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GLOSARIO

Especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species): son un
conjunto de moléculas reactivas producidas en algunos procesos metabdlicos en los que
participa el oxigeno. Las ROS son moléculas muy reactivas entre las que se encuentran
los iones de oxigeno, los radicales libres y los peroxidos. Su gran reactividad se debe a
gue poseen electrones desapareados que les hace reaccionar con otras moléculas

organicas en procesos de oxido-reduccion.

Lipoperoxidacion lipidica: proceso que hace referencia a la degradacion oxidativa de
los lipidos, a través del cual los radicales libres capturan electrones de los lipidos en

las membranas celulares.

Hiperglucemia postprandial: se refiere a un marcado aumento en los niveles de
glucosa en la sangre después de una comida. Se observa con mayor frecuencia en
personas con diabetes mellitus tipo 2 y puede estar relacionado con un mayor riesgo

de complicaciones cardiovasculares.
Bik: proteina del grupo BH3-only considerada como una proteina sensora pro-
apoptotica.

p53: es una fosfoproteina que se localiza en el nucleo celular. Se considera como una
proteina supresora de tumores que ejerce su funcién uniéndose al ADN y regula la

expresion de distintos genes.


https://es.wikipedia.org/wiki/Reducci%C3%B3n-oxidaci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Radical_libre
https://es.wikipedia.org/wiki/Electr%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Membrana_celular
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RESUMEN

En la basqueda de compuestos bioactivos de las plantas, la corteza de especies
maderables es un subproducto promisorio, ya que contiene compuestos fenélicos de
interés terapéutico. Pinus durangensis y Quercus sideroxyla son algunas de las
especies maderables que han sido reportadas como fuente potencial de nutracéuticos;
sin embargo el estudio de sus propiedades farmacoldgicas era limitado. En el presente
trabajo se evaluo el efecto nutracéutico de extractos polifendlicos de corteza de P.
durangensis y Q.sideroxyla sobre hiperglucemia e hipercolesterolemia desarrollada en
modelo murino, asi como también su posible efecto toxicolégico. Se inici6 con el
estudio del efecto del solvente (etanol-agua al: 20, 50 y 80%) y la relacion masa:
solvente (1:10, 1:20, 1:30) sobre la extraccion de compuestos bioactivos, y se
determind que el solvente al 50% para ambas especies; y la relacién masa: solvente
de 1:30y 1:10 para P. durangensis y Q. sideroxyla, respectivamente fueron las mejores
condiciones de extraccion. Con estas condiciones se obtuvieron extractos crudos (EC),
y mediante una fraccionacion liquido-liquido con acetato de etilo se obtuvieron
extractos y organicos (EO). A éstos extractos se les evalud la concentracion de fenoles
totales (FT), flavonoides (FL) y proantocianidinas (PACS), siendo los extractos
organicos los que presentaron una mayor concentraciéon de FT. La evaluacion de
actividad antioxidante de los extractos, se evalud con técnicas in vitro: ABTS, DPPH
y FRAP; y técnicas in vivo mediante la evaluacion de lipoperoxidacion hepéatica. En
todas estas técnicas se corrobord su potencial antioxidante. En la evaluacion de las

propiedades bioldgicas determinadas in vitro, mediante la inhibicion de las enzimas a-

amilasa y a-glucosidasa, se obtuvo una mayor inhibicion de los extractos en

comparacion al control acarbosa.

En la evaluacion de efecto hipoglucemiante de los extractos en modelo murino, se
obtuvo una mejor respuesta por parte de los extractos organicos; lo cual se replico en
los resultados obtenidos de la evaluacion hipocolesterolemiante desarrollada en el

modelo murino.

Respecto a la evaluacion toxicologica de extractos, se encontrd que €stos no producen

mortalidad ni efectos toxicos a dosis = de 5000 mg/kg, ademas de presentar

Vi
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selectividad celular dosis-dependiente durante la evaluacion citotdxica en células
tumorales y no tumorales (MDA-MB-231, HelLa, MCF-10Ay HSF 1184). De su efecto
genotoxico ambas especies mostraron ligera genotéxicidad al generar cometas tipo 1
alas 24 h, a dosis de 200 mg/kg.

La identificacion y reproducibilidad de compuestos bioactivos de los extractos de P.

durangensis y Q. sideroxyla se comprob6 mediante HPLC-DAD y HPLC-ESI-MS.

Los resultados obtenidos de este trabajo de investigacibn demostraron que los
extractos de P. durangensis y Q. sideroxyla poseen efectos positivos en las patologias
desarrolladas en los modelos murinos, principalmente en hiperglucemia. Los
resultados de la evaluacién de los efectos toxicos, citotoxicos y genotoxicos reafirman

el gran potencial nutracéutico que representan ambas especies.

vii



Marcela Soto Garcia CIIDIR Unidad Durango Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

ABSTRACT

In the search for bioactive compounds of plants, the bark of timber species is a
promising byproduct, as it contains phenolic compounds of therapeutic interest. Pinus
durangensis and Quercus sideroxyla are some of the wood species that have been
reported as a potential source of nutraceuticals; however the study of its
pharmacological properties was still limited. In the present work the nutraceutical effect
of P. durangensis and Q.sideroxyla polyphenolic bark extracts on hyperglycemia and
hypercholesterolemia developed in murine model, were evaluated, as well as its
possible toxicological effect. It was started with the study of the solvent effect (ethanol-
water at: 20, 50 and 80%) and mass: solvent ratio (1:10, 1:20, 1:30) on the extraction
of bioactive compounds, where it was determined the solvent at 50% for both species
and ratio mass: solvent 1:20 and 1:30 P. durangensis and Q. sideroxyla respectively,
were the best extraction conditions. With these conditions crude (CE) and organic (OE)
extracts obtained by a liquid-liquid extraction with ethyl acetate and later phenolic
characterization was performed by quantification of total phenolic compounds (FT),
flavonoids (FL) and proanthocyanidins (PACS). Organic extracts showed a higher FT
concentration. The evaluation of antioxidant activity of the extracts was evaluated using
in vitro techniques: ABTS, DPPH and FRAP; and in vivo techniques by evaluating lipid
peroxidation. In all these techniques its antioxidant potential was corroborated.
Biological properties were initially determined in vitro by the inhibition of a-amylase and
a-glucosidase enzymes, where greater inhibition by the extracts was obtained as
compared to acarbose control. Subsequently, the hypoglycemic effect of murine
extracts was evaluated, where a better response was obtained from the organic
extracts; which was replicated in the results obtained from the hypocholesterolemic

evaluation developed in murine.

Regarding the toxicological evaluation of extracts, it was found that they did not
produce mortality or toxic effects at doses = 5000 mg / kg, in addition to presenting
dose-dependent cellular selectivity during cytotoxic evaluation in tumor and non-tumor
cells (MDA-MB- 231, HeLa, MCF-10A and HSF 1184). From their genotoxic effect, both
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species showed slight genotoxicity when generating type 1 comet at 24 h at doses of
200 mg / kg.

Identification and reproducibility of bioactive compounds from extracts of P.

durangensis and Q. sideroxyla was checked by HPLC-DAD-MS.

The results obtained from this research showed that the extracts of P. durangensis and
Q. sideroxyla have positive effects in the pathologies developed in the murine models,
mainly in hyperglycemia. The results of the evaluation of toxic, cytotoxic and genotoxic

effects reaffirm the great nutraceutical potential of both species.
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1. INTRODUCCION

Los nutracéuticos son productos que contienen un compuesto bioactivo en cantidades
excedentes a su fuente original y que ejercen efectos benéficos a la salud (Larussa et
al., 2017). Dentro de ellos se situan a los polifenoles a quienes podemos encontrar en
diversas fuentes de origen vegetal y cuya accién benéfica se ha reportado sobre
diversas enfermedades crénico degenerativas (Martinez-Abundis et al, 2016; Del rio
et al., 2013).

Existe la evidencia de que ciertos compuestos de origen fendlico poseen propiedades
hipoglucemiantes e hipocolesterolemiantes, asi como también incidencia positiva
sobre patologias asociadas al estrés oxidativo; por tanto se considera que los extractos
derivados de fuentes vegetales pueden ayudar de manera eficaz a problemas de salud
asociadas con dafio oxidativo (Zhang & Tsao 2016).

Actualmente, muchos investigadores centran sus estudios en la deteccion, analisis y
cuantificacion de metabolitos polifenélicos en diferentes tipos de especies vegetales,
debido al auge que esta experimentando la incorporacion de sustancias de origen
natural en la formulacién de productos con aplicaciones clinicas e industriales (Rana
& Bhushan, 2016; Martins et al.,2014; Aguilar-L6opez et al., 2012). Es por ello que se
ha suscitado un creciente interés en el estudio sisteméatico de compuestos polifendlicos
presentes en la flora nacional, principalmente en la corteza de ciertas especies
maderables, con el fin de dar una utilidad a los residuos generados durante las
operaciones de aserrio de especies que actualmente no se aprovechan en su totalidad
(Aguilar-Lopez et al., 2012) .

Los extractos de corteza de las especies maderables por naturaleza tienen una gran
concentracion de compuestos fendlicos (Rosales-Castro et al., 2009; Rosales-Castro,
et al., 2012; Rosales-Castro et al., 2017), y presentan gran potencial antioxidante, el
cual se ha reportado como el mecanismo que incide sobre desordenes asociados al
desequilibrio redox (Pisoschi & Pop 2015). Por ello se considera que los compuestos
bioactivos obtenidos de las cortezas pueden representar una rica fuente de

nutracéuticos con probable aplicacion biofarmacologica (Li et al., 2015).
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P. durangensis y Q. sideroxyla son especies endémicas de México, con gran presencia
en el estado de Durango, cuyo uso principal es destinado a la obtencion de madera de
alta calidad, por ende son las especies de mayor explotacion en el estado. Los
subproductos forestales como la corteza no reciben un valor comercial ni maderable,
lo que conlleva al cimulo y desperdicio de fuente potencial para la generacién de
productos nutracéuticos (Cruz-Contreras, 2012).

En este trabajo se propone la valoracion nutracéutica de la corteza del pino P.
durangensis Martinez y del encino Q. sideroxyla Humb. & Bonpl como fuente de
compuestos bioactivos (polifenoles); para ello se realizé en primer término la obtencion
de los extractos, aplicando como variables el solvente y la relacion masa: solvente,
con el fin de encontrar las mejores condiciones de extraccion, considerando como
pardmetros de respuesta el rendimiento, la concentracion fendlica y la actividad

antioxidante.

A patrtir de los extractos se efectu6 una valoracion toxicolégica mediante la dosis letal

media, efecto citotdxico y gendtoxico.

Dentro de la investigacion de sus propiedades bioldgicas se evalud su efecto sobre
hiperglucemia e hipercolesterolemia, que son enfermedades que propician graves

problemas de salud publica.

El andlisis de identificacion y reproducibilidad de metabolitos bioactivos presentes en
extractos de corteza de ambas especies de estudio refuerzan el potencial nutracéutico

de las especies.

El conocimiento generado a partir de productos de bajo valor comercial como lo es la
corteza, podria marcar la pauta para sentar el valor agregado y generar productos con

aplicacion nutracéutica.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Alimentos funcionales y Nutracéuticos

El ser humano ha desarrollado una particular sensibilidad frente a la posible correlacion
entre su estado de salud y los alimentos que consume. Esto como resultado de
estudios epidemioldgicos recientes, en donde se ha establecido una dependencia
entre el consumo de frutas y vegetales; y la incidencia de enfermedades crénico-
degenerativas (Huang et al., 2005). Esta fue descrita por Hipocrates (460-377
A.C.), quien enunci6: “Deja que tu alimento sea tu medicina y la medicina sea tu
alimento” para establecer la relacion entre los alimentos adecuados para la salud y sus

beneficios terapéuticos.

De acuerdo a la problemética que deriva del nuevo estilo de vida y la creciente
preocupacion por el vinculo alimentacion-estado de salud es como surgen los
alimentos funcionales y nutracéuticos, cuya tendencia en consumo va en incremento
(Pandey et al., 2010).

Como definicion, los alimentos funcionales son alimentos que tienen un efecto
potencialmente positivo sobre la salud mas alld de la nutricién basica, ayudando a
promover condiciones Optimas de salud y reduciendo el riesgo de enfermedades no
transmisibles. El efecto preventivo o de tratamiento se encuentra modulado por la
accion de compuestos quimicos llamados compuestos bioactivos. Estos son
componentes extra-nutricionales que se encuentran en pequefias cantidades en
algunos alimentos y que, al modular funciones especificas de 6rganos, pueden tener
actividad biol6gica dentro del organismo dando lugar a efectos fisiol6gicos
beneficiosos. Esta posible actividad bioldgica ha sido aplicada por las compafias
farmacéuticas para aumentar el arsenal terapéutico disponible y recientemente por la

industria alimentaria como alimentos funcionales o nutracéuticos (Gil et al., 2015).
2.2 Nutracéuticos: clasificacion y caracteristicas

El término 'nutracéutico’ fue originado por la combinacién de los términos 'nutricion’ y
farmacéutico ' de Stephen Defelice MD, fundador y presidente de la innovaciéon en

medicina, Nueva Jersey, en 1989. Se definen como aquellos compuestos que
3
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proporcionan una forma concentrada de un agente presumiblemente bioactivo de un
alimento, presentado en una matriz no alimenticia y utilizado para incrementar la salud
en dosis que exceden aquellas que pudieran ser obtenidas del alimento normal
(Pandey et al.,, 2010). Su efecto benéfico va desde una capacidad preventiva y/o
terapéutica definida, debido a esto la prevencion de enfermedades en base a la dieta
diaria e ingesta de nutracéuticos es vista cada vez mas como una opcion. Esto ha
originado el desarrollo de productos disefiados para cubrir necesidades de salud cada
vez mas especificas, siendo éstos comunmente comercializados en forma de pildoras,
pastillas, capsulas o ténicos, cuyos componentes 0 sustancias nutracéuticas pueden
ser liberados en la forma del alimento o como un suplemento dietario, 0 en ambos
formas (Ho et al., 2002).

Al hablar de nutracéuticos se habla de una medicina biolégica y de una categoria
amplia de productos que deben cumplir los siguientes criterios:

» Ser productos de origen natural

» Aislados y purificados por métodos no desnaturalizantes

* Que aporten efectos benéficos a la salud: mejora y/ prevencion

« Con analisis toxicoldgicos, y quimicos

* Estudios reproducibles de sus compuestos bioactivos, que aporten

reproducibilidad, calidad, seguridad y eficacia.

* Investigacion y desarrollo con los métodos mas avanzados

» Estudios en animales de experimentacion y en humanos.

(Shoji & Nakashima, 2004)

La clasificacion de nutracéuticos se realiza generalmente de acuerdo a su origeny a

su potencialidad nutracéutica. De acuerdo a su origen su clasificacion es:
Animal

Vegetal

Microbiana

Mineral



Marcela Soto Garcia CIIDIR Unidad Durango Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

(Chauhan et al., 2013).

Aunqgue algunas de las formas mas comunes de clasificar a los nutracéuticos pueden
basarse en la fuente alimenticia, mecanismo de accion, naturaleza quimica, etc. Las
fuentes de alimentos utilizadas como nutracéuticos son todas naturales y pueden

clasificarse como:

* Probidtico
* Prebidtico
* Fibra dietaria
+ Omega 3, acidos grasos Yy fosfolipidos
* Inulina y oligofructanos
* Antioxidantes
(Vattem & Maitin 2015; Pandey et al., 2010).

De acuerdo a su potencialidad como nutracéutico se deben considerar las siguientes

maneras;
» Potenciales nutracéuticos
» Nutracéuticos establecidos

Un potencial nutracéutico es aquel que tiene una promesa de un beneficio particular
de salud o médica; tal nutracéutico potencial sélo se convierte en un establecido
después de que haya suficientes datos clinicos para demostrar tal beneficio. Hay que
sefalar que la abrumadora mayoria de los productos nutracéuticos se encuentran en

la categoria "potencial”, a la espera de establecerse (De Felice, 1995).
2.3 Nutracéuticos antioxidantes

Los antioxidantes son conocidos por estabilizar moléculas denominadas radicales
libres, éstos conducen a un riesgo en la generacion de estrés oxidativo y trastornos
asociados. A niveles celular y molecular, inactivan especies reactivas de oxigeno y
bajo concentracién especifica inhiben o retrasan los procesos oxidativos
interrumpiendo reacciones en cadena del radical de la peroxidacion de lipidos
(Prakash & Gupta, 2009). Los fitoquimicos con capacidad antioxidante naturalmente

5
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presentes en los alimentos, son productos organicos originados en el metabolismo
secundario de plantas, de gran interés debido a sus efectos beneficiosos sobre la salud
humana ya que ofrecen proteccion contra el deterioro oxidativo. Estudios
epidemioldgicos y en animales sugieren que el consumo regular de frutas, verduras y
granos enteros, reduce el riesgo de enfermedades cronicas asociadas con dafio
oxidativo (Santini et al., 2017).

Es ampliamente conocido que diferentes variedades de plantas, incluyendo hierbas,
frutas, hojas y cortezas, y sus preparaciones caseras e industriales, se han utilizado
en todo el mundo para disminuir el riesgo (prevencion) y para tratar enfermedades y /
o complicaciones de salud. Tales aplicaciones pueden provenir de uso tradicional o
por evidencias cientificas basadas en protocolos experimentales (Guarrera & Savo
2013).

Los polifenoles o compuestos fendlicos son los fitoquimicos de mayor importancia
dentro del estudio de productos nutracéuticos, debido a los resultados benéficos que

reportan (Granato et al., 2017).
2.4 Nutracéutico: polifenoles

Los compuestos fendlicos o polifenoles, constituyen un grupo de sustancias quimicas,
las cuales se consideran metabolitos secundarios, y se encuentran distribuidos
ampliamente en varios sectores del reino vegetal, especialmente en las familias
Leguminosae, Rosaceae, Polygonaceae, Fagaceae, Rhyzophoraceae, Myrtaceae, y

Melastomataceae (Ramaa et al., 2006; Isaza, 2007).

En la actualidad este grupo de compuestos fitoquimicos presenta un gran interés por
su contribucion al mantenimiento de la salud humana. Asi, muchas de las propiedades
benéficas descritas en los alimentos de origen vegetal, asociadas principalmente a la
actividad antioxidante de estos compuestos, estan relacionadas con la presencia y con

el contenido de compuestos fendlicos (Martinez-Flérez et al., 2002; Isaza. 2007).

Quimicamente, los polifenoles poseen un anillo benceno, con uno 0 mas grupos
hidroxilos, incluyendo derivados funcionales como ésteres, glicésidos, etc.  Se

presentan en las plantas en forma conjugada con uno o mas residuos de azucar unidos
6
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a los grupos hidroxilos, aunque en algunos casos se pueden producir uniones directas
entre una molécula de azlcar y un carbono aromatico. Por ello la forma mas comudn
de encontrarlos en la naturaleza es en forma de glicésidos, siendo solubles en agua y
solventes organicos. Los azucares asociados a los polifenoles pueden ser

monosacaridos, disacaridos o incluso oligosacaridos.

Los compuestos a los que se encuentran unidos con mas frecuencia son: glucosa,
galactosa, arabinosa, ramnosa, xilosa, y acidos glucurénico y galacturénico. También
pueden encontrarse unidos a acidos carboxilicos, acidos organicos, aminas y lipidos
(Martinez et al., 2002; Garcia et al., 2004).

Los polifenoles constituyen el grupo mas numeroso con mas de 40.000 metabolitos
secundarios en plantas a las cuales proporcionan mecanismos de defensa quimica
contra patégenos y estrés ambiental, asi como el establecimiento de muchas
interacciones planta-ecoldgicas (Amararathna et al., 2016).

Los polifenoles funcionan como antioxidantes porque son excelentes donadores de
hidrogeno que son aceptados por el radical reactivo para producir especies no

radicales y especies radicales menos reactivas (Roleira et al., 2015).

Una cuidadosa eleccion de las caracteristicas fisico-quimicas de los polifenoles es
crucial, ya que afecta fuertemente su biodisponibilidad y la reactividad quimica contra
ROS (Chavarria et al., 2015). La biodisponibilidad de polifenoles varia ampliamente de
un compuesto a otro y los polifenoles mas abundantes en nuestra dieta no son
necesariamente los que tienen el mejor perfil de biodisponibilidad. En general, las
modificaciones de sus estructuras quimicas pueden mejorar su absorcion,

biodisponibilidad y capacidad para cruzar membranas celulares (Manach et al., 2004).

Entre los candidatos nutracéuticos mas interesantes para actuar como
antiinflamatorios, los polifenoles son otro ejemplo destacado. Los beneficios del uso
de polifenoles se asocian principalmente con su alta capacidad antioxidante que
aminora el estrés oxidativo, pues actian predominantemente como antioxidantes,
eliminando los radicales libres y los iones metalicos quelantes. Algunos polifenoles

también aumentan los niveles de glutation y la expresion de enzimas antioxidantes

7
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como glutation peroxidasa, catalasa y superoxido dismutasa, ademas dadas sus
propiedades antioxidantes y antiflamatorias, los polifenoles pueden inhibir la
biosintesis de AGEs a través de sus propiedades antioxidantes, capacidad de
guelacion de metales, interaccion de proteinas, atrapamiento de metilglioxal y/o
blogueo del receptor para productos finales de glicacion avanzada (AGESs). Todos son
capaces de reducir el estrés oxidativo, que se ha asociado con enfermedades crénicas;
y se cree que promueven la proliferacién celular, ademas de causar entre otros,
enfermedades del corazén, diabetes y enfermedades autoinmunes (Yeh et al., 2017,
Yahia, 2010).

Los compuestos fendlicos (polifenoles) se pueden dividir en varios subgrupos segun
sus caracteristicas estructurales, sin embargo, los que se encuentran comunmente en
los alimentos vegetales pueden clasificarse en tres subgrupos principales: &cidos

fendlicos, flavonoides y no flavonoides (Figura 1).
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Figura 1. Clasificacion de los polifenoles

(Tomado de Zhang & Tsao 2016).
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2.4.1 Flavonoides

Los flavonoides son un grupo diverso de compuestos polifendlicos conocidos
principalmente como los pigmentos responsables de producir los colores presentes en
flores, fruta, y hojas. Se han aislado e identificado mas de 5000 flavonoides diferentes
de fuentes vegetales. Estos compuestos estan ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, particularmente en células fotosintéticas de plantas (Havsteen, 2002).

