33)

2.3.1.5.13 ENSAYO DE SHINODA

Permite reconocer la presencia de flavonoides en el extracto de un vegetal. Si la alicuota
del extracto se encuentra en alcohol, se diluye con 1 mL de 4cido clorhidrico concentrado
y un pedacito de cinta de magnesio metalico. Después de la reaccion se espera 5 minutos,
se aflade 1 mL de alcohol amilico, se mezclan las fases y se deja reposar hasta que se
separen.

Si la alicuota del extracto se encuentra en agua, se procede de igual forma, a partir de la

adicion del acido clorhidrico concentrado.

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

naranja, carmelita o rojo; intenso en todos los casos. (14)

2.3.1.5.14 ENSAYO DE KEDDE

Permite reconocer en un extracto la presencia de glicésidos cardioténicos. Una alicuota
del extracto en etanol se mezcla con 1 mL del reactivo y se deja reposar durante 5 a 10
minutos. Un ensayo positivo es en el que se desarrolla una coloracion violacea

persistente durante 1 a 2 horas. (14)

2.3.1.5.15 ENSAYO DE ANTOCIANIDINAS

Permite reconocer en los extractos vegetales la presencia de estas estructuras de
secuencia Cg¢-C3-C¢ del grupo de los flavonoides. Se calientan 2 mL del extracto
etanolico 10 minutos con 1 mL de HCI concentrado. Se deja enfriar y se adiciona ImL de
agua y 2 mL de alcohol amilico. Se agita y se deja separar las dos fases. La aparicion de

color rojo a marrén en la fase amilica, es indicativa de un ensayo positivo. (14)
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2.3.1.5.16 ENSAYO DE MUCILAGOS

Permite reconocer en los extractos de vegetales la presencia de esta estructura tipo
polisacarido, que forma un coloide hidréfilo de alto indice de masa que aumenta la
densidad del agua donde se extrae. Para ello una alicuota del extracto en agua se enfria a

0 7 -5 MC y si la solucién toma una consistencia gelatinosa el ensayo es positivo. (14)

2.3.1.5.17 ENSAYO DE CATEQUINAS

Para ello, tome de la solucion alcohdlica obtenida una gota, con la ayuda de un capilar y
aplique la solucion sobre papel filtro. Sobre la mancha aplique solucion de carbonato de
sodio. La apariciéon de una mancha verde carmelita a la luz UV, indica un ensayo

positivo. (14)

2.3.1.5.18 ENSAYO DE PRINCIPIOS AMARGOS

El ensayo se realiza saboreando 1 gota del extracto acuoso o del vegetal reconociendo el

sabor de cado uno de los principios, bien diferenciado por el paladar. (14)(33)

2.3.2 ELABORACION DE LA TINTURA DE GUAYUSA (llex guayusa)

La guayusa seca y triturada se mezcla en una relacion 1:1, y se afiade alcohol al 40% en
una relacion 1:2 al peso de la droga, con el fin de que se humecte, se deja durante 2 horas
con movimiento continuo. Pasadas las 2 horas, se coloca nuevamente alcohol al 40%
hasta que se tape por completo, se lo deja por 7 dias, tapado bien y con agitacion diaria.
Pasados los 7 dias se filtra a través de papel filtro y se guarda herméticamente en envases
color &mbar. A causa del alcohol la tintura s6lo se debe usar en gotas, diluida en agua, o

en otra bebida.
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2.3.3 CONTROL DE CALIDAD DE LA TINTURA DE GUAYUSA

2.3.3.1Determinacion organoléptica del extracto hidroalcohélico

A los extractos se procede a analizar el aspecto, color, olor, sabor.

- Aspecto: Extracto hidroalcohodlico se determina observando contra luz la
presencia de particulas y/o turbidez en el tubo de ensayo donde se encuentra la
muestra a ser analizada mediante visualizacion directa.

- Color: Liquido con coloracion determinada por el tinte que presenta la muestra.

- Olor: Caracteristico a las plantas

- Sabor: Caracteristico a las plantas y al solvente

2.3.3.2 Determinacion de los parametros fisico-quimicos de la tintura

2.3.3.2.1 DETERMINACION DEL INDICE DE REFRACCION

FUNDAMENTO: El indice de refraccion es una constante caracteristica de cada
sustancia, la cual representa la relacion entre el seno del angulo de incidencia de la luz y
el seno del angulo de refraccion cuando la luz pasa oblicuamente a través del medio.

Asi los refractometros utilizan como principio de medicion, la determinacion del angulo
limite el cual presenta en el campo visual un contraste claro y otro oscuro. La linea de

separacion entre ambos campos establece el d&ngulo limite de la luz incidente. (14)

MATERIALES

- Refractometro de Abbé
- Varilla de vidrio

- Vaso de precipitacion
PROCEDIMIENTO

Asi se procedié a medir la muestra directamente en el refractometro. La formula utilizada

es la siguiente:
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nZ®> = nY +0.00044 (T — 25)
Donde:
n2° = Indice de refraccién a 25°C
nf= Valor leido en la escala del aparato a temperatura t
0.00044 y 25 = Factor de correccion matematica

T= temperatura a la que se realiza la lectura (14) (31)

2.3.3.2.2 DETERMINACION DE LA DENSIDAD RELATIVA.

FUNDAMENTO: Se entiende por densidad relativa a la relacion entre masa de un
volumen de la sustancia a ensayar a 25°C y la masa de un volumen igual de agua a la

misma temperatura. Este término equivale a peso especifico. (14)

MATERIALES

- Picnémetro

- Balanza analitica

PROCEDIMIENTO

Primeramente pésese el picnometro vacio y seco a 2°C y llénese con la porcion de
ensayo, manténgalo a la temperatura de 25°C (£1°C) durante 15 min y ajustesele el
liquido al nivel empleado, si es preciso, una tira de papel para extraer el exceso secar

exteriormente el picnometro.

Se pesa cuidadosamente el picnémetro con la porcion de ensayo y se repite la operacion

con el agua destilada a 25°C, después de limpiar el picnémetro. (14)
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Expresion del resultado:

La densidad relativa a 25°C se calcula por la siguiente férmula:

M, - M

Dys = ———
25 M, — M

Donde:

M= peso del picnometro con la muestra (g)
M,= peso del picnémetro con el agua (g)

M = peso del picnometro vacio (g)

Los resultados se aproximan hasta la tercera cifra (14)(33)
2.3.3.2.3 DETERMINACION DEL pH

FUNDAMENTO: La acidez o la alcalinidad de las soluciones acuosas se caracterizan
por el valor del indice de hidrogeno, pH. El pH es por tanto un indice numérico que se
utiliza para expresar la mayor o menor acidez de una solucion en funciéon de los iones

hidrogenos. Se calcula tedricamente mediante la ecuacion:
pH = —loga [H]
a [H'] = actividad de los iones hidrogeno.

En la practica la medicion del pH se lleva a cabo por medio de la lectura del pH en la
escala de un instrumento medidor de pH. Esta lectura esta en funcién de la diferencia de
potencial establecida entre un electrodo indicador y un electrodo de referencia usando
como solucidén de ajuste de la escala del medidor de pH, una solucion reguladora del

mismo. (14)
MATERIALES

- Medidor de pH con electrodo de vidrio combinado
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PROCEDIMIENTO

Ajuste el equipo con la solucion reguladora de pH adecuada al rango en que se realizara

la determinacion. Posteriormente se determind el valor del pH de la muestra. (14)(33)

2.3.3.3 Determinacion de microorganismos contaminantes.

2.3.3.3.1 METODO DE CONTEO DE AEROBIOS MESOFILOS TOTALES EN
PLACA.

Pesar 25¢g de tintura en un erlenmeyer estéril

Agregar 250 mL de agua peptonada al 0.1% estéril y homogenizar; de este modo
se obtiene una dilucién de 10 ™!

