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RESUMEN

Las enfermedades crénicas no transmisibles son una de las principales causas de
mortalidad a nivel mundial, siendo la diabetes tipo Il (DM-I11), una de las principales. Varias
de estas patologias han sido relacionadas y vinculadas con el estrés oxidativo en los ultimos
40 afos.

La DM-II representa aproximadamente del 90 al 95% de todos los casos de diabetes
mellitus; es un trastorno metabdlico caracterizado por hiperglucemia cronica debido a
defectos o alteraciones en la secrecion o bien la accién de insulina. Uno de los problemas
secundarios mas graves de esta enfermedad es la aparicion de Ulceras o heridas en los
pies conocido como “pie diabético”, donde la amputacion es el principal tratamiento
quirurgico, por lo que la poblacién se ve forzada a buscar nuevas alternativas terapéuticas,
entre ellas la medicina tradicional, basada principalmente en las plantas medicinales.

En este sentido, una especie que ha llamado la atencion es la raiz de I. heterophylla,
comunmente conocida como liga o raiz del manso, esta especie se ha utilizado para el
tratamiento de diversos padecimientos, entre los cuales destaca el pie diabético, no
obstante, no hay la informacién cientifica disponible para avalar su actividad terapéutica.
Por ello en el presente trabajo se plante6 como objetivo el extraer y caracterizar
fitoquimicamente los extractos de esta raiz, con el propésito de relacionarlos con la
capacidad antioxidante de la misma, dado que existen numerosos trabajos en los cuales la
actividad antioxidante de un compuesto o planta se relaciona directamente con su actividad
biol6gica, ya sea antimicrobiana y/o hipoglucemiante, entre otras.

En el presente trabajo se obtuvieron extractos de la raiz de I. heterophylla, utilizando los
solventes hexano, diclorometano, metanol y agua. Los extractos obtenidos fueron
analizados para establecer un perfil fitoquimico de los principales metabolitos secundarios
contenidos en la raiz de la especie bajo estudio. Mediante una identificaciébn quimica
cualitativa para grupos funcionales especificos y cromatografia en capa fina, fue posible
registrar en los extractos la presencia de fenoles, flavonoides, saponinas esteroideas y
triterpénicas, taninos condensados, triterpenos, y glucésidos cardiotdonicos en especifico
sesquiterpenlactonas y alcaloides.

Por otra parte, se realiz6 la cuantificacion de los metabolitos con mayor presencia e
importancia en los extractos, siendo estos los fenoles, flavonoides, taninos condensados,
saponinas, azucares reductores y alcaloides. Los resultados obtenidos indican que el mayor
contenido de flavonoides fue encontrado en el extracto metandlico, conteniendo
188.81+0.13 mg EQ/g de extracto, seguido del extracto acuoso, con 180.93+0.04 mg EQ/
g de extracto. En el caso de fenoles el extracto acuoso present6 la mayor cantidad con
443.24+6.76 mgEAG/g de extracto. Para taninos condensados el extracto metandlico
presentd el mayor contenido con 224.36+5.36 mg EC/g de extracto. En el caso de las
saponinas, el extracto hexanico presenté el mayor contenido con 480.61+8.12 mgED/g de
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extracto. En alcaloides y azlcares reductores el extracto metandlico presentd mayor
cantidad con 10.12+0.71 mgEGram/ g de extracto y 130.67+2.00 mgEGIu/g de extracto
respectivamente.

Asi mismo, se efectué una separacion y analisis (UV-vis) para la identificacion de
compuestos fendlicos, el cual se realiz6 por cromatografia liquida de alta resolucion,
utilizandose un detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD). Encontrandose la presencia de
acido clorogénico, acido cafeico, hesperidina y epicatequina para el extracto metandlico y
acuoso.

Dentro de este mismo contexto y dado que el principal objetivo del presente trabajo fue
extraer compuestos con actividad antioxidante, se procedi6 a evaluar dicha actividad en los
diferentes extractos obtenidos. Para tal fin se emplearon las técnicas de DPPH y ABTS.

El extracto que presenté mayor porcentaje de inhibicién del radical DPPH fue el metandlico
con 93.31%, seguido de los extractos acuosos con un 90.93%, mientras que en el radical
ABTS™ se obtuvo un 99% de porcentaje de inhibicién, tanto para los extractos metandlicos
COmo acuosos, que comparados con otras raices con el mismo uso etnobotanico, la raiz de
I. heterophylla muestra mayor porcentaje de inhibicion, por lo que muy probablemente su
actividad farmacolégica puede estar basada en buen medida en la capacidad antioxidante
de los metabolitos secundarios que contiene, posicionando a este especie como una fuente
importante de compuestos antioxidantes naturales.
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ABSTRACT

Chronic noncommunicable diseases are one of the main causes of mortality worldwide,
being diabetes type Il (DM-II), one of the main. Several of these pathologies have been
related and linked to oxidative stress in the last 40 years.

DM-II represents approximately 90 to 95% of all cases of diabetes mellitus; is a metabolic
disorder characterized by chronic hyperglycemia due to defects or alterations in the
secretion or the action of insulin. One of the most serious secondary problems of this disease
is the appearance of ulcers or sores on the feet known as "diabetic foot", where amputation
is the main treatment, so the population is forced to seek new therapeutic alternatives,
among they traditional medicine, based mainly on medicinal plants.

In this sense, a species that has attracted attention is the root of I. heterophylla, commonly
known as the ligament or root of the meek, this species has been used for the treatment of
various ailments, among which the diabetic foot stands out, nonetheless, there is no
scientific information available to support your therapeutic activity. Therefore, in the present
work the objective was to extract and characterize phytochemically the extracts of this root,
with the purpose of relating them to the antioxidant capacity of the same, given that there
are numerous works in which the antioxidant activity of a compound or plant It is directly
related to its biological activity, whether it is antimicrobial and / or hypoglycaemic, among
others

In the present work extracts of the root of |. heterophylla were obtained, using the solvents
hexane, dichloromethane, methanol and water. The obtained extracts were analyzed to
establish a phytochemical profile of the main secondary metabolites contained in the root of
the species under study. By means of a qualitative chemical identification for specific
functional groups and thin layer chromatography, it was possible to record in the extracts
the presence of phenols, flavonoids, steroid and triterpene saponins, condensed tannins,
triterpenes, and cardiotonic glycosides in specific sesquiterpenectones and alkaloids.

On the other hand, the quantification of the metabolites with greater presence and
importance in the extracts was carried out, being these the phenols, flavonoids, condensed
tannins, saponins, reducing sugars and alkaloids. The results obtained indicate that the
highest flavonoid content was found in the methanolic extract, containing 188.81 + 0.13 mg
EQ / g of extract, followed by the aqueous extract, with 180.93 + 0.04 mg EQ / g of extract.
In the case of phenols, the aqueous extract showed the highest amount with 443.24 + 6.76
MgEAG / g of extract. For condensed tannins the methanolic extract showed the highest
content with 224.36 + 5.36 mg EC / g of extract. In the case of saponins, the hexane extract
showed the highest content with 480.61 + 8.12 mgED / g of extract. In alkaloids and reducing
sugars the methanolic extract showed a greater quantity with 10.12 + 0.71 mgEGram / g of
extract and 130.67 = 2.00 mgEGIu / g of extract respectively

Likewise, an analysis and identification of phenolic compounds was carried out, which was
done by high resolution liquid chromatography, using a diode array detector (HPLC-DAD).
Found the presence of chlorogenic acid, caffeic acid, hesperidin and epicatechin for the
methanolic and aqueous extract.

Xl



Within this same context and given that the main objective of this work was to extract
compounds with antioxidant activity, we proceeded to evaluate this activity in the different
extracts obtained. For this purpose, the DPPH and ABTS technigues were used.

The extract that reported the highest percentage of inhibition of the DPPH radical was
methanolic with 93.31%, followed by aqueous extracts with 90.93%, while the radical ABTS™
obtained a 99% percentage inhibition, both for methanolic extracts as aqueous, compared
with other roots with the same ethnobotanical use, the root of I. heterophylla shows a greater
percentage of inhibition, so that its pharmacological activity may very well be based in good
measure on the antioxidant capacity of the secondary metabolites it contains, positioning
this species as an important source of natural antioxidant compounds.
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CAPITULO |

INTRODUCCION



Las enfermedades cronicas no transmisibles son una de las principales causas de
mortalidad a nivel mundial, entre ellas las patologias mas importantes son la obesidad,
diabetes tipo Il, hiperlipidemia, envejecimiento prematuro, cataratas, carcinogénesis y
ateroesclerosis, las cuales en los ultimos 40 afos, han sido relacionadas con el estrés
oxidativo (Hybertson et al., 2011; Rivera et al., 2011). Sin embargo, el acceso de los
pacientes al sector salud en paises como México, no esta totalmente garantizado y a esto
se suma al costo de los medicamentos para el tratamiento de enfermedades. Por lo que el
uso de la medicina tradicional ha registrado un aumento a partir de 1990 en paises
desarrollados y subdesarrollados, lo que la posiciona como una importante alternativa para
la eliminacion de microorganismos potencialmente patégenos y para el tratamiento de
enfermedades cronicas no trasmisibles (OMS, 2013).

En México las plantas medicinales han sido utilizadas desde la antigiedad hasta el dia de
hoy por nuestros grupos étnicos, y actualmente constituyen una de las manifestaciones del
acervo cultural que nos legaron nuestros antepasados, a pesar de ser usadas como un
alternativa terapéutica no se encuentra disponible la informacién cientifica que la valide,
debido a que en la mayoria de los casos el conocimiento se transmite de generacién en
generacion, existiendo asi un vacio en el conocimiento exacto de la composicion quimica
de las plantas (Meyer et al., 1982).

Adicionalmente, existe un enorme interés por la conservacion de la naturaleza y la
busqueda de una vida mas natural combatiendo las principales enfermedades que aquejan
a la poblacion. Se ha estimulado la investigacién de nuevos compuestos quimicos con
actividad biologica, siendo el reino vegetal una fuente importante de nuevos agentes
farmacologicos, ya que poseen una gran diversidad de metabolitos secundarios. Por ello,
el estudio y la investigaciébn ayudan a comprender la bioguimica y fisiologia de los
organismos que los producen y su mejor aprovechamiento con fines farmacol6gicos
(propiciando asi que la caracterizacion e identificacién se realice con mayor exactitud y
rapidez con el desarrollo de mejores y nuevas herramientas, como técnicas
cromatogréficas, analiticas, etc.) (Willimason et al., 1996; Dominguez 1988).

El conocimiento de los constituyentes quimicos presentes en las plantas que son
consideradas medicinales, pero que se encuentran en regiones geograficamente distintas
y con condiciones ambientales diferentes (altura, suelo, temperatura y nutrientes) es muy
importante, ya que nos permite comparar los grupos fitoquimicos presentes que proveen la
actividad antioxidante en sus extractos y tener bases para su validacion cientifica (Avalos,
2014).

Tal es el caso de la raiz de lostephane heterophylla que forma parte de las plantas
medicinales mas utilizadas dentro de la zona norte del Estado de México como tratamiento
en primer instancia por una gran parte de la poblacién que padece alteracion clinica de
origen neuropatico inducida por la hiperglucemia (Pie diabético).

Por lo anterior, la finalidad del presente proyecto fue estudiar a las raices de I. heterophylla

siendo sometidas a un estudio fitoquimico para identificar sus compuestos con actividad
2



antioxidante, con el &nimo no solo de sustentar su uso popular sino también encontrar
posibles moléculas con potencial actividad farmacolégica que puedan resolver parcialmente
algunos de los problemas con que se enfrenta hoy la terapéutica.



CAPITULO I

MARCO TEORICO



2.1 ANTECENDENTES DE lostephane heterophylla

2.1.1 Generalidades

La especie lostephane heterophylla (Cav.) Benth. (Asteraceae) es comunmente conocida
en su zona geografica por los nombres comunes "escorcionera" o "manso” (incluyendo
"hierba de manso" y "raiz de manso") éste Ultimo se aplicd a inicios del periodo colonial,
aunque fue reconocido como morfolégicamente diferente de la escorzonera europea
utilizada en el tratamiento de picaduras de animales toxicos (Scorzonera hispanica L.)
(Hernandez, 1959; Nuez y Hernandez, 1994). Otros nombres comunes utilizados en una
base mas local son: "bauji" (Nayarit), "corsonera" (Sonora), "coyori® (Chihuahua),
"cuauhtolotlanenci" (Hidalgo), "cuatolotlanenzi", "gentiana de pais" (Michoacan), "hierba del
0s0" y "liga" (Estado de México), "tecpahtli”, "tlacopatli" (Jalisco), "tlalpopolote" y "zacapal"
(Morelos ) (Martinez, 1989, Villavicencio, 1995).

I. heterophylla es una hierba perenne de los bosques de pino-roble y roble de las montafias
(1.500 a 3.000 msnm) en el centro y norte de México, desde el norte en Chihuahua al sur
en Oaxaca. De las cuatro especies del género lostephane restringidas en México, este
taxdn tiene la distribucion biogeografica mas amplia, mientras que los otros taxones estan
limitados a regiones mas pequefas de la Sierra Madre Occidental o a las montafias de
Oaxaca y Chiapas. Perteneciente a la tribu Heliantheae y a la familia de las Asteraceae, es
bien conocida en la medicina tradicional mexicana. Esti asociada a matorrales xerdfilos,
bosques de encino y de pino (Mendoza, 2009).

2.1.2 Morfologia

La subscapiforme hierba perenne (Fig.1) tiene una raiz central en forma de un huso que
crece a mas de 45 cm de longitud y hasta 8 cm de ancho, y esta cubierta por cantos
corrugados longitudinales. La raiz da lugar al caudex erguido y arbolado, de 2 a 7 cm de
largo, desde donde crece la roseta basal de las hojas. Las hojas alternas miden hasta 40
cm de largo y 15 cm de ancho, son lineales-lanceoladas a ovadas en su forma, algunas
ampliamente lobuladas, cubiertas con pubescencia estriada y con peciolos ligeramente
alados. Florecen de 5 m a 15 dm de altura, y por lo general tiene una sola cabeza individual
(aunque se pueden encontrar hasta cinco cabezas adicionales en algunas hierbas). La
inflorescencia tiene de 2 a 3 filarios seriados, 15 a mas flores de disco amarillo (algunas
veces con lobulos purpuras) y 8 a 21 flujos de rayos uniseriados con ligulas de color blanco
a rosado de hasta 5 cm de largo y 15 mm de ancho (Mendoza, 2009).



Figura 1. lostephane heterophylla (Cav.) Benth. (Asteraceae)

Fuente: Propia

2.1.3 Etnobotanica

La raiz, fresca o seca, suele usarse con motivos medicinales en todo México para aliviar el
dolor de espalda y de los rifiones, el cataplasma se aplica topicamente al sitio del dolor.
Una aplicaciéon generalizada promueve la cicatrizacion de heridas en la piel y en llagas; el
cataplasma de la raiz fresca es usado como topico, mientras que la raiz en polvo o la raiz
gquemada es esparcida sobre el area afectada y vendada. Ademas es utilizada para aliviar
reumatismo Yy artritis por frotacion de una tintura alcohdlica o el extracto acuoso en las
articulaciones. En el centro de México, la decoccion de 20 g por cada 1.50 litros de agua de
I. heterophylla se bebe diariamente para tratar la diabetes, desordenes gastrointestinales y
padecimientos de higado y finalmente para la esterilidad como componente del complejo
cachana (Aguilar et al., 1993).

Por otro lado la raiz seca con el cuachalalate, el arnica, la yerba mora y la sircua constituyen
los ingredientes del té “Ulcero” el cual es popular en la ciudad de Chihuahua para curar
Ulceras estomacales (Bye, 1986); otros usos locales en Morelos incluyen el tratamiento de
los bafios post-parto en el "temascal” (bafios indigenas mexicanos). A su vez, la gangrena
fue curada usando polvo de la raiz tostada. En cambio en la zona norte del Estado de
México es utilizado para realizar lavados y cataplasmas a las Ulceras propiciadas por el pie
diabético (Martinez, 1989).

Esta especie (reportada por el nombre de Nahuatl "chipaoaciztic" o "hierba contraria a los
venenos") ha sido identificada en el periodo Colonial mexicano como un tratamiento efectivo
para las heridas, mordeduras y dolores, las cuales se tratan con el cataplasma o
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decocciones de las raices (Valdés y Flores, 1985). Normalmente la raiz se recoge de las
poblaciones silvestres durante la estacién seca después de que las hojas y los escapes se
hayan marchitado y antes del rebrote.

También se informan algunos usos no medicinales por ejemplo en el centro de México, las
raices frescas destilan una sustancia parecida a la resina, de color marrén rojizo, que los
cazadores de aves aplican a las ramas arboreas cerca de los agujeros para atrapar a los
pequefios pajaros cantores que mas tarde se venden en las ciudades. Los indios
tarahumara de Chihuahua usan la raiz como fuente de tinte vegetal para lana y pieles
curtidas (Aguilar et al., 1993).

2.1.4 Fitoquimica

Los estudios quimicos de las raices de |. heterophylla han identificado sesquiterpenos,
diterpenos, cumarinas, glucésidos y cromenos como los principales constituyentes (Tabla
1). Algunos de estos metabolitos mostraron diversas acciones biolégicas. El acido diterpeno
tragquio- banoico mostré una actividad antimicrobiana marginal frente a dermatofitos tales
como Trichophyton mentagrophytes y Microsporum gypseumy la levadura Candida
albicans (Aguilar et al. 2001). Este mismo compuesto mostré actividad citotéxica contra
células UISO-SQC-1. Ademas, el sesquiterpénico xanthorrizol mostr6 un efecto citotoxico
marginal frente a las células KB (Aguilar et al. 2001) y este Gltimo compuesto, asi como el
acido traqueibanoico y el glicésido de dihidroxi-xanthorrizol inhibieron la contraccién
inducida por tonicidad del Gtero de rata (Ponce-Monter et. al. 1999). El propio xanthorrizol
induce la relajacion independiente del endotelio de la aorta torécica de rata.

Tabla 1. Metabolitos secundarios aislados de la raiz de I. heterophylla

12,13-dihidro-12-hidroxi-13-en-

NOMBRE ESTRUCTURA REFERENCIA
o Aguilar et al., (1993)
Xanthorrizol
e
Aguilar et al., (1993)
OH

. |
xantorrizol /\l/L

OH

Aguilar et al., (2000)

OH

12,13-dihidro-12.13-epoxi-xantorrizol




Escopoletina

Aguilar et al., (1993)

12,13-dihidro-13-hidroxi-11-en-
xantorrizol

Aguilar et al., (1993)

12,13-dihidro-12,13-dihidroxi-
xantorrizol

Aguilar et al., (2000)
Bohiman et al., (1977)

8-hidroxi-6-acetil-2,
cromeno

2-dimetil-

Aguilar et al., (1995)

Acido traquiloban-19-oico

Aguilar et al., (1993)
Herz et al., (1983)
Bohlman et al., (1977)
Pyreck et al., (1970)

Acido  15a-angelolloxi-ent-Kaur-16-
en-19-oico

Aguilar et al., (1993)
Herz et al., (1983)

Bohlman et al., (1977)

Acido ent-beyer-15-en 19-oico

Oberti et al., (1980)
Henrick et al., (1964)

Acido ent-kaur-16-en 19-oico

Aguilar et al., (1993)




Ac. 15a-tigloiloxi-ent-Kaur-16-en-19-
oico

Aguilar et al., (1993)
Herz et al., (1983)
Bohlman et al., (1977)

16a hidroxi-ent-kaurano

Herz et al., (1983)

Acido 16a hidroxi-ent-kaur-11-en-19-
oico

Ohno et al., (1981)
Aguilar et al., (1993)
Herz et al., (1983)

Ester metilico del acido 16a hidroxi-
ent-kaur-11-en-19-oico

Aguilar et al., (1993)
Herz et al., (1983)

‘\
"COOCH3

2.2 COMPUESTOS QUIMICOS DE LAS PLANTAS

Las plantas medicinales se componen en su gran mayoria de metabolitos secundarios
llamados tambien principios activos, los cuales a través del metabolismo secundario se
sintetizan, estos principios activos se definen como “sustancias que se encuentran en las
distintas partes u 6rganos de las plantas y que alteran o maodifican el funcionamiento de
organos y sistemas del cuerpo humano y animal” (Pengelly, 1996).

Al paso de los afios la investigacion cientifica ha permitido descubrir una variada gama de
principios activos, de los cuales los mas importantes desde el punto de vista de la salud,
son los terpenos, saponinas, fenoles y acidos fendlicos, cumarinas, lignanos, flavonoides,
antocianinas, taninos, quinonas, alcaloides, entre otros, que son aislados y caracterizados
en los extractos vegetales crudos que “son mezclas complejas que estan constituidas por
cientos de estos compuestos” (Bruneton, 1991).

