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1. Resumen

En el presente trabajo de investigacion se realizo el estudio de compuestos fendlicos
(CF) y su relacion con las propiedades antioxidantes, hipoglucémicas e
hipocolesterolémicas de nueve especies de plantas provenientes de residuos
agroforestales. Con el propdsito de aprovechar y dar un valor agregado a estos
subproductos, de los cuales se conoce su uso en medicina tradicional en diversos
paises, sin embargo el estudio de sus propiedades antioxidantes y biolégicas en
México es limitado. Materiales y Métodos: El material de estudio incluyé la cascara
de Nephelium lappaceum (rambutan), Garcinia mangostana (mangostan) y Punica
granatum (granada), las hojas de Arctostaphylos pungens (pingtica) y Eryngium
heterophyllum (hierba del sapo) asi como las cortezas de Mangifera indica L.
(mango) Var. Manila 'y Var. Tommy Atkins, Juglans regia (Nogal) y Cedrela odorata
L. (cedro rojo). Se obtuvieron extractos fendlicos utilizando como solventes agua,
etanol 96%, etanol 70% y acetato de etilo. La evaluaciéon de CF se realiz6 mediante
la evaluacion de fenoles totales (FT), flavonoides (F) y proantocianidinas (P). La
actividad antioxidante (AA) se evalu6 por cuatro métodos diferentes; 1) DPPH (2,2'—
difenilo-1-picrilhidracilo), 2) Método de decoloracién del p-caroteno, 3) Método del
Oxido Nitrico (NO) y 4) ABTS (acido 2,2’-azinobis-3-etilbenzoline-6-sulfonico). El
efecto hipoglucémico e hipocolesterolémico de los extractos de plantas se realiz
en dos modelos murinos por las pruebas curva de tolerancia a la glucosa y tiloxapol
respectivamente. Los extractos que mostraron mayor actividad hipoglucemiante en
la curva de tolerancia a la glucosa fueron Juglans regia (Nogal) y Cedrela odorata
L. (cedro rojo) y posteriormente se evallo su efecto en ratas Wistar con diabetes
tipo I, inducida previamente con estreptozotocina, se administro el extracto en una
dosis de 200 mg/kg de peso durante 10 dias, monitoreando los niveles de glucosa

y comparando contra un grupo control. 3)_Efecto hipocolesterolémico se midié con

extractos con mayor actividad hipoglucemiante y con Eryngium heterophyllum
(hierba del sapo), se probaron en modelo de ratones macho (NIH CD1) con
hipercolesterolemia inducida por tiloxapol, la dosis del extracto fue de 100 mg/kg
por via oral. Se evalu6é el perfil lipidico (colesterol total, colesterol HDL y
triglicéridos), comparando con un grupo testigo. El efecto genotdxico se midio
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mediante la técnica del cometa, el cual es un método que-determina el nivel de dafio
al ADN.

Resultados: Se obtuvieron valores de FT en el rango de 86.3 +21.1a577.3+24.9
mg EAG/ g de extracto, que corresponden el valor menor al extracto de Eryngium
heterophyllum (hierba del sapo) y el valor mayor al extracto de Juglans regia (nogal).
De acuerdo al andlisis de varianza realizado se encontré diferencia (p<0.05) entre
los valores de FT con respecto al método de extraccion y a la especie de estudio.
Se encontré correlacion significativa (p<0.05) entre los FT y la AA mediante los
cuatro meétodos evaluados, para todos los extractos. Las especies que mostraron
mayor actividad hipoglucemiante fueron Juglans regia (Nogal) y Cedrela odorata L.
(cedro rojo), al obtener los valores mas bajos de Area Bajo la Curva AUC 88.8 + 5.8
y 94.3 £ 17.2 (g/L min), obtenidos a partir de graficar glucosa contra tiempo.

En cuanto al efecto hipocolesterolémico los resultados mostraron que los extractos
bajaron los niveles de colesterol total (CT) al mismo nivel de los animales, que no
se les administr6 tiloxapol (grupo control), y sus valores de CT fueron
significativamente diferentes del grupo con tiloxapol (p<0.05). Para los niveles de
triglicéridos y colesterol HDL no se observo ninguna diferencia contra los grupos
control (con y sin tiloxapol). Con el objeto de ver la relacion entre el efecto
hipoglucemiante con la concentracién de FT y AA se realiz6 una correlacion entre
FTyAUC, FTy CT, AUC Yy AA, el coeficiente de correlacion no fue significativo. Por
otra parte se evalud el efecto genotoxico de los extractos que mostraron tener
propiedades farmacoldgicas in vivo y se encontro que los dos extractos evaluados
(C. odorata y J. regia) no provocaron dafio a nivel de ADN en células de ratones

administradas las dosis probadas fueron 100 y 200 mg/kg de los dos extractos.
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2. Abstract

In this research the study of phenolic compounds (CF) and its relationship with the
antioxidant, hypoglycemic and hypocholesterolemic properties of nine species of
plants from agro-forestry waste is made. In order to take advantage and give added
value to these products, which use in traditional medicine in different countries is
known, however the study of active compounds and properties in Mexico is limited.
Materials and Methods: The study material included peel Nephelium lappaceum
(rambutan), Garcinia mangostana (mangosteen) and Punica granatum
(pomegranate), the leaves of Arctostaphylos pungens (Pingtica) and Eryngium
heterophyllum (hierba del sapo) and barks of L. Mangifera indica (mango) Var.
Manila and Var. Tommy Atkins, Juglans regia (Walnut) and Cedrela odorata L. (red
cedar). Phenolic extracts were obtained using as solvents water, 96% ethanol , 70%
ethanol and ethyl acetate The CF evaluation was performed by evaluating total
phenols (FT), flavonoids (F) and proanthocyanidins (P). The antioxidant activity (AA)
was evaluated by four different methods; 1) DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl),
2) Method of B-carotene bleaching, 3) Method of Nitric Oxide (NO) and 4) ABTS
(2,2'-azinobis-3- etilbenzoline-6-sulfonic acid). The effect hypoglycemic and
hypocholesterolemic of plant extracts effect was conducted in two murine models for
the testing curve glucose tolerance and tyloxapol respectively. The extracts showed
greater hypoglycemic activity in the curve of glucose tolerance were Juglans regia
(walnut) and Cedrela odorata L. (red cedar) and later its effect was evaluated in
Wistar rats with type | diabetes, previously induced with streptozotocin, administered
in a dose of 200 mg / kg for 10 days, monitoring glucose levels and comparing
against a control group. 3) Hypocholesterolemic effect was measured with extracts
that showed more hypoglycemic activity and Eryngium heterophyllum (hierba del
sapo), were tested in model of male mice (NIH CD1) with hypercholesterolemia
induced by tyloxapol, extract dose was 100 mg / kg orally administrated. Was
evaluated the lipid profile (total cholesterol, HDL and triglycerides, compared to a
control group. The genotoxic effect was measured by comet assay, which is a

method that determines the level of DNA damage.
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Results: FT values were obtained in the range of 86.3 + 21.1 to 577.3 £ 24.9 mg
EAG / g of extract, corresponding to the lowest value Eryngium heterophyllum
extract (hierba del sapo) and greater value to Juglans regia extract (walnut).
According to the variance analysis it performed (p <0.05) between the values of FT
on the method of extraction and the kind of study found. Significant correlation (p
<0.05) was found between the FT and AA by the four methods evaluated for all
extracts. The species that showed higher hypoglycemic activity were Juglans regia
(Walnut) and Cedrela odorata L. (red cedar), to obtain the lowest values of area
under the curve AUC 88.8 + 5.8 and 94.3 £ 17.2 (g / L min) obtained by plotting
glucose versus time. As for the hypocholesterolemic effect the results showed that
the extracts lowered levels of total cholesterol (TC) at the same level of animals,
which are not administered tyloxapol (control group), and CT values were
significantly different from group tyloxapol (p<0.05). For triglyceride and HDL
cholesterol it was observed no difference against the control groups (with and
without tyloxapol). In order to see the relationship between blood glucose lowering
effect with the concentration of FT and FT AA correlated and AUC, FT and CT, AUC
and AA performed the correlation coefficient was not significant. Moreover the
genotoxic effect of extracts shown to have pharmacological properties in vivo and
found that the two extracts tested (C. odorata and J. regia) level did not cause
damage to DNA in mouse cells was evaluated administered doses tested were 100
and 200 mg / kg.
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3. Introduccién

Desde la época prehistérica las plantas han sido la base para las terapias
medicinales, asi como en la actualidad para la elaboraciébn de medicamentos
sintéticos (Alves et al., 2014; Mati¢, et al., 2013). El beneficio de las plantas esta
relacionado a los metabolitos secundarios que éstas producen, los cuales les sirven
como defensa contra infecciones y lesiones. Este efecto preservativo de las plantas,
vegetales, frutas y especies se debe a la presencia de constituyentes antioxidantes
y antimicrobianos en sus tejidos. En un gran nimero de estudios se ha reportado
que estos compuestos tienen beneficios para la salud. Por lo que se ha
incrementado considerablemente el interés en encontrar antioxidantes naturales
para uso en alimentos o en medicamentos para reemplazar el uso de antioxidantes
sintéticos, los cuales han sido restringidos debido a que producen efectos
secundarios (Rababah et al., 2010).

Las Industrias agro-forestal generan subproductos y residuos, los que estan
constituidos principalmente por los tallos, raices, hojas, cortezas, cascaras, semillas
u otras partes de las plantas que no son utilizadas en los procesos y que plantean
graves problemas ambientales. La valorizacion de estos residuos es reconocida
como una opcion para la reduccidon de la carga contaminante de los materiales y
una oportunidad para el desarrollo de nuevos productos naturales. Una de las
opciones de mayor valor es la recuperacion eficiente de los fitoquimicos fendlicos
bioactivos, que se producen ampliamente en estos residuos (Amyrgialak et al.,
2014; Balasundram et al., 2006; Gafian et al., 2004; Kadirvelu et al., 2003; Reed y
Wiliams, 2003; Schieber et al., 2001; Shah, et al., 2005).

Los compuestos fendlicos en las plantas son una parte esencial de la dieta humana,
y son de gran interés debido a sus propiedades antioxidantes. Estos compuestos
poseen un anillo aromatico que lleva uno o mas grupos hidroxilo y sus estructuras
pueden variar desde la de una molécula fendlica sencilla a la de un polimero de alto
peso molecular compleja. Muchas plantas contienen grandes cantidades de
polifenoles, los cuales juegan un papel importante en la adsorcion y neutralizacion

de radicales libres o en la descomposicion de perdxidos. Estos compuestos han
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sido estudiadas y propuestas para la proteccion contra la oxidacion y estrés
oxidativo (Lin & Weng, 2006; Rababah et al., 2010).

Para el control de la sobreproduccion de ROS, las células se protegen contra el
estrés oxidativo mediante mecanismos antioxidantes de desintoxicacion dentro del
mismo organismo, los cuales incluyen antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos
como las vitaminas A, C y E (Vieira et al. 2011). Asi mismo se ha reportado que la
ingesta de compuestos activos de plantas disminuye los efectos causados por las
ERO.

En el presente trabajo de investigacion se evaluo la concentracion de polifenoles,
incluyendo fenoles totales, flavonoides y proantocianidinas en nueve especies
vegetales, tres de ellas provenientes de frutos: cascaras de Nephelium lappaceum
(rambutan), Garcinia mangostana (mangostan) y Punica granatum (granada),
cuatro cortezas: Mangifera indica L. (mango) Var. Manila y Mangifera indica L.
(mango) Var. Tommy Atkins, Juglans regia (Nogal) y Cedrela odorata L. (cedro rojo),
asi como las hojas de Arctostaphylos pungens (pinguica) y Eryngium heterophyllum
(hierba del sapo). Se evalu6 su actividad antioxidante, el efecto hipoglucémico,
efecto hipocolesterolémico y genotéxico de sus extractos polifenélicos, con la
finalidad de investigar y/o verificar sus propiedades bioldgicas, asi como sugerir su
aprovechamiento al tratarse de subproductos sin uso actual. Lo anterior nos
permitira generar conocimiento cientifico acerca de las propiedades benéficas de

estos productos agroforestales y un valor agregado a estos materiales.
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4. Antecedentes

4.1 Plantas

4.1.1 Usos medicinales de plantas

Las plantas son reconocidas universalmente como una parte vital del mundo, son
suministro de nuestras necesidades basicas como alimentos, fibras, combustible, y
muchos medicamentos importantes (Suaib et al.,, 2009). Las plantas han sido
utilizadas por la medicina desde tiempos inmemorables debido a que ellas han
suplido las necesidades personales, ya que son de facil acceso y econémicas
(Thakur et al., 2010).

Los sistemas tradicionales de la medicina de varios paises dependen de las plantas
medicinales para su preparacion. La basqueda para tratamientos médicos basados
en medicina alternativa se ha incrementado significativamente, haciendo asi el
conocimiento de plantas usadas comunmente en medicina folklorica
extremadamente importante (Mati¢ et al., 2013). La medicina herbal ha empleado
por siglos para el tratamiento de varias enfermedades de humanos y animales
(Alves et al., 2014; Thakur et al., 2010).

Actualmente se busca que los tratamientos médicos sean menos invasivos y mas
profilacticos, por lo que se estan haciendo estudios para obtener fuentes alternativas
para la obtencion de moléculas terapéuticas. Dado que los farmacos
convencionales a menudo no son preventivos, la medicina alternativa y
complementaria ha sido reevaluada por profesionales meédicos como terapias
potenciales. Los estudios clinicos de la medicina herbaria como medicina alternativa
demuestran las pruebas que apoyan su eficacia empirica. Hoy en dia se ha
reportado que la ingesta de compuestos bioactivos a partir de diferentes alimentos
funcionales o nutracéuticos que contienen partes o extractos de plantas pueden

aliviar o prevenir enfermedades (Shoji & Nakashima, 2004).
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Basados en el conocimiento etnofarmacoldgico antiguo, los médicos alemanes
recetan medicamentos a base de hierbas para tratar enfermedades comunes
(Wagner 1999). Japon, China, Corea del Sur e India son lideres en el uso y en la
investigacion de alimentos funcionales y el uso de plantas, en los paises
mediterraneos, como Grecia, Italia, Francia, Espafia y Portugal, las tradiciones
nutricionales han sido asociadas con una vida saludable y para contrarrestar el
envejecimiento (Ferrari, 2004).

En México se tiene una gran diversidad botanica y un amplio uso de medicina
tradicional basada en herbolaria, mas del 90% de la poblacién general usan plantas
medicinales en practicas comunes para el tratamiento empirico de varias

enfermedades (Castro et al., 2011).

Las plantas juegan un papel importante en el descubrimiento de nuevos agentes
terapéuticos y han recibido mucha atencion por ser fuente de sustancias biologicas
activas, que incluyen agentes con propiedades antioxidantes (Bansal et al., 2012,
Nithiyanantham et al., 2013, Badami et al., 2003), anticancerigenas (Fisher et al.,
2011; Pavanato et al., 2007); hipoglicémicas (Yamini Dixit y Anand Kar 2010; Rauter
et al., 2010) e hipolipidémicas (Bansal et al., 2012).

