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RESUMEN

Los manglares panamefios son de los mas diversos del continente americano, ya que en el pais
existen las condiciones adecuadas para que crezca este tipo de plantas. Los manglares de Panama
tienen varios estudios desde el punto de vista bioldgico y ecologico, sin embargo, son muy pocos
los registros sobre la quimica y las actividades biologicas de los manglares. Un ejemplo de esto es
el mangle blanco o Laguncularia racemosa, planta perteneciente a la familia Combretacea, que
hasta la fecha no existen articulos cientificos disponibles en la literatura sobre la especie que crece
en Panama, a pesar de que si existen reportes sobre otras plantas que pertenecen a la misma familia
y que se sabe contienen compuestos bioactivos de tipo estilbenoides, alcaloides, terpenoides,
polifenoles, entre otros, que también podrian estar presentes en L. racemosa y tener actividades
biologicas de utilidad. Con base en esto, la presente investigacion tiene como objetivo explorar el
potencial biotecnoldgico de la especie L. Racemosa colectada en la provincia de Chiriqui, con base
en la evaluacion de sus fracciones usando un ensayo para determinar su actividad antioxidante
(DPPH), su actividad fitotdxica (sobre semillas de rdbano), su actividad citotoxica (sobre Artemia
salina), actividad antiparasitaria contra dos parasitos: Plasmodium falciparum y Leshmania
donovani (responsables dos enfermedades graves: malaria y Leshmaniasis respectivamente) y su
efecto sobre la inhibicion de la enzima alfa glucosidasa, al igual, que su contenido de compuestos

fendlico a través del método de Follin-Ciocalteu.

El presente estudio se inicid realizando la extraccion de las hojas colectadas de L. racemosa
mediante un proceso de maceracion y el uso de tres disolventes con polaridad creciente (Hexano,
Diclorometano, Metanol). Luego, las tres fracciones fueron evaluadas en el ensayo enzimatico que
se realiz6 en platos de 96 pozos y se encontrd que las tres fracciones presentan inhibicion de la

enzima siendo los porcentajes inhibicion 95 % para la fraccion de Hexano a 900 pg/mL (Clso de

Xi



156 ng/mL), 100 % para la de Diclorometano a 300 pg/mL Clso de 28.10 pg/mL) y 98.0 % para
la de Metanol a 200 pg/mL (Clso 10 pg/mL). Posteriormente, los tres extractos se sometieron a
diferentes ensayos para evaluar su fitotoxicidad en semillas de rabano, su citotoxicidad en Artemia
salina y su capacidad antioxidante mediante el ensayo de radical libre de DPPH (2,2-Difenil-1-
Picrilhidrazilo). El extracto de diclorometano a una concentracion de 1000 pg/mL mostrd una
reduccion del 40 % en el crecimiento de las semillas de prueba, junto con una mortalidad del 80
% en las Artemias (con una Clso de 316 ppm). Ademas, exhibi6 una actividad antioxidante del 95
% (Clso 480 pg/mL). Por otro lado, el extracto de metanol presentd6 un 98 % de actividad
antioxidante (Clso 222 pg/mL) a una concentracion de 1000 pg/mL. Estos resultados fueron
consistentes con el mayor contenido de fenoles totales en dicha fraccion, determinado mediante la

prueba de Follin Ciocalteu.

En el screening de actividad antiparasitaria, el extracto de hexano y metanol mostraron una
inhibicién del 74,0 % y 96,4 %, respectivamente, a una concentracion de 10 pg/mL contra el
Plasmodium falciparum. En el caso de Leshamnia donovani, solo el extracto de metanol alcanzé

un 75,3 % de inhibicién a la misma concentracion. Las demas fracciones resultaron inactivas.

En la parte quimica, se realiz6 un fraccionamiento primario de la fraccion mas activa y se utilizo
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas para obtener espectros de las
fracciones apolares. Se identificaron compuestos como f-sitoesterol (presente en los extractos de
hexano y diclorometano), Lupeol, B-amirona (presentes en el extracto de hexano), cipereno
(presente en el extracto de diclorometano) y B-amirina (presente en los extractos de diclorometano
y hexano). De acuerdo con los reportes en la literatura, estos compuestos pueden ser responsables

de las actividades biologicas reportadas en esta investigacion.
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1. MARCO INTRODUCTORIO

1.1-Marco teorico

La formacion del Istmo de Panama es considerado uno de los eventos geoldgicos mas notables en
la evolucion del planeta. Este istmo se convirtid en una franja de tierra que funciona como un
corredor natural, dividiendo dos océanos y conectando el norte y el sur de un continente. Este
fendmeno trajo consigo cambios globales significativos que propiciaron el surgimiento de una

amplia variedad de ecosistemas, los cuales fueron el hogar de diversas especies vegetales.

Panama se localiza actualmente en una posicion geografica particular, ubicada en la zona térrida
o intertropical, que abarca la region entre el tropico de Cancer y el tropico de Capricornio. Esta
ubicacion geografica se caracteriza por un clima calido y hiimedo a lo largo de todo el afio, con
temperaturas que oscilan entre los 25 °C y 35 °C, y un breve periodo de estacion lluviosa. Ademas
de esto, su posicion como puente biogeografico facilita el intercambio de especies y nutrientes
tanto por via terrestre como maritima, lo cual ha contribuido a que Panama albergue una increible
diversidad vegetal unica. Se estima que en el pais se encuentran aproximadamente 10,444 especies
de plantas, distribuidas en diversos ecosistemas como bosques tropicales, islas, archipiélagos,

arrecifes de coral y manglares, entre otros.

La biodiversidad vegetal de Panama no solo es de gran importancia desde un punto de vista natural,
sino que tambien tiene implicaciones a nivel quimico. Se sabe que las plantas poseen metabolitos
secundarios, los cuales son moléculas generalmente de bajo peso molecular y no estan
directamente relacionadas con las funciones primarias de la planta (Delgoda, R.,2017), Ejemplo
comunes de metabolitos secundarios incluyen alcaloides, terpenoides, fenoles, flavonoides,

glucosidos y muchos otros. Estos metabolitos son responsables de grandes avances de la ciencia,



ya que han permitido tener tratamientos a enfermedades como el cancer a través del taxol
proveniente de Taxus brevifolia y medicamentos como la morfina, para aliviar los dolores

proveniente de Papaver somniferum.

La diversidad vegetal en los ecosistemas de nuestro pais propicia la presencia de diferentes
metabolitos en una misma especie o familia, influenciados por condiciones ambientales,
distribucion geografica y otros factores. Ademas, la constante busqueda por mejorar tratamientos,
productos y nutrientes genera el interés de cientificos de diversas disciplinas, como la quimica,
biologia y medicina, quienes han llevado a cabo extensas investigaciones fitoquimicas en distintas

especies vegetales.

1.2- MANGLARES

Los manglares son ecosistemas marino-costeros que forman parte de los humedales y se localizan
en zonas tropicales y subtropicales. Estos ecosistemas representan una transicion entre los
ambientes terrestres y marinos (Del Cid, F., 2022). Este tipo de ecosistemas son facilmente
reconocibles debido a una serie de caracteristicas distintivas. Algunas de las mas destacadas

incluyen:

1. Adaptacion a condiciones ambientales extremas: Los manglares crecen en zonas
marino-costeras y se enfrentan a variaciones diarias en el nivel del agua e inundaciones
periodicas. Ademas, tienen que lidiar con suelos fangosos de baja circulacion de aire,
escasa presencia de arena, alta salinidad, humedad y precipitacion. En estas condiciones,
otros tipos de vegetacion tendrian dificultades para desarrollarse. Sin embargo, los
manglares han desarrollado adaptaciones morfoldgicas que les permiten prevalecer y
proliferarse. Cuentan con sistemas de raices adventicias, fllcreas o aéreas que les

proporcionan estabilidad en suelos blandos, movedizos o duros, y los ayudan a resistir



corrientes y tormentas. Ademas, poseen un sistema de respiracion a través de neumatdforos
ubicados cerca de la superficie del suelo (Srikanth, S., et al., 2016). Como si eso no fuera
suficiente, los manglares también actlian como sistemas de filtracion. Pueden acumular
agua para diluir la sal o incluso retenerla en sus hojas y luego desecharla, o bien, excretarla
a través de filamentos y glandulas (Kim, K., et al., 2016).

2. Diversidad vegetal: Los manglares no cuentan practicamente con plantas herbéaceas o
trepadoras; en algunas regiones se pueden encontrar especies de fanerogamas (plantas con
flores) en cambio, su vegetacion prevaleciente son arboles o arbustos que no alcanzan
alturas superiores a 40 metros (Diaz, J.,2006), normalmente se les conoce como “mangle”
y su cantidad varia de acuerdo con especies, a lo largo de los afios; estas plantas se han
adaptado a su entorno, germinan aun unidas al arbol hasta que desarrollan sus primeras
raices y hojas, cuando alcanza un tamano adecuado, se desprende y flota hasta establecerse
en un lugar adecuado para su desarrollo, lo que nos indica su gran capacidad de adaptacion

(Kim, K., et al, 2016).

1.2.1- Manglares y su distribucion geografica en Panama

En Panam4, los manglares son una de las formaciones vegetales mas predominantes. Podemos
encontrar diversas especies de manglares en ambas costas, como se muestra en la ilustracion 1,
siendo la costa del Pacifico la que presenta una mayor densidad de poblacion, como se indica en
la Tabla 1. Segun el Ministerio de Ambiente, hasta el afio 2022, se estimaba que el territorio
nacional contaba con aproximadamente 165,000 hectareas de manglares. En estas areas, se pueden
encontrar 12 de las 65 especies de manglares verdaderos identificados hasta el momento, lo que
convierte a nuestro pais en uno de los mas diverso en términos de manglares en comparacion con

otros paises de América, esto segun el Atlas Mundial de los Manglares (Spalding et al., 2010).