2.2.1 Metabolitos secundarios
2.2.1.1 Fenoles

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un grupo amplio de sustancias
guimicas, con estructuras, propiedades quimicas y actividad biolégica diferente,
englobando mas de 8,000 compuestos distintos (Martinez et al., 2000).




Gran parte de los compuestos fendlicos que se encuentran en la naturaleza poseen cierta
actividad biologica o farmacoldgica. La funcion de estos compuestos en las plantas es
diverso, se encuentran como precursores de compuestos de mayor complejidad o
interviniendo en procesos de regulacion y control del crecimiento de las plantas ademas de
servir como medio defensivo de las mismas. A su vez se ha demostrado que los
componentes fendlicos son los principales antioxidantes derivados de plantas. La actividad
gquimica de estos compuestos se ha comprobado en estudios de modelos in vitro para inhibir
la oxidacién (Barrera et al., 2004).

El método usado comunmente para determinar y cuantificar fenoles totales en alimentos es
el que emplea el reactivo de Folin-Ciocalteu. Este método se basa en la capacidad de los
fenoles para reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene
molibdato y tungstato sodico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando
complejos fosfomolibdico-fosfotlingsticos (Peterson, 1979). La transferencia de electrones
a pH basico reduce los complejos fosfomolibdico-fosfotlingsticos en 6xidos de tungsteno
(WgO23) y molibdeno (MogO23). Los cuales son cromdgenos de color azul intenso como
resultado de la reaccion (Fig. 2), siendo proporcional este color al nUmero de grupos
hidroxilo de la molécula (Julkunen, 1985).

PN A Reactivo de Folin
(W**, Mo®) color
amarillo

AR

i A
() ) </

‘\il‘ Reactivo de Folin
\) reducido (W™,
L

Mo*") color azul

Figura 2. Mecanismo de accion del reactivo de Folin-Ciocalteu (Llenera, 2011)

2.2.1.2. Flavonoides

Son compuestos polifendlicos con una estructura quimica de quince carbonos, con dos
anillos aromaticos y pueden presentar numerosos sustituyentes en su esqueleto (Fig. 3),
los tipos de flavonoides estan relacionados por una ruta biosintética comun, la que incorpora
precursores de las rutas del shiquimato y la acetato-malonato. Posteriores modificaciones
ocurren en varios estados, lo que resulta en la extension de la hidroxilacion, metilacion,
isoprenilacién, dimerizacion y glicosilacién, produciendo O y C-glicésidos (Lock et al., 2006)
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Figura 3.Esqueleto principal de los flavonoides (Lock et al., 2006)

Por lo tanto un componente muy comun en los flavonoides son carbohidratos que se les
encuentra naturalmente como glucésidos, tanto los azucares como los grupos hidroxilo
aumentan la solubilidad de los flavonoides, en cambio, otros sustituyentes, como los grupos
metilos y los isopentilos, causan que los flavonoides sean lip6filos (Crozier et al., 2008).
Ademas poseen excelentes propiedades de quelacién del hierro y otros metales de
transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante, a su vez se les han atribuido
efectos terapéuticos, tales como actividades cardioténica, antiinflamatoria,
hepatoprotectora, antineoplastica, antimicrobial, entre otros (Lock et al., 2006).

Generalmente se puede realizar métodos de identificacion cualitativos como: ensayo de
Shinoda, ensayo con Zn/HCI (Lock et al., 2006). Y para la cantificacion de flavonoides
totales se emplea el método reportado por Pekal et. al (2013), que se basa en la reaccion
formada por los iones de alumino con las estructuras generales de flavonoides formando
un complejo de coloracién amarrilla, esta reacciéon se lleva a cabo en dos etapas. 1. Los
grupos hidroxilo del anillo B de los flavonoides en las posisciones C2y C3” en presencia de
H.O, MeOH y acetato sufren una oxidacion convirtiéndose en carbonilos. 2. La presencia
de AICI; promueve cambios en el anillo B en C5” y el aluminio se coordina con oxigeno del
C4’y el carbonilo de C3".

2.2.1.3. Taninos

Los taninos son metabolitos secundarios polifendlicos de origen vegetal, masa molecular
relativamente elevada y con sabor astringente. Pueden encontrarse en todas las partes de
la planta, por ejemplo en tallos, madera, hojas, semillas y clpulas. Los taninos suelen
encontrarse en las vacuolas celulares, combinados con alcaloides, proteinas u otros
(Khanbabaee y Ree, 2002).

Los taninos, de acuerdo a Khanbabaee y Ree (2002) se puede clasificar de la siguiente
forma:

e Taninos Hidrolizables: Se hidrolizan por la accion de los acidos, bases o enzimas en
un azucar un polialcohol y un &cido fenolcarboxilico. Dependiendo del acido utilizado
se produce una subclasificacion, los galotaninos (acido galico) y elagitaninos (acido
elagico) (Fig. 4). Se conoce que no precipitan con soluciones de bromo y que al
reaccionar con FeCls; dan una coloracion azul.

e Taninos Condensados: Los Taninos condensados, son derivados de unidades de
flavan 3,4- dioles, conocidos como proantocianidinas condensadas (Fig. 4), al ser
tratados con Acidos a temperaturas altas se origina una polimerizacion progresiva
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hasta dar taninos amorfos o taninos rojos. Al reaccionar con FeCls se produce una
coloracién verde y precipita con soluciones de bromo.

Tannins
Gallotannins Ellagitannins Complex Tannins Condensed
Tannins
HO on H {OH)
“‘D OR o o i‘( {Catechin moiety) , “"V\I'OV
:’/' HOL o [y " on  fon o O Ao
/ , <
N Jor ij // Do S (\ Py . OH
O ® Ho SN0 (R /7 ~ S ) ¢S
~¢ RO Cuo oy R i e OH OH o |
Bs O-V,)j,ﬂ‘-' RO R »6\) oRHO' HO- 7O\ oy
PSS
A | . HOT ST oH )
HO -~ CH (G) OH R = Galloyl moiety (G) OH
OH o or other substifuents. Gatechin molety) »
1 2 3 4

Figura 4. Estructura quimica de los taninos (Khanbabaee y Ree, 2002)

Dentro de las propiedades farmacoldgicas reportadas de los taninos se destaca su
propiedad astringente, actuan como antidiarreicos, favoreciéndose esta actividad debido al
efecto antiséptico, se les atribuye propiedades vasoconstrictoras, ademas es conocida la
propiedad antioxidante, comportandose como captadores de radicales libres (Carretero,
2000).

2.2.1.4. Terpenos

Son la clase mas comin de compuestos quimicos que se encuentran en los aceites
esenciales, estdn formados de unidades de isopreno; dos unidades de isopreno
combinadas se denomina terpeno, se clasifican de acuerdo con el nimero de unidades de
isopreno: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpeno, triterepenaos y tetraterpenos (Fig. 5)
(Cuevas et al., 2016).

Terpenos
Monoterpeno (2)

yeraniol

Sesquiterpeno (3)
Farnesol

Diterpeno (4)

Triterpeno (€

Escualeno

Tetraterpeno 3
p-Caroteno

Figura 5.Estructura quimica y clasificacion de los terpenos (Cuevas et al., 2016).
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Los terpenos naturales se encuentran en plantas y animales en cantidades diminutas; se
les puede encontrar en raices, rizomas, tallos, hojas, flores, frutos y semillas, estos
desempefian un papel importante como reguladores del crecimiento de las plantas
(Breitmaier, 2006).

2.2.1.5. Alcaloides

Alcaloide proviene de la palabra “alcali” que significa “base”. Son bases organicas que
contienen uno o0 mas nitrégenos y que pueden estar como una amina o0 amida, los
nitrdgenos pueden conformar grupos funcionales distintos en la misma molécula y
generalmente provienen de los aminoédcidos, teniendo un intervalo de sus pesos
moleculares entre los 100-900 g/mol (Arango, 2008). La mayoria son incoloros, solidos
cristalinos, Opticamente activos, levorrotarios con excepcion de la cinconina y la
laudanosina (Shamsa et al., 2008), estos se encuentran presentes en todas las partes de
la planta (hojas, flores, frutos, semillas, cortezas y raices), tienen un papel defensivo contra
patégenos (Farran et al., 2017). Debido a su gran actividad biol6gica, han sido usados como
productos farmacéuticos, narcéticos y pociones (Crozier et al, 2008).

Para el estudio de éstos, se realizan pruebas cuali-cuantitativas, las técnicas cualitativas
mas empleadas se basan en la capacidad que los alcaloides tienen para formar sales; al
combinarse con el yodo y los metales pesados se forman precipitados. Los reactivos mas
comunes para detectarlos son: Dragendorff, Mayer y Wagner (Arango, 2008).

Para la cuantificacion se utiliza el método reportado por Shamsay et al. (2008), que consiste
en la formacion de un complejo de transferencia de carga alcaloide-verde de bromocresol
(Fig. 6) a un pH 4.7, que absorbe a 470 nm. Este método es sencillo, rapido, sensible,
requiere de un espectrofotdmetro de UV-Vis, el complejo obtenido es muy estable y es nula
0 escasa la interferencia por otros compuestos.

Cinconina protonada  Verde de bromocresol Complejo de transferencia idnica

Figura 6. Estructura propuesta del complejo de verde de bromocresol—cinconina (Rajendraprasad et
al., 2010).
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2.2.1.6 Saponinas

Su nombre proviene de la palabra latina “sapo” que significa “jabén”, esto debido a que han
sido utilizados como jabones durante muchos afios, son glucésidos de alto peso molecular,
su estructura consiste en un azlcar unido a un triterpeno o a una aglicona esteroide (Fig.
7) (Hostettmann y Marston, 2005).

La definicion clasica de saponinas se basa en su actividad ya que muchas tienen
propiedades detergentes, tienen actividad hemolitica, con sabor amargo; sin embargo estas
caracteristicas no son comunes en todas las saponinas (Hostettmann y Marston, 2005). Las
saponinas han sido utilizadas en muchos medicamentos y medicina ancestral,
especialmente en el continente Asiatico, por tal motivo existe gran interés para realizar
investigacion de sus propiedades farmacoldgicas y biolégicas (Hostettmann y Marston,
2005).

En su estructura tienen en comun la unién de una o0 mas cadenas de azucar al algicon,
existen tres tipos de saponinas: glucésidos triterpénicos, glucédsidos esteroideos vy
glucésidos alcaloides esteroideos; las saponinas monodesmosidicas tienen una sola
cadena de azlcar, las biodesmosidicas tienen dos cadenas de azlcar y las tridesmosidicas
tienen tres cadenas de azUcar (Hostettmann y Marston, 2005).

=] _\_;_!_33__" . --N._\_"d}:’.._v
/_ 12 T _ _r-lr-"""'i.':-._-_""
P Tk P
|‘ J& _ o [ ﬂ}___.a
L L | A
] L -
/j[ 'I E
e e HO e
Steroid class Steroid alkaloid class

Figura 7. Estructura de los tipos de saponinas (Hostettmann y Marston, 2005).

2.2.1.7. AzGcares reductores

Los azUcares reductores son aquellos azlcares que poseen su grupo carbonilo intacto, y
gque a través del mismo pueden reaccionar como reductores con otras moléculas
(Hernandez, 1997)
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Se pueden cuantificar usando &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), como producto de la
reaccién se forma un complejo amarillo (3-amino-5-nitrosalicilico) que se cuantifica por
espectrofotometria de absorcion. El método es selectivo porque el DNS reacciona
Unicamente con azucares reductores. Dado que la estructura de las saponinas esta
constituida por una aglucona (sapogenina) y una o varias cadenas de azucares, en este
método la saponina se hidroliza para separar la parte glucona (compuesta por azucares
simples de 1 a 5 unidades) de la sapogenina. Estos azlcares simples no pueden ser
hidrolizados a moléculas mas pequefias y pueden reaccionar como reductores con otras
moléculas (Hernandez, 1997).

2.2.1.8. Glucosidos cionogenéticos y cardiotonicos

Los glucésidos cianogénicos (GC) estructuralmente estdn formados por un azlcar, un
grupo ciano y un derivado carbonilico (aldehido o cetona). Casi todas las sustancias
ciandégenas son cianohidrinas unidas a un azlcar cuya hidrélisis enzimatica libera un
cianuro; este proceso también se conoce como cianogénesis (Ringuelet y Vifia, 2013).

La cianogenesis esta considerada como un mecanismo de proteccion de la planta contra
depredadores e inclusive herbivoros (llza y Pinotti, 2000). Estos principios activos tienen la
capacidad de almacenar nitrégeno reducido y azucar, utilizado en su metabolismo primario
cuando sea exigido (Zagrobelny et al., 2008).

La mayor parte de la cianogénesis se lleva a cabo por la hidrdlisis de la B-glucosidasa,
dando lugar a la produccién de azlcares y una cianhidrina que se degrada faciimente a
HCN con una cetona u aldehido (Serratos et al., 2008). La toxicidad de los glucosidos
cianogénicos se debe a la produccién de HCN, desencadenando procesos de intoxicacion
por cianuro y de varias enfermedades cronicas (Cressey et al., 2013). Este HCN es
altamente fitotoxico y alelopatico, inhibe la respiracion celular en plantas y animales e
interfiere en otros procesos intimamente relacionados con el crecimiento (Gonzalez y
Sotomayor, 2005).

Los glucosidos cianogénicos se clasifican en cuatro grupos en funcion de la estructura
quimica de la aglicona: 1) glucésidos derivados de la 2-hidroxi-2-fenilalanina o derivados
de ésta. Se trata de compuestos que tienen sustituyentes o grupos hidroxi o alquilo en el
anillo aromatico, como es el caso de la amigdalina. 2) glucésidos derivados de las agliconas
alifaticas saturadas. 3) glucésidos con la aglicona que contiene un doble enlace en posicién
alfa o beta al grupo nitrilo. 4) glucésidos con la aglicona aliciclica insaturada, como por
ejemplo la ginocardina (Valladolid, 2014).

Se conocen aproximadamente 25 glucosidos cianogénicos diferentes, de los cuales la
amigdalina, la durrina, la linamarina, la lotaustralina, la prunasina y la taxifilina son los de
mayor importancia en las plantas comestibles (Quiroga y Olmos, 2009)

Los cardioglucésidos, también llamados glucésidos cardiotdnicos, son sustancias de gran
importancia en la regulacion de la actividad cardiaca (en dosis infimas); ejemplo de los
glucésidos de la Digitalis purpurea. Debido a su estructura quimica, se dividen en
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cardendlidos (Digitalis purpurea, Adonis vernalis, Convallaria majalis) y butadienoles (raiz
del eléboro).

Medicinalmente, los cardioglucésidos son unas sustancias espectaculares en cuanto a su
eficacia en variadas afecciones cardiacas, en muchos casos son incluso insustituibles.
Poseen accidén ténica y fortalecedora del corazén, es decir, aumentan su fuerza contractil y
regulan su ritmo. Deben administrarse siempre bajo estricto control médico, ya que es
necesario dosificarlos adecuadamente (Valladolid, 2014).

2.2.1.9. Cumarinas

Las Cumarinas son lactonas insaturadas, cuyo heterodtomo es el oxigeno, son otra clase
de compuestos orgénicos del tipo CsCs, cuyo heterontcleo se denomina benzo 2-pirona o
benzo a-pirona y su formacion es clave en la sintesis de ciclacién de toda cumarina.Las
cumarinas pertenecen al grupo de los metabolitos secundarios sintetizados por la accién
del acido shikimico mediante el metabolito intermedio de la funcion metabdlica del acido
(Herrera et al.,2017).

Presentan un espectro UV caracteristico, influido fuertemente por la naturaleza y posicion
de los sustituyentes, que se modifica profundamente en medio alcalino. A la luz ultravioleta,
las cumarinas presentan fluorescencia variable, de azul a amarillo y a purpura, exaltada en
presencia de amoniaco, en general son sustancias fluorescentes, comunmente
fotosensibles. La mayoria de las cumarinas conocidas, se encuentran libres en las plantas
y con frecuencia en cualquiera de los 6rganos vegetales, desde raices hasta flores y frutos
(Herrera et al.,2017).

Debido a la gran variedad estructural de estas moléculas son muchas las propiedades
farmacoldgicas asociadas a dicho anillo, entre ellas la actividad antimicrobiana,
antiinflamatoria, antiespasmadica, antiviral, antihelmintica, antioxidante, o inhibidoras
enzimaticas. Hay que destacar también las aplicaciones de las cumarinas que actlan como
saborizantes, aromatizante, aditivos alimentarios y en perfumeria (Herrera et al,2017).

2.2.1.10.Antroquinonas

Las quinonas estan formadas por dicetonas insaturadas que por reduccion se convierten
en fenoles. De todos los compuestos que presentan una estructura quinonica destacan las
benzoquinonas (estructura derivada del benceno con un poco interes en farmacia),
naftoquinonas (estructura derivada del naftaleno, con poder antisptico de ahi su interes en
farmacia tanto en antibacteriano y antifungico), antraquinonas (su estructura deriva de del
antraceno y las 1,8-dihidroxi-antraquinonas tienen sus propiedades laxantes) y
fenantraquinonas (su estructura deriva del fenantreno). La estructura quimica de las
antraquinonas se caracteriza por el sisitema triciclico del antraceno, pero con el anillo
central mas o menos oxidado, lo cual permite diferenciar los distintos tipos de derivados
antracénicos.(Santa, 2009)
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Generalmente estan en forma de heterésido. Hay O-heterdsidos, C-heterdsidos e incluso
Oy C heterésidos a la vez. Si estan libres (genina libre), las antronas y antranoles se oxidan
facilmente a antraquinonas, por lo tanto las geninas antraquindnicas son solidos coloreados
(amarillo, anaranjados, rojizos) poco solubles en agua fria y mas solubles en agua caliente
y mezclas hidroalcoholicas. Son solubles en disolventes organicos y en alcoholes y les dan
color amarillo, asi como en soluciones alcalinas, tomando entonces un color rojo. Las que
tienen un grupo carboxilo se solubilizan en soluciones acuosas de bicarbonato de sodio
(Santa, 2009).

Son los componentes mas frecuentes entre el grupo de las quinonas vegetales. Las
antraguinonas son compuestos aromaticos con dos grupos cetona, frecuentemente en para
y en muy poco caso en orto (Fig. 8)

I AH - - .
1L =L 1 I J= I I ]
1] i » 3
|| H H
(%] H

Antraguinona Antrona IH Antranol

Oxantrona b - I
|antrano

Figura 8. Estructura general de una antraquinona, antrona, oxantrona, antrano y diantranol (Prado, 2015)

Las deteccion de antraquinonas se lleva acabo por medio de la reaccién de Borntrager.
Esta reaccion solo se da en las antraquinonas libres, que son solubles en un disolvente
organico (color amarillo) y si se le afiade una solucion acuosa de hidroxido de potasio, se
formara una capa de color rojo debido a las sales, desaparenciendo el color amarillo (Santa,
2009).

2.3 ANALISIS FITOQUIMICO

Valencia (1995) menciona que las sustancias que las plantas elaboran y acumulan en sus
tejidos son importantes desde varios puntos de vista, muchas poseen propiedades
farmacoldgicas y pueden utilizarse en la preparacion de medicamentos, sin embargo
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todavia hay un vacio en el conocimiento de la composicién quimica de algunas plantas, lo
que ha estimulado a la investigacion el aislamiento e identificacion de los metabolitos
secundarios, y en la actualidad se realiza con mayor exactitud y rapidez con el desarrollo
de mejores y nuevas herramientas en quimica analitica.

2.3.1 Aislamiento de metabolitos secundarios

El aislamiento de los metabolitos secundarios difiere del aislamiento de las macromoléculas
bioldgicas mas abundantes como las proteinas, acidos nucleicos y carbohidratos, debido a
que los metabolitos secundarios son moléculas mas pequefias y quimicamente mas
diversas, ademas de encontrarse en cantidades muy pequefias e inespecificas
dependiendo de la planta medicinal, por lo que los métodos de aislamiento son variados,
ya que las estructuras moleculares son distintas dependiendo del metabolito secundario
(Cannel, 1998).

2.3.1.1Extraccidn con solventes

La extraccién con disolventes, es la técnica de separacion de compuestos mas utilizada no
solo en los laboratorios de quimica sino también en las diversas industrias. La técnica
consiste en que a partir de una matriz sélida o liquida, aprovechando las diferencias de
solubilidad de los componentes de la mezcla, separarlos con un disolvente adecuado
(Cannel, 1998).