Dejar reposar por 1h

De esta dilucion, tomar 1 mL y mezclar con 9 mL de agua peptonada 0.1 % y
obtener una dilucion 10 . De este modo realizar otras diluciones

Se preparan tubos de ensayo tapa rosca con 15 mL de medio de cultivo PCA
(platecount Agar).

A cada tubo con 4gar se adiciona 1 mL de la dilucion preparada en el agua
peptonada al 0.1%

Homogenizar en un vortex, y el contenido de cada tubo verter en cajas petri
Incubar a 35+ 200C por 48 h

Transcurrido este tiempo, realizar la lectura

Contar las colonias que se desarrollan y se anota el resultado de las placas con mayor

numero de colonias. (10)

2.3.3.3.2 DETERMINACION DE COLIFORMES TOTALES

Prueba presuntiva.
Pesar 25g de tintura en un erlenmeyer estéril
Agregar 250 mL de agua peptonada al 0.1% estéril y homogenizar; de este modo

se obtiene una dilucion de 10 !
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— Dejar reposar por lh

— De esta dilucion, tomar 1 mL y mezclar con 9 mL de agua peptonada 0.1 % y
obtener una dilucion 10 2.

— Incubar por 24 —48 ha 35 £ 200C

— Observar si existe turbidez en el caldo lactosado y/o presencia de burbujas en la

campana Durham (fermentacion con formacion de gas)

2. Prueba Confirmatoria

— De los tubos positivos en el caldo lactosado tomar 2 o 3 asadas y sembrar en
tubos 10 mL de caldo Brilla

— Incubar por 24 —48 ha 35 £2[1C

— Observar si existe turbidez en el caldo lactosado y/o presencia de burbujas en la
campana Durham (fermentacion con formacion de gas)

— Los resultados se interpretaran segun la tabla de No 3

TABLA No 9. Interpretacion del NMP para la determinacion de coliformes totales

Combinacion de tubos | NMP | Combinacién De Tubos | NMP
0-0-0 13 3-0-0 23
0-0-1 3 3-0-1 39
0-1-0 3 3-0-2 64
1-0-0 4 3-1-0 43
1-0-1 7 3-1-1 75
1-1-0 7 3-1-2 120
1-1-1 11 3-2-0 93
1-2-0 11 3-2-1 150
2-0-0 9 3-2-2 210
2-0-1 14 3-3-0 240
2-1-0 15 3-3-1 260
2-1-1 20 3-3-2 1100
2-2-0 21 3-3-3 112400

FUENTE: Caceres. Armando. Control de calidad Microbiolégico de materia prima y productos fitofarmacéuticos. Fanmaya. Guatemala.
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2.3.3.3.3 DETERMINACION DE COLIFORMES FECALES.

a). PRUEBA PRESUNTIVA.

Se procede de igual forma que en la prueba presuntiva para Coliformes totales.

b). PRUEBA CONFIRMATORIA.

De los tubos positivos en caldo lactosado tomar 2 6 3 asadas y sembrar en tubos
10 mL de caldo EC.

Incubar por 24-48 ha 35+ 207 C.

Observar si existe turbidez en el caldo lactosado y/o presencia de burbujas en la
campana Durham (fermentacion con formacion de gas).

Los resultados se interpretaran segtin la tabla de NMP. (31)

2.3.3.3.4 METODO DE CONTEO DE MOHOS EN PLACA

Pesar 25 g de tintura en un erlenmeyer estéril.

Agregar 250 mL de agua peptonada al 0.1% estéril y homogenizar; de este modo
se obtiene una dilucion de 107,

Dejar reposar por 1 hora.

De esta dilucion, tomar 1 mL y mezclar con 9 mL de agua peptonada 0.1% y
obtener una dilucion de 107,

Preparar cajas petri con medio de cultivo OGY.

Sobre las cajas petri colocar 0.1 mL de las diluciones respectivas y extender
mediante un extensor de vidrio.

Incubar a temperatura ambiente por 5-7 dias.

Realizar el contaje.

El recuento del numero de colonias formadas no debe ser mayor de 100 Colonias/caja.

G1)
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2.3.4 EXTRACCION DE LA CAFEINA
a) Extraccion liquido-solido. Reflujo
1. Pesar en la balanza 50 g del vegetal

2. Colocar la yerba mate previamente molida, en un matraz redondo de 500 ml y afiadir
200ml de agua destilada. El matraz, a su vez, se introduce en un calefactor eléctrico o

bien en un bafio maria.

3. Conectar el matraz redondo al refrigerante (sujetos por un soporte universal mediante

pinzas). Proceder a poner en marcha el sistema y calentar a reflujo durante 30 min.
4. Filtrar al vacio en caliente.

5. Anadir 5 g de Na2CO3 y agitar hasta que el so6lido se disuelva.

6. Dejar enfriar la solucion.

b) Extraccion liquido-liquido

1. Colocar la solucion acuosa después del reflujo y de haber sido tratada con carbonato

sodico en un embudo de decantacion de 250 ml y afiadir 15 ml de cloroformo.

2. Tapar, agitar suavemente durante unos minutos para evitar la formacién de emulsiones

y recoger la fase organica (la mas densa).
3. Agregar otra vez otros 15 ml de cloroformo y extraer nuevamente.
¢) Rotavapor

1. Pesar el matraz redondo perfectamente limpio y seco, e introducir las fases organicas

resultantes de la extraccion.

2. Agregar pequetias cantidades de Na2S04 anhidro al extracto organico para absorber el

agua remanente.

3. Colocar en el rotavapor conectado a una bomba de vacio y poner el redstato a 60 °C de

temperatura. En caso de no contar con un rotavapor se puede hacer una destilacion
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simple cuidando que la temperatura no suba mucho (se puede emplear un bafio de agua

para calentar).

4. Dejar enfriar y pesar el matraz redondo con la cafeina solida, obteniendo el

rendimiento.

d) Recristalizacion

1. Disolver la cafeina en acetona, calentando y afiadiendo a continuacién éter de petroleo
gota a gota hasta que aparezca una ligera turbidez.

2. Dejar enfriar lentamente a temperatura ambiente, hasta que aparezcan los cristales de

cafeina purificada.

3. Filtrar los cristales al vacio.

4. Recoger los cristales en una cépsula de porcelana previamente tarada.

5. Dejar secar a temperatura ambiente (bien tapada) y pesar el contenido de cristales.
CALCULOS

g de cristales de cafeina

Concentracion media de cafeina %p/p = g del vegetal

2.3.5 EXTRACCION DE LOS ALCALOIDES TOTALES

e Poner 50 g de planta molida, 10 g de carbonato calcio en polvo y 150 ml de agua
en un matraz de tres bocas equipado con un condensador de reflujo durante
aproximadamente 20 minutos, usando una manta de calefacciéon o un mechero
Bunsen.

e Durante el calentamiento del matraz y se agita a intervalos de tiempo preparando
un aparato de filtracion al vacio, usando un matraz de vacio de 500 ml. Al final de
ebullicion y cuando los solidos se depositan, filtrar la solucion a vacio a través de
un embudo Buchner, utilizando el tipo de papel de filtro.

e Enfriar el filtrado a temperatura ambiente y extraerlo en un embudo de separacion

con éter etilico.
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e Si se agita demasiado duro el embudo de separacion, se forma una emulsion
desagradable, que solo puede romperse con dificultad. Para evitar esto, dar la
vuelta con cuidad el embudo de separacion y mezclar el contenido mediante
agitacion durante 5 minutos usando un movimiento oscilante.

e Durante este periodo llevar ocasionalmente el embudo cautelosamente en una
posicion vertical.

e Dejar en reposo las capas hasta que se forme una interfaz definida entre ellos.

e Recoger la fase organica (18)