Los flavonoides estan compuestos por un esqueleto de 15 carbonos (C6-C3-C6) y dos

anillos de benceno unidos por una cadena lineal de 3 carbonos (Figura 2).

Figura 2. Estructura basica de un flavonoide.

Los flavonoides se pueden dividir en multiples subgrupos de acuerdo con los patrones
de sustitucion del anillo C; y dentro de la misma clase pueden diferenciarse mediante
la sustitucién del anillo Ay B (Kumar & Pandey, 2013; Middleton et al., 2000). Existen
seis subgrupos principales de flavonoides, incluyendo flavonoles (quercetina,
kaempferol, miricetina), flavanonas (eriodictil, hesperetina, naringenina),
isoflavonoides (daidzeina, genisteina, glicitiina), flavonas (apigenina, luteolina),
flavans-3-ol (catequinas) y antocianinas (cianidina, delfinidina, malvidina,

pelargonidina, peonidina, petunidina).
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Estos compuestos polifenélicos son conocidos por sus propiedades medicinales y
actividades farmacoldgicas, por ejemplo, como agentes antioxidantes, antitumorales,
antibacterianos y anti-inflamatorios. Tales actividades de los flavonoides dependen de
su conformacion estructural (Hossain, et al., 2016; Prasain et al., 2010).

La quercetina y la catequina son los flavonoides que presentan una mayor actividad
antioxidante, debido a sus propiedades estructurales. La quercetina presenta un grupo
carbonilo en posicién 4 y un grupo -OH en la posicion 3 del anillo C, mientras que la
catequina posee un grupo -OH en la posicion 3 del anillo C. Dicha estructura hace que
ejerzan una accion inhibitoria contra los radicales hidroxilo y superéxido, que son los
principales inductores de la peroxidacion de lipidos (Formica & Regelson, 1995).
Ademas, estos compuestos son capaces de inhibir infecciones bacterianas, virales o
fungicas el desarrollo de tumores y son capaces de interactuar con un amplio nimero
de proteinas, tales como enzimas, proteinas de tejido y receptores de membrana,
modulando de manera especifica su actividad.

Los flavonoides también son conocidos por modificar la actividad de enzimas como
proteina quinasa C, proteina tirosina quinasa, aldosa reductasa, mieloperoxidasa,
NADPH oxidasa, xantina oxidasa, fosfolipasa, la transcriptasa reversa, ornitina
descarboxilasa, lipoxigenasa y cycloxygenasa. Algunas de estas enzimas participan
en las funciones inmunoldgicas, de carcinogénesis, transformaciones celulares,
crecimiento tumoral y metastasis (George et al., 2017).

Nuevos estudios han descrito el papel prometedor de los flavonoides en el tratamiento
de la obesidad y la diabetes, asi como sus enfermedades metabdlicas asociadas. El
potencial anti-diabético anti-obesidad asociado con los flavonoides es muy grande
dado sus efectos reguladores sobre los transportadores de azlcar en la sangre
mediante el aumento de la secrecién de insulina, la reduccién de la apoptosis, la
promocioén de la proliferacion de células 3 pancreaticas y la reduccion de la resistencia
a la insulina, la inflamacién y el estrés oxidativo en el musculo (Hossain et al., 2016;

Hajiaghaalipour et al., 2015).
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2.5 Nutracéuticos y estrés oxidativo

En condiciones fisiologicas, existe un equilibrio entre la generacion y degradacion de
radicales libres. Cuando este equilibrio se rompe, por produccion de radicales en
exceso, o por disminucion de los sistemas de defensa, se origina lo que se conoce
como dafo o estrés oxidativo. Este dafio se debe a la capacidad que tienen los
radicales libres de actuar sobre las proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos
de la célula. Cuando los radicales libres interactiian con estos componentes celulares,
se originan alteraciones estructurales y funcionales. Como consecuencia de ello, se
produce un deterioro de la homeostasis de la célula y la aparicion de diferentes
enfermedades cronicas, e incluso la muerte celular (Espinosa-Diez et al., 2015; Ye et
al., 2015). La inflamacion y estrés oxidativo son mediadores en el desarrollo y
progresion de la enfermedades crénicas y sus complicaciones, y se asocian al
aumento de la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y disminucion de

la capacidad antioxidante (Ruiz et al., 2013).

Cuando las células estan expuestas al estrés oxidativo sufren facilmente dafio que
conduce a una cascada de procesos degenerativos. El desarrollo de patologias
severas incluyendo enfermedades neurodegenerativas, diabetes, céancer,
enfermedades hepéaticas, enfermedades cardiovasculares y envejecimiento rapido
estdn entre los posibles resultados. Se supone generalmente que el tratamiento
terapéutico con antioxidantes es la forma mas eficaz de controlar el estrés oxidativo y
evitar la aparicién de dafio oxidativo (Georgiev et al., 2014; Panieri et al., 2013;
Sugamura et al., 2011). Se ha demostrado que el consumo o la suplementacion
nutracéuticos fitoquimicos como polifenoles, son capaces de restaurar la homeostasis
redox y prevenir la inflamacion sistémica o localizada mejorando las actividades de las
enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx y GR. Las expresiones de estas enzimas
desintoxicantes y antioxidantes son moduladas por un factor clave de transcripcién el
factor nuclear eritroide relacionado con factor (Nrf) -2 que puede ser activado por ROS
a nivel celular. Nrf2 se transloca en el nucleo y regula la transcripcion mediada por los

elementos que responden a los antioxidantes de diversos genes que codifican las
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enzimas antioxidantes mencionadas anteriormente (Kohle & Bock, 2006; Na & Surh
2008).

Ademas, los nutracéuticos polifenoles también pueden suprimir el estrés oxidativo
mediante la reduccion de las respuestas inflamatorias a través de la interferencia con
el factor nuclear kappa B (NFkB) y mitdogeno activado proteina quinasa (MAPK)

controlada en las cascadas de sefializacion inflamatoria (Chuang & Mcintosh, 2011).

Se ha demostrado que los polifenoles de la uva disminuyen la inflamacion crénica ya
sea por modulacién de las vias inflamatorias o por la reduccion de los niveles de las
especies reactivas de oxigeno (ROS). Como compuestos naturales, los flavonoides de
la uva y las proantocianidinas pueden dirigirse a mdltiples vias para superar la
inflamacion crénica; y son mas eficaces en comparacién con los farmacos anti-
inflamatorios mono-dirigidos sintéticos (Sung et al., 2012). El extracto liofilizado de uva
gue contiene principalmente flavonoides, antocianinas, proantocianidinas y derivados
de &cido hidroxicinamico, ha mostrado una mayor actividad anti-inflamatoria en
comparacién con los antiinflamatorios no esteroideos comerciales indometacina.
También se demostr6 que las proantocianidinas tienen una alta accion anti-
inflamatoria, porque eliminan los radicales libres, previenen la peroxidacién lipidica e
inhiben la formacién de citoquinas pro-inflamatorias (Panico et al., 2006). Sin embargo,
las bajas concentraciones de polifenoles naturales y su rapido metabolismo, una vez
ingeridos, hacen que para el estudio de nutracéuticos requiera su administracion en
forma de pildoras, cépsulas, etc., en donde las moléculas se pueden concentrar y
utilizar en una forma farmacéutica adecuada y en una forma eficaz en dosis (Bernal et
al., 2011).

En la actualidad, un nimero creciente de investigadores se centran en las actividades
bioldgicas de posibles fuentes de nutracéuticos valiosos mediante sus componentes
fitoquimicos; sin embargo, para lograr efectos terapéuticos beneficiosos, la mayoria de
estos fitoquimicos se deben utilizar de una manera estrictamente dosis-dependiente.
La biodisponibilidad en condiciones in vivo es una cuestion clave a resolver para
establecer el nivel de concentraciones sanguineas terapéuticas de flavonoides
principalmente, para su empleo como nutracéuticos (Georgiev et al., 2014).
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2.5.1 Nutracéuticos y la diabetes mellitus

La diabetes mellitus se define como una enfermedad metabdlica créonico-degenerativa,
caracterizada por la elevacion de los niveles de glucosa en sangre, defectos en la
secrecion o accion de la insulina; y por alteraciones en el metabolismo de lipidos y
proteinas (American Diabetes Association, 2014). De esta enfermedad se conocen
dos vertientes: diabetes tipo 1 o insulinodependiente y diabetes tipo 2 no
insulinodependiente.
a) Diabetes tipo 1.
Se desarrolla por la destruccion autoinmune de las células B del pancreas,
ocasionando una progresiva deficiencia en la produccién de insulina. La
sintomatologia (poliuria, polifagia, polidipsia, pérdida de peso y cetoacidosis) se
presenta cuando la tasa de destruccion de células, llega a un nivel critico, causando
insulinopenia e hiperglucemia (Ozougwu et al., 2013).
b) Diabetes tipo 2
En la diabetes mellitus tipo 2 el tejido adiposo y el musculo esquelético son incapaces
de responder a la accién de la insulina, lo que conlleva a una disminucién en la
captacion de glucosa. La resistencia ala insulina en el higado ocasiona que la sintesis
de glucégeno sea inferior que en sujetos sanos, provocando un estado hiperglucémico
en ayunas, por el incremento de la sintesis hepatica de la glucosa (Kaur et al., 2016;
Kohei, 2010).
El estrés oxidativo aumenta el desarrollo de las complicaciones diabéticas debido al
dafo tisular que producen los radicales libres. De esta manera, se correlaciona el
estrés oxidativo con el desarrollo de patologias como la nefropatia diabética y
complicaciones cardiovasculares lo cual se complica ain mas con los niveles elevados
de glucosa en sangre (Ibarra et al., 2006).
Los mecanismos que se proponen como contribuyentes para generar estrés oxidativo
son:

* Ruta de los polioles y actividad de la aldosa reductasa.

* Incremento en el flujo de metabolitos a traves de la via de la hexosamina.

» Activacion de la proteina kinasa c.

» Generacion de productos de glicosilacion avanzada (AGES)
13
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(Letelier et al., 2017)
El estrés oxidativo ha sido relacionado con importantes acciones de dafio como:
peroxidacion lipidica, oxidacion de proteinas, dafio de acidos nucleicos, induccién de
factores de transcripcion NF-KB e induccion de apoptosis celular (Johar & Bernstein
2017; Fatani et al., 2016).

A pesar de la disponibilidad de muchos medicamentos antidiabéticos en el mercado,
esta patologia y sus complicaciones se consideran entre los principales desafios
médicos, debido a los efectos adversos tanto a corto como a largo plazo del uso de

farmacos hipoglucémicos (Vasconcelos et al., 2011).

Como un enfoque proactivo alternativo, muchos fito-compuestos obtenidos a partir de
plantas o de origen microbiano, pueden ser adoptados como agentes terapéuticos 'y /
0 preventivos. Los mecanismos de accion de muchos productos naturales como
antidiabéticos pueden estar relacionados con la inhibicion de enzimas glucoliticas
como son la a-glucosidasa y a-amilasa, con efecto sobre la captacion de glucosa y los
transportadores de glucosa, lo que implica la modificacibn de sus mecanismos a
través de receptores activados por el proliferador de peroxisoma, la inhibiciéon de la
actividad de la proteina tirosina fosfatasa 1B y las hormonas (insulina y glucagén)

implicadas en la homeostasis de la glucosa Cuadro 1 (Bahadoran et al., 2013).
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Cuadro 1. Farmacos convencionales y nutracéuticos en el tratamiento de diabetes

Clase de Mecanismo Farmaco Nutracéutico Forma
droga de accion convencional | (Constituyente) | herbal del
antidiabética nutracéutico
AMPK/GLUT4 Metformina Resveratrol Frutas y
plantas
Miricetina Abelmoschus
moschatus
Insulino Antocianinas  Vaccinium sp
sensibilizador
PPARry TZDs Oligonol Litchi
mediador de chinensis
metabolismo EGCG Camelia
de lipidos sinensis
Insulino Modulaciéon de Sulfunilureas/no  Flavonoides, Carica
secretagogo la funcion de sulfunilureas alcaloides papaya
células 3 capsaicinas Capsicum
pancréaticas/ frutescens
Diferenciacién
SGLT2 Modulacién Gliflozin Phlorizin Malus
inhibidores renal domestica
Reabsorcion
de glucosa
o- Modulacion de Acarbosa Catequinas Camellia
glucosidasa la glucosa. Flavanoles sinensis
inhibidores  Absorcion via Flavonas
tracto Pycnogenol P.pinaster
intestinal Quercetina Cebolla,
extractos de
corteza de
pino

(Alam et al., 2016; Sung et al., 2012)
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Las hojas de Morus alba L. se han utilizado para el tratamiento de la diabetes. Su
efecto en la diabetes tipo 2 se ha asociado a la posibilidad de que el extracto tenga
una alta inhibicion de las enzimas del citocromo P450. Esto sugeriria su empleo como
un nutracéutico debido a su efecto por el contenido de compuestos bioactivos y baja

interaccion con otros farmacos en el manejo de la diabetes (Kar et al., 2015).

El té verde es rico en polifenoles, posee el equivalente al 35% de su peso seco, siendo
las catequinas (flavan-3-ols), y particularmente epigallocatequina-3-galato (EGCG),
las que constituyen la mayor fraccién de polifenoles del té verde. Estas pueden
provocar una serie de cambios que estan asociados con efectos beneficiosos sobre la
diabetes, incluyendo mejoras en la secrecion de insulina, absorcion de la glucosa,
resistencia a la insulina, tolerancia a la glucosa, estrés oxidativo, inflamacion y funcion
mitocondrial. EGCG parece actuar a través de mdltiples vias de sefalizacién para
ejercer estos efectos beneficiosos en la diabetes (Ferreira et al., 2016; Kim & Kim,
2013).

Entre los candidatos nutracéuticos mas estudiados como fuentes potenciales como
antidiabéticos se encuentran: amorfrutinas, Morus alba, acidos grasos y florizina. Los
extractos nutracéuticos de las matrices vegetales representan una herramienta para
prevenir, coadyuvar y tratar la diabetes y sus complicaciones por hiperglucemia como
una alternativa a los tratamientos convencionales (Dragan et al., 2015; Kar et al., 2015;
Ros et al., 2015; Weidner et al., 2012).

2.5.2 Nutracéuticos en hipercolesterolemia

La dislipidemia mas frecuente e importante por su trascendencia etiopatogénica en las
enfermedades cardiovasculares, es la hipercolesterolemia que se define como la
presencia de niveles elevados de colesterol en sangre. La hipercolesterolemia provoca
un mal funcionamiento del higado a través de la esteatosis micro vesicular debido a la

acumulacion intracelular de lipidos (Maldonado- Saavedra et al., 2012).

Para explorar el posible mecanismo de los farmacos hipolipemiantes, se ha empleado

el tiloxapol, que es un surfactante no ionico utilizado ampliamente porgue provoca un
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aumento drastico en los niveles séricos de triglicéridos y colesterol debido al aumento
de la sintesis de colesterol hepéatico, particularmente por el aumento de HMG Co- 3-
metil-glutaril Co-A y por la inhibicidbn de la lipoproteina lipasa responsable de la
hidrolisis de los lipidos en plasma (Adeneye & Crooks, 2015). La inhibicion significativa
del aumento de los niveles de lipidos mediante extractos en este modelo es indicativa
de la inhibicion de la biosintesis del colesterol por inhibicibon de HMG Co-A
(Rajasekaran et al., 2013). Esta enzima juega un papel clave en el control de los niveles
de lipidos en el plasma y otros tejidos. La mayoria de los farmacos hipolipemiantes
Mas recientes, como las estatinas, actian a través de la inhibicion de HMG Co-A (3-

hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa) (Adeneye et al., 2010).

Los nutracéuticos desempefian un papel peculiar en el mejoramiento de la dislipidemia
humana, aunque el mecanismo exacto todavia es desconocido; y se infiere que los
ingredientes funcionales pueden actuar sobre varias vias bioquimicas capaces de

influir en los trastornos lipidicos en el cuerpo humano (Marazzi et al., 2011).

Los polifenoles contenidos en la hoja de morera parecen reducir eficazmente el
almacenamiento de acidos grasos en el higado y pueden contrarrestar la actividad de
las enzimas implicadas en la creacion de lipidos, tales como la sintetasa de acidos
grasos, la acetil-CoA carboxilasa o la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa. Las
teaflavinas, los principales polifenoles del té negro, han demostrado tener efectos
hipolipemiantes (Jin et al., 2013). Estos nutracéuticos mejoran la hipercolesterolemia;
aunque los mecanismos de accion de tales compuestos no son totalmente conocidos,
parecen ser capaces de actuar selectivamente sobre la formacion de colesterol LDL y,
en cierta medida, sobre las concentraciones de triacilgliceroles en la sangre, mientras
gue no se ha observado reacciones adversas con HDL-C (Maki et al., 2012).

Los polifenoles (20 g / dia) y los fitoesteroles (6 g / dia) han demostrado efectos
comparativos de reduccibn de lipidos como la lovastatina en cerdos
hipercolesterolémicos (Metzger et al., 2009). De igual manera, la berberina es un
nuevo compuesto natural capaz de reducir los lipidos plasmaticos. Este alcaloide
derivado de Huanglian (Coptis chinensis), cuya estructura quimica es una

benciltetrahidroxiquinolina, ha reducido el colesterol sérico aumentando la expresion
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del mRNA del receptor de LDL independiente del colesterol circulante (Kong et al.,
2004). Este hallazgo es realmente importante debido al descubrimiento de una
sustancia que actlia con un mecanismo diferente que las estatinas. Asi, estatinas y
berberina podrian combinarse para lograr un mejor control de los niveles de colesterol
LDL en pacientes dislipidémicos (Kong et al., 2008). Entonces se cree que los
nutracéuticos podrian agregarse a los tratamientos farmacol6gicos comunes para la
dislipidemia, como la terapia con estatinas, para mejorar e influir positivamente en el
perfil lipidico. Ademas, pueden ser considerados como una herramienta util cuando la

terapia estandar, no puede ser adoptada debido a la intolerancia.

2.6 Ensayos toxicoldgicos de nutracéuticos

Los nutracéuticos son utilizados cada vez mas como suplementos nutricionales en el
tratamiento de enfermedades. Debido a su origen (generalmente plantas) éstos se
consideran seguros para el consumo humano; sin embargo, los niveles de la sustancia
activa consumida varian cuando se toma como un alimento entero, en comparacion a

su forma concentrada como nutracéutico (Penumetcha & Santanam, 2012).

El objetivo de los estudios de toxicidad general es el establecimiento del perfil
toxicolégico de la sustancia a analizar, determinar la relacién entre la dosis
administrada y la respuesta observada y determinacion signos y dosis toxicas. Se
utilizan sistemas experimentales in vitro o in vivo, y los estudios se clasifican en cuanto
a su duracion en estudios de toxicidad de dosis Unica o en estudios de toxicidad de
dosis repetidas (Ouedraogo et al., 2012). En los estudios de toxicidad de dosis Unica
0 en estudios de toxicidad aguda, las dosis estudiadas son mucho mayores que la
dosis efectiva estimada para el producto; por lo tanto, son utiles para la prediccion de
las consecuencias derivadas de las situaciones de sobredosis humana y permiten la
determinacién de las dosis de interés toxicolégico, como la dosis letal 50 (DLso) o la

dosis maxima tolerada (Gil et al. ,2015).

Dentro de los ensayos in vitro se encuentran los llamados ensayos de citotoxicidad,
capaces de detectar mediante diferentes mecanismos celulares conocidos, los efectos

adversos de interferencia con estructura y/o propiedades esenciales para la
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supervivencia celular, proliferacion y/o funciones. Dentro de estos se encuentran la
integridad de la membrana y del citoesqueleto, metabolismo, sintesis y degradacion,
liberacion de constituyentes celulares o productos, regulacion idnica y division celular.
Dentro de los ensayos mas conocidos y ya validados se encuentran el ensayo de
captacion del rojo neutro, enlazamiento al azul de kenacid y por ultimo el ensayo de
reduccion del Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico (MTT) (Arencibia
et al., 2003).

La evaluacién de seguridad no clinica para la aprobacion de comercializacion de un
nutracéutico generalmente requiere de estudios farmacoldgicos, farmacocinética y los
estudios de toxicidad (Shaw et al., 2012). Dentro de los estudios de toxicidad
especificos tales como estudios de genotoxicidad, toxicidad para la reproduccion; y
para los medicamentos o sustancias de uso cronico, una evaluacion de potencial
carcinogénico es indispensable; y se incluye por ejemplo el ensayo de micronucleos,
0 ensayo cometa. Otros estudios no clinicos tales como la evaluacion de fototoxicidad,
inmunotoxicidad, alergenicidad o disrupcién endocrina deben realizarse después

analizando cada caso (Gil et al. ,2015).