El primer paso de la extraccion es liberar y solubilizar los metabolitos secundarios a través
de la extraccién acuosa o con solventes. Esto procedimiento puede ser hecho por una serie
de extracciones, usando solventes de polaridad variable y creciente, los cuales actlan
como el primer paso del fraccionamiento de las moléculas presentes o bien usando un solo
solvente “universal” como el etanol, el cual disuelve la mayoria de los productos naturales
al mismo tiempo que los libera de la matriz celular (Cannel, 1998).

2.3.1.2 Ultrasonido

Dentro de las llamadas técnicas no convencionales se encuentran las tecnologias de fluidos
supercriticos (gas carboénico, agua entre otros), extraccidén asistida con microondas vy
extraccion asistida con ultrasonidos, los cuales buscan mejorar el rendimiento en la
extraccion de los compuestos de interés. En la actualidad las diferentes industrias han
incorporado con éxito la tecnologia de extraccion asistida por ultrasonido que combinada
con tecnologias convencionales o bien en aplicaciones especificas las relacionan con el
procesamiento, conservacion y extraccion de componentes de plantas (Azuola & Vargas,
2007).

El ultrasonido por definicién es un tipo especial de vibracién de onda de onda de sonido con
frecuencia mas alla de la audicibn humana (20000 Hz), es decir, a mas de 20 KHz, de
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acuerdo al centro sonoquimica de la Universidad de Coventry en el Reino Unido el
ultrasonido puede ser dividido en dos tipos:

1. Ultrasonido de sefial: conocido como ultrasonido de baja frecuencia; esta sefial
es afectada por los elementos que entran en contacto con ella, permitiendo de esta
manera obtener informacion acerca del producto, principalmente en el estudio de
sus propiedades reoldgicas.

2. Ultrasonido de potencia: conocido como ultrasonido de alta frecuencia; al haber
una frecuencia mas baja y una potencia mas alta logran producir cambios
fisicoquimicos en el medio a través de la generacion y subsiguiente colapso de
burbujas de cavitacion (fendmeno donde las ondas de sonido pasan a través de un
medio (solvente) generan procesos de compresion y expasion), significa que la
produccion, el crecimiento y el colapso de burbujas es debido a una gran cantidad
de energia que se puede producir a partir de la conversion de energia cinética de
movimiento que ocurre asimétricamente en la interfaces y golpes sobre la superficie
sélida. Para lograr el efecto antes mencionado se requiere de un medio liquido, un
genrador de energia y transductor (Azuola & Vargas, 2007).

Ahora bien normalmente los compuestos de interés en las plantas medicinales se
encuentran dentro de la célula, en la pared celular, citoplasma u organelos, para lograr su
extraccion de manera convencional con solventes no es facil y la eficiencia es baja, sin
embargo con la utilizacion del ultrasonido se superan estas dificultades debido a la accién
del ultrasonido que abre los poros en la pared celular y porque disminuye el tamafio de los
solutos, este mecanismo de extraccién asistida implica diferentes tipos de fenémenos
fisicos, a saber: a) facilita los procesos de hinchamiento e hidratacién entre el material
vegetal y el solvente, b) difusién a través de la pared celular y c) lavado del contenido de la
célula después de romper las paredes (Gonzalez et al., 2014).

El aspecto mas importante para una extraccion exitosa asistida por ultrasonido es
establecer valores apropiados para los parametros de extraccion relacionados con las
propiedades biol6gicas del material vegetal que se extraera. Considerando las principales
variables que se encuentran reportadas en otras investigaciones como son: temperatura,
frecuencia, potencia, tipo de solvente y tiempo de aplicacion de esta tecnologia para
obtener el maximo rendimiento de extraccion (Tobén, 2015).

2.3.2 Caracterizacion de metabolitos secundarios

2.3.2.1. Screening fitoquimico

El screening fitoquimico o tambien llamado tamizaje fitoquimico, es uno de los primeros
pasos que se realizan en una investigacion acerca de los principios activos de la planta
medicinal en estudio; el cual es un analisis cualitativo de los principales componentes
quimicos, este método nos permite una evaluacioén rapida, reproducible y con un costo muy
bajo (Sharapin, 2000).
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Para el screening fitoquimico se pueden utilizar muestras que pueden ser de diferentes
partes de la planta o bien de la parte especifica a estudiar, esta muestra puede estar en
varios tipos de solventes y mediante la adicién de los reactivos de reaccion provoqguen
cambios en las coloraciones, que dan una indicacion visual de la presencia de varios grupos
funcionales, debido a que el reactivo reacciona con un metabolito y se produce un
compuesto colorido (Cannel, 1998).

Existen técnicas para la deteccion de diversos grupos funcionales, los tipos de metabolitos
detectados de forma usal son: glucidos, las gomas, mucilagos, lipidos, ceras, cumarinas,
flavonoides, antoncianinas, leucoantocianos, antraquinonas, taninos, triterpenos, esteroles,
saponinas y alcaloides.

2.3.2.2. Espectrofotometria

La espectrofotometria es el método de andlisis Optico mas usado en el area de
investigacion. Es la medida de la cantidad de energia radiante absorbida por las moléculas
de una muestra en funcién de las longitudes de onda especificas, basandose en la Ley de
Beer-Lambert. Esta medicion también puede usarse para medir la cantidad de un producto
quimico conocido en una sustancia. El principio basico es que cada compuesto absorbe 0
transmite luz sobre un cierto rango de longitud de onda (Harvey, 1999).

2.4 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

2.4.1 Radicales libres

Un radical libre es una molécula quimica con un electrdn sin aparear; lo cual le convierte en
una molécula altamente inestable y reactiva; debido a esto puede provocar dafio a nivel
celular y ruptura homeostatica (Rubio et al., 2016).

Los radicales libres son producto del metabolismo normal; proceden de la respiracion,
también se originan por contaminantes ambientales y la radiacion; durante la reaccién en
cadena puede afectar a un millon de moléculas (Coronado, et al., 2015). A su vez en la
mitocondria se genera la mayor parte de radicales libres, debido a que estos son los
responsables del consumo de oxigeno por parte de la célula, causando el dafio oxidativo
(Hicks et al., 2006).

La vida de un radical es de microsegundos, pero en tan poco tiempo puede provocar un
enorme dafio a la molécula, membranas y tejidos celulares. Los radicales libres del oxigeno
presentan una funcion fisiolégica en el organismo, ya que participan en la fagocitosis,
favorecen la sintesis de colageno, favorecen la sintesis de prostaglandinas, activan
enzimas de la membrana celular. Existe un término que incluye a los radicales libres y a
otras especies no radicalicas, pero que participan en reacciones que conducen a la
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elevacion de los agentes prooxidantes y son las especies reactivas del oxigeno (EROS)
(Avello y Suwalsky, 2006).

Las principales especies reactivas del oxigeno son el: radical hidroxilo, peréxido de
hidrogeno, anion superoxido, oxigeno nitrico, peroxido; los principales radicales libres del
oxigeno pueden clasificarse en: radicales libres inorganicos o primarios, radicales libres
organicos o secundarios y los intermediarios estables (Venereo, 2002).

2.4.2 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un dafio potencial al organismo causado por las especies reactivas
del oxigeno (EROS) debido a la inestabilidad entre los sistemas oxidantes y antioxidantes
(Rubio et al., 2016). Existen tres niveles de afectacion al organismo los cuales son: crénico,
agudo e intenso; dependiendo del dafio estructural y la especie reactiva (Hicks et al., 2006).

El estrés oxidativo esta relacionado con el desarrollo de enfermedades degenerativas como
la aterosclerosis, diabetes tipo II, hiperlipidemia, envejecimiento prematuro, cataratas,
enfermedades cardiacas y cancer (Avello y Suwalsky, 2006).

2.4.3 Antioxidantes

Un antioxidante es una molécula quimica presente en bajas concentraciones cuya funcion
es evitar o disminuir la accién de los radicales libres; debido a que es una molécula
donadora de electrones que impide una reaccion de 6xido-reduccion (Llacuna y Mach,
2012).

Los antioxidantes se pueden clasificar por su estructura quimica y funcion biolégica, siendo
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos; asi mismo, existen dos tipos de antioxidantes:
los enddgenos y los exdgenos; los primeros que son propios del cuerpo y los segundos que
se los obtiene de alimentos, o bien han sido agrupados de acuerdo a su mecanismo de
accion en: primarios referidos como tipo | o cortadores de cadena (Chain breaking) y
secundarios o antioxidantes preventivos (Hicks et al., 2006).

Los antioxidantes primarios, debido a su naturaleza quimica, pueden actuar como
aceptores/eliminadores de radicales libres y retrasar el paso de iniciacién o interrumpir el
paso de la auto-oxidacion, ya que la mayoria de estos actian como cortadores de cadena
o interceptores de radicales son mono-o polihidroxi fenoles con diversas sustituciones en
los anillos aromaticos (Wanasundara y Shahidi, 2005).

Los antioxidantes secundarios son también clasificados como preventivos o tipo Il. Estos
ofrecen actividad antioxidante mediante varios mecanismos para disminuir la velocidad de
las reacciones de oxidacion. La principal diferencia con los primarios es que éstos no
convierten los radicales libres en moléculas estables, sino mas bien actian como agentes
quelantes, proveen oxigeno a los antioxidantes primarios, descomponen el hidroperéxido
en especies no radicales, desactivan el oxigeno singulete, absorben la radiacion UV o
actlan como secuestrantes de oxigeno. Es importante mencionar que los antioxidantes
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secundarios aumentan la actividad antioxidante de los antioxidantes primarios. Los &cidos
ascorbico, citrico y malico son ejemplos de algunos de antioxidantes secundarios
(Wanasundara y Shahidi, 2005).

2.4.4 Importancia de los antioxidantes de las plantas para la salud

El organismo posee sistemas de defensa contra la acciébn de los radicales libres
denominados antioxidantes, ellos pueden actuar: previniendo la formacion e interceptando
el ataque de especies reactivas al oxigeno, ayudan a la reparacién del dafio causado por
los radicales libres y transformando moléculas reactivas en menos reactivas (Llacuna y
Mach, 2012). También estan implicados en la prevencion de la formacion de la reaccion en
cadena secuestrando los radicales libres de iniciacion, en la unién a los iones metalicos
catalizadores y en la descomposicién de los productos primarios de oxidacion, ademas
previenen la unién de proteinas, la mutacién de ADN y dafio a tejidos (Shahidi, 2000; Han
et al.,2007)

Sin embargo la deficiencia de antioxidantes con lleva a un estrés oxidativo y como
consecuencia de ello, hay una serie de procesos patolégicos atribuibles razonablemente al
ataque de radicales libres, o bien al menos estarian implicados en algunas de sus fases o
secuencias bioquimicas. Son muchos los procesos patoldgicos implicados, entre ellos el:
Alzheimer, Parkinson, lesion cerebral hipertensiva, distrofia muscular, esclerosis multiple
cancer, degeneracion de la retina, infarto, envejecimiento y diabetes, esta Ultima en la
actualidad es una de las enfermedades con mayor nimero de pacientes en México.

En la diabetes mellitus los altos niveles de glucosa inducen la glicosilacién no enzimatica
de proteinas. Esta glicosilacion altera la estructura y la funcién de las proteinas. Es sabido
que la autoxidacién de azucares genera EROS. A concentraciones altas de glucosa, tipicas
de estados diabéticos, la produccién de EROS se incrementa en presencia de metales de
transicion. Pero el aumento de estrés oxidativo descrito en los diabéticos, no esta
Unicamente relacionado con la aceleracion en la produccién de EROS, sino también por la
disminucion de antioxidantes. La via del poliol es un posible mecanismo por el que la
hiperglucemia puede alterar la funcién y la estructura de las células afectadas ya que a
cierta cantidad de superéxido se produce, deliberadamente, por células como fagocitos
activados (neutréfilos, monocitos, macréfagos y eosindfilos) dando lugar a grandes
cantidades de superoxido, como parte de los mecanismos de defensa, del organismo, frente
a agresiones de diversa indole, tales como en las inflamaciones crénicas; pudiendo afectar
los mecanismos normales de proteccion dando lugar a una de las complicaciones mas
preocupantes como la del pie diabético (Elejalde, 2001)

Por ello hoy en dia se recomienda el uso de antioxidantes en enfermedades, mediante
terapias antioxidantes, diversos estudios han reportado que los antioxidantes parecen
prevenir o al menos disminuir el deterioro funcional organico originado por un exceso de
estrés oxidativo (Garcia et al., 2009). Asi mismo se ha incentivado a la busqueda de nuevas
sustancias naturales sin efecto toxico que reemplacen a los antioxidantes comerciales y de
amplia utilidad en las diferentes industrias desde alimentaria, cosmética y farmacéutica. Se
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han utilizado plantas medicinales como una fuente de obtencibn de metabolitos
antioxidantes, debido a que, sintetizan y acumulan en sus 6rganos gran variedad de estos
metabolitos como respuesta a estimulos o condiciones ambientales (Pareja et al., 2010),
con la capacidad de captar radicales libres, entre ellos los compuestos fendlicos,
carotenoides, vitaminas y compuestos nitrogenados.

Por tanto, es de vital importancia encontrar sustancias que contengan antioxidantes
naturales y de esta manera se pueda mantener el equilibrio entre oxidantes/antioxidantes
o0 incluso que esté a favor de los antioxidantes.

2.4.5 Determinacion de la actividad antioxidante

2.4.5.1 Medicién de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante no puede ser medida directamente, pero puede determinarse por
los efectos del compuesto antioxidante en un proceso de oxidacion controlado. De acuerdo
a Tovar, (2013), la medicion de una muestra oxidante, pueden usarse intermediarios o
productos finales para valorar la actividad antioxidante.

La actividad antioxidante de una muestra no puede ser determinada basandose solo en un
ensayo de prueba. En la practica se realizan muchos modelos de test in vitro para evaluar
la actividad antioxidante de la muestra de interés (Tabla 2); sin embargo, es necesario
considerar que los modelos presentan diferentes variaciones que puede dificultar un poco
la comparacién de los resultados entre un método y otro.

Con base a las reacciones quimicas, la gran mayoria de los ensayos para determinar de la
capacidad antioxidante pueden ser divididos en dos categorias:

(1) Ensayos basados en la reaccién por transferencia de atomos de hidrégeno (HAT)

(2) Ensayos basados en la reaccién por transferencia de electrones (ET) (Huang et al.,
2005).

Tabla 2. Clasificacién de los modelos de ensayo in vitro segiin su modo de reaccion ET o
HAT

ENSAYO CATEGORIA

Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS*") Ensayos basados
en la transferencia

1,1-difeneil-2-picril-hidrazilo (DPPH) de electrones (ET)

N,N- dimetilp -fenilendiamina (DMPD)
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Poder de reduccién antioxidante del hierro (FRAP)

Capacidad de reduccién antioxidante del cobre (CUPRAC)

Capacidad de absorcion del radical oxigeno (ORAC) Ensayos basados
en la transferencia

Inhibicién de la oxidacion del acido linoleico .
de atomos de

Inhibicién de la oxidacion de los lipido de baja densidad (LDL) hidrégeno (HAT)

Los ensayos basados en la transferencia de electrones (ET) involucran una reaccién redox
con el oxidante como un indicador del punto final de reaccién. La mayoria de los ensayos
basados en HAT monitorean una reaccion cinética competitiva, generalmente estan
compuestos de un generador de radical libre sintético, una prueba molecular oxidable y un
antioxidante. Los ensayos basados en HAT y ET fueron desarrollados para medir la
capacidad de atrapar radicales libres, en lugar de la capacidad preventiva antioxidante de
una muestra (Huang et al., 2005).

En los udltimos afios se han adoptado un amplio rango de ensayos espectrofotométricos
para medir la capacidad antioxidante de los alimentos, muestras biol6gicas y extractos
vegetales. Usualmente los ensayos antioxidantes in vitro utilizan un captador de radicales
libres y son relativamente sencillos de realizar. Entre los ensayos de captacién de radicales
libres, el método DPPH®* es el mas rapido, es simple (no incluye muchos pasos) y de menor
costo en comparaciéon con otros modelos. Por otro lado, el ensayo de decoloracién ABTS™
se puede aplicar a antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos (Alam et al., 2012). Por lo anterior,
estos dos métodos son los mas utilizados.

2.4.5.2 Ensayo DPPH?* (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo)

Este método fue propuesto por Blois (1958) en el cual se demostré por primera vez la
capacidad del radical libre DPPH* para aceptar un atomo de hidrégeno (H®) proveniente de
una molécula de cisteina.

La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) es conocida como un radical libre estable
debido a la deslocalizacion de un electrén desapareado sobre la molécula completa, por lo
cual la molécula no se dimeriza, como es el caso de la mayoria de los radicales libres. La
deslocalizacion del electron también intensifica el color violeta intenso tipico del radical, el
cual absorbe en metanol a 517 nm. Cuando la solucion de DPPH reacciona con el sustrato
antioxidante que puede donar un atomo de hidrégeno (Fig. 9), el color violeta se desvanece
(Tovar, 2013). El cambio de color es monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado
para la determinacion de los pardmetros para las propiedades antioxidantes. Después de
aproximadamente tres décadas este ensayo comenzé a utilizarse rutinariamente para la
caracterizacion de las propiedades antioxidantes. El procedimiento original para el ensayo
DPPH?* ha sido adoptado por muchos laboratorios y a pesar de que existen modificaciones
a conveniencia, una revision detallada de la literatura ha revelado que la mayoria de los
estudios estan basados en un tiempo de reaccion de 20-30 min en vez de un tiempo de
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reaccion total de 120 minutos requerido para alcanzar el estado estacionario y completar la
reaccion redox (Ojha et al., 2012).

NO, NO,
' A
0N N—N + A-H —— = O:N N—N + A

1,1-[‘ ifeniI-Z-picriIhidraziIo [radical |Ibr9] 1,1-difeniI-Z-picriIhidraziIo (I'ID radical]

Morado .
Amarillo

Figura 9. Reaccién del DPPH con el antioxidante (Martinez, 2007)

Los resultados del ensayo DPPH® se han presentado de diferentes maneras. La mayoria
de los estudios expresan los resultados como el valor de la concentracion maxima de la
media inhibitoria (ICso), definido como la cantidad de antioxidante necesario para disminuir
la concentracién inicial de DPPH al 50%. Este valor se calcula graficando el porcentaje de
inhibicion contra la concentracion del extracto. Para extractos de plantas o compuestos
puros el valor 1ICso cambia de acuerdo a la concentracion final del DPPH® usado (Deng et
al., 2011).

El ensayo DPPH tiene algunas desventajas que limitan su aplicacion, entre estas se
encuentran:

» La diferencia en el mecanismo de reaccidn que normalmente ocurre entre
antioxidante y radicales peroxilo.

» DPPH?"* es un radical del nitrégeno de larga vida, lo cual no guarda similitud con los
radicales peroxilo altamente reactivos y transitorios involucrados en la peroxidaciéon
lipidica. Muchos antioxidantes que reaccionan rapidamente con radicales peroxilo,
reaccionan lentamente o son inertes al DPPH® .Esto se evidencia en el tiempo
necesario para determinar el ICso que van en un rango de 1.15 min (acido ascérbico)
a 103 min (rutina).

» La reaccién cinética entre el DPPH* y los antioxidantes no es lineal con la
concentracion de DPPH*, por lo cual es arbitrario medir la capacidad antioxidante
usando ICso.

» Lareaccién de DPPH* con eugenol fue reversible (Vondet et al., 1997), lo que podria
resultar en falsas lecturas (bajas) para la capacidad antioxidante de muestras que
contengan eugenol y otros fenoles que guarden un tipo de estructura similar.

2.4.5.3. Ensayo ABTS*" (4cido 2, 2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-
sulfonico))

La generacion del radical ABTS®** constituye la base de uno de los métodos
espectrofotométricos que han sido aplicados para medir la actividad antioxidante total de
soluciones o sustancias puras y mezclas acuosas. El ensayo original de ABTS** estaba
basado en la activacion de la metilmioglobina con peréxido de hidrégeno en presencia de
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ABTS para producir un radical cation, en presencia o ausencia de antioxidantes. Este fue
criticado debido a que la reaccion rapida de los antioxidantes, contribuye a la reduccion del
radical ferrilmioglobina. Un formato méas apropiado para el ensayo consiste en la técnica de
decoloracién, en la cual el radical es generado directamente en una forma estable antes de
la reaccion con los antioxidantes (Re et al., 1999).

