CaAaPiTULO 6 -

ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD
HIPOGLUCEMIANTE Y ANTIOXIDANTE
DE TRONADORA, RAIZ DE WEREQUE
Y RAIZ DE NOPAL

Maria Eugenia Ramirez-Ortiz', Olivia Yanet
Rodriguez-Carmona’, Oscar Satil Hernandez-Rodriguez?,
Luis Chel-Guerrero®, Miguel Angel Aguilar-Méndez?

! Facultad Estudios Supetiores-Cuautitlin-UNAM Cuautitlin Izcalli, Estado
de México, México.

*CICATA-Legaria-IPN, Ciudad de México, D.F.

SFIQ-UADY, Mérida, Yucatin, México.

mro2102@hotmail.com, rdzolivia@hotmail.com, saul_inn2602(@hotmail.com,

cguetrer(@correo.uady.com.mx, miguel_agme(@hotmail.com

https://doi.org/10.3926/0oms.362

Ramirez-Ortiz, M.E., Rodriguez-Carmona, O.Y., Hernandez-Rodriguez,
O.., Chel-Guerrero, L., & Aguilar-Méndez, M.A. (2016). Estudio de la
actividad hipoglucemiante y antioxidante de tronadora, raiz de wereque y
raiz de nopal. En M.E. Ramirez Ortiz (Ed.). Alimentos Funcionales de Hoy.
Barcelona, Espafia: OmniaScience. 143-180.


mailto:mro2102@hotmail.com
mailto:rdzolivia@hotmail.com
mailto:saul_inn2602@hotmail.com
mailto:miguel_agme@hotmail.com
mailto:cguerrer@correo.uady.com.mx
https://doi.org/10.3926/oms.362

144  ALIMENTOS FUNCIONALES DE HOY

Resumen

La diabetes mellitus tipo 2 (DM-II) representa aproximadamente del 90 al 95% de
todos los casos de Diabetes mellitus; es un trastorno metabodlico caracterizado por
hiperglucemia cronica debido a defectos o alteraciones en la secrecion o bien la ac-
ci6én de insulina. Uno de los principales tratamientos para el control de la hiperglu-
cemia postprandial, se da a través de la inhibicioén de la a-amilasa y la a-glucosidasa
(enzimas que hidrolizan carbohidratos) presentes en el tracto gastrointestinal. Des-
afortunadamente, los farmacos terapéuticos disefiados como inhibidores de estas
enzimas vienen con varios efectos secundarios. Es donde radica la necesidad de
buscar alternativas eficientes y baratas, con pocos o nulos efectos secundatios.

Los dafios en las células pancreaticas causadas por especies reactivas de oxigeno (ROS),
como el radical anién superdxido (O — O"), peréxido de hidrégeno (H,0,) y el radical
hidroxilo (OH) es una etiologfa conocida de T2DM. Estudios 7 vitro e in vivo, demues-
tran que el uso de fitoquimicos tales como compuestos fendlicos sirven para aumentar
los antioxidantes endogenos, ayudando a proteger eficazmente contra las células biol6-
gicas de efecto perjudicial, causado por el estrés oxidativo (Adedayo et al., 2015).

ILa hoja de tronadora, raiz de nopal y raiz de wereque, han sido usadas en la medicina
tradicional mexicana desde tiempos milenarios para el tratamiento de diversos padeci-
mientos, entre los cuales destaca la diabetes mellitus. En el presente estudio se evalu6
la actividad antioxidante e hipoglucemiante de dichas plantas, a partir de su extraccion
asistida por ultrasonido (acuosa y etanolica). Como se demostro en el presente trabajo,
el mecanismo podtia ser debido al efecto inhibidor de algunos compuestos y acidos
fendlicos a la o —amilasa y a-glucosidasa, asi como también, el efecto antioxidante de
dichos compuestos. La evaluacion 7z vitro demostrd que el extracto etandlico de la hoja
de tronadora presenta la mayor actividad antioxidante e hipoglucemiante, basado en
los siguientes resultados: inhibicién de o —amilasa EC_| = 0.3 mg/ml, inhibicién de
a—glucosidasa EC_ = 0.14 mg/ml., contenido de fenoles totales = 204.82 mg EAG/g
ES, contenido de flavonoides totales = 92.77 mg Eq de catequina/mg ES, capacidad de
reduccién de hierro = 889.85 pET/1000 ppm y capacidad secuestradora de radicales
libres EC, = 85.55 ppm.
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6.1. Introduccion

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (2016), la diabetes mellitus
es el desorden enddcrino mas comun, afectando a alrededor de 422 millones
de personas en el mundo. El termino diabetes describe a un desorden meta-
boélico con multiples etiologias y se caracteriza por hiperglicemia crénica, con
desordenes en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, dando como
resultado deficiencias en la secrecion de insulina, acciéon de insulina o ambos.
El presente estudio se enfoca en el tratamiento para la diabetes mellitus tipo 2,
pues es la forma mas comun de diabetes, ésta se caracteriza por la resistencia a la
insulina y un incremento anormal de aztcar en sangre inmediatamente después
de consumir alimentos (hiperglicemia postprandial) (Know, Apostolidis, Kim &
Shetty, 2007). La diabetes mellitus no es una enfermedad tnica, sino una serie de
trastornos metabolicos que comparten la caracteristica comun de la hipergluce-
mia, ésta a su vez genera especies reactivas de oxigeno (ROS), provocando per-
oxidacion lipidica y dafios a la membrana, éstos radicales libres juegan un papel
importante en la aparicién de las complicaciones secundarias de la diabetes me-
llitus, dafiando rifiones, ojos, vasos sanguineos y nervios (Dean, Hunt & Wolff,
1988). Existe evidencia donde el estrés oxidativo estd involucrado en una amplia
gama de enfermedades y estados anormales del cuerpo, asi como también, se
ha demostrado que éste implica una disminucién de los niveles de sustancias
antioxidantes (por ejemplo, vitamina E, urato) y aumento de los niveles de los
productos de oxidacién (dano en el DNA) (Norman & Temple, 2000). Es de im-
portancia mencionar que el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, repor-
t6 que esta enfermedad ocupa el segundo lugar nacional en causa de defunciones
en su estudio del anio 2013, por lo que hace de éste un problema de salud publica.

Los antioxidantes naturales, particularmente los de origen vegetal, han generado
un gran interés en los consumidores y comunidad cientifica, ya que existen estu-
dios epidemiolégicos que evidencian la relacién del consumo frecuente de éstos
con la disminucién de las enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus, can-
cer, entre otras (Barreira, Ferreira, Oliveira & Pereira, 2008; Renaud et al., 1998 y
Temple, 2000). Srinivasan (2005) declara que las dietas ricas en frutas y vegetales
pueden reducir el riesgo de una amplia variedad de enfermedades debido a la pre-
sencia de compuestos de naturaleza fendlica. Los efectos benéficos de los antio-
xidantes para la salud han sido atribuidos en parte a la presencia de compuestos
fenolicos al ejercer sus efectos como resultado de sus propiedades antioxidantes
(Martins et al., 2011). Se ha reportado que dichos compuestos poseen efectos be-
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néficos incluyendo efectos inhibitorios de las enzimas a-glucosidasa y a-amilasa
(Cheplick et al., 2010 y Ranilla, Kwon & Apostolidis, 2010). Asi como también, se
han estudiado dichas enzimas para el control del nivel de glucosa en sangre pues
hidrolizan el almidén en glucosa durante la digestion (Lakshmana et al., 2015).

Para comprobar dicha actividad, se han desarrollado muchos ensayos para deter-
minar la actividad antioxidante basadas en diferentes mecanismos quimicos y bio-
légicos, incluyendo capacidad antioxidante por equivalentes de Trolox (TEAC)
(Miller et al., 1993), capacidad de absorcién de radicales de oxigeno (ORAC)
(Caz et al., 1993), poder antioxidante por reduccioén de hierro (FRAP) (Benzie
& Strain, 1999) y cuantificacion de radicales libres (DPPH) (Brand-Williams,
Cuveiler & Berset, 1995).