La evaluacion de la inocuidad de los nutracéuticos es necesaria, por lo tanto, se debe
incluir un perfil de seguridad dentro de los estudios de productos potenciales como

nutracéuticos.
2.7 Especies vegetales con potencial nutracéutico

Los extractos de corteza de especies del género Pinus como Pinus pinaster, Pinus
radiata, Pinus massoniana han sido reportadas por su gran potencial para la
identificacion y desarrollo de nutracéuticos, debido a la presencia de propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, cardiovasculares, neuroprotectoras y anti- cancer.
Aunqgue sus estudios toxicologicos son limitados, no se ha reportado efectos adversos
graves, por tanto se han publicado como farmacos nutracéuticos potenciales, asi
como también inocuos para su incorporaciéon a alimentos (Li et al., 2015). Bajo este
contexto, se infiere que los extractos de corteza de especies como P. durangensis y
Q. sideroxyla, pueden ser especies con potencialidad para actuar como nutracéuticos,

19



Marcela Soto Garcia CIIDIR Unidad Durango Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

pues se ha reportado su actuacion en la medicina tradicional en el tratamiento de
trastornos como Ulceras y problemas inflamatorios (Luna et al., 2003; Bermejo &
ponton 1999). Estudios previos han reportado efectos antibacterianos, y alto contenido
fendlico antioxidante de extractos de P. durangensis (Rosales-Castro et al., 2006;
Rosales-Castro et al., 2003), mientras que las investigaciones sobre extractos de Q.
sideroxyla han demostrado su efecto hipoglucemiante, genotéxico, reductor del estrés
oxidativo (evaluado en el modelo murino) (Soto-garcia et al., 2016), y su alta capacidad
antioxidante. Asimismo, se ha demostrado efecto antiinflamatorio y anticancerigeno
en colon de rata (Moreno-Jiménez et al., 2015. La presencia de flavan-3-ols en Q.
sideroxyla (Rosales et al., 2012); y flavonoides como taxifolina y quercetina en P.
durangensis (Rosales-Casto et al., 2017; Soto-Garcia & Rosales-Castro, 2016), le

confieren su potencial nutracéutico.

2.7.1 Descripcion de Pinus durangensis Martinez

Los pinos (Pinus) pertenecen a la familia de las pindceas del género Pinus, son de
amplia distribucién con aproximadamente 49 especies, 18 variedades, 2 subespecies
en las cadenas montafiosas de todo el pais (Garcia-Ortega et al., 2002). Algunas de
sus caracteristicas son: arbol de fuste recto de hasta 40 m de altura y 15 dm de DAP;
copa redondeada y compacta en los arboles maduros, con ramas péndulas a
horizontales, frecuentemente sigmoideas; arboles jévenes con copa de forma conica,
posee ramillas tiernas a veces con tinte azuloso, su corteza es rugosa y dividida en
grandes placas escamosas de color café oscuro, café palido en la parte media, y

separadas por fisuras.

Sus conos son ligeramente curveados, ovoides, de 6 a 10 cm de largo, de color café
rojizo, generalmente en grupos de 2 a 3, a veces solitarios. Escamas del cono tiesas,
duras, con apice redondeado o subagudo; apofisis levantada, subpirimidal,
transversalmente aquillada; umbo dorsal, levantado, reflejo, gris ceniciento, con una
espina aguda, corta, a veces recurvada, decidua o persistente. Semillas pequeiias, de
color gris, subtriangulares, de 5 a 7 mm de largo, con ala de color amarillento. (Figura
3).
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Nombres comunes: ocote, pino alazan, pino blanco, pino real, pino real de seis hojas

(Garcia-Arévalo & Gonzélez-Elizondo, 1998).

Figura 3. Pinus durangensis Martinez

2.7.2 Descripcion de Quercus sideroxyla Humb. & Bonpl.

Arbol de 5 a 8 m de altura y con un diametro del tronco de 20 a 65 cm, cuya corteza
es café oscura; y con hojas oblanceoladas de 4.5 a 11 cm de largo por 1.5 a 4.5 cm
de ancho; margen con 1 a 6 aristas a cada lado; haz verde amarillento ligeramente
lustroso; envés blanco-amarillento y tomentoso. Su fruto puede ser bianual, solitario
0 en pares con bellotas ovoides de 10 a 15 mm de largo por 7 a 10 mm de diametro
(Figura 4).
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Los principales usos de esta especie son como lefia, carbon y extraccion de celulosa
para papel. Habitat: laderas, en bosques de pino-encino y bosque tropical

subcaducifolio entre 1,900 a 2,200 msnm y sobre suelos pedregosos y someros.

Nombre comun: encino colorado (Arizaga, 2009).

Figura 4. Quercus sideroxyla Humb. & Bonpl.
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3. JUSTIFICACION

Las enfermedades cronico-degenerativas como la diabetes mellitus, cancer y
patologias cardiovasculares, son un problema de salud publica que representa un
gran desafio para la sociedad y los sistemas de salud, debido a la pérdida de calidad
de vida para quienes padecen la enfermedad, asi como por los recursos que se
requieren para su atencion. Por tal motivo el implemento de estrategias de prevencion
y/o coadyuvantes en el tratamiento pueden ser altamente costo efectivas al reducir la

incidencia de dichas enfermedades.

Los compuestos bioactivos, (polifenoles) de las plantas son una importante fuente de
nutraceuticos, y éstos constituyen un medio para la prevencion y tratamiento de

enfermedades debido a los efectos benéficos a la salud que proporcionan.

Las especies forestales maderables P. durangensis (pino) y Q. sideroxyla (encino)
son importantes por su calidad maderable, distribucion y abundancia en el estado de
Durango. La corteza de ambas especies no tiene valor comercial y representan un alto
volumen de desperdicio. Por su alta concentracion de polifenoles se propuso un
posible uso terapéutico, sin embargo hacia falta investigacion en el area bioldgica
sobre sus propiedades farmacoldgicas, el efecto toxicolégico, asi como verificar la
reproducibilidad de sus compuestos quimicos principales para proponer su uso como
nutracéuticos que representen alternativas naturales de estrategia preventiva y/o

tratamiento de enfermedades cronico degenerativas.

4. HIPOTESIS

Los extractos polifendlicos de la corteza de las especies P. durangensis y Q.
sideroxyla, ejercen un efecto nutracéutico sobre hiperglucemia e hipercolesterolemia
desarrollado en un modelo murino, sin causar efectos toxicol6gicos, que permita

sugerir su uso nutracéutico
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

e Evaluar el efecto nutracéutico de extractos polifenolicos de cortezas de P.
durangensis y Q. sideroxyla, aplicada en un modelo de hiperglucemia e

hipercolesterolemia en murino y el efecto toxicolégico de los mismos.

5.2 Objetivos especificos

1. Obtener extractos crudos y organicos de las cortezas de P. durangensis y Q.
sideroxyla; y evaluar la concentracion de polifenoles.

2. ldentificar los principales polifenoles en los extractos para verificar la
reproducibilidad de éstos en las especies.

3. Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos con métodos in vitro y
mediante el método de lipoperoxidacion hepética in vivo en modelo murino de
diabetes e hipercolesterolemia

4. Evaluar el efecto hipoglucémico e hipocolesterolémico de los extractos en un
modelo murino; y la inhibicion de las enzimas a- amilasa y a-glucosidasa in
vitro.

5. Evaluar el efecto toxicoldgico, citotéxico y genotdxico de los extractos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales

Corteza de P. durangensis y Q. sideroxyla.

6.1.1 Colecta de corteza de las especies de estudio

El muestreo se realiz6 en enero de 2014, en el predio Pefiitas del ejido San Pablo, del
Salto Pueblo Nuevo Durango. Se recolect6 la corteza de cuatro a seis arboles por

especie y a diferentes alturas del arbol.

Los ejemplares botanicos de las especies fueron identificadas por la Dra. Maria del
Socorro Gonzélez Elizondo, especialista de estos géneros; y se se depositaron en el
Herbario del CIIDIR-IPN Unidad Durango.

La corteza se dej6 secar a temperatura ambiente bajo la sombra, posteriormente se
molid mediante un molino Willey hasta un tamafio de particula de malla de 40 y luego
se mezclé a fin de tener una sola muestra por especie. La corteza se depositd en

bolsas herméticas y se guardaron hasta su utilizacion.

6.2 Métodos

Cada etapa experimental, corresponde a un objetivo especifico, por lo que se

abordaran en ese orden:

6.2.1 Obtenciéon de extractos crudos y organicos de las cortezas de P.

durangensis y Q. sideroxyla; y la evaluacién de la concentracion de polifenoles

Esta etapa experimental se divide en dos partes, las cuales se representan en el

siguiente diagrama (Figura 5).
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Colecta de corteza de las
especies P. durangensis y
Q. sideroxyla

Obtencion de extractos con:
Etanol-agua (20, 50, 80%)
Masa/solvente (1/10, 1/20, 1/30)

Evaluacioén de: Evaluaciéon de:
% extraccion, FT, FL y PACS DPPH, ABTS, FRAP

\/

Obtencion de las mejores
condiciones de extraccion

Obtencion de extractos
crudos (EC)

Obtencidn de extractos
orgéanicos (EO) por
separacion liquido-liguido

Evaluacion de FT, FL, PACS
y actividad antioxidante in
vitro de ECy EO

_ 2° Parte

Figura 5. Diagrama de flujo de la primera etapa experimental: obtencion y
caracterizacion de extractos polifendlicos
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6.2.1.1 Obtencion de extractos para definir las mejores condiciones de

extraccion

Para evaluar el efecto del solvente y de la relacibn masa de corteza: solvente (M: S)
como parametros de extraccion, se obtuvieron extractos a partir de corteza seca y
triturada. Se empleé como solvente de extraccion soluciones etanol-agua al 20, 50 y
80%; asi como las relaciones M: S 1/10, 1/20 y 1/30. La preparacion consistio en
macerar la corteza en el solvente a temperatura ambiente durante 24 h, para
posteriormente filtrar con papel filtro. A la corteza remanente se le adicioné
nuevamente solvente fresco y se repitid el proceso. Los extractos obtenidos de la
primera y segunda maceracion se combinaron y concentraron en rota vapor a 35 °C
aplicando vacio, obteniendo un extracto acuoso concentrado, el cual se llevo a

sequedad en la campana de extraccion a fin de obtener un extracto pulverizado.

Los extractos obtenidos se sometieron a la evaluacién polifendlica y a la evaluacion

antioxidante (cuya descripcion se detalla méas adelante).

Una vez obtenidas las condiciones de extraccion se obtuvieron los extractos crudos y
organicos de las cortezas de las especies P. durangensis y Q. sideroxyla, con los que

se desarrollaron todas las evaluaciones posteriores.
6.2.1.2 Extractos crudos (EC)

Se pesaron 10 g de corteza para ambas especies de estudio. La maceracion se realiz6
con etanol al 50%, (300 y 100 mL para P. durangensis y Q. sideroxyla
respectivamente). El proceso de maceracion, filtracion, concentracién y secado de los
extractos se realiz6 como se describidé previamente en el analisis de parametros de

extraccion en la obtencion de extractos preliminares.
6.2.1.3 Extractos orgénicos (EO)

De la fraccion concentrada de la obtencion de EC, se realizé una purificacion primaria
mediante una extraccion liquido-liquido con acetato de etilo (3 x 100 mL) en un embudo
de separacion, en el cual la mezcla fue agitada vigorosamente, para después dejar en

reposo y permitir la separacion de las fases inmiscibles. La fraccion de compuestos
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soluble en acetato de etilo (fase organica), se separo de la fase insoluble; y se evapord
a sequedad empleando vacio a 40°C.

6.2.1.4 Determinacion de rendimientos y/o contenido de sélidos
Se evalud la cantidad de sélidos totales disueltos con el solvente de extraccion.

El resultado corresponde al porcentaje en peso del extracto seco con respecto a la
cantidad de corteza base seca utilizada en la extraccidon. Para su expresion se empled

la siguiente ecuacion:

Ec. 1

Peso total de sblidos extraidos

Extracto total = - —
cantidad de muestra seca utilizada en cada extracto

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.
6.2.1.5 Determinacion del contenido fenélico (FT)

Se cuantificé el contenido fendlico de los extractos de corteza siguiendo la metodologia
de Folin-Ciocalteu, mediante el procedimiento descrito por Rosales-Castro et al.,
(2012). Se tomaron 50 pL a de extracto a concentracién de 1000 ppm, se le adicionaron
3 mL de agua destilada y posteriormente se le afiadieron 250 uL del reactivo de Folin-
Ciocalteu (2N). Después de un minuto y antes de 8 de agregar el reactivo de Folin, se
adicionaron 750 L de carbonato de sodio (20%). Por ultimo se afiadié 950 pL de agua
destilada. Se agitaron y dejaron en reposo por 2 horas. Se utiliz6 una curva de
calibracion con acido galico a concentraciones de 100 a 500 mg/L. Se tomo la
absorbancia a 760 nm contra blanco sin muestra y los resultados se expresaron como
equivalentes de acido galico en mg/g de extracto seco (mg EAG/g e). Las

determinaciones se realizaron en dos experimentos independientes por duplicado.
6.2.1.6 Determinacion de flavonoides (FL)

Se utilizé el procedimiento descrito por Heimler et al. (2005).Para este ensayo cada

uno de los extractos secos se diluyé con metanol a una concentracion de 1000 ppm.
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De cada uno de los extractos diluidos se tom6 una alicuota de 250 pL y se le
adicionaron 75 pL de nitrito de sodio 5%, 150 pL de cloruro de aluminio 10%( recién
preparada) y 500 pL de hidréxido de sodio 1M. Se ajustd a un volumen final de 2.5 mL
con agua destilada. Se dejo en reposo durante 5 min, para luego medir la absorbancia
a 510 nm contra blanco sin muestra. Se construydé una curva de calibracién con
catequina a cinco concentraciones, (50, 100,150, 200, 250) mg/L. Los resultados se
expresaron como equivalentes de catequina en mg/g extracto seco (mg EC/g e). Las

determinaciones se realizaron en dos experimentos independientes por duplicado.
6.2.1.7 Determinacion de proantocianidinas (PACS)

Se sigui6 el procedimiento propuesto por Heimler et al., (2005). A una muestra de 50
ul (a 1000 ppm) se le adicionaron 3 ml de una solucién de vainillina en metanol al 4%
y 1.5 ml de HCI concentrado. La muestra se dej6é reposar durante 15 min y
posteriormente se midid la absorbancia a 500 nm contra un blanco de metanol. Los
resultados se expresaron como mg equivalentes de catequina/g de extracto seco (mg
EC/g e), utilizando una curva de calibracion de catequina a concentraciones de 100 a
600 mg/L. Las determinaciones se realizaron en dos experimentos independientes por

duplicado.

6.2.2 Identificacion de los principales polifenoles en los extractos
6.2.2.1 ANALISIS POR HPLC- UV-DAD

Se analizaron los EC de ambas especies de investigacion, los cuales fueron disueltos
en metanol. Se utiliz6 un Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucién Hewlett-
Packard 1100, con arreglo de diodos, columna C18 (Waters, 4x150 mm, 3 pym poro).
El sistema de elucion fue 0,1% de acido férmico en agua (fase A) y acetonitrilo (fase
B), con flujo de 0,5 ml/min, con gradiente de 0-5 min, 15% B, 5-10 min, 20% B, 10-20
min, 35% B, 20-30 min, 50% B, 30-40 min, 60% B y 40-45 min, 15% B. Se inyectaron
50 pL de muestra, y los picos eluidos fueron monitoreados a 250, 280 y 370 nm. Los
compuestos fendlicos fueron caracterizados de acuerdo a sus espectros de UV, en las

diferentes longitudes de onda.
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6.2.2.2 ANALISIS POR HPLC-ESI-MS

Los EO de P. durangensis y Q. sideroxyla se disolvieron en metanol HPLC; y los
espectros se obtuvieron usando un espectrometro de masas micrOTOF-QII (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemania) equipado con una fuente de ionizacion por electrospray
(ESI). Los pardmetros se ajustaron de la siguiente manera: capilaridad 2700 V, presion
del nebulizador 1,2 bar, flujo de gas 11 L / min y temperatura del gas 200 ° C. La
muestra se llevo a cabo en el modo de ion negativo. El intervalo de exploracion fue de
50 a 3000 m / z.

6.2.3 Evaluacion de la capacidad antioxidante de los extractos con métodos in

vitro y mediante el método de lipoperoxidacién hepatica in vivo
6.2.3.1 Evaluacién de capacidad antioxidante mediante DPPH

Se siguid el procedimiento propuesto por Brand-Williams et al. (1995), con algunas
modificaciones. Se prepar6 una solucion del radical DPPH (2,2-difenilo-1-
picrylhidracilo) a concentracion de 2.4 mg/100 ml (6.09 x 10-5 M), disuelta en metanol.
Los extractos se disolvieron en metanol a una concentracion de 200 mg/L. Se
adicionaron en un tubo de ensayo 50 ul de extracto y 1950 pl de la solucién DPPH, se
agitd, y se mantuvieron en la oscuridad a temperatura ambiente (+ 25°C) durante 30
min. Para el control se utilizO metanol en lugar de muestra. Se utilizd catequina y
taxifolina como estandares de referencia. Transcurrido el tiempo se midid la
absorbancia en espectrofotometro a 515 nm, tanto de la muestra (Am) como de un

control (Ac).

Los resultados se expresaran como porcentaje de inhibicién, los cuales se obtuvieron

de acuerdo a la siguiente formula:

% ARL = [@] x 100 Ec. 2

Las determinaciones se realizaron en dos experimentos independientes por duplicado.
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6.2.3.2 Evaluacion de capacidad antioxidante mediante ABTS

Se realizé segun la metodologia propuesta por Re et al.,, (1999) con algunas
modificaciones. El radical ABTS (Acido2, 2"-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-
sulfénico) se obtuvo mediante la reaccién de ABTS (7 mM) con persulfato de potasio
(K2S20s) 2.45 mM. Posteriormente se aford con agua a un volumen de 10 ml e incub6
a temperatura ambiente (x 25°C) con agitacion y en la oscuridad durante 16 h.
Formado el radical ABTS se coloc6 en viales de 1 ml y se guard6 en congelacion a -
7°C. Se diluyé 1ml del ABTS con etanol hasta obtener un valor de absorbancia
comprendido entre 0.70 (x 0.1) a una longitud de onda de 754nm. Los extractos se
disolvieron en etanol a una concentracion de 200 mg/L. En un tubo de ensayo se
depositaron 50 ul de muestra y 1950 ul de ABTS, se agitaron y mantuvieron en la
obscuridad durante 10 min. Para el control (Ac) se utilizé etanol en lugar de muestra
(Am).Se utilizé catequina y taxifolina como estandares de referencia. Posteriormente

se ley6 la absorbancia a 754 nm, tanto de la muestra, como del control.

Los resultados se expresaran como porcentaje de inhibicién, los cuales se obtuvieron

de acuerdo a la siguiente férmula:
(Ac — Am)
% ARL = — x 100 Ec.3

Las determinaciones se realizaron en dos experimentos independientes por duplicado.
6.2.3.3 Evaluacién de la capacidad antioxidante mediante FRAP

La evaluacion de la capacidad antioxidante mediante FRAP (Poder Antioxidante
Reductor del Hierro, en espafiol) se realiz6 de acuerdo al procedimiento descrito por
Rosales-Castro et al., (2012).

El FRAP fue preparado con buffer acetato a 300mM (pH 3.6), TPTZ (2, 4,6- tri [2-
pyridil]-s-triazine) 10mmol/L disuelto en HCI a 40 mM/L, y una solucion de cloruro
férrico (FeCls) a 20 mM/L, a una relacién 10:1:1. Posteriormente se mezclaron 100 pl
de extracto (200 mg/L) con 3 mL de FRAP y se incubaron a 25 °C durante 10 min.

Transcurrido el tiempo, la absorbancia se midié a 593 nm. El blanco consistio en 3mL
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reactivo de FRAP y 100 pl de diluyente empleado en la muestra (agua destilada). Se
utilizé catequina y taxifolina como estandares de referencia. Se realiz6 una curva de
calibracion con acido ascorbico 500 mM (50-300 mg/L). Los resultados se expresan
como pmol equivalentes de acido ascérbico (UM EAA). Las determinaciones se

realizaron en dos experimentos independientes por duplicado.

6.2.3.4 Evaluacion antioxidante mediante la prueba de lipoperoxidacién
hepatica in vivo

Se realizé sblo a extractos que mostraron una mayor actividad biolégica en los
modelos murinos de hiperglucemia e hipercolesterolemia.

Los niveles de estrés oxidativo se evaluaron por la concentracién de malondialdehido
(MDA) en el higado, mediante el método de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBAR’S).

El nivel de peroxidacion en higado se midi6 segun Rivera- Ramirez., et al., (2011).
Para la prueba se peso un fraccién del higado (50 mg) y se homogeneizd con 0,5 mL
de solucion buffer de fosfatos (pH 7,0), luego se afiadié 1 ml del reactivo de TBARS,
el cual contiene acido tricloroacético (TCA), &cido tiobarbittrico (TBA), y HCI (15 %
(whv), 0,375% (w / v), y 0,25 N, respectivamente). Las muestras se colocaron en un
bafio de agua a temperatura de ebullicién durante 30 min, después se dejaro ennfriar,
para luego centrifugar a 3000 rpm durante 15 min. El sobrenadante se separ6; y luego
se ley6 la absorbancia a 535 nm. Se utiliz6 un blanco sin muestra. La concentracion
de MDA se calculo utilizando el coeficiente de extincion de 1,56 x 10 -5 M-1 cm-1. Los

resultados se expresaron en MDA mM / g de tejido.

6.2.4 Evaluacion del efecto hipoglucemiante e hipocolesterolemiante en un
modelo murino; y lainhibicion de las enzimas a- amilasa y a-glucosidasa in vitro
6.2.4.1 Inhibicion de la enzima a-amilasa in vitro

La evaluacion del efecto inhibitorio se llevé a cabo siguiendo la metodologia propuesta
por Kwon et al., (2008), con ligeras modificaciones, lo cual se detalla a continuacion:
A 500 pL de extracto se le adicionaron 500 pL de la solucién enziméatica la cual se
prepard a una concentracion de 0.5 mg/mL, y fue disuelta en buffer de fosfato de sodio
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0.02 M a pH 6.9 con 0.006M de NaCl, posteriormente se incubaron a 25°C durante 10
min. Después de la pre-incubacion, se adicionaron 500 pL de una solucion de almidon
al 1% (disuelto en buffer fosfatos de sodio 0.02M); y nuevamente se incubaron a 25°C
durante 10 min. Una vez concluido el tiempo, la reaccion se detiene con 1 mL de
reactivo indicador (contiene la mezcla de acido dinitrosaliscilico 96M (DNS) y tartrato
de sodio-potasio 0.005M); y se llevaron a ebullicion en bafio maria durante 5 min. Por
altimo se dejaron enfriar a temperatura ambiente para luego adicionar 10 mL de agua
destilada. Se midio6 la absorbancia a 540 nm. La acarbosa fue empleada como control
de referencia, también se prepar6 un control experimental (Ac) al cual se le adiciona
500 uL de buffer fosfatos de sodio, (en lugar de extracto (Am)), puesto que éste sera
el referente donde se lleva a cabo el 100% de la reaccion.