La técnica mejorada para la generacion del radical cation ABTS**, implica la produccion
directa del cromodforo ABTS**verde-azul a través de la reaccion entre ABTS vy el persulfato
de potasio (K2S20s). Este presenta tres maximos de absorcién a las longitudes de onda de
645 nm, 734 nm y 815 nm. La adicién de los antioxidantes al radical pre-formado lo reduce
a ABTS (Fig.10). De esta manera el grado de decoloracion como porcentaje de inhibicién
del radical catibn ABTS** esta determinado en funcién de la concentracién y el tiempo; asi
como del valor correspondiente usando el Trolox como estandar, bajo las mismas
condiciones.

2''s

S S03 + A
- Antioxidantes
0,8 S N=X e ————
>=N+ N K350,
~_/
|
CoHs

+
ABTS (732nm)
Azul

s 50,
~0,8 3 N=
>=N+\ /N
CZHE

N

|

C2H5

ABTs” (732 nm)
Incoloro

Figura 10. Estructura del ABTS++ antes y después de la reaccién con el antioxidante (Zuleta et al., 2009)
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CAPITULO I

JUSTIFICACION
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Las enfermedades cronicas no transmisibles son una de las principales causas de
mortalidad a nivel mundial entre ellas las patologias mas importantes son la: obesidad,
diabetes tipo Il, hiperlipidemia, envejecimiento prematuro, cataratas, carcinogénesis y
ateroesclerosis, las cuales en los ultimos 40 afos, han sido relacionadas con el estrés
oxidativo (Hybertson et al., 2011; Ramirez et al., 2011). Sin embargo, el acceso de los
pacientes al sector salud en paises como México, no esta totalmente garantizado y a esto
se suma el costo de los medicamentos para el tratamiento de las enfermedades. Por lo que
el uso de la medicina tradicional ha registrado un aumento en su consumo a partir de 1990
en paises desarrollados y subdesarrollados, lo que la posiciona como una importante
alternativa para la eliminacion de microorganismos potencialmente patégenos y para el
tratamiento de enfermedades crénicas no trasmisibles (OMS, 2013).

Esto se debe a que las plantas medicinales son una fuente importante de metabolitos
secundarios a los que se les atribuye su actividad farmacoldgica, siendo la actividad
antioxidante una de la mas estudiadas en la actualidad, debido a que el cuerpo expuesto a
diversos factores estresantes, entre ellos enfermedades, no es totalmente efectivo para
combatir los radicales libres y sus efectos devastadores en las células. Por lo que, es de
vital importancia consumir antioxidantes naturales para reducir el efecto de los radicales
libres.

Una de las plantas que puede ayudar a reducir los radicales libres y efectos en las células
es laraiz |. heterophylla, ya que con base en su uso y conocimiento etnobotanico, se puede
afirmar que esta planta posee una gran variedad de antioxidantes, sin embargo la
informacién cientifica disponible acerca de la raiz de I. heterophylla es escasa, por lo que
el realizar un estudio fitoquimico parcial de los extractos de la raiz enriquecera el
conocimiento fitoquimico que se tiene sobre dicha planta y validar que la raiz posee una
extensa gama de metabolitos secundarios con actividad antioxidante que propician su
actividad farmacoldgica.
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En diferentes especies vegetales, se ha identificado la presencia de compuestos con
actividad antioxidante como responsables del uso como coadyuvante en el tratamiento de
pacientes con pie diabético. lostephane heterophylla se emplea con este propésito, por lo
que potencialmente contendra altos niveles de compuestos antioxidantes que fundamenten
su uso en la medicina tradicional.
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OBJETIVOS

31



1. OBJETIVO GENERAL

Extraer y caracterizar parcialmente los compuestos con actividad antioxidante presentes en
las raices de lostephane heterophylla.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Evaluar el efecto de diferentes solventes sobre la extraccion de metabolitos con

actividad antioxidante presentes en las raices de lostephane heterophylla.

v' Realizar un tamiz o huella fitoquimica de los extractos obtenidos.

v' Determinar la concentracién de fenoles y flavonoides totales presentes en los
extractos obtenidos.

v' Evaluar la actividad antioxidante en los extractos obtenidos.
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MATERIALES Y METODOS
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6.1 DISENO EXPERIMENTAL

El presente proyecto de investigacion se llevd a cabo en las siguientes fases:

N
*Raiz de lostephane heterphylla
J
)
eLugar de colecta en el Estado de México y Puebla
eSiembra de la raiz en diferentes tipos de tierra para obtencidn de la planta
y,
h
eDesinfeccion de la raiz
ePreparacion de la muestra
y,
*Empleo de diversos sistemas de solventes para extraccidn y separacién de los )
compuestos de la raiz de lostephane heterphylla
y,
eReacciones colorimétricas )
eCromatografia en capa fina
eCuantificacién de metabolitos secundarios )
N
eMétodo de ABTS
eMétodo de DPPH
J
N
eAnalisis de identificacion de compuestos fendlicos por HPLC
J

:
V
V
s
v
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6.2 MATERIAL VEGETAL

6.2.1 Colecta

La raiz de I. heterophylla se recolecto en el municipio de Timilpan, Estado de México en
los meses de febrero- marzo de 2018, a su vez se trabajé con raices colectadas en el
municipio de Chignahuapan, Puebla en el afio de 2017.

6.2.2 Siembra

Las raices colectadas de |. heterophylla fueron sembradas en diversos tipos de sustrato,
tales como:

v" Tierra de monte

v" Tierra comun

v Arena

v' Tierra del sitio de colecta

La siembra de las raices colectadas fue con la finalidad de generar un espécimen vegetal
completo y adulto, del cual obtener flores, para realizar su determinacion taxonémica. Se
evaluaron los sustratos con el objetivo de favorecer de manera mas efectiva el desarrollo
de la planta.

6.2.3 Desinfeccién de laraiz

Para evitar la contaminacion del material vegetal se llevo a cabo un proceso de desinfeccion
que consté en sumergir las raices en un vaso de precipitado con suficiente cantidad de
agua para cubrirlas, posteriormente fueron lavadas con una solucién acuosa de detergente
comercial (1% p/v) (una vez) para eliminar los residuos de suelo adherido, se lavaron con
agua potable (tres veces), y finalmente se realizaron dos enjuagues con agua destilada.

6.2.4 Preparacion de la muestra

La raiz se fragment6 en trozos pequefos, se pesaron en una balanza analitica (peso fresco,
PF), posteriormente se realiz6 el secado de las muestras en estufa de conveccién a 58°C
durante 3 dias, al término del proceso se determiné el peso de la raiz (peso seco, PS). Los
datos registrados fueron empleados, para calcular el contenido de agua en la muestra.

Las raices secas se pulverizaron con ayuda de un mortero, posteriormente la muestra se
hizo pasar por un tamiz (Screens for CD-1, 40 mesh, Sigma Aldrich), con la finalidad de
obtener un tamafio de particula uniforme. Las muestras tamizadas se almacenaron en
frascos ambar a temperatura ambiente hasta su posterior utilizacion.
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6.3 OBTENCION DEL EXTRACTO
6.3.1 Extraccion secuencial

Las extracciones se realizaron de forma secuencial a partir de 20g de raiz seca y
pulverizada de I. heterophylla usando solventes con polaridad creciente, iniciando con
hexano, diclorometano, metanol y finalmente agua.

A 20g de muestra, se le agregaron 200 mL de solvente, la mezcla se mantuvo en agitacion
durante una hora (175 rpm), bajo una temperatura de 40°C. Al termino del proceso, la
mezcla se sometié a bafio ultrasénico (Shanghai Kudos Ultrasonic instrument co.) a 40 °C
por 40 minutos a una potencia de 53 Hz y frecuencia de 100%, al finalizar la extraccion
ultrasonica, la mezcla se filtr6 al vacio. El extracto se almacen6 en frascos ambar a
temperatura ambiente, la biomasa residual se someti6é al mismo procedimiento con cada
uno de los solventes restantes (diclorometano, metanol y agua), generandose un total de 4
extractos: hexénico, diclorometéanico, metandlico y acuoso (Fig.11).

Los extractos obtenidos con hexano, diclorometano y metanol fueron sometidos a presion
reducida con ayuda de un rotavapor, con la finalidad de reducir el volumen de los
respectivos solventes. Finalmente, los extractos fueron liofilizados, haciéndose lo mismo
con el extracto acuoso. Los extractos fueron recuperados, pesados, pulverizados y
almacenados en frascos &mbar hasta su posterior uso y analisis.

Muestra de raiz seca 'y
pulverizada

_____________ e

] Filtracion al vacio

Extracto hexanico * Biomasa recuperada

Filtracién al vacio Extracto
diclorometanico *

Biomasa recuperada

v

Filtracién al vacio
Extracto metandlico * } Biomasa recuperada

Filtracion al vacio

*Agitacion 175 rpm/40°C/40 min
*Bafio ultrasénico 40 min/40°C/53 Hz/ 100% potencia Extracto acuoso *

Figura 11. Proceso de extraccion de los compuestos de la raiz de I. heterophylla
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6.4 SCREENING FITOQUIMICO

6.4.1 Pruebas colorimétricas

Con la finalidad de establecer el perfil fitoquimico de los principales compuestos
constituyentes de la raiz de I. heterophylla, se procedi6 a analizar los extractos obtenidos
Cada uno de los extractos fueron sometidos a diferentes pruebas colorimétricas para
determinar la presencia de los siguientes compuestos y biomoléculas: compuestos
triterpenicos y esteroidales, saponinas, flavonoides, cumarinas, alcaloides, taninos,
gludsidos cardioténicos, derivados antracénicos libres (Tabla 3).

Para la realizacion de las pruebas se tomaron 25mg de cada uno de los extractos liofilizados
y se analizaron de acuerdo con las técnicas y procedimientos reportados en la bibliografia
dependiendo el compuesto a buscar (Anexo 1).

e Alcaloides: reactivo de Dragendorff, reactivo de Wagner, reactivo de Mayer
(Dominguez,1973).

e Saponinas: prueba de espuma, reactivo de Rosenthaler, reactivo de Lierbermann-
Burchard, Efecto hemolitico. (Enriquez,2015).

e Flavonoides: reactivo de Shinoda concentrado, Pew's y NaOH. (Piantzi, 2017;

Enriquez, 2015).

e Glucosidos cianogéneticos: reactivo de Grinard (Piantzi, 2017).

e Glucosidos cardiotonicos: reactivo de Baljet, reaccion de Keller Kiliani, reactivo de
Lierbermann-Burchard, reactivo de salkowski (Piantzi, 2017).

e Derivados antracénicos libres: reaccién de Borntraeger (Piantzi, 2017).

e Fenoles: soluciéon de cloruro férrico. (Galindo, 1989).

e Taninos: solucién de cloruro férrico, solucién de gelatina 1%, solucién de albumina,
solucidn de acetato de plomo. (Enriquez,2015; Garcia et al., 2009).

e Cumarinas volétiles: prueba del papel filtro con NaOH al 5% (Dominguez,1973;
Garcia et al., 2009).

Tabla 3. Pruebas cualitativas para la identificacién de metabolitos secundarios en la raiz de

I. heterophylla.

COMPUESTO REACTIVO RESULTADO POSITIVO
DRAGENDORE Precipitado color rojo anaranjado y en general
amorfos
ALCALOIDES WAGNER Precipitado floculento color marrén.
MAYER Precipitado amarillento amorfo o cristalino
La prueba se considera positiva si la altura de la
ESPUMA iy .
espuma es mayor a 5 mm después de 15 minutos.
SAPONINAS ROSENTHALER Sgponmgs trlterpenlca§ (colo.r wol/etg)
Diferencia entre saponinas triterpénicas y
LIEBERMANN- esteroidicas Las triterpénicas dan coloracién rosada,
BURCHARD naranja, rojo, purpura; las esteroidicas dan coloracion
azul o verde
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Reportar si hay o no hemdlisis, la cual puede ser total

HEMOLISIS o parcial.
COLESTEROL SALKOWSKI Coloracion amarilla- rojo sangre
SHINODA La apariciéon de colores amarillo, naranja, rosado, rojo
CONCENTRADO | o violeta es prueba positiva
Betaninas- Amarillo a un color ambar o verdoso
FLAVONOIDES ; Antocianos- Azul a verde
PEW'S - . .
Dihidrochalconas, flavononas- rojo o café
Dihidroflavonoles- rojo purpura al rojo cereza
NAOH Color amarillo o naranja

CUMARINAS

PAPEL FILTRO

Fluorescencia amarilla bajo luz UV

TRITERPENOS

LB

La aparicién de colores rojo, rosa, verde purpura y
azul en la interfase

BALJET

Coloracién roja, naranja-roja o violeta

KELLER KILIANI

Coloracion verde

GLUCOSIDOS — .
CARDIOTONICOS |18 La aparicion de color verd_e, azuI—V(_ar_dosos o el vire
de color rojo azul se considera positivo
SALKOWSKI Coloracién amarillo-rojo sangre
DERIVADOS La coloracion rojiza en fase acuosa indica la
ANTRACENICOS |BORNTRAEGER |presencia de antraquinonas
LIBRES
FENOLES FeCls Rojo-vino=compuestos fendlicos en general
Verde intensa= taninos tipo pirocatecolicos
FeCls Azul= taninos tipo pirogalotanicos
CA(OH)2
TANINOS ALBUMINA Aparicién de precipitado
PB(C2H302)2
GRENETINA

HEMOAGLUTINACION

Parcial o total

6.4.2 Cromatografia en capa fina

Con base en la informacién obtenida en las pruebas colorimétricas se realiz6 la
cromatografia en capa fina para confirmar la presencia de los metabolitos, utilizando placas
de aluminio recubiertas de gel silice 60F;s2 Merck, empleando diferentes sistemas de

elucion:

v Hexano-Acetato de etilo (80:20) usado para los compuestos de baja a intermedia
polaridad presentes en el extracto hexanico y diclorometanico

v' Diclorometano-MeOH (80:20) con 100uL de acido acético glacial y Diclorometano-
MeOH (60:40) con 100uL de acido acético glacial: utilizado para los compuestos de
intermedia a mayor polaridad presentes en el extracto metandlico

v' Acetato de etilo-MeOH-AcOH-H,0 (2.5:1:0.3:0.250): utilizado para los compuestos
de mayor polaridad presentes en el extracto acuoso
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Las placas se revelaron con reveladores especificos previamente establecidos en las
referencias bibliograficas (Tabla 4). La preparacion de los reveladores utilizados se escribe
con detalle en el anexo 2.

Tabla 4. Reveladores para cromatografia en capa fina en la identificacion de metabolitos
secundarios en la raiz de I. heterophylla

MANCHAS
METABOLITO REVELADOR TRATAMIENTO CARACTERISTICAS
AICl3 Irradiar con luz UV ; ;
FLAVONOIDES 2 366 nm Fluorescencia amarilla 'y
Citrobdrico azul aluz UV a 366nm

SAPONINAS,
TERPENOIDES E
ISOPRONOIDES

Vainillina/H>.SO4

Primero asperjar
con vainillina la
cromatoplacay
después con
H2SO4

Calentar a 100°C
por 5-10 minutos

Liebermann-
Burchard

p-anisaldehido

Asperjar la
cromatoplacay
calentar a 100°C

Por 5-10 minutos

Terpenoides

Manchas rosadas,
purpuras

Esteroidicas
Manchas azul-verdosas

Algunas pueden dar
coloracion amatrilla

Dragendorff Asperjar la )
cromatoplaca y Manchas color marrén o
ALCALOIDES observar anaranjado intenso
Wagner inmediatamente el
resultado
Aspejar la
cromatoplaca
P y Color azul negruzco en
observar el
resultado caso de que se trate de
FENOLES Y Cloruro férrico eneralm’ente no taninos pirogalotaninos
TANINOS 1% 9 . o color verde en caso
requiere .
. se trate de taninos
calentamiento o
condensados
calentar
suavemente
CUMARINAS Y N Calentar Rojo en el visible para
Borntraeger

ANTROQUINONAS

suavemente hasta

antroquinonas
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que el color
aparezca
Asperjar la
GLUCOSIDOS Baliet cromatoplacay Coloracion roja, naranja
CARDIOTONICOS ) observar el rojiza o violeta
resultado
ALCOHOLES, Asperjar la
ALDEHIDOS, cromatoplaca y Manchas de color
COMPUESTOS KMnO410% | esperar unos amarillo
INSATURDOS, segundos a que
AMINAS Y aparezcan las
SULFOXIDOS manchas
Asperjar la
cromatoplacay
ACTVIDAD DPPH esperar unos puntos amarillos en un
ANTIOXIDANTE segundos a que fondo violeta
aparezcan las
manchas
COMPUESTOS H,SO. 5% ?rScJF:sgfc: I; ca Manchas color café o
ORGANICOS 2504 970 placay 1 \erdes
calentar a 100°C

Fuente: Harbome et. al (1973); Wagner et. al (1984) y Hellmut et. al 1990

6.4.3 Cuantificacién de metabolitos secundarios

6.4.3.1 Flavonoides totales

La determinacién de Flavonoides se realiz6 mediante el método establecido por Pekal y
colaboradores (2014) con algunas modificaciones, se utiliz6 como patrén una solucién de
quercetina (0.2 mg/mL). Para la curva de calibracion se utilizaron concentraciones de 0.04,
0.08, 0.12, 0.16, 0.2 mg/mL.

El procedimiento para llevar a cabo la reaccién es el siguiente: en tubos de ensaye se
agreg6 un volumen conocido de cada una de las diluciones de la curva patron y de la
muestra problema (extractos), 375 uL de AICI; al 2% y 375 uL de agua destilada, se agito
vigorosamente en el vortex, se dejo reposar durante 10 minutos a temperatura ambiente en
obscuridad. Leer absorbancia a 425 nm en un espectrofotdmetro (Thermo Scientific-
Genesis 10S UV-VIS). Para la preparacion de la muestra se realiza una solucion 5 mg /mL
de extracto liofilizado disuelto en EtOH al 98%

Con las mediciones realizadas para las diluciones de quercetina, se realizd una curva de
calibracion, cuya ecuacion ayudo a determinar la concentracion de flavonoides totales, la
cual fue expresada en miligramos equivalentes de quercetina por gramo de extracto (mg
EQ/g extracto) (Anexo 3).
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6.4.3.2 Fenoles totales

La determinacién de Fenoles Totales se realizd por el método de Folin-Ciocalteau descrita
por Trejo (2010) con algunas modificaciones, utilizando como patrén una solucion de &cido
galico (0.1mg/mL).

Para la curva patron se utilizaron soluciones de &cido galico a diferentes concentraciones:
0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.1 mg/mL. Como blanco se utilizé agua destilada.

Para la determinacion en las muestras, se tomo6 una alicuota de 200 uL del extracto obtenido
disuelto en MeOH (5 mg/mL). Se colocaron en tubos de ensaye las soluciones de acido
galico, se agregd 100uL del reactivo de Folin-Ciocalteu, 200 uL de carbonato de sodio
anhidro 14% p/v y 1500 uL de agua destilada, se homogenizaron y se dejaron reposar una
hora a temperatura ambiente y en obscuridad. Leer absorbancia a 765 nm en un
espectrofotdmetro (Thermo Scientific- Genesis 10S UV-VIS).

Con las mediciones realizadas para las diluciones de acido gélico, se realizé una curva de
calibracién, cuya ecuacion ayudd a determinar la concentracion de fenoles totales la cual
fue expresada como miligramos equivalentes de acido géalico por gramo de extracto (mg
EAG/g extracto) (Anexo 3).

6.4.3.3 Taninos condensados

El método utilizado para la cuantificacion de taninos fue el descrito por Piantzi (2017), para
lo cual se prepararon las siguientes soluciones: solucién estandar de catequina 2 mg/mL,
HCI al 8%, vainillina al 1% y reactivo de vainillina 1%/HCI 8%.

A partir de la solucion de catequina (2mg/mL), se realizaron las siguientes diluciones: 0.4,
0.8,1.2,1.6, 2 mg/mL.

Cada dilucion se calent6 en bafio Maria por 20 min a 30°C, se tomaron 400 pL de cada una
dilucién y se adicionaron 2 mL del reactivo de vainillina, la mezcla se coloca nuevamente
en bafio Maria por 20 minutos a 30°C, se mezcla para leer en el espectrofotémetro (Thermo
Scientific- Genesis 10S UV-VIS) a una absorbancia a 550 nm.

Para la preparacion de la muestra y blanco se disuelven en HCI 1% se colocan a bafio
maria 20 min a 30°C y se trata de igual forma que las diluciones.

Con las mediciones realizadas para las diluciones de catequina, se realizd una curva de
calibracién, cuya ecuacion ayudd a determinar la concentracién de taninos condensados,
fue expresada en miligramos equivalentes de catequina por gramo de extracto (mg ECat/g
extracto) (Anexo 3).