Tabla 1: Especies de manglares mas comunes de Panama y su distribucion en las costas.

Especies predominantes Costas del Atlantico Costas del Pacifico

Mangle negro (Avicennia germinans) v v
Mangle salado (Avicennia bicolor) - 4
Mangle botén (Conocarpus erectus) v v
Mangle blanco (Laguncularia racemosa) v v
Mangle pifiuelo (Pelliciera rhizophorae) v v
Mangle rojo (Rhizophora mangle) v v
Mangle caballero (Rhizophora racemosa) - v
Mangle Marica (Tabebuia palustris) - v
Mangle colorado (Rhizophora harrisonii) v 4

Hustracion 1:Distribucion geogrdfica de los manglares en Panama.

Bosques de mangle

1.2.2-Importancia de los manglares.

Cada componente de nuestro planeta cumple una funcion especifica e indispensable para
garantizar la sostenibilidad y el bienestar de este. Los manglares no escapan de esta realidad,
actualmente sabemos que su existencia nos asegura una gran cantidad de servicios

importantisimos, de los cuales muchos de nosotros dependemos.

La existencia de los manglares garantiza la preservacion de especies marinas al servir como refugio

transitorio durante las primeras etapas de vida de moluscos, peces, crustaceos o incluso aves



(Friess, D., etal, 2020). De igual manera, los manglares son nuestra primera linea de defensa contra
las inclemencias del tiempo que vienen del mar (huracanes, tsunamis, vientos, tormentas, altas
mareas, etc) (Twilley, R. et al, 2009) sus densos bosques y raices entrelazadas retienen el agua
evitando inundaciones en areas costeras, disminuyen la velocidad de los vientos a medida que los
atraviesan, evitando la erosion e inundaciones de comunidades costeras, especialmente en estos

momentos que el clima y nivel del mar estdn cambiando (Kathiresan, K.,2012).

Otra funcion sumamente importante que llevan a cabo los manglares es actuar como purificadores,
ya que, como cualquier otro bosque, los manglares capturan grandes cantidades de carbono,
almacenandolo en sus raices, troncos, ramas y hojas, lo que garantiza una mejor calidad del aire,
reduciendo los efectos del cambio climatico (Rivera, E., et al, 2005). Actian de manera similar
con las aguas residuales, ya que, son filtros naturales del agua que fluye desde el mar hacia la tierra
(Twilley, R. et al, 2009), atrapan sedimentos y contaminantes, disminuyendo el contenido de
materia organica del agua y en consecuencia mejorando su calidad. Adicional a esto, los seres
humanos han sabido aprovechar los recursos de los manglares, como: la madera, turismo e incluso
usos medicinales. Es importante reconocer la importancia de estos tipos de ecosistemas

indispensables para nuestra vida.

1.3- MANGLE BLANCO O Laguncularia Racemosa

El mangle blanco es una de las especies predominantes en Panama, se conoce popularmente como
mangle “botola” (en Los Santos), “mariangolo” o “mangle torcido” (en la provincia de Panama) y
“maricueta” o “mariquita” (en Veraguas) (ANAM-ARAP, 2013). Pertenece a la familia
Combretaceae y es la Unica especie del género monotipico Laguncularia. Crece en condiciones
%de las costas. Se encuentra distribuido en todo el territorio nacional y su ubicacién dentro de los

manglares es la zona entre la marea alta y baja (llustracion 2).



Hlustracion 2: Ubicacion del mangle blanco con respecto a la marea y otras especies.

Mangle negro

y salado Mangle

blanco Helecho de
manglar

Mangle rojo
y caballero

Marea alta

Marea baja

lbvd'v‘(.;',-

Tomada de: ANAM-ARAP, 2013.

Tabla 2:Aspectos taxonomicos de Laguncularia racemosa.

Reino Plantae
Especie L. Racemosa
Filo Tranqueofita
Clase Magnoliopsida
Orden Myrtales
Genero Laguncularia C. F. Gaertn.
Familia Combrataceae

Referencia: (Ellison, A, et al, 2007)
1.4.1-ASPECTOS MORFOLOGICOS

1.4.1.1-Raices

Esta especie desarrolla raices aéreas, no muy largas, conocidas como neumato6foros, que emergen
del suelo y se desarrollan a partir de un sistema primario horizontal, son pocos profundas y crecen
en direccion ascendente (ilustracion 3) (ANAM-ARAP, 2013), son indispensable para el mangle,
ya que, ayudan a la planta a obtener oxigeno y sostenerse en las dificiles condiciones (Tomlinson,

P. B., 1986).



Hlustracion 3: Raices de L. racemosa ( mangle blanco).

Tomada de: https://www.inatu.../photos/275098317

1.4.1.2- Arbol
El mangle blanco tiene un rapido crecimiento, su tamafo oscila entre los 15-25 metros del alto con

tallo de hasta 60 cm de didmetro, Su corteza es fisurada en forma de vetas color gris y marron que
se desplazan por todo el tronco y de apariencia lisa (ilustracion 4). Su madera es dura y muy

resistente, las poblaciones vegetales lo utilizan en la construccion de cercas y muelles.

Hlustracion 4. Fotografia del tronco de L. racemosa.

Tomada de: https://herbario.up.ac.pa/node/622844



1.4.1.3- Hojas
Las hojas del mangle blanco son de lo mas interesante, presentan estructuras glandulares en toda

su lamina foliar y peciolo (ilustracion 5A), las mismas ayudan a manejar el exceso de sal
(Francisco, A., 2019), En aspectos generales, las hojas poseen una coloracion amarillo-verdosa y
crecen en direccion opuesta a la rama, tiene forma oblongo-eliptica con terminaciones redondeadas

desde la base al &pice, miden entre 3a 11 cm de largo y 3 a 6 cm de ancho. (ilustracion 5B)

Hlustracion 5: A) Fotografia de ambos pares de glandulas en peciolo de una hoja adulta de
mangla blanco, B) Hoja de planta adulta de mangle blanco

A) Tomada de “ el manual de manglares para estudiantes” B) Tomada de "el manglar ,
manual para estudiantes

1.4.1.4- Flores

Tomada de https://www.inaturalist.org/photos/285548976



https://www.inaturalist.org/photos/285548976

El mangle blanco posee flores pequefias pentameras de color blanco-verdoso, su crecimiento en la
planta es de inflorescencias (flores y tallos de tamafio limitado) de 2 a 8 cm de larga (Jiménez , J.
s/f) y crecen en las terminaciones de la rama (ilustracion 6), al crecer toman la forma de un “tubo”
en donde crecen los pétalos de 3 a 4 mm, algo muy caracteristico de las flores de esta especie es
que poseen flores masculinas y femeninas, las primeras son no fructificantes, mientras que las
segundas si lo son; florecen durante todo el afio, incluso se ha observado que la produccion de
flores se da antes de los dos afios de edad y en plantas de menos de 1.5 metros (Holdridge, L.R.,

1940).

1.4.1.5- Fruto
Sus frutos son verdes, carnosos y de forma aplanada (ilustracion 7), pesan entre 0.4 a 1 gramos,

pueden llegar a medir hasta 2.0 cm (Rabinowitz, D. 1978.). En comparacion con otras especies el
mangle blanco tiene poca incidencia de viviparidad, sus frutos germinan aun unidos al arbol, al
caer flotan gracias a un pericarpio grueso. Posteriormente, después de 4 semanas el crecimiento

empieza cuando la plantula se encuentra sumergida en un terreno adecuado. (Jiménez, J. s/f)

Hlustracion 7:Frutos de Laguncularia racemosa

Tomada de: https://www.inaturalist.org/photos/294882140
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1.4.2- FITOQUIMICA DE Laguncularia racemosa
En Panama, existen pocos informes sobre el contenido metabolico de Laguncularia racemosa, sin
embargo, se han reportado la presencia de triterpenos como el Lupeol y Taraxerol (Ilustracion 8A,

8B) aislados de una fraccion de hexano de las hojas del mangle blanco (Cedefio, M. A., 2015).

Ademas, en paises como la India, los anélisis de extractos de hojas y corteza mostraron la presencia
de triterpenos como B-amirina (ilustracion 9A), Betulina (ilustracion 9B), friedelina (ilustracion
9C) y un esterol, el B-sitoesterol (ilustracion 9D) (Majumdar S.G., et al., 1980). Un analisis
cuantitativo revelo la presencia de aproximadamente un 65 % de taninos, 10 % de saponinas, 7 %

de flavonoides y 6 % de alcaloides en los extractos de hojas (Yahaya, M.A., 2018).

Hlustracion 8: Estructura quimica de: A) Lupeol, B) Taraxerol.
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Ilustracion 9: Estructura quimica de A) B-Amirina, B) Betulina , C) Friedelina, D) B -sitoesterol

1.4.3- FITOQUIMICA DE LA FAMILIA Combretaceae

La familia Combretaceae, a la que pertenece Laguncularia racemosa, abarca alrededor de 90
géneros y mas de 600 especies de arboles, trepadoras, arbustos y maleza. Se distribuye
principalmente en zonas tropicales. Esta familia exhibe una amplia variedad de metabolitos
secundarios, que incluye terpenoides, flavonoides, taninos, estilbenoides, fenantrenos, alcaloides

y esteroides (Dawe, A., 2013) (Tabla 3).