Las propiedades terapéuticas son principalmente atribuidas al metabolismo
secundario que producen las plantas (Nithiyanantham et al., 2013). La proteccion
de plantas medicinales contra enfermedades es atribuida a fitonutrientes naturales;
como los polifenoles, flavonoides, fenilpropanoides, &cidos fendlicos, &cido

ascorbico, tocoferol y carotenoides (Yi et al., 2006).

Los polifenoles constituyen sustancias activas encontradas en la mayoria de las
plantas medicinales. Estos modulan la actividad de un amplio rango de enzimas y
receptores celulares. Estas moléculas son metabolitos secundarios de plantas y
generalmente estan involucrados en la defensa contra la radiacion ultravioleta y

agresion por patogenos (Manach et al., 2013).
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4.1.2 Metabolitos secundarios de plantas

Las plantas destinan una cantidad importante del carbono asimilado y de su energia
a la sintesis de una amplia variedad de moléculas organicas conocidos como
metabolitos secundarios. Estos compuestos se sintetizan en pequefas cantidades
y no de forma generalizada, por lo general su produccion restringida a un
determinado género de plantas, a una familia, o incluso a algunas especies (Avalos
y Pérez-Urria, 2009). De esta manera, algunos metabolitos secundarios tienen
funciones ecologicas especificas como atrayentes o repelentes de animales.
Muchos son pigmentos que proporcionan color a flores y frutos, otros compuestos
tienen funcién protectora frente a predadores, que actlan como repelentes,
proporcionan a la planta sabores amargos, haciéndolas indigestas o venenosas.
La variedad estructural dentro de un mismo grupo de metabolitos secundarios esta
dada por las modificaciones quimicas a una estructura béasica originada por
reacciones quimicas, tales como la hidroxilacion, epoxidacion, metilacion,
malonisacion, esterificacion y glucosilacion. Esta variedad ocasiona perfiles
metabdlicos diferentes entre especies, entre los miembros de una poblacién y entre
los diferentes érganos de la planta, la cual es parte de la estrategia de adaptacion
de las plantas (Sepulveda et al., 2003).

Es importante destacar que también reciben la denominacién de productos
naturales, estos tienen un importante valor medicinal y econémico, derivado éste
ualtimo de su uso en la industria cosmética, alimentaria, farmacéutica y agroquimica.
Un gran namero de estos productos naturales, que ya se usaban en la medicina
antigua como remedios para combatir enfermedades, se utilizan en la actualidad
como medicamentos, resinas, gomas, potenciadores de sabor, aromas, colorantes,
entre otros. Los metabolitos secundarios ofrecen algunos beneficios muy
importantes para la salud y tratamiento de enfermedades de los humanos (Avalos y
Pérez, 2009; Rababah et al., 2010). Hasta la fecha, se han identificado mas de
100,000 metabolitos secundarios en plantas (Dixon, 2001). Sin embargo, se
considera que el potencial que ofrece el reino vegetal como fuente de compuestos

potencialmente Utiles no ha sido suficientemente aprovechado, ya que sélo un
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limitado porcentaje de las 270.000 especies de plantas superiores conocidas han
sido investigadas en cuanto a sus compuestos activos. Los metabolitos secundarios
de las plantas se pueden clasificar en cuatro grupos principales, en base a sus
origenes biosintéticos y su composicion quimica (Rao y Rafishankar, 2002; Taiz et
al., 2006):

1) Terpenos: en los que se encuentran aceites esenciales y hormonas

2) Compuestos fendlicos o polifenoles, como flavonoides, lignina y taninos

3) Glicésidos, como saponinas, glicosidos cardiacos y glicosidos cianogénicos

4) Compuestos que contienen nitrdgeno o alcaloides.

4.2 Compuestos Polifenélicos
4.2.1 Definicién y clasificacion

Los compuestos fendlicos se encuentran de forma natural en plantas (Lule y Xia,
2005), los cuales tienen diversas funciones entre las que incluyen la pigmentacion
de hojas y frutas, para atraer o repeler insectos y para la proteccion de las plantas
contra herbivoros, ademas contribuyen a los atributos sensoriales de plantas y

frutas (Poyrazoglu et al., 2002).

Las plantas, frutas, vegetales, hojas, semillas, flores y raices son una rica fuente de

compuestos fenadlicos (Nichenametla et al., 2006).

Los fendlicos son un grupo de compuestos organicos con uno 0 MAas grupos
carboxilos sobre un anillo y/o anillos aromaticos. Estos compuestos son clasificados
en varios grupos en funcion del numero de anillos fendlicos que contienen y de los
elementos estructurales (Manach et al 2013). Su rango es desde un simple fenol,
hasta compuestos complejos conocidos como polifenoles. Existen dos principales
grupos de polifenoles, los flavonoides y los no flavonoides. El grupo de los
flavonoides comprenden los compuestos con una estructura C6-C3-C6: flavanonas,
flavonas, dihidroflavonoles, flavonoles, antocianidinas, isoflavonas vy
proantocianidinas. El grupo de los no flavonoides se clasifica de acuerdo al nUmero
de carbonos que poseen y comprenden los siguientes subgrupos: fenoles simples,

10
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acidos benzoicos, taninos hidrolizables, acetofenonas, acidos fenilacéticos y
cinAmicos, coumarinas, benzofenonas, xantonas, estilbenos, chalcones, lignanos y

secoiridoides (De la Rosa et al., 2010).
4.2.2. Flavonoides

Los flavonoides son el grupo més abundante presente en el reino vegetal
constituidos tipicamente de un heterociclo de seis miembros. Los flavonoides tienen
tres anillos A-, B- y C, y tipicamente se representan con el anillo A en el lado
izquierdo Figura 1, (Vermerris & Nicholson 2006). Los flavonoides son componentes
importantes de la dieta humana. La ingesta de flavonoides puede variar entre 50 y

800 mg / dia, dependiendo del consumo de verduras y frutas (Seyoum et al., 2006).

Figura 1. Estructura tipica de los flavonoides

Los flavonoides en plantas usualmente se encuentran en forma glicosilada con
glucosa o ramnosa pero otros azucares también estan involucrados (xilosa,
galactosa, arabinosa, &cido glucoronico). El nimero de grupos glicosilo varia de uno
a tres unidades principalmente (De la Rosa et al., 2010). Pueden dividirse en 6
subclases como una funcion del heterociclo involucrado Cuadro 1. (Manach et al.,
2013):

e Flavonoles

e Flavonas

e Isoflavonas

e Flavanonas

e Antocianidinas

e Flavanoles (catequinas y proantocianidinas)

11
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Los flavonoles son los principales flavonoides en los alimentos, la quercetina y el
Kaempferol son los mas representativos (Figura 2), generalmente se encuentran en
un rango de 15-30 mg/kg de fruta fresca, las principales fuentes son las cebollas,
brécoli y arandanos. El vino tinto y el té contienen arriba de 45 mg de flavonoles/L.
Los flavonoles se acumulan en tejidos airéales (piel y hojas) debido a que su
biosintesis es estimulada por la luz. Las flavonas son menos comunes en frutas y
vegetales. Los flavonoles consisten principalmente de glucésidos de luteolina y
apigenina. Los cereales como avena y trigo contienen C-glicosidos de flavones. La
cascara de frutas citricas contienen grandes cantidades de flavones

polimetoxilados: tangeretina, nobiletina y sinensetina.

En fuentes de alimentos, las flavanonas son encontradas en tomates y ciertas
plantas aromaticas como menta, y estan presentes en grandes concentraciones
solo en frutas citricas. Las flavanonas son generalmente glicosiladas por
disacaridos en posicion 7, como neohesperidina, la cual imparte un mejor sabor por

ejemplo naringinina en toronjas (Manach et al., 2013).

Es dificil conocer el nUumero exacto de flavonoides, sin embargo se han reportado
entre 2,000y 6,500. Estos compuestos han estado bajo investigacion activa en afios
recientes por sus posibles efectos benéficos a los humanos (De la Rosa et al.,
2010).

Muchos estudios han sugerido que los flavonoides presentan actividades biologicas
que incluyen las siguientes antialérgicas, antivirales, anti-inflamatorias,
hepatoprotectoras, antioxidantes, antitrombdéticas, vasodilatadoras y actividades
anticancerigenas. Sin embargo la de mayor interés es su actividad antioxidante,
debido a su capacidad para reducir la formacion y eliminacion de radicales libres
(Seyoum et al., 2006). Se ha reportado un efecto sinérgico entre los flavonoides y
algunas vitaminas, sin embargo hay pocos estudios enfocados sobre las
interacciones flavonoide-flavonoide en términos de actividad antioxidante (Hidalgo
et al., 2010).

12
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Cuadro 1. Clasificacion de Flavonoides

Subgrupos Principales Flavonoides

Flavonas Luteolina-5-0-glucosido (5-0-glucosido,7,3’,4’-OH)

Luteolina (5,7,3’,4’-OH)

7,8-Dihydroxyflavona (7,8-OH)

8-Hidroxiacacetina (5,7,8-OH, 4’-OMe)

Luteolina 7-O-glucosido (7-0-glu, 5, 3’,4’-OH)

Cosmosiina (7-O-glucoside-5,4’-OH)

8-Hidroxiflavona (8-OH)

Vicenin-2 (6,8-C-glucoside,5,7,4’-OH)
4’-Metoxi-3,6,8-tricloro-5,7-dihidroxiflavona (3,6,8-Cl,5,7-OH, 4’-OMe)
5,7-Dihidrox-3’,4’-dimetoxiflavona (5,7-OH,3’,4’-OMe)
Diosmina (7-O-rutinoside,5,30-0OH,4’-OMe)

Apigenina (5,7,4’-OH)

Diosmetina (5,7,3’-OH,4’-OMe)

Acacetin (5,7-OH,4’-OMe)

5-Hidroxi-3’,4’,7-trimethoxiflavona (5-OH,7,3’,4’-OMe)
7-Hidroxi-5-metil-4’-methoxiflavona (5-Me,7-OH,4’-OMe)
3’,4’-Dimethoxi-5-hidroxi-7-methilflavona (5-OH,7-Me,3’,4’-OH)
6-Hidroxiflavona (6-OH)

7-Hidroxiflavona (7-OH)

Flavanonas Taxifolina (3,5,7,3’,4’-OH)

Hesperetina (5,7,30-OH,4’-OMe)

Hesperidina (7-O-rutinoside, 5,3’-OH,4’-OMe)

Naringenina (5,7,4’-OH)

Naringina (5,4’-OH,7-O-neoesperidosida)
4’-Methoxy-3,6,8-tricloro-5,7-dihidroxiflavanona (3,6,8-Cl,5,7-OH,4-

OMe)

Flavonoles Quercetagetina (3,5,6,7,30,4’-0H)

Rutina (3-rutinoside,5,7,30,4’-OH)

Isoquercetrina (3-O-glucoside,5,7,3’,4’-0OH)

Hiperdsido (3-O-galactoside,5,7, 3’,4’-0H)

Quercetina (3,5,7,30,4’-0H)

Robinetin (3,7,3’,4’,5’-0OH)

Ramnetina (3,5,3’,4’-OH,7-OMe)

Fisetina (3,7,3’,4’-OH)

Quercetina 3,5-di-O-glucoside (3,5-0-glucoside,7,3’,4’-0OH)
Morin (3,5,7,2’,4’-OH)

Kaempferol (3,5,7,4’-OH)

Galangina (3,5,7-OH)

Quercetina 3,7,3’,4’—tertar methil eter (5,-OH,3, 7,3’,4’-OMe)
Kaempferol 3,5-di-O-glucoside (3,5-O-glucoside,7,4’-OH)
3-Hidroxiflavona (3-OH)

Pentametoximorin (3,5,7,2’,4’-OH)
Pentametoxiquercetina (3,5,7,3’,4’-OMe)
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Isoflavonas

Daidzeina 7-hidroxi-3-(4-hidroxifenil)-4H- 1-benzopiran-4-ona
Genisteina 5,7- dihidroxi-3-(4-hidroxifenil)-4H- 1-benzopiran-4-ona

Antocianinas

Cianidina 3,5,7,3',4'-Pentahidroxiflavilium, 2-(3,4-Dihidroxifenil)-3,5,7-
trihidroxi-1-Benzopirilium

Delfinidina 2-(3,4,5-trihidroxiphenil) chromenilium-3,5,7-triol

Malvidina 3,5,7-trihydroxy-2-(4-hidroxi- 3,5-dimethoxiphenil) cromenium
Pelargonidina 2-(4-Hydroxyphenyl)chromenylium-3,5,7-triol

Peonidina 2-(4-Hidroxi-3-metoxiphenil)cromenilium-3,5,7-triol
Petunidina 2-(3,4-dihidroxi-5-metoxifenil)-3,5,7-trihidroxicromenilium

Proantocianidinas

Flavan-3-ol (-)-Epicatequina (3,5,7,3’,4’-OH)
(+)-Catequina (3,5,7,3’,4’-0OH)
Flavonoles/ Esteres de acido galico

mondmeros , dimeros (procianidina B1 y B2) y oligdmeros
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Flavonol Kaempferol Quercetina Quercetagetin Mirecetina
i = e a L=} =] |
| | = | | = I I — | I =
o Oy oM cH |
Isoflavona Biochanina A Daidzeina Genisteina Flavan
Narmgenma Taxifolina Fustina Nobiletina Tangeretina

Figura 2. Estructuras quimicas de flavonoides.

4.2.3 No Flavonoides

Son fenoles simples (C6) y el grupo mas simple, se forma con un anillo aromatico
sustituido con un alcohol en una o mas posiciones, ya que pueden tener algunos
grupos sustituyentes, tales como cadenas alcohdlicas en su estructura. La
nomenclatura ortho, meta y para se refiere a un patron de sustitucion del anillo de
benceno 1,2-, 1,3-y 1,4-, respectivamente, donde en este caso uno de los grupos

funcionales es el grupo hidroxilo (Vermerris & Nicholson, 2006).

Los acidos fendlicos (C6-C1) con la misma estructura que los fenoles simples tienen
un grupo carboxilo enlazado al benceno (De la Rosa et al., 2010). Dos clases de
acidos fenolicos pueden ser distinguidos: derivados de acido benzoico y derivados

de acido cinamico (Manach et al., 2013).
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Los acidos hidroxicinamicos estan incluidos en el grupo de los fenilpropanoides (C6-
C3). Se forman con un anillo aromético y una cadena de tres carbonos. Hay cuatro
estructuras basicas: los &cidos cumarico, cafeico, ferulico y acidos sinapico. En la
naturaleza se asocian generalmente con otros compuestos como el &cido
clorogénico, que es el enlace entre el acido cafeico y el acido quinico (De la Rosa
et al., 2010; Vermerris & Nicholson, 2006). Los acidos hidroxicinamicos son mas
comunes que los acidos hidroxibenzéicos y consisten principalmente en acidos p-
coumaricos, cafeicos, fellricos y sinapicos. Los tipos de frutas que contienen la
mayor cantidad de estos compuestos son arandanos, kiwis, cerezas y manzanas
que contienen de 0.5-2.0 g de &cidos hidroxcinamicos/ kg de peso fresco (Manach
et al., 2013).