2.3.6 ANALISIS CROMATOGRAFICO DE ALTA EFICEIENCIA (HPLC) DE LA
CAFEINA EXTRAIDA

La cromatografia de liquidos es una técnica de separacion que utiliza una fase movil
liquida, es ideal para la separacion de macromoléculas de interés biologico y de
compuestos ionicos, ya que no depende de la volatilidad o estabilidad térmica de los

componentes. (20)

PROCEDIMIENTO

Fase movil: metanol — agua (30:70)
El agua utilizada para HPLC debe ser bidestilada

a) Preparacion de los patrones de cafeina
e Pesar 0.05g de estandar de cafeina

e Transferir a un balon de 100mL y aforar con metanol — agua (30:70)
e Pipetear 0.25mL de la solucion madre
e Transferir a un balon de 25ml y aforar con metanol — agua (30:70)

e Filtrar

b) Preparacion de las muestras problema
e Pesar 0.05g de la cafeina extraida de la planta

e Transferir a un balon de 100mL y aforar con metanol — agua (30:70)

e Pipetear 0.25mL de la solucion madre



-69 -

e Transferir a un balon de 25ml y aforar con metanol — agua (30:70)
e Filtrar

e Serealiza lo mismo con la cafeina extraida del te comercial de guayusa.

¢) Analisis de las muestras

e Se inyecta el estandar y las muestras respectivamente

e Determinacion de la concentracion de cada muestra

e La medida del tiempo de retencion y del area de los picos de los cromatogramas
obtenidos de los patrones y las muestras problemas son los pardmetros utilizados
en la cuantificacion de cafeina.

e Se extrapol6 la altura del pico correspondiente a la muestra problema en la curva
estandar y se obtuvo la concentracion de la muestra inyectada. A partir de éste
resultado se calculo la cantidad de cafeina presente en la muestra problema

inicial para lo que se tuvo en cuenta las diluciones realizadas.

2.3.7 ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO UV DE LA CAFEINA EXTRAIDA

La espectrofotometria UV- visible es una técnica analitica que permite determinar la
concentracion de un compuesto en solucion. se basa en que las moléculas absorben las
radiaciones electromagnéticas y a su vez que la cantidad de luz absorbida depende de
forma lineal de la concentracion. Para hacer este tipo de medidas se emplea un
espectrofotometro, en el que se puede seleccionar la longitud de onda de la luz que pasa

por una solucion y medir la cantidad de luz absorbida por la misma. (33)

Procedimiento

— Pesar 0.05g de la cafeina extraida de la planta.

— Aforar con HCI1 0.1 N a 100 mL.

— Tomar una alicuota de 0.5 mL

— Aforar con HCI1 0.1 N a 25 mL.

— Preparar soluciones de la cafeina extraida de la planta a concentraciones de; 2, 5,

10, 15, 20, 25 ppm.
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Aforar con HCL 0.1 N

Determinar la absorbancia a 273 nm. (15)

Como patrén se emplea la cafeina estdndar la misma q se prepara a una
concentracion de 2, 5, 10, 15, 20 y 25 ppm para poder realizar la curva de
calibracion.

El blanco consisti6 en una solucion de HC1 0.1 N (15)

Calculo:

CiVi=GCV,

Se realiza el mismo procedimiento con la cafeina extraida del te comercial de guayusa.

2.3.8

ANALISIS CROMATOGRAFICOEN CAPA FINADE LA CAFEINA
EXTRAIDA

Mezclar 50 mg de la cafeina extraida de la planta con 10 mL de metanol.

Usar la solucion para la cromatografia.

Se aplica 10uL de la solucion en una placa cromatografica de silica gel 60 Fs4
con la ayuda de un capilar.

Dejar secar después de cada aplicacion

Se introduce la placa en la cuba cromatografica, hasta que el solvente recorra las
% partes de la placa.

Retirar de la cuba y dejar secar para luego observar en la lampara UV 365 nm
Revelar la placa y dejar secar, calentar en la estufa y anotar los Rf.

Como solucidn para la aplicacion en la placa cromatografica se puede usar la

tintura.

Adsorbentes: Silica gel 60 Fjs4
Sistema de solventes: acetato de etilo - metanol - agua (100:13.5:10)(21)

Revelado: Iodo — Ioduro de potasio en HCI.

Calculo

distancia recorrida de la muestra

distancia recorrida del solvente
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2.3.9 ACTIVIDAD ADELGAZANTE DE LA GUAYUSA (/lex guayusa)

— Se escogi6 18 ratones de la misma edad y peso similar, ente hembras y ratones.

— Se les separo6 en 6 grupos conformados de tres cada uno

— A 5 de los 6 grupos se les dio una dieta hipercalorica, mientras q al otro grupo se
les mantuvo con la dieta normal.

— Se les alimento con la dieta hipercalorica durante 5 semanas

— Se les peso cada dia

— Para los resultados se toma en cuenta el peso que presentaban cada semana

Actividad adelgazante: se buscO una respuesta del organismo a diversas sustancias
administradas, que posiblemente funcionenincrementando la liberacion de catecolaminas
y por ello la termogénesis, la beta-oxidacion de los acidos grasos y los mecanismos de
lipolisis, aumenta la diuresis lo que favorece al tratamiento de la retencion de liquidos.

Se trabajo con ratones (Mus musculus) del bioterio de la Escuela de Bioquimica y
Farmacia de la ESPOCH, los cuales fueron divididos en grupos, blanco (ratones sin
sobrepeso y sin tratamiento), control positivo (ratones con sobrepeso tratados con el té
adelgazante comprobado), un control negativo (ratones con sobrepeso sin tratamiento) y
dos grupos mas, al primero con la dosificacion simple de la tintura y al segundo grupo
tomo la tintura en dosis doble. Todos los grupos constaron de 3 ratones, a los cuales se
les tomo el peso antes de iniciar el tratamiento, y posteriormente cada dia pero se tuvo en

cuenta el peso semanal

TABLA No 10. DESCRIPCION DEL DISENO EXPERIMENTAL

GRUPO | BLANCO | CONTROL (+) | CONTROL (-) | TINTURA DE | TINTURADE | EXTRACTO
GUAYUSA GUAYUSA RICO EN
(DOSIS
(DOSIS CAFEINA
DOBLE)
SIMPLE)
Gl Bl Ol Cl1 X1 Y1 Z1
G2 B2 02 C2 X2 Y2 72
G3 B3 03 C3 X3 Y3 Z3




=72 -

En donde:

B= Ratones sin sobrepeso y sin tratamiento

O= Ratones con sobrepeso tratados con un té adelgazante comprobado.
C=Ratones con sobrepeso sin tratamiento

X=Ratones con sobrepeso tratados con la tintura de guayusa a dosis simple.
Y=Ratones con sobrepeso tratados con la tintura de guayusa a dosis doble.

Z=Ratones con sobrepeso tratados con un extracto rico en cafeina.
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CAPITULO III

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.CONTROL DE CALIDAD DROGA CRUDA

Se realizo el control de calidad de la planta seca y pulverizada de guayusa (Ilex guayusa),
con muestras por triplicado para cada prueba, con lo que se obtuvo los siguientes
resultados:

CUADRO No. 1 RESULTADOS DEL CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA SECA Y PULVERIZADA

DE GUAYUSA (llex guayusa). LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.RIOBAMBA. ABRIL DEL 2012.

