AT\

Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA

METROPOLITANA
Unidad Xochimilco

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
UNIDAD XOCHIMILCO e

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
DEPARTAMENTO DE SISTEMAS BIOLOGICOS

INFORME FINAL DE SERVICIO SOCIAL

Perfil antioxidante y fenolico de tres especies medicinales
empleadas para el tratamiento de diabetes: Artemisia

ludoviciana, Tradescanthia spathacea y Terminalia catappa.

Alumna:
Mobnica Serrano Alvarez
Matricula:

2212033195

Asesores:

Dr. Juan Francisco Palacios Espinosa 77 4@4 Z.

7

Dr. Jaime Pérez Villanueva %

.

\
\\@3{-;"

&

s

N



Indice

RESUMEN ... 3
Lo ANEECEAGIES ...ttt ittt e e e 3
LT DHADELES ..ottt 3
LR O] P13 ¥ - o1 e ) o U 4
1.3 EStadiSTICAS ..o uvereeneeneeteit et 5
1.4 Tratamientos de la DM ...t e e 5
1.5 Estrés oxidativo y antioxidantes en la diabetes ..................coocoviiiiiinin.. 7
1.6 Compuestos fenolicos y actividad antioxidante ...................ooiiiiiiiinnennnn. 9
1.7 Artemisia ludoviciana (Estafiate) ...............cooiiiiiiiiiii e 9
1.8 Tradescantia spathacea (Maguey morado) ...........ccevvvviiiiiiniiieneennnnnnn. 14
1.9 Terminalia catappa (Almendro) ............cooiviiiiiiiiiii e, 17
1.10 Métodos para cuetificar fenoles y flavonoides ...............cocovviiiiiin.. 20
1.11 Métodos para evaluar capacidad antioxidante................c.cooeeveiieiinin.n. 21
2. Materiales Y MEtOAOS. .. ... iutt ettt e e e 22
2.1 Preparacion de los extractos vegetales...........ovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiien, 22
2.2 Determinacion del contenido total de fenoles y flavonoides en los extractos
VEZRLALES ...\ttt e 22
2.3 Evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos ................ccoueeneee 23
3L RESUIAAOS .t 25
4. DISCUSION. .. . ettt et e e e 28
5. CONCIUSION. ...ttt e e e e 32
6. BIbliografia........c.ooi 33



Resumen

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica cronica caracterizada por
hiperglucemia persistente, asociada a defectos en la secrecion y/o accion de la insulina.
Ademas de los trastornos glucémicos, la DM se acompana de un incremento del estrés
oxidativo, un desequilibrio entre especies reactivas de oxigeno y la capacidad antioxidante
del organismo, lo que contribuye a complicaciones micro y macrovasculares. Ante ello, el
uso de compuestos antioxidantes naturales representa una alternativa terapéutica

complementaria para mitigar el dafio oxidativo.

En este estudio se evalud el perfil antioxidante y el contenido total de compuestos fenolicos
en extractos etanolicos de tres especies vegetales de uso tradicional en el tratamiento de la
DM: Artemisia ludoviciana, Tradescantia spathacea y Terminalia catappa. Los extractos se
prepararon por maceracion usando etanol como disolvente y se analizaron mediante métodos
colorimétricos (Folin-Ciocalteu y cloruro de aluminio) para cuantificar fenoles y flavonoides,
respectivamente. La actividad antioxidante se determinoé utilizando los ensayos DPPH y
ABTS. Los resultados mostraron que 7. catappa presentd los valores mas altos tanto en
compuestos fendlicos (12.22 mg EAG/g) como flavonoides (16.88 mg EQ/g), asi como la
mayor capacidad antioxidante (Clso=62.59 pg/mL para DPPH y 97.56 pg/mL para ABTS).
En contraste, 4. ludoviciana y T. spathacea presentaron niveles menores tanto en contenido
bioactivo como en eficacia antioxidante. Estos hallazgos respaldan el potencial de T catappa

como fuente natural de antioxidantes en el contexto del estrés oxidativo asociado con la DM.

1. Antecedentes
1.1 Diabetes
De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la diabetes sacarina o
diabetes mellitus (DM) se define como una enfermedad crénica que se presenta cuando el
pancreas no secreta suficiente insulina o cuando el organismo no utiliza eficazmente la
insulina que produce.!
El organismo produce esta hormona que se encarga de regular la concentracion de glucosa
en la sangre. En la DM un efecto comin que se presenta, es que el organismo no puede

controlar esa regulacion, lo que produce que el paciente sufra de hiperglucemia, esto con el



tiempo puede causar un dafio grave a muchos o6rganos y sistemas del organismo, a nivel de

nervios y vasos sanguineos (efectos micro y macrovasculares).!

1.2 Clasificacion

La DM se clasifica en 3 tipos principales de acuerdo con sus posibles causas de origen:?

Diabetes Tipo 1 (DM1): Esta se caracteriza por la destruccion autoinmune de la célula
B del pancreas, lo que provoca una deficiencia total de insulina y genera tendencia a
la cetoacidosis. Esta destruccion por lo general es mediada por el sistema inmune,
esto puede ser evidenciado por la determinacion de anticuerpos: Anti-GAD
(antiglutamato decarboxilasa), anti-insulina y la célula de los islotes, con fuerte
asociacion con los alelos especificos DQ-A y DQ-B del complejo mayor de
histocompatibilidad (HLA). Este tipo de diabetes también puede tener un origen
espontaneo, donde la medicion de los anticuerpos que se mencionaron previamente

da resultados negativos.

Diabetes Tipo 2 (DM2): Este tipo de diabetes se asocia con la obesidad y es la que se
presenta con mas frecuencia. Consiste en la incapacidad de las células del organismo
para responder a la insulina, este defecto se denomina resistencia a la insulina. Con
el tiempo, esta resistencia conduce a una deficiencia en su secrecion. Se caracteriza,
al igual que la DM, por sintomas como sed excesiva, miccion frecuente, vision
borrosa, infecciones recurrentes de la piel, cicatrizacion tardia de heridas, hormigueo

0 entumecimiento en manos y pies.