Las cumarinas pertenecen a un grupo de compuestos conocidos como los
benzopironas, que consisten en un anillo de benceno unido a una pirona. También
se pueden encontrar en la naturaleza, en combinacidon con azlcares, como
glucésidos. Se pueden clasificar como furanocoumarinas  simples,
piranocoumarinas y cumarinas sustituidos en el anillo pirona. Hay numerosas
cumarinas, muchas de los cuales desempefian un papel en la resistencia a

enfermedad y a las plagas, asi como tolerancia a la luz UV.

4.3 Propiedades Bioldgicas de Compuestos Bioactivos

La correlacion entre la ingesta de compuestos fenolicos y los efectos en la salud ha
sido reportada en diversos estudios epidemioldgicos (Arai et al., 2000; Artés et al.,
2000; Boker et al., 2002, Nithiyanantham et al., 2013).

Numerosos estudios han sugerido que estos compuestos tienen efectos protectores
contra enfermedades cronicas y degenerativas (Heinonen et al., 1993; Record et
al., 2001; Nithiyanantham et al., 2013).

Los compuestos fendlicos, tienen la habilidad para actuar como antioxidantes, lo

cual afecta a los radicales libres y a la peroxidacién los cuales estan relacionados
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con inflamaciones cronicas, aterosclerosis y cancer (Lule & Xia, 2005), también
pueden inhibir la mutagénesis y la carcinogénesis (Nichenametla et al., 2006;.
Tzulker, et al., 2007)

Los flavonoides como otros compuestos fendlicos son excelentes eliminadores de
RL debido a que son altamente reactivos como donadores de hidrégenos y
electrones. Diversos estudios acerca de la relacion entre la actividad de eliminacion
de RL y la estructura quimica han sefialado la importancia del nUmero y la ubicaciéon
de los grupos OH presentes para la efectividad de eliminacion de RL. Se ha
observado un incremento en la actividad de atrapamiento de radicales libres (ARL)
gue depende principalmente sobre la ubicacién y/o patron de hidroxilacion mas que
del nimero de grupos OH. Este efecto de los sustituyentes hidroxilo sobre la
actividad de eliminacion de RL, podria ser debido a uno o ambos de los siguientes

fendmenos cinéticos o termodindmicos:
1) Como fuente de atomos de hidrogeno en la neutralizacion de radicales

2) Alteracion de la estabilidad de un radical flavonoide formado por la

abstraccion de un atomo de hidrogeno de otro grupo hidroxilo

Un ejemplo de la efectividad de ARL ocurre cuando los grupos catecol se
encuentran en el anillo A como en el caso de 7,8-dihidroxiflavona y 8-
hidroxiacacetina. También se puede ver claramente que en flavonoides
glicosidados, la ARL es debido a las partes agliconas y la presencia de azucares
(tanto cualitativa como cuantitativamente). Asi mismo las altas y cercanas ARL de
los flavonoides con ciertas caracteristicas similares como son grupos 3-OH, 3',4'-
diOH, 3',4’,5’-triOH 6 7,8-diOH se tom6 como una indicacion de que el sitio principal
de la actividad podria ser asignada a alguna parte de la estructura flavonoide. En
otras palabras los flavonoides con un sitio activo similar podrian exhibir al menos un
cierto rango de variacibn que no afecta a su actividad significativamente. Por
ejemplo la rutina, hiperosida, isoquercitrina, luteolina, luteolina 5-O-glucosido,
luteolina 7-O-glucosido, (+)-catechin, (-)-epicatequina, taxifolina y quercetina 3,5-di-

O-glucosido son altamente activas y tienen una cosa en comun, la cual es 3',4'-
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diOH, sin embargo su anillo A y/o C muestran variaciones considerables. Otra
observaciéon similar es en valores de ICso relativamente altos y estrechos de 7,8-
dihidroxiflavona y 8- hidroxiacacetina, que poseen el grupo 7,8-diOH en comun
(Seyoum et al., 2006).

4.3.1 Propiedades Antioxidantes de Compuestos Fendlicos y Modulacién de
Estrés Oxidativo

El Instituto de Medicina de la Academia Nacional de Ciencia define a un
“antioxidante” como una sustancia en los alimentos que disminuye
significativamente los afectos adversos de especies reactivas como son especies
de oxigeno y nitrogeno reactivas, sobre las funciones fisiologicas normales
(Seeram, et al., 2008).

El estrés oxidativo es causado por un balance desfavorable entre especies reactivas
de oxigeno ERO y las defensas antioxidantes enddgenas (Vieira et al., 2011; Dalle
et al., 2011; Sarkar et al., 2010). Las ERO son generadas durante el metabolismo
celular, como resultado de varios factores medioambientales, asi como también de
procesos patoldgicos (Vieria et al., 2011; Badami et al., 2003). El metabolismo del
cuerpo y uso normales de oxigeno, tal como la respiracion, y algunas funciones
inmunes mediadas por células producen continuamente ERO (Chang et al., 2012).
Estas especies juegan importantes funciones fisiolégicas y puede causar extenso
dafio celular. El balance entre las funciones fisiol6gicas y el dafio es determinado
por velocidades relativas de formacion y eliminacion de ERO. Este desequilibrio
puede afectar componentes celulares mayores que incluyen lipidos, proteinas,
carbohidratos y ADN, este fendbmeno esta asociado al desarrollo de enfermedades
(Dalle et al., 2011). Por ejemplo el papel de los ERO en la patogénesis del cancer
es que estas especies reaccionan con el ADN que resulta en un mal funcionamiento
celular (Khonkarn et al., 2010). Los niveles altos de radicales libres causa dafio en
proteinas celulares en la membrana y en los lipidos y eventualmente muerte de la

célula (Tabak et al., 2011). Otras especies que facilitan al estrés oxidativo son los
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radicales libres RL, los cuales poseen en el ultimo orbital un electrén no apareado,
por lo que son capaces de extraer un electron de las moléculas vecinas para
completar su orbital, convirtiéndose en componentes altamente reactivos y
oxidantes.

Para equilibrar la respuesta oxidante, el organismo vivo dispone de una serie de
sistemas antioxidantes que contrarrestan la generacion de RL. Un antioxidante es
una entidad quimica que a bajas concentraciones, en comparacion con el oxidante,
retarda o previene la oxidacién de un sustrato incluyendo lipidos, proteinas, hidratos
de carbono y ADN. De éstos podemos destacar a las enzimas antioxidantes
intracelulares superdxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPXx) y catalasa
(CAT); asi como diversos componentes plasmaticos como: glutation oxidado y
reducido, bilirrubina, acido urico y albumina, ademas de las vitaminas antioxidantes
A, C y E, los minerales selenio y zinc, y las hormonas, melatonina,

dehidroepiandrosterona y estrogenos (Tabak et al., 2011; Sanchez et al., 2004).

En condiciones fisiologicas, estos mecanismos de defensa mantienen una baja
concentracion de ERO en la célula y su actividad es precisamente regulada, de
aqui que el equilibrio entre la produccion de ERO y las defensas antioxidantes
determina el grado de estrés oxidativo.

Se han propuesto una gran variedad de marcadores biolégicos para evaluar el
estrés oxidativo, cuyos indicadores han sido desarrollados para determinar el dafio
mediado por RL o la generacion de RL in vivo, dentro de los cuales se incluyen las
mediciones de lipidos, proteinas y ADN oxidados. Estas técnicas son ampliamente
aplicadas en la investigacion clinica y epidemioldgica (Sanchez et al., 2004).

La generacion de ERO, como el ion superoéxido, el radical hidroxilo y peroxido de
hidrogeno, es un fendmeno que ocurre durante el metabolismo aerébico en los
organismos vivos. Las ERO pueden provocar estrés oxidativo, el cual es el principal
causante de muchas enfermedades cronico degenerativas. La generacion de ERO
puede controlarse mediante una serie de sistemas antioxidantes enddgenos y
exdgenos, los cuales incluyen a las enzimas catalasa (CAT) y superéxido dismutasa

(SOD), al tripeptido glutation (GSH), y algunas vitaminas. Si el balance entre las
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defensas de los sistemas antioxidantes y la generacion de ERO se interrumpen, se
presenta el estrés oxidativo. Si este es persistente y prolongado causa
lipoperoxidacion, dafio en ADN y en proteinas, eventualmente produce desérdenes
fisiologicos y biolégicos que incluyen enfermedades neurodegenerativas, disfuncion

inmune y cancer (Vieira F., et al., 2011; Mahdavi et al., 2009; Wiseman et al., 1996).

Por lo que la oportunidad para la aplicacion clinica de antioxidantes naturales
continda incrementandose como medida preventiva y terapéutica, debido a que las
enfermedades causadas por el estrés oxidativo son ma&s comunes. Hay una
tendencia mundial hacia el uso de fitoquimicos de compuestos fendlicos que se
encuentran en frutas, verduras, semillas oleaginosas, plantas y hierbas como

antioxidantes y alimentos funcionales (Baek et al., 2011).

4.3.2 Efecto Hipoglucémico de plantas

Existe gran interés en los compuestos bioactivos de plantas, como una posible
fuente de agentes hipoglucémicos (Bansal et al., 2012), los mecanismos de
actividad hipoglucémica de varias plantas medicinales han sido estudiadas
ofreciendo un descubrimiento de nuevas drogas antidiabéticas (Chen et al., 2012).
La diabetes mellitus DM es una enfermedad en la cual los niveles de glucosa en la
sangre estan arriba de lo normal (Dixit & Kar 2010; Yang et al., 2012). Existen tres
principales tipos de diabetes tipo | (diabetes juvenil), diabetes tipo Il y diabetes
gestacional. En la diabetes tipo | las células B del pancreas no producen suficiente
insulina. La diabetes tipo Il es la forma mas comun de la diabetes (90-95 % de los
casos). Esta forma usualmente inicia con la insensibilidad a la insulina, una
condicion en la cual los musculos, higado y células grasas no responden
propiamente a la insulina. EI pancreas eventualmente pierde la habilidad para
producir insulina en respuesta a la ingesta alimenticia. La diabetes gestacional es
causada por cambios hormonales en el embarazo o por insuficiencia de insulina
(Hui et al., 2009).

20



Dulce C. Almonte Flores CIIDIR Unidad Durango Doctorado en Ciencias en
Biotecnologia

La diabetes es una enfermedad humana compleja caracterizada por la
sobreproduccion de glucosa por el higado y su infrautilizacién por otros érganos. La
enfermedad es causada por insuficiente de insulina por las células de los islotes de
Langerhans del pancreas y resistencia a la insulina deteriorada (Patel et al., 2012),
lo que conduce a la hiperglucemia y resultando en la entrada alteracion de la
glucosa en las células, lo que dificulta la utilizacion de glucosa. El grupo aldehido
del exceso de glucosa puede reaccionar in vivo con los grupos amino de las
proteinas funcionales y estructurales, como la hemoglobina y colageno formando
productos de glicacion de Maillard que contribuyen a la patogénesis de la diabetes
y otras enfermedades. Los niveles de aductos de hemoglobina en la sangre pueden
servir como un indicador de la gravedad de la enfermedad. Estas reacciones son
analogas al calor inducido por el pardeamiento no enzimatico en alimentos. No se
sabe si aductos de hemoglobina-acrilamida relacionados contribuyen a las
consecuencias adversas de la diabetes. La diabetes no tratada se caracteriza por
el metabolismo anormal de la glucosa, presumiblemente porque los niveles de
insulina son demasiado bajos y los niveles de glucagén son demasiado altos. Los
niveles sanguineos de glucosa en humanos normales van de 80 a 120 mg / 100 ml.
La patogénesis de la destruccion de las células B autoinmune que contribuye a las
causas de la diabetes no se entiende bien. El tratamiento incluye el control de la
hiperglucemia con insulina y drogas sintéticas (Yang et al., 2012).

La diabetes mellitus (DM) en los humanos es una manifestacién de disturbancias
metabdlicas debido a la ingesta de carbohidratos y lipidos en exceso. La
hiperglicemia y la hiperlipidemia son factores de riesgo importantes en el desarrollo

de enfermedades cardiovascular y desordenes metabdlicos.

Durante el comienzo y desarrollo de la diabetes tipo I, el balance de carbohidratos
y metabolismo de lipidos es afectado, lo cual produce niveles elevados de glucosa
postprandial en la sangre. Un aprovechamiento terapéutico en el tratamiento de la
diabetes es disminuir la hiperglicemia postprandial retardando la absorcion de

glucosa a través de la inhibicion de enzimas hidrolizadoras de carbohidratos como
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la a-glucosidasa y a-amilasa en el tracto digestivo. La hiperglicemia prolongada con
DM produce a la formacién de productos finales de glicacion avanzada (AGES) los
cuales estan involucrados en la generacion de ERO y causa dafio oxidativo. Lo que
contribuye al desarrollo y progresion de varias complicaciones diabéticas como
neuropatia periférica, cataratas, problemas de cicatrizacion, dafio vascular, rigidez
de la pared arterial y disminucion de la distensibilidad miocérdica (Palanisamy .,
2011).

Asi mismo la diabetes mellitus es definida como una manifestacion clinica
hiperglicémica debido a la disfuncién de sistemas metabodlicos (metabolismo de
carbohidratos, lipidos y proteinas) y es uno de los trastornos endocrinos mas
comunes. Factores genéticos, sociales y medioambientales (obesidad, dieta
impropia, sedentarismo) juegan un papel importante en esta etiopatogénesis
(NirmlaDevi et al., 2011). Globalmente la incidencia de diabetes es estimada a un
incremento del 4% en 1995 a 5.4% en el afio de 2025 (Fatima et al., 2012; Yao et
al., 2008)

Actualmente estan disponibles medicinas tradicionales para el control 0 manejo de
la diabetes que incluyen un gran nimero de plantas medicinales (Hui et al 2009).
Diversos estudios han mostrado que ciertas plantas y fitoquimicos tienen
propiedades que mejoran el estado de la diabetes (Giordani et al., 2015).

Los flavonoides son compuestos ampliamente distribuidos en la dieta y extractos de
plantas y la medicina moderna ha incrementado su estudio por su posible valor
terapéutico para tratar enfermedades comunes. Las propiedades antidiabéticas de
los flavonoides pueden ser explicadas por una amplia variedad de mecanismos, la
capacidad antioxidante de este grupo de compuestos naturales juega un papel
importante en la prevencion de hiperglicemia y las complicaciones relacionadas. Las
células pancreaticas exhiben una sensibilidad particular al estrés oxidativo y como
los antioxidantes, los flavonoides tienen la capacidad para prevenir el dafio
progresivo de la funcion de las células B del pancreas, regenerar el dafio y estimular
la secrecion de insulina (Rauter et al., 2010).