Muchas de estas plantas tienen usos medicinales. Un ejemplo notable es la Terminalia sericea,
utilizada en Camertn para tratar afecciones como gastroenteritis, dolor abdominal, infertilidad
femenina e incluso diabetes. Estos usos se atribuyen a las propiedades conferidas por los

metabolitos presentes en partes de la planta como la corteza y las hojas. Sin embargo, el andlisis
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del contenido metabolico de la familia Combretaceae no proporciona informacion especifica sobre

los posibles metabolitos con un gran potencial de diversas actividades bioldgicas que podrian

presentarse en el mangle blanco, Laguncularia racemosa.

Tabla 3:Ejemplos de compuestos presentes en diferentes especies de la familia Combretaceae.

CLASIFICACION COMPUESTO ESPECIE FUENTE
Kaempferol Terminalia catappa Lin, Tl'é:g'éet al,
Flavonoides Cavalcanti, P. M.
Quercetina C. leprosum S., etal, 2019.
*Abbas, G., et al,
Lupeol Terminalia sericea* 2017
P C. micranthum** **Cara, R., etal,
2010
o _ Combretum Katerere, D. R., et
Triterpenoides Acido betulinico albopunctatum al. 2004
Acido mélico C. mole Pegel, K. H., et al,
1985.
Cardamonina C. apiculatum Nawaz, J., et al,
2020.
Castalagina Terminalia catappa  Abiodun, O. O., et
al, 2016
Taninos Grandinina Terminalia catappa Lin, T.C., et al,
Terminalia parviflora 1999
acido galico Terminalia superba  Kougan, G. B.,et
al, 2013
[-sitoesterol Terminalia sericea Abbas, G. et al,
. 2017
Esteroides

Estigma-4-eno-3-ol

Terminalia sericea

Abbas, G. et al,
2017
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2. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Las plantas son una de las fuentes mas importantes de metabolitos secundarios en el mundo, y su
estudio ha llevado a investigaciones cruciales que han impulsado avances significativos en campos
que van desde la salud hasta la industria. Esto ha abierto un amplio abanico de posibilidades en
areas como la farmacia y la cosmética, entre otras. Panama, un pais conocido por su impresionante
biodiversidad, alberga poblaciones destacadas de especies de mangles y ha demostrado un sélido

compromiso con la investigacion cientifica en diversos campos.

En este contexto, es crucial promover investigaciones enfocadas en poblaciones vegetales que han
sido poco estudiadas, como es el caso del mangle blanco o Laguncularia racemosa. El estudio de
esta especie podria ser de gran relevancia en los campos de la quimica y la biotecnologia, al
proporcionar informacién esencial sobre los metabolitos presentes en esta planta. Esto permitiria
profundizar en el estudio de actividades ya reportadas, como su potencial antiparasitario contra el
Plasmodium falciparum (paréasito causante de la malaria) y su actividad antidiabética debido a su
capacidad para inhibir la enzima alfa glucosidasa (Lépez, D. et al., 2018). Ademas, este enfoque

podria arrojar luz sobre otras propiedades aun no reportadas o estudiadas a profundidad.

En resumen, a través del estudio fitoquimico del mangle blanco presente en Panam4, con un
enfoque especial en sus actividades bioldgicas y su diversidad quimica, se busca contribuir con
informacion para una mejor caracterizacion de la especie Laguncularia racemosa. Esto permitira
comprender su variacion y similitud con otras especies de plantas de manglar. Ademas, este estudio
destacara la importancia de los manglares dentro de los ecosistemas y sentara una base sélida para

futuras investigaciones en diversas areas cientificas.
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OBJETIVOS DE INVESTIGACION

3.1 OBJETIVOS GENERALES

Explorar el perfil metabdlico de la especie del mangle Laguncularia racemosa, orientado
a la identificacion de compuestos bioactivos, que podrian tener un potencial biotecnolégico

en las areas de salud y agricultura.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener extractos organicos utilizando hojas secas de Laguncularia racemosa.

Evaluar las actividades biologicas de interés en los extractos orgéanicos de Laguncularia
racemosa., como la inhibicion de la alfa glucosidasa, la actividad antioxidante (utilizando
el método del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)), la actividad
antiparasitaria, la actividad fitotoxica (contra semillas de rabano) y fitotoxica (con de la
Artemia salina)

Identificar los compuestos mayoritarios bioactivos presentes en algunas fracciones activas

del mangle blanco por medio de espectrometria de masas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1-CRISTALERIA

» Cristaleria y materiales para preparacion de extractos

Vaso quimico de 500, 350, 200, 80 mL.
Pipetas pasteur.

Bulbo de goma.

Matraz Erlenmeyer de 1000 mL.

Embudo.

Papel filtro

Balon de vidrio.

Matraz colector.

Adaptador trampa para evaporador rotativo.
Policial.

Viales 10 mL

Cristaleria y materiales para los bioensayos
Micropipetas multicanal y Unicanal (volumenes variables).
Platos de cultivos fondo plano de 96 pocillos.
Puntas de micropipeta 2.0-200 pL y 1.0-10 mL
Placas de TLC de aluminio Silica gel, Merck.
Platos Petri

Volumétricos de 10,50 mL

Tubos de ensayo

Gradilla
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e Tubos falcon
e |amparas de luz
> Cristaleria y materiales para fraccionamiento
e matraz erlenmeyer de 250 mL
e balon de destilacion de 250 mL
e Columna de extraccion de fase solida
e Cabeza de extraccion de fase solida
e Matraz Kitasato de 500 mL
e Parafilm
e Espatula
e Soporte universal
e Anillos
4.2- REACTIVOS QUIMICOS
4.2.1- Solventes
e Diclorometano
e Cloroformo
e Metanol
e Hexano
e Dimetilsulfoxido
¢ Etanol absoluto
e Acido sulfarico
e [sopropanol
e Agua destilada
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4.2.2- Reactivos
e Silica gel, Sigma-Aldrich®
e 4-nitrofenil-B-D-glucopiranosido (p-NPG)
e Enzima alfa glucosidasa (32 mU/mL)
e Huevos de Artemias.
e Buffer K;zHPO4/KH2PO4apH= 7.0
e DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo)
e Reactive de Folin
e Acido ascorbico
e Acido gélico
e Carbonato de sodio (Na;CO3)
e Dicromato de potasio
4.3- EQUIPO
4.3.1- Equipo para preparacion de extracto crudo
e Evaporador rotatorio, Buchi®

e Balanza analitica, Ohaus ®

4.3.2-Equipo para bioensayos
e Fotometro de microplacas Multiskan FC, Thermo Scientific™.
e Plato calentador
e Medidor de pH
e Espectrometro UV-Vis

e Incubadora de laboratorio
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e Microestereoscopio
e Vortex

e Sonicador

4.3.3-Equipo para para determinacion la composicion quimica
e Sistema de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC/MS) 5977B

de Agilent.
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4.4- METODOLOGIA

4.4.1-Etapa 1: Obtencion y tratamiento de la materia prima.

Las muestras de Laguncularia racemosa fueron colectadas en el puerto de Pedregal, provincia de
Chiriqui. Se seleccionaron y colectaron hojas adultas y sanas, que fueron guardadas en bolsas
plasticas y almacenadas en frio para garantizar su preservacion. Posteriormente, previo a la
preparacion de los extractos crudos, las hojas fueron lavadas con agua, escurridas, secadas y

trituradas hasta su pulverizacion.

4.4.2-Etapa 2: Preparacion del extracto crudo.

Para preparar los extractos crudos se utilizo el proceso de maceracion, para ello las hojas trituradas
fueron sumergidas por 24 horas en disolventes con polaridad crecientes (hexano, diclorometano,
metanol) para la extraccion de sus principales componentes quimicos solubles en los disolventes
seleccionados. Posteriormente, se filtrd y concentrd el disolvente en un rotavapor al vacio hasta
sequedad, el extracto seco se coloco en viales. Este procedimiento se repitié continuamente una
vez por dia, con un minimo de seis (6) veces por cada disolvente. Para finalizar, los viales fueron
puesto a secar hasta que se evaporara por completo el disolvente.

4.4.3-Etapa 3: Elaboracion de bioensayos.

En esta etapa se realizaron bioensayos para determinar las capacidades citotoxicas, fitotoxicas,
anti-hiperglucemiante, antioxidante, antiparasitaria y la prueba cualitativa para determinacion de

fenoles totales.
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4.4.3.1- Ensayo de fitotoxicidad con Raphanus sativus.
El bioensayo de fitotoxicidad se realizo para determinar el grado de toxicidad que podria producir
el extracto en una planta, lo cual, se traduce en alteraciones en su aspecto, crecimiento, color,
vigor, desarrollo y productividad. (Metroflor, P. 2019). Esta prueba se basa principalmente en el
hecho de que existe una relacion proporcional entre la reaccion tdxica (la respuesta) y la cantidad
de sustancia recibida (la dosis) (Garcia, N., et al s/f). Los efectos fitotdxicos pueden ser evaluados
con mayor determinacion a través de la inhibicion de la germinacion de las semillas, esto se debe
aque en los primeros dias del desarrollo de la plantula ocurren etapas de gran sensibilidad (Garcia,
N., et al s/f), ya que, ocurren procesos fisiol6gicos importantes, tales como: la hidratacion en donde
la semilla absorbe el agua y los nutrientes del medio en el que se encuentra, desencadenando los
procesos restantes de crecimiento en los que la presencia de un agente externo puede interferir
alterando la supervivencia y crecimiento de la planta.
El modelo de ensayo implementado para analizar el potencial fitotoxico de Laguncularia
racemosa, sigue pasos muy simples detallados a continuacién (llustracién 10):
> Inicialmente se prepararon soluciones seriadas de 5 mL minimo a partir de extracto crudo
(Hexano, Diclorometano, Metanol) a concentraciones de 1000, 100 y 10 ppm.
> Se afadieron por triplicado 1 mL de solucién de extracto crudo a platos Petri con un papel
filtro en el fondo, posteriormente se dejo evaporar el solvente hasta sequedad.
> Se prepararon el control agua (control positivo) y el control de solvente, afiadidos por
triplicado a platos Petri con el papel filtro, posteriormente se dejo evaporar hasta sequedad.
» Una vez evaporado el solvente, se afiadieron doce (12) semillas de Raphanus sativus y
3mL de agua destilada a todos los platos. Finalmente, cada plato Petri fue sellado con

parafilm e incubado a temperaturas de 30 °C por 4 dias.
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Hlustracion 10:Esquema de ensayo de fitotoxicidad.
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Los datos fueron analizados evaluando el promedio de los datos obtenidos, a traves de la siguiente

ecuacion:

Lagua - Lextracto

% de Inhibicién de crecimiento = x 100 %

Lagua

En donde Lagua representa el promedio de la medidas de las semillas en agua y Lextracto representa

el promedio de la medidas de las semillas en extracto a sus respectivas concentraciones.
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4.4.3.2- Ensayo de citotoxicidad con Artemias salinas.