Diabetes Gestacional: Esta variante de la enfermedad se refiere a los altos niveles de
glucosa sanguinea que se desarrolla durante el embarazo y que se resuelve después
del nacimiento. Este tipo de diabetes puede afectar a la salud del feto y de la madre,
sin embargo, con una dieta adecuada, ejercicio y cuidados médicos, esta puede ser
manejable y prevenible. Si la hiperglucemia se presenta antes de las primeras
veinticuatro semanas de gestacion, se considera como una diabetes preexistente que

no fue diagnosticada previamente.



1.3 Estadisticas

De acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes (IDF), en 2021 aproximadamente
537 millones de adultos de entre 20 a 79 afios en todo el mundo vivian con DM y se estima
que para el 2030 esta cifra aumente a 643 millones, y para el 2045 aumente a 783 millones.
En el mismo afio 2021, se registraron 6.7 millones de muertes relacionadas con la DM.? Con
base en esto, se calcula que una persona muere cada 5 segundos a causa de esta enfermedad

o alguna complicacion relacionada.*

En México, la segunda causa de muerte es la DM. Esto corresponde aproximadamente a
151,019 muertes en 2020, lo que representa el 14.4 % de todas los decesos en el pais.’ De
acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) del 2021, se aproxima
que el 10.3% de la poblacion adulta en México (20 aios en adelante) equivalente a 9.6
millones de personas, tiene diagnosticada esta enfermedad; y se estima que una parte
significativa de la poblacion con DM aun lo desconoce. Ademas, nuestro pais tiene una de
las tasas mas altas de obesidad a nivel mundial, esto representa un factor de riesgo
significativo para el desarrollo de la DM2. Segtin datos reportados de la ENSANUT, el 75.2%

de la poblacion adulta presenta sobrepeso u obesidad.*

1.4 Tratamiento de la DM

El tratamiento mas usado para pacientes que padecen DMI1 es la insulina, ya que su
produccion se ve afectada en esta variante de la enfermedad. Para la DM2, algunas personas
suelen alcanzar el nivel de glucosa en la sangre objetivo mediante una buena nutricion y
actividades fisicas, sin embargo, la mayoria de las personas necesitan agentes
hipoglucemiantes.®

A continuacidn se muestra una tabla con la lista de agentes hipoglucemiantes de uso comun

y sus mecanismos de accion.®



Tabla 1 Agentes hipoglucémicos y su mecanismo de accion

Clase Quimica Farmaco Mecanismo y acciones farmacologicas
Activacion de la AMP cinasa que resulta en una
Biguanidas Metformina | disminucion de la produccion de glucosa
hepatica.
Glipizida Cierre del canal de Karp de las células B
Sulfonilureas Gliburida pancreaticas, esto provoca un aumento de la
Glimepirina | secrecion de insulina.
.. Cierre del canal Karp de las células B
e Repaglinida L.
Meglitinidas .. pancredticas, esto provoca un amento de la
Nateglinida ., L
secrecion de insulina.
Rosiglitazona | Activacion del factor de transcripcion nuclear,
Tiazolidinedionas Piogli-tazona los receptores proliferadores de pe.ro.x.isoma Y
Troglitazona | (PPAR-y) provocan una mayor sensibilidad a la
insulina.
Miglitol Inhibir a la enzima o-glucosidasa intestinal que
Inhibidores de a-glucosidasa Acarbosa resulta en un metabolismo controlado/lento en
absorcion de carbohidratos.
Sitagliptina | Inhibir la actividad de la DPP4 y aumentar la
Inhibidores de Ia Sa.lxagl-ipt-ina concentracion de incretina postprandial,'lro que
. . . Linagliptina | resulta en un aumento de la secrecion de
dipeptilpeptidasa-4 (DPP-4) . . L, .,
Alogliptina | insulina y disminuciéon de la secrecion de
glucagon.
Aumentar la producciéon de acidos biliares
Captura de acidos biliares Colesevelam | hepaticos, resultando en una disminucioén de la
produccion de glucosa hepatica.
Activar los receptores dopaminérgicos y
. . . modular la regulacion hipotaldmica del
Agonista de dopamina D2 | Bromocriptina
£ p p metabolismo. Aumenta la sensibilidad a la
insulina.
. Canagliflazina | El SGLT2 se inhibe en la nefrona proximal, lo
Cotransportador de sodio y o .
. Dapagliflazina | que reduce la reabsorcion de glucosa por el
glucosa tipo 2 (SGLT2) o .
Empagliflozina | rifion.
Albiglutida
Agonistas del receptor de Dulaglutsida Activa‘r' el re.ceptqr GLPl. y. au.rrrlentar la
L. Exenatina secrecion de insulina y disminucion de la
péptido 1 (GLP1) . . .,
Liraglutida secrecion del glucagon.
Lixisentida
S . o Activar el receptor de amilina, lo que resulta en
Miméticos de la amilina Pramlintida

la secrecion de glucagon.




1.5 Estrés oxidativo y antioxidantes en la diabetes

El estrés oxidativo (EOx) es el desequilibrio bioquimico ocasionado por una produccion en
exceso de especies reactivas y radicales libres de oxigeno y nitrogeno, que provocan dafio
oxidativo a las macromoléculas y que no puede ser contrarrestado por los sistemas

antioxidantes de defensa.’