Dentro de los mecanismos también estan incluidos la influencia inhibitoria sobre

glucogénesis (Dixit & Kar, 2010) y la glicacion avanzada (Ahmad et al., 2012; Rauter
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et al.,, 2010). Las medicinas convencionales para regular la diabetes producen
efectos secundarios (Dixit & Kar, 2010) y desventajas como son el costo,
hipoglucemia, ganancia de peso, desordenes gastrointestinales y toxicidad en el
higado, por lo que concierna a buscar un aprovechamiento alternativo para tratar
la diabetes.

Los principales medicamentos occidentales hipoglucemiantes actian como
suplementadores de insulina, mejorando la sensibilidad a la insulina, aumento de la
secrecion de insulina del pancreas y / o la captacion de glucosa por las células del
tejido. En condiciones normales, las células B- pancreaticos secretan insulina
suficiente para mantener la concentracion de glucosa en sangre dentro de un rango
estrecho (72 a 126 mg / dL). La estimulacion de la insulina seguida por la cascada
de sefalizacion aumenta la ingesta de glucosa, la utilizacion y el almacenamiento
en diversos tejidos. En pacientes diabéticos, el cuerpo pierde la capacidad de
producir insulina como resultado de la apoptosis de las células - del pancreas o
insensibilidad a la insulina. Las citocinas, lipotoxicidad y gluco-toxicidad son tres
grandes estimulos para la apoptosis de las células B. Existen varios tipos de
medicamentos  hipoglucemiantes, incluyendo secretagogos de insulina
(sulfonilureas, meglitinidas), sensibilizadores de la insulina (biguanidas,
tiazolidinedionas, metformina), a-glucosidasa inhibidores (miglitol, acarbosa).
Nuevos analogos peptidicos, como exenatida, liraglutida y los inhibidores de la DPP-
4, aumentan GLP-1 la concentracion sérica y retrasan el vaciado gastrico. La
mayoria hipoglucemiante drogas, sin embargo, estos medicamentos pueden tener
efectos adversos, como la hipoglucemia severa, acidosis lactica, la lesion celular
hepatica idiosincrasica, déficit neurolégico permanente, molestias digestivas, dolor
de cabeza, mareos e incluso la muerte (Hui et al., 2009).

Algunos de los medicamentos para el tratamiento para bajar la glucosa en la sangre
se incluyen; secretadores de insulina (sulfonilureas, meglitinidas), sensibilizadores
a la insulina (biguanidas, metforminas, tiazolidinedionas) e inhibidores de a-
glucosidasa (miglitol, acarbosa) (Hui et al., 2009), algunos de estos medicamentos

y sus mecanismo se muestran en la Figura 3.
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Figura 3. Principales sitios activos y mecanismos de los farmacos antidiabéticos.

La informacién etnobotanica sugiere cerca de 800 plantas que poseen potencial
antidiabético (Patel et al., 2012). Sin embargo, pocos medicamentos a base de
hierbas se han caracterizado bien y demostrado la eficacia en ensayos clinicos
sistematicos como los de los farmacos occidentales (Hui et al., 2009). Los
compuestos activos en las plantas actuan por mecanismos diferentes entre ellos
podemos ver que los flavonoides tienen actividad inhibitoria a la glicacion, extractos
ricos en apigenina o derivados tienen propiedades de inhibicion de la a-glucosidasa
y disminucién de la glucosa en la sangre, el ejercicio disminuye la glucosa en el
plasma, incrementa los niveles de insulina y el estatus antioxidante, disminuyendo

los productos de la lipoperoxidacion e incrementando los antioxidantes enzimaticos
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y no enzimaticos. La genisteina present6 actividad antihiperglicémica protegiendo
significativamente a animales diabéticos contra lesiones hepaticas y renales. Esta
isoflavona fue reportada para promover la supervivencia de las células B (Rauter et
al., 2010).

En la Figura 4 se muestran algunos sitios y mecanismos de accion de plantas
antidiabéticas. En México, se han documentado al menos 306 especies de 235
géneros y 93 familias que se utilizan como agentes hipoglucémicos (Andrade-Cetto
& Heinrich, 2005).

Las plantas medicinales o la fitomedicina para tratar enfermedades en base a
experiencias pasadas se han utilizado en muchas partes del mundo. Hoy en dia se
ha incrementado el uso de plantas para tratar distintas enfermedades, como la
diabetes (Edem, 2009; Iweala & Oludare, 2011).
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Figura 4. Principales sitios y mecanismos de accién de plantas antidiabéticas.

4.3.3 Efecto Hipocolesterolémico de plantas

La hiperlipidemia (principalmente niveles incrementados de colesterol, triglicéridos

y/o lipoproteinas de baja densidad) contribuye significativamente a la manifestacion

y desarrollo de aterosclerosis y enfermedades coronarias, las cuales son la mayor

causa de muertes en el mundo, aproximadamente 12 millones de personas mueren

al afo alrededor del mundo. La hipercolesterolemia es uno de los factores de riesgo

mas importantes para la aterosclerosis y las enfermedades cardiovasculares ECV

(Steinberg D., 2002). ECV son la principal causa de morbilidad y mortalidad

cardiovascular en todo el mundo, y dos terceras partes de todas las muertes

cardiovasculares ocurren en paises en desarrollo. La hipercolesterolemia provoca
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un mal funcionamiento del higado, que aparentemente se produce a través de la
estenosis micro vesicular debido a la acumulacion intracelular de los lipidos. Una
dieta rica en colesterol causa hipercolesterolemia, aumenta la produccion de
radicales libres, y por lo tanto eleva peroxidos lipidicos. La hipercolesterolemia se
asocia con aumento de la produccion de radicales de oxigeno y el aumento de la
oxidacion del colesterol LDL, esto conduce a la lesion endotelial y lesion de los
tejidos mediante la induccién de modificaciones oxidativas en lipidos, proteinas y
ADN.

El estrés oxidativo, un estado que resulta de la interrupcion del delicado equilibrio
entre oxidativo y los procesos antioxidantes, se cree que juega un papel importante
en la patogénesis de la aterogénesis hipercolesterolémica. Por lo tanto, en animales
de experimentacion alimentados con colesterol a menudo se ha utilizado para elevar
los niveles de colesterol en suero o tejido para estudiar la etiologia de los trastornos
metabdlicos relacionados con la hipercolesterolemia.

Muchas plantas medicinales contienen grandes cantidades de antioxidantes, tales
como polifenoles, que desempeian un papel importante en la abstraccion y la
neutralizacion de los RL o en la descomposicion de peroxidos. Se ha reportado que
en ratas alimentadas con una dieta alta en colesterol polifenoles de semilla de uva
(proantocianidinas) tienen un efecto hipocolesterolémico. La suplementacion de
agua potable con el vino desalcoholizado, el jugo de granada y quercetina redujeron
el tamafio de estas lesiones en ratones deficientes de apolipoproteina E. Estos
efectos se asocian con la absorcion reducida de colesterol LDL por los macrofagos
y la disminucion de la susceptibilidad de las LDL a la agregacién. Los polifenoles del
té verde han mostrado fuertes efectos quimiopreventivos quimioterapéuticos contra
varias condiciones patoldgicas relacionadas con la hiperglicemia (Alshatwi et al.,
2011).

Los medicamentos para disminuir el colesterol (fibratos, estatinas &acidos
secuestrantes, etc.) regulan el metabolismo de los lipidos por diferentes
mecanismos, sin embargo estos producen efectos secundarios. Por lo que se han

desarrollado medicinas de fuentes naturales como una mejor opcion. El
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conocimiento tradicional e historico sobre medicina juega un papel importante en el
descubrimiento de plantas medicinales.

El efecto hipocolesterolémico de plantas consiste en la supresion de la sintesis del
colesterol, aumento de la actividad de macrofagos, disminucion de triglicéridos y

prevencion la oxidaciéon de lipoproteinas (Fuhrman et al, 1997).

4.4 Genotoxicidad

Cuando se demuestran las propiedades farmacolégicas de extractos de plantas,
como son propiedades antidiabéticas, hipoglucémicas, hipocolesterolémicas,
analgésicas, antioxidantes y anti-tumoriticas es necesario realizar un estudio
toxicoldgico o genotoxico (Rodeiro et al., 2013, Mati¢ et al., 2013). Debido a que hay
poco conocimiento de la seguridad relativa de la medicina herbal. Las pruebas
toxicogenéticas son técnicas disefiadas para detectar compuestos que inducen
dafio al ADN directa o indirectamente. El dafio puede resultar en mutaciones
genéticas, perdida de heterocigosidad, aberraciones cromosomales, entre otros
(Alves at al., 2014; Tice et al., 2000).

Los seres humanos estan expuestos continuamente a una variedad de productos
quimicos perjudiciales (genotéxicos) y beneficiosos (antioxidantes). Asimismo el
estilo de vida puede hacer que los individuos sean susceptibles a cancer, ya sea
debido a exposiciones peligrosas o por la ingesta insuficiente de compuestos
preventivos de cancer (frutas y verduras). Por lo que hay una necesidad de ensayos
validados para detectar compuestos genotoxicos en la evaluacion de riesgos. Hoy
en dia la genotoxicidad en sistemas de plantas ha sido evaluada con un nimero de
técnicas que incluyen: micronucleos, la prueba de Ames, electroforesis alcalina en

gel de células individuales, entre otras (Petriccione & Ciniglia 2012).

La electroforesis alcalina en gel de células individuales (ensayo cometa) es
ampliamente utilizada hoy en dia para la detecciéon de genotoxicidad (Peter Mgller
2006).
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4.4.1 Electroforesis alcalina en gel de células individuales o Ensayo cometa

La técnica del cometa o ensayo cometa es muy sensible y simple para detectar dafio
en ADN, como rompimiento simple y doble de cadena, generacién de sitios labiles
y cambios en la estructura cromosomal (Chen et al., 2013; Cabarkapa et al., 2013;
Xio et al., 2014).

Ostling y Johanson [1984] fueron los primeros en desarrollar una técnica de
electroforesis en microgel para detectar dafios en el ADN a nivel de la célula
individual. Posteriormente, Singh et al. (1988) introdujo una técnica que involucra
electroforesis bajo condiciones alcalinas (pH>13) para la deteccion de dafio en el
ADN en las células individuales. (Tice et al., 2000).

Este ensayo consiste en embeber las células en agarosa de bajo punto de fusion
para formar un microgel, someterlas a lisis para eliminar todas las proteinas
celulares y permitir el posterior desenrollamiento por la interrupcion de los enlaces
por puentes de hidrogeno entre las dobles cadenas del ADN bajo condiciones
alcalina/neutras. Al someter el ADN desenrollado a una electroforesis en tampdn
alcalino, los fragmentos de ADN cargados negativamente o cromatina relajada
migran fuera del nacleo en direccion al anodo, para formar un halo, apreciandose
una estructura parecida a la de un cometa al teiiir el ADN después de la
electroforesis. Las células con un aumento de su ADN dafiado muestran un
incremento de la migracion microsomal del ADN, siendo las rupturas de doble
cadena las causantes de mayor frecuencia de migracion del material genético. Por
otra parte las células controles tienen un bajo niamero de rupturas, estas exhiben
cometas de nivel O de acuerdo con la clasificacion del grado de dafio al ADN, pero
existiendo siempre cierta migracion, encontrandose un 10% de este en la cola. Para
detectar y cuantificar el dafio al ADN este puede ser tefiido con diferentes agentes
como el nitrato de plata siendo mas frecuentemente usados los agentes
fluorescentes (Arencibia & Rosario, 2010). Usualmente los cometas son
visualizados y evaluados con manchas de ADN fluorescentes, tales como yoduro

de propidio o bromuro de etidio (carcindgenos potenciales) (Nadin et al., 2001).

29



Dulce C. Almonte Flores CIIDIR Unidad Durango Doctorado en Ciencias en
Biotecnologia

5. Justificacién

Los sistemas de salud soportan un incremento en la incidencia de enfermedades
cronicas degenerativas y cancer. Por este motivo, cada vez es mas frecuente el
uso de tratamientos alternativos basados en plantas medicinales, que sean menos
invasivos y que disminuyan los efectos secundarios que se presentan en la mayoria
de los tratamientos, basados en medicinas sintéticas. En México, mas del 90% de
la poblacion general utilizan plantas medicinales en practicas comunes para el
tratamiento empirico de varias enfermedades. Su composicién quimica consiste de
agentes biolégicamente activos y con propiedades benéficas para la salud humana,
conocidos como compuestos fendlicos o polifenoles, los cuales estan presentes en
la cascara, semilla, raiz, corteza, hojas y frutos de las plantas, que se les confieren
propiedades antioxidantes, anticancerigenas, antidiabéticas, entre otras. Es
necesario conocer de forma cientifica las propiedades farmacoldgicas de dichas
plantas medicinales y validar el efecto biolégico atribuido a la medicina herbal. Por
lo tanto, en el presente trabajo se evaluaron las propiedades biologicas,
antioxidantes y genotdxicas de subproductos agroforestales, que en la mayoria de
los casos son desechos que no tienen alglin uso comercial. Lo anterior nos permitira
generar conocimiento cientifico acerca de las propiedades benéficas de los

productos agroforestales y un valor agregado a estos compuestos.

Hipotesis

Los polifenoles presentes en subproductos agroforestales de de N. lappaceum, G.
mangostana, P. granatum, A. pungens, E.heterophyllum, M. indica L. Var. Manila
y Var. Tommy Atkins, J. regia y C. odorata L., tienen propiedades antioxidantes,

hipoglucémicas e hipocolesterolémicas, sin presentar efecto genotoxico.
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6. Objetivo

Evaluar las propiedades farmacoldgicas de extractos etandlicos, acuosos y de
acetato de etilo de subproductos agro forestales que incluyen extractos de cascaras
de Nephelium lappaceum (rambutan), Garcinia mangostana (mangostan), Punica
granatum (granada), cortezas de Mangifera indica L. (mango) Var. Manila y
Mangifera indica L. (mango) Var. Tommy Atkins, Juglans regia (Nogal) y Cedrela
odorata L. (cedro rojo), asi como las hojas de Arctostaphylos pungens (pingtica) y
Eryngium heterophyllum (hierba del sapo), en base a su composicion de
compuestos fendlicos, capacidad antioxidante, inhibicion de estrés oxidativo y al
efecto hipoglucémico e hipocolesterolémico, asi como el efecto genotdxico de los

extractos.
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6.10bjetivos especificos

a)

b)

f)

Obtener extractos vegetales alcohdlicos, acuosos y de acetato de etilo de las
plantas Nephelium lappaceum (rambutan), Garcinia mangostana
(mangostan), Punica granatum (granada), Mangifera indica L. (mango) Var.
Manila y Mangifera indica L. (mango) Var. Tommy Atkins, Juglans regia
(Nogal), Cedrela odorata L. (cedro rojo), Arctostaphylos pungens (pinguica)
y Eryngium heterophyllum (hierba del sapo) y evaluar el efecto del solvente
de extraccion.