6.4.3.4 Saponinas totales

Se adapté la técnica de Baccou y colaboradores (1977), asi como la propuesta por Piantzi
(2017) para llevar a cabo la cuantificacion espectrofotométrica de saponinas totales.
Utilizando una solucion estandar de 0.5 mg/mL de diosgenina (98%) en MeOH (80%).

A partir de la solucion de diosgenina se realizaron 5 diluciones: 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 mg/mL.
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Para efectuar la reaccion se agregaron 0.25 mL de solucién de vainillina al 8% y 2.5 mL de
acido sulfurico al 72% a cada una de las diluciones del estandar (0.25 mL), cada mezcla de
reaccién se realiz6 por triplicado. Las mezclas fueron incubadas durante 15 min a 60 °C. Al
finalizar el periodo, se colocaron en bafio de hielo durante 4 min para detener la reaccion.
Luego se procedio a leer en el espectrofotometro (Thermo Scientific- Genesis 10S UV-VIS)
cada una de las diluciones y las muestras problema (extractos) a 544 nm.

Para la determinacion en las muestras problema, se tomaron 250 L del extracto y se realizo
el mismo procedimiento descrito para las diluciones.

Se obtuvo una curva de calibracién, cuya ecuacion ayudo a determinar la concentracion de
saponinas totales en el extracto, la cual fue expresada en miligramos equivalentes de
diosgenina por gramo de extracto (mg EDiosg/g extracto) (Anexo 3).

6.4.3.5 Azucares reductores

La cuantificacién de azucares reductores se basé en la técnica de Rojas y colaboradores
(2015), el principio de la técnica radica en que los azucares reductores poseen un grupo
carbonilo libre, un hemiacetal que le confiere la caracteristica de poder reaccionar con otros
compuestos.

Se utilizé una solucién estandar de glucosa (0.05 mg/mL). A partir de esta solucién se
prepararon por dilucién las siguientes concentraciones: 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 mg/mL.

Para las soluciones patron, blanco y muestras, se mezclan 0,5 mL de la solucién de &cido
3,5-dinitrosalicico (DNS), se calientan hasta ebullicion por 5 min en bafio de Maria e
inmediatamente se detiene la reaccion con bafio de hielo y agua. A cada solucion se le
agrega agua destilada, se agita, dejando en reposo por 15 min, y finalmente se lee la
absorbancia de la mezcla, a una longitud de onda de 540 nm en un espectrofotbmetro
(Thermo Scientific- Genesis 10S UV-VIS).

Para calcular concentracién de azucares reductores en las muestras se utilizé la ecuaciéon
de la curva de calibraciéon. La concentracién de azucares reductores, fue expresada en
miligramos equivalentes de glucosa por gramo de extracto (mg EGlu/g extracto) (Anexo 3).

6.4.3.6 Alcaloides

El procedimiento analitico utilizado fue el reportado por Shamsa y colaboradores (2008),
gue da lugar a la formaciéon de un complejo de transferencia de carga alcaloide-verde de
bromocresol, susceptible de una determinacion espectrofotométrica a 470 nm. En el
procedimiento se utiliza una solucién estandar de gramina 0.1 mg/mL. A partir de la solucion
estandar se tomaron volimenes: 0.4, 0.6, 1,1.2, 1.5, 2 mL, a los cuales se les anadi6
Na;HPO.4 a pH 4.7, BCG (1x10*) y CHCl; realizando una extraccion cloroférmica. Se sigue
agregando consecutivamente a la muestras CHCIs por triplicado, hasta obtener un volumen
10 mL. Para la preparacion de los extractos se tomaron 0.5 mg del extracto y se adicionaron
gotas de HCI 2N y posteriormente fue filtrado. Se tomé 1 mL de esta solucién y se trat6 de
la misma forma que las soluciones.
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La absorbancia del complejo formado y disuelto en cloroformo se mide a 470 nm, con los
valores de las absorbancias y las concentraciones de gramina en se hace la curva de
calibracién. La concentracién alcaloides fue expresada en miligramos equivalentes de
gramina por gramo de extracto (mg EGra/g extracto) (Anexo 3).

6.5 Determinacién de la actividad antioxidante

6.5.1 Método DPPH

La determinacion de la capacidad antioxidante se realizé por el método de DPPH descrito
por Williams y colaboradores (1995) con algunas modificaciones. Para la curva patron se
utiliz6 una solucion stock del acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
(TROLOX; 0.0008 moal/L) y se realizaron diluciones para llegar a concentracione de 0.0001
a 0.0008 mol/L.

Se tomaron 100 pL de cada muestra y se les afiadié 3.9 mL de solucion del radical DPPH
(0.039 mg/ml). Todas las reacciones se homogenizaron y se dejaron en reposo por 30 min
en obscuridad. Se midi6 la absorbancia a 515 nm en un espectrofotémetro. Como blanco
se utiliz6 MeOH.

La actividad antioxidante se expres6 como porcentaje de inhibicién lo cual corresponde a
la cantidad del radical DPPH neutralizado por el extracto (Anexo 4).

6.5.2 Método ABTS

Se utiliz6 la metodologia descrita por Lopez y colaboradores (2010) con ligeras
modificaciones. Se prepard una solucién stock de ABTS (7 mM) y una solucién de persulfato
de potasio (140 mM), de estas soluciones se tomaron 5 mL y 88 pL de solucién,
respectivamente. La nueva mezcla, se almacend en un frasco ambar y se dejo reposar en
refrigeracion durante 12 horas.

Transcurrido el tiempo se midi6 la absorbancia, haciendo diluciones en metanol hasta
obtener una absorbancia de 0.74 a 734 nm. Para la cuantificacion de la muestras se
tomaron 100 pL y se les adicion6 3 mL de la solucion ABTS.

Para la curva patrén se prepararon soluciones de TROLOX en concentraciones de 0.01 mM
hasta 0.8 mM y se realizé el mismo procedimiento que para las muestras. Todas las
reacciones se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad,
posteriormente se midio la absorbancia a 734 nm en un espectrofotometro (Anexo 4). Como
blanco se utilizo la solucion de ABTS con absorbancia de 0.74
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6.6 Analisis de los compuestos fendlicos por HPLC-DAD

La preparacion de la muestra se llevé a cabo utilizando 0.5 mg de cada uno de los extractos,
los cuales fueron resuspendidos en 2 mL de acetonitrilo (ACN) grado HPLC. Las muestras
fueron agitadas en el vortex por 3 minutos, posteriormente se filtraron y almacenaron en
viales debidamente etiquetados.

Este analisis se llevd a cabo en un sistema de HPLC (HP 1100 HPLC-DAD (Agilent
Technologies Inc.)) el cual se encontraba equipado con un automuestreador, un sistema de
bomba binaria y un detector de fluorescencia (Agilent Technologies Inc.), empleando un
software Agilent ChemsStation. La separacién cromatografica se realizé con una columna
ZORBAX Eclipse XDB-C18 4.6x 150 mm, 3.5 um, con una temperatura de columna de
60°C.

La separaciéon cromatografica se llevé a cabo inyectando 10 uL de extracto utilizando (A)
Acido formico 0.2%, con un flujo de 1mL/min en un tiempo total de corrida de 30 minutos.
Las condiciones del gradiente fueron como se describe a continuacién: 3 min (A) -90% y
(D)-10%; 6 min (A)-85% y (D)-15%; 9 min (A)-80% y (D)-20%; 12 min (A)-70% Yy (D)-30%;
25 min (A)-50% y (D)-50%; 30 min (A)-100% y (D)-0%; Las detecciones se realizaron a 290
nm, 253 nm, 349 nm, tanto para fendélicos como para flavonoides. Los compuestos fenélicos
fueron identificados usando estandares comerciales de &cidos fendlicos como &cido
siringico, acido cafeico, acido clorogénico, acido trans-cinamico, acido trans-ferdlico; y para
flavonoides: apigenina, catequina, epicatequina, rutina, naringenina, hesperidina,
kaempferol. Todas las muestras fueron preparadas y analizadas por duplicado
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CAPITULO VI

RESULTADOS Y DISCUSION
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7.1 Determinacién taxonémica

La especie vegetal utilizada para este trabajo fue identificada como lostephane heterophylla
(Cav.) Benth por el Dr. Luis Isaac Aguilera Gémez, responsable del Herbario de la Facultad
de Ciencias de la Universidad Autbnoma del Estado de México (Anexo 5).

7.2 Obtencidon de extractos

El procedimiento y estrategia a utilizar en la extraccion de los metabolitos de interés es
importante porque esto condiciona los compuestos blanco para ser extraidos de la planta
en estudio (Tiwari y col, 2011). El uso de un sistema de solventes permite la extraccion
adecuada de los metabolitos, por ello los solventes utilizados en este trabajo fueron hexano,
diclorometano, metanol y agua en orden creciente de polaridad, permitiendo asi la
extraccion secuencial de metabolitos secundarios presentes en la raiz de |. heterophylla de
acuerdo a su polaridad. Se trabajé con especimenes de la especie colectadas en dos
diferentes estados de la Republica, en Timilpan, Estado de México y Chignahuapan,
Puebla.

La extraccion realizada fue asistida por ultrasonido, la cual se ha reportado que es una
estrategia que ha demostrado ser efectiva, ya que los rendimientos obtenidos son mayores
con respecto a las técnicas “convencionales” (Mijangos, 2010). Cuando se realizan
extracciones asistidas por ultrasonido sobre materiales liquidos y sélidos, las cuales vibran
por la accién de la onda ultrasénica, como resultado se logra que el compuesto de interés,
pase de la fase sélida al solvente, de esta manera se favorece la difusion del soluto hacia
el solvente al existir una mayor area de contacto y por lo tanto se favorecen los gradientes
de transferencia (Tobdn, 2015).

Una vez concluido el proceso de extraccién, los extractos obtenidos fueron concentrados y
liofilizados, lo que permitié calcular los rendimientos de extraccion (Tabla 5). Los
rendimientos mas altos fueron obtenidos utilizando agua destilada como solvente,
independientemente del sitio de procedencia del material vegetal, registrandose 15.27% y
15.17% para Puebla y Timilpan, respectivamente. Mientras que los rendimientos obtenidos
al utilizar diclorometano como solvente fueron los mas bajos, 1.06% para Pueblay 1.26 %
para Timilpan. De acuerdo a los rendimientos de extraccién se puede suponer que las
muestras de raiz de |. heterophylla, tienen una composicion alta de compuestos polares y
en menor proporcion compuestos no polares. En términos generales, Puebla es el sitio de
colecta que tiene mayor influencia en el rendimiento de extraccion.
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Tabla 5. Rendimientos de extraccion, empleando diferentes solventes, en las raices de I.
heterophylla de dos sitios de colecta.

TIPO DE SITIO DE RERRALS IENTE
EXTRACTO COLECTA (%)
H T 7.79+0.042°
P 8.91+0.078'
D T 1.26£0.057°
P 1.06£0.049°
M T 11.74+0.064°
P 12.95:0.049°
T 15.17+0.042°
A P 15.27+0.035°

A: Extracto acuoso, D: Extracto diclorometanico, H: Extracto hexanico, M: Extracto metandlico, P: Puebla y T: Timilpan. Los
datos mostrados son el promedio de dos repeticiones + DS. Valores con letras distintas en superindice denotan diferencias
significativas con la prueba LSD (p<0.05)

Con base en lo anteriormente discutido, se puede establecer que los principales
componentes presentes en la raiz de |. heterophylla son de elevada polaridad, demostrando
gue la polaridad del solvente puede afectar el rendimiento del extracto (Assis, 2017).

7.3 Screening Fitoguimico
7.3.1 Pruebas colorimétricas

Los extractos obtenidos fueron sometidos a una serie de analisis cualitativos con la finalidad
de determinar la presencia de los posibles metabolitos (grupos funcionales) presentes en
la raiz de I. heterophylla. Los resultados obtenidos se resumen en las tabla 6.
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Tabla 6. Andlisis cualitativo de los extractos hexanico, diclorometanico, metandlico y acuoso de raiz I. heterophylla de dos sitios de colecta

EXTRACTO HEXANICO EXTRACTO DICLOROMETANICO | EXTRACTO METANOLICO EXTRACTO ACUOSO
METABOLITO REACTIVO TIMILPAN PUEBLA TIMILPAN PUEBLA TIMILPAN PUEBLA TIMILPAN PUEBLA
Dragendorf - - - - - - - -
ALCALOIDES Wagner - + + - + - + -
Mayer - - - - - - - -
Espuma - - - - - - +++ +++
SAPONINAS Rosenthaler +++ +++ ++ ++ ++ ++ + +
LB +++ +++ +++ ++ + + + +
O e IR NS I NS R RN R
:z:inc(;::rado j } + + + +t +t ++
FLAVONOIDES Pews + + + + ++ ++ ++ ++
NaOH - - - - + + + +
CUMARINAS Papel filtro - - - - - - - -
TRITERPENOS LB +++ +++ ++ ++ + + + +
Baljet + + + + + + + +
GLUCOSIDOS Keller Kiliani - - - - - - - -
CARDIOTONICOS LB + + + + + + + +
Salkowski + + + + - - - -
DERIVADOS ANTRACENICOS LIBRES Borntréeger - - - - - - - -
FENOLES Cloruro férrico - - - - ++ ++ +++ +++
Cloruro férrico - - - - ++ ++ +++ ++ +
Ca(OH). - - - - ++ ++ +++ +++
Albumina - - - - ++ ++ +++ +++
TANINOS
Pb(C2Hs02)2 - - - - ++ ++ +++ +++
Gelatina - - - - - - - -
Hemoaglutinacion - - - - + + - -

Prueba negativa (-); Prueba positiva (+/ ++/ +++)
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Con base en los resultados obtenidos se puede establecer que el extracto metandlico y
acuoso presentan una mayor diversidad de metabolitos secundarios con la presencia de
fenoles, flavonoides, esteroles y metil esteroles, saponinas esteroideas vy triterpénicas,
taninos condensados, triterpenos, alcaloides y glucésidos cardiotonicos, en especifico
sesquiterpenlactonas. Estas Ultimas, de acuerdo a lo reportado por Seaman (1982), se
encuentran generalmente en las plantas de la familia Asteraceae, familia a la que pertenece
I. heterophylla.

Por otra parte, los metabolitos que fueron extraidos con hexano son en su mayoria acidos
grasos y aceites esenciales, esto debido a la polaridad de dichos compuestos, no obstante,
también se pudo determinar la presencia de triterpenos, alcaloides de baja polaridad y
agliconas. El hecho de observar reacciones positivas para flavonoides, esteroles, alcaloides
y saponinas triterpénicas y esteroidales en los extractos hexanicos, puede deberse a dos
situaciones, la primer es que realmente se hayan extraido pequefias cantidades de dichos
compuestos o bien que se obtuvieron falsos positivos generados por la presencia de grupos
funcionales con los que los reveladores utilizados reaccionen dando una coloracion positiva.
Por ejemplo, es probable que dentro de los compuestos extraidos con el hexano, haya
compuestos con hidrogenos acidos, que reaccionen con el complejo de triyoduro del
reactivo de Wagner dando la coloracién caracteristica al precipitado como si se tratase de
la presencia de alcaloides. Por otra parte, el reactivo de Pew que se utiliza para flavonoides
actla interaccionando con el grupo carbonilo de los flavonoides al coordinarse con el zinc,
sin embargo, los acidos grasos también poseen grupos carbonilo que pueda coordinarse
con el zinc presente en el reactivo dando asi un resultado falso positivo (Matamoros, 2013).

Los metabolitos que se pudieron determinar en el extracto diclorometanico fueron:
alcaloides, terpenoides, saponinas esteroideas y triterpénicas. El diclorometano es utilizado
de manera particular para la extraccion selectiva de terpenoides (Tiwari y col., 2011), por lo
que no es extrafio que este tipo de compuestos resulte ser el mas abundante en el extracto.

Los reportes en la literatura sobre analisis fitoquimicos aplicados a raices de I. heterophylla,
han evidenciado la presencia de triterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, cumarinas,
glucdsidos y cromenos (Aguilar et. al, 1993), estos resultados concuerdan con los obtenidos
en el presente trabajo. Por otro lado, los resultados reportados por Rios (2000), afirman la
ausencia de taninos condensados, en contraste, en el presente estudio se demostro la
presencia de dichos compuestos por la prueba de cloruro férrico al 10% (Enriquez, 2016).

Las pruebas desarrolladas son de caracter cualitativo y presuntivo, no cuantitativo. Los
resultados aqui presentados, dependen de la proporcién en la que se encuentren presentes
para poder ser determinados. Por ello aunque se obtuvieron resultados negativos en
algunos casos, no es posible asegurar que estos metabolitos no se encuentren presentes,
sino gque es probable que su concentracion sea tan baja que no fue posible determinarlos.

7.3.2 Andlisis cromatografico de los extractos

Con la finalidad de corroborar la presencia de algunos de los metabolitos encontrados en
los extractos obtenidos, estos fueron analizados por cromatografia en capa fina.
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En el caso de los terpenos, las placas cromatogréficas obtenidas permiten observar como
fueron arrastrados diferentes compuestos, cuyas coloraciones resaltan al ser reveladas las
placas con el reactivo de Lieberman-Burchard (Fig. 12). Las diferentes coloraciones se
deben a los diferentes grupos funcionales presentes en los muchos tipos de terpenos
existentes, esto se debe a que la presencia de dobles enlaces conjugados o adyacentes a
un grupo hidroxilo, asi como la fusién y numero de ciclos presentes en la estructura de los
terpenos, estos influyen sobre la eficiencia de la reaccion del reactivo. Este resultado
sugiere la presencia de varios tipos de terpenos en los extractos puesto que la coloracion
va de un rosa, violeta y morado e incluso verdes o azules. Por lo anterior, podemaos afirmar
que el andlisis cromatografico efectuado para la identificacion de terpenoides, arrojo
resultados positivos, corroborando lo observado en las pruebas colorimétricas descritas en
la subseccion 7.3.1.

Figura 12. Placas cromatograficas de los extractos; revelador: Lieberman-Burchard. A: Extracto acuoso, D: Extracto
diclorometénico, H: Extracto hexanico, M: Extracto metandlico, P: Puebla y T: Timilpan.

Con respecto al analisis cromatografico de saponinas, los cuatro diferentes extractos dieron
positivo a la presencia de éstas (Fig. 13), lo cual corrobora los resultados obtenidos en las
pruebas colorimétricas realizadas (Tabla 6).

La principal diferencia entre las saponinas y los terpenos es que estas Ultimas se
encuentran unidas a uno o mas carbohidratos. Sin embargo, existen dos tipos de saponinas
las cuales se identifican dependiendo la coloracién. En las saponinas triterpénicas la
estructura es un triterpeno pentaciclico y como resultado de la reaccién con la vainillina/
H.SO, da coloraciones rosa, morada y violeta. Mientras que las saponinas esteroidales son
generalmente triterpenos tetraciclicos presentando ademas un nucleo espirostano y estas
dan coloraciones azules y verdes. Los colores obtenidos en las cromatoplacas son
resultado de la reaccién entre la vainillina y los productos de degradacion de la aglicona, se
detectaron las saponinas de tipo triterpénico y esteroidal, siendo las mas predominantes las
de tipo triterpénico en los extractos de hexano y diclorometano; en el caso de los extractos
metandlicos se pueden observar ambos tipos de saponinas aunque en menor intensidad.
En el extracto acuoso solo fueron detectadas saponinas esteroideas debido a las
coloraciones verdosas/azules (Fig. 13-A).
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Para identificar este mismo grupo de compuestos, fue utilizado como revelador el reactivo
p-anisaldehido/H.SO4dando coloraciones similares a las obtenidas con vainillina/H2S0O4 al
obtenerse coloraciones amarillas-rosadas para los extractos de hexano y diclorometano lo
cual corresponde a saponinas de tipo triterpénico y esteroidal. Sin embargo, en los extractos
metandlicos las saponinas de tipo esteroidal son mas predominantes debido a la coloracion
verde, y por Ultimo los extractos acuosos presentan coloraciones verdes y moradas
teniendo la presencia de saponinas triterpénicas y esteroidales (Fig. 13-B).

Figura 13. Placas cromatogréficas de los extractos; reveladores: A) Vainillina/H,SO,y B) p-anisaldehido. A: Extracto acuoso,
D: Extracto diclorometanico, H: Extracto hexanico, M: Extracto metandlico, P: Puebla y T: Timilpan.

Respecto a los flavonoides, los extractos con hexano y diclorometano no presentaron
fluorescencia al aplicar los reveladores de AICI; y el reactivo citrobérico, en cambio los
extractos metandlico y acuoso presentaron fluorescencia color amarilla-verdosa, lo cual
indica la presencia de flavonoides como: flavonas, flavonoles, flavanonas, flavononoles e
isoflavonas por poseer el grupo carbonilo y el grupo hidroxilo en la posicién 5, los cuales
forman complejos con aluminio (Fig. 14-A) y el acido bdrico (Fig. 14-B), dando fluorescencia
a 365 nm.