El dafio celular provocado por las especies reactivas de oxigeno (ERO) y los radicales libres
(RL) afecta principalmente a los enlaces de proteinas, a los fosfolipidos poliinsaturados de
las membranas celulares, a los hidratos de carbono y a los 4cidos nucleicos. Esto origina una
serie de cambios bioquimicos y fisioldgicos dentro de la célula, debido a la activacion de una

reaccion en cadena, lo que puede dar lugar a diversas enfermedades, como la diabetes.”!°

Se ha senalado que en la DM, los niveles altos de glucosa sanguinea cronicos fomentan la
produccion de ROS, ya sea por las reacciones de oxidacién que son catalizadas por la
descompartamentalizacion de metales de transicion, la autooxidacion de la glucosa, la
activacion de la via de los polioles, la inactivacion de enzimas antioxidantes, y problemas en
el metabolismo del 6xido nitrico (NO) y las prostaglandinas. Estos hallazgos son respaldados
por estudios que proporcionan evidencia sustancial sobre el papel crucial que juega el EOx
en la patogénesis y en las complicaciones de la DM; se conoce que el dafo oxidativo es el
responsable en gran parte de las complicaciones que desarrolla el paciente diabético. Existen
distintos mecanismos que pueden contribuir al incremento de este tipo de estrés en los
pacientes diabéticos, especialmente en aquellos con un control deficiente de la glucemia y
los niveles elevados de triglicéridos. Estos mecanismos, que intervienen en la formacion de
radicales libres en pacientes diabéticos, incluyen no solo el aumento de la glucosilacion no
enzimatica y auto-oxidativa, sino también el estrés metabolico, el cual deriva de alteraciones
en la energia del metabolismo, en los niveles de mediadores inflamatorios y en el estado del

sistema antioxidante de defensa.”!°

Ademas, el EOx puede elevar la produccion de superdxido y NO, que forman el peroxinitrito,
un potente oxidante que afecta las lipoproteinas de baja densidad, danando las paredes
vasculares y provocando problemas en los vasos sanguineos. Este peroxinitrito, se ha

encontrado en niveles elevados en personas con diabetes, pero no en personas sanas. '°



La hiperglucemia también estimula la produccién de RL y activa factores como el NF-kP y
la proteina cinasa C, lo que lleva a la acumulacion de productos de glucosilacion y sorbitol.
Este proceso produce mas RL en las mitocondrias, aunque pueden reducirse mediante
antioxidantes como la catalasa (CAT), la superdxido dismutasa (SOD) y otros compuestos.
Sin embargo, los RL y el NF-kf3 alteran el equilibrio redox de las células, lo que disminuye
el NO y aumenta los niveles de peroxinitrito, activando citocinas inflamatorias y dafando
tanto el ADN como el endotelio de los vasos sanguineos. Esto contribuye a las

complicaciones micro y macrovasculares en la DM.

La alteracion de los procesos bioquimicos celulares, como el metabolismo de la glucosa y la
hiperglucemia, que genera EOx en las células, se ve favorecida por factores como la mala
alimentacion y la falta de actividad fisica. Estos factores provocan una serie de problemas

como:’

e Sobrecarga de 4cidos grasos libres en las células
e Daiio al endotelio (las células que recubren los vasos sanguineos)
o Resistencia a la insulina en los musculos

e Alteracion en la secrecion de insulina de las células beta del pancreas

Este conjunto de alteraciones contribuye a la complicacion de la diabetes y sus efectos en el

organismo.

Como ya se menciond anteriormente, los antioxidantes juegan un papel importante en la
proteccion contra el dafio celular causado por el Eox. Un antioxidante es una sustancia
quimica que, en concentraciones bajas y en comparacion con el agente oxidante, disminuye
o impide el proceso de oxidacion de diferentes componentes, como lipidos, proteinas,
carbohidratos y ADN. Existen diferentes tipos de compuestos antioxidantes en el cuerpo. Los
antioxidantes presentes en la dieta juegan un papel crucial en la proteccion contra el
envejecimiento y diversas enfermedades cronicas, como la DM, el cancer y las enfermedades
cardiovasculares. Se ha sugerido que la suplementacion con antioxidantes naturales podria

tener efectos beneficiosos, mejorando la salud y reduciendo la mortalidad en pacientes



diabéticos, lo que podria contribuir a prevenir y retardar el desarrollo de las complicaciones

cronicas asociadas con esta enfermedad.!!

1.6 Compuestos fenolicos y actividad antioxidante

- Fenoles y flavonoides con actividad antioxidante en diabetes

Las plantas generan una amplia variedad de metabolitos fendlicos que contienen uno o mas
grupos hidroxilo unidos a un anillo aromdtico. Los &cidos hidroxicinamicos, flavonoides,
antocianinas y taninos son las principales clases de compuestos fendlicos, que en conjunto
representan alrededor del 40 % del carbono organico en la biosfera. Aunque los compuestos
fenolicos estructurales, como la lignina y la suberina, constituyen una gran parte de este
carbono, la diversidad de los compuestos fenolicos no estructurales cumple varias funciones
en las plantas, incluyendo su papel como antioxidantes. Estos compuestos son eficaces para
capturar radicales de oxigeno debido a que su potencial de reduccion electronica es mas bajo
que el de los radicales de oxigeno, ademas de que los radicales fenoxilo son menos reactivos
que los radicales de oxigeno. De esta forma, los compuestos fenolicos pueden neutralizar los

intermediarios reactivos de oxigeno sin causar reacciones oxidativas adicionales.!?

Existen varias sustancias sintéticas, como el butilhidroxianisol (BHA) vy el
butilhidroxitolueno (BHT), que son eficaces para capturar radicales libres. Sin embargo, el
uso de estos antioxidantes sintéticos esta siendo cada vez mas restringido debido a su posible
caracter carcinogénico. Por esta razon, ha aumentado el interés por encontrar antioxidantes

naturales, especialmente los provenientes de plantas medicinales y/o comestibles. !®

1.7 Artemisia ludoviciana (Estafiate)

El estafiate (4. ludoviciana) es una planta herbacea, aromatica y de color cenizo, que alcanza
alrededor de un metro de altura. Sus hojas son blanquecinas en el reverso y de un verde
oscuro en el anverso. Se corta antes de que florezca, ya que su periodo de floracién ocurre
entre agosto y octubre. Es una planta que crece en climas calidos, semisecos y templados, y
se encuentra desde Canadé hasta Guatemala. Su uso principal es medicinal, especialmente

para tratar problemas gastrointestinales y respiratorios. '



Uno de los beneficios mas conocidos del estafiate es su efectividad en el tratamiento de

trastornos digestivos, como coélicos y diarrea. El estafiate ayuda a eliminar el "frio" y protege

el estdbmago contra elementos toxicos o perjudiciales. Ademas, el codice De la Cruz-Badiano

recomienda el uso de esta planta para tratar debilidad en las manos, dolores en los huesos y

lesiones en los pies. Segtn la Medicina Tradicional China, el estafiate se utiliza para eliminar

el frio del cuerpo, proporcionar calor, regular la temperatura corporal y purificar el ambiente.