Parametro GUAYUSA
Determinacion de humedad (%) 9,94
Determinacion de cenizas totales (%) 5,79
Determinacion de cenizas solubles en agua (%) 4,82
Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico (%) 0.72

3.1.1. DETERMINACION DE HUMEDAD
TABLA No 11. Normativos del control de calidad para la humedad

PARAMETRO
NORMATIVA Humedad maxima (%)
Guayusa
Norma Ecuatoriana de Fitoterapicos 7-15
HIDALGO, J.2010. Tesis. (32) 11,38
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La presencia de exceso de agua en las drogas vegetales, puede promover el crecimiento
de hongos, insectos y la hidrolisis de constituyentes que provocar el deterioro de la
droga. Es por ello, que la determinacion del contenido de humedad en la materia prima,
es un parametro de control de calidad, por lo tanto se realiz6 el andlisis en la planta seca
de guayusa presentando un porcentaje de humedad del 9,94%, este valor se encuentra en

el rango permitido segun lo indica las normativas de la Tabla Nol1.

3.1.2. DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES

TABLA No 12. Normativos del control de calidad

PARAMETRO

NORMATIVA Cenizas totales (%)

Guayusa

9,23
HIDALGO, J. 2010. Tesis. (32)

Cenizas solubles en agua %

7
Norma Ecuatoriana de Fitoterapicos

Cenizas insolubles en acido
clorhidrico %

HIDALGO, J. 2010. Tesis. (32)
0,87

Parametros del control de calidad de la droga 1.7
cruda. (56)

Otro indice numérico de interés para el analisis de calidad de una droga es el valor
correspondiente a las cenizas totales, el cual da un indice de mayor o menor cantidad de
componentes inorganicos y de sales minerales en la droga, en el caso de la guayusa el
valor de la ceniza total es de 5,79%, este valor se encuentra dentro de las normativas

seflaladas en la Tabla Nol2.
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3.1.3. DETERMINACION DE CENIZAS SOLUBLES EN AGUA

Se establecio que el valor de esta determinacion para guayusa es de 4,82%, lo cual indica
que se encuentra dentro de los valores permitidos tal y como indica la Norma

Ecuatoriana de Fitoterapicos (Cuadro Nol).

3.1.4. DETERMINACION DE CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO
CLORHIDRICO

Es el residuo que queda tras extraer las cenizas totales o las sulfuricas con HCI. La silice
es insoluble en HCI, por lo que indican presencia de arena o tierra, en el caso de la
guayusa se determind que el contenido de cenizas insolubles en acido clorhidrico es de

0,72%, resultado que se encuentra conforme las normativas de la Tabla No. 12

Los datos de las determinaciones realizadas a la guayusa nos indican que la planta fue

cosechada en condiciones y tiempo adecuado.

3.1.5. TAMIZAJE FITOQUIMICO

El tamizaje fitoquimico se realizd con el fin de reconocer la presencia de metabolitos
secundarios en la planta de guayusa. Se trabajoé con extractos: etéreos, alcoholicos y
acuosos a partir de la droga seca y pulverizada, asi se pudo determinar cualitativamente

los principales grupos quimicos presentes en planta de guayusa.

CUADRO No. 2 TAMIZAJE FITOQUIMICO DE LA DROGA SECA Y PULVERIZADA DE LA GUAYUSA
(llex guayusa). LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
ABRIL DEL 2012.

Ensayo Metabolito Ex. etéreo Ex. alcohdlico Ex.Acuoso
Sudan Aceites y grasas + - -
Baljet Lactonas y cumarinas - - -
Dragendorff Alcaloides ++ +++ +++

Mayer Alcaloides - ++ +
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Wagner Alcaloides +++ ++ +++
L-B Triterpenos y/o esteroides - + -
Catequinas Catequinas - - -
Resinas Resinas - - -
Fehling Azucares reductores - + ++
Espuma Saponinas - + -
FeCl, Taninos - ++ -
Borntrager Antraquinonas - - -
Shinoda Flavonoides - - -
Antocianidinas Flavonoides - - -
Mucilagos Mucilagos - - -
Pr. A Pr. A - - -

Interpretacion de la tabla: (-) no presencia del Metabolito, (+) baja evidencia, (++)

evidencia, (+++) alta evidencia

Al realizar el tamizaje fitoquimico se determind que los resultados concuerdan con los de
bibliografia en la que mencionan que la guayusa contiene taninos derivados del catenol,
esteroides, quinonas, alcaloides tipo cafeina (hasta un 2,3%), saponinas, flavonoides,

aceites esenciales y triterpenos. (12) (48).

Se debe tener en cuenta que la prueba de alcaloides dio positivo para el extracto acuosos,
etéreo y alcoholico, debiéndose a su alto contenido de cafeina en la planta, especialmente
en sus hojas que tiene cantidades superiores a las del café (hasta un 1,5%) de acuerdo a
Bernal H y Gupta M, la misma que ayuda a asegurar la supervivencia de la planta ya que
constituye un potente pesticida e insecticida que repele o mata el ataque de insectos,
mientras que en el ser humano tiene efectos estimulantes, diuréticos y de

termogénesis.(57)
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3.2.CONTROL DE CALIDAD DE LA TINTURA DE GUAYUSA (Ilex guayusa)

El empleo de métodos fisico — quimicos de analisis, permite establecer la calidad de los

extractos obtenidos a partir de drogas crudas. La tintura de guayusa se obtuvo con etanol

al 40% durante 15 dias.

3.2.1. DETERMINACION ORGANOLEPTICA DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO

CUADRO No.3 DETERMINACION ORGANOLEPTICA DE LA TINTURA DE GUAYUSA. LABORATORIO
DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. ABRIL DEL

2012.
Parametro Resultado
Color Café oscuro
Olor Caracteristico, agradable
Aspecto Uniforme, opaco, no transliicido, sin precipitacion
Sabor Inicialmente dulce, amargo y desagradable al final

En la determinacion organoléptica de la tintura los parametros en el cuadro No 3, son
caracteristicos de la planta, al igual que el sabor y olor, sin embargo antes de la
administracion a los ratones se evaporo6 el alcohol y se diluy6 en solucion salina para asi

evitar dafiar el estdbmago de los animales de experimentacion.

3.2.2. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS FISICO- QUIMICOS DE
LA TINTURA

CUADRO No.4 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS FISICO QUIMICOS DE LA TINTURA DE
GUAYUSA. LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. MAYO DEL 2012.

Parametro Resultado
Indice de refraccion 1.39
Densidad relativa 0.9613 g/mL

Grado alcoholico 33.37%
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pH 6.23

Solidos Totales 1.63%

El indice de refraccion es una determinacion muy util como medio de identificacion y
comprobacion de la pureza de una sustancia. El valor determinado a la tintura de guayusa
fue de 1,39, valor que concuerda con el expuesto por Hidalgo, J.(32), al comprobarlo con
el del agua se comprueba que es mayor (1.333) indicando que fueron extraidos
compuestos quimicos en el solvente utilizado que tienen la propiedad de refractar la luz

en correspondencia con su estructura quimica.(24).

La densidad relativa fue de 0.9613g/mL, indica que el proceso de extraccion fue
realizado de manera correcta, indicando la presencia de metabolitos.

El pH de la tintura fue 6.23, que al compararlo con el pH del solvente es decir del alcohol
al 40% fue de 6.92, nos da una idea de que la tintura tiende a la acidez. Este parametro no

concuerda con lo expuesto por Hidalgo, J. (32).

A mayores valores de solidos totales mayor probabilidad de existencia de metabolitos
activos presentes. Este parametro no refiere exclusivamente la cantidad de principios
activos disueltos, pero si puede dar una medida de que a mayor valor del mismo la

cantidad de estos metabolitos debe ser mayor. (24)

3.2.3. CUANTIFICACION DE LA CAFEINA DE LA TINTURA POR ANALISIS
CROMATOGRAFICO DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

CUADRO No.5 CUANTIFICACION DE CAFEINA DE LA TINTURA DE GUAYUSA (llex guayusa).ABRIL

DEL 2012.
Componente Tiempo de Area Altura Concentracion, mg/mL
retencion ppm muestra
Cafeina estandar 9.950 75,95 4.841 5

Tintura de guayusa 9.883 195,64 13.161 12.88 3,22
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Lo que nos indica el analisis en el HPLC es que la concentracion real de la cafeina
presente en la tintura de guayusa es de 12,88ppm, lo que nos indica que hay 3,22 mg/mL

muestra.