Figura 14. Placas cromatograficas de los extractos; reveladores: A. AlCl;y B. Reactivo citroborico. A: Extracto acuosoy M:
Extracto metandlico, P: Puebla 'y T: Timilpan.
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Por otra parte se utilizo el revelador de Cloruro férrico dando resultado positivo para taninos
condensados en los extractos metandlico y acuoso, con una coloracion verde (Fig. 15). Esta
respuesta se debe al ataque producido por el idn cloruro al hidrégeno del grupo hidroxilo
provocando una ruptura de enlace y la unién del grupo fendxido al hierro (formacién de
complejo).

Figura 15. Placas cromatograficas de los extractos; revelador: Cloruro férrico. A: Extracto acuosoy M: Extracto
metanodlico, P: Puebla y T: Timilpan.

También se corrieron placas cromatograficas para determinar la presencia de alcoholes,
aldehidos, compuestos insaturados, aminas y sulféxidos, utilizando como revelador KMnO4
al 10% (p/v). Los resultados observados (Fig. 16) son positivos, debido a la presencia de la
coloracion amarilla. Existe una mayor cantidad de este tipo de compuestos en los extractos
de hexano y diclorometano (Fig. 16-A), seguido del extracto metandlico (Fig.16-B)y acuoso
(Fig. 16-C).

Figura 16.Placas cromatogréaficas de los extractos; revelador: KMnO, 10%. A: Extracto acuoso, D: Extracto diclorometénico,
H: Extracto hexanico, M: Extracto metandlico, P: Puebla y T: Timilpan.
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Asi mismo, se corrieron placas para identificar glucosidos cardioténicos utilizando el
revelador de Baljet y el revelador de Borntréeger para la identificacion de cumarinas y
antraquinonas. En ambos casos los resultados fueron negativos, en correspondencia con
lo registrado en las pruebas colorimétricas (Tabla 6). Respecto a los glucosidos
cardioténicos, las pruebas colorimétricas indican la presencia de estos compuestos,
mientras que en las placas cromatogréaficas no se revela, por lo que es de suponerse que
en las pruebas colorimétricas se obtuvo un falso positivo.

Para el caso de los alcaloides se utilizaron reveladores como Wagner y Dragendorff, dando
un resultado negativo para todos los extractos, sin embargo, al hacer el revelado de la placa
aparecieron manchas blanquecinas, lo cual puede deberse a que los reveladores ademas
de reaccionar con alcaloides, también reaccionan con compuestos insaturados (Sigma
Aldrich, 2016).

Finalmente y como parte de uno de los principales objetivos del presente trabajo, se
corrieron placas, las cuales fueron reveladas con el reactivo de DPPH. Esto se hizo con la
finalidad de monitorear la presencia de compuestos con actividad antioxidante en los
extractos obtenidos. Todos los extractos dieron prueba positiva, tomandose como resultado
positivo aguellas placas que después de esperar 30 min revelaron coloracién amarilla sobre
un fondo violeta al utilizar DPPH (Fig. 17)

Figura 17. Placas cromatogréaficas de los extractos; revelador: DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo). A: Extracto acuoso, D:
Extracto diclorometanico, H: Extracto hexanico, M: Extracto metandlico, P: Puebla y T: Timilpan.

7.3.3 Cuantificacion de metabolitos secundarios

Los contenidos de fenoles y flavonoides totales, taninos condensados, alcaloides,
saponinas y azucares reductores determinados en los diferentes extractos se reportan a
continuacion.
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7.3.3.1 Flavonoides

De nuestro conocimiento, no existen reportes sobre la presencia de flavonoides en raices
de I. heterophylla. En este trabajo se reporta por primera vez la presencia de flavonoides,
siendo su concentracion de 154-188 mg EQ/g extracto, en los extractos acuosos y
metandlicos en los dos sitios de colecta Timilpan y Puebla de las raices de la especie.

Sin embargo, en los extractos de diclorometano y hexano no se pudo determinar la cantidad
de flavonoides totales debido a que al efectuar la reaccion con el extracto, esta presento un
aspecto lechoso que impidi6é la lectura en el espectrofotobmetro. Por otra parte, si
consideramos la polaridad de los flavonoides y de los solventes hexano y diclorometano,
las polaridades son opuestas, por lo que probablemente, en estos solventes no hayan
extraido ningun tipo de flavonoide, ocurriendo lo contrario al utilizar solventes polares como
el metanol y el agua.

La Fig. 18 permite apreciar que el extracto con la significativamente mayor cantidad de
flavonoides es el metandlico con 188.81 + 0.13 y 180.93 + 0.04 mg EQ/ g de extracto para
Puebla y Timilpan respectivamente. Por otra parte, los contenidos de flavonoides
encontrados en la raices de ambas poblaciones estudiadas son similares, por lo que
podemos afirmar que las variaciones entre ambas regiones geograficas no son relevantes.
Pienso que estadisticamente el extracto metandlico presenta el mayor contenido de
flavonoides, independientemente del sitio de colecta

Al comparar nuestros resultados con los reportados en la literatura para otras raices,
podemos observar que la cantidad de flavonoides reportados en el presente trabajo
(extractos metandlico y acuoso) son significativamente mayores a los reportados para
Ibervillea sonorae, 3 y 5 mg EQ/g de extracto para el extracto metandlico y acuoso
respectivamente (Ramirez et. al., 2016). Tanto |. heterophylla como I. sonorae son especies
cuyas raices son utilizadas en la medicina tradicional como coadyuvantes en el tratamiento
de la diabetes, siendo |. sonorae una especie altamente comercializada para este proposito,
mientras que |. heterophylla solo se utiliza de forma local.

Flavonoides Totales
200 a
180 - - .
160
140
120
100
80
60
40
20
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Metanol Agua

Figura 18. Contenido de flavonoides totales en los extractos de la raiz de I. heterophylla. P: Puebla y T: Timilpan. Los datos
representan el promedio de dos repeticiones. Las barras denotas la DS. Valores con letras distintas en superindice denotan
diferencias significativas con la prueba LSD (p<0.05).
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7.3.3.2 Fenoles totales

Los resultados obtenidos para el contenido de fenoles totales se presentan en la Figura 19.
De los diferentes tipos de extractos, los acuosos presentaron el significativamente mayor
contenido de fenoles totales con 443.24+6.76 y 409.17+29.51 mg EAG/g de extracto, para
Timilpan y Puebla, respectivamente. Los extractos metandlicos también presentaron una
concentracion de fenoles importante con 328.24+1.92 (T) y 327.87+5.01 (P) mg EAG/g
extracto. Destacando que el sitio de colecta no influye en el contenido de este tipo de
compuestos. Rios (2000) realizd un estudio en raices de la misma especie aqui analizada,
reportando un contenido de fenoles totales de 13.8 mg EAG/g en extractos metandlico de
raiz, siendo este resultado inferior al encontrado en el presente trabajo (328.24mgEAG/g
de extracto=17.7 mg EAG/g de raiz).

Son diversos los reportes etnobotanicos donde se indica la utilizacién de raices u hojas de
varias especies vegetales para el tratamiento de la diabetes o bien para las diversas
complicaciones causadas por dicha enfermedad. Dentro de estas especies destacan las
raices de wereque (l. sonorae) y del nopal (Opuntia ficus-indica) o bien las hojas de
tronadora (Tecoma stans), entre otras (Ramirez et al., 2016). Los contenidos de fenoles
totales reportados para las especies mencionadas varian entre 204.82 mg EAG/g de
extracto para la hoja de tronadora, 40 mg EAG/g de extracto para las raices de nopal y
14.42 mg EAG/g de extracto para las raices de wereque (Ramirez et al. ,2016). El contenido
de fenoles totales encontrado en el presente trabajo para las raices de |. heterophylla, es
significativamente mayor a dichas especies.
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Figura 19. Contenido de fenoles totales en los extractos de la raiz de I. heterophylla. P: Puebla y T: Timilpan. Los datos
representan el promedio de dos repeticiones. Las barras denotas la DS. Valores con letras distintas en superindice denotan
diferencias significativas con la prueba LSD (p<0.05)
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7.3.3.3 Taninos condensados

La cuantificacion de taninos condensados en la raiz de I. heterophylla es fundamental para
los propoésitos del presente trabajo, ya que estos compuestos han sido muy estudiados
respecto a su actividad antioxidante, dado que estos metabolitos han demostrado ser
secuestradores efectivos de radicales libres, los cuales inhiben la oxidacién de tejidos,
exhibiendo mejores resultados que la vitamina C, la vitamina E y el -caroteno (Fine, 2000).
También, se ha demostrado que estos compuestos tienen una preferencia por neutralizar
el radical libre hidroxilo (OH"). Aunado a esto se ha reportado que poseen beneficios a la
salud por su actividad antibacterial o bacteriostéatica, anticarcinogénica, inhibidora de la
peroxidacion lipidica (Okuda, 2005), y de la agregacién plaquetaria relacionada a la
formacion de trombos en sistema circulatorio (Fine, 2000). Por todo lo anterior la deteccion,
extraccion y cuantificacion de estos metabolitos estaria fundamentando, unas de las
propiedades terapéuticas que la etnobotanica de |. heterophylla ha reportado.

El contenido de taninos condensados encontrado en los diferentes extractos obtenidos se
reporta en la Figura 20. Los extractos metandlicos de ambas poblaciones (P y T) registraron
el significativamente mayor contenido de taninos condensados con 209.29+10.86 vy
224.36+5.36 mg EC/g de extracto, respectivamente. Mientras que el extracto hexanico
arroj6é el menor registro. Por otro lado, el sitio de colecta no muestra influencia en el
contenido de este tipo de compuestos para el extracto acuoso y diclorometanico. Estos
resultados denotan el alto contenido de taninos condensados en las raices de la especie
bajo estudio, que junto con los altos contenidos registrados de fenoles y flavonoides,
pueden incidir importantemente en el poder antioxidante de la planta estudiada, y éstos
metabolitos potencialmente estén asociados a la actividad biolégica reportada para la
especie.
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Figura 20. Contenido de taninos condensados en los extractos de la raiz de |. heterophylla. P: Pueblay T: Timilpan. Los
datos representan el promedio de dos repeticiones. Las barras denotas la DS. Valores con letras distintas en superindice
denotan diferencias significativas con la prueba LSD (p<0.05)
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7.3.3.4 Saponinas

El significativamente mayor contenido de saponinas totales se registré en el extracto
hexanico, obteniéndose 480.61+8.12 y 360.15+21.81 mg EDiosg/g de extracto para las
poblaciones de Timilpan y Puebla respectivamente. Observando que existe diferencia por
el sitio de colecta, las plantas colectadas en Timilpan muestran mayor contenido de
saponinas que las de Puebla. Por otro lado, se observa que la polaridad del solvente es
crucial en la extraccibn de saponinas, debido a que la extraccion fue inversamente
proporcional a la polaridad del solvente (Fig. 22).

Aguilar y colaboradores (1993) reportan la presencia de diterpenos en raices de |.
heterophylla, dichos resultados coinciden con lo reportado en el presente trabajo. Las
saponinas totales reportadas aqui, engloban los diterpenos, saponinas triterpénicas o
esteroideas, las cuales se identificaron en las pruebas cualitativas descritas en la
subseccion 7.3.2.
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Figura 21. Contenido de saponinas totales en los extractos de la raiz de I. heterophylla. P: Puebla y T: Timilpan. Los datos
representan el promedio de dos repeticiones. Las barras denotas la DS. Valores con letras distintas en superindice denotan
diferencias significativas con la prueba LSD (p<0.05)

7.3.3.4 Azlcares reductores

El método utilizado para determinar azlcares reductores lo que hace es hidrolizar la
muestra. Estos azucares simples no pueden ser hidrolizados a moléculas mas pequefias y
pueden reaccionar como reductores con otras moléculas (Rojas et al., 2015).
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El extracto metandlico de raices colectadas en Timilpan, mostré el significativamente mayor
contenido de azUcares reductores (130.67 mg EGIlu/g de extracto), mientras que los
extractos hexanico y diclorometanico registraron los resultados mas bajos (Fig. 23).

Azucares Reductores

140 a
I
120 b b
8
5100 f
=
v 30
oo
S 60
&)
L
%n 40
20 d d d d
, 1 W W &
T P T P T P T P
Hexano Diclorometano Metanol Agua

Figura 22. Contenido de azlicares reductores en los extractos de la raiz de I. heterophylla. P: Pueblay T: Timilpan. Los
datos representan el promedio de dos repeticiones. Las barras denotas la DS. Valores con letras distintas en superindice
denotan diferencias significativas con la prueba LSD (p<0.05)

7.3.3.5 Alcaloides totales

Se realizaron pruebas cualitativas para determinar la presencia de alcaloides, sin embargo,
los resultados presentaron un grado de incertidumbre importante. Principalmente en las
evaluaciones cromatograficas, ya que las bandas que aparecieron en las placas, no ofrecen
certeza de la correspondencia para alcaloides, por lo que se procedi6 a la cuantificacién de
estos metabolitos por el método de Shamsa y colaboradores (2008). Se eligi6 esté método
debido a que el complejo obtenido es muy estable y es nula o muy escasa la interferencia
por otros compuestos.

La implementacion de dicho método evidencié la presencia de alcaloides, sin embargo, el
contenido encontrado es muy pobre, oscilando entre los 2.55 a los 10.12 mg EGra/g de
extracto (Fig. 21). Se ha reportado el contenido de alcaloides en extractos metandlico de
raiz de Sechium edule (chayote) mostrando 44+0.1 mg EGra/g extracto (Piantzi, 2017).
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Figura 23. Contenido de alcaloides totales en los extractos de la raiz de I. heterophylla. P: Puebla y T: Timilpan. Los datos
representan el promedio de dos repeticiones. Las barras denotas la DS. Valores con letras distintas en superindice denotan
diferencias significativas con la prueba LSD (p<0.05)

Con base a los resultados, se puede afirmar que la composicion de metabolitos secundarios
gue se encuentra en las raices de |. heterophylla estda comprendida principalmente por
fenoles, flavonoides, saponinas y taninos condensados. A estos compuestos se les han
atribuido diferentes propiedades, entre ellas la antioxidante (Rice et al., 1996),
antiinflamatorios (Middleton et al., 2000; Ganesan et al., 2010), antimicrobianos (Reddy et
al., 2007), antifangicos (Aguilar et al., 2001), analgésica, adrenocorticotrépica,
antiulcerante, hemolitica, espermicida, hipoglicemiante, insecticida, contraceptiva,
cardiovascular, cicatrizante, citotoxicidad, espasmolitica y expectorante (Man et al., 2010).
Con estos atributos, las aplicaciones potenciales de los extractos obtenidos y de las raices
de la planta misma podrian ser diversas, sobre todo en la industria farmacéutica y
cosmeética.
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7.4 Determinacién de la capacidad antioxidante
7.4.1 Método DPPH

Los resultados obtenidos para la determinacion de la actividad antioxidante a través del
método de DPPH se muestran en la Figura 24.
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Figura 24. Resultados de la capacidad antioxidante por el método DPPH de los extractos de la raiz de I. heterophylla. P:
Puebla y T: Timilpan. Los datos representan el promedio de dos repeticiones. Las barras representan la DS. Valores con
letras distintas en superindice denotan diferencias significativas con la prueba LSD (p<0.05)

Los extractos que registraron la mayor actividad antioxidante fueron los extractos obtenidos
con metanol y agua (figura 24), con un porcentaje de inhibicién superior al 90%. Estos
resultados coinciden con el alto contenido de fenoles, flavonoides y taninos condensados
encontrados en ambos extractos, lo que indica que potencialmente existe una relacion
directa entre el contenido de fenoles, flavonoides y taninos condensados con respecto a la
actividad antioxidante registrada, en otras palabras, los compuestos fendlicos contenidos
en las raices de I. heterophylla poseen una inmejorable actividad antioxidante. Cabe sefialar
gue no necesariamente un alto contenido de compuestos fendlicos implica una alta
actividad antioxidante. En este sentido, podemos afirmar que los extractos acuosos y
metandlicos de la raiz de I. heterophylla son una fuente natural de antioxidantes, los cuales
pudiesen intervenir en la conservacion de la funcion de las células B previniendo la diabetes
inducida por la formacion de ROS (Durgeshnandani et al., 2014).

Dentro de este mismo contexto, encontramos en la literatura numerosos trabajos sobre la
determinacion de la actividad antioxidante de diversas especies vegetales. Por citar algunos
ejemplos, Mufioz y Gutiérrez (2016) reportan que el extracto metandlico de la raiz de
Nicotiana glauca exhibié un porcentaje de inhibicion del 63.64%; Tovar (2013) reporta el
porcentaje de inhibicion de 30 plantas medicinales, destacando entre estas Topobea cf
discolor y Alchornea grandis con porcentajes de inhibicion de 46,58 y 39,27%
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respectivamente. Estos resultados colocan a la raiz de I. heterophylla como una especie
con un potencial enorme para ser explotada y estudiada en este sentido.

7.4.2 Método ABTS

Los resultados obtenidos para la determinacion de la actividad antioxidante a través del
método de ABTS se muestran en la Figura 25.
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Figura 25. Resultados de la Capacidad Antioxidante por el método ABTS de los extractos de la raiz de |. heterophylla. P:
Puebla y T: Timilpan. Los datos representan el promedio de dos repeticiones. Las barras representan la DS. Valores con
letras distintas en superindice denotan diferencias significativas con la prueba LSD (p<0.05)

Aligual que en el caso del método de DPPH, los extractos que registraron la mayor actividad
antioxidante al utilizar el método por ABTS fueron los extractos obtenidos con metanol y
agua, con un porcentaje de inhibicion del 99% (Fig. 25). Por otro lado, es importante resaltar
que el porcentaje de inhibicién registrado en los extractos obtenidos con hexano y
diclorometano por ABTS, es significativamente mayor a los registrados con el método de
DPPH (Fig. 24-25)

Tovar (2013) reporta que extractos metanodlicos de las especies Topobea cf discolor,
Blepharodon grandifolium y Mandevilla veraguensis registraron porcentajes de inhibicién de
92.70, 38.16 y 36.98, respectivamente. Estos resultados son inferiores a los registrados en
el presente trabajo, por lo que se puede afirmar que las raices de I. heterophylla poseen
metabolitos que exhiben una actividad antioxidante superior a otras especies vegetales.

Se puede observar que se obtienen mayores porcentajes de inhibicion con el método ABTS
gue con el de DPPH, esto se debe a que los 2 métodos manejan longitudes de onda
diferente (ABTS** (732 nm) y DPPH (517 nm). En este sentido, la region visible del espectro
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presenta interferencias en la medicién de compuestos coloridos, afectando de una manera
mas importante al método de DPPH (Beserra et al., 2011). Otra razon podria ser el
mecanismo de reaccion del DPPH" con los antioxidantes, lo cual est4 directamente
relacionado con la conformacion estructural de los mismos. Es decir, un antioxidante
pequefio con mayor acceso al radical mostrard mejor actividad antioxidante, teniendo
presente que el DPPH* esta impedido estéricamente (Beserra et al., 2011). Por otro lado,
esta diferencia podria estar basada en la reaccion reversible del radical DPPH* con fenoles
como eugenol y sus derivados, lo cual llevaria a bajas lecturas de actividad antioxidante.
Ademas, el DPPH?* es un radical del nitrégeno de larga vida, lo cual no guarda similitud con
los radicales peroxilo altamente reactivos y transitorios involucrados en la peroxidacion
lipidica. Muchos antioxidantes que reaccionan rapidamente con radicales peroxilo,
reaccionan lentamente o son inertes al DPPH* (Brand et al., 1997).

7.5 Analisis de los extractos por HPLC-DAD.

Los extractos obtenidos (hexano, diclorometano, MeOH y Agua) fueron analizados por
HPLC-DAD con la finalidad de identificar la composicion e identidad quimica de algunos de
los compuestos fendlicos presentes en estos. Los perfiles cromatograficos
(cromatogramas) se obtuvieron a 290, 253 y 349 nm tanto para los estandares como para
los extractos (Anexo 6).

Una vez obtenidos los cromatogramas, se realizé un andlisis comparativo con base con los
tiempos de retencion registrados por los diferentes estandares utilizados y los tiempos de
retencion registrados por los extractos (Tabla 7).