Asi, su versatilidad y propiedades lo hacen valioso tanto en el tratamiento de afecciones

fisicas como en la restauracion del equilibrio general del organismo.!” Respecto a la

composicion de metabolitos secundarios y actvidades bioldgicas, en la Tabla 2 se muestran

informacion acerca de esta especie.

Tabla 2 Grupos de metabolitos secundarios presentes en Artemisia ludoviciana, tipos de

extracto y actividad biologica

Grupo de MS

Parte de

la planta

Tipo de

extracto

Actividad biologica

Referencias

Terpenos

Estafiatina

11,

o\\\\w-

(0]

Arglanina

Armefolina

Parte aérea

Acuoso

Etandlico
/Acetato de

etilo

Etanolico /
Acetato de

etilo

-Actividad antioxidante
que ayuda a disminuir
el dafio celular
inducido por ROS

-Accién
antiinflamatoria que
puede mejorar la
sefializacion de
insulina

-Algunos muestran
capacidad para
modular enzimas
digestivas, lo que
reduce la absorcion de
glucosa en el intestino

19y 20

10



Parte de Tipo de
Grupo de MS Actividad biologica Referencias
la planta extracto
OH
Armexifolina Etandlico
OH
Aremexina Etandlico
2
Parte aérea

HON

Artemorina

Me

| T

CH,

Crisartemina A

PHs

1

CH,

o

Crisartemina B

Etandlico /
Acetato de

etilo

Etanodlico

Etanolico

11




Parte de Tipo de
Grupo de MS Actividad biologica Referencias
la planta extracto
Douglanina Etandlico
OH

0

Parte aérea
0]
Ludoviciana A Etanodlico
Me. &%
o S
H,C \\\\\\ //’//
H OH
Ludoviciana B Etandlico
OH
HO™” -
CH, O
0]
Ludoviciana C Etandlico
OH

12



Parte de Tipo de
Grupo de MS Actividad biologica Referencias
la planta extracto
Ridentina Acetato de
OH etilo
HO z
o
O
Santamarina Etandlico
OH
Me
0
0]
Santonina Etanolico
CHs
9 < --CHj
CHy O
o
Yomogina Etandlico
CH3
O,
o]
Flavonoides
Jaceosida -Capturan especies
reactivas de oxigeno
reducuendo el estrés
) . oxidativo
Parte aérea Etandlico 19y 20
-Mejoran la
sensibilidad a la
Artemia insulina
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Parte de Tipo de

Grupo de MS Actividad biolégica Referencias
la planta extracto
Etanolico /

ACUo0so -Protegen la funcion
pancreatica
-Efecto
antiinflamatorio

Acuoso /

Etanolico /
Acetato de

etilo

1.8 Tradescantia spathacea (Maguey Morado)

Es conocida como maguey morado, pertenece a la familia de Commelinacee. Tiene un rizoma
carnal y rosetas en forma de lanza cerosa. Es nativa de México, india occidental y américa
central. Esta planta demostré tener propiedades antimicrobianas contra una gran variedad de
bacterias, ademas, se utiliza para tratar enfermedades como fiebre, tos, problemas de tipo
infeccioso, céncer, gangrena, varices, lavar heridas, y bronquitis. Con base en diversos
estudios, se ha demostrado que tiene propiedades antioxidantes con un posible apoyo al
tratamiento para la DM 2 y obesidad.

Debido a los grandes beneficios que presenta esta planta, se han realizado muchas mas
pruebas para descubrir antioxidantes que reduzcan el estrés oxidativo y prevengan el
carcinoma.’

De igual forma que el estafiate, en la tabla 3 se muestran informacion respecto a la

composicion de metabolitos secundarios y actvidades bioldgicas de esta especie medicinal.

14



Tabla 3 Grupos de metabolitos secundarios presentes en Tradescantia spathacea, tipos de

extracto y actividad bioldgica.

Parte
Actividad
Grupo de MS de la Tipo de extracto Referencia
biologica
planta
Fenoles
Bracteandlido A Metanolico -Mejora la
_{UH .:-’DH sensibilidad
o P a la insulina
AN O
o
- Pueden
4-(3',4'-Dihidroxifenil)furan-2(5H)- Metanélico ayudar a la
ona reduccion de
H OH los niveles
_,-L p— de glucosa
O, ! \
o _,;L,:j.’f W {,ﬁ}_ QH en sangre
-Reduccion
Litifolicinina C Metanolico de
D inflamacion
.-'.-"
T H GH Parte
TR ) -Prevenir el 23
aérea
dafio
Litifolicinina B Metanélico oxidativo
G' asociado con
dibetes tipo
[ T H CI'H 11
Litifolicinina A Metanolico
J ]
I
e e
e s _,-:H"\-\.\. G -
I H o
HO™
Acido ferulico Etandlico
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Parte
. Actividad .
Grupo de MS de la Tipo de extracto L. Referencia
biologica
planta
Acido vainilico Etandlico
O
.-.-Gw.]I-"Q;j.-"J‘"«DH
HO™ _—
Flavonoides
Quercertina Etanolico / -Mejora la
OH O Hidroalcoholico captacion de
o
D I glucosa
HO™ g ml.f-::TDH
L*’:' “~OH
- Mejora la
Kaempferol Hidroalcoholico o
sensibilidad
r“’*::ufDH la insuli
a la insulina
HO \T,;:‘ O ,L e
“fl‘ L'DH
OoH O - Pueden
Rutina Etanélico reducir la
~._OH inflamacion
|
”D-w.af“-H*DHI’ =N y el dafio
S e : :
T 9 oxidativo en
oH o __k_ oH
o Parte teii
ejidos 23
" _,'D‘ DJHV.- oH ,
: aérea diabéti
" 1abeticos
HO™ ™y~ O
OH
Miricetina Metanolico - Modulan
OH O enzimas
A M ow .
]‘ antioxidantes
HD.—-"‘Q&__, 'w-..D.- Hﬂj‘qTDH
T::. “OH
OH
Kaempferol-O-hexosil-pentosido Metandlico
Ho~" 0 HO  OH
/[____f:._a\ i t:
HO _
OH o—
o 0
Ho (=
W —OH
{E.r 133_0: WA
i
HO
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Parte
Actividad
Grupo de MS de la Tipo de extracto Referencia
biologica
planta