La determinacion del porcentaje de inhibicion se calculd con la siguiente ecuacion:

(Ac—Am)

% Inhibicion = | | x 100 Ec. 4
Los resultados obtenidos permitieron el calculo de la CEso, mediante regresion lineal.
Las determinaciones se realizaron en al menos dos experimentos independientes por

duplicado.

6.2.4.2 Inhibicion de la enzima a-glucosidasa in vitro

La determinacion del porcentaje de inhibicién de esta enzima fue realizada de acuerdo
a la metodologia de Vongsak et al., (2015); a 50 yL de extracto se le adicionaron 10
puL de enzima a concentracion de 0.9mg/mL (se disolvié en buffer fosfatos de sodio
0.01M pH 7.4), ademas de 400 pL de buffer fosfatos de sodio 0.01M. La mezcla se
lleva a incubar a 37 ° C durante 10 min., posteriormente se afiade 10 uL de p-
nitrophenyl-a-D-glucopyranoside (PNPG) 20 mM y 400 pL de carbonato de sodio
(NaCOs) 0.1M. Se volvieron a incubar a 37°C durante 75 min. La absorbancia se
determind a 405 nm. La acarbosa fue empleada como control de referencia. Se
prepard un control experimental (Ac) al cual se le adiciona 50 pL de buffer fosfatos de
sodio, (en lugar de extracto (Am)), puesto que éste sera el referente donde se lleva a

cabo el 100% de la reaccion.
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La determinacién del porcentaje de inhibicion se calcul6 con la siguiente ecuacion:

(Ac—Am)

% Inhibicién = [ ] x 100 Ec.5
Los resultados obtenidos permitieron el célculo de la CEso, mediante regresion lineal.
Las determinaciones se realizaron en al menos dos experimentos independientes por

duplicado

6.2.4.3 Animales

Los animales de experimentacion que se emplearon en este estudio fueron ratas
Wistar macho, los cuales se obtuvieron del bioterio de la Escuela Nacional de Ciencias
Biologicas del Instituto Politécnico Nacional; y los ratones macho de ICR-CD1 se
obtuvieron de PROPECUA S.A. México. Todos los experimentos se sujetaron a los
lineamientos marcados por el Comité de Bioética de la Escuela Nacional de Ciencias
Bioldgicas-IPN y fueron conducidos en conformidad con la NOM -062-200-1999
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de
laboratorio.

Los animales se alojaron en jaulas de policarbonato en ambiente controlado a
temperatura de 21° + 2 °C, con ciclos de 12 h luz/oscuridad; y acceso al alimento y

agua ad libitum.

6.2.4.4 Evaluacién de la actividad hipoglucemiante

De acuerdo a los resultados obtenidos de la determinacion de FT, se eligieron las
dosis a probar en la evaluacion de actividad hipoglucemiante. Ademas del grupo
control, se formaron lotes de 5 animales, con 3 dosis de EC y 2 dosis de EO los cuales

se indican a continuacion:

e P.durangensis EC 50 mg/Kg e Q. sideroxyla EC 50 mg/kg
(PAEC50) (QsEC50)
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e P.durangensis EC 100 mg/kg Q. sideroxyla EC 100 mg/kg
(PAEC100) (QsEC100)

e P.durangensis EC 200mg/Kg Q. sideroxyla EC 200 mg/kg

(PdEC200) (QsEC200)

e P.durangensis EO 50 mg/kg e Q. sideroxyla EO 25 mgl/kg
(PAEO50) (QsEO25)

e P.durangensis EO 100 mg/Kg e Q. sideroxyla EO 50 mg/kg
(PdEO100) (QsEO50)

La actividad hipoglucemiante se obtuvo realizando una curva de tolerancia a la glucosa
en ratas macho Wistar con un peso promedio de 300 g. Los animales de estudio
permanecieron en ayuno previo de 12 horas antes de la prueba.

La glucosa basal se determind empleando tiras reactivas de glucosa en glucometro
(Accu-Chek Performa con Softclix, Roche), para ello se tomé una gota de sangre al
hacer una pequefia incision en la punta de la cola del animal. Posteriormente se realizé
la administracion via oral del extracto al tiempo cero. Después de quince minutos a
todos los animales se les indujo hiperglucemia por administracion via oral de glucosa
al 35% (3g/kg peso corporal). Al grupo control sélo se le administré glucosa.

La concentracion de glucosa en sangre se monitore0 a los tiempos 0, 30, 60, 90 y 120
minutos en cada grupo. De los resultados se obtuvieron las curvas de glucemia frente
al tiempo, de donde se determino el area bajo la curva (AUC) mediante la siguiente

ecuacion:

AUC (g/ L min) = {(Gux+1 + Ge) * [(te1) - B} 2 Ec. 6

Donde:

Gux = valor de glucosa en g/L al tiempo cero (tx = min)
Gwx-1 =valor de glucosa en g/L al tiempo tx+ 1 (min)
[(tx+1) — tx] = (t2 — to), (t2 —to) ... (th — to)

El UAC permitio evaluar el efecto del extracto frente a la tolerancia a la glucosa.
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6.2.4.5 Evaluacion del efecto hipoglucemiante en un modelo murino con diabetes
inducida

Se emplearon los extractos que manifestaron mayor actividad hipoglucemiante segun
los resultados obtenidos de la AUC. El efecto hipoglucemiante de extractos se evalto
en ratas macho Wistar (n=5 animales/dosis de extracto) con diabetes tipo I,
previamente inducida con estreptozotocina (STZ), la cual se prepard en solucion
amortiguadora de citratos a pH 4.4; y administrada via intraperitoneal a dosis de 65
mg/kg de peso corporal. Después de 24 horas, la diabetes en animales fue confirmada
por la medicién de los niveles de glucosa (mediante tiras reactivas de glucosa) en
sangre obtenida del corte de la cola del animal. Después de 5 dias, los animales
recibieron el extracto durante 10 dias, en los cuales se midieron los niveles de glucosa
(1°, 3°,6° y 10° dia); y se estuvo comparando contra un grupo de animales control
(control negativo) y un grupo de animales con diabetes inducida, (control diabético)
Al término del periodo de la prueba los animales fueron sacrificados. Se tomaron
muestras de higado para los ensayos de lipoperoxidacion hepatica para determinar la

actividad antioxidante in vivo.

6.2.4.6 Evaluacion de la actividad hipocolesterolémica en un modelo murino

La actividad hipocolesterolémica de EC y EO se evalu6 en ratones machos de la cepa
NIH-CD1. Las dosis evaluadas fueron 50 mg/kg peso corporal y 100 mg/kg peso
corporal de EC y EO de cada especie. Cada dosis de extracto conformé un grupo de
animales (n=5). Animales sanos (n=5, sin tratamiento) fueron empleados como control
negativo y otro grupo de animales hipercolesterolémicos como control positivo con el
fin de realizar comparaciones y evaluar el efecto de los EC y EO.

La administracion del EC y EO a los animales fue via oral. Después de 30 minutos se
indujo la hipercolesterolemia con tiloxapol (400mg/kg peso corporal via
intraperitoneal). Después de 22 horas se realizd una segunda administracion de EC y
EO. Dos horas después se realizé una puncién retro orbital a fin de tomar la muestra
de sangre de la cual se obtuvo el suero, mediante separacion por centrifugacién a 1000
rom durante 10 minutos. Los niveles de colesterol total (TC), triglicéridos (TG) y

colesterol HDL (HDL) se determinaron utilizando kits comerciales (RANDOX).

36



Marcela Soto Garcia CIIDIR Unidad Durango Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

Concluida la evaluacion se sacrificaron a los animales. Se obtuvieron las muestras de

higado para los ensayos de lipoperoxidacion hepatica.

6.2.5 Evaluacion del efecto toxicoldgico, citotoxico y genotdxico de los extractos
La determinacion de efectos toxicos se llevd a cabo con las pruebas de dosis letal
media, citotoxicidad y ensayo del cometa.

6.2.5.1 Evaluacion de dosis letal media (DLso)

Se llevd a cabo de acuerdo a la metodologia descrita por Lorke (1983).

Se formaron 2 grupos de ratones machos sanos de la cepa NHI-CD1 (n=3), los cuales
contaban con ayuno previo de 12 h. A cada grupo se le administr6 via oral una dosis
de EC de la especie en cuestion. Inicialmente la dosis fue de 1000 mg/kg de peso
corporal (se utilizé solucion salina al 0.9% como vehiculo).

La evaluacién consistié en determinar el nUmero de animales que presentaron muerte
espontanea y subsecuente a la las 24 h, asi como la presencia de letargo, convulsién,
diarrea y piloereccién. De encontrar negativos todos los aspectos a evaluar, se
procedio a la administracién de una dosis mas alta segun la tabulacién que marca la
metodologia. Las dosis subsecuentes administradas a nuevos grupos de ratones
sanos fueron de 2000, 3000 y 5000 mg/kg de peso corporal.

Los efectos toxicol6gicos se expresaron en términos de mortalidad, definida como
DLso.

6.2.5.2 Evaluacion citotoxica

Se utilizaron 4 lineas celulares a las cuales se les aplico distintas dosis de EC y EO de
las especies de estudio. La evaluacion citotoxica se efectu6 mediante la técnica
colorimétrica MTT, con la que se determind el efecto de los extractos sobre la
viabilidad celulary la CEso.

* Lineas celulares y condiciones de cultivo celular

Las lineas tumorales MDA-MB-231 (cancer mamario), HelLa (cancer cervicouterino) y

las lineas no tumorales MCF-10A (células epiteliales mamarias) y HSF-1184
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(fibroblastos de piel humana) fueron obtenidos de la ATCC, USA (American Tissue
Culture Collection).

Las células HeLa, MDA-MB-231 y HSF-1184 fueron cultivadas con medio DMEM alto
en glucosa, suplementado con suero fetal bovino al 10% (en el caso de las células
de cancer mamario fue al 5 %) y 1% de antibidtico (estreptomicina/penicilina 1000
u/mL).

La linea celular MCF-10 A, se cultivd con medio DMEM/F12 suplementado con suero
fetal bovino al 10% y 1% de antibiotico.

Las células fueron incubadas a 37°C en camara humeda, en una atmédsfera al 5% de
CO2.

* Ensayo de viabilidad

La viabilidad celular se midié mediante la sal de tetrazolio MTT (bromuro de 3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio), de acuerdo a Prestegui-Martel et al., (2016).
Cada linea celular se colocé en placas de 96 pocillos a una densidad de 1 x 104
células/pocillo; y se incubaron a 37°C, con aire humidificado y 5% de CO: durante 24
h para permitir su adherencia a la placa. Después el medio fue reemplazado con 200
uL del tratamiento de P. durangensis y de Q. sideroxyla a diferentes concentraciones
(se obtuvieron a partir de las diluciones de una solucion madre del extracto en cuestion;
y luego se afadieron al medio de cultivo). Las células sin tratamiento se emplearon

como control negativo, cuya viabilidad expreso el 100%.

Posteriormente las células se incubaron durante 72 horas en las condiciones antes
mencionadas. Transcurrido el tiempo se afadieron 100 yL de MTT (5 mg/ mL, disuelto
en medio de cultivo) en cada pocillo; y se incubaron durante otras 2.5 h.

Seretir0 el MTT y los cristales de formazan se disolvieron en 150 yL de dimetilsulféxido
(DMSO). La absorbancia se midié a 550 nm. El ensayo se realizo por triplicado en dos
ensayos independientes.

Para determinar la viabilidad, y la concentracion que conduce al 50% de inhibicion de
la viabilidad (CEso) se calculé mediante andlisis de regresion utilizando la siguiente

ecuacion:
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(Abs células tratadas)

x 100 Ec. 7

Abs células control

% Viabilidad = [

6.2.5.3 Evaluacién genotodxica

El efecto genotdxico se evalué de acuerdo a la metodologia descrita por Almonte-
Flores, et al., (2015).

Se emplearon ratones macho de la cepa CDI con peso de 25-30 g, los cuales se
distribuyeron en seis grupos experimentales (n=6), los EC de ambas especies de
estudio fueron suspendidas en tween 80 al 1 % y se administraron via oral. Las dosis

evaluadas fueron 100 y 200 mg/kg peso corporal.

El control negativo se administro oralmente con el vehiculo de los extractosy el control
positivo recibié ciclofosfamida (CPA) a dosis de 50 mg/Kg peso corporal via

intraperitonial, con la que se le indujo dafio al ADN.

Transcurridas 4 y 24 h después de administrar los extractos de las especies en estudio
a los grupos de animales, se les realizé una puncion retro orbital para tomar una
muestra de sangre heparinizada, de la cual se apart6 una alicuota de 30 pL la cual se
mezcld con 140 uL de agarosa con bajo punto de fusién (1.5%) a 37 °C; y se extendio
rapidamente sobre un portaobjetos previamente recubierto con una capa de agarosa
de fusiébn normal (1.5%). Después de solidificar se retir6 el cubreobjetos y los
portaobjetos se colocaron en solucion de lisis fria (NaCl 2.5 M, 2.5 EDTA. Tris 10 mM,
succinato de sodio, 1% de triton x100 y 10% de DMSO a pH 10.5 ajustado con NaOH)
durante 3 h a 4°C.

Una vez transcurrido el tiempo de lisis se sac6 el portaobjetos y se sumergieron en la
solucion de electroforesis (0.4 M NaOH) durante 20 minutos a 300 mA y 25 V. los
portaobjetos se lavaron entonces con la solucion de neutralizacion (Tris-HCI 0.4 M, Ph
7.5), se secaron a temperatura ambiente vy se fijaron con la solucién fijadora (etanol-

lisis, 1:1) durante 10 minutos.

Los portaobjetos se secaron nuevamente y se almacenaron previo a la tinciébn con
bromuro de etidio (0.25 mg/L).
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El alcance y distribucion del dafio al DNA se evalué mediante la seleccién azar de 100

células (50 células/portaobjeto codificado) por animal, en un analisis ciego.
Las células fueron clasificadas visualmente de acuerdo a las siguientes clases:

e Clase 0O: sin cola
e Clase 1: cola mas corta que la cabeza (nucleo)
e Clase 2: colade 1 a 2 veces el diametro de la cabeza

e Clase 3: longitud de cola més grande de 2 veces el diametro de la cabeza

El nimero total de cometas se determind con la Ec. 8:

Total de cometas = [(% de celulas clase 0 * 0) + (% de celulas clase 1 * 1) +

(% de celulas clase 2 x 2) + (% de cometas clase 3 * 3)]

Ec. 8
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7. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como promedio + desviacion estandar. Se realizaron
pruebas de analisis de varianza (ANOVA) para determinar diferencias entre los
tratamientos. Posterior al ANOVA significativo se efectud la prueba de comparaciones
multiples de Fisher-LSD o la prueba de Dunnet (comparaciones post hoc). Se

establecio un nivel de significancia de p< 0.05.
Los analisis estadisticos se llevaron a cabo en el programa STATISTICA v. 7

Para la determinacion de las condiciones de extraccidbn se realizO un disefio
experimental factorial 2x3x3 en el proceso de extraccion donde se trabajé con las

siguientes variables:

e 2 especies: P. durangensis y Q. sideroxyla
¢ 3relaciones masa/solvente: 1/10, 1/20 ,1/30

e 3 concentraciones de solvente: etanol-agua: 20%, 50% y 80%
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8. RESULTADOS

8.1 Obtencidn de extractos crudos y organicos de las cortezas de P. durangensis

y Q. sideroxyla; y la evaluacion de la concentraciéon de polifenoles
8.1.1 Evaluacion de extractos

Inicialmente se evalué el efecto del solvente y (M: S), sobre la extraccion de
compuestos bioactivos. El objeto de esto fue el obtener las mejores condiciones de
extraccion, las cuales estuvieron en funcién de: la caracterizacion fenélica (FT, FL,
PACS), el % rendimiento (sdlidos extraibles) y la actividad antioxidante (DPPH, ABTS,
FRAP) de los extractos.

En total se obtuvieron 18 extractos para ambas especies, resultado de la matriz del

disefo factorial 2x3x3.
La clave que se representa a cada extracto es:

Especie Pd20-1/10 Relacion M:S

Concentracion
de etanol

El efecto de la concentracion de etanol y la relacion M: S sobre la extraccion de fenoles
totales (FT) en las cortezas de P. durangensis y Q. sideroxyla se muestran en las
Figura 6. La cantidad maxima de FT en P. durangensis se obtuvo en PdE80-1/10, con
valor de 712.36 +13.4 mg EAG/g, aunque sin diferencia estadistica con PdE50-1/20
con valor de 710.85+17.7 mg EAG/g. En esta especie, el etanol al 20% fue el solvente
con el que obtuvieron las menores concentraciones de FT. En la especie Q. sideroxyla
la concentracion maxima de FT fue de 592.97+10.6 mg EAG/g en QsE80-1/10, similar
a QsE80-1/30 de 590.09 +18.6 mg EAG/g. Al igual que en P. durangensis, la
concentracion de etanol al 20% fue la que tuvo las menores concentraciones de FT.
La relacion corteza/volumen de solvente (M:S) no tuvo un efecto significativo (p<0.05,
Fisher-LSD) en la extraccién de FT, en ninguna de las especies de estudio.
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Figura 6. Contenido fendlico de extractos de P. durangensis (a) y Q. sideroxyla (b)
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Las concentraciones de FL y PACS de los extractos se presentan en la Figura 7. La
concentracion de FL en P. durangensis fue de 492.62 £21.9 mg EC/g en PdE50-1/20
de 614.68+8.1 mg EC/g en PdE20-1/10, en la cual se observa que al incrementar la
concentracion de agua, tiende a incrementar el contenido de FL. En Q. sideroxyla la
concentracion fue de 318.97 £15.8 mg EC/g en QsE50-1/30 a 385.95+22.2 mg EC/g
en QsE80-1/10, en esta especie se observa una tendencia de aumentar la
concentracion de FL al aumentar la concentracion de etanol. La concentracion de FL
es significativamente mayor (p<0.05; Fisher-LSD) en la corteza de P. durangensis con
respecto a Q. sideroxyla. En tanto, la concentracion maxima de PACS en P.
durangensis fue de 318.17+4.4 mg EC/g en PdE20-1/10, la minima de 272.06+ 2.5 mg
EC/g en PAE80-1/30. En Q. sideroxyla la concentracion maxima fue de 319.83+3.3 mg
EC/g en QsE20-1/30, y la minima de 267.61+2.5 mg EC/g en QsE80-1/20.La
concentracion de etanol y la relacion M: S utilizada tuvieron efecto significativo en la
concentracion de FL y PACS (p< 0.05; Fisher-LSD), en ambas especies. La
concentracion de PACS en las dos especies de estudio fue similar, aunque P.
durangensis contiene una mayor cantidad de FL.
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\\ »\\‘V EECESCE OP S0P SO P8
S FES S S S
‘o‘o‘o‘o‘o‘o‘o‘o‘o ‘o‘o‘o‘o‘o‘o‘o‘o‘o
Qé bQéQbébébb ffeciffe e e ille
®Flavonoides totales  mProantocianidinas
Figura 7. Contenido de flavonoides y proantocianidinas en extractos de P.
durangensis y Q.sideroxyla, obtenidos con los diferentes tratamientos de extraccion
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Los rendimientos de extracto (sélidos totales extraidos, % p/p), de los diferentes
tratamientos de extraccion aplicados a las cortezas de P. durangensis y Q. sideroxyla
se presentan en la Cuadro 2. De acuerdo con el analisis estadistico existen diferencias
significativas (p < 0.05, LSD) en el rendimiento entre los solventes de extraccion para
la especie de P. durangensis, en la cual el mayor rendimiento se obtuvo con el
solvente de etanol al 50% (PdE50-1/20), con 28.72 £ 0.9%; mientras que el rendimiento
menor fue de 14.34+0.3% con el solvente de etanol al 20% (PdE20-1/20). En la corteza
de Q. sideroxyla se observa una tendencia de disminucién de soélidos extraibles
conforme se aumenta la concentracion de etanol, de tal forma que la muestra con
solvente al 80% (QsE80-1/10) mostrd el menor rendimiento de extraccion de solidos,
con 19.15+0.3%, mientras que la de etanol al 50% (QsE50-1/30) tuvo el mayor
rendimiento (24.95+1.2%). La relacion M:S empleada tuvo efecto significativo (p< 0.05,
F-LSD) en PdE20 y PdESO, entre las relaciones 1/10, 1/20 y 1/30 m/v, mientras que
en Q. sideroxyla las diferencias fueron entre QsE50 y QsES80.

Con respecto a los resultados de porcentaje de inhibicion de los radicales libres, en el
Cuadro 2 se presentan los resultados de los extractos obtenidos de los diferentes
tratamientos de extraccién, asi como de los flavonoides catequina y taxifolina, que se
utilizaron como estandares de referencia.

Para determinar la eficacia de los antioxidantes, se han utilizado tres métodos para
evaluar la actividad antioxidante debido a su simplicidad, estabilidad y precision, con
esto se encontré que la concentracién de etanol y la relacion M:S tuvieron efecto
significativo en la capacidad antioxidante de los extractos, en los ensayos de DPPH,
ABTS y FRAP (P< 0.05, F-LSD). En P. durangensis la mayor capacidad antioxidante
se obtuvo con el extracto PAE20-1/30, mientras que en Q. sideroxyla fue en QsE50-
1/10.

Considerando el promedio de los nueve tratamientos realizados para cada una de las
especies, en P. durangensis se obtuvo un porcentaje de atrapamiento del radical
DPPH de 54.12%, asi como de 60.83% en ABTS y 439.66 uM EAA para FRAP,
mientras que en Q. sideroxyla los promedios fueron de 51.31% en DPPH, 64.41% en
ABTS y 434.01 uM EAA en FRAP. Los resultados en DPPH y FRAP son similares en
ambas especies, y en ABTS la corteza de Q. sideroxyla tiene mayor actividad. Para
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los flavonoides de referencia los resultados en DPPH fueron de 69.88% en catequina
y 67.85% en taxifolina, por la técnica de ABTS la inhibicibn mostrada por catequina fue

de 88.64%, mientras que en taxifolina fue de 39.16%.