3.2.4. DETERMINACION DE MICROORGANISMOS CONTAMINANTES

CUADRO No.6 ANALISIS MICROBIOLOGICO PARA LA TINTURA DE GUAYUSA. LABORATORIO DE
PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. MAYO DEL

2012.
Parametro Valores encontrados OMS 2007 Congreso Nacional(51)
Aerobios mesofilosufc/g 4x10° 10° <10
Coliformes fecales y E. coliufc/g 0 10 No menciona
Levaduras y hongos ufc/g 0 10° <10’

El andlisis microbioldgico nos indica que la tintura de guayusa es inocua para el
consumo humano ya que todos los pardmetros que se determinaron se encuentran dentro

de los limites permitidos por la OMS 2007.

3.3.EXTRACCION DE LA CAFEINA

CUADRO No.7 EXTRACCION DE CAFEINA DE LA PLANTA Y DEL TE COMERCIAL DE GUAYUSA
(lllex guayusa).ABRIL DEL 2012.

Concentracion media de la cafeina %p/p

Planta de guayusa 1.31

Té comercial de guayusa 1.15

Se realizo la extraccion de la cafeina de la planta y del t¢ comercial de guayusa (/lex
guayusa) y se pudo determinar que el contenido de cafeina en el t€ es menor que en el de
la planta, debiéndose esto a que la produccion de metabolitos secundarios esta
influenciada por tres factores: 1. analogia estructural (quimiotaxonomia), 2. ontogenia

(estado de desarrollo) y 3. factores ambientales, segin Nufiez M. (51).
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El porcentaje que se obtuvo de la extraccion fue de 1,31 para la planta de guayusay 1.15
para el té comercial de guayusa, estos valores concuerdan con lo expuesto por el Dr.

Andrade que afirma que el contenido de cafeina en la guayusa es de hasta un 2.3%. (4)

3.3.1. ANALISIS CROMATOGRAFICO EN CAPA FINA (TLC) DE LA
CAFEINA EXTRAIDA

La cromatografia se realizdo en placas de silica gel, con un sistema de solventes

caracteristico para alcaloides.

(a) (b) (c)

FOTOGRAFIA No. 1 Cromatografias en capa delgada de la Guayusa (llex guayusa); en placas de
Silica gel 60 F2s4; sistema de solventes: Acetato de etilo — acido férmico —
acido acético glacial - agua (100:13,5:10); Revelador Yodo — Yoduro de potasio
- HCI.

(a) cafeina estandar
(b) cafeina extraida de la planta de guayusa

(c) cafeina estandar

CUADRO No. 8 RESULTADOS DEL TLC PARA CAFEINA EXTRAIDA DE LA GUAYUSA (lllex
guayusa). MAYO 2012.

Banda observada Rf Compuesto identificado

1 0.57 Cafeina




-81 -

La cromatografia de capa fina para la presencia de cafeina de la guayusa, tuvo la
presencia de 1 componente evidente a la camara UV con el Rf mostrado en el cuadro No
8, esto en la placa sin revelar, al aplicar el revelador I, -KI - HCI la mancha permanecio y
tomo un color marron obscuro mostrada en la Fotografia Nol (b), como se muestra en
Wagner H (21) y con la cafeina estindar que se hizo correr en otra placa de silica gel

teniendo que las dos manchas presentan las mismas caracteristicas fisicas y un Rf similar.

3.3.2. ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO UV DE LA CAFEiINA
EXTRAIDA

CURVA DE ABSORBANCIA VS CONCENTRACION

1,4 y = 0,046x + 0,059
p 4 R2=0,997

1,2

1

0,8

/ @ Absorbancia, UA
0,6 /
0,4

/ ——Lineal
0,2 (Absorbancia, UA)
0 T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30

Absorbancia

Concentracion, ppm

GRAFICO No. 1. CURVA DE ABSORBANCIA VS CONCENTRACION DE CAFEINA ESTANDAR
PARA CUANTIFICACION DE LA CAFEINA EXTRAIDA DE LA PLANTA DE
GUAYUSA Y DEL TE COMERCIAL DE GUAYUSA. LABORATORIO DE ANALISIS
INSTRUMENTAL. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. ENERO DEL

2012.

CUADRO No.9 CUANTIFICACION (UV) DE CAFEINA DE LA PLANTA Y DEL TE COMERCIAL DE
GUAYUSA (llex guayusa).ABRIL DEL 2012.

Muestra Absorbancia Concentracion mg/g
muestra
Planta 0,476 8,88 ppm 888

T¢é comercial 0,446 8,25 ppm 825
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En el caso de la cuantificacion de la cafeina extraida de la planta de guayusa y del té
comercial de guayusa, se remplazo los valores de las absorbancias obtenidas en la
ecuacion de la curva de calibracion de cafeina estandar (grafico Nol), asi se obtuvo un
valor de 8,88 ppm para la guayusa, o 888mg de cafeina/g planta, lo cual indica que tienen

una pureza del 88,8%.

3.3.3. ANALISIS DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(HPLC) DE LA CAFEINA EXTRAIDA

CUADRO No. 10 CUANTIFICACION (HPLC) DE CAFEINA DE LA PLANTA Y DEL TE COMERCIAL DE
GUAYUSA (llex guayusa).ABRIL DEL 2012.

Componente Tiempo de Area Altura Concentracion, mg/g
retencion ppm muestra

Cafeina estandar 9.567 143,568 7.685 5

Cafeina extraida de 9.183 136.491 7.563 4.75 950.70

la planta guayusa

Cafeina del té de 8.983 832.889 47.517 29.01 725.17

guayusa

Lo que nos indica el analisis en el HPLC es que la concentracion real de la cafeina
extraida de la planta y del te comercial de guayusa es de 4,75 y 29,0lppm
respectivamente. Se puede observar que la cafeina tiene una pureza del 95.07%

Sabiendo que el HPLC es un método de analisis mas eficaz que el UV, ya que su
elevada resolucion permite la purificacion de rutina de mezclas cuya separacion no se
consigue por otras técnicas y su elevada sensibilidad permite la valoracion cuantitativa
de cantidades de material menores del picomol, segin Tunez I y Mufioz C (42), se
justifica que exista una diferencia del % de pureza que dan los dos métodos de analisis

realizados.
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3.4.ACTIVIDAD ADELGAZANTE DE LA TINTURA DE GUAYUSA (llex

guayusa).

Se analizo6 la actividad adelgazante de la tintura de guayusa mediante la administracion
oral del extracto hidroalcoholico a 6 ratones, a los cuales se les dividieron en dos grupos
de 3 cada uno, se trabajo con 2 dosis del extracto, y se obtuvo:

1) Grupo de dosis simple la cual consistio en 0.10mL

2) Grupo de dosis doble consistio en 0.20mL aproximadamente ya que se calculaba
segun el peso del raton (ANEXO 7 y 8).

También se considerd para el estudio los siguientes grupos:

3) Grupo blanco el mismo que se le mantuvo con la comida normal de para un raton
(4pelets) durante el tiempo de estudio.

4) Grupo control negativo al cual se le mantuvo con una dieta hipercaldrica durante el
tiempo de estudio pero no se le, administré ninguna sustancia adelgazante.

5) Grupo control positivo al que se les administré un té que tiene efectos adelgazantes
comprobados.

6) Grupo ERA, se les administr6é un extracto rico en alcaloides.