Quercetina dihexosido Metanolico
OH

HD"‘\]”:“ OH
o

oH 0 Ty oM
L. o

e

LK

. OH
HO - a \[l'" e
'“-.ﬁ"ﬂ“o
HO,_
oy -ET,- _OH
OH

Catequina Acuoso/ Etanolico
i, OH

HO. .. O

L
= “SOH

‘,;\-]_,.-' e

OH

Epigalocatequina Etandlico
OH

_(,:LH_ O
[ |[ OH

HO” S .wa.a::::],-
~F0oH
oH

1.9 Terminalia catappa (Almendro)

Esta planta forma parte de la familia de las Combretaceae, es un arbol mediano con hojas
agrupadas hacia los extremos de las ramas, puede llegar a medir hasta 35 metros de altura,
con una copa erguida y simétrica, y ramas dispuestas de manera horizontal. Sus ramas se
organizan en niveles distintivos. Las hojas son grandes, midiendo entre 15 y 25 cm de largo
y de 10 a 14 cm de ancho, con una forma ovalada, de color verde oscuro brillante y con una
textura coridcea. De acuerdo con diversos estudios, se ha demostrado que contine compuestos
antioxidantes con actividad anticancerigena, contra la transcriptasa inversa del VIH,
antiinflamatoria y también se ha demostrado que ayuda en el tratamiento contra la

diebetes.®18
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En la tabla 4 se resumen los metabolitos secundarios aislados de las distintas partes de esta

especie, asi como algunas actividades biologicas demostradas.

Tabla 4 Grupos de metabolitos secundarios presentes en Terminalia catappa, tipos de

extracto y actividad bioldgica.
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Grupo de MS Parte de la Tipo de Actividad Referencia
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Grupo de MS Parte de la Tipo de Actividad Referencia

planta extracto biolégica

Catalagina Metanolico

Luteolina Metanolico

1.10 Métodos para cuantificar fenoles y flavonoides

- Folin-Ciocalteu

Para cuantificar el contenido total de compuestos fendlicos en productos alimenticios o
muestras biologicas, existen varios métodos que se basan en la interaccion de los compuestos
fenodlicos con reactivos colorimétricos, lo que permite medirlos en la parte visible del
espectro. Uno de los métodos mas comunes es el ensayo de Folin-Ciocalteu (F-C), que ha
sido estandarizado para su uso en el control de calidad y la medicion de la capacidad
antioxidante de productos alimenticios y suplementos dietéticos. Este ensayo se basa en la
transferencia de electrones de los compuestos fendlicos a complejos de acido fosfomolibdico
y fosfotiingstico en un medio alcalino, generando complejos azules que se pueden medir
espectroscopicamente a alrededor de 760 nm.'?

Sin embargo, al interpretar los resultados del ensayo F-C, es importante tener en cuenta que
no es un método especifico, ya que otros compuestos presentes en la muestra, como
oxidantes, fenoles, aminas aromaticas, azicares o acido ascorbico, pueden interferir de

manera inhibitoria, aditiva o potenciadora. La inhibicion puede ocurrir si los oxidantes
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compiten con el reactivo F-C o si se produce oxidacion en presencia de aire después de
alcalinizar la muestra. Por esta razon, el reactivo F-C se debe afiadir antes de la base alcalina.
Los efectos aditivos pueden surgir debido a la presencia inesperada de fenoles, aminas
aromaticas o niveles elevados de otros componentes. A pesar de estos posibles
inconvenientes, el ensayo F-C sigue siendo un método sencillo, fiable y ampliamente

utilizado para evaluar los antioxidantes fenolicos.!?

- Cloruro de aluminio

El contenido total de flavonoides (TFC) en las plantas se mide generalmente de manera
colorimétrica. Uno de los métodos mas comunes para determinar el TFC en extractos
vegetales es el ensayo colorimétrico con cloruro de aluminio, que utiliza AI** como agente
que forma complejos. Este método fue introducido por Christ y Muller en 1960 para medir
derivados de flavonol en productos farmacéuticos. El principio del método se basa en la
formacion de complejos entre los flavonoides y AI**. Debido a sus numerosos grupos oxo €
hidroxilo, los flavonoides tienen una alta afinidad por unirse a iones metalicos como el AI**,
formandose principalmente complejos en una proporcion 1:1. El TFC se determina a partir
de curvas de calibracion utilizando un estandar de flavonoide conocido, medido bajo las
mismas condiciones experimentales. Los estdndares de flavonoides mas comunes son la

quercetina y la catequina.'*

1.11 Métodos para evaluar capacidad antioxidante

- Meétodo de decoloracion del radical DPPH

El método de decoloracion del radical DPPH se basa en la capacidad de un depurador o
atrapador de radicales libres para reducir (decolorar) una solucion metanoélica del radical libre
coloreado. El procedimiento consiste en medir la disminucion de la absorbancia de una
solucion etandlica de DPPH a su longitud de onda méxima de 516 nm, lo cual es directamente
proporcional a la concentracion del depurador o atrapador de radicales libres afiadido a la
solucion. La actividad antioxidante se expresa como la concentracion efectiva CEso o

concentracion inhibitoria media Clso.!?
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- Meétodo de decoloracion del radical cation ABTS"*

Este ensayo se basa en el principio de que, cuando el acido 2,2’-azinobis-(3-etil-
benzotiazolin-6-sulfonico) o ABTS se mezcla con una peroxidasa (como la metmioglobina)
y peroxido de hidrogeno (H202), se genera un cation radical relativamente estable, ABTS™.
La formacion de ABTS"™ al interactuar con la ferril-mioglobina produce un color azul
verdoso que se mantiene relativamente constante, y que se mide a una longitud de onda de
600 nm. Los antioxidantes presentes en la muestra reducen la intensidad de este color de
manera proporcional a su concentracion. '3

En este caso, se usa como oxidante al persulfato de potasio para producir al radical cation.