Tabla 7. Tiempos de retencion obtenidos a través del perfil cromatografico de los extractos
de raiz de I. heterophylla y los estandares

TIEMPO DE
. TIEMPO DE RETENCION
BERGs | B RETENCION , COMPUESTO
OBTENIDO (min) DEL ESTANDAR
(min)
1 HP 15.139
2 HT 15.101 14.934 QUERCETINA
3 DT 15.048
4 MP 6.916
ACIDO
5 MT 6.906 7.009/7.048 }
CLOROGENICO

10 AP 6.925
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11 AT 6.956
6 MP 7.450/7.623

7.363/7.445 ACIDO CAFEICO
7 MT 7.443/7.606
12 AP 7.621

7.739/7.858 EPICATEQUINA
13 AT 7.659
8 MP 12.773
9 MT 12.771

12.942/12.993 HESPERIDINA

14 AP 12.781
15 AT 12.815

El analisis de los tiempos de retencion obtenidos permitié identificar cinco diferentes
compuestos, estos son: quercetina, acido clorogénico, acido caféico, epicatequina y
hesperidina.

Existen diferentes reportes sobre la actividad biol6gica de los compuestos encontrados e
identificados. La quercetina muestra efectos sinérgicos con el acido ascorbico de manera
tal que combinado con ella permite al flavonoide mantener sus funciones antioxidantes
durante mas tiempo. Por otra parte, se ha demostrado que el flavonoide inhibe la
fotooxidacion de la vitamina E en la membrana celular de las células sanguineas en
presencia de hematoporfirina como fotosensibilizador (Pace et al., 1995). Asimismo, se ha
puesto de manifiesto que inhibe la peroxidacién lipidica producida por el hierro y aumenta
la concentracién de glutation en la mucosa intestinal (Merck, 2000).

Se ha reportado que la epicatequina es un flavonoide que disminuye los niveles de glucosa
promoviendo el metabolismo de captacibn de glucosa mediante la inhibicion de
gluconeogénesis hepatica o por la absorcion de la glucosa en los tejidos musculares y
adiposos ya sea a través de la estimulacion de un proceso de regeneracion y la
revitalizacion de las células B restantes para liberar insulina (Garcia, 2013).

En el caso del acido cafeico, estudios in vitro de células han revelado que incubados en
presencia de LDL, incrementan la proteccién de estas lipoproteinas contra la oxidacion.
Ademas, se reporta que reduce la aparicion de tumores, brinda proteccion a la corteza
cerebral, es inmunoregulador, aumentando las células T y el nivel de defensas corporales
(Van et al. 2008).

El &cido clorogénico posee efectos sobre el metabolismo de la glucosa ya que inhibe e la
a-glucosidasa y la glucosa-6-fosfatasa, lo que podria producir un retraso en la absorcion
intestinal de la glucosa. Este efecto podria explicar igualmente la reduccién de la glucemia
postprandial al producir un aumento de la secrecion del péptido analogo al glucagén, con
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la correspondiente disminucion de la secrecion de insulina. Adicionalmente, la inhibicién de
la glucosa-6-fosfatasa puede reducir la produccién hepética de la glucosa, contribuyendo a
la reduccién de las concentraciones en ayunas de insulina después de la administracion del
acido clorogénico (Van et al. 2008). Posee también propiedades antioxidantes y anti-
inflamatoria (Martos, 2013).

Mientras que la hesperidina se utiliza principalmente como protectora de los capilares, es
eficiente para el tratamiento de varices o hemorroides, también evita las Ulceras, reduce los
niveles de colesterol y tiene propiedades sedantes, posee actividad similar a la de las
vitaminas (propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas y antialérgicas).
Tamilselvam (2013) confirmo los efectos protectores de la hesperidina en la neurotoxicidad
inducida mediante la normalizacion del estrés oxidativo y la inflamacion.

Es importante mencionar que dentro de los perfiles cromatograficos se encontraron algunos
picos con absorbancias importantes, sin embargo, estos no coinciden con ningun tiempo
de retencion de los estdndares analizados, lo cual deja en incognita la identidad de estos
compuestos cuya concentracion es considerable.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES
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El uso de la extraccion secuencial por polaridad creciente de los solventes empleados, es
una herramienta adecuada para la obtencion de compuestos con actividad antioxidante
contenidos en la raiz de I. heterophylla.

Se obtuvo el tamizaje fitoquimico de la raiz de |. heterophylla, donde los principales
compuestos encontrados fueron: fenoles, flavonoides, taninos condensados, saponinas
esteroideas y triterpénicas, compuestos insaturados y terpenos.

El mayor contenido de fenoles y flavonoides totales, asi como de taninos condensados se
obtuvo en los extractos metandlicos y acuosos.

El analisis por HPLA-DAD permitio identificar cinco diferentes compuestos: quercetina,
acido clorogénico, acido cafeico, hesperidina y epicatequina.

La actividad antioxidante exhibida por los diferentes extractos obtenidos fue alta, siendo los
extractos metandlico y acuoso los que presentaron una mayor capacidad de captacion de
radicales libres con un porcentaje del 91 y 99% para el método de DPPH y ABTS
respectivamente.

La actividad antioxidante de la raiz de |. heterophylla probablemente relacionada con la
prevencién y tratamiento del pie diabético, asi como en la disminucién de algunos efectos
secundarios de la DMII.

Las raices de I. heterophylla son una fuente importante de antioxidantes, con potencial
actividad farmacoldgica contra desordenes del metabolismo de la glucosa y sus
complicaciones.
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CAPITULO IX

PERSPECTIVAS
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Realizar un andlisis por HPLC-masas de los diferentes extractos obtenidos, con el fin de
determinar la totalidad de compuestos contenidos en los mismos.
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Anexo 1. PRUEBAS COLORIMETRICAS CUALITATIVAS PARA LA
IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

1.1 Cumarinas

A partir del extracto se tomaron 2 mL en un tubo de ensaye con tapa, colocando una tira de
papel filtro dentro del tubo previamente empapada de una solucién alcalina de NaOH (0.06
g/mL). Sin tocar el extracto dentro del tubo, se tapd y se llevo a bafio por 5 minutos a
100°C.Las cumarinas presentes en los extractos se acumulan en el papel filtro.
Posteriormente el papel filtro se llevé bajo lampara UV, la presencia de puntos fluorescentes
indica que la muestra es positiva. (Robles et al., 2016)

1.2 Taninos

Disolver 25 mg de extracto en agua y vaciarlos en 5 tubos, rotular 5 series de tubos de
ensayo del 1 al 5. La serie 5 ser& para el blanco negativo colocar 1 ml de cada uno de los
extractos en cada serie de tubos y realizar las siguientes pruebas:

a) Tubo 1: Adicionar gota a gota FeCls al 10%

Positivo: taninos hidrolizables precipitado azul; taninos condensados precipitado verde
b) Tubo 2: Adicionar solucion de Ca(OH).. Positivo: precipitado

c) Tubo 3: Adicionar solucién de albumina. Positivo: precipitado

d) Tubo 4: Adicionar solucion de acetato de plomo. Positivo: precipitado

e) Tubo 5: Adicionar solucién de grenetina. Positivo: precipitado

5. Hemoaglutinacién: Colocar una gota de sangre y dos gotas del extracto en una placa
excavada y mezclar. Realizar esta determinacion para cada uno de los extractos. Reportar
la positividad comparando el grado de hemoaglutinacién (Enriquez, 2016).

1.3 Alcaloides

Disolver 25 mg de extracto en acido clorhidrico al 10%, dejar en bafio Maria durante 10 min
a 50°C y posteriormente dejar enfriar y filtrar. Tomar 1 mL y adicionar 10 gotas de reactivo
de Wagner, realizar el mismo procedimiento con reactivo de Dragendorff. La aparicion de
precipitados floculentos color café que varian a tonalidades naranja-rojo indica positividad
(Enriquez, 2016).

1.4 Saponinas, compuestos triterpenicos y esteroides

A) indice de espuma

Colocar 2 mL del filtrado en un tubo de ensaye, tapar el tubo y agitar vigorosamente durante
30 segundos. Observar si aparece 0 no espuma

La prueba se considera positiva si la altura de la espuma es mayor a 5 mm después de 15
minutos posteriores a su aparicion.

B) Prueba de Rosenthaler
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Disolver 25 mg de extracto en etanol, colocar 2 mL de cada filtrado en un tubo de ensaye y
agregar 2 gotas de vainillina, agitar, enseguida adicionar a cada tubo 1 o 2 gotas de acido
sulfarico.

Las saponinas de triterpenos pentaciclicos dan un color violeta.
C) Prueba de Liebermann-Burchard

Mezclar 1 mL de anhidrido acético y 1 mL de cloroformo. Enfriar a 0°C y adicionar una gota
de &cido sulfarico. Agregar 1 mL de este reactivo a 2 mL de cada uno de los extractos
disueltos previamente en cloroformo.

Las triterpénicas dan coloracidon rosada, naranja, rojo, purpura; las esteroidicas dan
coloracion azul o verde.

D) Observacion de hemdlisis al microscopio

Checar el pH de cada extracto y neutralizar en caso de ser necesario, colocar una pequefia
gota de sangre en un portaobjetos y adicionarle una gota del filtrado, mezclar
cuidadosamente y observar al microscopio.

Reportar si hay o no hemdlisis, la cual puede ser total o parcial (Enriquez, 2016).
1.5 Flavonoides

Disolver 35 mg de extracto en etanol y realizar las siguientes pruebas (Fragoso,
2001):

A) Shinoda concentrado: se adiciona un trozo de viruta de magnesio amalgamado y 5
gotas de acido clorhidrico. La aparicion de colores que van del rojo profundo a
magenta indica la presencia de flavanona o dihidroflavonol, azul o verde antocianos
y amarillo betaninas.

B) Pew’'s: se agrega polvo de zinc y 5 gotas de &cido clorhidrico 5N. Los
dihidroflavonoles reaccionan para dar coloracién que van del rojo purpura al rojo
cereza, las flavononas y dihidrochalconas dan coloracion roja o verde.

C) NaOH: Agregar 5 gotas de hidroxido de sodio diluido. Se considera positiva la
aparicion de color amarrillo o naranja

1.6 Glucoésidos cianogénicos

Se disuelven 25 mg de extracto en etanol, se colocan en tubos de ensaye y se realiza la
reaccion

Reaccion de Grignard: se agregan al tubo de ensayo 5 gotas de cloroformo y una tira de
papel impregnando con un reactivo en la boca del tubo y calentar a 35°C por 10 minutos.
Positivo la aparicion de color rosa (Piantzi, 2017).

1.7 Glucésidos cardiotdnicos

A 10 mL de extracto disuelto en cloroformo se le adicionan 5 mL de acetato de plomo al
10% y 4 mL de agua destilada. Calentar la mezcla a bafio Maria durante 10 minutos Yy filtrar.
Extraer con 20 mL de cloroformo, separar la capa cloroférmica en 5 tubos de ensayo, llevar
a sequedad.
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a. Reactivo de Baljet: adicionar 1 mL de reactivo en el tubo de ensayo con extracto. La
aparicion de colores rosa o azul-violeta es positiva.

b. Reactivo de Kedde: adicionar 1 mL del reactivo en el tubo de ensayo con extracto.
La aparicion de colores rosa o azul-violeta al visible indica cardendlidos, el color se
atenlia en pocos minutos.

c. Reaccién de Kelller Kiliani: se adiciona 4cido acético, 1 gota de cloruro férrico al 5%
en metanol y acido sulfurico concentrado. Positivo para coloraciones intensas.

d. Reaccion de Liebermann- Burchard: se agrega 10 gotas de acido acéticoy 3 mL de
anhidrido acético-4cido sulftrico (50:1). La aparicion de color verde, azul-verdoso o
el vire de rojo a azul se considera positivo.

e. Reaccién de Salkowski: Adicionar 10 gotas de &cido sulfurico por las paredes. Se
considera positivo para la coloracién amarillo-rojo sangre (Piantzi, 2017).

1.8 Derivados antracénicos libres
Extracto disuelto en cloroformo

Reaccion de Borntraeger: En 2 mL de extracto disuelto agregar 1 mL de NaOH 5%. La
coloracion rojiza en fase acuosa indica presencia de antroquinonas (Piantzi, 2017).

1.9 Fenoles

Se tomaron unas gotas del extracto disuelto en agua destilad y se repartieron en un platillo
de pruebas de ceramica con cinco compartimientos. Se dejoé un testigo y se fue adicionando
una gota de cloruro férrico en el segundo, dos en la tercera y asi sucesivamente hasta llegar
al quinto compartimiento. La caracterizacion de fenoles se hace de acuerdo a la coloracién
asi:

Ninguna reacciéon (no cambia de color)= no hay presencia de fenoles o taninos.
Cambio en el color azul oscuro= fenoles o taninos pirogalicos (hidrosolubles).

Cambio de color a verde oscuro= fenoles o taninos de tipo catecol (flavonoides o taninos
concentrados) (Galindo, 1989).

Anexo 2. REVELADORES PARA CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

MANCHAS

METABOLITO REVELADOR PREPARACION CARACTERISTICAS
Disolver 2.5 g de AIClz en 10
AICl3 mL de etanol y aforar a 25 mL Fluorescencia
FLAVONOIDES (reaccion exotérmica) amarilla y azules a luz
2o P UV a 366nm
Citrobérico 5 g de acido borico, 5 g de

acido citrico en 100 mL

Solucién A: &cido sulftrico al

concentrado se agregan

SAPONINAS, Vainillina/H2SO4 0 Terpenoides
TERPENOIDES 5% en metanol
E Liebermann- | 5 mL de anhidrido acéticoy 5 Manchas rosadas,
ISOPRONOIDES Burchard mL de &cido sulfdrico purpuras
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cuidadosamente a 50 mL de
etanol en bafio de hielo

p-anisaldehido

0.5 mL de p-anisaldehido se
mezclan con 10 mL de acido
acético seguido de 85 mL de
metanol y 5 mL de &acido
sulfarico concentrado.
Calentar las placas por 5-10
minutos a 100°C

Esteroidicas

Manchas azul-
verdosas

Algunas pueden dar
coloracién amarilla

Se prepara mezclando 1.7 g
de nitrato de bismuto
pentahidratado en 20 ml de
acido nitrico al 30% con una
solucién de 27.2 g de yoduro

Dragendortt de potasio en 50 ml de agua.
Se mezclan las dos ]
soluciones, se dejan en reposo | Manchas color marron
ALCALOIDES por 24 horas, se decantay se | 0 anaranjado intenso
afora a 100 ml.
Se prepara disolviendo 1.27 g
de yodo sublimado en 60 ml
de H>O y 2 g de yoduro de
Wagner potasio en 10 mL de H,O
Mezclar Ay B se afora a 100
ml.
Color azul negruzco
en caso de que se
FENOLESY | Cloruro férrico triit)e :l‘z tt:;‘i'r?gss’o
TANINOS 1% pirog
color verde en caso
condensados
CUMARINAS Y Solucién de hidréxido de sodio Roio en el visible para
ANTROQUINON Brontraeger al 5% en agua ) . P
antroquinonas
AS
1 g de acido picrico 100 mL de
i EtOH y 10 g de NaOH
GLUCOSIDOS disueltos en 100 mL de agua COIOraCién I‘Oja,
CARDIOTONICO Baljet destilada naranja rojiza o
S violeta

Mezclar ambas soluciones por
partes iguales
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ALCOHOLES, 0.5 g de permanganato de

ALDEHIDOS, potasio disueltos en agua Manchas de color
COMPUESTOS | KMnOs10% | gestilada amarillo
INSATURDOS,

AMINAS Y

SULFOXIDOS

3.9 mg del radical DPPH en un
matraz aforado, previamente
DPPH tarado y protegido contra la
luz. Se disolvié en 100 mL de
metanol al 80%.

ACTVIDAD
ANTIOXIDANTE

Puntos amarillos en
un fondo violeta

COMPUESTOS H.SO. 5% 1.5 mL de H,SOsse le Manchas color café o
ORGANICOS ao agregan 98.2 mL de etanol verdes

Anexo 3. CUANTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS
3.1 Cuantificacion de flavonoides totales

La determinacion de Flavonoides se realizé mediante el método establecido por Pekal et.
al (2014) con algunas modificaciones, este método se basa se la cuantificacién de
flavonoides totales.

Para la cuantificacion de flavonoides es necesario preparar las siguientes soluciones:

1. Solucién de quercetina 0.2 g/mL: se pesan 0.002g de quercetina y disolver en
etanol al 98 %, el cual se debe aforar a 10 mL, almacenar en un frasco &mbar y
en refrigeracion.

2. Solucion de AICI; al 2%: pesar 0.2 g de AICl; y disolverlos en agua destilada.

Tabla 1. Diluciones de Quercetina para la cuantificacion de Flavonoides

No. De tubo [Quercetina] Quercetina EtOH 98%(uL)
(mg/mL) (uL)

1 0 0 1000

2 0.04 200 800

3 0.08 400 600

4 0.12 600 400

5 0.16 800 200

6 0.2 1000 0

El procedimiento para llevar a cabo la reaccion es:
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Se agrega 750 pL cada una de las diluciones, adicionar 375 uL solucion de AICl; al 2% y
375 uL agua destilada, se agito vigorosamente en el vértex, dejar reposar durante 10
minutos a T.A en obscuridad. Leer absorbancia a 425 nm en un espectrofotémetro.

Preparacion del extracto: Pesar 5 mg/mL de EtOH 98% y fue tratado de la misma forma
que las diluciones a partir de Quercetina.

Con las mediciones realizadas para las diluciones de Quercetina, se realiz6 una curva de
calibracién (Fig. 1), cuya ecuacion ayudoé a determinar la concentracion en equivalentes de
quercetina por gramo de extracto (mg EQ/g de extracto)

Flavonoides
12
1
£
<08
g y = 0.0107x - 0.0202
S 06 R?=0.9986
2
o 04
(%]
o)
< 02
0
0 20 40 60 80 100 120

Concentracion de Quercetina (mg/mL)

Figura 1. Curva de calibracion para cuantificacion de flavonoides
3.2 Cuantificacion de fenoles totales

El método se fundamenta en el empleo del reactivo de Folin-Ciocalteu, que es una mezcla
de &cido fosfotungstico y acido fosfomolibdico, que se reduce al oxidar los fenoles, a pH
basico, formando un mezcla de 6xido de tungsteno y molibdeno, crémenos de color azu.la
coloracion que se produce presenta una absorcibn maxima alrededor de los 750 nm y es
proporcional a la concentracion de compuestos fendlicos presentes en el extracto.
(Peterson, 1979)

para la cuantificacion de fenoles totales se deben prepara las siguientes soluciones:

1. Solucion stock de acido galico 0.1 mg/mL: Pesar 0.010g y se disuelve en 1 ml de
EtOH y se afora con agua destilada a 100 mL

2. Solucion de carbonato de sodio anhidro al 14 %: Pesar 14 g de Na,CO3 anhidro y
disolverlo en 80 mL agua destilada hirviendo, enfriar a temperatura ambiente y
almacenar durante 24 horas, filtrar la solucién y aforar a volumen de 100 mL con
agua destilada, almacenar en frasco ambar.

3. Reactivo Folin-Ciocalteu 2 N

Tabla 2. Diluciones de acido galico para la cuantificacion de Fenoles totales

Concentracion Acido galico Agua destilada
Numero de tubo
(mg/ml) (BL) (BL)
0 BCO 0 200
1 0.02 40 160
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2 0.04 80 120
3 0.06 120 80
4 0.08 160 40
5 0.1 200 20

Procedimiento:

En tubo de ensaye se colocan 200 uL de las diluciones, se agregan 100 pL reactivo de
Folin-Ciocalteu, se homogeniza la mezcla y se deja reposar 8 minutos en obscuridad,
pasado este tiempo se colocan 200 pL de Na.COsanhidro al 14% ademas se agregan 1500
uL de agua destilada, se homogeniza en un vértex y se deja reposar una hora a temperatura
ambiente y en obscuridad. Leer la absorbancia a 765 nm.

Ajustar el blanco con agua destilada.

Preparacion del extracto: 5 mg de extracto/mL de metanol y fue tratado de igual manera
gue las diluciones a partir de &cido galico.