Cuadro 2. Rendimiento de sdlidos y capacidad antioxidante de las cortezas de P.

durangensis y Q. sideroxyla

Muestra % % Inhibicion % Inhibicion FRAP
Rendimiento DPPH ABTS UM EAA
(sélidos)
PdE20-1/10 18.5+ 0.4¢ 59.6+0.1¢ 61.04+3.24 473.87+1.02
PdE20-1/20 14.340.3¢ 52.4+0.2f 58.31+0.9¢ 445.20£2.0°¢
PdE20-1/30 16.5+0.34 63.58+3.7° 67.73+£1.7° 474.53+£3.02
PdE50-1/10 27.1+2.42 55.86+3.6¢ 61.43+3.14 458.87+0.9°
PdES50-1/20 28.72+0.92 49.68+3.59 57.86+1.0 435.20+4.6¢
PdE50-1/30 22.4+0.3° 53.57+2.2¢ 58.31+1.6¢ 399.20+2.89
PdE80-1/10 23.5+0.4° 52.02+2.7 62.14+0.5°¢ 438.53+1.9¢
PdE80-1/20 19.6+2.6° 50.05+0.6' 58.77+0.5¢ 443.20+2.0°¢
PdE80-1/30 22.9+0.5° 50.32+0.4 61.88+0.4¢ 422.5314.4¢
QsE20-1/10 21.6+1.4¢ 46.92+1.6° 64.29+3.6¢ 398.53+7.59
QsE20-1/20 21.9+0.2b¢ 46.34+1.2¢ 58.64+2.5f 383.53+8.99
QsE20-1/30 24.5+1.52 52.91+3.7¢ 62.86+1.3¢ 441.20+8.8°¢
QsE50-1/10 20.9+0.8¢ 55.70+2.4° 69.35+0.9° 472.85+4.12
QsE50-1/20 22.240.1b¢ 53.20+1.2°¢ 68.05+0.2° 429.87+7.5¢
QsE50-1/30 24.95+1.22 51.10+0.9 64.16+4.0¢ 459.30+5.320
QsE80-1/10 19.15+0.3¢ 54.71+3.6° 64.74+0.5¢ 430.20+4.24
QsE80-1/20 20.3+0.04d% 53.90+0.9¢ 67.01+0.2°¢ 473.50+1.42
QsE80-1/30 22.4+0.7° 47.03+1.6° 60.58+3.8' 416.2045.1°
Catequina 69.88+1.02 88.64+3.12 453.53+8.0°
Taxifolina 67.85+1.42 39.16+3.59 406.87+5.1"

Los valores representan la media £ desviacién estandar de n=4. Diferente literal en
columna, representa diferencia significativa entre extractos p<0.05, Fisher-LSD.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, se eligio etanol al 50 % como solvente de
extraccion y las relacion M: S de 1/30 y 1/10 como pardmetros de extraccion para la
obtencion de extractos crudos de corteza de P. durangensis y Q. sideroxyla

respectivamente.

8.1.2 Evaluacién de extractos crudos y organicos de las cortezas de P.

durangensis y Q. sideroxyla aplicando las mejores condiciones de extraccion

Se obtuvieron 2 extractos por especie, un crudo (EC) y un orgénico (EO), a los cuales
se les realiz6 la caracterizacion fendlica, la cual se muestra en la Figura 8.

Los extractos organicos de ambas especies, presentaron una mayor concentracion
fendlica, FL y PACS, en comparacion al extracto crudo, encontrando diferencias
significativas entre EC y EO, y entre especies (p<0.05, Fisher-LSD). PAEO obtuvo la
mayor concentracion de FT y FL (827.15 EAG/g +10.44; 690.12 EC/g + 0.068
respectivamente). Se obtuvo una concentracion importante de FL en los 4 extractos
(superior al 50% con base a FT). Para PACS se obtuvo la concentracién minima con
PdEO (197.8 +.07) y la maxima con QsEO (508.8 + 0.06).
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Figura 8. Evaluacion polifendlica de extractos crudos y organicos de corteza de P.
durangensis y Q. sideroxyla, (a) Fenoles totales, (b) Flavonoides y proantocianidinas
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8.2 Identificacion de los principales polifenoles en los extractos para verificar la

reproducibilidad de éstos en las especies

8.2.1 Identificacion de metabolitos mediante HPLC-UV

En la Figura 9 se muestran los cromatogramas de HPLC, monitoreados a una longitud
de onda de 250 nm, de extractos de corteza de P. durangensis (a) y Q. sideroxyla (b),
asi como de los espectros de UV de los picos con mayor intensidad, en P. durangensis
a tiempos de retencion de 8.9, 19.7, 28.1 y 28.4 min, y en Q. sideroxyla a tiempos de
4.5,6.5,8.9,19.7 y 22.2 min.

En la Cuadro 3 se presentan los datos relacionados con el tiempo de retencion de los
compuestos (cromatogramas de HPLC), monitoreados a longitudes de onda de 250,
280 y 370 nm, la intensidad de las sefiales de los picos y las sefiales de UV de los

compuestos.

En P. durangensis se tienen sefiales de UV correspondientes a derivados del grupo
de las catequinas (6.5 min), catequina (8.9 min), un flavonoide de tipo dihidroflavonoide
o flavanona (19.7 min), asi como sefales que corresponden a compuestos de tipo
flavonol (28.1 y 28.4 min).

En Q. sideroxyla el compuesto a 4.5 min puede corresponder a acido galico, los de 5.4
y 6.5 min, con absorbancias a 278 nm son compuestos de tipo flavan-3-ol, el de 8.9
min corresponde a catequina y por las sefiales de UV que presentan los compuestos

a 19.7 y 22.2 min., corresponden a flavonoles.
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Figura 9. Cromatograma de HPLC a 250 nm de extractos de corteza de P.

durangensis y Q. sideroxyla, y espectros de UV de los picos con mayor intensidad
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Cuadro 3. Tiempos de retencién de los compuestos determinados por HPLC-UV de

extractos hidroetandlicos de las cortezas de P. durangensis y Q. sideroxyla

Tiempo
retencion A2s0 A2so As70  Sefiales de UV Compuesto sugerido
(min)
P. durangensis
Flavan-3-ol
6.5 + + 278 _
(catequinas)
8.9 + + 278 Catequina
Flavan-3-ol
10.3 + + 278 .
(catequinas)
Dihidroflavonoide
19.7 +++ ++++ 290, 335sh -
(Taxifolina)
250, 260sh,
24.1 +++ +++ Flavonol
370
252, 290sh,
28.1 +++ +++ Flavonol
370
252, 270sh,
28.4 ++++ ++++ Flavonol
370
Q. sideroxyla
4.5 +++ +++ 270 Acido galico
Flavan-3-ol
5.4 ++ ++ 278 _
(catequinas)
Flavan-3-ol
6.5 ++ ++ 278 )
(catequinas)
8.9 +++ ++++ 278 Catequina
19.7 ++++ ++++ 265, 350 Flavonol
258, 285sh,
22.2 +++ +++ Flavonol
350

Intensidad del pico: + muy baja, ++ baja, +++ alta, ++++ muy alta

50



Marcela Soto Garcia CIIDIR Unidad Durango Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

8.2.2 Identificacién de metabolitos mediante HPLC-ESI-MS

La

caracterizacion de EO de P. durangensis y Q. sideroxyla fue realizada con el

analisis de los picos principales, los cuales fueron identificados en base al orden de

elucién durante el andlisis. Todos los compuestos fueron caracterizados por la
interpretacion del espectro de masa obtenido por HPLC-ESI-MS; y también tomando

en

cuenta datos previamente reportados. La Figura 10 (A y B) muestra el

cromatograma de iones totales (TIC) de los extractos de ambas especies de estudio.
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Figura 10. Cromatograma de iones totales de EO de P. durangensis (A) y Q.
sideroxyla (B)
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Se encontré la presencia de taxifolina en EO P. durangensis, y PACS. Otros

componentes encontrados en el cromatograma, se compararon con la literatura

pertinente para obtener una identificacion tentativa (principalmente estudios sobre

compuestos de corteza del género Pinus y Quercus (Cuadro 4y 5).

Cuadro 4. Compuestos identificados por ESI-MS en EO de P. durangensis

#Pico TR (min) Masa[m/z]- Compuesto sugerido
11 2.6 577.132 Dimero de proantocianidina
12 2.7 289.0699 (+)-Catequina/(-)-Epicatequina
15 3.3 577.1321 Dimero de proantocianidina
15 3.3 865.1916 Trimero de procianidina
16 3.5 289.0706 (+)-Catequinal/(-)-Epicatequina
16 3.5 579.149 Dimero de catequina
19 3.9 465.1041 Taxifolina-O-hexdsido
25 4.6 303.0506 Dihidroquercetina (Taxifolina)
34 5.9 633.121 HHDP-galoyl-glucosa
36 6.1 317.0616 Miricetina
36 6.1 635.1369 Trigaloyl glucosa
39 6.5 287.0539 Eriodictiol
40 6.9 317.0639 Miricetina
40 6.9 635.1369 Trigaloyl glucosa
41 7.1 331.0448 Pinomiricetina (miricetina-6Me)
50 8.7 357.133 b-hidroxypropiovanilona glucosido
58 9.9 301.0679 Quercetina
58 9.9 603.144 (Epi)catequina-3-O-glucésido-galato
70 11.6 285.0759 Kaemferol
77 12.5 311.1854 Acido-t-caftarico
79 12.9 293.174 Desconocido

El perfil fendlico identificado para EO de Q. sideroxyla se muestra en el Cuadro 5.
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Se identificaron compuestos como dimeros de procianidinas, catequina/epicatequina

(picos 6, 10,12 y 13) quienes fueron los compuestos méas abundantes en el extracto.

Otros compuestos presentes en el EO de esta especie se compararon con literatura

pertinente para su identificacion tentativa, También se encontraron compuestos

desconocidos aun, pero cuya presencia (espectro de masa) ha sido previamente

reportada en estudios sobre corteza.

Cuadro 5. Compuestos identificados por ESI-MS en EO de Q. sideroxyla

# Pico TR (min) Masa [m/z]- compuesto sugerido
6 2.6 577.1319 Dimero de proantocianidina
7 2.7 289.0702 (+)-Catequina/(-)-Epicatequina
10 3.2 577.1323 Dimero de proantocianidina
12 3.5 579.1489 Dimero de proantocianidina
13 3.7 289.0702 (+)-Catequinal/(-)-Epicatequina
14 3.8 577.1307 Dimero de proantocianidina
15 4 463.0873 Quercetina 3-O-glucésido
18 4.2 447.092 Acido galico--ramndésido
21 4.6 303.0498 Dihidroquercetina
37 8.2 331.249 acido gélico hexoxido
57 12.5 311.1848 Acido t-caftarico
59 12.9 293.1736 Desconocido

Los espectros analizados de los extractos organicos de P. durangensis y Q. sideroxyla,

se encuentran en el Anexo A.
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8.3 Evaluacién de la capacidad antioxidante de los extractos con métodos in
vitro y mediante el método de lipoperoxidacion hepatica in vivo

8.3.1 Evaluacién antioxidante in vitro

Los resultados obtenidos del andlisis de la actividad antioxidante de los ECy EO de P.
durangensis y Q. sideroxyla, se encuentran en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Evaluacion antioxidante in vitro de EC y EO de P. durangensisy Q.

sideroxyla
Extracto DPPH ABTS FRAP
% ARL % ARL MM EAA

PdEC 65.64 + 0.01¢ 82.37 +0.55¢ 460.09 +1.544
PdEO 93 + 0.35P° 98.10 £1.032 662.53+11.31°
QsEC 51.80 £ 0.50" 74.69+7.49  496.98 +1.54°¢
QsEO 100 + 0.222 99.10 +1.022 876.5 + 6.602
Catequina 7151 +7.399 96.14 +4.22® 453.53 + 8.01°
Taxifolina  79.78 £1.39¢ 59+5.17¢ 406.87 £ 5.19f

Los valores representan la media + desviacién estandar de n=4. Diferente literal en

columna, representa diferencia significativa p<0.05, Fisher-LSD.

Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas p <0.05 en la evaluacion de
la actividad antioxidante de los extractos. Los extractos en general tuvieron efecto en
el atrapamiento de radicales libres, al presentar mejores resultados en comparacion a

los estandares empleados.

Los EO de ambas especies exhibieron mayor actividad antioxidante en comparacion a
los EC (en los tres ensayos evaluados), en tanto que el EO de Q. sideroxyla es el que

ejercio una mayor actividad antioxidante en todos los ensayos utilizados.
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8.3.2 Evaluacién antioxidante in vivo

La evaluacion antioxidante in vivo se observa en el Cuadro 7 en donde se enlistan los

resultados de los dos modelos patologicos analizados.

Se observé una importante accion antioxidante por parte de los extractos de las
especies de estudio a las dosis evaluadas. En el caso del modelo de diabetes inducida,
se encontraron niveles mayores de lipoperoxidacion en los grupos de diabetes y
diabetes con administracion de extracto; ademas el extracto QsSEO50 disminuyo
significativamente la oxidacion hepatica comparada con el control positivo e incluso

con el control negativo.

Cuadro 7. Evaluacién antioxidante in vivo de EC y EO de P. durangensis y Q.

sideroxyla
Grupo Modelo Diabetes Modelo
experimental MDA (mM/g tejido) Hipercolesterolemia
(MDA mM/g tejido)
Control negativo 9.60+ 151 3.403 £ 0.74
Control positivo 14.59 + 1.542 8.91 + 0.582
PdJEC50 14.16 + 4,382
PdEO50 10.37 £1.582 6.69% 0.682
PdEC100 _ 12.7 £ 1.0920
PdEO100 5.15+0.71b
QsEC50 10.15 + 0.852 10.43+ 0.672
QsEO50 7.46 + 1.052° 6.3+ 0.382°
QsEC100 _ 9.3+2.492
QsEO100 4.42 + 1.56°

Representan la media * la SD de n=5. Se realiz6 ANOVA una via y prueba post hoc
Dunnett a p<0.05. a: expresa diferencia significativo vs control negativo b: expresa

diferencia significativo vs control positivo a p<0.05
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Con respecto a los resultados de la actividad de los extractos de ambas especies
sobre los niveles de lipoperoxidacion en el modelo murino de hipercolesterolémia, se
encontré que el extracto PAEC50 y PdEC100 aumentaron significativamente la
oxidacion comparada con el grupo de hipercolesterolemia (control positivo) y el control
negativo, mientras que la mayoria del resto de los extractos tanto de P. durangesis
como Q. sideroxyla disminuyeron significativamente la lipoperoxidacion hepatica
comparada con el control positivo; y s6lo QseEO100 disminuyé la concentracion de

MDA a niveles del grupo control negativo.

8.4 Evaluacién del efecto hipoglucemiante e hipocolesterolemiante en modelo

murino; y lainhibicion de las enzimas a- amilasa y a-glucosidasa in vitro

8.4.1 Evaluacion de la Inhibicion de la enzima a-amilasa in vitro

Los EC y EO de P. durangensis y Q. sideroxyla, mostraron efecto inhibitorio in vitro
sobre la enzima a-amilasa (Figura 11). Los EO de ambas especies son quienes
expresaron mayor actividad inhibitoria de la enzima al tener una CEso menor (PdEO
1020.9 pg/mL % 21.6; QsEO 1703.3 pg/mL + 38.1) incluso en comparacion al control
de referencia empleado (acarbosa 4030.1 pg/mL + 24.4). Todos los extractos
mostraron diferencias estadisticamente significativasentre ellos y en comparacion al
control de acarbosa (p<0.05, Fisher-LSD).
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Figura 11. CEso del efecto inhibitorio de EC y EO de P. durangensis y Q. sideroxyla
sobre la enzima a-amilasa

Diferente literal en columna, representa diferencia significativa p<0.05, Fisher-LSD.
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8.4.2 Evaluacion de la Inhibicion de la enzima a- glucosidasa in vitro
El efecto inhibitorio de los EC y EO de P. durangensis y Q. sideroxyla se muestra en

la Figura 12.
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Figura 12. CEso del efecto inhibitorio de EC y EO de P. durangensis y Q. sideroxyla

sobre la enzima a-glucosidasa

Diferente literal en columna, representa diferencia significativa p<0.05, Fisher-LSD.

Ambos extractos de las especies en analisis tuvieron un importante efecto inhibitorio
sobre la enzima. Se obtuvieron diferencias estadisticas significativas entre los EC y

EO y entre especie (P<0.05 Fisher-LSD); sin embargo nuevamente los EO de P.
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durangensis y Q. sideroxyla muestran mayor actividad en comparacion a sus extractos
crudos. PdEO fue quien manifestd la mayor actividad al tener una CEso de 459.5 pg/mL
+ 7.76. La acarbosa que fungié como control de referencia mostré la menor actividad

inhibitoria (2210.9 pg/mL £48.04) frente a todos los extractos.

8.4.3 Evaluacién del efecto hipoglucemiante in vivo
8.4.3.1 Actividad hipoglucemiante

Los resultados de la curva de tolerancia a la glucosa en cada grupo experimental de

ambas especies, se muestran en la Figura 13.
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Figura 13. Curva de tolerancia a la glucosa de CE y EO de P. durangensis y

Q. sideroxyla
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Como se observa, los EO de ambas especies mostraron un comportamiento similar en
donde exhibieron actividad hipoglucemiante. Para clarificar los resultados de esta
actividad se calcul6 el area bajo la curva (AUC) que exhibe cada grupo, lo cual se

resume en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Area bajo la curva de la actividad hipoglucemiante de los extractos de P.

duragensis y Q. sideroxyla

Grupo AUC (mg/dL * min.)

Control 233.76 +43.0
PdEC200 212.25+94.9
PdEC100 287.19+455
PdEC 50 224.14+37.9
PdEO 100 160.71+21.92
PJEO50 162.34+17.42
QsEC200 263.28+55.2
QsEC100 242.55+53.6
QsEC 50 189.15+14.9%
QsE025 154.17 + 15.42
QsEOS50 165.39+11.82

Los datos expresan la media + la desviacion estandar n=5. a : expresa mayor actividad

vs control p< 0.05. Prueba Dunnett

Los resultados obtenidos indicaron que todos los EO y el EC de Q. sideroxyla a dosis
de 50 mg/ kg peso corporal mostraron actividad hipoglucemiante al presentar AUC

menor en comparacion al grupo control (< 233.76 £43.0 mg/dL x min).
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Los EO de ambas especies y QsEC50 mostraron nula diferencia estadistica entre si
(p=0.05), por ello la eleccion de los extractos para la determinacion del efecto
farmacoldgico en el modelo de diabetes inducida fueron PAEO50, QsEO50 y QsEC50.

La eleccidn se realizé con fines comparativos, esto para analizar la accion de todos los
compuestos presentes en el EC, asi como el efecto de un extracto con selectividad de

componentes (EO), evaluado a la misma dosis.
8.4.3.2 Efecto hipoglucemiante en un modelo murino con diabetes inducida

Se evaluaron los extractos seleccionados del ensayo de actividad hipoglucemiante.
En el Cuadro 9 se encuentran los resultados de los niveles de glucemia durante el

monitoreo realizado a los animales de cada grupo experimental.

Cuadro 9. Niveles de glucemia en ratas Wistar durante el tiempo de estudio

Glucosa (mg/dL)

Grupo Dia 1° Dia 3° Dia 6° Dia 10°
Control negativo 89.615.1 92+8.6 100.4+7.5 91+22.9
Control diabético 419.6+49.62 442.2+36.72  500+3.12 500+02

Diabetes + QSEC50  462+33.92 397.2+61.22  465.5+33.3* 500+ 02

Diabetes + QSEO50 397 +10.43% 337.8 +34.6%° 372.6+7.543° 414.2+62.5%°

Diabetes + PAEO50  393.8+40.8% 391.4+12.82  391.8+40.8%° 455.4+40.82

Los datos representan la media + SD; n = 5. a: indica diferencia estadistica comparado

con el grupo control negativo; b: en comparacion al grupo diabético (p < 0.05; Dunnett).
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Se encontraron diferencias estadisticas significativas entre controles de referencia
(negativo y diabético).

Los resultados demostraron que los EO de P. durangensis y Q. sideroxyla ejercen
efecto sobre los niveles de glucosa, logrando mantenerlos mas estables, ademas de

mostrar un mayor efecto hipoglucemiante, en comparacion al EC de Q. sideroxyla.

8.4.4 Evaluacién del efecto hipocolesterolemiante en un modelo murino

En la Figura 14 se muestran los resultados obtenidos del andlisis del efecto
hipocolesterolemiante de los extractos en estudio.

En general, la evaluacion hipocolesterolemiante de EC y EO de las especies de
estudio, demostré algunos efectos benéficos sobre los parametros evaluados de
colesterol total (CT), triglicéridos (TGC) y colesterol-HDL.

En la prueba de CT se observd que los EO de P. durangensis y Q. sideroxyla, no
manifiestan diferencias estadisticas significativas (p<0.05; Dunnet) en comparacion al
grupo control negativo, siendo QseEO50 quien tuvo el mayor efecto
hipocolesterolemiante (3.16 +0.33 mmol/L). Por otra parte se encontré que los EC de
ambas especies a las dosis evaluadas tendieron a elevar las concentraciones de CT
a niveles superiores del control positivo (> 4.0 £ 0.8). Un efecto similar se observo en
el ensayo de TGC, en donde los EC (exceptuando QsEC50) de ambas especies
aumentaron los niveles séricos de TGC, siendo PdEC50 el tratamiento que mas afecté
dicho pardmetro (18.18 mM/L = 1.90) y PdEO100, QsEO50 y QsEC50, quienes
mostraron el mayor efecto hipolipemiante sobre TGC (4.87 mM/L £ 1.7; 5.13 £ 1.5
mM/L; 1.42 Mm/L £ 0.14).