Los compuestos antioxidantes pueden ser extraidos de fuentes vegetales con
varios tipos de disolventes y métodos de extraccion. Se ha demostrado que el
tipo de antioxidantes y el rendimiento de los extractos dependen en gran medida
de las propiedades del disolvente tales como polaridad, viscosidad y presion de
vapor (Wijekoon et al., 2011). Dicho lo anterior, la correcta eleccion del disol-
vente puede favorecer la extraccion de los compuestos. En la actualidad, se han
desarrollado nuevos métodos de extraccion de compuestos bioactivos de origen
vegetal. En este sentido, la extraccion asistida por ultrasonido, es un método
no convencional que ofrece alta reproducibilidad, tiempos cortos de extraccion,
facil manejo, menor consumo de disolvente, asi como bajo consumo de energia
(Khan et al., 2010). En la extraccion asistida por ultrasonido, la cavitacioén ultra-
sonica crea fuerzas de cizallamiento que rompen las paredes celulares mecanica-
mente y aumentan los procesos de transferencia de masa. Ademas de que no hay
ninguna reaccion quimica aparente que pueda prevenir la probable degradacion
quimica de los compuestos de interés (Wang et al., 2008).

Dicho lo anterior, es de importancia el estudio cientifico de plantas como alterna-
tiva en el tratamiento de éste trastorno metabodlico (DM-II). Aproximadamente el
63% de los pacientes diabéticos utilizan la medicina tradicional mexicana como
tratamiento alternativo y complementario, ademas de los tratamientos médicos,
la mayoria de estos medicamentos sin previo conocimiento al médico tratante
del paciente (Argaez-Lopez et al., 2003).

En este orden de ideas, es muy comun en México el uso de fuentes vegetales
como remedio alternativo para el tratamiento de diabetes mellitus. Una de ellas es
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el nopal, éste se suele consumir en ayunas (Opuntia spp.) preparado con el fruto,
el cladodio o con la mezcla de ambos (Ibafiez-Camacho & Roman-Ramos, 1979
y Bravo-Solis & Sanchez-Mejorada, 1991). También, la Tecoma stans (1..) Juss. ex
Kunth (Bignoniaceae), popularmente conocida como «tronadora», «huiztontli» o
«xochitl huizton» se utiliza en todo México y América Central para la diabetes y
el control trastorno urinario (Winkelman, 1986, Lozoya et al., 1987 y Hernandez-
Galicia et al., 2002). Finalmente, la raiz de Ibervillea sonorae Greene (sin. Maxi maxi-
mowiczia sonorae SWATS; Cucurbitaceae), popularmente conocido como «wereque,
también es uno de los remedios mas utilizados de plantas para el tratamiento de
esta enfermedad (Xolalpa-Molina, 1994).

Razoén por la cual el objetivo de esta investigacion fue determinar el contenido
fenodlico y flavonoides totales, asi como la capacidad hipoglucemiante, antioxi-
dante y antirradical de extractos acuosos y etandlicos, obtenidos de la hoja de
tronadora, raiz de wereque y rafz de nopal.

6.2. Antecedentes
6.2.1. Tecoma Stans

La Tecoma stans popularmente conocida en México como tronadora, es un arbol pe-
queno o arbusto bajo, perennifolio o caducifolio. El nombre cientifico del género
Tecoma deriva del nombre prehispanico nahuatl tecomaxochitl que significarfa flor
en forma de copa, aunque también la conocfan los antiguos mexicanos como nixta-
maxochitl. El nombre de la especie (stans) viene del latin «stare» que significa estar
derecho, haciendo referencia a su porte erecto. A la tronadora se le reportan 54 usos
medicinales distintos y 56 componentes quimicos contenidos en la planta, aunque su
aplicacién medicinal ha sido enfocada siempre hacia la diabetes. Las hojas de la planta
contienen los alcaloides monoterpénicos, actidina, boschniakina, tecomanina, tecos-
tatina y tecostidina; los alcaloides como, indol, eskatol y triptamina, los monoterpe-
nos, aucubin, plantarenaldside, stanside, stansioside, alfa-stansioside, beta-stansioside
y 5-deoxistansioside, los componentes benzilicos acidos cafeico, paracumarico y fe-
rdlico y el flavonoide acido sitingico. En las flores se han identificado dos flavonoi-
des, el glucdsido, y el rutinésido, de cianidin (Plantas medicinales de México, 2011).

Estudios reportan que los compuestos activos de la tronadora son los alcaloides
(Hammouda et al., 1964 y Hammouda & Amer, 1960), su papel en las propie-
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dades antidiabéticas de esta planta, sigue siendo controversial (Costantino et al.,
2003). No obstante, éstos resultados sugieren que la captacion de glucosa en los
tejidos, es uno de los mecanismos por los cuales Tecoma stans ejerce su efecto
antidiabético. La posibilidad de que las propiedades antidiabéticas de Tecoma stans
fueran debidas al efecto de secrecion de insulina ha sido descartada (Lozoya-
Meckes & Mellado-Campos, 1985), sin embargo, Aguilar-Santamaria et al. (2009),
reportaron la actividad inhibidora de la enzima a-glucosidasa en extractos acuo-
sos de esta planta. Asimismo, la actividad hipoglucemiante de Tecoma stans ha sido
confirmada en modelos animales (Flores-Saenz et al., 1991).

6.2.2. Opuntia sp

Son plantas, suculentas arborescentes, arbustivas o rastreras, simples o cespito-
sas, generalmente espinosas. Tronco bien definido o con ramas desde la base,
erectas, extendidas o postradas. Articulos globosos, claviformes, cilindricos o
aplanados (cladodios), muy carnosos o lefiosos. Limbo de las hojas pequefias,
cilindrico, carnoso, muy pronto caduco. Aréolas axilares con espinas, pelos,
gloquidas y a veces glandulas; generalmente las de la parte superior de los ar-
ticulos son las productoras de flores, espinas solitarias o en grupos, desnudas
o en vainas papiraceas. Fruto en baya, seco o jugoso, espinoso o desnudo,
globoso, ovoide hasta eliptico. El género Opuntia se divide en dos subgéneros:
el Cilindropuntia (en general, éste no tiene mayor importancia econémica) y
el Platyopuntia.

Los nopales silvestres tienen su centro de distribucion en los estados de San Luis
Potosi, Zacatecas y Aguascalientes, sin embargo se han extendido hacia el norte
y sur de México (Comisiéon nacional de las zonas aridas Instituto Nacional de
Ecologia, 1994).

En México, se estima que aproximadamente 500 especies de plantas medicinales
se utilizan para tratar la DM-II. Una de estas plantas es streptacantha Opuntia Lem.
(Cactaceae), cominmente conocido como «Nopal», que tiene usos tradicionales de
las tribus precolombinas de México documentados por el codice florentino, un
documento elaborado en el S. XVI. Mas tarde (S. XVII), Hernandez se refiere al
uso del cladodio en el tratamiento de gastritis, colico intestinal y ulceras (Argueta,
1994). También, Alimi ez a/ (2010), determinaron que la raiz de nopal tiene 57.56
0.51 mg equivalentes de acido galico por gramo de extracto.
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6.2.3. Ibirvirea Sonorae

Se trata de una planta dioica perenne que pertenece a la familia Cucnrbitaceae. Es
una raiz grande del tamafio de una jicama. Echa una enredadera que trepa en los
arboles. La flor es amarilla, pequefita. El fruto es una bola verde, rayado cuando
es tierno y rojo con rayas claras cuando esta maduro. Florea en mayo. Crece en
los cerros, en las lomas y en los valles. Es muy amarga (Alarcon Aguilara et al.,
2005). Se desarrolla en la region semiarida al norte de México (Henandez, Cal-
zada, Roman & Alarcén, 2007) y ha sido empleada desde hace varios siglos por
diferentes grupos étnicos para tratar padecimientos de la piel, artritis, reumatis-
mo y algunas enfermedades cardiacas (Hernandez, 2011).