2. Materiales y métodos
2.1 Preparacion de los extractos vegetales
Se prepararon los extractos etandlicos a partir del material vegetal de las especies Artemisia
ludoviciana (partes aéreas), Tradescanthia spathacea (hojas) y Terminalia catappa (hojas).
Se pesaron las cantidades del material vegetal seco y molido de cada especie, se colocaron
en frascos de vidrio con tapa y adecuadamente rotulados, y se les adicionaron entre 200 y

400 mL de etanol puro. Se dejaron reposar en la oscuridad.

Estafiate — 50 g de material vegetal y 400 mL de etanol
Terminalia — 25 g de material vegetal y 200 mL de etanol

Maguey — 50 g de material vegetal y 200 mL de etanol

Al tercer dia de maceracion, los extractos se filtraron y se recupero el disolvente con ayuda
de un rotaevaporador hasta sequedad. El disolvente recuperado de cada uno, se reutilizé para
continuar con la extraccion de cada planta. Este proceso se repitidé hasta cinco veces. Al

finalizar, los extractos obtenidos se guardaron en frascos (pesados y rotulados) hasta su uso.

2.2 Determinacion del contenido total de fenoles y flavonoides en los extractos vegetales
e Fenoles
Se utiliz6 el método de Folin-Ciocalteu. En un vial Eppendorff se agregaron 100 pL del

extracto de prueba a la concentracion de 1.0 mg/mL, 800 pL de agua desionizada y 100 puL
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del reactivo de Folin-Ciocalteu (2N). La mezcla se dejo reposar ocho minutos en la oscuridad,
seguido de la adicion de 50 pL de Na.CO. al 7.5 % en agua, se dejo incubar durante 1 hora
adicional en la oscuridad. Una vez terminado el tiempo, se determiné la absorbancia a una
longitud de onda de 760 nm. Este procedimiento se realizo por triplicado.

La cantidad de fenoles totales se calculd por comparacion del valor de absorbancia contra
una curva de calibracién de acido galico (12.5-300 pg/mL), que se realizo de la misma forma

antes descrita.

e Flavonoides

Se utiliz6 el reactivo de AICl3 y a la quercetina como compuesto de referencia. El contenido
de flavonoides totales se determina de la siguiente manera: En tubos o viales ambar, se
agregan 0.5 mL del extracto de prueba a una concentracion de 1 mg/mL y la misma cantidad
de AICls al 2 % en agua o etanol. Una hora después, se determina la absorbancia a una
longitud de onda de 420 nm.

Se realiz6 una curva de calibracion con quercetina (10-100 pg/mL) de la misma forma. Los
resultados fueron expresados como miligramos equivalentes de quercetina sobre gramos de

extracto en peso seco (mg EQ/g EPS).

2.3 Evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos

o Ensayo de decoloracion del radical DPPH
En una placa de 96 pozos, se mezclaron 100 pL. de los extractos objeto de estudio a diferentes
concentraciones (1.95 -500 pg/mL) con 100 pL de una solucién metanodlica de DPPH (0.28
mM). Se asignaron pozos con solo DPPH y el disolvente que se utilizaron para preparar las
muestras (blanco). La placa se dejo reposar 20 minutos en la oscuridad a temperatura
ambiente y posteriormente se leyo en un lector de ELISA a una longitud de onda de 517 nm,
todo se realizo por triplicado.
Se utilizé6 como control de comparacion al Trolox. Para ello, se realizé una curva (0.97 -500

Mg/mL) y se sigui6 el mismo procedimiento utilizado para las muestras.

e Ensayo de decoloracion del cation radical ABTS™
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La preparacion del radical se llevo a cabo 12 a 18 h antes de iniciar el ensayo, mezclando
cantidades iguales de dos soluciones, una de ABTS 7 mM y otra de persulfato de potasio
2.45 mM manteniéndolo en la oscuridad. Pasado este tiempo, se leyé una muestra (180 pL
X 3) en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 734 nm en placa de 96 pozos, la
solucion fue de color verde oscuro. De acuerdo a esta lectura, se realizé la dilucion necesaria
para obtener una absorbancia cercana a uno. A esta solucion se le llama, solucion de trabajo
(solucién verde esmeralda).

En una placa de 96 pozos se colocaron 20 pL de los extractos de prueba a diferentes
concentraciones (0-500 pg/mL) y 180 pL de la solucion de trabajo del radical ABTS™ en
cada pocillo, se asignaron pozos con solo ABTS" y el disolvente que se uso para preparar
las muestras (blanco). La placa se leyé de manera inmediata en el lector de ELISA a 734 nm
(T=0). Después, se dejo reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos en la oscuridad.
La placa se volvid a leer en el lector de ELISA a la misma longitud de onda de 734 nm
(T=10). Esto se realiz6 por triplicado.

Como control positivo se utilizo Trolox, realizando una curva de calibracion (0-500 ug/mL).
En ambas determinaciones, se calculd el porcentaje de atrapamiento de radicales con la

siguiente ecuacion:

Ac— A
ﬂf’ﬂ - T x100

Donde Ac es la absorbancia del blanco, Ap es la absorbancia del problema. Se reporta en %

de atrapamiento del radical correspondiente.
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3 Resultados

Extraccion del material vegetal por maceracion

Del proceso de extraccion con etanol del material vegetal de las especies objeto de estudio,
se obtuvieron los extractos correspondientes. Las cantidades, rendimientos y caracteristicas

fisicas, se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5 Caracteristicas de los extractos etanolicos de las especies medicinales de estudio

Especie Peso (g) | % rendimiento Aspecto
Color verde oscuro brillante con textura
Artemisia ludoviciana 44¢ 8.8%
espesa
Color verde oscuro brilloso con textura
Terminalia catappa 26¢g 5.2%
cremosa
Color verde oscuro opaco con textura
Tradescantia spathacea I.lg 4.4%
seca

Como se observa, el extracto de 4. ludoviciana presentd el mayor rendimiento, seguido del

de T. catappa y finalmente Tradescantia spathacea.