El modelo de Artemias salinas es un ensayo in vivo que se utiliza para evaluar la toxicidad de una
sustancia quimica o compuesto en un organismo Vvivo, en este caso, las larvas de Artemia salina,
que son crustaceos unicelulares muy sensibles a las sustancias toxicas. Se debe tener presente que,
se trata de un procedimiento que ofrece datos preliminares acerca del potencial toxico de los
extractos vegetales sin especificar mecanismos de accié (Hamidi, M. R., et al, s/f). No obstante,
los ensayos de citotoxicidad positivos se consideran como indicadores de posible actividad
antitumoral (Diaz., S., 2006), ya que, identificar sustancias que muestren citotoxicidad, podria
llevar a investigaciones adicionales sobre su potencial impacto en las células cancerosas
(Mongelli, E., et al ,1996).

El protocolo empleado fue tomado de (Sam, T. W., 2008) y adaptado siguiendo el siguiente
procedimiento (llustracién 11): Se inicio incubando 140 mg de huevos de Artemias salinasen 1 L
de solucién salina con pH:7-8, luz directa y una bomba de oxigeno a 24°C por 48 horas, hasta su
eclosion. Se prepararon soluciones acuosas de 1000, 100,10 ppm de cada extracto a las que, de ser
necesario, se le afiadié un maximo del 7% de DMSO para ayudar a diluir los extractos. Adicional
a esto, se preparé 1 mL de dicromato de sodio a 0.1 mg/mL como control positivo y 1 mL de
solucién salina como control negativo. Eclosionados los huevos, por triplicado, se afiadié a un
plato de 96 pocillos 10 Artemias por pocillo, junto con 100 puL por concentracién de solucion de
extracto combinado con 100 pL de solucion salina. Para el control negativo, se afiadio la misma
cantidad de Artemias en 200 puL de solucién salina, mientras que para el control positivo se
afnadieron a 100 pL de dicromato de sodio y 100 pL de solucidn salina. Posteriormente, se dejo

incubado unicamente con luz directa (usando una lampara) por 24 horas. Transcurrido este periodo
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de incubacion, se examinaron en un estereomicroscopio la cantidad de nauplios muertos en cada

pocillo, los datos obtenidos se analizaron segun el método estadistico de Reed-Muench.
Hlustracion 11: Esquema de ensayo de citotoxicidad
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27



4.4.3.3-Ensayo inhibidor de la enzima alfa-glucosidasa.

La a-glucosidasa es una exoenzima codificada por el gen GAA y se encuentra en dos isoformas en
el organismo humano, EC 3.2.1.3 y EC 3.2.1.20. Se localiza especificamente en la superficie
interna de las microvellosidades de las células del epitelio intestinal del intestino delgado
(Tsunoda, Y., et al., 2002). Su funcion principal es hidrolizar los enlaces a-1,4 y 1,6 de oligo y
disacaridos presentes en los alimentos, liberando unidades de a-D-glucosa como producto de su
accion (Moreland et al., 2012; Zeng et al., 2012). Posteriormente, la a-glucosa es absorbida por
las células intestinales y liberada al torrente sanguineo para ser utilizada como fuente de energia.
Cuando este proceso no se lleva a cabo correctamente, se produce hiperglucemia postprandial, es

decir, niveles elevados de azlcar en la sangre después de comer.

Todo lo mencionado anteriormente convierte a la enzima a-glucosidasa en un objetivo terapéutico
de gran interés para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2. Actualmente, existen agentes
inhibidores de a-glucosidasa (AGI) que controlan eficazmente la hiperglucemia posprandial al
retrasar la descomposicion de los carbohidratos a-D-glucosa, lo que reduce el aumento de los

niveles de glucosa en sangre después de las comidas (Hossain, U., et al., 2020).

Los modelos in vivo de ensayos inhibidores de la enzima a-glucosidasa (a-GLC) permiten analizar
el efecto anti-hipoglucemiante. En el laboratorio, se utiliz6 un método in vitro que implica una
reaccion de hidrélisis enzimatica entre p-Nitrofenil-a-D-glucopirandsido (p-NPG) y la a-GLC.
Esta reaccion produce glucosa y nitrofenol (ilustracion 12), siendo el nitrofenol un compuesto de
color amarillo y absorbente a 415 nm. Por lo tanto, a mayor inhibicion de la enzima, menor sera
la cantidad de p-nitrofenol presente y menos intenso sera el color amarillo observado (Ortiz, A., et

al., 2013).
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Ilustracion 12:Reaccion de la enzima con el p-NPG y los
productos p-nitrofenol y glucosa.

OH

02N p-Nitrofenol
+

CH,OH

O
OH Glucosa

OH OH
OH

El protocolo seguido para el ensayo fue tomado de (Lankatillake, et al, 2021) y modificado, dando
como resultado la siguiente metodologia (llustracion 13):

v" Preparacion de las muestras y controles:
Se prepar6 320 pL por concentracion de las muestra a analizar diluidas en DMSO y EtOH (por
separado), como control positivo se utilizo acarbosa, como control negativo, el disolvente y como
blanco, agua destilada.
-Control negativo: 20 puL de disolvente y 150 uL de enzima.
- Blanco: 20 pL de agua destilada y 150 pL de buffer.
-Muestra: 20 pL de muestra 'y 150 pL de enzima.
-Control color: 20 pL de muestra 'y 150 pL de buffer

e Preparacion del ensayo inhibitorio de la enzima alfa glucosidasa:
En un plato de 96 pocillos se afiadié por triplicado los 20 uL de la muestra, disolvente y agua
destilada, seguidamente se les anadio 150 pL de solucion Buffer de fosfato (PBS) a pH: 7.0 a 0.1
M. Unicamente a los blancos y control color. Mientras que, a la muestras y al control negativo se

le afiadi6 20 puL de enzima (preparada anteriormente afiadiendo 32 mU/mL en solucién buffer a
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100 mM), Inmediatamente acabado este paso, se incubd la placa por 7 minutos a 37° en el
espectrofotometro para microplacas Multiskan FC, previamente seteado. Al terminar el tiempo
requerido, se afiadio p-NPG en todos los pocillos y nuevamente se incubaron por 20 minutos a
37°C. El porcentaje de inhibicion de las muestras se calcul6 a partir de los datos de absorbancia

proporcionados por el equipo y analizados a partir de la siguiente ecuacion:

AAmuestras - AAcontrol color

%Inhibicion =
AAcontrol negativo—AAblanco

Donde AAmuestra,control color,control negatico,blanco=Afinal—Ainiciala tomando en cuenta que el

equipo realiza dos lecturas al inicio de los 20 minutos y al finalizarlos.

Hlustracion 13:Secuncia de soluciones para ensayo de a-GLC

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A
B e0®
C CO00
D o 1
EO®
FO®
¢ U@
H
CONTROL NEGATIVO . BLANCO . MUESTRA CONTROL COLOR

e Determinacion de la Clso
Se realizaron diluciones seriadas partiendo de una concentracion maxima de 900, 350, 200 pL para
los extractos crudos de hexano, 300, 150, 75, 1 ug/mL diclorometano y 200, 100, 10, 1 ug/mL
para los extractos de metanol respectivamente y con los datos obtenidos se emple6 un analisis de

regresion.
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4.4.3.4-Ensayo de actividad antioxidante.

La actividad antioxidante de un compuesto se puede determinar a través de muchos métodos, uno
de los mas implementadas es el método que utiliza el radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH), de color violeta que absorbe a 517 nm. Este radical normalmente acepta los electrones
de otra sustancia, convirtiéndolo en un agente oxidante, sin embargo, cuando se mezcla con una
sustancia antioxidante es capaz de donar un H*, el radical se reduce y pierde su color violeta,
tomando coloraciones amarillas. lustracion 14

Tlustracion 14:Cambio de color de la reduccion de DPHH A DPPH?2 en presencia de una
antioxidante.

\7@@ @O

N
Antloxndante

Bajo cualquier método la actividad antioxidante se puede comprobar cuando el dafio oxidativo que
puede causar un agente oxidante es reducido por la presencia o accién de un antioxidante
(Fernandez, P., et al, 2006). Sin embargo, la facilidad, rapidez, costos y reproducibilidad que
ofrece este método es destacable.

La actividad antioxidante de los extractos crudos se evaluo de acuerdo con el protocolo establecido
en el laboratorio (ilustracion 15). Se prepararon 5 mL de soluciones de extracto crudo a 1000, 500,
50 pg/mL diluidas en MeOH, junto con una solucion de 25 mL de DPPH a 0.1 mg/mL en MeOH.