Con las mediciones realizadas para las diluciones de &acido galico, se realiz6 una curva de
calibracién (Fig. 2), cuya ecuacion ayudé a determinar la concentracion en equivalentes de
acido galico por gramo de extracto (mg EAG/g de extracto)

Fenoles totales

=
~

1.2

[EN

y=12.8x+0.0149
R*=0.9994

o
o

Absorbancia (nm)
© o
&~ o

o
o N

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

Concentracién de Acido gélico (mg/mL)

Figura 2. Curva de calibracion para cuantificacion de Fenoles totales
3.3 Cuantificaciéon de taninos condensados

Estos compuestos son polimeros de flavonoides, el método especifico para determinar
flavan-3-ol, dihidrochalconas y proantocinidinas. El tratamiento con HCI permite separa en
unidades los flavonoides que constituyen a los polimeros debido a la hidrolisis generada

Para la cuantificacion se elaboraron las siguientes soluciones:

1. Solucién estdndar de catequina 2 mg/mL en MeOH (Nota: debe evitarse la luz)

2. 50 mL de HCI al 8% en MeOH: se afiaden 4 mL de HCIl y se aforan con 50 mL de
MeOH

3. 50 mL de vainillina al 1% en MeOH:

4. se disuelven 0.5g de vainillina en metanol y aforar a 50 mL. Almacenar a 0°C y en
la obscuridad
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5. Reactivo de Vainillina 1%/HCI 8%: Mezclar partes iguales de ambos reactivos (Nota:
debe preparar el mismo dia del analisis)

Tabla 3. Diluciones de catequina para cuantificacién de taninos condensados

[Catequina] Solucién estandar MeOH (mL)
mg/ml (mL)
0 0 1
0.4 0.2 0.8
0.8 0.4 0.6
1.2 0.6 04
1.6 0.8 0.2
2 1 0

Cada dilucion se calienta en bafio Maria por 20 min a 30°C, se toman 400 pL de cada una
de las diluciones y se adiciona 2 mL del reactivo de vainillina en tubos de precipitado, se
colocan nuevamente a bafio Maria por 20 minutos a 30°C, se mezcla para leer la
absorbancia a 550 nm.

Preparacion del extracto: se pesaron 50 mg de cada extracto y se disuelven en 1 mL de
HCI 1% en MeOH, se tapan y agitan por 20 minutos, posteriormente se centrifugan a 10
rpm durante 20 minutos, se toman 400 L de cada uno y fueron tratados de igual manera
que las diluciones a parir de catequina.

Preparacion del blanco: se tomaron 400 uL del extracto se calienta en bafio Maria por 20
min a 30°C, y se adiciona 2 mL de HCI 1%, se colocan a bafio Maria por 20 min a 30°C, y
se leen a la misma longitud de onda que las muestras, la absorbancia obtenida se resté a
cada uno de los extractos para eliminar el error.

Con las mediciones realizadas para las diluciones de catequina, se realiz6 una curva de
calibracién (Fig. 3), cuya ecuacion ayudé a determinar la concentracion en equivalentes de
catequina por gramo de extracto (ECat/g de extracto)
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Taninos condensados

0.12
0.1
E 0.08
% : y = 0.0548x + 0.0044
S R?=0.9946
c 0.06
©
2
2 0.04
0
<
0.02
0
0 0.5 1 1.5 2 2.5

Concentracion de Catequina (mg/mL)

Figura 3. Curva de calibracion para cuantificacion de Taninos condensados
3.4 Cuantificacién de saponinas totales

La prueba se realiza en un medio &cido fuerte, el cual es constituido por acido sulfarico. En
la reaccidén se genera un hidrolisis a partir del enlace glucésido de la porcién esteroidal o
triterpénica con los residuos de carbohidratos, formando un cromdéforo con un maximo de
absorbancia a 544nm.

Por lo cual se realizaron las siguientes soluciones:

Estandar: solucién de diosgenina 0.5 mg/mL de diosgenina (98%) en MeOH (80%) (Utilizar
inmediatamente ya que se degrada con facilidad)

Reactivo A: Vainillina al 8%, disolver 800 mg de vainillina en 10 mL de etanol al 99.5%

Reactivo B: H2SO4al 72%, en 28 ml de agua destilada afiadir 72 mL de acido sulfarico

Tabla 4. Diluciones para cuantificacién de saponinas totales

Concentracion de diosgenina Splucién MeOH 80% (mL)
(mg) estandar (mL)
0 0 1
0.1 0.2 0.8
0.2 0.4 0.6
0.3 0.6 0.4
0.4 0.8 0.2
0.5 1 0
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En la mezcla de reaccion se agregd 0.25 mL de solucion de vainillina al 8% y2.5 mL de
solucion de &cido sulfarico al 72%. Se colocaron en tubos de ensaye con la mezcla de
reaccién por triplicado. Se agitaron los tubos y fueron incubados durante 15 min a 60 °C. Al
terminar, se pasaron a un bafo de hielo durante 4 min para detener la reaccién. Luego se
procediod a leer cada una de las diluciones y la muestra (extractos) a 544 nm de absorbancia.

Preparacion del extracto: Se pes6 5 mg de extracto disuelto en 1 mL de metanol al 80%,
de esta solucién se tomé una alicuota de 0.25 mL y se tratdé de la misma manera que las
soluciones estandar.

Con las mediciones realizadas para las diluciones de diosgenina, se realiz6 una curva de
calibracion (Fig. 4), cuya ecuacién ayuddé a determinar la concentracion de saponinas
esteroidales en el extracto como equivalentes de diosgenina por gramo de extracto
(mgEdiosg/g de extracto) para cada uno de los extractos por medio de la interpolaciéon

Saponinas totales

0.600
.".

0.500 et
£ et A
£ 0.400 et y=0.9903x + 0.0514
S e R? = 0.9949
€ 0300
s -®
3 0.200 R
2 [

0.100

0.000

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Concentracion de Diosgenina (mg/mL

Figura 4. Curva de calibracion para cuantificacion de saponinas totales
3.6 Cuantificacion de azucares reductores

La técnica se basa en que los azucares reductores poseen un grupo carbonilo libre un
hemiacetal que le confiere la caracteristica de poder reaccionar con otros compuestos.

El reactivo DNS tiene la capacidad de oxidar a los carbohidratos dando una coloracion
caracteristica que presenta una caracteristica un maximo de absorbancias a 540 nm, el
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), como producto de la reaccién se forma un complejo
amarillo (3-amino-5-nitrosalicilico).

1) Preparacion de reactivos

a) Reactivo de acido 3,5-dinitrosalicico (DNS): Se prepara disolviendo 0,8 g de hidréxido
de sodio en agua destilada, luego se adicionan 15 g de tartrato de sodio y potasio tetra
hidratado y 0,5 g de DNS, con agitacion constante y calentamiento a 70°C, por
aproximadamente 8 horas. Esta mezcla se afora a 50 mL con agua destilada y se almacena
en un frasco &mbar a 4°C.

b) Hidréxido de sodio al 10%: 10 g de hidréxido de sodio se disuelven en 100 mL de agua
destilada
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2) Preparacion de la curva de calibracién

Se pesan 50 mg de glucosa y se trasvasan a un matraz volumétrico de 100 mL,
completdndose con agua destilada. Se toma exactamente 1 mL de la solucion antes
preparada, medidos con una pipeta volumétrica y se afora a 10 mL con agua destilada, en
un matraz volumétrico (solucion de trabajo).

A partir de esta solucién se preparan por diluciones las soluciones patrones con las
siguientes concentraciones: 0.2 mg/mL, 0.4 mg/mL, 0.6 mg/mL, 0.8 mg/mL, 1 mg/mL
respectivamente.

Tabla 6. Diluciones de glucosa para cuantificacion de azucares reductores

Concentracion de Solucion estandar H.0 (mL)
glucosa (mg/mL) (mL)
0.2 1 4
0.4 2 3
0.6 3 2
0.8 4 1
1 5 0

3) Determinacién cuantitativa de azucares reductores

Para las soluciones patrones, blanco y muestras, se mezclan 0,5 mL de cada uno con 0,5
mL del reactivo DNS, se colocan a ebullicion por 5 min en bafio de maria e inmediatamente
se detiene la reaccion con bafio de hielo y agua. A cada una de las soluciones se le agregan
5 mL de agua destilada, se agitan, se dejan en reposo por 15 min, y se lee la absorbancia
a cada solucion, a la longitud de onda de 540 nm en un espectrofotémetro UV-VIS

4) Preparacion del extracto

Se pesaron 10 mg/ml de agua destilada y fue tratado con el reactivo DNS de igual manera
que las diluciones a partir de glucosa.

5) Calculos

Para calcular las cantidades de azlcares reductores en las muestras se utiliza la ecuacion

de la curva de calibracion (Fig. 6). Se determind la concentracion de equivalentes de
glucosa por gramo de muestra (mg EGlu/g de extracto) en cada uno de los extractos por
medio de la interpolacién
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Azlcares reductores
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Figura 6. . Curva de calibracién para cuantificacion de azlcares reductores

3.7 Cuantificacion de alcaloides

El procedimiento analitico esta basado en el método de Shamsa et al. (2008), consiste en
la reaccion de alcaloides (solamente aquellos que tienen nitrégeno en el interior de su
estructura con verde de bromocresol (BCG), dando lugar a la formacién de un complejo de
transferencia de carga alcaloide-verde de bromocresol, a un pH 4,7, de color amarillo,
susceptible de una determinacion espectrofotométrica a 470 nm

PROCEDIMIENTO
1. Preparacién de soluciones

a.- Solucion de verde bromocresol (BCG): Se pesan 69,8 mg de verde de bromocresol y se
agregan en un vaso de precipitado de 50 mL, se mezclan con 3 mL de NaOH de
concentracion 2 mol/L y 5 mL de agua destilada, hasta que esté completamente disuelto y
la solucion se diluye hasta 1000 mL con agua destilada en un matraz de 1000 mL.

b.- Solucién de &cido citrico de 0,2 mol/L: Se pesan 42,02 g de acido citrico monohidratado
y se disuelven en un litro de agua destilada en un balén volumétrico.

c.- Solucién tampén de fosfato acido de sodio a pH 4,7.: Se pesan 71,6 g de Na;HPO, y se
disuelven en agua destilada, usando un matraz aforado de 1 litro y se ajusta el pH con la
solucion de 0,2 mol/L de acido citrico hasta llegar a un pH de 4,7.

d.- Solucién estandar de gramina: Se pesa 1 mg de gramina y se disuelve con agua
destilada aforado en un matraz volumétrico de 10 mL.

2. Preparacion parala curva de calibracién

Medir alicuotas de la solucién estandar de atropina con una pipeta automatica y transferir
cada una para diferentes embudos de separacion.

Tabla 5. Diluciones de gramina para cuantificacién de alcaloides
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[Gramina] mg/mL Vol. Solucién estandar
(mL)
0.04 0.4
0.06 0.6
0.08 0.8
0.1 1
0.12 1.2
Preparacion de la reaccion
Vol. Solucién estandar H.0 Na2HPOsa pH 4.7 BCG
(mL) (mL) (mL) (mL)
Bco | O 2 5 5
1 0.4 2 5 5
2 0.6 2 5 5
3 0.8 2 5 5
4 1 2 5 5
5 1.2 2 5 5

A continuacion, afadir 2 mL de cloroformo a cada embudo de separacion. La fase
cloroférmica se separa y se recoge en un matraz volumétrico de 10 mL, previamente
rotulado. Se sigue agregando consecutivamente al embudo de separacion 2 mL de
cloroformo y luego dos veces mas de 3 mL de cloroformo, después se afora con cloroformo
los matraces de 10 mL (volumen final para todas las soluciones es de10 mL).

La absorbancia del complejo formado y disuelto en cloroformo se mide a 470 nm frente al
blanco preparado, como anteriormente se describio.

Con los valores de las absorbancias y las cantidades de atropina en cada estandar se hace
la gréfica de la curva de calibracién que debe ser lineal, con un valor de r? aceptable de
entre 0,997 y 1,000

3.- Procedimiento para determinar cuantitativamente alcaloides en el extracto

Se peso 0.5 mg del extracto y se adiciono de 100 a 150 gotas de HCI 2N vy fue filtrado. Fue
tomado 1 mL de esta solucion y fue transferido a un embudo de separacion con 4 mL de
CHCI; por triplicado. La solucién se ajust6é a un pH neutro con una solucién 0.1N de NaOH.
Se transfieren 5 mL del extracto a un embudo de separacién con 5 mL de solucién de BCG
y 5 mL de solucién fosfato medidos con pipetas volumétricas de 5mL. La mezcla se agita y
se retira el tapén del embudo para expulsar el gas en el embudo. El complejo formado es
extraido con 2, 2, 3 y 3 mL de cloroformo, agregados cada uno consecutivamente, de la
misma forma como se extrajeron los estandares, separando la capa de cloroformo. Los
extractos de cloroformo se recogen en un matraz volumétrico de 10 mL y se completa el
volumen con cloroformo (volumen final es de 10 mL). Este analisis se hace por triplicado.
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La absorbancia del complejo formado y disuelto en cloroformo es medida en un
espectrofotdmetro de absorcién a una longitud de onda de 470 nm.

4.- Célculos

Para calcular las cantidades de alcaloides en las muestras se utiliza la ecuacion de la curva
de calibracion (Fig. 5). Se determiné la concentracién de equivalentes de atropina por
gramo de muestra (mgEGra/g de extracto) en cada uno de los extractos por medio de la
interpolacion

Alcaloides

0.700
0600 o
£ 0.500 .
S 0400 s y = 4.98x - 0.0036
8 0300 P R?=0.9948
2 0.200 P
0
® 0.100

0.000

0 002 004 006 008 0.1 012 014

Concentracion de gramina (mg/ml)

Figura 5. Curva de calibracion para cuantificacion de alcaloides

Anexo 4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

4.1 Determinacion de la actividad antioxidante por el método DPPH

Preparacion de la curva de calibracion: Se prepard una solucion patron, disolviendo 2 mg
de TROLOX en 10 mN de metanol al 80%. Se realizaron las siguientes diluciones:

Concentracién (umol) Stock (mL) Metanol 80% (mL)

100 0.375 2.625
200 0.750 2.250
300 1.125 1.875
400 15 15

500 1.875 1.125
600 2.25 0.75
700 2.625 0.375
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Preparacion del radical DPPH: Se pes6 3.9 mg del radical DPPH en un matraz aforado,
previamente tarado y protegido contra la luz. Se disolvié en 100 mL de metanol al 80%. La
solucién se colocé en un sonicador durante 20 min con la finalidad de lograr una adecuada
disolucion.

Actividad antioxidante. A 0.1 mL de cada uno de los extractos, se les adicion6 3.9 mL de la
solucion de DPPH, se agito vigorosamente y se mantuvo en obscuridad por 1 h. Se registré
la absorbancia a 517 nm después de 30 min.

Por ultimo se calcul6 el porcentaje de inhibicion con la formula mostrada a continuacion:

L Ab — Am
% Inhibicibon = ——— x 100
Ab
Donde:
Ab= absorbancia del blanco a 517 nm
Am=absorbancia de la muestra a 517 nm
DPPH
0.9
0.8 ...
.07 "o
e e, 'Y
go6 4 y =-0.0009x + 0.8778
S 05 o, R?=0.9971
c Q.
_(86 04 e )
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Figura 7.. Curva de calibracion para determinacion de actividad antioxidante por DPPH

4.2 Determinacion de la actividad antioxidante por el método ABTS

Preparacion de las soluciones:

Se prepard una solucién stock de ABTS 7 mM donde se pes6 0.0192g y se disolvio en
metanol, se aforo a un volumen de 5 mL, la cual se mantuvo protegida de la luz

Solucién de persulfato de potasio 140 mM: se pes6 0.1892g disueltos en agua destilada y
aforados a 5 mL.

De estas soluciones se tomaron 5 mL y 88 pl respectivamente, para hacer una nueva
mezcla, la cual se almaceno en un frasco ambar y se dej6 reposar en refrigeracion durante
14 horas como minimo. Pasado ese tiempo se midi6 la absorbancia y se ajusta a 0.74, la
dilucion se realiza con metanol.
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Preparacion de la curva de calibracion:

Para la curva patrén se prepararon una solucion stock de TROLOX 2 mM : se peso 0.025g
disueltos en metanol y aforado a 10 mL

Se realizaron las siguientes diluciones a partir de la solucién de TROLOX

Concentracién de Solucién stock (uL) MeOH (uL)
TROLOX mM
0.01 5 995
0.1 50 950
0.2 100 900
0.4 200 800
0.6 300 700
0.8 400 600

En tubos de ensaye protegidos de la luz se colocaron 100 yL de cada una de las diluciones
de TROLOX y 3 mL de la solucién ABTS (con absorbancia 0.74) se homogenizaron y se
mantuvieron en obscuridad por 10 minutos, leer la absorbancia a 734 nm en un
espectrofotébmetro, el equipo se calibra con metanol.

Como blanco se utilizé la solucién de ABTS (con absorbancia de 0.74 en reposo por 10
minutos)

Para la determinacién en las muestras, se tomé una alicuota de 100 pL del extracto obtenido
y se realiz6 el mismo procedimiento que para los puntos de la curva.

Se determind el porcentaje de inhibicion mediante la siguiente formula:
L Ab — Am
% Inhibicion = I x 100

En donde: Ab es la absorbancia del testigo (ABTS), Am es la absorbancia obtenida de cada
muestra (o punto de la curva patrén).
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Figura 8. Curva de calibracion para determinacion de actividad antioxidante por ABTS
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ANEXO 5. DETERMINACION TAXONOMICA DE LA RAIZ DE I. heterophylla

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO
FACULTAD DE CIENCIAS
HERBARIO

DICTAMEN
DATOS DE USUARIO

QFB. Diana Victoria Navarrete Carriola
Dr. Juan Orozco Villafuerte

Facultad de Quimica, UAEmex.
Unidad El Cerrillo, Méx.

DATOS DE LA PLANTA

Fecha de recepcion: 15 de Agosto de 2018
Fecha de entrega: 20 de Septiembre de 2018
Nombre comun: Liga, raiz del manso
Lugar de recolecta: San Antonio Yondejé, Timilpan, Estado de México

TIPO DE ANALISIS
|dentificacion taxonémica

TECNICAS O METODOS EMPLEADOS

Observacion macroscopica y al microscopio estereoscopico simple de
caracteristicas diagnosticas de género y especie; empleo de clave dicotémica
Flora fanerogamica del Valle de México. Instituto de Ecologia AC. Y CONABIO.
(Patzcuaro Michoacan).

DIAGNOSIS
Familia: Asteraceae

Género: lostephane
Especie: lostephane heterophylla (Cav.) Benth.

ATENTAMENTE

s (]

2a €
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ANEXO 6.PERFILES CROMATOGRAFICOS

6.1 Perfiles cromatogréaficos de los estandares de referencia usados en el HPLC-DAD

DAD1 A, Sig=290,4 Ref=400,100 (DEF_LC 2018-09-05 15-32-27\018-1401.0)

DAD1 A, Sig=290 4 Rel=400, 100 (DEF_LC 2018-09-05 15-32-271012-0701 D) AU 3
mAU 3 — - Acido cafeico
20003 Acido clorogénico 2000

1500 TR=7.363/7.445
1500 TR=7.009/7.048
10004 1000
500 500
0 0 T ' T T
5 10 15 20 - 5 10 16

DAD1 B, Sig=253 4 Rel=400, 100 (DEF_LC 2018-06.05 1532 271012-0701 D) DADT B, Sig=253,4 Ref=400,100 (DEF_LC 2018-09-05 15-32-27\018-1401.D)
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DAD1 A, Sig=290,4 Ref=400,100 (DEF_LC 2018-09-05 15-32-27\017-1301.D)
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6.2 Perfiles cromatograficos HPLC-DAD a 290, 253 y 349 nm de los compuestos fendlicos
del extracto hexanico (A) Puebla y (B) Timilpan

DAD1 A, Sig=290.4 Ref=800:100 (DEF _LC 2018-09.45 15-20-27046-3301 D) DADY A, Sige250.4 Ref=400,100 (DEF LG 2018905 15-02: 20045201 )
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6.3 Perfiles cromatograficos HPLC-DAD a 290, 253 y 349 nm de los compuestos fendlicos
del extracto diclorometéanico (A) Puebla y (B) Timilpan

DADT A 553290 § Ref=403.100 (DEF_LC 20160005 15-2.27048-301D) TADY A, 55290, REf=300,100 [DEF LG 2018 0905 1532 27087301 0]
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6.4 Perfiles cromatograficos HPLC-DAD a 290, 253 y 349 nm de los compuestos fendlicos

del extracto metanolico (A) Puebla y (B) Timilpan

UAUT A, SIg=43.4 KEFZAW,TW (UEF_LU AUTS-US-UD 19-52-21U84-3101.0) UAUT A, SIg=290,4 KEFF4UU, 10U (UET_LU ZUTSUY-UD 1D-32-21WAS-ZIUT.U)
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6.5 Perfiles cromatograficos HPLC-DAD a 290, 253 y 349 nm de los compuestos fendlicos

del extracto acuoso (A) Puebla y (B) Timilpan

DAD1 A, Sig=290 4 Ref=400,100 (DEF_LC 2018-03-05 15-32-271042-2801.0) DAD1 A, Sig=290,4 Ref=400,100 (DEF_LC 2018-09-05 15-32-2M041-2701.0)
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