Esta raiz tuberosa de Ibervillea sonorae (S. Watson) Greene (Cucurbitaceae), una plan-
ta conocida localmente como «Werekey, se utiliza ampliamente en México para
el tratamiento empirico de DM-II (Jonhson et al., 2006; Lira & Strich, 2002;
Hernandez-Galicia, Calzada, Roman-Ramos & Alarcon-Aguilar, 2007).

Investigaciones quimicas anteriores de I sonorae resultaron en el aislamiento y la
identificacion de varios triterpenos de tipo Cucurbitane conocidos como kinoins
(Achenbach, Horn, Dominguez, Rombold & Goémez-Lopez, 1993). Su populari-
dad ha dado lugar a maltiples formulaciones comerciales, cuya eficacia antidiabé-
tica queda por evaluar. Sin embargo, la actividad hipoglucémica de los extractos
acuosos, jugo crudo, y diclorometano y metanol de raiz de Ibervillea sonorae en
ratones y ratas sanas y aloxano diabéticos se ha documentado (Alarcon, Calzada,
Hernandez, Ruiz & Roman, 2005).

El consumo de esta planta se ha vuelto una alternativa terapéutica eficiente
para personas con DM-II que no cuentan con los recursos econémicos para
adquirir medicamentos alopatas y, por lo tanto, su uso es cada vez mas recu-
rrente. La forma mas comun de extraccion de los principios activos de esta
planta para su consumo es la decoccién acuosa de la raiz (Alarcon et al., 2005).
El efecto hipoglucémico del extracto acuoso se ha demostrado y validado en
diversos estudios (Alarcon et al., 2005 ; Henandez et al., 2007; Rivera et al.,
2011 y Blancas, 2005).

De acuerdo con lo mostrado por Hernandez-Galicia et al. (2007), la actividad
hipoglucemiante del wereque se atribuye a un grupo de monoglicéridos y acidos
grasos, presentes en la raiz de la planta, que fueron extraidos con diclorometano.
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Sin embargo es necesario ampliar el reconocimiento de componentes contenidos
en las fracciones acuosas, ya que éste es el modo habitual de consumo.

Los estudios previos de la preparacion tradicional de lbervillea sonorae han de-
mostrado que reduce la glucemia de los animales experimentales en una forma

dependiente de la dosis, que tiene un efecto diferente con cada una de las dosis
administradas de 150, 300, 600 y 850 mg/kg (Alarcon-Aguilar et al., 20022).

6.3. Extraccion
6.3.1. Métodos de extraccion convencionales
6.3.1.1. Extraccion con liguidos presurizados

La técnica conocida como extraccion con liquidos presurizados o por su nombre
comercial como extraccion acelerada con disolventes. Las temperaturas elevadas
permiten acelerar la cinética del proceso extractivo mientras que las altas presio-
nes evitan que el disolvente alcance su punto de ebullicién, lo que permite una
rapida y segura extraccion de los analitos de interés (Ahmed, 2001).

6.3.1.2. Maceracion

ILa maceracion es un proceso de extraccion solido-liquido, donde la materia pri-
ma posee una serie de compuestos solubles en el liquido de extracciéon que son
los que se pretende extraer. El proceso de maceracion genera dos productos que
pueden ser empleados dependiendo de las necesidades de uso, el sélido ausente
de compuestos o el propio extracto. La naturaleza de los compuestos extrai-
dos depende de la materia prima empleada, asi como del liquido de extraccion
(Fernaroli’s, 1975).

6.3.1.3. Destilacion

Es el procedimiento utilizado para separar dos liquidos que se encuentran disuel-
tos. Este procedimiento se basa en el hecho de que no todos los liquidos tienen el
mismo punto de ebullicién (Cuevas-Quintero & Brambila-Horta 2003). La des-
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tilacion implica que los materiales vegetales se mezclan (o no) con un disolvente
seguido por calentamiento o por la introduccion de vapor de agua. Los vapores
resultantes se enfrfan y se recogen en un separador y el extracto separado del
disolvente (Mircea-Vinatoru, 2001).

6.3.1.4. Soxhlet

En la extraccion Soxhlet, la muestra se pone repetidamente en contacto con
las porciones frescas del disolvente, lo que contribuye a desplazar el equili-
brio de transferencia y no se requiere filtracién después de la etapa de lixi-
viacion. Los deméritos mas significativos del extractor Soxhlet, en compara-
cién con las otras técnicas convencionales para la preparaciéon de muestras
solidas son, el largo tiempo requerido para la extraccion que causa la pérdida
de disolvente y es perjudicial para el medio ambiente (Luque de Castro &
Priego-Capote, 2010).

6.3.2. Métodos de extraccion no convencionales
6.3.2.1. Extraccion asistida por microondas

En los ultimos afos, la extraccion asistida por microondas (MAE, wicrowave assis-
ted exctraction) permite un calentamiento mas rapido y eficiente de la muestra. La
muestra se extrae aplicando energfa de microondas en un disolvente adecuado.
Este tipo de radiacion permite el calentamiento selectivo de la muestra segun el
disolvente utilizado. Esta técnica depende de la matriz y limita los disolventes
que se pueden emplear, ya que conviene que éstos no sean transparentes a la
radiaciéon de microondas y que tengan un elevado momento dipolar, sin olvidar
la solubilidad de los analitos en los mismos (Shen & Lee, 2003).

6.3.2.2. Extraccion silido-liguido

La extraccién sélido liquido (ESL) es un proceso realizado con temperaturas
elevadas, por lo general entre 50 y 200°C y a presiones de entre 10 & 15 MPa. La
presion permite que la extraccion en la célula sea mas rapida y ayuda a forzar la
penetracion del liquido en los poros de la matriz. Un gran nimero de aplicacio-
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nes han sido reportadas para la extraccion en muestras ambientales y muestras
de alimentos por éste método (Branchet et al., 2001).

6.3.2.3. Extraccion por fluidos supercriticos

Los fluidos supercriticos tienen densidades similares a las de los liquidos pero
con coeficientes de difusién mayores y viscosidades mas bajas, similares a la de
los gases, por lo que la extraccion es mas rapida que con liquidos organicos (Ah-
med, 2001). El di6éxido de carbono ha sido el fluido de eleccion en la mayoria de
las extracciones ya que es un disolvente adecuado para analitos no polares. Para
compuestos mas polares es necesaria la introduccion de modificadores, como el
metanol o el agua, para aumentar la polaridad del CO, y mejorar la extraccion de
estos compuestos (Lijun-Wang & Curtis, 2000).

6.3.2.4. Extraccion asistida por ultrasonido

En la extraccion asistida por ultrasonido se utilizan sonidos de alta frecuencia,
con el fin de desprender el compuesto buscado del material vegetal. ILas particu-
las solidas y liquidas vibran y se aceleran ante la accioén ultrasénica, como resul-
tado el soluto pasa rapidamente de la fase sélida al disolvente (Gao & Llu, 2005).

Los fenémenos fisicos que afectan la extraccion de sustancias se ven afectados
por la sonicacién, ya sea que las sustancias de interés se encuentren en células
internas o externas del tejido. Al reducir el tamafio de las particulas del material
vegetal se aumenta el area de exposicion al solvente y a la cavitacion producida.
El ultrasonido ademas facilita la rehidratacion del tejido si se estan utilizando
materiales secos al abrir los poros, lo cual a su vez incrementa el transporte de
masa de los constituyentes solubles por difusién y procesos osméticos (Vinatoru,
2001). Otra ventaja segun Rostagno et al. (2003), es que ésta técnica es la mas
econdmica y tiene los requerimientos instrumentales mas bajos entre las ultimas
técnicas de extraccion desarrolladas.