Adicional a esto se preparé una solucion de 5 mL de acido ascorbico como control positivo.
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El ensayo se realizo por triplicado, empleando un blanco (0.4 mL de muestra 'y 2 mL de MeOH),
el control de DPPH (2mL de DppH y 0.4 mL MeOH), la Muestra (2 mL DppH y 0.4 mL de
muestra). Las muestras se agregan en tubos de ensayos y al afiadir el DPPH se dejo reposar por 20
minutos, pasado el tiempo se realizaron las lecturas en el espectrofotometro a 517 nm.

Hlustracion 15: Esquema de ensayo de determinacion de actividad antioxidante.

|
H
Después de
T 1 i 30 min
| — —
— = — } | -4
Solucion de anadir 0.4 mL de cada Medir absorbanciaa 517 nm

extracto crudo a

1000,100,10 ppm extracto a 2 mL de DPPH

La actividad antioxidante se calcul6 a partir de los datos de absorbancia obtenidos a partir de la

siguiente ecuacion:

A A
% Inhibicion = —2LPH__muestra o 100 %

ADPPH
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4.4.3.5-Determinacion de fenoles totales por método de Folin-Ciocalteu.

El método de Follin-Ciocalteu es una prueba de determinacion y cuantificacion de fenoles totales.

Este ensayo se basa en la reaccion en medio basico de los fenoles contenidos en la muestra con el

reactivo de Follin, el cual esta formado por molibdato y tungstato sédico formando complejos

fosfomolibdico-fosfotungstico (Peterson, G.L., 1979). El medio basico propicia la formacion de

6xidos de color azul, siendo proporcional la intensidad del color a la cantidad de fenoles presentes

(Marina, D. et al, 2023).

El ensayo de Follin-Ciocalteu se realiz6 como prueba cualitativa para determinar la presencia de

fenoles en los extractos de Laguncularia racemosa, siguiendo la metodologia establecida en el

laboratorio (Ilustracion 16), que incluye los siguientes pasos:

Se inici6 preparando 20 mL de Follin a 1N, 15 mL por extracto crudo a concentraciones
de 1000, 500, 50 pg/mL en MeOH y 20 mL de Na>xCO3 al 20%.

Posteriormente, se afiadieron por triplicado 0.75 mL de reactivo de Follin 1 Ny 0.5 mL
de muestra en tubos de ensayo, pasado 5 minutos se afiadié 0.75 mL de Na,CO3 y se dejo

reposar la solucion por 2 horas y posteriormente se midi6 la absorbancia a 716 nm.

Tlustracion 16: Esquema de prueba de fenoles totales

/N
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B
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4.4.3.4-Determinacion de actividad antiparasitaria contra Plasmodium falciparum y
Leishmania donovani.

Los parésitos son organismos que tienen una relacion bioldgica con otro organismo, actuando
como huéspedes y causadndoles dafio y enfermedad que afecta su salud. Existen numerosos tipos
de parasitos que acttian de diferentes maneras en el organismo. En este proyecto, se evaluo la

actividad antiparasitaria utilizando dos parasitos:

e Plasmodium falciparum: es el parésito responsable de la enfermedad conocida como
malaria, que se transmite a través de la picadura de mosquitos hembra del género
Anopheles, infectados. Los sintomas de la malaria incluyen fiebre, escalofrios y dolor de
cabeza. Los tratamientos actuales se basan en combinaciones de medicamentos que
incluyen artemisinina, un compuesto derivado de una planta (Maier, A.G., et al., 2019).

o Leshmania donovani: es un parasito transmitido por la picadura de mosquitos de la familia
Phlebotominae y es responsable de la leishmaniasis, una enfermedad que puede
manifestarse en forma cutdnea (con presencia de Ulceras en la piel que pueden persistir
durante afios) o visceral (afectando 6rganos internos). La leishmaniasis visceral tiene una
alta tasa de mortalidad y se utiliza anfotericina B liposomal o miltefosina como
tratamiento, mientras que para la forma cutinea se aplican tratamientos tdpicos y

sistémicos (McGwire, B. S, et al., 2014; Monge-Maillo, B., et al., 2015).

La actividad antiparasitaria de los extractos de L. racemosa se evalu6 a una concentracion de
10 ng/mL, siguiendo la metodologia establecida por el ICBG Panama, en los laboratorios del
Centro de Biologia Celular y Molecular de Enfermedades de INDICASAT AIP, a los cuales se

les proporcion¢ las soluciones a la concentracion mencionada.
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4.4.4- CARACTERIZACION

4.4.4.1- Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.
Para la identificacion de los compuestos de bajo peso molecular, las muestras apolares (ML-LR-
HEX, ML-LR-DCM) se analizaron mediante la técnica de cromatografia de gases acoplada a la

espectrometria de masas en equipo GC/MS Agilent Serie 5977B.
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CAPITULO 5:
RESULTADOS Y DISCUSION
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5. RESULTADOS Y DISCUCION
5.1- Preparacion de extractos crudos
Para preparar los extractos se partié de 1.16 kilogramos de la hojas de la especie Laguncularia
racemosa, que fueron trituradas para su extraccion, en la Tabla 4 se detallan las cantidades

obtenidas de cada extracto.

Tabla 4:Masa de extractos crudos de L. racemosa obtenidos por maceracion con hexano,
diclorometano, metanol.

Disolvente No. Total, de No. devial Masa (g)
extracciones
6 Al 6.4949
ML-LR-HEX A2 7.1805
A3 1.924
Peso total de extracto crudo de hexano 15.59
6 Bl 7.0536
B2 7.9419
ML-LR-DCM B3 2.7212
B4 1.7154
Peso total de extracto de diclorometano 19.4321
6 C1 7.8091
C2 5.0041
ML-LR-MeOH C3 8.1231
C4 2.9077
C5 3.4002
Peso total de extracto de metanol 27.2442

Hlustracion 17:Maceracion para obtencion de extractos crudos de L. racemosa: 1)
Materia prima triturada, 2) materia prima sumergida en disolvente.
3)concentracion en rotavapor.




5.2-Ensayo de fitotoxicidad con semillas de Raphanus sativus

Los resultados del ensayo de fitotoxicidad se analizaron utilizando ciertos pardmetros establecidos
previamente en nuestro laboratorio, donde se considerd que la actividad es baja cuando esta en el
rango de 0-39% de Inhibicion, moderada en el rango de 40-59 % de inhibicidn, buena en el rango
de 60-69% de inhibicion y significativa cuando es mayor a 70 % de inhibicion. Segln esta métrica,
se observaron actividades moderadas de toxicidad en los extractos crudos de diclorometano, los
cuales inhibieron el crecimiento de las semillas en un 40 % a una concentraciéon de 1000 ppm. Por
otro lado, los extractos de hexano y metanol mostraron actividades bajas a la misma concentracion,
logrando inhibir solo un 21 % y 22 % del crecimiento, respectivamente. Los valores obtenidos a
concentraciones de 100 y 10 ppm se encuentran en la Tabla 5, donde se observa un aumento en el
crecimiento a medida que disminuye la concentracion de los extractos. Estos resultados se pueden
visualizar de manera mas clara en la ilustracion 18.

Tabla 5: Resultados de ensayo de fitotoxicidad de extracto crudo de L. racemosa contra semillas
de rabano.

Extracto Hexano Diclorometano Metanol

Concentracion

1000 100 10 1000 100 10 1000 100 10
(ppm)

Medida
promedio 465 506 550 434 588 6.38 464 5.03 6.14
(cm)

Medida
promedio de
control agua

(cm)

5.93 7.23 5.93

% de
inhibicion de 21 15 7 40 19 12 22 15 -4
crecimiento
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Hlustracion 18:Grafico de crecimiento de semillas en funcion de la concentracion ppm de los
extractos crudos de L. racemosa en comparacion con el control agua.
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Hlustracion 19:Semillas de rabano germinadas para evaluacion de actividades fitotoxica.

En la literatura no se cuenta con trabajos publicados sobre la actividad fitotoxica de Laguncularia
racemosa en extractos apolares. Sin embargo, se pueden encontrar reportes para otras especies de

mangle como Conocarpus lancifolius sobre todo para extractos de diclorometano y metanol
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(Saadullah, M., et al, 2016), asi como para extractos acuosos de Conocarpus erectus (Alsharekh,
A., etal, 2022), especies pertenecientes a la familia Combretaceae; en ambas plantas esta actividad
se reporta que la actividad se debe a los compuestos fendlicos. Es probable que este mismo tipo
de compuestos también este presente en Laguncularia racemosa (ya que pertenecen a la misma
familia), sin embargo, hay que tomar en cuenta que algunos factores como las condiciones
ambientales de crecimiento de la planta, el procesamiento de las semillas utilizadas, la region de
estudio y la variacion entre especies sean factores que pueden influir en el nivel de toxicidad que

Se presente.
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5.3-Ensayo de citotoxicidad con Artemia salinas

Los resultados del ensayo de citotoxicidad con Artemia salina fueron evaluados por el método de
Reed-Muench. Los datos de un primer ensayo nos indican niveles altos de toxicidad en el extracto
crudo de diclorometano, al alcanzar un 77 % de mortalidad a una concentracion méaxima de 1000
ppm, mientras que para los extractos crudos de hexano y metanol la actividad no fue significativa,
ya que, a la misma concentracién solo se logré alcanzar un 42 % y 33 % de mortalidad
respectivamente (Tabla 6). No obstante, un segundo ensayo realizado Unicamente para el extracto
crudo total de Laguncularia racemosa presentd un 83 % de mortalidad a la concentraciones

méaxima de 1000 ppm (Tabla 7).

Hustracion 20:Visualizacion de Artemias salinas en placa de 96 pocillos por medio de un
estereomicroscopio.
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Tabla 6:Resultados de los extractos crudo de L. racemosa en ensayo de citotoxicidad.