Se realizaron las respectivas mediciones de peso, al iniciar el tratamiento, cada dia, hasta
el final del periodo de estudio. Para el andlisis se considerd importante trabajar con el
peso que presentd cada raton al término de la semana y los resultados obtenidos se

muestran a continuacion:

CUADRO No. 11 DATOS DE LA DIFERENCIA DE PESO DE CADA GRUPO DE ESTUDIO DESPUES DE
LA ADMINISTRACION DE LA TINTURA DE GUAYUSA EN RATONES ( Mus
musculus) CON SOBREPESO INDUCIDO. FEBRERO 2012.

GRUPOS SEMANA1 SEMANA2 SEMANA3

Blanco -0,2 -0,4 -0,5
Blanco -0,2 -0,1 -0,2
Blanco -0,1 -0,2 -0,3
C. Negativo -0,6 -1,1 -2,4
C. Negativo -0,5 -2,2 -2,9
C. Negativo -0,2 -1,3 -1,9
C. Positivo 0,2 0,7 1,4
C. Positivo 0 0,7 1,7
C. Positivo 0,1 0,5 1,2

Dosis Simple 0,4 1 2,4
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Dosis Simple 0,7 1,9 2,5
Dosis Simple 0,5 1,1 2,2
Dosis Doble 0,4 1,9 3,5
Dosis Doble 0,6 1,9 3,2
Dosis Doble 0,7 1,6 3

ERA 1,6 2,1 3,6
ERA 1,9 2,6 3,8
ERA 0,9 1,6 3,7

CUADRO No. 12 ANALISIS ESTADISTICODE LA DIFERENCIA DE PESOS DEL ESTUDIO DE
COMPROBACION DEL EFECTO ADELGAZANTE DE LA TINTURA DE GUAYUSA
EN RATONES ( Mus musculus) CON SOBREPESO INDUCIDO. FEBRERO 2012.

Tratamiento N Media Mediana Varianza Desviacién Minimo Maximo
tipica
Dosis Simple 9 1.4111 1.1000 0.7061 0.8403 0.4000 2.5000
Blanco 9 -0.2444 -0.2000 0.0178 0.1333 -0.5000 -0.1000
Dosis Doble 9 1.8667 1.9000 1.3650 1.1683 0.4000 3.5000
Control + 9 0.7222 0.7000 0.3594 0.5995 0.0000 1.7000
ERA 9 2.4222 2.1000 1.1244 1.0604 0.9000 3.8000
Total 45 1.2356 1.0000 1.5273 1.2359 -0.5000 3.8000

Los resultados del cuadro No 12, indican que las medias de la diferencia de los pesos de

los ratones de cada grupo tratamiento son diferentes, sin embargo no se puede definir si

la diferencia entre medias es significativa y inicamente la media del grupo blanco es la

que nos da con valor negativo lo que indica que en vez de bajar de peso los ratones

subieron, teniendo en cuenta que ha este grupo no se le realizd ningun tratamiento ni de

engorde ni de adelgazamiento.

Observando la desviacion tipica podemos darnos cuenta que el grupo mas homogéneo es

el del control positivo ya que presenta menor valor de desviacion tipica; es decir en este

grupo la diferencia de peso al inicio del tratamiento y segun avanzaba las semanas es

similar entre los tres ratones que conforman el mismo, mientras que en el que se

encuentra datos mas dispersos es el de Dosis doble.
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CUADRO No. 13 ANOVA DE DOS FACTORES PARA LAS VARIABLES DE TRATAMIENTO VS TIEMPO
JULIO2012.

Anova Dos Factores

Variable Respuesta: PESO

Variable(s) Explicativa(s): TRATAMIENTO, SEMANA

Numero de Casos: 45
ANOVA
Suma de G.L. Cuadrado F-valor p-valor
Cuadrados Medio
TRATAMIENTO 38.6209 4 9.6552 38.2487 0.0008E-9
SEMANA 18.9898 2 9.4949 37.6135 0.0010E-6
Residual 9.5924 38 0.2524
Total (corr.) 67.2031 44

Para realizar el analisis del cuadro No 13 se debe plantear las siguientes hipotesis:

Ho: Que los diferentes tratamientos administrados no influyen en la disminucion de peso

en los ratones.

Hi: Los tratamientos administrados influyen en la disminucion de peso en los ratones.
Para lo cual: Si p [1 o Rechazo la hipétesis nula. O si p [1 a acepto la hipotesis nula.

En nuestro analisis, el valor de p fue de 0.0008E-9 siendo menor a a que tiene un valor

de 0.05. Por lo que rechazamos la hipotesis nula de que los diferentes tratamientos

administrados no influyen en la disminucion de peso de los ratones.

CUADRO No. 14 ANOVA DOS FACTORES. COMPARACIONES MULTIPLES. MODELO SIN
INTERACCIONES CON I.C.HSD DE TUKEY AL 95%. JULIO 2012

Anova Dos Factores. Comparaciones Multiples

Variable Respuesta: PESO
Variable(s) Explicativa(s): TRATAMIENTO, SEMANA
Numero de Casos: 45

Modelo sin interacciones

con I.C. HSD de Tukey al 95.0%

TRATAMIENTO N Media Grupos
Homogéneos
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BLANCO 9 -0.2444 X
POSITIVO 9 0.7222 X
DOSIS SIMPLE 9 1.4111 X
DOSIS DOBLE 9 1.8667 XX
ERA 9 2.4222 X
Contraste Diferencia +/- Limite
BLANCO VS DOSIS DORBLE *-2.1111 *0.6781
BLANCO VS DOSIS SIMPLE *-1.6556 *0.6781
BLANCO VS ERA *-2.66067 *0.6781
BLANCO VS POSITIVO *~0.9667 *0.6781
DOSIS DOBLE VS DOSIS SIMPLE 0.4556 0.6781
DOSIS DOBLE VS ERA -0.5556 0.6781
DOSIS DOBLE VS POSITIVO *1.1444 *0.6781
DOSIS SIMPLE VS ERA *-1.0111 *0.6781
DOSIS SIMPLE VS POSITIVO *0.6889 *0.6781
ERA VS POSITIVO *1.7000 *0.6781

* Diferencia estadisticamente significativa.

En el cuadro No. 14 al realizar una comparacion multiple identificamos claramente que
existe una diferencia significativa de -1,0111 entre el grupo de dosis simple y ¢l ERA;
determinando asi que el mejor tratamiento entre estos dos grupos es el del grupo ERA ya
que es el que mayor valor de la media presenta, sin embargo el grupo de dosis doble es
igual al de la dosis simple y al ERA, teniendo en cuenta que estos tres grupos tienen una
diferencia significativa de 1.1444, 0,6889 y 1,7000 frente al control positivo
respectivamente, por lo que se concluye que la tintura de guayusa y el extracto rico en

alcaloides influyeron para la disminucion de peso.

CUADRO No. 15 PESO PROMEDIO DE LOS RATONES DURANTE EL TRATAMIENTO
ADELGAZANTE Y DESVIACION ESTANDAR. JULIO 2012

% PERDIDA DE

GRUPOS SEMANA O [SEMANA 1 |[SEMANA 2 |SEMANA3 PESO
BLANCO 29,9+196|30,1+196| 30,2+1,84 |30,3+1,84 -1,34
CONTROL- 32,8+1,89(33,2+197| 34,3+1,49 |35,2+1,79 -7,32
CONTROL+ 37,1+094| 37+0,86 | 36,5+0,94 |35,7+1,07 5,93
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DOSIS SIMPLE | 37,3+0,40|36,7%+0,33| 35,9+0,40 | 34,9+0,45 6,43
DOSIS DOBLE 359+0,81|354+0,92| 34,2+0,76 | 32,7+0,63 8,91
EXTRACTO RA 40,6 £3,5 | 39,1+3,7 38,5+3,6 |36,9+3,44 9,10
PESO DE LOS RATONES DURANTE LA ADMINISTRACION DE LOS
TRATAMIENTOS
43
41
39 \
37 e BLANCO
e CONTROL-
n? 35 \
2 e CONTROL+
a 33 ~
e DOSIS SIMPLE
31
=== DOSIS DOBLE
29
=== EXTRACTO RA
27
25
semana 0 semana 1 semana 2 semana 3

GRAFICO No 2. CURVA DE VARIACION DEL PESO VS TIEMPO DURANTE LA ADMINISTRACION DE
LOS TRATAMIENTOS. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. MAYO 2012

Como en el grafico No 2, Cuadro No 15 se toma en cuenta la media de los pesos de los
grupos tratamiento, en este se realizé un grafico de peso vs tiempo, en el cual se puede
observar como va disminuyendo el peso a medida que avanza las semanas, presentando
una mayor disminucion del peso en el grupo de dosis doble y él ERA con un §,91% y
9,10% de disminucién de peso respectivamente, mientras que el control positivo tiene un
5,93% y el grupo de dosis simple un 6,43%. El grupo blanco mantiene su peso, mientras
que del control negativo a medida que siguen pasando las semanas incrementa el peso

debido a la dieta hipercalodrica con las que se los mantiene.