Objetivo: Realizar la extraccion asistida por ultrasonido de compuestos bioac-
tivos y evaluar su actividad antioxidante e hipoglucemiante de la hoja de Tecomza
stans (hoja de tronadora), raiz de Ibervillea sonorae greene (wereque) y raiz de Opuntia
sp (raiz de nopal).
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6.4. Metodologia experimental
6.4.1. Materiales y métodos

6.4.1.1. Reactivos

El material vegetal fue adquirido en el mercado Sonora de la Ciudad de México.
Mientras que el cloruro de aluminio hexahidratado en laboratorios Reasol. La
gelatina de laboratorios Gelita de México. El nitrito de sodio y alcohol amilico
de laboratorio Mallinckrodt. Cloruro de hierro anhidro y reactivo de Mayer’s
del laboratorio Fluka. Acetato de sodio de laboratorio Analytyka. Acido ascorbi-
co, acido fosforico, acido sulftrico y acido clorhidrico de laboratorio J.'T. Baker.
a-amilasa de pancreas de porcino, a-glucosidasa de . cerevisiae, acido acético glacial,
hidréxido de sodio y cloroformo laboratotio Fermont. Acido galico monohidrata-
do, 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), catequina, quercetina, cloruro férrico hexahi-
dratado, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), reactivo de Folin-Cioalteu, acido 6
hidroxi 2,5,7,8 tetrametil carboxilico y reactivo de Dragendorff de Sigma-Aldrich.
Reactivo de Fehling A, reactivo de Fehling B y etanol de laboratorio Meyer. Carbo-
nato de sodio y viruta de magnesio de laboratorio Golden Bell. Bicarbonato de sodio
y carbonato de sodio de laboratorio Merck. Reactivo de Molish de laboratorio Hycel.

6.4.1.2. Obtencidn de los extractos

Se prepararon disoluciones con disolventes de distinta polaridad (agua y etanol) de
la hoja de tronadora, raiz de wereque y de nopal; empleando una relacion matetia/
disolvente de 1:20. Posteriormente, se realizé la extraccion via ultrasonica, utilizando
un bafio ultrasénico con una frecuencia de 25 kHz, haciendo dos lavados de 30 min
cada uno. Las muestras fueron centrifugadas (1750 rpm, 15 min), concentradas en
un rotavapor (Yamato, RE500) y liofilizadas en un equipo Labconco (Freezone 4.5 1).
Finalmente los concentrados fueron almacenados en frascos ambar hasta su analisis.

6.4.1.3. Andlisis fitoquimico

La metodologia seguida para el analisis fitoquimico fue publicada por Domin-
guez (1973), y contempla la deteccion de los metabolitos secundarios general-
mente relacionados con actividades biologicas.
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Alcaloides. Las soluciones fueron acidificadas con HCI IN. A ImL de la mues-
tra, se le agregaron de 2 a 3 gotas de cada uno de los siguientes reactivos. Dra-
gendorff: la prueba es positiva cuando aparece una coloracion rojo, marrén o
naranja. Wagner: la prueba es positiva con la aparicién de precipitados floculen-
tos color marrén. Hager: la prueba es positiva con la aparicion de un precipitado.
Mayer’s: la prueba es positiva cuando aparece un precipitado blanco, amarillo
claro o marron.

Flavonoides. Prueba de Shinoda: A 1 ml de muestra se le adicioné un trozo de
viruta de magnesio, posteriormente, se le agregaron 5 gotas de HCI concentrado.
La apariciéon de una coloracién naranja o violeta es prueba positiva para la pre-
sencia de flavonoides. Prueba de Rosenheim: a 1 mL de solucién acuosa con la
muestra, se afiadi6 0.5 ml de HCI concentrado, fue mezclado y calentado durante
10 minutos a 100°C y después enfriado, fue trasvasado a otro tubo de ensayo al
cual se le agregd 0.4 ml de alcohol amilico y mezclados, se dejo reposar hasta la
aparicion de dos fases. La prueba se consider6 positiva si aparecia una colora-
cion en la fase amilica que va desde el carmes{ oscuro al rosado débil. Prueba del
H,SO,: Img de muestra se disuelve en H,SO, y se observa coloracién amarilla
para flavonoles, naranja-guinda para flavonas, rojo-azuloso para chalconas y rojo-
purpura para quinonas.

Carbohidratos. Prueba de Fehling: a 1 mL de muestra se agregaron 0.5 mL del
reactivo de Fehling A y 0.5 mL de reactivo de Fehling B. Se colocé la muestra en
un bafio de agua hirviendo, la prueba es positiva una vez que aparezca el preci-
pitado color rojo ladrillo. Prueba de Molish: a 500 ul. de muestra se les agrega
gota a gota el reactivo, después 500 uL. de acido sulfurico fueron adicionados
cuidadosamente por las paredes. LLa prueba es positiva cuando se forma un anillo
coloreado en la interfase de color purpura.

Saponinas. Prueba de la agitacién: las muestras secas se disolvieron con agua
en un tubo de ensayo, se agit6 vigorosamente durante 3-5 min. La formacion de
espuma con apariencia de panal de abeja, estable por 30 min, se considera prueba
positiva. Prueba de NaHCO: a 500 ul. de muestra se le agregan de 2-3 gotas de
acido sulfarico concentrado, se agito ligeramente, luego se agregaron 2-3 gotas
de la solucién de bicarbonato de sodio. La aparicion de burbujas y su permanen-
cia por mas de 1 min indican que la prueba es positiva. Prueba de Salkowski: se
disolvieron de 1-2 mg de la muestra en 1 mL de cloroformo y se afiadié 1mlL de
acido sulfurico. La prueba es positiva si hay aparicién de color rojo.
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Esteroles y triterpenos. Prueba de Liebermann-Burchard: se mezclé 1 mL de
anhidrido acético y ImL de cloroformo. La mezcla se enfrié a 0° Cy se le afiadié
una gota de acido sulfurico. Gota a gota se afade este reactivo a la muestra. Si
hay formacion de colores azul, verde, rojo, anaranjado, etc., los que cambian con
el tiempo, la prueba sera positiva. Prueba de Salkowski: 1mg de muestra en con-
tacto con 1 mL de acido sulfurico. La prueba es positiva si se desarrollan colores
amarillo o rojo para esteroles y metilesteroles.

Cumarinas. Prueba de NaOH 10%: se disolvié 1mg de muestra en NaOH al 10%,
si aparece una coloracion amarilla que desaparece al acidular, la prueba es positiva.

Insaturaciones. Prueba de KMnO, a 500 ul. de muestra, se afiadié gota a gota
una solucién de KMnO . al 2% en agua. La prueba es positiva si se observa de-
coloracion o formacion de precipitado café.

6.4.1.4. Actividad hipoglucemiante
6.4.1.4.1. Método de actividad inhibitoria de «-amilasa

En un tubo para microcentrifuga de 2mL (Eppendorf) se vertieron 300 pL de
distintas concentraciones de extracto seco en disolvente (agua o etanol) poste-
riormente se agregaron 300 uL. de amortiguador de fosfato 0.02 M a pH 6.9 con-
teniendo 0.25 mg/ml. de a-amilasa, dicha mezcla se incubé a 25°C durante 10
minutos. Transcurrido este tiempo, se anadieron 300 uL. de solucion de almidon
de maiz al 0.5%, igualmente, en amortiguador de fosfato 0.02M a pH de 6.9. La
mezcla fue incubada a 25 °C durante 10 minutos, acto seguido se afiadié 600 pLL
de solucién DNS. Posteriormente, se calenté en un bafio de agua en ebullicién
durante 5 minutos. Las muestras se enfriaron a temperatura ambiente. Finalmen-
te se leyo la absorbancia a 540 nm en un espectrofotémetro (Thermo Scientific
Multiskan G0) empleando acarbosa como control positivo.