Determinar la concentracion de fenoles en los extractos (fenoles totales,
flavonoides y proantocianinas).

Determinar la actividad antioxidante de los extractos in vitro mediante la
determinacioén de la actividad de eliminacion de los radicales DPPHy ABTS,
Método de decoloracion del B-caroteno y del NO

Evaluar el efecto hipoglucémico e hipocolesterolémico de los extractos en
modelo murino.

Determinar el efecto antioxidante de los extractos mediante el Método de
lipoperooxidacion hepético, evaluando la concentracion de MDA en higado
mediante el método TBARS.

Evaluar la genotoxicidad de extractos que hayan presentado propiedades

bioldgicas en leucocitos de raton.
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7. Materiales y Métodos

7.1 Materia prima

Las nueve especies de plantas que se muestran en el Cuadro 2, se seleccionaron
como material de estudio, algunas de las cuales se han utilizado como medicina
tradicional o tienen reportes bibliograficos acerca de sus propiedades antioxidantes
y/o medicinales. La colecta de la materia prima se realizé en diversos municipios
del estado de Durango (Durango, Cuencamé y Nombre de Dios) y de Veracruz (El

Palmar, Tezonapa y Cotaxtla).

La materia prima se dejo secar a temperatura ambiente y posteriormente fue molida

en molino de laboratorio y tamizada con tamiz malla 60.

Cuadro 2. Nombre comuan, nombre cientifico, familia, parte de la planta y lugar de colecta
de las nueve especies de estudio.

Nombre comun Nombre cientifico Familia Parte de la planta  Lugar de colecta
Pinglica Arctostaphylos punges Ericaceae Hojas Mpio. Durango
Cedro rojo Cedrela odorata L. Meliaceae Corteza Tezonapa, Ver.
Hierba del sapo Eryngium eterophyllum Apiaceae Planta entera Mpio. Durango
Mangostan Garcinia mangostana Clusiaceae Cascara Tezonapa, Ver.
Nogal Juglans regia Juglandaceae _ Corteza Mpio. Cuencamé
Mango Mangifera indica L. Anacardidceas Corteza Cotaxtla, Ver.
Var. Manilay Var. Corteza Cotaxtla, Ver.
Tommy Atkins

Rambutan Nephelium lappaceum Sapindaceae Céascara Cotaxtla, Ver
Granada Punica granatum Lythraceae Céascara Mpio. Nombre de Dios

7.2 Extraccion de compuestos polifendlicos

Para la extraccion se pesaron 10 g de material seco de cada especie de planta y
cada uno se dejo macerar de forma independiente con 100 ml de los siguientes
solventes: agua, etanol 96° y etanol-agua 70:30 v/v, durante 48 h. Los extractos se
filtraron mediante papel filtro. Los extractos etandlicos se concentraron utilizando un

rota evaporador con vacio para recuperar el solvente. Posteriormente se secaron

33



Dulce C. Almonte Flores CIIDIR Unidad Durango Doctorado en Ciencias en
Biotecnologia

en una campana de extraccion. Los extractos acuosos se secaron por liofilizacion.
De la fraccion concentrada de los extractos con etanol-agua 70:30 v/v, se le realiz6
una extraccion liquido-liquido con acetato de etilo (purificacion primaria), la fraccién

soluble en acetato se concentrd en rotavapor hasta sequedad.

7.3 Determinacién de Fenoles Totales (FT)

La concentracion de fenoles totales de cada uno de los extractos se realizo
mediante el método de Folin-Ciocalteu, como lo proponen Waterman y Mole (1994),
el cual determina la concentracion de fenoles solubles, es un método eficiente para
estimar la capacidad reductora de la muestra, Vermerris & Nicholson, (2006). Se
realizd una curva de calibracidbn con acido galico como estandar a diferentes
concentraciones. A un 0.1 ml de extracto se le adicionaron 0.6 ml de agua
desionizada y 0.5 ml del reactivo Folin-Ciocalteu 2 N. A un tiempo posterior de entre
1-8 min de agregar el reactivo se adicionaron 1.5 ml de una solucion de carbonato
de calcio (Na2COs) al 20 %, posteriormente se aforé a 10 ml y se dejo reposar
durante 2 h. Se ley6 la absorbancia a 760 nm. Los resultados de expresaron como
equivalentes de acido galico por g de extracto seco (mg EAG/ g de extracto).

7.4 Determinacién de Flavonoides (F)

Se utilizé el método colorimétrico descrito por Heimler . (2005). A 0.25 ml de muestra
diluida (1000 mg/L de extracto con los cuatro solventes) se le adicionaron 75 pl de
una solucion de NaNO:2 al 5%, 0.150 ml de una solucién fresca de AIClz al 10% y
0.5 ml de NaOH 1M. Se ajusto el volumen a 2.5 ml con agua desionizada y se dejo
reposar durante 5 min. Posteriormente se midié la absorbancia a 510 nm utilizando
blanco. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de catequina por g de
extracto (mg EC/ g de extracto), mediante una curva de calibracion de catequina
con un rango de concentraciones entre 50 a 250 pg/ml.

7.5 Determinacion de Proantocianidinas (P)
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Se siguio el procedimiento propuesto por Heimler . (2005). A una muestra de 50 pl
de extracto se le adicionaron 3 ml de una solucion al 4% de vainillina en metanol y
1.5 ml de HCI concentrado. La muestra se dejo reposar durante 15 min y se midi6é
la absorbancia a 500 nm contra un blanco de metanol. Los resultados se expresaron
como mg equivalentes de catequina por g de extracto seco (mg EC/ g de extracto),
utilizando una curva de calibracién de catequina con un rango de concentraciones
entre 100 a 500 pg/ml.

7.6 Determinacién de la Actividad Antioxidante (AA)

7.6.1 Determinacion de AA mediante la Técnica de Eliminacién del Radical
DPPH (2,2'—difenilo-1-picrilhidracilo).

Se sigui6é el procedimiento propuesto por Brand Williams, (1995), con algunas
modificaciones propuestas por Rosales-Castro, (2011). Se prepard una solucion del
radical DPPH a concentracién de 2.4 mg/100 ml (6.09 x 10> M), disuelta en metanol.
Se elaboré una solucion stock de los extractos (5 mg en 10 ml de metanol absoluto)
y se hicieron diluciones a 100, 200, y 300 ug/ml. Se adicionaron en un tubo de
ensayo 50 pl de extracto y 1950 pl de la solucion DPPH, se agité y se mantuvieron
en la oscuridad a temperatura ambiente (x 25°C) durante 30 min. Transcurrido el
tiempo se medid la absorbancia en espectrofotdmetro a 515 nm, tanto de la muestra
(Am) como de un control (Ac), este Ultimo se prepara solamente con el reactivo
DPPH y metanol absoluto.

Posterior a este procedimiento calculd la concentracion efectiva media (ECso), la

cual corresponde a la concentracion de extracto que estabiliza el radical en un 50%.
7.6.2 Determinacion de AA por el Método de Decoloracion del B-Caroteno
Esta determinacion se realizo segun Rosales-Castro (2011), se disolvié 0.6 mg de

B-caroteno en 5 ml de cloroformo y esta solucion se adicion6 a un recipiente que

contenia 20 mg de &cido linoléico y 100 mg de Tween 40. Se prepard una emulsion
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(A) retirando el cloroformo de la mezcla por evaporacion y se afiadieron 50 ml de
agua destilada, agitdndose vigorosamente. Posteriormente se preparé la emulsiéon
(B) con 20 mg de &cido linoléico, 100 mg de Tween 40 y 50 ml de agua. En un tubo
de ensayo se colocaron 0.2 ml de etanol y 5 ml de la emulsion B y se utiliz6 como
blanco en el espectrofotometro. Se prepararon mezclas de 0.2 ml de extracto y/o
estandar disuelto en etanol y se adicion6 5 ml de la emulsién A. Se agitaron las
mezclas y se midié la absorbancia a 470 nm inmediatamente. Posteriormente se
calento a 50°C durante 2 h. Después a este tiempo se dejo enfriar en agua a 20°C
y se leyo la absorbancia final. La concentracion final de los extractos y estandares
en la mezcla de reaccion fue de 20 pg/ml. La actividad antioxidante se expresé como
porcentaje de inhibicién relativo al control que se obtuvo mediante la siguiente

ecuacion:

% AA= ((Am (120)— AcC (120)) / (AC (0)— Ac (120))) x 100

7.6.3 Determinacion de AA mediante el Método del Oxido Nitrico (NO)

El NO se gener6 a partir de nitroprusiato de sodio (SNP) y se midié6 mediante la
reaccion de Griess. Se siguid el procedimiento propuesto por Rajan (2011), el NO
se genero del SNP, el cual a pH fisiologico liberara acido nitrico. Este acido nitrico
se convertird a acido nitroso y en otras formas de iones nitrito (NO2), las cuales
diazotizan con &cido sulfanilico y con el reactivo Griess, produciendo un color rosa,
el cual puede ser medido a 546 nm. SNP (10 mM, 2 mL) en buffer de fosfato salino
se incubd a temperatura ambiente por 30 min con la muestra a diferentes
concentraciones. Después de los 30 min, a 0.5 mL de la solucién incubada se le
afadio 1 mL del reactivo Griess y se midi6 la absorbancia a 546 nm. La actividad
de atrapamiento de radicales libres se calcul6 de acuerdo a la siguiente ecuacion:

% ARL= (A control-A muestra) / A control X 100.

36



Dulce C. Almonte Flores CIIDIR Unidad Durango Doctorado en Ciencias en
Biotecnologia

7.6.4 Determinacion de AA Mediante la Eliminacién del Radical ABTS (acido

2,2’-azinobis-3-etilbenzoline-6-sulfénico)

Se realiz6 segun la metodologia propuesta por Rosales-Castro (2011), con algunas
modificaciones. El radical ABTS se obtuvo mediante la reaccion de ABTS (7 mM)
con persulfato de potasio (K2S20s) 2.45 mM, posteriormente aforar con agua a un
volumen de 10 ml e incubar a temperatura ambiente (x 25°C) con agitacién y en la
oscuridad durante 16 h. Formado el radical ABTS se coloc6 en viales de 1 mly se
guardo en congelacion a — 7°C. Posteriormente se diluydé 1ml del ABTS con etanol
hasta obtener un valor de absorbancia comprendido entre 0.70 (x 0.1) a una longitud
de onda de 754 nm. Las muestras se prepararan a una concentracion de 100 ppm
diluidas en etanol excepto la hierba del sapo que se prepar6é a 500 ppm. En una
celda de plastico se deposité 80 ul de muestra'y 1820 ul de ABTS, se agitaron y se
leyé la absorbancia de la muestra (Am) y del control (Ac) a 754 nm, al tiempo cero,
1y 6 min.

Los resultados se expresaron como porcentaje de atrapamiento del radical, los

cuales se obtuvieron de acuerdo a la siguiente formula:

(% ARL) = (Ac) — (Am) / (Ac) x 100

7.7 Evaluaciéon del efecto hipoglucémico e hipocolesterolémico in vivo en

modelo murino

7.7.1 Animales de estudio

Los animales experimentales se obtuvieron del Bioterio (Escuela Nacional de
Ciencias Bioldgicas-IPN), los cuales se encontraban en condiciones de temperatura
controlada entre de 22 £ 1°C y con ciclos de 12 h de luz/oscuridad y con alimento y

agua y ad libitum. Todos los experimentos fueron aprobados por el Comité de
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Cuidado de Animales de (ENCB-IPN) y se llevaron a cabo de conformidad con la
Norma Oficial Mexicana Estandar (NOM-062-200-1999) de las especificaciones

técnicas de produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio.

7.7.2 Evaluacion de las propiedades hipoglucémicas e hipocolesterolémicas

7.7.3 Actividad hipoglucemiante

A partir de las pruebas de obtencion FT y AA se eligié un extracto de cada planta
(9 plantas) con el solvente con el cual se obtuvo la mejor AA en relacion a la
concentracion de FT. La actividad hipoglucemiante se obtuvo realizando una curva
de tolerancia a la glucosa en ratas macho Wistar (3 animales por extracto) con un
peso promedio de 300 g. Las ratas de estudio estuvieron en ayuno 12 h antes de
la prueba. Para conocer el nivel de glucosa total de los animales, se obtuvo una
muestra de sangre mediante un pequefo corte en la cola de la rata y se midieron
los niveles de glucosa basal. La dosis fue de 200 mg/kg de extracto la cual se
administré via oral en el tiempo 0. Después de 15 min a los animales se les
administré glucosa al 35% (0.1 mL /kg de peso) via intraperitoneal. Al grupo control
sb6lo se le administré glucosa. La concentracibn de glucosa en sangre fue
monitoreada en los tiempos 0, 30, 60 90 y 120 min en cada grupo experimental y se
genero una tabla de resultados para analizar la respuesta de tolerancia a la glucosa
en las ratas como respuesta a la administracion de los extractos.

Una vez graficado los valores se determiné el area bajo la curva (AUC) usando el
meétodo de la "regla trapezoidal”: la curva se divide en secciones que se aproximan
a trapecios en su formay se calcula el area de cada una de ellas mediante la férmula
siguiente:

AUC (g/ L min) = {(Gx+1 + Gix) * [(tx+1) - tx]}/ 2

Donde:
Gw = valores de glucosa en g/L al tiempo cero (tx= min)

Gu+1 = valores de glucosa en g/L al tiempo tx+1 (min)
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[(tx+1) - tx] = (t1-t0), (t2-t0), (t3-t0)...(tn-t0)
La grafica de AUC esta basada en el célculo de las areas bajo la curva de absorcion,
es decir, aquella area delimitada por el grafico obtenida al representar la

concentracion plasmatica en funcién del tiempo.

Disefio experimental:

Yijk =u+Ti+E +Co+T+ e
T = Tiempo
i=1,2
1 = gpo con extracto, 2 = gpo control
Co = covariable glucosa basal

Ej = extractos

K = repeticiones

7.7.4 Efecto hipoglucémico

Para el efecto hipoglucémico se probaron solo los extractos de Juglans regia y
Cedrela odorata, debido a que fueron los extractos que tuvieron mayor actividad
hipoglucemiante segun la AUC. Estos se probaron en ratas Wistar (hembra) 5 ratas/
dosis de extracto, con diabetes tipo | inducida previamente con estreptozotocina.
La estreptozotocina fue preparada en solucién amortiguadora de citratos a pH 4.4,
y administrada via intraperitoneal en una dosis de 65 mg/kg de rata. Después de 24
h se comprobd la diabetes en los animales mediante medicion de glucosa en
sangre. Posteriormente se administré el extracto en una dosis de 200 mg/kg de rata
durante 10 dias, y se estuvieron monitoreando los niveles de glucosa y comparando

contra un grupo testigo todos los dias o con qué frecuencia (sanos).
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7.7.5 Efecto hipocolesterolémico

Los extractos con mayor actividad hipoglucemiante se probaron en modelo de
ratones macho (NIH CD1) con hipercolesterolemia inducida por tiloxapol (4
ratones/dosis de extracto). Se les administré una dosis de 100 mg/kg por via oral de
extracto y una h después se les administré una dosis de 40 mg/ml de tiloxapol via
intraperitoneal. Después de 24 h se les volvio a administrar la misma dosis de
extracto, y dos horas después se tomé muestra de sangre mediante una puncion
retro orbital, de la que se obtuvo el suero mediante centrifugacién a 1000 rpm/10
min. En esta muestra se evalu6 el perfil lipidico con un Kit comercial (Marca
RANDOX) y se determind colesterol total, colesterol-HDL vy triglicéridos. Estos
resultados fueron comparados con muestras de un grupo testigo al cual no se
administré extracto ni tiloxapol y contra un grupo control de tiloxapol, el cual no

recibié tratamiento de extracto.