La disminucion de peso se debe a la cafeina que es el principio activo que esta presente
en los tratamientos lo que concuerda con lo publicado en febrero de 1995 por la revista
cientifica American Journal of Physiology titulado "Effects of caffeine ingestion on NE
kinetics, fatoxidation, and energy expenditure in younger and oldermen" explica que se

observo claramente al grupo de personas que utilizé cafeina llegdé a aumentar su quema
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de calorias hasta en un 11% con respecto al grupo que utilizé un placebo, teniendo en
cuenta que estudios a nivel internacional confirman que el consumo de cafeina activa la
lipdlisis y que después de su ingesta se observa una mayor concentracion de acidos
grasos en el plasma sanguineo. (Félix Jacob Jure 2008, JW Helge, DA MacLean 2000,)
39)
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES

1.

Se identifico el efecto adelgazante de la tintura de guayusa (llex guayusa), en
animales de experimentacion con sobrepeso inducido, realizando el analisis
estadistico (ANOVA) con el que se determiné que existe una diferencia
significativa entre los tratamientos aplicados, teniendo en cuenta que se trabajo
con la diferencia de los pesos y el grupo que mas diferencia presento; es decir el
que mas bajo de peso fue el ERA, sin embargo al aplicar el test de tukey(Cuadro
No 14) se establecié que la dosis doble tiene el mismo efecto que la dosis simple
y el extracto rico en alcaloides, considerando que estos tres difieren del grupo de
control positivo y estos a su vez del grupo blanco. Concluyendo asi que el efecto
adelgazante estd dado por la presencia de cafeina, la misma que es un alcaloide

que tiene efectos de diuresis, acelerador del metabolismo y termogénesis.

Se realiz6 el control de calidad de la droga cruda seca y pulverizada de guayusa
(Illex guayusa), y se pudo evidenciar que los pardmetros analizados se
encontraban dentro de las normativas, cuadro Nol, de igual manera se realizo el
tamizaje fitoquimico del extracto alcohdlico, etéreo y acuoso; en los que se pudo
identificar la presencia de alcaloides, azlcares reductores, saponinas, taninos,

triterpenos, aceites y grasas.

El control de calidad de la tintura de guayusa (/lex guayusa), indicé que los
parametros del analisis microbioldgico (Cuadro No 6) se encontraron dentro de lo
que establece la OMS 2007, también se realizd el andlisis fisico como se indica

en el Cuadro No 4.
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4. Por medio del andlisis del HPLC se cuantifico la cafeina de la tintura de guayusa
dando una concentracion del 3,22 mg/ml y se realizé un andlisis de la cafeina
extraida de la planta y del t¢ comercial de guayusa, efectuando también una
lectura en el espectrofotometro llegando a la conclusion de que la cafeina extraida
de la planta tiene una pureza del 95% y el té comercial de guayusa el 72.52%, y
se pudo evidenciar que de la planta se extrajo un 1,31% de cafeina y del té un

1.15%.

5. Se pudo evidenciar que el grupo control negativo aumento de peso segun
avanzaban las semanas durante el tiempo que duro la investigacion, se debe tener
en cuenta que a este grupo no se le administrd ninguna sustancia adelgazante,
mientras que los grupos a los que se les administré el tratamiento adelgazante si
disminuyeron de peso, existiendo una diferencia significativa de 0.6889, 1.1444 y
1.7000, respectivamente del grupo de dosis simple, doble y extracto rico de
alcaloides frente al control positivo y estos grupos presentan una diferencia

significativa frente al blanco.
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CAPITULOV

5. RECOMENDACIONES

1. Cuando se trabaja con animales de experimentacion se debe evaporar el alcohol
de las tinturas para evitar posibles dafios en el estomago de los mismos,
observarles constantemente para ver si hay algin cabio en su comportamiento y
se los debe manipular de una manera adecuada para evitar q se estresen y esto

provoque cambios en el estudio.

2. Realizar el estudio en personas para ver si tiene los mismos efectos que en los

animales de experimentacion

3. Realizar el estudio toxicologo de la guayusa para asi determinar si esta planta

causa alglin dafio en el organismo.

4. Almacenar la tintura en un lugar fresco y en un frasco color ambar y bien tapado
para asi evitar la degradacion de los metabolitos presentes y la contaminacion por

parte de microorganismos.

5. Se debe realizar un andlisis de identificacion de manganeso de las cenizas de

guayusa, ya que dieron una coloracion celeste después de la incineracion.

6. Estudio de la concentracion de la cafeina de la planta de guayusa (Ilex guayusa)

en diferentes épocas de recoleccion y estadios de la planta.
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CAPITULO VI

6. RESUMEN Y SUMARY

La comprobacion del efecto adelgazante de la tintura de guayusa (llex guayusa) en
ratones (Mus musculus) con sobrepeso inducido, ademas de observar dicho efecto con la
influencia del extracto rico en alcaloides como la cafeina de la guayusa, se llevd a cabo
en la ciudad de Riobamba, en el Bioterio de la Facultad de Ciencias de la Escuela

Superior Politécnica de Chimborazo.

Con la aplicacion del método Analitico — Experimental el material biologico se dividio
en seis grupos; GB: Blanco, GO: Control Positivo, GC: Control Negativo, GX: Dosis
Simple, GY: Dosis Doble, GZ: Extracto Rico de Alcaloides (ERA), cada uno
conformado por tres ratones a los que se les pesod diariamente durante el tiempo de

estudio.

Los resultados obtenidos fueron analizados al aplicar el test estadistico ANOVA de dos
factores y prueba de Tuckey HSD (Honestly Significant Difference) a un intervalo de
confianza del 95%. Los resultados muestran claramente que hubo una diferencia
significativa de los cuatro grupos con tratamiento adelgazante frente al blanco y una
diferencia significativa entre el grupo de dosis simple, doble y Extracto Rico en
Alcaloides (ERA) frente al control positivo, es decir en estos tres grupos hubo mayor
disminucién de peso. Se obtuvo un rendimiento del 1.31% de cafeina de la guayusa y por
medio de un analisis en HPLC se determin6 que la tintura tiene un concentracion de

cafeina de 3,22mg/mL con una pureza del 95%.

Se concluye que la guayusa tiene propiedades adelgazantes debido al contenido en

cafeina que actia produciendo termogénesis, diuresis y acelerador del metabolismo.

Se recomienda que a partir de este trabajo continuar con el estudio de extraccion de la

cafeina en diferentes estadios de la planta.
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SUMARY

The testing of the thinning effect of the guayusa dye (/lex guayuisa) in mice
(Mus musculus) with induced overweight, besides observing such an effect with the
influence of the alkaloid rich extract such as the guayusa caffeine, was carried

out in Riobamba in the Science Faculty of the Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

With the application of the analytical-experimental method the biological
material was divided into six groups: GB: white; GO: positive control; GC:
negative control; GX: simple dosage; GY: double dosage; GZ: alkaloid rich extract
(ERA), each one conformed by three mice that were weighed daily during the
study time.