Los resultados fueron expresados como porcentaje de inhibicién de a-amilasa
mediante la Ecuacién (1), (Bahareh et al.,2012).

muestra Abs

Abs

3 Abs

Porcentaje de inhibicién (%) :[1 Lo J x100 (1

control
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Donde:

AAbs, = = Diferencia de absorbancia del control, antes y después de la incu-
bacion.

AAbs = Diferencia de absorbancia de la muestra, antes y después de la
incubacion.

0.4.1.4.2. Método de actividad inhibitoria de a-glucosidasa

La prueba se realiz6 en una microplaca de 96 pozos, se vertieron 50 pL de distin-
tas concentraciones de extracto seco en disolvente (agua o etanol) y se le agregd
100 pL de disolucién de a-glucosidasa de levadura de §. cerevisiae en amortigua-
dor de fosfato 0.1M a pH 06.9. La mezcla fue pre-incubada a 25°C durante 10
minutos, posteriormente se afladieron 50 pl. de la disoluciéon de p-nitrofenil
a-D-glucopiranosido en 0.1M en amortiguador de fosfato a pH 6.9. Se hizo
una primera lectura de absorbancia a 405nm. Después se incubé a 25 °C durante
5 minutos. Finalmente se ley6 la absorbancia a 405 nm en un espectrofotémetro
(Thermo Scientific Multiskan G0) empleando acarbosa como control positivo (Ba-
hareh et al.,, 2012).El porcentaje de inhibicién se calculé mediante la Fcuacién (2):

AAD —-AAbs,,,
Inhibicién (%) :£ Lot ~ s JxlOO ©)
AAZ”MWM/
Donde:
AAbs, = Diferencia de absorbancia del control, antes y después de la incu-
bacion.
AAbs = Diferencia de absorbancia de la muestra, antes y después de la
incubacion.

El valor de EC, | fue determinado a partir de los datos obtenidos en la grafica de
efecto de la inhibiciéon de a-glucosidasa contra la concentracion del extracto. El
EC,, estd determinado como la cantidad necesaria del extracto estudiado para
reducir la inhibicion de a-glucosidasa en un 50%. Los resultados obtenidos fue-
ron reportados en mg de extracto seco/mL de disolvente.
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6.4.1.5. Determinacion de fenoles totales

LLa concentracién de compuestos fenolicos totales se determiné con el reactivo
de Folin-Ciocalteu (Waterhouse, 2002). En un tubo para microcentrifuga de
2mL (Eppendorf) se colocaron 200uL. de muestra. Posteriormente, se adicio-
naron 1400uL de agua destilada y 100pL. del reactivo Folin-Ciocalteu, dejando
reposar la solucion resultante durante 3 minutos. A continuacioén, se adiciona-
ron 300pL. de solucion de Na, CO, al 20%, seguido de 180ul. de agua destila-
da. Finalmente la mezcla se mantuvo durante 90 minutos en la oscuridad y la
absorbancia determinada a una longitud de onda de 760nm (Thermo Scientific
Multiskan GO). El contenido fendlico total fue expresado como mg Eq acido
gilico/g extracto seco.

6.4.1.6. Determinacion de flavonoides

Se empled la metodologia reportada por Benariba et al. (2013). En tubos de
microcentrifuga de 2mL (Eppendorf), se colocaron 200uL. de muestra, 800p.L
de agua destilada, 60pL. de NaNO, (150 g/L) y 60uL de AICL-6 H,O (100 g/L).
ILa mezcla se mantuvo en reposo por 6 minutos y posteriormente se agregaron
800pL de NaOH (1 M) y 80uL de agua destilada. La soluciéon se mantuvo a
temperatura ambiente (£22°C) durante 15min. LLa absorbancia fue determinada
a una longitud de onda de 510nm. Los valores de flavonoides totales fueron ex-
presados como mg Eq Catequina/g extracto seco.

6.4.1.7. Actividad antioxidante
6.4.1.7.1. Método de reduccion de hierro (FRAP)

La capacidad antioxidante se evalto utilizando la prueba de FRAP (Ferric Re-
duction Antioxidant Power). La determinaciéon de FRAP esta basada en la re-
duccién del complejo Fe*-TPTZ al complejo azulado Fe**-"TPTZ (Benzie &
Strain, 1996).

La solucién FRAP se preparé mezclando 25ml de amortiguador de acetato
300mM (pH 3.6), 2.5mL de solucién TPTZ (0.01 M) y 2.5mlL. de una solucién
de FeCl,:-6H,O (0.02 M). La solucion FRAP se llevé a una temperatura de 37°C
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por un tiempo de 4min previo a su uso. Una muestra de 100uL. de cada extracto
fue mezclada con 1900pL de solucién FRAP, manteniendo en oscuridad por
30 min. LLa absorbancia fue determinada a 593nm y los resultados expresados
como pMEq trolox/L.

6.4.1.7.2. Método de DPPH

La capacidad antirradical fue determinada por el método de DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazil) siguiendo la metodologia descrita por Quiroz-Reyes et al. (2013).
Una alicuota de 100pL de extracto se mezclé con 125ul. de Buffer Tris-HCl
0.1M, agitando con vortex durante 5s. A esta solucidn, se agregaron 500uL. de
solucién de DPPH (0.17 mg/mL de etanol). Después de 30min en oscuridad la
absorbancia fue determinada a una longitud de onda de 517nm.

La capacidad secuestradora de radicales libres fue calculada como porcentaje de
inhibicién a partir de la Ecuacién (3):

— Ab;m»f&rim j x100 (3)

Abs

Porcentaje de inhibicién (%) :(1

control

El valor de EC, | fue determinado a partir de los datos obtenidos en la grafica de
efecto de reduccion de DPPH contra la concentracion del extracto. E1 EC, | esta
determinado como la cantidad necesaria del extracto estudiado para reducir la
concentraciéon de DPPH en un 50%. Los resultados obtenidos fueron reportados
en ppm de extracto seco.

6.4.1.8. Identificacion de compuestos fendlicos

Se empled un cromatégrafo de liquidos Agilent Technologies. La deteccion se
llev6 a cabo a 280 nm y a una temperatura de 30°C. La velocidad de flujo fue
de 0.3mL/min. Las fase A consistié en 99.9% de agua y 0.1% de 4cido férmico
mientras que la fase B fue 50% de metanol y 50% de acetonitrilo. La fase gradien-
te fue 88% de A y 12% de B, la fase final fue 35% de A y 45% de B. Se inyectaron
5uL del extracto.


0.3mL/min
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6.5. Resultados y discusion
6.5.1. Analisis fitoquimico

En el analisis fitoquimico preliminar de la hoja de tronadora (Tabla 28) se hace
evidente la presencia de compuestos como saponinas, flavonoides, insaturaciones
y carbohidratos, siendo éstas mayormente detectadas en los extractos etandlicos.
En este sentido, dichos compuestos como se comprueba mas adelante, presentan
actividad antioxidante y antirradical. Los antioxidantes de fuentes naturales son
la tinica alternativa a los antioxidantes sintéticos que actian en contra los radica-
les libres y éstos a su vez, son asociados a enfermedades cronico degenerativas
como la DM-II.

También se aprecia que en los extractos de raiz de wereque hay presencia abun-
dante de saponinas y ligeramente de carbohidratos, siendo este grupo el que pre-
domina con ambos disolventes, sin embargo, cuando se emplea etanol se logran
extraer también esteroles.