Extracto ML-LR-HEX ML-LR-DCM ML-LR-MeOH

CO”‘ESE&;‘;‘C'O” 1000 100 10 1000 100 10 1000 100 10

Log de

. 2 1 3 2 1 3 2 1
concentracion

Total, de

. 10
organismos

Vivas en
control 0
positivo

Vivas en
control 10
negativo

Promedio de
vivas

Promedio de
muertas

Muertas
acumuladas

Vivas

7 16 24 3 11 20 8 17 18
acumuladas

% de

mortalidad 42 11 ) 7l 21 5 33 11 5

Tabla 7:Resultados de segunda evaluacion de citotoxicidad a los extractos de diclorometano.

Extracto ML-LR-DCM
Concentracion (ppm) 1000 100 10
Log de concentracion 3 2 1
Total, de organismos 10

Vivas en control positivo 10
Vivas en control negativo 0
Promedio de vivas 2 8 10
Promedio de muertas 8 2 0
Muertas acumuladas 10 2 0
Vivas acumuladas 2 10 18
% de mortalidad 83 17 0

De manera adicional, analizando el punto de encuentro en los graficos de muerto y vivos

acumulados versus el logaritmo de concentracion se pudo obtener que para el extracto crudo de
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diclorometano se presentaba Clsode 323 ppm en un primer analisis y para el segundo analisis una
Clso de 316 ppm (ilustracion 21 y 22) valores muy similares. Es importante mencionar que
previamente se han realizado algunas evaluaciones sobre el potencial citotdéxico de la especie
Laguncularia racemosa a 1000, 500, 250 y 125 ppm en donde no se encontrd actividad citotoxica
(Martinez-Luis, S. et al , 2017). Sin embargo, el contenido metabolico de la especie recolectada en
la region de Chiriqui puede contener mayor variabilidad metabolica (triterpenos o polifenoles)

responsables de esta actividad en niveles moderados que presenta el mangle blanco.

Hlustracion 21:Grafico de 150 de la primera evaluacion de
extracto de diclorometano

Log de concentracion vs No. de acumuladas
extracto de DCM
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Hlustracion 22:Grafico de IC50 de la segunda evaluacion de
extracto de diclorometano

Log de concentracion vs No. de acumuladas
extracto de DCM
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5.4- Ensayo de inhibicion de enzima alfa-glucosidasa

Los extractos de Laguncularia racemosa fueron evaluados a diferentes concentraciones para
sortear aspectos como solubilidad, turbidez, coloracion, que podian afectar a los resultados del
ensayo, por lo que se tomaron concentraciones en las que dichas condiciones fueran las mas
optimas posibles. Para un primer andlisis se obtuvieron altos niveles de inhibicion de enzima alfa
glucosidasa con porcentajes de inhibicion >70 % en todos los extractos, tanto en DMSO, como en
EtOH usados como disolventes, asi como también para el agua que fue utilizada nicamente para
los extractos de metanol (tabla 8).

Tabla 8:Resultados de screening de ensayo inhibidor de enzima alfa glucosidasa.

EXTRACTO CONCENTRACION 9% DE ACTIVIDAD POR
(MG/ML) DISOLVENTE

DMSO EtOH H.0

ML-LR-HX 900 90.3 100 *
ML-LR-DCM 300 73.9 96.3 *
ML-LR-MEOH 100 99.2 95.9  80.00

*=no evaluado

A partir de estos datos previos se selecciono a los disolventes que presentaron mayor solubilidad,
menor turbidez y coloracion para la evaluacion de la Clso a través de una curva de calibracion
realizada para cada uno de los extractos, obteniendo valores de inhibicién >80 % para los tres
extractos (Tabla 9) y valores de Clso de 156 pg/mL para extracto de HEX en DMSO (Figura 24A),
28.10 pg/mL para el extracto de DCM en EtOH (Figura 24B), 10 pg/mL para el extracto de MeOH

en DMSO (Figura 24C). Estos datos preliminares nos indican que los extractos de DCM y MeOH
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tienen una mayor potencia en su capacidad para reducir la enzima debido a sus bajas
concentraciones para alcanzar una inhibicién del 50 %. En la literatura ya existen reportes que
corroboran nuestros hallazgos sobre la actividad de anti-hiperglucemiante de Laguncularia
racemosa a través de la inhibicion de la enzima alfa glucosidasa (Martinez-Luis, et al, 2018), asi
como también, ensayos con ratas utilizando extractos metandlicos que presentan actividad in vivo
(Bokani, M. , 2021); Todos estos resultados indican que Laguncularia racemosa posee gran

potencial como planta antidiabética.

Hlustracion 23:Placas de 96 pocillos con ensayo inhibidor de enzima alfa glucosidasa, A) Hx ,

Tabla 9:Porcentaje de actividad inhibidora de los extractos crudos de L.racemosa y controles.

o e
Concentracion Y% de actividad por

Muestra disolvente Cl1 50 (ng/mL)
(ng/mL) DMSO EtOH
900 95 -
ML-LR-HX 600 93 -
300 66 - 156
100 27 -
300 - 100
ML-LR-DCM 150 - 91
75 - 69 28.10
1 - -40
200 98 -
ML-LR-MeOH 100 87 -
10 54 - 10
1 15 -
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Hlustracion 24:Evaluacion de la actividad inhibidora de los extractos de A) Hex , B) DCM , C)
MeOH sobre la enzima alfa glucosidasa.
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5.5-Ensayo de actividad antioxidante

En un ensayo inicial a 1000 pg/mL, los extractos de MeOH y DCM de Laguncularia racemosa
presentaron una potente actividad antioxidante al mostrar un porcentaje de inhibicion del DPPH
mayor al 90 % a la concentracion de 0.1 pg/mL, mientras que el extracto de hexano mostro una

baja actividad, ya que solo present6 un valor <50 % (Tabla 10).

Tabla 10:Resultados de screening de actividad antioxidante de los extractos de L. racemosa por
el método radical libre DPPH.

Concentracion

Muestra Absorbancia promedio % de actividad
(ng/ml)
ML-LR-HEX 3.5880 33
ML-LR-DCM 1000 0.1010 96
ML-LR-MeOH 0.1030 98
DPPH 0.1 2.4040 -

Para corroborar los datos se realiz6 una segunda evaluacion donde los extractos activos alcanzaron
una actividad antioxidante de 96, 60 y 5 % y una Clso de 480 ng/mL para los extractos de DCM y
95, 69.38% y una Clso de 222 pg/mL para los extractos de MeOH a concentraciones de 1000, 500
y 50 pg/mL (tabla 11). Estos resultados muestran que el extracto crudo del mangle blanco presenta
una actividad alta similar a la del acido ascorbico (control positivo) que alcanza un 100% de

inhibicion del DPPH (Figura 25).

Tabla 11:Resultados de segunda evaluacion de actividad antioxidante e CI50 de extractos de L.
racemosa y vitamina C.

Concentracién Absorbancia . CI50
Muestra (ng/mL) oromedio % de actividad (ng/mL)

1000 0.1067 96

ML-LR-DCM 500 0.987 60 480
50 2.350 5
1000 0.1175 95

ML-LR-MeOH 500 0.753 69 222
50 1.523 38
DPPH 0.1 2.465 0
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Ilustracion 25:Evaluacion de actividad antioxidante a diferentes concentraciones de los
extractos de L. racemosa y vitamina C.
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Como se puede observar en la Ilustracion 26, la actividad antioxidante se puede visualizar a medida

que se pierde el color morado del DPPH y toma una coloracién amarilla.

Hlustracion 26: Perdida de color del DPPH a medida que aumenta la concentracion
(50,500,1000) de extracto y vitamina C: A)MeOH , B) DCM ,C) vitamina C

En la literatura existen reportes que sefialan que los extractos etandlico (Cruz, S., et al 2019) y
acuoso (Do Nascimento Santos, D. et al, 2021) de las hojas de L. racemosa contiene una gran
cantidad de compuestos del tipo de los fenoles y los triterpenos, los cuales le otorgan la actividad
antioxidante, esta informacion corrobora nuestros resultados e incrementa el uso potencial como

antioxidante de esta planta.
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5.6-Determinacion de fenoles totales por método de Follin-Ciocalteu

La determinacién de fenoles totales se realizd por el método de Follin-Ciocalteu de forma
cualitativa. Este método permite la determinacion de la presencia de fenoles totales en los extractos
de Laguncularia racemosa, de manera complementaria al ensayo de actividad antioxidantes. Los
resultados visuales del ensayo nos permitieron determinar que los extractos de L. racemosa en
DCM y MeOH contienen una gran cantidad de compuestos fenolicos , debido a la presencia de un
color azul que se volvia mas intenso a medida que aumentaba la concentracion ( Ilustracion 27).
Esto se pudo corroborar espectrofotométricamente al obtener absorbancias elevadas a
concentraciones maximas de 1000 pg/mL, las cuales fueron disminuyendo hasta la concentracion
minima de 50 pg/mL (Tabla 12). Al comparar nuestros resultados con los del 4cido galico (control
positivo) se observa un comportamiento muy similar, lo que es indicativo de la alta concentracion

de compuestos fendlicos en los extractos analizados (Ilustracion 28).

Tlustracion 27:Visualizacion de la coloracion azul intensa en los extractos L. racemosa a
diferentes concentracion. A) DCM , B) MeOH a 100, 500, 50 ug/mL
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Tabla 12:Datos de absorbancia obtenidos espectrofotométricamente de extractos de L. racemosa
y dcido galico.