Cuantificacion de fenoles y flavonoides totales

Con respecto a la cuantificacion de fenoles y flavonoides, el extracto de hojas de 7. catappa
fue el que presentd el mayor contenido de fenoles totales y flavonoides. En el caso de las
otras dos especies, A. ludoviciana y T. spathacea, se cuantificaron cantidades menores pero
similares entre ellos de cada grupo de compuestos (Tabla 6).

Estos valores se obtuvieron, mediante la construccion de las curvas de calibracion con acido

galico y quercetina, respectivamente (Tabla 7).
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Tabla 6 Contenido de fenoles y flavonoides totales de los extractos etanélicos de las

especies medicinales de estudio

Fenoles totales

Flavonoides totales

Extracto
(mg EAG/g peso seco = D.E.) | (mg EQ/g peso seco + D.E.)
Artemisia ludoviciana 4.60 £0.52 4.079 +£0.29
Terminalia catappa 12.22 £0.65 16.88 £5.04
Tradescantia spathacea 3.32+0.44 7.34+ 0.94

Tabla 7 Gréficos de concentracion vs absorbancia de Quercetina y Acido galico para la

cuantificacion de fenoles y flavonoides totales.
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Cuantificacion de la capacidad antioxidante

En lo que respecta a la cuantificacion de la capacidad antioxidante, los resultados
demostraron una capacidad de moderada a pobre sobre los dos radicales de prueba (DPPH y
ABTS). El mas activo resulto ser el extracto de 7. catappa, sin embargo, fue 0.049 veces la
potencia del trolox (Tabla 8). Para A. ludoviciana y T. spathacea, su capacidad antioxidante
fue pobre.

Esto se calculd a través de la construccion de las curvas del antioxidante trolox y de los

extractos organicos. (Tabla 9)
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Tabla 8 Evaluacion de la capacidad antioxidante de los extractos etandlicos de las especies

medicinales de estudio.

Extracto

DPPH (Cls, pg/mL + ICos)

ABTS (CL, pg/mL £ ICos)

Artemisia ludoviciana

336.4 (318.3-354.7)"

388.5 (357.0-411.3)"

Terminalia catappa

62.59 (50.38-74.85) "

97.56 (92.35-102.9)

Tradescantia spathacea

843.9 (307-881.2%)

555.1 (508.0-609.1) "

Trolox

16.59 (14.62-18.56) *

82.43 (78.09-86.84)

*IC 95% (Intervalo de confianza al 95%)

Tabla 9 Graficos de concentracion vs absorbancia de Trolox y los extractos etandlicos de

las especies medicinales de estudio sobre la decoloracion de los radicales DPPH y ABTS.
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Terminalia cattapa
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DPPH ABTS
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4. Discusion

La DM es una enfermedad cronica con alta prevalencia a nivel mundial. Nuestro pais presenta
estadisticas alarmantes en cuanto a pacientes diagnosticados y, sobre todo, en aquellos que
viven con la enfermedad sin saberlo. !

El tratamiento farmacologico para esta enfermedad incluye el uso de agentes
hipoglucemiantes con distintos mecanismos de accion, destacando aquellos de primera
eleccion como la metformina, un agente sensibilizador de la accion de la insulina; o la
acarbosa, inhibidor de las enzimas que metabolizan a los carbohidratos de la dieta. No
obstante, su uso cronico resulta en efectos secundarios que provocan el abandono de la

medicacion por el paciente.®
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Dentro de los mecanismos de patogenicidad de la DM se encuentra un componente oxidante.
El estrés oxidativo se define como un desbalance entre la capacidad antioxidante y la cantidad
de moléculas oxidantes en el organismo, esto provoca cambios metabolicos que generan un
deficiente control de la glucemia y contribuye con la aparicion de diversas complicaciones
en el paciente diabético.” !0

Una alternativa que podria coadyuvar al control del estrés oxidante es el uso de plantas
medicinales ricas en compuestos polifendlicos. Estas sustancias han demostrado ser
excelentes atrapadoras de radicales libres, destacando los compuestos de tipo flavonoide.’
En este trabajo se prepararon extractos etandlicos de tres especies vegetales de amplio uso
en la medicina tradicional mexicana para tratar diversas enfermedades, destacando su uso en
el control de la DM. El estafiate (Artemisia ludoviciana), el maguey morado (Tradescantia
spathacea) y el almendro malabar (Terminalia catappa) son tres especies vegetales de uso
frecuente en nuestro pais para el control de la DM, las cuales poseen estudios sobre su
potencial hipoglucemiante, antihiperglucémico y antioxidante, algunas de ellas con estudios
desde el punto de vista mecanistico.® No obstante, resulta de interés evaluar el potencial
antioxidante y la cantidad de metabolitos secundarios de tipo fendlico de extractos de estas
especies vegetales para valorar el aporte de estas plantas al efecto global en el potencial

tratamiento de la DM2.

Los resultados respecto a los rendimientos en la preparacion de los extractos (Tabla 5)
incluyen valores en el intervalo de 4.4 al 8.8 %. En el caso de A. ludoviciana reportamos el
rendimiento mas alto (8.8%) que es muy parecido al reportado por Anaya-Eugenio (2014)
donde preparan diversos extractos de esta especie colectada en el sur de la Ciudad de México,
los autores incluyen la preparacion de un extracto acuoso con un rendimiento de 10.1 %.%4
Por su parte, Estrada-Soto (2012) reportd la preparacion de un extracto metanolico de una
colecta realizada en el Estado de Morelos, con un rendimiento de 15.4 %.% En lo que respecta
a T. catappa, en nuestro estudio se obtuvo un rendimiento del extracto de 5.2 %. En la
literatura se encuentran reportes de extractos de las hojas de la especie en Vietnam con
rendimientos del 19.14 % empleando metanol;?’ con un poco menos de rendimiento
Anuracpreeda y colaboradores (2016) en Tailandia, reportan el rendimiento de un extracto

etandlico de 7.82% preparado de las hojas.?® Finalmente, la extraccion con etanol de T.
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spathacea rindi6 4.4%. En el documento de Vo y colaboradores (2015) en la Reptblica de
Corea, reportan la preparacion de un extracto metanolico con un rendimiento de 10.71%.%°
Todo lo anterior evidencia el efecto del origen del material vegetal y el solvente usado en los

rendimientos obtenidos de los extractos, y por tanto, en la cantidad de compuestos fendlicos.