Presencia

Hoja de tronadora  Raiz de wereque Raiz de nopal
Componentes

fitoquimicos Acuosa Etanolica Acuosa Etanodlica Acuosa Etandlica

Alcaloides — - - - — _
Flavonoides ++ +++ - — + 4+
Carbohidratos ++ +++ + ++ +4 +4+
Saponinas ++ +++ +++ +++ + +++
Esteroles + - - + _ ++
Cumarinas - — — — — _
Insaturaciones — +++ - — - _

+ Presencia escasa, ++ Presencia relativamente abundante, +++ Presencia abundante, — No
detectado.

Tabla 28. Metabolitos secundarios de los extractos acuosos y etandlicos de hoja de tronadora,

raiy de wereque y rai3. de nopal.
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En la Tabla 28, se observa que las pruebas realizadas resultaron positivas para
carbohidratos, saponinas y esteroles, en los extractos etandlicos, mientras que
para los extractos acuosos fue positivo para flavonoides, carbohidratos y sa-

poninas.

Los metabolitos secundarios se encuentran ampliamente distribuidos en el rei-
no vegetal, presentando multiples propiedades farmacoldgicas (Gutiérrez et
al. 2000), siendo de interés debido a su efecto biolégico en otros organismos.
Los resultados obtenidos en la presente investigacion se corroboran con los
de Zhong et al. (2010) donde demuestran que los polisacaridos de O. ficus indica
presentan actividad antirradical comparada con la del acido ascérbico. También
Biesaga (2011), demostré que algunos polisacaridos de O. ficus indica presentan
actividad antioxidante. En este sentido, es bien sabido que los polisacaridos de
O. ficus indica son polimeros constituidos de monosacaridos con varios hidro-
genos, grupos hidroxilo y acidos. Dicho lo anterior, los mecanismos antioxi-
dantes de los polisacaridos se han atribuido a su capacidad de donar hidrégeno,
a sus grupos hidroxilo que pueden actuar como donadores de electrones y
a la presencia de compuestos antioxidantes tales como polifenoles (Biesaga,
2011). La distribucién de estos metabolitos esta relacionada a que cada grupo
fitoquimico presenta funciones especificas, entre ellas multiples propiedades
farmacologicas. Inal & Kahraman (2000) reportaron que los flavonoides y po-
lisacaridos presentan actividad antirradical, esto es por su capacidad de donar
electrones e hidrégenos.

6.5.2. Actividad inhibitoria de a-amilasa

En la evaluacion de la actividad inhibitoria de a-amilasa, se tiene que los extractos
etanolicos presentaron la mayor inhibicién enzimatica.

En la Figura 12 se evidencia un comportamiento lineal entre la concentracion
del extracto y el porcentaje de inhibicién enzimatica en ambos extractos de we-
reque, alcanzando porcentajes de inhibicion mayores al 50 por ciento a partir
de aproximadamente 2 mg de extracto seco/mL de disolvente, con lo que se ha
demostrado que los compuestos fenolicos presentes en dicha planta presentan
actividad inhibitoria enzimatica.
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Figura 12. Porcentaje de inbibicion de alfa-amilasa de extractos etandlicos y acnosos de raiz wereque.

En la Figura 13, se presenta la actividad inhibitoria de a-amilasa de los ex-
tractos de la hoja de tronadora, se hace evidente la relacion lineal entre la
concentracion del extracto con la bioactividad, asi como también se tiene que
s6lo se requieren 0.3 mg de extracto seco/mL de disolvente para obtener un
50 por ciento de inhibicién enzimatica. Con esto se demuestra que la hoja de
tronadora es un potencial inhibidor de a-amilasa y esto a su vez esta intima-
mente relacionado con la presencia de compuestos fendlicos y su actividad
antioxidante, la cual se analiza posteriormente. Esto se corrobora con estudios
previos, donde se confirma la actividad hipoglucemiante de Tecoma stans en
modelos animales (Flores-Saenz et al., 1991). Hay muchos estudios sobre el
analisis de los componentes quimicos de O. ficus indica, en los cuales al igual
que en el presente estudio fitoquimico, demuestran la presencia de polisacari-
dos, esto puede tener relacién con su menor actividad enzimatica por ejemplo
con respecto a la hoja de tronadora pues ésta ultima tiene mayor presencia
de compuestos fendlicos y éstos a su vez relacionados con dicha bioactividad
(Xian - Ke Zhong et. al., 2010).
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Figura 13. Porcentaje de inhibicion de alfa-amilasa de extractos etandlicos

y acuosos de hoja de tronadora.

No obstante, en la Figura 14, se aprecia que se tuvo una mayor actividad en-
zimatica con los extractos etanolicos, esta bioactividad se puede atribuir a los
polisacaridos, justificandose por un lado con el analisis fitoquimico pues de-
muestra mayor presencia de carbohidratos asi como también a comparacion de
los extractos etandlicos de tronadora (204.82 mg EAG/g ES), la raiz de nopal
contiene menor cantidad de fenoles totales (37.04 mg EAG/g ES), resultados
que sugieren que el polisacarido reducido de O. ficus indica induce la peroxidacion
lipidica inducida por la actividad antirradical del —-OH (Xian - Ke Zhong ez. al.
, 2010). También se puede inferir que los polisacaridos presentes en la raiz de
nopal extraidos con etanol favorecieron la bioactividad debido a la presencia de
radicales hidroxilo (-OH).

En la Figura 15, se presenta la curva correspondiente a la acarbosa, pues esta
fue usada como control positivo, se observa el comportamiento lineal asi como
también se tiene que se alcanza el maximo de inhibicién con una concentracion
de 1mg/mL de disolvente.
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Figura 15. Porcentaje de inhibicion de acarbosa en la oa-amilasa
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Clinicamente, la acarbosa, es un inhibidor de la pseudo-oligotetrasacarido de
amilasas y glucosidasas, y se emplea como terapia adyuvante en pacientes con
diabetes. Actualmente su uso es limitado, principalmente debido a sus incémo-
dos efectos secundarios (Aguilar-Santamarina, 2009).

En la Figura 16, se muestra de manera general los resultados en miligramos de
extracto seco por mililitro de disolvente (mg/mL) que se requieren para inhibir
en un 50 por ciento la actividad de la a-amilasa, empleando acarbosa como con-
trol positivo.

Todos los extractos exhibieron capacidad de inhibir la actividad de la enzi-
ma «-amilasa. No obstante, tomando como referencia la bioactividad de la
acarbosa, se necesité una mayor concentracion de extracto de rafz de were-
que, casi la misma concentracion de extracto de raiz de nopal y una menor
concentracion de extracto de la hoja de tronadora, pues con ésta tltima solo
se requieren 0.275 mg de extracto seco/mL de etanol para inhibir en un 50
por ciento la actividad de la a-amilasa en comparacién con los 0.63 mg de
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Figura 16. Porcentaje de inbibicion de acarbosa en la o-glucosidasa.
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Agua Etanol
Raiz de wereque 2.8 2.5
Hoja de tronadora 0.275 0.3
Raiz de nopal 1 0.84
Acarbosa 0.63

Control positivo: Acarbosa.

Tabla 29. Actividad hipoglucemiante en a-amilasa [EC50 (mg/mL.)] de los extractos.

extracto/mL de disolvente de la acarbosa. Con lo que se infiere que en el
presente estudio el extracto etandlico presento una mejor inhibicién enzi-
matica que el mismo control. Los extractos tanto etandlicos como acuosos
probados a la concentracién maxima inhibitoria todos inhiben la actividad
a-amilasa mas alla del 50%.

El presente trabajo demuestra que el posible mecanismo de accién de activi-
dad hipoglucemiante evaluados en los extractos es a través de la inhibicién
enzimatica y ésta se debe a los compuestos fenodlicos, pues estudios previos
también reportan que las plantas ricas en compuestos fendlicos tienen mayor
actividad inhibitoria de a-amilasa y por lo tanto tienen potencial para contribuir
al tratamiento de la DM-II (Shobana, Sreerama & Malleshi, 2009 y McCue &
Shenty, 2004).