En la determinacion de HDL, todos los extractos analizados tuvieron concentraciones
iguales o superiores de esa variable en suero sanguineo, al ser comparados con el
control negativo (= 0.595 mM/L + 0.10).
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Figura 14. Resultados de la evaluacion de efecto hipocolesterolemiante de EC y EO

de P. durangensis y Q. sideroxyla
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8.5 Evaluacion toxicologica

8.5.1 Determinacion de DLso

Los resultados se presentan en el Cuadro 10, como se puede observar no existio
mortalidad inmediata ni posterior a las 24 h. La dosis letal media para ambas especies
fue mayor a los 5000 mg/kg de peso corporal, reportada como DLso = 5000 mg/kg.
No existieron signos de toxicidad.

Cuadro 10. Evaluacién de dosis letalso y signos toxicos

Extracto Dosis Mortalidad Sighos toxicos
(mg/Kg)
Convulsion  Diarrea Pilo- Letargo
ereccion

QsEC
1000 0/3  seeeeem e e e
2000 0/3 s e e e
3000 0/3 s e e e
5000 0/3 s e e e

PdEC
1000 0/3 s e e e
2000 0/3  seeeeem e e e
3000 0/3  seeeem e e s
5000 0/3  seeeem e e e

8.5.2 Evaluacioén citotoxica

El efecto citotoxico sobre la viabilidad celular se presenta en la Figura 15. Se evaluaron
los efectos de EC y EO de P. durangensis y Q sideroxya en la linea celular de
carcinoma de mama humano, MDA-MB-231 vy la linea celular de carcinoma de cervix

HelLa. Se emplearon lineas celulares no tumorales MCF-10A y HSF-1184 como
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controles con el fin de comparar los efectos producidos por los extractos en células
sanas y tumorales.
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Figura 15. Efecto de extractos de corteza de P. durangensis y Q. sideroxyla sobre la
viabilidad celular: (A) HelLa, (B) MDA-MB-231 (C) HSF-1184 y (D) MCF-10A. El

porcentaje de la viabilidad celular en el grupo control (sin tratamiento) se consider6
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como el 100%. Los resultados se expresaron como la media + SD de dos experimentos
independientes (n = 4). Diferencia significativa * p<0.05 comparada con el grupo

control.

Los resultados mostraron que los EC y los EO de ambas especies redujeron la
viabilidad celular de las lineas celulares cancerosas (Figura 15A, 15B), encontrando
diferencias estadisticas (p<0,05) entre células tratadas y no tratadas de la misma linea
celular en MDA- MB-231 y HelLa; sin embargo, no presentaron citotoxicidad para la
linea celular HSF1184 (Figura 15C). Los EC mostraron una ligera reduccién en la
viabilidad celular en la linea celular MCF-10A, 20% aproximadamente (Figura 15D),
incluso en las dosis mas altas. El comportamiento de extractos de ambas especies en
las diferentes lineas celulares se observa adicionalmente con la determinacion de CEso
(Cuadro 11).

Cuadro 11. CEso de CE y OE de P. durangensis y Q. sideroxyla sobre lineas

celulares de cancer de mama, cervix y no tumorales

Linea celular

Extracto CEso pg/mL

HelLa MDA-MB-231 HSF-1184 MCF-10A
PdCE 210.30+6.752  77.34+4.062 ND ND
PdOE 201.5+8.292 37.49+0.95¢ ND -
QsCE 184.03+7.83" 46.83+0.73° ND ND
QsOE 103.64+3.87¢  32.82+5.54° ND

ND: no detectado dentro del rango de concentracion investigado. Los datos expresan
la medias + SD de n = 6. Diferentes letras en cada columna son estadisticamente

diferentes entre tratamientos. Prueba de Fisher-LSD p=<0.05.

Se encontraron diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) en la determinacion
de la CEso de CE y OE de P. durangensis y Q. sideroxyla, sobre las lineas celulares

empleadas. Se observo que los extractos organicos de ambas especies tienen un
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importante efecto citotoxico sobre las células MDA-MB-231 y Hela, especificamente
EO de Q. sideroxyla quien obtuvo la menor CEsp en ambas lineas celulares (103.64 +
3.87; 32.82 +5.54, HeLa y MDA-MB-231 respectivamente).

8.5.3 Evaluacion genotdxica

Los resultados del ensayo genotoxico de EC de las especies de P. durangensis y Q.

sideroxyla, se muestran en el Cuadro 12.

Cuadro 12. Evaluacion genotoxica de extractos crudos de P.durangensisy Q.
sideroxyla mediante el ensayo cometa
CLASE DE COMETA
TOTAL 0 1 2 3

TRATAMIENTO

Muestra de sangrea 4 H
Control negativo 8+4.8 92.5+4.1 7+£3.5 0.5+0.83 0x0

Control Positivo 67.3+10.58 66+4.22 11.8+3.6% 11+3.62 11.1+2.02

QsEC100 16.8+6.3%> 85.8+4.9° 12.1+3.52 3.83+0.81° 0.66+0.81°
PdEC100 45.5+5.0®® 64.1+3.7% 36.8+3.7% 3.8+1.8° 2.8+1.16%
QsEC200 39.546.2%% 69.8+5.12 22.5+6.02* 6+2.13> 1.6+0.812°
PdEC200 52.5+7.13 59.5+0.62° 32.3+2.9%" 4.3+1.82 3.8+1.9%"

Muestra de sangre a 24 H
Control negativo

Control Positivo

18.5+6.9

88.6+3.1 7.6x3.3 3.1+24 1.5+1.0

140.3+21.28 37.5£5.58 11+6.28 25.16+8.42 26.3+6.32

QsEC100 21.3+6.2° 85.5+4.0° 9.1+0.75> 3.3+1.6° 1.8+1.5°
PdEC100 58.8+11.9%" 53.3+6.73" 36.8+4.3% 7.5+2.3° 2.3+2.2°
QsEC200 60+14.43% 55.3+6.0% 33.3+3.4% 7.3+4.1°  4+2.6°
PdEC200 63.1+10.3% 49.5+7.13% 41+5.3% 6.33+1.2> 3.1+1.7°

Cada valor representa la media de n = 6 observaciones * SD. a: diferencia significativa

comparado con el control negativo, b: comparado con el control positivo; (p < 0.05)

Dunnett, comparando los tratamientos por separado a las 4 y 24 horas.
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De acuerdo a los resultados el control positivo (CPA 50 mg/kg) tiene los niveles més
altos de dafio segun los cometas detectados, quienes fueron principalmente de clase
2y 3, mientras que el control negativo present6 un predominio de la clase cero (Figura
16).En cuanto a la genotoxicidad de los EC de las especies, se encontré que QsCE100
después de 24 h genero dafio similar al control negativo (p < 0.05). QsCE200 después
de 4y 24 h origind dafio ligero con la formacion de cometas clase 1, con el EC de P.
durangensis se observaron resultados similares a las dosis evaluadas (100 y 200
mg/kg), ademas de encontrar un dafio significativamente menor comparadas contra el

control positivo (p < 0.05).

Control negativo Control positivo QsEC100
PdEC100 QsEC200 PdEC200

Figura 16. Imagenes del dafio al DNA en células sanguineas de raton (400x) (ensayo

cometa)

68



Marcela Soto Garcia CIIDIR Unidad Durango Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

9. DISCUSION
9.1 Obtencion y evaluacion de extractos de P. durangensis y Q. sideroxyla
9.1.1 Evaluacion de extractos

En la evaluacion del efecto del solvente y la relacibn masa: solvente (M: S) sobre la
extraccion de compuestos bioactivos de la corteza de las especies P. durangensis y
Q. sideroxyla, se encontré que la concentracion del solvente es el parametro con
mayor efecto en la extraccion de metabolitos. Al respecto, estudios relacionados con
extraccion de fenoles con distintos solventes y métodos de extraccion, mencionan que
la extraccién incrementa con el aumento del contenido del agua, lo que puede deberse
a la facilidad de extraccion por la solubilidad que presentan los compuestos de la
muestra (Do et al. 2014). Respecto a la extraccidbn de compuestos bioactivos en
corteza de Pinus radiata, Ramos et al. (2013) obtuvieron mayor rendimiento del
extracto al disminuir la concentracién de etanol y utilizar temperatura de 40°C, caso
contrario a lo observado para corteza de P. durangensis, en el que al disminuir la
concentracion de etanol se obtuvieron los menores rendimientos, esto tal vez sea
debido al efecto de la temperatura empleada en este estudio, pues no fue la misma.
Con respecto al efecto de la relacion masa/volumen, Pinelo et al. (2005) encontraron
Optimo trabajar con relaciones masa/solvente que involucren mayor volumen de
solvente por considerarlo como un fenémeno adecuado de acuerdo a los principios de
transferencia de masa. Spingo et al. (2007) y Nepote et al. (2005), encontraron
mayores rendimientos de extraccion con aquellas relaciones que involucran apenas
un volumen de solvente necesario para cubrir el material de extraccion. Se infiere que
el rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos de diversos materiales, depende
principalmente de la naturaleza del compuesto extraible —estructura, grado de
polimerizacién- y su relacion con la polaridad del solvente utilizado en la extraccién, ya
gue no existe un método preciso para la extraccion, (Bochi et al., 2014; Sulaiman,
2011; Trabelsi et al., 2010). Para la corteza de Q. sideroxyla se pueden obtener
rendimientos del 21.6+1.4% con una baja concentracion de etanol y el minimo volumen

de solvente (QsE20-1/10), que aunque no se obtiene el maximo rendimiento de
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extraccion en sélidos, podria ser conveniente considerando aspectos econdémicos al

disminuir la concentracion y el volumen de etanol.

Los compuestos fendlicos totales fueron determinados utilizando el reactivo Folin-
Ciocalteu, el cual reacciona con los fenoles para formar cromdgenos, dando lugar a la
formacién del color azul lo que indica reduccién; y permite su deteccion

espectrofotométricamente.

De acuerdo al analisis sobre la concentracidbn de compuestos fendlicos totales, se
encontr6 que el solvente empleado es un factor significativo que modifica la
concentracion, esto se vio reflejado en los extractos de ambas especies, en donde la
solucion etandlica al 20% extrajo la menor cantidad de polifenoles. Ramos et al. (2013)
reportaron una tendencia similar para extractos de corteza de Pinus radiata, ya que a
mayor concentracion de etanol, mayor fue la concentracién de fenoles totales. Se
encontré una diferencia significativa de la concentracion de fenoles totales entre las
dos especies de estudio (p<0.05), lo cual revela que la concentracién de estos

compuestos en la corteza de P. durangensis es superior a la de Q. sideroxyla.

Los flavonoides constituyen la subclase de polifenoles mas abundante dentro del reino
vegetal, por ello la mayoria de los extractos obtuvieron una cantidad menor de
flavonoides que de compuestos fendlicos totales (polifenoles), independiente al efecto
causado por el solvente y la relacion M:S. De ambos parametros evaluados, se
observé efecto significativo principalmente por el solvente empleado en la extraccion

para ambas especies.

Los resultados mostrados en la Figura 6 indican una presencia importante de FT
dentro del perfil fendlico de las especies. Estos resultados concuerdan con los que
reportan Rosales-Castro et al. (2009,2012) en extractos acetdnicos de corteza de P.
cooperi, P. engelmannii y P. teocote, asi como los reportados para extractos
acetonicos de Q. sideroxyla. Por otra parte, las proantocianidinas son un grupo
particular de flavonoides y corresponden a compuestos de tipo flavan-3-ols (flavanoles

o catequinas). A estos compuestos también se les conoce como taninos condensados.
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La concentracion de proantocianidinas en las dos especies de estudio fue similar, aun
cuando fue P. durangensis quien obtuvo una mayor cantidad de flavonoides, lo que
significa que esta especie contiene tanto flavonoides del tipo flavan-3-ol (catequinas),
asi como de otro tipo, mientras que Q. sideroxyla la concentracién de flavonoides
corresponden en su mayoria al tipo flavan-3-ol, lo cual coincide con lo reportado por
Rosales-Castro et al. (2012); quien identific6 dimeros y tetrameros de
proantocianidinas en la especie.

Es evidente que la extraccion de compuestos fendlicos, flavonoides y PACS depende
principalmente del solvente de extraccién utilizado y de la especie, pues la obtencion
de estos metabolitos se modificod por la polaridad del solvente y la solubilidad de éstos
en el disolvente utilizado para el proceso de extraccion. Por lo tanto, es dificil que un
solo solvente sea usado para la extraccion 6ptima de todos los metabolitos de interés.
Efectos similares en diferentes fuentes vegetales de extraccion han reportado el uso
de un solvente de polaridad mixta para extraer mas contenido fendlico (Tan etal., 2011;
Kchaou et al., 2013; Sulaiman et al., 2011).

En cuanto a la actividad antioxidante de los extractos se observo la influencia de la
relacion M: Sy del solvente. La mejor actividad antioxidante mediante DPPH se obtuvo
con los extractos con etanol al 20% y 50%, asi como la relaciéon M:S de 1/30 y 1/10
para P. durangensis y Q. sideroxyla (63.58 % +3.7, 55.70 %+2.4 respectivamente). Lo
anterior coincide con lo reportado por Sulaiman et al., (2011) quienes reportaron que
la estimacion cuantitativa de los valores de FT, FL, FRAP y DPPH esta fuertemente
influenciada por dos variables, el solvente de extraccion y la especie de la planta.
Otras investigaciones por parte de Sarikurkcu et al. (2009), reportaron una fuerte
correlacion entre la polaridad del solvente para la extraccion de compuestos bioactivos
(obtencién de extractos) y su potencial antioxidante, indicando que los extractos mas
polares mostraron el mayor potencial para la neutralizacion de radicales libres. Aunque
como se ha mencionado, el solvente facilitara la extraccidbn de cierto tipo de
compuestos dada su conformacién quimica, lo cual se podria traducir en la exhibicién

de una mayor o menor actividad antioxidante por parte de los extractos.
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En tanto, se encontré que los resultados de los ensayos de DPPH y FRAP en ambas
especies fueron similares; sin embargo en ABTS la corteza de Q. sideroxyla mostré
mayor actividad antioxidante, esto indica que aunque DPPH y ABTS se rigen por el
mismo mecanismo de accién, ABTS muestra un porcentaje de atrapamiento de
radicales libres mayor, lo cual podria deberse al hecho de que esta especie tiene una
mayor concentracién de compuestos polares que presentan una mejor solubilidad en
el medio de ABTS. Al respecto, Manigandan et al. (2015), encontraron que la taxifolina
tiene una menor inhibiciébn por el ensayo de ABTS, comparada con el ensayo por
DPPH, por lo que se puede inferir que Q. sideroxyla al contener mayor cantidad de
compuestos de tipo flavan-3-ol (catequinas), y por ello muestre una actividad mayor

en el ensayo de ABTS.

De manera general ambas especies mostraron su potencial antioxidante en todos los
extractos obtenidos, lo que demuestra su capacidad en la donacion o transferencia de
electrones.

El analisis integral en la determinacion de las mejores condiciones de extraccion de
EC, mostrd que no se obtuvieron los pardmetros 6ptimos que maximicen las variables
de FT, FL, PACS, % de extraccion y actividad antioxidante en conjunto, por ello se
eligieron aquellas condiciones que lograron buenos resultados en actividad
antioxidante y rendimiento, lo cual involucro la utilizacion de etanol al 50%, asi como

las relaciones M:S de 1/30 y 1/10 para P. durangensis y Q. sideroxyla respectivamente.

9.1.2 Evaluaciéon de EC y EO de P. durangensis y Q. sideroxyla

Con las condiciones de extraccion obtenidas previamente, se logro la elaboracion de
los extractos crudos (EC) y extractos organicos (EO) de ambas especies de estudio.
La evaluacion del perfil fenolico se mostro en la Figura 8, en donde los extractos de
las especies exhibieron altas concentraciones de FT, FL y PACS.

Se observé una mayor concentracion de metabolitos por parte de los EO, adjudicado
al solvente de extraccion (acetato de etilo).

La cuantificacion de PACS en Q. sideroxyla siguié la misma tendencia observada

previamente en los extractos de analisis en parametros de extraccion, respecto a que
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este tipo de metabolitos son los de mayor abundancia en la especie, incluso se observo
un aumento considerable del metabolito en comparacion al EC.

Los EC y el EO tuvieron una alta concentracion de PACS en relacion a su
concentracion de FT y FL, lo que significa la predominancia de este grupo de
metabolitos dentro de los extractos obtenidos para la especie. Resultados similares
en cuanto al efecto concentrador de los metabolitos en EC y EO han sido previamente
reportados por Rosales et al., (2012).

P. durangensis replica lo expuesto previamente en el andlisis de las condiciones de
extraccion de EC, pues tiende a concentrar una gran cantidad de FT y FL, sin embargo
la concentracion de PACS es menor en comparacion a los FT, incluso disminuy6 en

los EO de esta especie, refiriendo otro tipo de flavonoide.

9.2 Identificacion de los principales polifenoles en los extractos para verificar la
reproducibilidad de éstos en las especies

9.2.1 Identificacion HPLC-UV

En los espectros HPLC-UV DAD de P. durangensis se encontraron sefiales de UV
correspondientes a derivados de catequinas, catequina, un flavonoide de tipo
dihidroflavonoide o flavanona, ya que presentaron absorbancia maxima en UV de 290
nm y un hombro a 335 nm, que son caracteristicas para este tipo de flavonoides (Da
Graca Campos & Markham, 2007), asi como sefiales que corresponden a compuestos
de tipo flavonol. Para los extractos de corteza de P. radiata, Ramos et al. (2013)
reportaron que la especie contiene altas concentraciones de taxifolina
(dihidroquercetina); Ku & Mun (2008) identificaron catequina, y taxifolina en la corteza
de Pinus radiata, mientras que Rosales-Castro et al. (2009) reportaron la presencia de
estos compuesto en las cortezas de P. cooperi, P. engelmanni y P. teocote, por lo cual
la flavanona que contiene la corteza de P. durangensis, puede corresponder al
flavonoide taxifolina. Uno de los flavonoles pudiera corresponder a quercetina, ya que
se ha reportado en P. radiata. En Q. sideroxyla el compuesto a 4.5 min puede
corresponder a acido galico, los de 5.4 y 6.5 min, con absorbancias a 278 nm son

compuestos de tipo flavan-3-ol, el de 8.9 min corresponde a catequinay por las sefales
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de UV que presentan los compuestos a 19.7 y 22.2 min., corresponden a flavonoles.
Para esta especie Rosales-Castro et al. (2012) report6 la presencia de acido galico,
catequina y otros flavan-3-ols.

9.2.2 Identificacion HPLC- ESI-MS

La caracterizacion de extractos OE de P. durangensis y Q. sideroxyla se obtuvo con el
analisis de los picos principales de extractos organicos de la corteza del pino (Cuadro
4), donde los compuestos de los picos 11, 12, 15, 16, 25, 36, 40, 41 y 58 coinciden con
compuestos recientemente reportados por Rosales (2017) para corteza de P.
durangensis, demostrando la presencia de flavonoides como procianidinas y taxifolina.
También se encontraron otros constituyentes en el cromatograma de iones totales
cuya informacion obtenida se comparo con la literatura pertinente con el fin de obtener
una identificacion provisional (en su mayoria estudios sobre compuestos de corteza
de Pinus y Quercus), encontrandose: kaempferol y eriodictimol ([MH] - 285 y 287
respectivamente; De la Luz Cadiz Gurrea et al., 2014), taxifolina - o - hexosido ([MH] -
465, Cretu et al., 2013), B - hidroxipropiovanilona glucésido ([MH] - 357, Karonen et
al., 2004), HHDP - Galoyl-glucosa ([MH] - 357, Fernandez et al., 2009), glicol de
trigaloilo ([MH] - 635, Mucilli et al., 2017), galato de (Epi) catequina - 3 - O - glucésido
] - 603, Jiménez-Sanchez et al., 2015), acido t-caftarico ([MH] - 311, Pardo-Garcia et
al., 2014).

El perfil polifendlico de Q. sideroxyla se mostré en el Cuadro 5. Los compuestos de
catequina / epicatequina y dimeros de procianidina (picos 6, 10, 12 y 13) fueron por
mucho los polifenoles dominantes en el extracto de corteza de esta especie, lo cual
coincide con lo reportado por Rosales et al. (2012). Otros compuestos presentes en el
extracto se compararon también con la literatura previamente descrita, logrando la
identificacion tentativa de constituyentes como Quercetina 3-O-glucosido y acido t-
caftarico ([MH] - 463 y 311 respectivamente, Pardo-Garcia et al., 2014), el acido
elagico - rhamnosido ([MH] -447: Santos et al., 2013) hexanos de acido galico ([MH] -
331, Lorenz et al., 2016) taxifolina ([MH] - 303; Rosales et., 2017). Incluyendo otros
compuestos desconocidos reportados en corteza, que fueron detectados en ambos

extractos ([M-H] - 293; Ma'mmela et al., 2000).
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Con la informacién obtenida del HPLC-ESI-MS para la identificacion fendlica en las
especies de estudio, se pudo elucidar con mayor precision la presencia de los
metabolitos presentes en sus extractos, de modo que queddé demostrada la
reproducibilidad de compuestos fendlicos en la corteza de las especies P. durangensis

y Q. sideroxyla.

9.3 Evaluacién de la capacidad antioxidante de los extractos con métodos in

vitro y mediante el método de lipoperoxidacién hepatica in vivo

Las técnicas in vitro de ABTS, DPPH y FRAP, miden la habilidad de un antioxidante
en la reduccion de un oxidante, el cual cambia de color cuando es reducido y se basan
en la capacidad de transferencia de electrones.

Se ha descrito que los compuestos fendlicos, especificamente flavonoides tienen la
propiedad de actuar como antioxidantes. Lo anterior se explica por el hecho de que en
su estructura quimica contienen multiples sustituciones de OH, lo que los hace poseer
una potente actividad antioxidante contra los radicales libres.

Los EO de ambas especies mostraron una mayor actividad en comparacién a sus EC
y estandares de referencia (catequina y taxifolina).