7.8 Evaluacion de Estrés Oxidativo in vivo

7.8.1 Método de Lipoperoxidacién Hepéatico

El estrés oxidativo se evalué mediante la concentracion de malonaldehido MDA en
higado mediante el método del acido tiobarbiturico (TBARS). Esta determinacion se
realizd con los extractos de Cedro Rojo, Nogal y Hierba del Sapo, provenientes de
las muestras obtenidas de los animales que se utilizaron en la prueba del efecto
hipocolesterolémico e hipoglucémico.

Varios marcadores disponibles de estrés oxidativo se han utilizado para evaluar el
nivel de dafio en el organismo causado por la oxidacion, como son los
hidroperoxidos lipidicos (LH) y las sustancias reactivas del acido tiobarbiturico, el
cual ha sido usado extensivamente como marcador de lipoperoxidacion Vieira .,
(2011).

El nivel de lipoperoxidacién en higado se midié segun Rivera R., ., (2011). Se peso

una fraccion del higado (50 mg), el cual fue homogenizado con 0.5 mL de buffer
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salino de fosfato (pH= 7), a 0.5 mL de esta solucion se le agrego 1 mL del reactivo
TBARS el cual estd conformado por acido tricloro acético (TCA), acido tiobarbiturico
(TBA) y acido clorhidrico (15% (w/v), 0.375% (w/v), y 0.25 N, respectivamente).
Posteriormente se colocaron las muestras a bafio maria a temperatura de ebullicion
durante 1 h, se dejo enfriar y se centrifugé a 3000 rpm por 15 min, se separo el
sobrenadante y posteriormente se leyd su absorbancia a 532 nm. Se utiliz6 un
blanco sin muestra. La concentracion de MDA se calcul6 usando el coeficiente de
extincion 1.56 x 10 °M “lcm. Los resultados se expresaron en MMol MDA/g tejido.

7.9 Evaluaciéon de Genotoxicidad

Se realizo en ratones NIH con peso de 25-30g, los cuales se dividieron en seis
grupos experimentales de seis animales cada uno. Los extractos de Juglans regia
y Cedrela odorata fueron suspendidos en 1% solucion acuosa de Tween 80 y
administrados via gastrica (0.3mL) a dosis de 100 y 200 mg/kg de peso corporal.
Los extractos y las dosis para esta prueba se escogieron en base a la actividad
farmacoldgica de los extractos de estudio. El grupo control negativo recibio
solamente Tween 80 al 1% y al grupo control positivo se le indujo dafio a DNA
mediante una inyeccion intraperitoneal de Ciclofosfamida (CPA) a 50 mg/kg de peso

corporal.

7.9.1 Ensayo Cometa

El ensayo cometa se llevé a cabo por el método descrito por Cabarkapa et al., 2014
y Alves et al., 2014, con algunas modificaciones. Una muestra de sangre de los
animales de estudio, obtenida mediante puncion retroorbital se recogié a las 4y 24
h después del tratamiento. Una alicuota de 30 ul de sangre heparinizada se mezclo
con 140 ul de agarosa de bajo punto de fusion (1.5 %) a 37°C y se extendio
rapidamente sobre portaobjetos, previamente recubiertas con una capa de agarosa
de punto de fusion normal al 1.5%. Después de solidificar se retiraron los

cubreobjetos y los portaobjetos se colocaron en solucién de lisis fria (NaCl 2.5 M,
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2.5 M EDTA, Tris 10 mM, succinato de sodio, 1% de Triton X100 y 10% de
dimetilsulféxido, a pH 10.5 ajustado con NaOH) durante 3 h a 4°C. Una vez
transcurrido el tiempo de lisis se sacO los portaobjetos y se sumergieron en la
solucion de electroforesis (0,4 M NaOH y EDTA 200 mM) durante 20 min. La
electroforesis se realiz durante 20 min a 300 mA y 25V. Los portaobjetos se lavaron
entonces con la solucién de neutralizacién (Tris-HCI 0.4 M, pH 7.5), se secaron a
temperatura ambiente y se fijaron con una solucion de etanol y solucion de
neutralizacion (50:50) durante 10 min. Los portaobjetos fueron secados y
almacenados antes de la tincidon con bromuro de etidio. El alcance y la distribucion
del dafio del ADN se evaluaron mediante la seleccion de 100 células seleccionadas
al azar (50 células por portaobjetos codificados) por animal en un analisis ciego (seis
ratones por grupo). Estas células se identificaron visualmente, y se dividieron segin
el tamafo de la cola, en las cuatro clases siguientes: Clase O - sin cola; Clase 1 -
cola mas corta que el diametro de la cabeza (nucleo); Clase 2 — cola de 1 a 2 veces
el diametro de la cabeza; y la Clase 3 - longitud de la cola mas de dos veces el
diametro de la cabeza. Esta clasificacion fue propuesta por Alves et al, 2014. El
namero total de cometas se calculd con la siguiente ecuacién propuesta por Matic¢
et al, 2004: (% De las células en la clase 0 x 0) + (% de las células en la clase 1 x

1) + (% de las células en la clase 2 x 2) + (% de las células en clase 3 x 3).
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7.10 Anélisis Estadistico

Los resultados fueron expresados como media + desviacién estandar. Se realiz6
un analisis de varianza ANOVA de una y dos vias y posteriormente mediante una
prueba de diferencias de medias minimas significativas de (Fisher-LSD por sus
siglas en inglés), se observo diferencia significativa (p<0.05). La relacion lineal entre
dos variables aleatorias cuantitativas se realizO mediante una correlacion de
Pearson. Utilizando el programa Statistica ver 7.0.

Para la determinacion de FT y AA se uso un disefio experimental factorial de: 9 x
4 x 2 = 72 tratamientos; donde son 9 plantas x 4 solventes de extraccion x

duplicado.

Yip=u+P+S5 +PS;+ ¢
P = plantas
S= solvente de extraccion
PS= interseccion
i=1,2,3,4,56,7,8y9
j=1, 2,3y 4 (etanol 96°, agua, etanol-agua 70:30 v/v y acetato de etilo)
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8. Resultados y Discusién

8.1 Determinacién de la concentracion de FT

Las plantas (frutas, vegetales, hierbas medicinales, etc.) contienen una amplia
variedad de moléculas encargadas de eliminar radicales libres, como son los acidos
fendlicos, flavonoides, taninos, entre otros, los cuales son ricos en actividad
antioxidante (Cai 2004; Badami et al., 2003; Bor et al., 2006). Estos compuestos
son considerados fisiologicamente y morfologicamente importantes en las plantas
Ignat (2011). Ademas los polifenoles son sustancias activas encontradas en muchas
plantas medicinales, modulan la actividad de gran nimero de enzimas y de

receptores celulares.

Los CF en las nueve especies de estudio se muestran en el Cuadro 3. El rango de
FT fue de 86.3 £ 21.1 a 577.3 £ 24.9 mg EAG/ g de extracto, el valor menor
corresponde al extracto de Eryngium heterophyllum (hierba del sapo) y el mayor al
extracto de Juglans regia (nogal). Mediante una prueba ANOVA (n=4), seguida por
una prueba LSD de grupos homogéneos se observo diferencia (P<0.05) entre las
nueve especies de estudio y entre los cuatro solventes de extraccion determinando
gue los valores mayores de CF se obtuvieren utilizando el solvente de acetato de
etilo. El efecto concentrador sobre los compuestos fendlicos del acetato de etilo se
ha reportado anteriormente por Yen et al., (2001), quienes mencionan que esto se
debe basicamente a la polaridad del solvente.

Se ha reportado que los extractos de hojas, fruta y corteza de Juglans regia, poseen
compuestos fendlicos de importancia biolégica (Zhang, 2009; Kiran, 2009; Pereira,
2008; Oliveira, 2008) como son juglonas, 3,3-bisjuglona, cyclotrijuglona (tris-
juglona), aricularina (quercetiina-3-arabinoside), hiperina, acido elagico, taninos
(Jung ., 2011; Cai 2004; Kiran ., 2009).
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Se obtuvo un coeficiente de correlacion significativo entre fenoles totales FT y
flavonoides F (Figura 5). Los flavonoides son un grupo de compuestos que
pertenecen a los fenoles, por lo que muchos de los fenoles de las plantas en estudio
corresponden a compuestos flavonoides. Algunos ejemplos de estos son catequina,
quercetina y kamferol. Quimicamente los flavonoides e isoflavonoides son
donadores de electrones (Sun ., 2011). De acuerdo a un ANOVA el extracto de
Mangifera indica L. y el extracto de Juglans regia fueron los que contienen la mayor

concentracion de F.

Scatterplot: FT vs. FL (Casewise MD deletion)
FL =33.086 +.41852 * FT
Correlation: r = .49574
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Figura 5. Correlacion entre FT y F, N= 36

Los resultados en cuanto a la concentracion de F en M. indica L., en ambas
variedades, concuerdan con otros reportados anteriormente, en los que se ha
encontrado que la corteza de mango es una rica fuente de CF y mencionan también
que la mangiferina es el mayor componente de la corteza Benites et al., (2010). Con

respecto a los CF presentes en la corteza de M. indica L., la mayor informacion
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proviene de Cuba, donde se comercializa un producto llamado Vimang, el cual es
un extracto preparado a partir de corteza de ciertos cultivares de M. indica L. Este
extracto contiene los siguientes compuestos: acido galico, acido  3,4-
dihidroxibenzoico, metil galato, epicatequina, catequina y mangiferina Barreto et al.,
(2008).

Los resultados de las concentraciones de Proantocianidinas (P) se muestran en la
Cuadro 3, los cuales nos indican que el mejor extracto fue de Juglans regia, seguido
de Nhephelium lappaceum y Cedrela odorata. Mediante un ANOVA, se observo que
no existe diferencia significativa entre los solventes de extraccion etanol 96°, etanol-
agua (70:30 v/v) y de acetato de etilo, por el contrario el extracto acuoso fue el Gnico
gue mostro diferencia estadistica, y con el que se observo una menor concentracion
de P.

Estos compuestos son un tipo de flavonoides llamados flavonoles, los cuales existen
en forma monomeérica (catequinas) y en la forma polimérica P (Manach ., 2004.) De
acuerdo con nuestros resultados, los extractos de Juglans regia, Cedrela odorata y
Nhephelium lappaceum pueden ser considerados como una fuente accesible de
polifenoles, los cuales coinciden con estudios previos donde se han reportado altas
cantidades de compuestos fendlicos en extractos de corteza de Juglans regia
(Zhang et al., 2009), Cedrela odorata y en la cascara de Nhephelium lappaceum
(Thitilertdecha ., 2008).
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Cuadro 3. Determinacion de FT, F y P de plantas de estudio
EXTRACTO Solvente FT F PA
mg EAG/gde mgEC/gde mg EC/ g de
extracto extracto extracto
Punica granatum 1 215.7 £19.8 32.1+5.1 40.2+7.0
2 179.7£4.0 26.8+3.7 446 +£55
3 243.7 £14.0 29.7+49 50.7 + 10.6
4 501.0+17.4 111.7+175 101.0+94
Nephelium lappaceum 1 347.2+11.1 77.2+3.3 95.7+11.8
2 353.7+15.1 97.6 +14.9 98.2+4.1
3 426.0 + 13.3 88.5+3.7 90.2+11.3
4 575.0 £16.5 128.2+19.7 115.2%45
Garcinia mangostana 1 201.8+£14.6 104.9+6.1 174.6 £ 14.0
2 328.1+18.8 107.0+15.1 294.7+5.3
3 318.4+11.5 1125+115 244.9+23.7
4 458.2 + 16.2 186.6 £17.3 299.7 £9.3
Cedrela odorata 1 203.2£18.0 94.3+£10.3 1446 + 16.1
2 332.4+10.9 144.3+10.3 180.0%+9.1
3 549.6 + 20.7 144.6 £10.5 266.7 £10.7
4 304.9+12.1 186.4+19.7 313.2+113
Arctostaphylos punges 1 257.2+£8.2 405+ 3.0 101.0+ 8.6
2 332.4+19.3 64.0£9.2 86.2 +22.8
3 260.3+9.8 53.8+1.6 142.7 £ 34.8
4 256.1 +15.1 52.1+75 171.2+£16.5
Mangiferina indica L 1 299.1+17.2 2359+10.2 105771
Var manila 2 348.8 + 22.5 330.0+37.1 150.3+37.1
3 330.2+15.9 341.6 +14.3 148.5+35.8
4 346.1 +14.7 410.6 +28.8 172.3+6.6
Mangiferina indica L 1 282.7 £16.2 223.0+£11.1 998+34
Var Tommy A. 2 103.1 + 10.6 227.7+14.2 135.3 £36.9
3 312.0+18.5 280.8+185 123.3+21.9
4 325.6 +10.9 330.8 + 8.6 1440+ 12.1
Juglans regia 1 405.7 + 23.0 257.4+17.0 198.7+27
2 577.3+24.9 296.5+10.0 538.9+72.6
3 570.3+13.4 321.2+15.8 548.7 +59.0
4 568.7 + 15.3 374.8+7.6 443.0 £ 24.0
Eryngium heterophyllum. 1 86.3+21.1 46.2 +5.6 ND
2 1156 £6.1 61.9+25 ND
3 107.4x7.0 165.4+17.5 ND
4 376.7 + 20.6 158.9+21.6 ND

Solvente: (1) agua, (2) etanol 96°, (3) etanol-agua 70:30 y (4) acetato de etilo. Los resultados son la

media (n=4) + SD. ND= no detectado
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8.2 Determinacion de la Actividad Antioxidante (AA)

8.2.1 Determinacién de AA mediante la Técnica de Eliminaciéon del DPPH

Mediante esta técnica los antioxidantes reaccionan con el DPPH y lo convierten en
1,1-difenil-2-(2, 4, 6-trinitrofenil) hidracina, el cual produce un color amarillo que se
detecta a 515 nm y se compara contra un color inicial purpura oscuro, Mukherjee .,
(2009), los resultados se reportan en ICso (ug/ml) en el Cuadro 4. Se observo una
correlacion negativa entre los valores de FT y DPPH (r’=0.43, p<0.05, n=36). La
correlacion fue negativa debido a que los valores se reportan como ICso, la cual
representa la cantidad de extracto o muestra requerido para atrapar el 50% de
radicales libres, por lo tanto una ICso menor representa una mayor actividad

antioxidante.