Los inhibidores de a-amilasa son también conocidos como bloqueadores de
almidén debido a que contienen sustancias que impiden que el almidén
de la dieta pueda ser absorbido por el cuerpo. El almidén es un carbohidrato
complejo que no puede ser absorbido a menos que sea hidrolizado primero
por la enzima amilasa digestiva y otras enzimas. Recientemente se ha demos-
trado que los compuestos fendlicos desempenan un papel en la mediaciéon
de la inhibicién de amilasa y por lo tanto tienen potencial para contribuir al
tratamiento de la DMII (McCue & Shetty, 2004). Sin embargo, los informes
anteriores han indicado también que la inhibicién excesiva de a-amilasa pan-
creatica podria resultar en la fermentacién bacteriana anormal de carbohi-
dratos no digeridos en el colon y actividad de inhibicién de a-amilasa, por
tanto, es util.



166  ALIMENTOS FUNCIONALES DE HOY

6.5.3. Actividad inhibitoria de «-glucosidasa

A continuacion, se muestra de manera integra los resultados en miligramos de
extracto seco por mililitro de disolvente (mg/mL) que se requieren para inhibir
en un 50 por ciento la actividad de la a-glucosidasa, empleando acarbosa como
control positivo.

Todos los extractos tienen capacidad de inhibir la actividad enzimatica de
a-glucosidasa en distintas concentraciones cada uno. Sin embargo, tomando
como referencia la bioactividad experimental de la acarbosa en este proyecto
(EC ,,= 1.08 mg de extracto/ml. de disolvente), se necesita una mayor con-
centracion de extracto de raiz de wereque-agua, casi la misma concentracién
de extracto de raiz de wereque-etanol y una menor concentracion de extracto
de hoja de tronadora pues con ésta ultima solo se requieren 0.14 mg de ex-
tracto seco/ml de etanol para inhibir en un 50 por ciento la actividad de la
a-glucosidasa (Tabla 30).

Asi también se hace evidente que empleando la concentraciéon maxima, solo los
extractos etandlicos inhiben la actividad de a-glucosidasa mas alla del 50%.

Mas adelante se explica a detalle el posible efecto de los compuestos fendlicos y
actividad antioxidante en éstos resultados.

La hidrélisis de los enlaces glucosidicos a-(1-4) y la producciéon de maltosa y
glucosa a partir del almidon son catalizados por la a-amilasa de pancreas y saliva

Agua Etanol
Raiz de wereque >4 1.1
Hoja de tronadora > 2.5 0.14
Raiz de nopal >1 0.175
Acarbosa 1.08

Control positivo: Acarbosa.

Tabla 30. Actividad hipoglncemiante en a-glucosidasa [EC, ) (mg/ mL)] de los extractos.
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humana, mientras que la a-glucosidasa libera glucosa a partir de maltosa (Laksh-
mana Senthil et al., 2015).

Dicho lo anterior, un factor importante para dar lugar a una hiperglucemia
postprandial es la absorcién rapida de la glucosa en el intestino, en el que la
a-amilasa y la a-glucosidasa desempenan papeles importantes debido a la hidro-
lisis de almidén y oligosacaridos (Gray, 1995). La a-amilasa y la a-glucosidasa
participan en la digestiéon de la glucosa por lo que son consideradas enzimas
clave en el control de la hiperglicemia postpandrial. La a-amilasa esta pre-
sente tanto en la saliva como en la secrecion pancreatica y es la responsable
de adherir los maltooligosacaridos en la maltosa, la cual es sustrato para la
a-glucosidasa intestinal (Loizzo et al., 2005). Por eso, se cree que la inhibicién
de estas enzimas puede controlar eficazmente la elevacion del nivel de glucosa
postprandial en sangre. Por lo tanto, una estrategia importante para el mane-
jo de la hiperglucemia postprandial es inhibir la actividad de a-glucosidasa y
a-amilasa (Krentz & Bailey, 2005).

Los inhibidores de a-amilasa y a-glucosidasa naturales de las plantas han demos-
trado tener menor efecto inhibidor contra la actividad de a-amilasa y una acti-
vidad de inhibicién mas fuerte contra la a-glucosidasa (Kwon, Vattem & Shetty,
20006). En este estudio, el extracto etandlico de tronadora, fue el que presentd
mayor inhibicién enzimatica, por lo tanto, se puede usar potencialmente como
terapia efectiva para la hiperglucemia postprandial.

6.5.4. Determinacion de fenoles totales

En este estudio, uno de los objetivos fue evaluar el efecto del disolvente en la
extraccién de compuestos fenélicos totales. Estos fueron cuantificados con
el reactivo de Folin-Ciocalteu, pues es un método ampliamente utilizado y
proporciona una estimacion rapida y util del contenido de fenoles totales de
extractos vegetales. En ésta prueba los acidos de tungsteno y de molibdeno se
usaron como agentes reactivos con los polifenoles contenidos en las muestras,
dando positivo cuando existe un cambio de coloraciéon de azul a verde (Aguirre
Joya, De la Garza Toledo, Zugasti Cruz, Belmares Cerda & Aguilar Cristobal,
2013). El acido galico fue empleado como estandar. La concentracién de poli-
fenoles es expresada como miligramos equivalentes de acido galico por gramo
de extracto seco (mg EAG/g ES). Como se puede apreciar en la Figura 17, los
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Figura 17. Comparativo del contenido total de fenoles en los extractos.

extractos de la hoja de tronadora son los que presentaron el mayor contenido
de fenoles totales (204.82 mg EAG/g ES) mientras que los de la raiz de we-
reque presentaron el menor contenido (14.42 mg EAG/g ES). Asi mismo, se
observa que el mayor contenido de fenoles para raiz de nopal y tronadora
se obtienen usando etanol como disolvente, caso contrario con la raiz de were-
que (agua). En este sentido, se observa que no hay diferencia significativa en el
contenido de fenoles totales entre la rafz de nopal y raiz de wereque (P<0.05).

Las caracteristicas estructurales de los compuestos fendlicos son las respon-
sables de la actividad antioxidante, por lo que las mediciones de fenoles en
infusiones pueden estar intimamente relacionadas con sus propiedades anti-
oxidantes (Katalinic, Milos, Kulisic & Jukic, 20006). Gran parte de la literatura
refiere que los compuestos fenodlicos vegetales tienen un efecto antioxidante,
actuando como eliminadores de ROS a través de la donaciéon de hidrégeno
asi como también a la capacidad de su grupo hidroxilo (Biesaga, 2011).

Hubo un amplio rango de concentraciones de fenoles en los extractos evaluados
como se muestra en la Figura 17. Sin embargo, el extracto con mayor contenido
de fenoles totales fue el etandlico de la hoja de tronadora.
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6.5.5. Determinacion de flavonoides totales

Es bien sabido que los flavonoides son mas solubles en metanol que en agua,
no obstante, la extraccion resulta mas eficiente con las mezclas de éstos. Esto
es probablemente consecuencia de la polaridad relativa, pues el agua provoca
una hinchazén del material vegetal, aumentando a su vez el area superficial para
el contacto soluto-disolvente y la mayor solubilidad de flavonoides en metanol
que en agua. Asimismo, empleando compuestos alcohdlicos como disolvente
es mas eficiente la extracciéon de flavonoides (Biesaga, 2011). Dicho lo cual,
se aprecia y comprueba en la Figura 18, dicho comportamiento, pues con los
extractos etandlicos se obtienen mayor cantidad de flavonoides totales.