Concentracién Absorbancia de las muestras
ML-LR-DCM ML-LR-MeOH Acido galico
1000 2.123 5.000 5.000
500 0.962 2.011 2.039
50 0.149 1.025 1.513

Hlustracion 28:Evaluacion de contenido de fenoles totales en los extractos L. racemosa a través
de la absorbancia vs concentracion.
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Algunos reportes de la literatura destacan la presencia abundante de taninos (compuestos
polifenolicos) en Laguncularia racemosa (Yahaya, M, et al, 2018), su cantidad estuvo muy por
encima de otros compuestos como los flavonoides o alcaloides. Este hecho coincide con la
determinacion de fenoles totales en las muestras de extracto en DCM y MeOH, que poseen una
coloracion azul intensa y que correlaciona con la actividad antioxidante mostrada por los mismos

extractos.
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5.7-Determinacion de actividad antiparasitaria contra Leshamania donovani y Plasmodium

falciparum

El andlisis de la actividad antiparasitaria de los extractos de Laguncularia racemosa arrojo valores

de porcentajes de inhibicion superiores al 70 % en los extractos de metanol contra Leshamania

donovani 'y Plasmodium falciparum, mientras que los extractos de hexano presentaron actividad

(>70 %) tunicamente contra Plasmodium falciparum. Los extractos de diclorometano no

presentaron actividad. (Tabla 13)

Tabla 13:Resultados de ensayos antiparitarios de L. racemosa contra L. donovani y P.

falciparum
Parasito % de Actividad de los extractos a 10 (¢ g/mL
ML-LR-HEX ML-LR-DCM ML-LR-MeOH
Plasmodium falciparum 73.8 0.0 96.4
Leshmania donovani 27 1.4 75.3

Tlustracion 29:Grdfico de % de actividad antiparasitaria de L. racemosa contra L.
panamensis y P. falciparum

% De actividad antiparasitaria de L. racemosa

B L. panamensis B P. falciparum

96%

74%

14%
- -
ML-LR-HEX ML-LR-DCM ML-LR-MeOH
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5.8- Caracterizacion quimica de los extractos

5.8.1-Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas.

5.8.1.1-Extracto de hexano

El analisis del extracto de hexano de Laguncularia racemosa mediante cromatografia de masas
acoplado a un espectrometro de masas (GS/MS Agilent Serie 5977B), permiti6 la deteccion de
algunos compuestos presentes en este extracto. En el cromatograma (Ilustracion 29) se puede

observar la presencia de pocos compuestos en una region especifica (Tabla 14).

Tabla 14:Compuestos observados en cromatograma de masas de hexano

N° % de area Masa molecular % de

. RT compuesto A
pico (g/ml) reconocimiento

1 2.95 37.712 nonacosano 408,6 99

2 3.54 43.178 Estigmasterol 412,6 99

3 16.76 44.044 B3 -sitoesterol 414,7 99

4 11.16 44.530 j -amirina 426,7 91

5 3.85 44.898 B -amirona 424.7 84

6 17.81 45.325 Lupeol 426.7 99

Espectro

Tlustracion 30:Cromatograma de masas obtenido por cromatrografia de gases
acoplado a espectrometria de masas de extracto de hexano de L. racemosa
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Al ampliar esta seccion observamos que los picos de gran abundancia corresponden a compuestos

de gran interés como: Lupeol , B-sitoesterol, f-amirina. (Ilustracion 31)

Hlustracion 31:Cromatograma de masas ampliado de extracto de L. racemosa con los
compuestos correspondientes a la mayor abundancia.

D:\a\Programas...L_LR\ML_LR_HX.D Injection 1 EI (+) MS centroid TIC

3.6x10°

3.4x10°

—> N.E.L

3.2x10°-
3.0x10°
B-Amirina
2.8x10°
2.6x10°
2.4x10° [B-sitoesterol
2.2x10°
2.0x10°
1.8x10°-
1.6x10°%-
1.4x10°+
1.2x10%
1.0x10°4
8.0x10"
6.0x10"
4.0x10°

2.0x10° \‘_\

0.0+

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

433 434 435 43.6 43.7 438 439 440 44.1 442 443 444 445 446 447 448 449 450 45.1 452 453 454 455 45.6 457 45.%
Tiempo de retencién (min)

N.E.L = No encontrado en la libreria.
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5.8.1.2-Cromatograma de diclorometano
El cromatograma de masas del extracto de diclorometano de Laguncularia racemosa es muy
similar al cromatograma del extracto de hexano, es decir, se encontraron sefiales de mayor

abundancia en zonas similares, tal como se puede ver en la I[lustracion 32.

Hlustracion 32: Cromatograma de masas obtenido por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas de extracto de diclorometano de L. racemosa.
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Al comparar con el blanco y tomando en cuenta solo los compuestos mayoritarios, encontramos
que el extracto de diclorometano presento pocos picos (Tabla 15). Es importante mencionar que la
muestra fue inyectada solubilizdndola en Hexano, por lo que pudo existir la posibilidad de que este

factor haya contribuido a la aparicién de menos compuestos.

Tabla 15:Compuestos presentes en extractos crudo de diclorometano.

N° % de area Masa molecular % de
. RT compuesto A
pico (g/ml) reconocimiento
1 9.36 44.019 B -sitoesterol 414,7 99
2 28.14 44.252 cipereno 204.3 99
3 29.01 45.280 a-amirina 426,7 99
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Hlustracion 33:Cromatograma de masas ampliado de extracto de hexano de L. racemosa con los
compuestos correspondientes a la mayor abundancia.
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5.8.1.3- Estudio de diversidad quimica.

A partir de la data experimental obtenida por cromatografia de masas acoplada a espectrometria
de masas se realizo una estudio de diversidad quimica, una herramienta muy reciente para el
analisis de datos que contribuye a la compresion de la quimica de producto naturales agrupando
compuestos similares en redes moleculares, de las cuales, se puede inferir relaciones estructurales
en funcion de sus similitudes espectrales, lo que ayuda en la identificacion de metabolitos

desconocidos. Para este proyecto la red molecular se elabord con la “Global Natural Products

Social Molecular Networking” (GNPS).
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La red molecular de Laguncularia racemosa a primera vista nos indica similitud espectral entre
los extractos apolares de hexano y diclorometano; en la red mostrada en la ilustracion 34 se observa
que la mayor parte de los compuestos se agrupan en secciones diferente, pero estan presentes en
ambos extractos (color verde), con una minoria de compuestos individuales para cada extracto
(azul para diclorometano, amarillo para hexano).

Hlustracion 34: Visualizacion general de la red molecular de L. racemosa.

ML-LR-HEX @

‘ ML-LR-DCM _ -
@
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La visualizacion de compuesto a través de este tipo de herramientas ayuda a representar las
relaciones quimicas entre los diferentes metabolitos presentes en una muestra, un ejemplo, de esto
es que al seleccionar en una agrupacion especifica o clusters (Ilustracion 35) podemos observar

los compuestos mayoritarios en nuestros cromatogramas anteriormente visualizado, tales como:
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triterpenoides como lupeol , B-amirina, B-amirona, agrupados por su peso molecular que varia
entre 200-400 g/mol, esto podria indicar que se trata de isdbmeros de estos compuestos u otros

diferente.

Ilustracion 35:Clusters de la red molecular de L. racemosa.

Betulina

ML-LR-HEX

En general, la visualizacion de compuestos a través de una red molecular es una herramienta
poderosa que puede simplificar y facilitar la interpretacion de datos complejos de espectrometria
de masas, proporcionando una vision integrada de las relaciones quimicas en una muestra

compleja, como lo es un planta que posee un gran contenido metabolico.

5.8.1.4-Actividades biologicas de los compuestos mas abundantes observados en
cromatograma de masas
Los compuestos detectados por espectrometria de masas pertenecen a grupos de compuesto

importantes (esteroles y triterpenos), que poseen actividades bioldgicas de gran interés.
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5.8.1.4.1- Esteroles

v’ B-sitoesterol

El B-sitoesterol es uno de los fitoesteroles mas conocidos. De modo general, es un esterol que se
encuentra muy bien distribuido en diversas especies vegetales y su estructura es muy similar a la

del colesterol.
Se han reportado diversas actividad biologicas, tales como:

v’ Antidiabética: El B-sitoesterol ha demostrado su capacidad antidiabética en diversas
investigaciones in vivo al mostrar inhibicion de 78,2% de la enzima alfa glucosidasa en
ratones diabéticos (Babu, S., et al, 2020). Del mismo modo, nuevos hallazgos indican que
el B-sitoesterol mejora el control glucémico mediante la activacion de los receptores de
insulina y el transportador de glucosa 4 (proteinas claves en el control de los niveles de
azucar) en el tejido adiposo de ratas con diabetes tipo 2 (Ponnulakshmi, R., et al, 2019). Es
muy claro que el B-sitoesterol puede actuar como potente antidiabético, por lo que es un
compuesto con interés medicinal debido a que esta enfermedad provoca muchas muertes a
nivel mundial y es responsable de complicaciones serias en los pacientes.

v Antioxidante: Se considera que el B-sitoesterol es un antioxidante moderado (Baskar, AA,
et al, 2012). Sin embargo, se ha demostrado que tiene la capacidad de atrapar radicales
libres porque su estructura incluye grupos hidroxilos que pueden donar electrones para
neutralizar los radicales libre (Babu, S., et al, 2020). De manera adicional, en un modelo
de estudio con larvas de pez cebra el B-sitoesterol protegio del dafio oxidativo del CuSOsa,
al promover la expresion de la enzima superdxido dismutasa y el glutation peroxidasa 4B
(Zhang, et al, 2023). Por esta razon, se puede decir que la actividad antioxidante del -

sitoesterol es de suma importancia porque nos permite utilizar este compuesto para
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proteger las células y tejidos del dafio causado por el estrés oxidativo que causa la presencia
de radicales libres.

v Anticancerigeno: Varios estudios farmacoldgicos indican que el B-sitoesterol ejerce una
actividad antitumoral al promover la activacion de sefiales que promueven la apoptosis,
limitando la proliferacion de células de cancer (Bao, X., et al, 2022). Este hecho, ha
promovido que los fitoesteroles se puedan usar para tratar diversos tipos de cancer: como
el de mama, prostata, gastrico, pancreas y otros. De hecho, los datos epidemiologicos
indican que al afiadir un alto contenido de fitoesteroles a la dieta existe una reduccion de

los canceres comunes (Saleem, M., 2009)

De manera adicional a las actividades sefialadas anteriormente, el B-sitoesterol tiene reportes sobre
otras actividades secundarias tales como: antinflamatoria (Paniagua-Pérez R, et al,2016) y efecto
protector sobre enfermedades respiratorias (Park, YJ., et al,2019). Actualmente, el § -sitoesterol
se utiliza ampliamente en la industria farmacéutica debido a sus propiedades bioldgicas y

fisicoquimicas unicas.