The results obtained were analyzed by applying the ANOVA statistical test of two
factors and HSD Tuckey test (Honestly Significant Difference) into a reliance
interval of 95%. The results clearly show that there was a significative
difference of the four groups into the thinning treatment in front of white and a
significative difference among the groups of simple dosage, double one, and
alkaloid rich extract (ERA) in front of the positive control, i.e. in those three

groups there was a bigger weight decrease.

A performance of the 1.31% of guayusa caffeine was obtained and through an
analysis in HPLC it was determined that the dye has a caffeine concentration of
3.22 mg/mL with a purity of 95%.

It is concluded that the guayusa has thinning properties due to the contents in

caffeine that acts by producing thermogenesis, diuresis, and a metabolism
accelerator.

It is recommended that from this research on the study of caffeine extraction

in different stages of the plant should go on.
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CAPITULO VIII

8. ANEXOS
ANEXO N° 1 EXTRACCION DE LA CAFEINA

FOTOGRAFIA No. 3 Cristales de cafeina
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ANEXO N° 2TAMIZAJE FITOQUIMICO

FOTOGRAFIA No. 4 Ensayo para la identificacién de alcaloides

FOTOGRAFIA No. 5 Ensayo para la identificacion de aztcares totales

FOTOGRAFIA No. 6 Ensayo para la identificacion de aztcares totales
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ANEXO N° 3EQUIPOS UTILIZADOS

FOTOGRAFIA No. 7 Mufla

FOTOGRAFIA No. 9 pHmetro FOTOGRAFIA No. 10 Espectrofotémetro UV



- 107 -

ANEXO N° 4ANIMALES DE EXPERIMENTACION

FOTOGRAFIA No. 11 Grupo blanco

FOTOGRAFIA No. 12 Percha con los diferentes grupos del estudio

FOTOGRAFIA No. 13 Grupo control positivo



ANEXO N° 5DATOS DEL PESO DE LOS RATONES DURANTE LA ETAPA DE ENGORDE
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BLANCO

SEMANA 0 1 2 3 4 5
B1 26 26.3 26.9 27.2 27.4 27.6
B2 30.9 31 31.8 32 32.1 32.4
B3 28.1 28.5 28.7 29.4 29.9 29.9

CONTROL (-)

SEMANA 0 1 2 3 4 5
c1 30.7 313 32 33.1 34.2 35.3
c2 28.8 29.3 29.9 30.2 315 324
c3 27.6 28 28.8 29.6 30.5 32.5

CONTROL (+)

SEMANA 0 1 2 3 4 5
o1 324 33.9 343 35 36.6 38.3
02 30.2 31.3 32 33.1 35.4 36
03 31.7 32.2 33.6 35 35.9 37.1

TINTURA DE GUAYUSA (DOSIS SIMPLE)

SEMANA 0 1 2 3 4 5
X1 31.9 329 334 34.5 35.1 36.7
X2 335 34.4 35 35.5 36.5 37.5
X3 33.1 343 35.4 36.3 36.8 37.6

TINTURA DE GUAYUSA (DOSIS DOBLE)

SEMANA 0 1 2 3 4 5
Y1 33 34.5 35.7 36.1 36.7 37.1
Y2 30.1 30.9 323 33.9 34.7 35.3
Y3 30.5 31.7 326 33.5 34.3 35.5

EXTRACTO RICO DE ALCALOIDES

SEMANA 0 1 2 3 4 5
21 30.5 32.7 33.1 34.1 35.6 35.9
22 35 36.2 37.7 38.8 40.7 41.5
23 38 39.8 41.6 42.9 43.6 44.3




ANEXO N° 6DATOS DEL PESO DE LOS RATONES DURANTE LA ETAPA DE
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ADELGAZAMIENTO

BLANCO

SEMANA 0 1 2 3
B1 27.6 27.8 28 28.1
B2 324 326 325 326
B3 29.9 30 30.1 30.2

CONTROL (-)

SEMANA 0 1 2 3
c1 35.3 35.9 36.4 37.7
c2 30.7 31.2 329 33.6
c3 324 326 33.7 34.3

CONTROL (+)

SEMANA 0 1 2 3
o1 38.3 38.1 37.6 36.9
02 36 36 35.3 343
03 37.1 37 36.6 35.9

TINTURA DE GUAYUSA (DOSIS SIMPLE)

SEMANA 0 1 2 3
X1 36.7 36.3 35.7 343
X2 37.5 36.8 35.6 35
X3 37.6 37.1 36.5 35.4

TINTURA DE GUAYUSA (DOSIS DOBLE)

SEMANA 0 1 2 3
Y1 37.1 36.7 35.2 336
Y2 35.3 34.7 33.4 32.1
Y3 35.5 34.8 33.9 325

EXTRACTO RICO DE ALCALOIDES

SEMANA 0 1 2 3
71 35.9 343 33.8 323
22 415 39.6 38.9 37.7
23 44.3 43.4 42.7 40.6
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ANEXO N° 7 DOSIS DE LA ADMINISTRACION DE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS
ADELGAZANTES

TRATAMIENTO ADELGAZANTE A BASE DE lllex guayusa

45mg/Kg 45mg/kg 90mg/kg 45mg/kg
DOSIS SIMPLE | DOSIS DOBLE
PESO INICIAL, g |DOSISTEAC |TG TG DOSIS ERA
RATON B1 27.6
RATON B2 32.4
RATON B3 29.9
RATON C1 35.3
RATON C2 30.7
RATON C3 32.4
RATON 01 38.3 0,001724
RATON 02 36 0,00162
RATON 03 37.1 0,00167
RATON X1 36.7 0,001652
RATON X2 375 0,001688
RATON X3 37.6 0,001692
RATON Y1 37.1 0,003339
RATON Y2 35.3 0,003177
RATON Y3 35.5 0,003195
RATON 71 35.9 0,001616
RATON 72 415 0,001868
RATON 73 443 0,001994
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ANEXO N° 8 VOLUMENES DE LA ADMINISTRACION DE LOS DIFERENTES
TRATAMIENTOS ADELGAZANTES

VOLUMENES DE ADMINISTRACION DE LAS PREPARACIONES, mL
DOSIS TE AC DOSIS SIMPLE TG | DOSIS DOBLE TG | DOSIS ERA
0,13
0,12
0,12
0,10
0,10
0,10
0,20
0,19
0,20
0,19
0,22
0,23
CONCENTRACION TE AC
1,37%
CONCENTRACION TG
1,63%
CONCENTRACION ERA
0,86%

B= Ratones sin sobrepeso y sin tratamiento

O= Ratones con sobrepeso tratados con el té adelgazante comprobado
C=Ratones con sobrepeso sin tratamiento

X=Ratones con sobrepeso tratados con la tintura de guayusa a dosis
simple.

Y=Ratones con sobrepeso tratados con la tintura de guayusa a dosis
doble.

Z=Ratones con sobrepeso tratados con un extracto rico en cafeina.

Dosis establecida a partir de los sdlidos totales del té con
actividad adelgazante comprobada

TE JK=TE DE JAMBI KIWA
TG=TINTURA DE GUAYUSA
ERA=EXTRACTO RICO DE ALCALOIDES
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ANEXO N° 9 CROMATOGRAMAS DEL HPLC DE LA CAFEINA

CAFEINA ESTANDAR

Componert. Fetenton. Area Heght| |
- 9450 1435040 715
1435440

_— e —_——

CAFEINA EXTRAIDA DEL TE COMERCILA DE GUAYUSA