Los ensayos de actividad antioxidante revelaron que los extractos tienen una alta
actividad, lo cual corresponde a lo obtenido en los estudios previos de los extractos de
ambas especies. La evaluacion de los EC y EO de P. durangensis y Q. sideroxyla
mostraron una mayor actividad antioxidante en la técnica de ABTS, esto corresponde
a lo observado anteriormente en los extractos durante el analisis de condiciones de
extraccién. Los resultados de la actividad antioxidante mostraron que los extractos son
capaces de estabilizar radicales DPPH o ABTS o bien, que pueden actuar como
agentes reductores de metal (como se indica por la reaccion FRAP).

El hecho de que se incremente la capacidad antioxidante es un indicio de la adecuada
extraccién y concentracibn de metabolitos de FT, FL y PACS, los cuales se han
correlacionado directamente con la actividad antioxidante (Kumar et al., 2017).
Efectos similares fueron encontrados por Rosales et al., (2003) quienes proponen que
los compuestos presentes, pudieran ser los responsables de dicha actividad, asi como

también de la variacion encontrada entre EC y EO. Este efecto puede asociarse a las
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caracteristicas particulares de las estructuras fendlicas, tales como mayor o menor
cantidad de grupos hidroxilo en la molécula, tipo de sustitucién y posicion en el anillo
bencénico y/o formas monoméricas o polimerizadas, lo cual esta estrechamente

relacionado con las actividades antirradicales libres.

La utilizacion de estudios de actividad antioxidante in vivo, permite evaluar de una
manera mas integral la accién de un metabolito, puesto que involucran el efecto de la
exposicidn a procesos biologicos y fisioldgicos que tienen lugar en el organismo.

El ensayo de lipoperoxidacion es uno de los mas empleados, ya que evalda la
incidencia de la actividad antioxidante a través de la oxidacion de los lipidos
formadores de la membrana celular, lo que se correlaciona con el estado oxidativo de
la célula invivo. La evaluacion de la oxidacion de lipidos de la membrana celular
se realiza con la técnica de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico el cual da como
producto el MDA, que es un producto final en el proceso de oxidacion de lipidos, como
conscuencia de la degeneracion de los radicales libres de oxigeno (Alam et al., 2013).
La evaluacion antioxidante in vivo se encuentra en el Cuadro 7. Los resultados
mostraron actividad antioxidante al disminuir las concentraciones de biomarcador
MDA en el modelo murino de hiperglucemia. QseEO50 obtuvo la mayor actividad
antioxidante en higado (7.46 + 1.05) y manifiesta diferencias significativas (p<0.05)
respecto a los controles negativo y positivo. Estos resultados son importantes puesto
gue en la diabetes, el aumento del estado oxidativo desempefa un factor clave en la
progresion al dafo del pancreas y tejidos extrapancreaticos. (Huang etal., 2015; Ayala
et al., 2014). Por lo tanto, una disminucién en la peroxidacién de acidos grasos y la
mejora en el estado antioxidante podrian contribuir a la prevencion de las

complicaciones diabéticas.

La concentracion de MDA en higados de ratas hipercolesterolemiantes sin tratamiento
(extractos) fue elevada, lo cual sugiere que la hipercolesterolemia puede aumentar el
proceso de peroxidaciéon lipidica desencadenada por mas especies reactivas de
oxigeno (Ayala et al., 2014).
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Los resultados obtenidos de la actividad antioxidante en el modelo
hipercolesterolémico, mostraron efecto antioxidante por parte de los extractos de P.
durangensisy Q. sideroxyla, siendo mayor en todos los EO. Estos resultados coinciden
con los obtenidos in vitro puesto que los EO de ambas especies manifiestan un mayor

efecto antioxidante en comparacion a sus EC.

Se ha reportado que la inhibicion en la concentracion de MDA puede ser el resultado
de la actividad antioxidante de los flavonoides que actian neutralizando los radicales
libres, ademas de intervenir como estimuladores del sistema antioxidante endégeno
(SOD, CAT,; (Keshari et al., 2016)).

9.4 Evaluacion del efecto hipoglucemiante e hipocolesterolemiante en murino; y

la inhibicion de las enzimas a- amilasa y a-glucosidasa in vitro

9.4.1 Evaluacion de la Inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa in

vitro

Se demostrod la actividad inhibitoria de CE y EO de P. durangensis y Q. sideroxyla
sobre las enzimas hidrolizantes de carbohidratos, a-amilasa y a- glucosidasa. Los
comportamientos observados fueron dosis-dependiente en el efecto inhibitorio por
parte de los EC y EO de ambas especies, sobre cada enzima. De estos resultados se
pudo determinar el valor de CEso referido a cada extracto, con un mayor efecto
inhibitorio por parte de los EO de las especies en comparacion de los EC, e incluso de
la acarbosa, que es un oligosacéarido empleado en el tratamiento de la diabetes mellitus
tipo 2. Los EO de P. durangensis fueron los mejores inhibidores enzimaticos de a-
amilasa y a-glucosidasa in vitro en comparacion a Q. sideroxyla. El comportamiento
expresado por EO podria ser por una mayor concentracion de metabolitos y una mayor

selectividad de éstos, con propiedades biol6gicas mas activas.

Resultados similares fueron reportados por Scha'fer et al. (2007) quienes reportaron
que extractos de corteza del Pinus maritima (pycnogenol) tuvieron mayor efecto
inhibitorio sobre la enzima a- glucosidasa, con una fraccién que contenia procianidinas
oligoméricas, en comparacion a una fraccion con procianidinas monomericas, lo que

puede indicar que la actividad biolégica obtenida de los extractos, esta relacionada
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directamente con el tipo de metabolitos presente en el mismo. La actividad inhibitoria

de P. durangensis pudiera asociarse a los compuestos presentes en su EO.

De manera general, los resultados del efecto inhibitorio enzimatico obtenidos de los
dos ensayos, podria ser por un efecto sinérgico de los compuestos fendlicos presentes
en los extractos, puesto que la actividad inhibitoria de la acarbosa sobre la enzima fue
menor. Por otra parte, se ha reportado que los antioxidantes poseen una alta
capacidad para contribuir a la prevencién de la diabetes tipo 2 a través de sus
propiedades anti-inflamatorias (Umeno et al., 2016). Por lo tanto, los mecanismos, del
efecto antioxidante asi como la inhibicion de la a-amilasa y a- glucosidasa podrian
conjuntarse para producir un efecto antihiperglucemiante. Ademas, la inhibicion de la
captacion de glucosa en el intestino puede ayudar a controlar sus niveles en sangre,
mediante la regulacién de la a-amilasa producto de la secrecion del pancreas y de las
glandulas salivales, que juegan un papel importante en la digestion, participando en la
absorcion intestinal. Por ello se cree que la inhibicion de estas enzimas pueden reducir
significativamente el aumento postprandial en el nivel de glucosa en sangre, lo que es

importante en el tratamiento de la diabetes (Giordani et al., 2015; Lordan et al., 2013).
9.4.2 Evaluacién de la actividad y efecto hipoglucemiante

De acuerdo a los resultado de este estudio, los extractos QSEC50 y EO de ambas
especies evitaron el incremento de la glucemia en los animales empleados en las
curvas de tolerancia a la glucosa en ratas normoglicémicas, ademas, ambas especies
tuvieron un AUC menor al obtenido por el grupo control, lo que indica que poseen la
mayor actividad hipoglucemiante; y en el caso de los EO con un comportamiento

similar.

En este estudio se pudo observar la actividad hipoglucémica de QsEC50, QsEO50 y
PdEO50 en ratas diabéticas con respecto al grupo diabético, ademas se observo que
los OE pueden eliminar los picos hiperglucémicos y de esta manera mantener los
niveles de glucosa a niveles mas estables, lo cual se observé en su comportamiento
desde la curva de tolerancia a la glucosa. A pesar del hecho de que EC y EO mostraron

un efecto hipoglucémico al inicio del tratamiento, éste se perdid en el caso de QsEC50
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conforme avanzo el tratamiento (Cuadro 9). El modelo de induccion de diabetes con
estreptozotocina semeja a la diabetes tipo 1 ya que el antibiético produce destruccion
de las células beta del pancreas productoras de insulina por lo tanto los animales
carecen de la hormona, un tratamiento hipoglucémico en este caso con los EO de P.
durangensis y Q. sideroxyla podrian ser coadyuvantes en el tratamiento de la diabetes

tipo 1, sin embargo no sustituyen la terapia con insulina.

Se considera también la posibilidad de que la inhibicién de la actividad a-amilasa por
parte de los compuestos fendlicos y el efecto antioxidante por compuestos como la
catequina sean mecanismos asociados con las propiedades farmacoldgicas de

compuestos bioactivos de corteza de las especies de estudio.

El mayor efecto hipoglucémico mostrado por los EO de P. durangensis y Q. sideroxyla
podria explicarse por la mayor concentracion de fenoles en comparacion con los EC;
sin embargo es necesario hacer mas experimentos para demostrar que EC y EO

inhiben la absorcidon de carbohidratos en el intestino.

Varios estudios han demostrado que la administracion de extractos de plantas que
contienen fenoles, disminuyen los niveles de glucosa por la presencia de flavonoides
como la quercetina y la catequina, los cuales promueven un almacenamiento
importante de glucégeno hepatico (Alam et al., 2014; Vasconcelos et al., 2011). Otros
mecanismos posibles implican la actividad de las procianidinas al inhibir la actividad
de las enzimas hidrolizadoras de carbohidratos (lo cual sucedié con los ensayos in
vitro de a-amilasa y a- glucosidasa), la epicatequina al inducir la regeneracién de las
células B pancreaticas; y la catequina y los acidos fendlicos que inhiben la absorcion
intestinal de glucosa mediada por GLUT2 y SGLT1 (Parveen et al., 2010; Manzano et
al., 2010).

Se ha reportado el efecto de polifenoles como la quercetina, resveratrol y catequinas
como moduladores de mecanismos dependientes de AMPK-SIRT1PPARYy, con
funcién importante como antinflamatorio, antiobesidad, antiesteatosis e hipoglucémico,
efectos de la accion sinérgica de varios metabolitos tipo polifenoles (Herrera-Calderén

et al., 2015). Por ello se considera que los extractos de P. durangensis y Q. sideroxyla

79



Marcela Soto Garcia CIIDIR Unidad Durango Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

pueden actuar como coadyuvantes en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2
principalmente, al mostrar efectos benéficos en la hiperglucemia postprandial; ademas

de su actividad antioxidante in vivo.
9.4.3. Evaluacion del efecto hipocolesterolemiante

El tiloxapol es un ensayo muy empleado para inducir hiperlipidemia aguda en animales
de experimentacién y asi poder evaluar el efecto hipolipidémico de farmacos. En este
caso se utilizd el tiloxapol como modelo de induccién a la hipercolesterolemia,
obteniendo un patrén similar a otras investigaciones en el cambio del perfil lipidico a

las 24 h después de la inyeccion de tiloxapol. (Sikarwar & Patil (2015).

Se ha reportado que en este tipo de modelos se provoca un aumento drastico en la
concentracion de TGC y CT debido al aumento de colesterol hepatico, ejercido
principalmente por el incremento de HMG Co-3- metil-glutaril Co-A y por la inhibicion
de la lipoproteina lipasa, responsable de la hidrélisis de lipidos en plasma. Debido a
esto, la inhibicién significativa de los niveles de lipidos mediante extractos, es
indicativa de la inhibicion de la biosintesis del colesterol por inhibicion de HMG Co-A
(Mandukhail et al., 2010). En este estudio los EO y EC de P. durangensis y Q.
sideroxyla no modificaron significativamente el perfil lipidico, se puede decir que no
estan realizando un efecto sobre estos mecanismos, y no poseen actividad

hipolipemiante.

Ramchoun et al. (2009), evaluaron el efecto hipocolesterolemiante de extractos de
tomillo y lavanda, en donde encontraron que ambos extractos tenian una gran
concentracion de polifenoles totales con una gran capacidad antioxidante, pero no
ejercieron ningun efecto hipocolesterolemiante, por lo que relacionan los efectos

obtenidos con la estructura quimica de los polifenoles en cada extracto.

Se ha observado que la estructura esta intimamente relacionada con la actividad de
los compuestos fendlicos, lo que hace pensar que tal vez los EC de P. durangensis y
Q. sideroxyla, poseen en su contenido fendlico compuestos cuya estructura permite
una potente actividad antioxidante, pero al mismo tiempo son mas suceptibles a

mostrarse como agentes prooxidantes, (lo que neutraliza los referidos efectos
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antioxidantes), causando resultados adversos, como pudiera ser el incremento de
colesterol total. Respecto a ello Pérez (2003), hace aluciéon a este fendmeno, al
reportar que compuestos como las antocianidinas, las cuales tienen buenas
propiedades secuestrantes de radicales libres pero, dependiendo de las condiciones
experimentales, sus bajos potenciales de oxidacién pueden hacer que éstas se
comporten también como agentes prooxidantes involucrandose en procesos de ciclaje
redox. Se ha encontrado que los flavonoides con un grupo pirogaldlico en el anillo B
exhiben una mayor actividad antioxidante con pero con mayor susceptibilidad a actuar

como pro oxidante.

Esto se relaciona también con lo reportado con algunos investigadores que indican la
eficacia de los polifenoles y flavonoides como antioxidantes no solo atribuida por su
composicion o su cantidad relativa, sino también por el grado de polimerizacion,
concentracion e interaccion de sus diversas estructuras quimicas con los ensayos
colorimétricos. Por lo tanto, los niveles mas altos de FT y FL no necesariamente

corresponden a las mejores respuestas antioxidantes (Kumar & Pandey, 2013).

9.5 Evaluacién toxicoldgica

9.5.1 Determinacion de DL50

La evaluacion de la accion toxica de los extractos de plantas es indispensable para
considerar un tratamiento seguro; permite la definicién de la toxicidad intrinseca de la
planta y los efectos de una sobredosis aguda. El empleo de ratones de laboratorio se
fundamenta en su sensibilidad a las sustancias toxicas que se producen en las plantas
(Parra et al., 2001).

La administracion de los extractos en cantidades crecientes permitié la evaluacion de
los limites de toxicidad (DLso) en los EC de P. durangensis y Q. sideroxyla.

La DLso de ambas especies fue de 5000 mg/kg, la cual es una dosis alta en
comparacion a otras encontradas en extractos de corteza. Autores como Marquez et
al., (2008), determinaron una DLso de 4000mg/kg en extractos de la especie Pinus
leiophylla, de mismo modo Rohdewald (2005) hace un andlisis de diversos estudios
de toxicidad en Pinus maritima, en el cual reporta una DLso de entre 1000-4000 mg/kg.

Jaiswal (2009) reporta la DLso de 3000 mg/kg para Moringa oleifera lam, y Tanko et
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al., (2008) determina una DLso de 1264.9 mg/kg mostrando efectos tOxicos como
disminucién de la actividad locomotora, lo que demuestra la importancia de la
evaluacion de dicho parametro.

Los resultados del presente estudio demostraron que la DLso es considerada de

seguridad toxica hasta 5000 mg/kg al no presentar mortalidad ni efectos téxicos.

9.5.2 Evaluacioén citotoxica

Los EC y EO de ambas especies redujeron la viabilidad celular de las lineas celulares
cancerosas MDA-MB-231 y HelLa de una manera dependiente de la concentracion
(Figura 15 (a), (b)). Los resultados obtenidos en la linea celular HSF1184 indicaron
que los EC y EO de ambas especies no fueron citotdxicos puesto que no se disminuyo6
significantemente la viabilidad celular; sin embargo los extractos crudos mostraron una
ligera reduccion en la viabilidad celular de las células MCF-10A, pero el
comportamiento fue constante incluso a la dosis mas alta aplicada. Estos resultados
indican que los extractos de P. durangensis y Q. sideroxyla presentan selectividad,
pues redujeron la viabilidad celular de las células tumorales sin afectar

significativamente las lineas celulares no tumorales.

Varias investigaciones indican que los efectos obtenidos sobre la proliferacién celular
estan relacionados con la dosis y el tipo celular, lo que implica una sensibilidad
diferente a diversas lineas celulares (Anlar et al., 2016; Gezer et al., 2015). También
se ha informado de que la actividad selectiva de los compuestos citotoxicos frente a
las células sanas (MCF-10A) y tumorales se debe a un amplio espectro de
mecanismos que pueden ser responsables de la resistencia, y estos incluyen
diferencias en la localizacidén subcelular de Bik, y diferencias en la funcion mitocondrial
(Studzinska-Sroka et al., 2016). Ello puede explicar la sensibilidad ejercida por los

extractos de corteza de P.durangensis y Q. sideroxyla en las lineas celulares.

El comportamiento de los EC y EO de ambas especies en las diferentes lineas
celulares se observé adicionalmente con la determinacién de CEso, donde se muestra
gue los EO de ambas especies tienen un mayor efecto citotoxico sobre células de la

linea MDA-MB-231 y Hela, en comparaciéon a los EC, lo cual supone que los
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compuestos presentes en cada uno de los extractos desempeian un papel
fundamental para la actividad citotoxica de los mismos. Se ha reportado que
compuestos como la taxifolina y las procianidinas poseen efecto citotoxico al inhibir la
proliferacion de células de cancer cervical (HelLa), e intervenir en la regulacion de la
expresion de proteinas apoptéticas p53 y p21 (Amalinei et al., 2014). Lo anterior podria
explicar el efecto de P. durangensis y Q. sideroxyla, ya que es la taxifolina y las
procianidinas quienes forman parte de sus componentes mas abundantes. También
se ha demostrado que los flavonoides que poseen un enlace insaturado C2 - C3 y un
grupo carbonilo en la posicion 4 exhiben CEso méas baja, debido a que estos dos grupos
funcionales pueden aumentar la actividad de compuestos flavonoides, al proporcionar
la estabilidad de radicales mediante conjugacién y deslocalizacion electronica
(Sadeghi-Aliabadi et al., 2012).

No existe evidencia del efecto citotoxico por parte de las especies P. durangensis y
Q. sideroxyla, sin embargo varias investigaciones informan efectos citotoxicos de
algunas especies de pinus y encino sobre diferentes lineas celulares, en donde se
relaciona la presencia de sus compuestos con su actividad citotdéxica (Sarmeili et al.,
2017, Amessis-Ouchemoukh et al., 2017, Li et al., 2016, Moradi et al., 2016, S6hretoglu
et al., 2012).

Debido a los resultados obtenidos en este ensayo en donde se obtuvo un importante
efecto citotoxico sobre las lineas celulares MDA-MB-231 y Hela, y tienen poco o nulo
efecto en la viabilidad celular sobre HSF-1184 y MCF-10 es necesario realizar
estudios adicionales para comprender el posible mecanismo de accion y su potencial

uso como agente anticancerigeno.
9.5.3 Evaluacién genotéxica

En este ensayo se mostro el efecto sobre dafio al ADN de células de sangre periférica
de raton al ser expuestas a dosis de los EC de P. durangensis y Q. sideroxyla.

Los resultados del ensayo cometa para EC de P. durangensis indicaron ligera
genotoxicidad al generar cometas tipo 1 en ambas dosis evaluadas (100 y 200 mg/kg

peso corporal) realizadas a las 4 y 24 h. Se encontré que la especie de Q. sideroxyla
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a su dosis mas baja (100 mg/kg peso corporal) no posee efectos genotéxicos, al
predominar cometas tipo O en las evaluaciones y a los tiempos establecidos, en tanto
a 200 mg/kg peso corporal gener6 una ligera genotoxicidad al inducir la presencia de
cometas tipo 1 principalmente. Algunos estudios han mostrado efectos genotoxicos a
relacion dosis-dependiente e incluso refieren la posible activacion de diferentes vias
celulares dependiendo de la dosis probada (Almonte-Flores et al., 2015; Alves et al.,
2014).

La ligera genotéxicidad de P. duragensis podria deberse a algunos de sus
componentes, pues existe evidencia de que compuestos como la quercetina y
naringenina pueden ser altamente citotoxicos y capaces de inducir dafio en el ADN,
debido a acciones prooxidantes, sin embargo también refieren que ese mismo efecto
podrian ser un mecanismo importante de sus propiedades anticancerigenas in vivo
(George et al., 2017).

Se ha demostrado que los flavonoides tienen efectos contra el dafio del ADN inducido
por diversos agente genotdxicos, es decir, principalmente por la capacidad de
proteccién contra los ROS producidos y por la modulacién de enzimas responsables
de la bioactivacion y destoxificacion de los agentes genotdxicos, ademas de una
relacion entre la estructuray la actividad de los flavonoides en la proteccion del material

genético (Luca et al., 2016).
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10. CONCLUSIONES

+ Las cortezas de P. durangensis y Q. sideroxyla contienen altas concentraciones
de fenoles con capacidad antioxidante. Las soluciones hidroetandlicas al 20, 50
y 80% v/v son eficientes para la extraccion de fenoles, considerando que lo
recomendable es la utilizacién de disolventes considerados de baja toxicidad.

« La concentracion de etanol y la relacion masa/volumen de solvente utilizado
tienen un efecto significativo en la extraccion de fenoles, ya que se obtienen
diferentes rendimientos, cantidad de fenoles y capacidad antioxidante en los
extractos preliminares obtenidos con los distintos tratamientos aplicados.

« La concentracion de etanol tuvo mayor efecto que la relacion masa/volumen de
extraccion. P. durangensis contiene mayor concentracion de fenoles y de
flavonoides, respecto a Q. sideroxyla, mientras que la cantidad de
proantocianidinas es similar en ambas especies.

« No se encontr6 un tratamiento Unico para maximizar todas las variables
respuesta. Considerando que las cortezas de ambas especies son
subproductos importantes y viables para ser utilizados como nutracéuticos,
desde el punto de vista econémico es conveniente seleccionar el tratamiento
gue requiera el menor gasto de disolvente, ya sea baja concentracion de etanol

y/o bajo volumen de extraccion.

+ Los extractos crudos y organicos de las especies de estudio mostraron alta
actividad antioxidante in vitro en comparacion al estandar empleado, incluso

incrementada en extractos organicos.