Se observa también que el mayor contenido de flavonoides totales se tiene en el
extracto etandlico de la hoja de tronadora (92.77 mgEq catequina/mg ES). Por
otro lado, se aprecia que el comportamiento de la hoja de tronadora y raiz de
nopal es el mismo, pues se obtienen mas flavonoides en los extractos etanolicos,
sin embargo, con la rafz de wereque es insignificante el tipo de disolvente en la
extraccion de dichos compuestos. Estos datos se corroboran con el analisis fito-
quimico antes desctito.
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Figura 18. Comparativo de contenido total de flavonoides en los extractos.
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6.5.6. Determinacion de reduccion de hierro (FRAP)

La Figura 19 muestra la capacidad reductora de hierro determinada por el mé-
todo de FRAP, se observé que hubo grandes diferencias en la capacidad antio-
xidante entre las distintas muestras evaluadas. LLos valores de FRAP variaron de
889.85 a 39.50 uM Eq trolox/1000 ppm. En este sentido, la extraccion etandlica
de la hoja de tronadora presento el valor mas alto de reduccion de hierro con
889.85 uM Eq trolox/1000 ppm, con respecto a los extractos de rafz de wereque
y raiz de nopal, donde la actividad reductora de hierro fue insignificante. Es de
resaltar que la capacidad reductora de hierro fue mayor en aquellos extractos con
el mayor contenido de flavonoides, por lo que se comprueba que en el presente
estudio la actividad antioxidante es proporcional al contenido de fenoles totales.

En este sentido, el comportamiento de los flavonoides como antioxidantes se
debe a las distintas vias de accion; capturando especies reactivas de oxigeno
(ROS), inhibicién de las enzimas responsables de la produccion de aniones su-
peroxidos, quelacion de los metales de transicion involucrados en procesos de
la formacién de radicales libres y prevencion de los procesos de peroxidacion
mediante la reduccién de radicales alcoxi y peroxi (Veitch & Grayer, 2008).

I Agua
1000 - ] Etanol
1 d
900
g 800
[0] J
= Cc
g _ 700-_
o B 00
= |
© = 5004
8 = 400
.
8 300 -
8 ]
8 200 b
100 a e e
] L n

Figura 19. Comparativo de capacidad reductora de hierro en los extractos.
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6.5.7. Capacidad de eliminacién de radicales libres DPPH

En la Tabla 31, se presenta la cantidad necesaria de extracto para reducir la
concentracion de DPPH en un 50 por ciento (EC, ). Se evidencia que para los
extractos de raiz de nopal y rafz de wereque no hay influencia del tipo de sol-
vente en la capacidad antirradical, pues con ninguno presentan dicha actividad.
Caso contrario de los extractos de la hoja de tronadora, donde ambos extractos
presentan actividad (acuoso y etandlico), sin embargo, el etandlico tiene la mayor
capacidad antirradical. Con esto se infiere que la capacidad antirradical en este
estudio esta dado por el tipo de planta.

Entonces se tiene que los resultados obtenidos por DPPH en microplaca, el tipo
de planta y el disolvente son factores que influyeron en la extraccion de compues-
tos antioxidantes. El mayor porcentaje de inhibicién se encontrd con el extracto
obtenido con etanol.

La influencia de los compuestos antioxidantes en la capacidad de eliminacién de
radicales libres esta intimamente relacionada con la facilidad en la donacién de hi-
drégenos. De manera integra, los extractos etanélicos y acuosos de rafz de wereque,
raiz de nopal y de la hoja de tronadora, son una fuente natural de antioxidantes
(compuestos fenodlicos y/o flavonoides) que pueden conservar la funcion de las
células B previniendo la diabetes inducida por la formacion de ROS (Durgeshnan-
dani et al., 2014).

En conclusion, se hace evidente con las pruebas realizadas de compuestos fendli-
cos y actividad antioxidante, que los extractos de la hoja de tronadora, presentan
la mayor bioactividad con respecto a las demas plantas estudiadas (raiz de we-

Concentraciéon (ppm)

Agua Etanol
Hoja de tronadora 181.64 85.55
Raiz de nopal > 1000 > 1000
Raiz de wereque > 1000 > 1000

Tabla 31. Comparativo de la capacidad de eliminacion de radicales libres EC,,
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reque y raiz de nopal) tanto hipoglucemiante como antioxidante, por lo que se
realiz6 una identificacién de compuestos fendlicos mediante la técnica de HPLC.

6.5.8. Identificacion de compuestos fendlicos

El cromatégrama que representa la identificacion de compuestos fenolicos en
el extracto acuoso de la hoja de tronadora se muestra en la Figura 20, donde se
identificé acido cafeico' a un tiempo de retencion de 19.12 min y epicatequina®
en 20.2 min.

Los compuestos fenodlicos identificados en el extracto etandlico de la hoja de
tronadora se presentan en la Figura 21, donde en funcién del tiempo de retencion
se evidencia la presencia del acido ascorbico' (3.4 min), dcido cafeico® (19.12 min)
y epicatequina’ (20.2 min).

Comparando los cromatogramas, es evidente que se extrajo una mayor cantidad
de compuestos en el extracto etanolico pues se ha comprobado que el etanol
altera la unioén entre los disolventes y las matrices vegetales, favoreciendo asi
la identificaciéon de compuestos fenolicos (Sahin & Samli, 2013). Confirmando
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O b HOD/\)\ OH
"OH
OH 2 HO
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Figura 20. Identificacion de compuestos fendlicos presentes en el extracto acnoso de la hoja de tronadora.
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Figura 21. Identificacion de compuestos fendlicos presentes en el extracto etandlico de la hoja de tronadora.

que existe una mayor presencia de acidos fendlicos en el extracto etandlico de
la hoja de tronadora, pues en éste, a diferencia del extracto acuoso, se identifico
acido ascorbico, a éste se le atribuyen propiedades antioxidantes (Halliwell, 1995
y Haruenkeit, Poovarodom & Vearasilp, 2011) debido a su fuerte poder reductor
(Duran & Borja Padilla, 1993) con lo que se puede inferir que a mayor concen-
tracioén de acido ascérbico mayor es la actividad antioxidante del extracto.

De acuerdo a los resultados, el extracto etandlico de la hoja de tronadora puede
ser un potencial antioxidante e hipoglucemiante por la via enzimatica, inhibiendo
la a-amilasa y a-glucosidasa.

6.6. Conclusiones

De manera integra, podemos decir que nuestros resultados apoyan ain mas la
opinién de que algunas plantas medicinales son fuentes prometedoras de antio-
xidantes naturales (flavonoides) que podrian conservar la funcién de las células
B y de esta manera prevenir la formacién de ROS y asi los efectos de la DM-11.

* En la hoja de tronadora, raiz de nopal y raiz de wereque el contenido de fe-
noles totales y la capacidad antioxidante difiere significativamente entre ellas.

* El mayor contenido de fenoles totales y de flavonoides se obtiene con los ex-
tractos etandlicos de la hoja de tronadora, confirmandose con las evaluaciones
fitoquimicas donde se evidencia la presencia de estos compuestos.
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* Existe una relacion estrecha entre la capacidad antirradical y reductora de
hierro.

¢ La evaluacion 7z vitro demostré que el extracto de la hoja de tronadora con
etanol como disolvente presentan la mayor actividad antioxidante.

* En la evaluacion 7z vitro de actividad inhibitoria enzimatica (hipogluce-
miante) el extracto etanolico de la hoja de tronadora presenté los mejores
resultados.

* Se comprobo la actividad hipoglucemiante de los compuestos fendlicos en los
extractos etanolicos de la hoja de tronadora, raiz de wereque y raiz de nopal
mediante la inhibicién enzimatica.

¢ Laactividad antioxidante de la hoja de tronadora, raiz de nopal y raiz de were-
que esta intimamente relacionada con la prevencion DMII asi como también
contrarresta los efectos secundarios de ésta.

* De acuerdo a los resultados, el extracto etandlico de la hoja de tronadora puede
ser un potencial antioxidante e hipoglicemiante por la via enzimatica, inhibien-
do la a-amilasa y a-glucosidasa.
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