Nuestro trabajo revela que este compuesto estd presente tanto en los extractos de hexano y
diclorometano, y al poseer diversas actividades biologicas se puede decir que Laguncularia
racemosa es una planta con un gran potencial medicinal; actualmente, el B -sitoesterol se utiliza
ampliamente en la industria farmacéutica debido a su baja toxicidad, pero multiples propiedades
bioldgicas y fisicoquimicas unicas. Por tal razon, la planta analizada constituye una fuente natural

importante de este compuesto.
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5.8.1.4.2- Triterpenoides

Los triterpenoides son terpenos que constan de seis unidades de isopreno, son un grupo de
compuesto muy bien distribuidos en el reino vegetal. En los cromatogramas de masas obtenidos
por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas se logro observar compuestos
como: Lupeol, B-amirona (extracto de HEX), cipereno (extracto de DCM) y B-amirina ( extractos

de DCM Y HEX)

e Lupeol

Compuesto con estructura quimica C3oHs0O presente en alimentos como col blanca, pimientos,
pepino, tomate, mango, uvas rojas , entre otras. En los ultimos afios ha sido ampliamente estudiado

por sus propiedades terapéuticas.

v’ Antiparasitario: Diversas investigaciones han reportado el efecto del lupeol y sus derivados
contra el Plasmodium falciparum en ratas (Singh, A., et al., 2020). El lupeol tiene la
capacidad de afectar la membrana del parasito, reduciendo su viabilidad y propagacion, lo
cual ha sido demostrado de manera similar in vitro (Fotie, J., et al., 2006). Ademas, también
ha mostrado accion contra parasitos como el Leishmania donovani al causar dafios en la
membrana citoplasmatica del promastigote, que es la forma transmitida al huésped
vertebrado (Das, A., et al., 2017).

v Antidiabético: Se han informado sobre diversas vias a través de las cuales el lupeol actia
como antidiabético. Por ejemplo, se ha reportado que el lupeol reduce la hiperinsulinemia
al regular los receptores de insulina y la proteina GLUT 4 (Soni, L. K., et al., 2018). En
ratas con diabetes tipo 2, ha mostrado efectos similares a la metformina, un medicamento

utilizado para controlar los niveles de azlicar en la sangre en pacientes con diabetes tipo 2
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(Malik, B., et al., 2019). Ademas, se ha reportado que inhibe la actividad de las enzimas
alfa glucosidasa y alfa amilasa, responsables de la degradacion de carbohidratos a aztcares
(Ortiz-Andrade, R. R., et al., 2007).

v Antiinflamatorio: Se ha investigado el uso del lupeol para tratar la inflamacion asociada a
diversas enfermedades. Por ejemplo, Geetha et al. sefialan en su investigacion que el lupeol
reduce la inflamacién en un modelo de artritis en ratones al modular el sistema
inmunolodgico y la generacion de factores inflamatorios (Geetha T, et al., 1999). Ademas,
se ha estudiado que este compuesto, administrado por via oral a ratones con asma bronquial
inducida, reduce los niveles de eosinofilos en los pulmones, asi como la produccion de
moco y la inflamacién general en los pulmones (Vasconcelos JF, 2008). Tanto ensayos in
vitro como in vivo indican que el lupeol modula diversas moléculas que participan directa

o indirectamente en los procesos de inflamacion (Saleem, M., 2009).

El lupeol es un compuesto de suma importancia. Ademas de las actividades mencionadas
anteriormente, existen informes sobre muchas otras actividades, como su capacidad
cardioprotector, su actividad antimicrobiana y su accidon como agente neuroprotector, entre otras.
Estas caracteristicas le otorgan un gran potencial de uso debido a su baja toxicidad y su abundancia

en la naturaleza.

e Cipereno

Es un sesquiterpenoide de origen natural presente en diversos aceites esenciales. No hay muchos
reportes sobre estudios de actividades biologicas. Sin embargo, algunas investigaciones destacan
su poder antibacterial, contra bacterias Gram positivas, especialmente Staphylococcus aureus

(Kilani, S et al, 2005).
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No se cuenta con reportes de su actividad antidiabética, antioxidante, antiparasitaria, citotoxicidad
o fitotoxicidad, sin embargo, esto no descarta que posea algunas de estas actividades y que no se

sepa de esto porque no se ha evaluado el compuesto puro en estos ensayos.

e [-amirina

Se trata de un triterpenoide pentaciclico de origen natural y se estima que se encuentra en gran
abundancia en diversas plantas medicinales. Tanto estudios in vitro como in vivo han demostrado

el papel bioldgico de la f-amirina, en diversas actividades bioldgicas como:

v Antioxidante: Se ha comprobado que la B-amirina es un potente antioxidante, actuando
como donador de protones. Esto se ha demostrado en ensayos de DPPH y FRAP, donde se
obtuvieron valores de Clso >333.3 uM (Santiago, L. A., et al., s/f).

v" Inhibidor de enzima alfa glucosidasa: Se ha reportado que este compuesto presenta una alta
actividad inhibitoria contra la enzima alfa glucosidasa, con un Clso de 32.33 uM (Thengyai,
S., et al., 2020).

v" Citotdxico con potencial antitumoral: Tanto la a-amirina como la B-amirina han mostrado
actividad citotéxica contra lineas celulares cancerosas especificas a través de un
mecanismo selectivo mediado por apoptosis. Algunas de las lineas celulares afectadas
incluyen HL-60 (leucemia), HCT-8 (cancer de colon) y MDAMB-435 (melanoma) (Neto,

S. F,etal., 2021).

Los reportes sobre las actividades biologicas para los triterpenoides anteriormente descritos
sugieren que podrian ser los responsables de las actividades bioldgicas observadas en esta

investigacion, ya que presentan un gran potencial relacionado a las actividades detectadas.
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6-CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

6.1- Conclusiones:

Podemos concluir a partir del estudio del potencial biotecnologico de Laguncularia Racemosa,
que:

La deteccion de altos niveles de actividad biologica en los extractos organicos preparados
con la especie de manglar panamefo Laguncularia racemosa sugiere que esta planta podria
ser una valiosa fuente de compuestos bioactivos con gran potencial biotecnoldgico y
medicinal.

Las propiedades detectadas en Laguncularia racemosa del mangle pueden contribuir para
investigaciones futuras y el potencial desarrollo de productos farmacéuticos, suplementos
nutricionales y pesticidas naturales, de importancia para la salud humana como en la
agricultura, lo que les adhiere un gran valor a los manglares panamefios.

La actividad inhibitoria de la enzima alfa glucosidasa y el potencial antioxidante
observados en Laguncularia racemosa podrian ser de gran importancia para generar
productos que sean de utilidad en la proteccion contra el estrés oxidativo y el manejo de la
hiperglucemia. Es decir, podrian ser de utilidad para la basqueda de tratamientos de
enfermedades metabolicas como la diabetes, el Alzheimer, el Parkinson, entre otras, que
son prevalentes en la poblacion panameria.

La actividad fitotoxica presentada por Laguncularia racemosa sugiere que esta especie
podria ser una fuente de compuestos bioactivos con propiedades pesticidas. Los cuales
podrian ser de beneficio para la agricultura sostenible y la proteccion de los cultivos contra
plagas.

La presencia de actividad citotoxica en Laguncularia racemosa, junto con su actividad

antiparasitaria, abre la puerta al desarrollo de terapias naturales contra enfermedades
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parasitarias graves y también podria representar un nuevo enfoque en el tratamiento de

células anémalas, como las células cancerosas.

6.2-Recomendaciones:

Se recomienda realizar pruebas bioldgicas mas especificas, tanto in vitro como in vivo, para
evaluar la eficacia y seguridad de los compuestos extraidos de Laguncularia racemosa.
Esto es fundamental para comprender su potencial terapéutico y cualquier efecto
secundario asociado.

Es recomendable llevar a cabo investigaciones simultaneas en las que se evalte la misma
especie obtenida de diferentes regiones del pais. Esto permitird caracterizar de manera mas
completa la especie y obtener nueva informacién sobre cémo el entorno afecta la
produccion de metabolitos secundarios en Laguncularia racemosa.

Implementar técnicas mas especificas para determinar el contenido metabolico de
Laguncularia racemosa y asi confirmar cudles son los metabolitos responsables de la

actividad es observada.
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8-ANEXOS

llustracion 36: Elaboracion de ensayo de
citotoxicidad.

llustracion 37:Espectrofometro UV/VIS.
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[lustracion 39: Estereomicroscopio
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llustracion 38:Placa de 96 pocillos de ensayo inhibidor de alfa
glucosidasa.