« En la evaluacién antioxidante in vivo, los extractos crudos y organicos de Q.
sideroxyla tuvieron efecto sobre los niveles de lipoperoxidacion hepatica en

ambos modelos murinos,

+ Q. sideroxyla y P. durangensis mostraron actividad y efecto hipoglucemiante
mediante los ensayos in vitro de la inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-
glucosidasa; y en la evaluacion hipoglucemiante en modelo murino de diabetes
inducida.
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» Los extractos organicos de la corteza de ambas especies de estudio, mostraron
un mayor efecto sobre el modelo de hipercolesterolemia, en comparacion con

el extracto crudo.

« Se encontro que la dosis letal media de ambos extractos fue = 5000 mg/kg sin

manifestacion de signos toxicos.

» Se encontro efecto quimio protector con selectividad citotoxica de los extractos
crudos y organicos de P. durangensis y Q. sideroxyla, de manera dosis-
dependiente frente a células de cancer y no tumorales de las lineas celulares
HelLa, MDA-MB-231, HSF-1184 y MCF-10A.

» Elensayo cometa, revel6 bajos niveles de genotoxicidad en células sanguineas
de raton. en los extractos crudos de ambas especies (a las 4 y 24 h), mediante

la formacion de cometas clase 1 principalmente.

« Se encontré reproducibilidad de metabolitos en los extractos crudo y organico
de las especies Q. sideroxyla y P. durangenesis, analizados por HPLC-UV-DAD
y HPLC-ESI-MS. Se Logr6 la identificacion de flavonoides principalmente de
tipo flavanona y flavonol como taxifolina y quercetina para P. durangensis,

mientras que Q. sideroxyla contiene acido galico y flavan-3-ol (catequinas).

Todos los resultados derivados de este trabajo de investigacion dan la base para el
futuro empleo de los extractos organicos obtenidos de la corteza de Q. sideroxyla,

puesto que es la especie que presenta el mejor comportamiento como nutracéutico.
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11. RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta los resultados de actividad citotoxica de la especie Q. sideroxyla
sobre lineas de cancer, es indispensable estudiar los posibles mecanismos de accion
de dicho efecto citotdxico asi como de la selectividad celular observada, a fin de
clarificar o proponer una ruta presumible de accion. Asimismo, es importante estudiar
el posible efecto antigenotoxico a fin de evaluar su potencial preventivo en la defensa

frente a agresiones oxidativas en ADN.

También se propone el estudio del posible efecto de los extractos sobre un modelo

murino con induccién tumoral.

De igual forma es importante seguir estudiando nuevos indicadores de bioactividad
sobre patologias asociadas al estrés oxidativo, para extractos de P. durangensis y Q.

sideroxyla.
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ANEXO A.
Espectro de masas de los compuestos elucidados en el punto 8.2.2.

P. durangensis

Cmpd 11, Dissect, 2.6 min
INntens _ -MS, Dissaect, 2 3-2 9min #(136-175)
104
2.0
1.5
] 57T 7. 1320
1.0
0.5
0.0 e w. J——l — — — ———— —
500 1000 1500 2000 2500 m'=
= mJ/z L]
1 576 _ 1280 2983
2 576G 6307 1959
3 S5FTF.1320 12417
4 S5ST8._ 1356 3811
5 S57F9. 1445 1922
[&] T20.1615 2046
r TZ3 5012 5181
=] TZ24 5040 2349
=] 2651931 A4A23
10 266 _ 1969 2082

Cmpd 12, Dissect, 2.7 min

Intens _ -MS, Dissect, 2 6-3_1Tmin &#(154-184)
x 1094
1.0+
0-87 580 0699
0.6+
7] S t=
0.4l 723.500
0.2+
oo due A W0
00 1000 1500 2000 2500 mJ=
#H# m/z 1
1 112 9828 845
2 289 0699 G759
3 2900731 1082
4 357 0579 587
5 572 1460 Fig=Ls
[&] 134717 1186
r 23 5009 A173
8 24 5041 1421
9 865 19220 549
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Cmpd 15, Dissect, 3.3 min

INntens _ 4 -MS, Dissect, 3.2-3_5min &(1838-208)
x104 3
2.0
1.5 STFTF. 1321
1.0
5
] 565 1916
-D__ T T T T T | I — T T —* T T T T T T T T T T T T T T T T T T
S00 1000 1500 2000 2500 mJ'=
H mi/z [
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2 576G _ 1270 1186
3 5T7T6.6304 853
21 S5TF7F_ 1321 15043
5 573 1362 4864
o 579 1391 505
T 599 1149 G033
a8 865 1916 2239
9 866 _ 1938 1225
10 1155 2640 525
Cmpd 16, Dissect, 3.5 min
Intens - -MS, Dissect, 3.2-3.8min &#(191-228)
x10°-
1.0+
0.5+
1289 07006
0.6
04—
o 2 579 1490
L e o B o S B e o e B B e S B N LA S a e e e e e
500 1000 1500 2000 2500 mz
H mi//z 1
1 153 0172 2408
2 289 0706 G2726
3 2900737 telst=ls
. | 291.0749 1623
5 325 0462 1518
& 3570573 1914
i A03 0634 1599
a8 579 _ 1490 20461
O 5801518 G620
10 581.1536 1889
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Cmpd 19, Dissect, 3.9 min

Intens _J -MS, Dissect, 3.7-4 2min &#(222-249)
x10%4
2.5
2.0
. 465 1041
1 _5§
1 _Di
0'5; 931 .2051
D—o = T ll T T JI" ‘I T T -ILI T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 mfz
# mi/z ]
1 179.0331 657
2 465 _ 1041 16710
3 A4G66_ 1074 4163
4 467 _ 1075 964
5 501.0793 Tiz2
[&] 533.0931 519
T 291_1162 Q62
a8 28651910 432
= 931 . 2051 2105
10 Q32 2109 1101

Cmpd 25, Dissect, 4.6 min

Intens_J -MS, Dissect, 4. 4-5 0min #(260-299)
%1027
2.5
207
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1.0
0.5
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500 1000 1500 2000 2500 my'=
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1 285 0392 5628
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T G038 1107 47019
8 G099 1124 11716
L8] G10_1151 1931
10 G633 5677 1662
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Cmpd 34, Dissect, 5.9 min

Intens_+ -MS, Dissect, 5.7-6.3min #(337-378)
x10%]
1.0 633.1210
0.5
oo-+»ore e e _  —V—— T
500 1000 1500 2000 2500 miz
# mi/z I
1 1129829 403
2 3491996 248
3 5611003 521
4 G19.1122 509
5 6331210 8820
(s} 634_1234 3611
i G35_1297 9990
8 636.1316 159
9 T23.5026 159
10 T24 5017 225
Cmpd 36, Dissect, 6.1 min
INntens_] -MS, Dissect, 5.7-6.3min #(341-378)
1094
3
{ 317.0616
27
14
. 6351360
D_ T T 'l 1 T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 mi/=
H# miJ/z [
1 299.0544 1226
2 317.0616 22244
3 318.0660 4168
4 319.0655 801
5 385.0494 440
6 431.0558 1277
7 63513680 6079
8 636.1380 2195
9 637.1415 529
10 995 5639 408
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Cmpd 39, Dissect, 6.5 min

Intens._ | -MS, Dissect, 6.3-6.9min #(376-409)
8000+
G000
1287 .0539
A000
2000
o4 Sl ..|
500 1000 1500 2000 2500 m/z
# mi/z I
1 1129830 G692
2 287.0539 4706
3 288.0565 824
4  349.0540 350
5 3491999 353
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74010477 1200
8 5591217 456
9 5751179 311
10 723 5020 G667
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Cmpd 40, Dissect, 6.9 min

Intens _1 -MS, Dissect, G.7-7.3min #(397-432)
x 10473
E
34 217.0639
2
] G535 1369
D__ 4 'l I T T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T I
500 1000 1500 2000 2500 my'z
# mi/z I
1 301.0336 1353
2 315.0441 2043
3 31T7.0639 27781
4 3180674 4643
5 353.0416 1514
&  431.0596 2722
T 61910680 5546
8 6201092 2062
9 6351369 12173
10 6361392 4592

Cmpd 41, Dissect, 7.1 min

Intens _ -MS, Dissect, 6.9-7_8min #(411-465)
x10%]
1.253
1.003
1 331.0448
0753
0.50]
0.251]
D-DU: II. T T I1 T I_Ilhl_l T T 1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 m/z
H miz I
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7 6491050 355
8 663.0957 1213
0 6640988 309
10 723.5012 329
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Cmpd 50, Dissect, 8.7 min

Intens._ | -MS, Dissect, 8.5-29_1min #(504-540)
x 109
1.0
087 3s7.1330
0.6
04
0.2
oo+ e 0
500 1000 1500 2000 2500 miz
H# mifz 1
1 112.09828 461
2 3571330 6805
3 3581357 1617
4 359 1395 271
5 3931104 153
6 4031361 168
7 5751152 551
8 5761177 165
9 TF13.4727 173
10 724 5039 159

Cmpd 58, Dissect, 9.9 min

Intens._ 1 -MS, Dissect, 9.6-10_2min #(573-605)
x10%4]
2.0
1.5 301.0679
1.0
0.5 603.1444
0.0 2 -l -Ju-l T T L T T T T 1 T T T T T 7 L T T 1 T T T
500 1000 1500 2000 2500 m/z
H# mifz I
1 1129829 1091
2 301.0679 14281
3 302.0706 2668
4 337.0478 804
5 369.0546 405
6 4150615 2097
7 416.0647 369
8 603 1444 3591
9 604.1487 1235
10 979 5655 434
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Cmpd 70, Dissect, 11.6 min

Intens. -MS, Dissect, 11.4-11.9min #(G78-707)
x10°2]
1.5
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Cmpd 77, Dissect, 12.5 min

Intens | -MS, Dissect, 12.3-13.4min #(735-799)
x104-

1.0 311.1854

0.5-

D-D: '|L.|uu'| 1.| IJ.| ‘-I‘-_I-‘-;- T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

500 1000 1500 2000 2500 miz

# miz 1

1 1129830 721

2 1650380 311

3 257.2008 284

4 3111854 9039

5 3121888 2302

6 3772726 595

7 3782739 468

8 4493113 401

0 4772604 406

10 623.3862 281
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Espectro de masas de los compuestos elucidados en el punto 8.2.2.

Q. sideroxyla

Cmpd 6, Dissect, 2.6 min

-MS, Dissect, 2.3-2.9min F(135-174)

Intens_ 4
x1 04 ]
1.0 577_1319
0.5
'D_'D: " |_ JLL_‘LL. e
500 1000
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1 1600119 3674
2 303.0489 2051
3 305.0646 3516
4 S577.1319 8868
5 578.1352 3222
6 579.1459 3225
7 59211110 5024
8 5092 1154 1750
0 5931261 3612
10 7235006 29042

Cmpd 7, Dissect, 2.7 min

1500

2000 " 2500 iz

Intens. -MS, Dissect, 2.5-3_1Tmin &#({151-184)
x 1094
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Cmpd 10, Dissect, 3.2 min

Intens_J -MS, Dissect, 3_1-3.6min & 182-216)
x 10945
1.253
1.00- 577.1323
0.753
0.507
0.253
D DDE |IJ_J-| Lr T T a T T T L] T T T T T T T T T T T T T
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1 1600118 8116
2 303.0498 2708
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6 577.1323 8619
7 578.1346 3149
8 5791449 1516
9 591.1107 2376
10 593 1266 1996

Cmpd 12, Dissect, 3.5 min

Intens_J -MS, Dissect, 3. 2-3 9min &(192-230)
x10°3
1253
1.003 580 0704
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Cmpd 13, Dissect, 3.7 min

Intens_- -MS, Dissect, 3.3-3.9min &(199-234)
x 104
3
1289 0702
2-
1]
o'...u.L.l..l.......................
500 1000 1500 2000 2500 mfz
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2 2890702 23791
3 2900731 4268
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& 4511225 1530
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Cmpd 14, Dissect, 3.8 min

Intens. -MS, Dissect, 3.7-4_1Tmin #(218-247)
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G000
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4000
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Cmpd 15, Dissect, 4.0 min

Intens 3 -MS, Dissect, 3. 9-4 A4min #(231-265)
x‘ID4E
2 5
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Cmpd 18, Dissect, 4.2 min

Intens . g -MS, Dissect, 4 1-4 Tmin #{246-279)
x 1047
2.0
1.5 447 0920
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Cmpd 21, Dissect, 4.6 min

Intens _ -MS, Dissect, 4. 5-4 9min #(268-294)
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Cmpd 37, Dissect, 8.2 min

Intens_ -MS, Dissect, 8.0-8_5min #(478-508)
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, 9
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Cmpd 57, Dissect, 12.5 min

Inten:._: -MS, Dissect, 12413 2min #(7F39-759)
x 103
1.5
1.04 3111848
0.5
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500 1000 1500 2000 2500 mi'=
#H# mifz ]
1 165 0371 193
2 241 1499 224
3 311.1848 Q213
4 312.1885 2105
5 297 2041 127
L&) A25 1877 190
i 449 3101 210
8 571 2962 170
9 T2 29509 170
10 T43.4501 134

Cmpd 59, Dissect, 12.9 min

Intenr:.;i— -MS, Dissect, 12.8-13_1min #(760-783)
b
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ANEXO B
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Quercus sideroxyla is a wood species whose bark has phenolic compound and should be considered to be bioactive; the
hypoglycemic and genotoxic properties of Q. sideroxyla bark were evaluated in this study. Total phenolic compound was determined
in crude extract (CE) and organic extract (OE). The OE has the highest amount of phenols (724.1 + 12.0 GAE/g). Besides, both CE
and OE demonstrated effect over the inhibition of a-amylase in vitro. Hypoglycemic activity was assessed by glucose tolerance curve
and the area under curve (UAC); OE showed the highest hypoglycemic activity. In addition, diabetes was induced by streptozotocin
(65 mg/kg) and the extracts (50 mg/kg) were administered for 10 days; OE showed hypoglycemic effect compared with diabetic
control and decreased hepatic lipid peroxidation. Acute toxicity and genotoxicity were evaluated in CE; results of acute toxicity did
not show any mortality. Besides, the comet assay showed that CE at a dose of 100 mg/kg did not show any genotoxic effect when

evaluated at 24 h, whereas it induced slight damage at 200 mg/kg, with the formation of type 1 comets.

1. Introduction

Quercus species have been used in Mexican traditional
medicine [1]; specifically Q. sideroxyla has antioxidant com-
pounds present in leaves [2] which decrease the levels of
inflammatory markers such as COX-2 and IL-8 by modulat-
ing the expression of NF-kB [3]. Ten different polyphenols
had been reported in the bark of this species [4], which are
bioactive phytochemicals [5], found in green tea and found
to possess hypoglycemic properties [6, 7].

Polyphenols are the most abundant dietary antioxidants
and are common constituents of many plant food sources,
including fruits, vegetables, seeds, chocolate, wine, coffee, and
tea; thus they have acquired significant interest [8].

Recent studies have shown promising results for these
compounds in various pathological conditions such as

diabetes, cancer, atherosclerosis, cardiovascular, and neuro-
logical disorders [9-11].

The efficacy of polyphenols on carbohydrate metabolism
and glucose homeostasis has been investigated in vitro,
in animal models and clinical trials [12]. The polyphenols
regulate the postprandial hyperglycemia through inhibiting
carbohydrate-hydrolyzing enzymes such as alpha-amylase
and alpha-glucosidase [13].

The origin of these bioactive compounds makes them
safe for human consumption; however, some investigations
reported toxic effects caused by plants [14-16]. Therefore, it is
important to carry out toxicological and genotoxic assays [17],
to assess the risk/benefit of its therapeutic use in humans.

Therefore, the aim of this research was to evaluate
the hypoglycemic and genotoxic properties of polyphenolic
extracts from Q. sideroxyla bark in a diabetic murine model.
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RESUMEN

En la busqueda de compuestos bioactivos de las plantas, la corteza de especies maderables es un
subproducto promisorio, ya que contiene compuestos fendlicos de interés terapéutico. La extraccion
de estos metabolitos depende del disolvente que se utilice y de variables aplicadas en el proceso. Para
un fin terapéutico, la medicina tradicional utiliza inicamente mezclas de etanol y agua. Se realizaron
extracciones de la corteza de Pinus durangensis 'y Quercus sideroxyla, bajo un diseilo experimental
2x3x3 para estudiar el efecto de soluciones hidroetandlicas 20, 50 y 80%, y la relacién masa a
extraer/volumen de disolvente 1/10, 1/20 y 1/30 sobre el rendimiento en so6lidos, donde 28,72 £0,9%
correspondio a Pinus durangensis (PdE50-1/20)y 24,95+1,2% para Quercus sideroxyla (OsE50-1/30),
la maxima concentracion de fenoles totales se obtuvo con etanol 80%- 1/10 en ambas especies (PdE80-
1/10 con 712,36%+13,4 mg equivalentes de acido galico (GAE)/g) y OsE80-1/10 de 592,97+10,6
(GAE/g), mientras que la capacidad antioxidante evaluada mediante las técnicas de DPPH, ABTS y
FRAP, mostr6 que PdE20-1/30 y OsE50-1/10, tuvieron la mayor actividad. Se encontraron diferencias
estadisticas (p<0,05) entre los tratamientos aplicados.

La concentracién de etanol tuvo mayor efecto que la relacién masa/volumen de extraccion. Pinus
durangensis contiene mayor concentracion de fenoles y de flavonoides, respecto a Quercus sideroxyla,
mientras que la cantidad de proantocianidinas es similar en ambas especies. Los flavonoides de Pinus
durangensis son principalmente de tipo flavanona y flavonol, mientras que Quercus sideroxyla contiene
acido galico y flavan-3-ol (catequinas).

Palabras clave: Compuestos bioactivos, corteza, fenoles, flavonoides, proantocianidina.

ABSTRACT

Bark from timber species might be a promising target of therapeutical interest due to its content of
bioactive, phenolic compounds. However, the extraction efficiency of these metabolites depends on the
type of solvent chosen and the process variables analyzed. Traditional medicine only uses ethanol and
water mixtures for therapeutical purposes. Therefore, in this study extractions of Pinus durangensis and
Quercus sideroxyla bark were realized. In order to study the effect of the hydroethanolic solutions of
20, 50 and 80% and the relation mass/solvent volume ratio of 1/10, 1/20 and 1/30, an experiment design
of 2x3x3 was followed, over the extract yield; where 28,72 +0,9% corresponded to P. durangensis
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Cytotoxic activity of bark extracts from Pinaceae Pinus durangensis
Martinez and Fagaceae Quercus sideroxyla Bonpl. on breast cancer, cervix
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Abstract.

Nowadays the bioactive compounds (polyphenols) of from plants represents a great potential
for discovering novel drug that could act in cancer treatment. Phenolic perfil and cytotoxic
activitites of crude and organic extracts from P. durangensis and Q. sideroxyla bark, were
evaluated. Some compound like taxifolin and procyanidin dimers, were compounds
identificated in extracts of both species by ESI-MS. The cytotoxic activities was showed against
MDA-MB-231(breast cancer), HeLa (cervix cancer), MCF-10A (breast non-tumorous cell) and
HSF-1184 (human skin fibroblast cells) by MTT (0-200 pg/mL). All extracts showed a phenolic
dose-dependent cytotoxic effect against cancer cell lines and small or no activity against non-

tumorous.

Keysword: bark extracts, cancer cell lines, cytotoxic, P. durangensis, Q. sideroxyla,

120


mailto:mciidirdgo@yahoo.com

Marcela Soto Garcia CIIDIR Unidad Durango Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

Soto-Garcia, M., Rosales-Castro, M., Escalona-Cardoso, G. N., & Paniagua-Castro,
N. (2016). Evaluation of Hypoglycemic and Genotoxic Effect of Polyphenolic Bark
Extract from Quercus sideroxyla. Evidence-Based Complementary and Alternative
Medicine, 2016.

Soto-Garcia, M., & Rosales-Castro, M. (2016). Efecto del solvente y de la relacion
masa/solvente, sobre la extraccibn de compuestos fendlicos y la capacidad
antioxidante de extractos de corteza de Pinus durangensis y Quercus
sideroxyla. Maderas. Ciencia y tecnologia. DOI: 10.4067/S0718-221X2016005000061

Soto-Garcia, M., Rosales-Castro, M., Garcia-Sanchez, J.R., Rivas-Arreola, M.J.
(2017). Cytotoxic activity of bark extracts from Pinaceae Pinus durangensis Martinez
and Fagaceae Quercus sideroxyla Bonpl. on breast cancer, cervix cancer and
Fibroplast H1184 cell lines. (En revision).

Articulos in extenso en Memorias de Congreso

Marcela Soto Garcia, Martha Rosales Castro, Norma Paniagua Castro “Efecto de
extractos polifendlicos de corteza de P. durangensis y Q. Sideroxyla sobre
peroxidacién lipidica evaluada en modelo murino.” XXXVIlI Encuentro Nacional de la
AMIDIQ, Puerto Vallarta, Jalisco, México, 3-6 de mayo 2016. ISBN 978-607-95593-4-
2

Presentacion del trabajo doctoral en congresos nacionales/ internacionales:

2017 Congreso de Ingenieria de Industrias Alimentarias: “Evaluacion y aplicacion
nutracéutica de extractos de origen vegetal”’, Rio Grande Zacatecas.

2016 XXXVII Encuentro Nacional Amidiq: Efecto de corteza de P. durangensis y Q.
sideroxyla sobre peroxidacion lipidica evaluado en modelo murino, Puerto Vallarta,
Jalisco,

2014 15T Biotechnology world symposium: “Extraction of polyphenols from Pinus
durangensis and Quercus sideroxyla bark applying a factorial design” Tlaxcala, México.

*Estancia de Investigacién

Instituto Tecnolégico de Estudios Superiores de Monterrey campus Guadalajara.
Departamento Ciencias de la Salud y biotecnologia. Dra. Maria José Rivas Arreola.
2017

Escuela superior de medicina- unidad de posgrado — Instituto Politécnico Nacional. Dr.
Rubén Garcia Sanchez. 2016

Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional.
Departamento de fisiologia. Dra. Norma Paniagua Castro. 2015.

121