Cuadro 4. Actividad antioxidante mediante la técnica de DPPH en las especies de estudio

ICs0 (ug/ml)

Planta Solvente

Punica granatum® 841.5+3.6 880.6 + 16.6 696.5 + 13.0 261.7+15.5
Nephelium lappaceum® 385.1+0.5 428.1+8.1 391.0+6.0 2445 £ 13.3
Garcinia mangostana® 1135.7+3.0 986.2 £ 56.4 986.4 £ 66.3 536.0+£30.1
Cedrela odorata * 1385.4+31.8 645.5+22.0 654.2+21.9 739.1+54.4
Arctostaphylos punges® 743.9 £ 20.5 519.3 +38.7 553.6+£2.0 490.9+43.4
M. indica Var manila® 603.6+7.9 515.4+5.2 597.3+10.9 522.3+31.2
M. indica Var tommy® 604.5+10.4 604.5+10.4 502.6 £ 14.0 5445 +22.5
Juglans regia® 517.7+12.2 323.2+4.0 373.8+4.9 331.2+4.7
Eryngium heterophyllum® 2992.3 £189.5 2748.8 £50.4 2316.9£81.8 1255.1+0.2

Solvente: (1) agua, (2) etanol 96°, (3) etanol-agua 70:30 y (4) acetato de etilo. Los valores representan la media de las
determinaciones por duplicado + SD, las letras diferentes después de cada planta representa diferencia significativa (P <
0.05), al igual que el nimero de * después del tipo de solvente, mediante una prueba Fisher LSD de grupos homogéneos.
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De acuerdo al analisis de varianza realizado para medir AA mediante DPPH se
observé que con el solvente de acetato de etilo se obtuvo una mayor AA en
comparacion con los otros solventes (P<0.05). Cabe mencionar que la
concentracion de FT también fue mayor con dicho solvente. Al-Laith, (2010), reporto
anteriormente que una mayor eliminacion del radical DPPH se ve influenciado
cuando la estructura de quimica de fenoles y flavonoides posee grupos hidroxilo en
posicion orto en los anillos aromaticos, asi como también con un mayor nimero de

estos grupos.

Los extractos de nogal y de rambutdn mostraron la mejor capacidad antioxidante

mediante la técnica de atrapamiento del DPPH.

Palanisamy et al., (2008) reportaron anteriormente que la cascara de rambutan, la
cual normalmente es desechada por ser un residuo agroforestal contiene una
actividad antioxidante extremadamente alta al ser probada por varios métodos. Lo
cual coincide con los resultados encontrados en este trabajo de investigacion. La
cascara de rambutan podria ser una fuente de antioxidantes naturales y aprovechar

tecnologicamente este desecho agroforestal.

8.2.2 Determinacion de la AA mediante el Método de decoloracion del B-
caroteno

En cuanto a los resultados de la capacidad antioxidante mediante la técnica de B-
caroteno (cuadro 5), se pudo ver que el mejor extracto para inhibir en un mayor
grado la oxidacion fue el extracto de Rambutan, a diferencia de los otros extractos
(valor de p), y al igual que en los resultados anteriores, el solvente con el que se
observo mayor actividad fue el acetato de etilo (p<0.05). Es importante mencionar
gue entre los otros tres solventes de extraccion no se encontré ninguna diferencia

significativa. Mediante esta técnica se mide la habilidad para minimizar la oxidacion
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del complejo acido linoléico y B-caroteno en un sistema acuoso emulsificado
Mukherjee ., (2009).

Cuadro 5. Actividad antioxidante mediante las técnicas 3 caroteno, NO y ABTS

Planta Solvente B caroteno NO ABTS
% AA % ARL % ARL
Punica granatum 1 6.4+14 574+20 38.7+4.3
2 6.3+£1.6 61.7+£1.3 30.7+ 2.8
3 74+0.7 56.8+1.7 444+ 1.8
4 24.1+£5.0 57.6+4.9 98.9+1.1
Nephelium lappaceum 1 58.8+17.9 51.0+9.2 71.8+6.7
2 44,3 +9.3 552+29 7591738
3 484 +12.1 56.9+1.4 71.6+7.2
4 91.3+0.3 50.6 £ 3.8 97.0£3.1
Garcinia mangostana 1 10.7 + 3.3 23.2+2.1 382+1.2
2 18.0+6.0 543+7.6 441+1.1
3 129+ 4.3 50.6 £+ 13.2 37.1+14
4 19.7+5.6 57.9+18 68.0£2.4
Cedrela odorata 1 7.1+05 23.9+15 26.8+2.8
2 95+05 51.0+4.2 526 +5.2
3 10.4+£0.3 58.1+21 50.9+3.8
4 95+05 59.7+3.1 54.2+6.6
Arctostaphylos punges 1 11.7+2.4 50.1+10.3 50.7 £ 4.7
2 99+26 52.2+6.3 59.9+5.6
3 116+ 1.7 544 +53 59.6+7.0
4 11.8+1.5 529+7.2 63.917.9
M. indica Var manila® 1 8.9+20 42.6+5.8 50.1 £5.0
2 89104 57.3+17 55.6+45
3 9.7+22 62.0+£3.3 56.9+34
4 9.0+1.6 62.1+4.3 53.4+2.1
M. indica Var tommy?® 1 9.2+0.7 39.6+7.8 46.7 £ 4.0
2 85+3.0 555+20 43955
3 71+1.7 59.0+ 3.9 58.7+6.2
4 71+21 59.3+4.1 62.914.9
Juglans regia 1 140+ 3.8 425 +£105 62.8+8.5
2 13.4+1.4 56.7+1.1 88.5+8.0
3 125+0.9 547+25 69.1+85
4 141+1.0 544 +27 85.1+10.5
Eryngium 1 8.7+£3.9 94+5.2 37.0+ 21
heterophyllum
2 53%+4.1 20.3+£6.0 46.0+ 3.1
3 6.2+4.3 15.3+5.3 50.0+3.2
4 6.3+3.3 325+5.1 93.4+1.5

Solvente: (1) agua, (2) etanol 96°, (3) etanol-agua 70:30 y (4) acetato de etilo. Los valores representan la media
de n=4 + SD.
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8.2.3 Determinacion de la AA mediante Método del Oxido Nitrico (NO)

La capacidad de eliminacion del NO de las especies de estudio se muestra en el
Cuadro 5. Mediante un ANOVA con una prueba de LSD-Fisher se observaron
diferencias entre las especies de estudio. En cuanto a los solventes de extraccion,
solamente el solvente acuoso fue estadisticamente diferente de los otros tres
extractos (P<0.05). El extracto de granada fue el que demostré un mejor efecto en
esta determinacion con un promedio de 58.4% ARL Rajan ., (2011) reporté
anteriormente que la granada tiene una gran actividad de eliminacién del NO con
un 73.03% ARL en un extracto alcoholico. Al hacer una correlacién con FT y NO se
encontré un coeficiente de correlacion significativo (R?=0.25), lo que nos indica que
este efecto esté relacionado a los CF encontrados en la cascara de granada. ¢Por
gué en las mediciones anteriores de AA no realizaste esta misma correlacion con

FT mostrada en amarillo?

Recientes estudios han demostrado que las especies de nitrégeno reactivas (ENR),
como el oxido nitrico (NO), peroxinitrito (ONOO") y dioxido de nitrogeno (NO2) tienen
un rol importante en el proceso inflamatorio y posiblemente en carcinogénesis.
Lansky & Newman 2007 reportaron que la granada contiene CF como Catequinas,
Epicatequina y Epigalocatequina-3-galato, compuestos a los cuales se les atribuyen
propiedades antioxidantes capaces de inhibir la produccion del NO. Chan, ., (1997),
encontraron que la epigalocatequina galato puede inhibir la actividad de la enzima

oxido nitrico sintasa y la expresion de su mARN en macrofagos LPS activados.

51



Dulce C. Almonte Flores CIIDIR Unidad Durango Doctorado en Ciencias en
Biotecnologia

8.2.4 Determinacion de AA Mediante la Eliminacion del Radical ABTS

El ABTS es uno de los radicales generalmente usado para las pruebas preliminares
de actividad de eliminaciéon de radicales de un compuesto o de un extracto de
planta. El radical ABTS™*, generado a partir de la oxidacion del ABTS por el
persulfato de potasio, es una excelente herramienta para determinar la capacidad
antioxidante de los donadores de hidrégenos (eliminadores de radicales en fase
acuosa) y de antioxidantes que cortan reacciones en cadena (eliminadores de
radicales peroxil lipidicos) Nithiyanantham et al., (2013). Los porcentajes de
atrapamiento del radical (% ARL) ABTS se pueden observar en el cuadro 5. Se
encontré mediante un ANOVA que los extractos de nogal y de rambutan mostraron
un mayor % ARL (76.4% y 79.1%, respectivamente) y son estadisticamente

diferentes a las otras especies de estudio (p<0.05).

Asi mismo, se observé que hubo diferencia significativa entre los solventes de
extraccion, el mejor fue el acetato de etilo (valor de p?), y el solvente acuoso mostré
la menor actividad de eliminacion del radical ABTS.

Los coeficientes de correlacion de FT y AA se muestran en la Figuras 6y 6-1, en la
gue se observo una correlacion significativa (p<0.05) entre FT y los cuatro métodos
que se utilizaron para medir AA. Este resultado concuerda con lo reportado
anteriormente acerca de las sustancias fendlicas que poseen efectos biolbgicos,
atribuidos principalmente a sus AA de atrapamiento de radicales libres, inhibicion

de peroxidacion, quelacion de metales de transicion, entre otras (Bahman ., (2007).

El factor por el cual los CF poseen un alto potencial de eliminacion de RL puede ser
explicado gracias a su habilidad de donar un atomo de hidréogeno de sus grupos
hidroxilo (Thitilertdecha ., 2008).
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a Scatterplot: DPPH IC 50 vs. FT ~ (Casewise MD deletion)
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Figura 6. Correlacién entre Fenoles Totales (FT) y Actividad Antioxidante; a) DPPH-FT
(r>=0.43, p<0.05, n=36), b) Bcaroteno-FT (r?=0.18, p<0.05, n=36)
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Scatterplot: NO  vs.FT  (Casewise MD deletion)
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Figura 6-1. Correlacién entre Fenoles Totales (FT) y Actividad Antioxidante;
a) ABTS-FT (r2=0.55, p<0.05, n=36), b) NO-FT (r?=0.25, p<0.05, n=36)
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8.3 Evaluacién del Efecto hipoglucémico

8.3.1 Actividad hipoglucemiante

Para medir la actividad hipoglucemiante se probaron 9 extractos de los 36 iniciales,
los cuales fueron seleccionados de acuerdo a los resultados de fenoles totales y
actividad antioxidante. Se eligido un extracto de cada planta obtenido solo con el
solvente de extraccion que mostré mejores resultados. Con estos 9 extractos se
realizd una curva de tolerancia a la glucosa en ratas Winstar (macho) con un peso
promedio de 300 g, los niveles de glucosa fueron monitoreados una vez de haber
administrado el extracto y la glucosa al 35%. Estos valores se pueden observar en
la Figura 7. Una vez graficados los valores de glucosa se determind el area bajo la

curva y se realizé una prueba de ANOVA (Cuadro 6).

De acuerdo al analisis de varianza realizado en los valores de AUC correspondiente
a la actividad hipoglucemiante de los extractos, se pudo observar que Juglans regia
y Cedrela odorata mostraron el mejor efecto hipoglucemiante al obtener los valores
mas bajos de AUC 88.8 £+ 5.8y 94.3 + 17.2 (g/L min), respectivamente, y se observé
diferencia significativa (p<0.05) con respecto al testigo al cual no se le administro

ningun extracto.
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Figura 7. Curva de tolerancia a la glucosa de los extractos de estudio

Cuadro 6. Area Bajo la Curva (AUC) a partir de la Figura 7.

Nephelium lappaceum
Garcinia mangostana
Cedrela odorata
Arctostaphylos punges
M. indica Var manila
M. indica Var tommy

Juglans regia

Eryngium heterophyllum

Planta AUC
(g/L min)
Testigo 107.3+3.0a
Punica granatum 95.1+7.4ab

103.3+14.1ab
110.6+14.1a
94.3+17.2b
98.3+4.3ab
102.8+1.8ab
109.9 +6.0a
88.8 £5.8b
101.2 +12ab

Los valores representan la media + SD. Letras diferentes representan diferencia significativa (P<0.05)
mediante una prueba Fisher.
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8.3.2 Efecto hipoglucémico

El efecto hipoglucémico de los extractos se muestra en el Cuadro 6. Donde se
muestran los niveles de glucemia en los dias 1, 2, 3y 10 de los animales tratados
con extracto, y de los grupos testigo con/sin estreptozotocina. Se puede ver las
propiedades hipoglucémicas de los extractos, ya que se obtuvo diferencia
significativa (P<0.05), mediante un ANOVA para datos incompletos, mediante una
prueba de LSD-Fisher al compararla contra el grupo de animales a los que se les
indujo diabetes con la estreptozotocina, cabe mencionar que se realiz0 este tipo de
analisis debido a que durante el periodo de estudio murieron algunos animales, un
animal en cada una de los grupos que recibieron extracto y dos animales en el grupo
gue no recibié tratamiento esto debido al efecto tan dafiino que provocéd la
estreptozotocina. Los resultados mostraron que el extracto de Juglans regia fue el

que tuvo el mejor efecto hipoglucemiante (valor de p).