En cuanto a la cuantificacion de fenoles y flavonoides totales (Tabla 6), se obtuvieron valores
de cada uno de los extractos etanolicos de las especies de estudio empleando los métodos de
Folin-Ciocalteu y con AICL. En el caso de T. catappa, se report6 la cantidad de 12.22 + 0.65
mg EAG/g peso seco de fenoles totales y 16.88 = 5.04 mg EQ/g peso seco de flavonoides
totales. De acuerdo con el reporte de Annegowda (2011), en el cual realizaron una extraccion
mediante sonicacion usando etanol como disolvente a diferentes intervalos de tiempo y donde
el maximo rendimiento de la extraccion fue a los 60 minutos, los valores que obtuvieron de
fenoles y flavonoides fueron de 230.14 + 0.53 y 68.75 + 1.53 mg EQ/g peso,
respectivamente.”

Para el caso de 4. ludoviciana, se obtuvieron 4.60 + 0.52 mg EAG/g peso seco de fenoles
totales y 4.08 £ 0.29 mg EQ/g peso seco de flavonoides totales. En el reporte de Alfaro-
Jiménez (2025) los valores obtenidos para fenoles totales fueron de 87.70 + 2.42 mg EAG/g
extracto y de flavonoides totales 33.25 + 3.80 EQ/g extracto, en ese estudio se prepard un
extracto acuoso por medio de una decoccion.’” Con respecto a T. spathacea se obtuvieron
3.32 = 0.44 mg EAG/g peso seco de fenoles totales y 7.34 = 0.94 mg EQ/g peso seco de
flavonoides totales. De acuerdo al reporte de Russo (2017), en el cual realizaron una
comparacion de mezclas de diferentes solventes y partes de la planta como raices y hojas,
reportan una cantidad total de fenoles de 707.78 & 44.09 mg GAE/g en el extracto etanolico
de hojas de T. spathacea, ellos de igual manera emplearon el método de Folin-Ciocalteu.
Por otro lado, Reyes (2010) reportd un contenido de fenoles totales de 3010 + 20 mg EAG/L
en un extracto acuoso de hojas deshidratadas, empleando el mismo método de
cuantificacion.®® En el documento de Keng y colaboradores (2023) se reporta un contenido
total de fenoles de 20.3 + 3.1 EAG/g peso seco y flavonoides de 33.6 + 3.0 mg CE/g peso

seco, respectivamente. Estos autores prepararon un extracto con acetato de etilo.>
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Como podemos ver en todos los casos, los resultados nos sugieren que tanto el tipo de
disolvente con el que se realiza el extracto, asi como el origen de la planta son determinantes

en la cantidad de compuestos fenolicos cuantificados.

En lo que respecta a la cuantificacion de la capacidad antioxidante, se obtuvieron los
resultados presentados en la Tabla 8. Como podemos observar, 7. catappa fue la que presentd
una capacidad antioxidante mayor con valores de ClI, para la decoloracion de los radicales
DPPH y ABTS de 62.59 y 97.56 pg/mL, respectivamente. De acuerdo con el reporte de
Annegowda (2011) mencionado anteriormente, los valores que obtuvieron fueron 360.59 +
9.02 pug/mL para DPPH y 396.23 +9.71 ug/mL para ABTS,** mostrando que a pesar del bajo
rendimiento que se obtuvo, el potencial antioxidante de nuestro extracto fue mejor, lo que

coincide con la mayor cantidad de compuestos fenolicos cuantificados en la especie.

Para A. ludoviciana, se obtuvieron valores de Cl para el radical DPPH de 336.4 pg/mL y
de ABTS de 388.5 pg/mL, respectivamente. En el reporte de Trifan (2022) donde realizaron
una comparacion de cinco especies del género Artemisia, prepararon extractos metandlicos
de las partes aéreas de las plantas.*' Los valores reportados para A.vulgaris L. fueron de
139.56 + 3.19 (mg TE/g) para DPPH y de 173.86 + 3.66 (mg TE/g) para ABTS, en el caso
de A. annua L., fueron de 102.66 =2.15 (mg TE/g) para DPPH y de 134.36 + 2.28 (mg TE/g)
para ABTS, lo que sugiere que la especie de 4. ludoviciana, presenta una mejor capacidad

antioxidante que las otras dos especies mencionadas.

Con respecto a 7. spathacea, se obtuvieron los resultados de Cl para el radical DPPH y
ABTS de 843.9 y 555.1 ug/mL, respectivamente. Keng y colaboradores prepararon un
extracto con acetato de etilo como disolvente, obteniendo una Cl, de 288 + 36 pg/mL para
el radical DPPH.* En el documento de Cruz-Maldonado (2025) y colaboradores, probaron
un extracto acuoso obteniendo una Cl., de 4068.16 + 206.8 pg/mL para el radical ABTS.*¢
Esto sugiere que esta especie vegetal posee una capacidad antioxidante limitada, que depende
de los diferentes tipos de disolventes empleados para la preparacion de los extractos, asi como

el origen de esta especie vegetal.
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Por tltimo, se utilizé Trolox en ambos ensayos, con valores de Cl, (ug/mL) para ABTS de

82.43 y para DPPH de 16.59.

5. Conclusion
El presente proyecto tuvo como objetivo determinar el perfil antioxidante y cuantificar los

compuestos fendlicos y flavonoides totales de tres extractos etanolicos preparados a partir de
las partes aéreas y hojas de las plantas 7. spathacea, T. catappa y A. ludoviciana. Los
resultados obtenidos muestran que 7. catappa presentd la mayor concentracion de fenoles y
flavonoides totales, lo que correlaciona con su destacada capacidad antioxidante al
neutralizar los radicales DPPH y ABTS. Las otras dos especies poseen cantidades bajas de
compuestos fendlicos al igual que su capacidad antioxidante, lo que coincide con algunos
trabajos de la literatura especializada. Estos resultados respaldan su potencial terapéutico
como agentes antioxidantes en el contexto del estrés oxidativo relacionado con la diabetes

mellitus.
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