Cuadro 7. Niveles de Glucemia durante el tiempo de estudio (10 dias) en Ratas Winstar

Muestra Dia1 Dia 2 Dia 3 Dia 10
Glicemia Glicemia Glicemia Glicemia
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

Testigo 2 90.6+17.0 954+55 89.0+7.8 73.0+35.3

Testigo 4344 +37.9 440.8+35.2 456.6 + 34.4**

- 411.4+35.2

c/estreptozotocina

Cedrela odorata 2° 386.3+75.1** 428.0+52.6¥ 415.8+42.2 447.6 + 30.0*

Juglans regia € 360.2 +36.0 390.2 £57.0 426.0+22.7 446.3 +3.05**

Los valores representan la media de n=5, *n=4, **n=3 + SD, (n cambia debido a que en algunos casos el valor supero la
escala maxima en el glucometro y/o porque muri6 un animal). Las letras indican la diferencia (P<0.05), mediante una prueba
LSD-Fisher para datos incompletos (ortagonal)
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Los resultados obtenidos acerca de las propiedades hipoglucémicas de J. regia y
C. odorata soportan investigaciones realizadas anteriormente donde se ha
encontrado que J. regia es un agente de antiglicacion, proceso mediante el cual
ayuda a prevenir la glicacion y oxidacion, factores involucrados en la progresion de
complicaciones de la diabetes (neuropatias, nefropatias, enfermedades
cardiovasculares y aterosclerosis), por lo que el extracto de J. regia puede tener
efecto terapéutico para el tratamiento de las complicaciones de diabetes (Ahmad,
2012). Asi mismo Gioardani et al., (2015), concluyeron que extractos de C. odorata
pueden ser efectivos reduciendo la hiperglicemia postprandial y dafio por estrés
oxidativo debido a los altos niveles de glucosa en sangre. Estos resultados tomados
en conjunto justifican el empleo en etnomedicina de esta planta en el tratamiento de
la diabetes, estos autores demostraron que en ensayos in vitro de inhibicién de la
a-glucosidasa extracto de C. odorata tuvo un potente efecto inhibidor sobre estas
enzimas. La inhibicion de la a-glucosidasa intestinal retrasa la digestién y absorcion
de los hidratos de carbono y en consecuencia suprimen la hiperglicemia

postprandial y puede ayudar a explicar el efecto anti-perglicémico.
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8.4 Evaluacién del Efecto hipocolesterolémico

De acuerdo al analisis del perfil lipidico se obtuvieron los resultados de los niveles
séricos de Colesterol Total (CT) que se muestran en la Figura 8. No se encontrd
diferencia significativa en los niveles de CT entre el testigo que no recibio tiloxapol
y las muestras de los animales que recibieron el extracto. Por el contrario, el testigo
con tiloxapol (nivles de CT?) es significativamente diferente a todos (p<0.05). Estos
resultados mostraron que los extractos de Juglans regia, Cedrela odorata y de
Eryngium heterophyllum bajaron los niveles de CT al nivel de los animales que no

se les altero el metabolismo de los lipidos mediante tiloxapol.

COLESTEROL TOTAL
Mean; Whisker: MeanzSE
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Figura 8. Concentracion de colesterol total. T: testigo; TTx: Testigo con Tiloxapol, EHS:
Eryngium heterophyllum; EN: Juglans regia, ECR: Cedrela odorata. Diferente letras
muestran diferencia significativa (p<0.05).
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Los niveles de Triglicéridos y de colesterol HDL se muestran en la Figura 9. En
donde por el contrario no se encontrd ninguna diferencia entre el grupo control y el
grupo tratado.
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Figura 9. Concentracion de triglicéridos y colesterol HDL. T: testigo; TTx: Testigo con

Tiloxapol; EHS: Eryngium heterophyllum; EN: Juglans regia, ECR: Cedrela odorata
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8.5 Evaluacion del Estrés oxidativo in vivo

Se observo el nivel de MDA en el higado de los animales que recibieron extracto y
se comparo contra dos grupos control que no recibieron extracto y se les administrd
tiloxapol o estreptozotocina. El efecto protector de los extractos evaluados se puede
observar en la Figura 10.

Mediante una prueba de Fisher se observo diferencia significativa (p<0.05) entre los
valores de MDA de los animales tratados con los extractos y los grupos control y el

grupo de animales que recibieron el farmaco correspondiente.

Estrés Oxidativo in vivo
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Figura 10. Concentracion de MDA de muestras provenientes de la prueba de efecto
hipocolesterolémico. T: testigo; TTx: Testigo con Tiloxapol; HS: Eryngium heterophyllum; N:

Juglans regia, CR: Cedrela odorata
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Mediante esta prueba se pudo comprobar el efecto antioxidante de los extractos de
las especies de estudio, ya que los niveles de MDA en el higado de los animales
que recibieron extracto fueron menores.

Es conocido que la lipoperoxidacion juega un papel crucial en la inflamacion, cancer
y en varias enfermedades cardiacas. Una dieta rica en colesterol resulta en un
incremento en la lipoperoxidacion por la induccion de la produccion de radicales
libres, seguido de una hipercolesterolemia, se ha reportado anteriormente la
correlacion entre la lipoperoxidacion y la hiperlipidemia (Alshatwi . (2011). En este
estudio se evidencié esta relacion ya que los niveles de colesterol total y de
lipoperoxidacion fueron estadisticamente diferentes entre los animales que

recibieron extracto, de los que no recibieron tratamiento.

En las muestras provenientes de la evaluacion del efecto hipoglucémico se realizé
un ANOVA para datos incompletos (ortogonal) y se observo diferencia significativa
(p<0.05) para los niveles de MDA, esto se puede observar en el Cuadro 8. El
extracto de cedro rojo fue el que tuvo el mejor efecto protector contra la
lipoperoxidaciéon en higado, y con el que se observaron niveles menores de MDA,

en comparaciéon con los testigos con y sin farmaco.

Cuadro 8. Niveles de MDA en muestras provenientes de la evaluacién del efecto
hipoglucémico.

Muestra MDA
(mMMDA/g tejido)

Cedrela odorata 4.7 a
Juglans regia 7.0ab
Testigo con Estreptozotocina 8.8b
Testigo 11.6¢c

Los valores muestran la media (n=4), letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05).
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8.6 Evaluacion de Genotoxicidad

El efecto genotdxico se evalud en los extractos que mostraron tener propiedades
hipoglucémicas e hipocolesterolémicas y en los cuales se vio efecto inhibitorio de
estrés oxidativo. Los extractos fueron de Juglans regia (acetato de etilo) y Cedrela
odorata (etanol agua 70:30 v/v). Existe muy poca o nula informacion acerca de la
genotoxicidad en las cortezas de ambas plantas, de ahi la importancia de realizar
esta parte de la investigacion, ya que mostraron tener propiedades
farmacoldgicamente importantes. Los resultados del ensayo cometa son ilustrados
en el Cuadro 8, donde se demostré que la exposicion in vivo de extracto de Juglans
regia a dosis de 100 y 200 mg/kg no inducen dafio al ADN en leucocitos de raton ya
gue no se encontro diferencia significativa (P<0.05) entre el grupo control negativo
y el grupo administrado con Juglans regia. El total de cometas de clase 0 fue
predominante, lo que nos indica que el nivel de dafio fue muy bajo asi como el
namero total de cometas. Los nucleos de células provenientes del control negativo

se ilustran en la figura 11.
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Cuadro 9. Evaluaciéon de dafio a DNA de los extractos de Juglans regia y Cedrela odorata

mediante la técnica del cometa

Tratamientos

Total

Clase Cometa

2

Muestras de sangre (4h)*

de cometas

Control negativo 40.50 £ 21.412 77.00 £ 9.38° 10.66 + 4.082 7.16 + 5.602b 5.16 £ 3.542
CPA 50 mg/kg 170.16 + 12.31¢ 5.00 +2.28¢ 39.0+7.01d 36.83 £ 5.52 19.16 £ 3.12°
J.regia 100 mg/kg 64.00+52.44 2 60.8 + 25.42 20.8 £ 6.83 12.00 £ 11.222b 6.40 + 8.292
C. odorata 100 mg/kg 31.83 +8.93? 73.33 £ 6.56? 19.83 +3.86" 5.50 £ 5.242 0.33+0.182
J.regia 200 mg/kg 58.66 + 20.83? 65.50 + 8.07° 15.50 + 5.00%° 13.83 +9.97 5.16 £ 3.602
C. odorata 200 mg/kg 109.50 + 30.48 39.16 + 10.94> 25.66 + 4.67¢ 21.66 + 3.26°¢ 13.5+9.28b
Muestras de sangre (24h)

Control negativo 15.00 + 3.792 87.83 £3.372 9.83 £3.542 1.8 +0.752b 0.50 £0.832
CPA 50 mg/kg 96.83 + 8.93¢ 29.5+5.08¢ 47.33 £7.14¢ 20.00 + 4.56°¢ 3.16 £ 1.94
J.regia 100 mg/kg 9.4 +7.532 90.8 + 7.252 8.60 + 6.542 0.40 +0.892 0.00 £ 0.002
C. odorata 100 mg/kg 12.33+4.17°2 88.83+3.432 10.00 + 2.962 1.16 +1.16%° 0.00 + 0.00?
J.regia 200 mg/kg 11.83 £ 4.402 89.16 + 3.862 9.83 £3.482 1.00 + 0.89%° 0.00 £ 0.002
C. odorata 200 mg/kg 29.33 £ 15.88b 74.66 + 11.96° 21.16 £ 8.95° 3.83 £3.86° 0.16 £ 0.402

Los resultados se expresan como la media + error estandar. Letras diferentes entre los grupos en
cada columna corresponden a diferencias significativas a 4 y 24 horas P <0.5. Se realiz6 un ANOVA
de una via y una prueba de Fisher LSD, comparando de los tratamientos por separado a las 4 y 24
horas.

En lo que concierne al extracto de Cedrela odorata se observé un ligero dafio a
dosis de 200 mg/kg el cual fue significativamente diferente (p<0.05) al control
negativo, sin embargo el nivel de dafio a DNA no alcanz¢ el nivel de dafio inducido
con CPA (Figura 13), donde se observo diferencia significativa entre ambos grupos.
El comportamiento del extracto de Cedrela odorata a dosis de 100 mg/kg no mostr6
tener ningun efecto genotdxico, ya que no se encontro diferencia significativa con el
grupo control negativo. Las imagenes se muestran en la Figura 14. La mayoria de
los cometas observados fue del tipo 0 en ambos extractos, lo cual nos sugiere que
no se observé dafio a nivel de DNA, mediante la técnica del cometa a las dosis
empleadas en este estudio.

La busqueda de tratamientos médicos basados en la medicina alternativa ha
aumentado considerablemente y un mayor conocimiento sobre las plantas de uso
comun en la medicina popular es extremadamente importante. Algunas actividades
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antimutagénicas se han correlacionado con la presencia de ciertas sustancias
fitoquimicas como compuestos flavonoides. Una relacion se ha informado entre
estructura y actividad, tanto para la actividad mutagénica y para la proteccion del
material genético. La mayoria de estos efectos benéficos para la salud se cree que

derivan de las propiedades antioxidantes y de eliminacion de radicales libres, asi

como la capacidad de regular muchas funciones enzimaticas celulares (Matic et al.,

2013).

Los biomarcadores son medidas que cuantifican mas o menos la exposicion
especifica, el efecto biolégico temprano, y la susceptibilidad de un extracto. El
ensayo cometa es un biomarcador de exposicion. Los marcadores de exposiciéon
abarcan: productos quimicos o metabolitos de los mismos, de proteinas y de
aductos de ADN, incluyendo tipos de lesiones del ADN detectados por el ensayo de
cometa. El ensayo cometa es un ensayo biomarcador de exposicién que
proporciona informacién de la dosis biolégicamente efectiva. Los biomarcadores de
efecto biolégico temprano ejemplo aberraciones cromosomicas y la frecuencia de
micronucleos detectan una etapa de la carcinogénesis, que es temporalmente mas
tarde de la etapa detectada por los biomarcadores de exposicién (Peter Mgller,
2006). Los biomarcadores deben ser rigurosamente validados antes de que se
apliguen como herramientas en la evaluacion del riesgo de las enfermedades
causadas por agentes ambientales u otras exposiciones. De ahi la importancia de
realizar un ensayo de este tipo para detectar el efecto biolégico de los extractos

evaluados.
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Figura 11. Imagenes de la técnica del cometa de leucocitos de raton administrados al grupo

control negativo.

Figura 12. Imagenes de la técnica del cometa de leucocitos de raton administrados con J.
regia (400 X) a dosis de 100 y 200 mg/kg.
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Figura 13. Imagenes de la técnica del cometa (400 X) de leucocitos de ratdon con dafio
inducido con CPA.

Figura 14. Imagenes de la técnica del cometa de leucocitos de ratdn administrados con C.
odorata (400 X) a dosis de 100 y 200 mg/kg.
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No hay evidencia cientifica donde se haya evaluado el efecto genotdxico de los
extractos de cortezas de J. regia y C. odorata. Este estudio es el primero en el que
se probd que estos extractos no son agentes genotéxicos en las dosis evaluadas.
Contrariamente Zaid & Saad, 2013 en un estudio realizado de extractos de hojas
de J. regia demostraron que dichos extractos protegen contra la toxicidad celular y
reducen la toxicidad bioquimica inducida por la ciclofosfamida.

Con los resultados obtenidos se puede asegurar el posible uso de Juglans regia en
el desarrollo de nuevos farmacos para el control de hiperglucemia e

hipercolesterolemia.
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9. Conclusiones

De acuerdo a los resultados mostrados anteriormente, las especies de estudio
demostraron propiedades antioxidantes que estan relacionadas significativamente
con la presencia de los compuestos fendlicos. Al evaluar la concentracion de CF
(FT, Fy P), se observd que el extracto de Nogal (Juglans regia) fue el que mostré
las concentraciones mas altas en las determinaciones.

Debido a que las reacciones multiples que participan para estimar antioxidantes
involucran varios caracteristicas y mecanismos de reaccion, un simple método para
evaluar capacidad antioxidante no podria reflejar con precision todos los
antioxidantes en un sistema mixto debido a la naturaleza compleja de los
fitoquimicos. Por lo que en este trabajo de investigacion se emplearon diferentes
meétodos para evaluar la capacidad antioxidante de las especies en estudio y
efectivamente se observo que el mecanismo antioxidante varia entre cada planta.
Mediante la técnica de DPPH el mejor efecto lo mostraron los extractos de Nogal y
Rambutan, y en el método de B-caroteno fue Rambutan, con la técnica de NO el
extracto de Granada expuso un % ARL mayor en comparacion a las otras especies,
y por ultimo en cuanto al % de atrapamiento del radical ABTS los extractos de Nogal
y de Rambutan fueron estadisticamente mejores.

Sin embargo la relacion entre los compuestos fendlicos y las propiedades
hipoglucémicas e hipocolesterolémicas no mostrd significancia alguna, por lo cual
es importante seguir investigando, cuales compuestos son los que determinan estas
Gltimas propiedades. De acuerdo a nuestros resultados, tanto el extracto de nogal
como el de cedro rojo poseen propiedades biolégicamente importantes, y
posiblemente éstas estan determinadas por compuestos especificos de naturaleza
diferente a los compuestos fendlicos en general. Se ha reportado anteriormente que
los extractos de cedro rojo y nogal contienen quercetina, un compuesto flavonoide
al cual se le atribuyen propiedades antidiabéticas, carcinostaticas, antivirales,
supresoras de la proliferacion celular, de proteccion contra la oxidacion de LDL,
entre otras, Pavanato ., (2007); Omar ., (2010).

El extracto de nogal mostré un mayor efecto hipoglucémico y el cedro rojo mostroé
el mejor efecto hipocolesterolémico.
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El ensayo cometa aplicado para evaluar la genotoxicidad de los extractos que
exhibieron propiedades biolégicas, demostré que no son agentes genotdxicos en

leucocitos de raton administrados con extractos de C. odorata y J. regia.

Es importante destacar que los compuestos activos de las plantas con propiedades
antioxidantes, hipoglucémicas e hipocolesterolémicas pueden provenir de residuos
agroforestales, los cuales podrian considerarse para un aprovechamiento
tecnoldgico y/o médico, en virtud de sus propiedades farmacologicas probadas en

este trabajo de investigacion.
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