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RESUMEN

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad que afecta a un porcentaje elevado de la poblacion
y cuya prevalencia va en aumento. Recientemente, se ha reportado que los polifenoles (PF)
obtenidos a partir de diferentes fuentes vegetales tienen bioactividad frente a la hiperglucemia,
ya que poseen actividad antidiabética. Se que la inhibicion de las enzimas hidrolizantes de
carbohidratos como la a-amilasa y la a-glucosidasa, es un elemento clave en la regulacion de la
DM. El muérdago Cladocolea (C.) loniceroides, una planta parasita, endémica de México, ha
demostrado tener polifenoles de diversa naturaleza quimica, que le confieren una gran actividad
antioxidante. Por lo cual, el objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antioxidante in vivo
e in vitro, la actividad inhibitoria de a-amilasa y a-glucosidasa de extractos acuosos (EA)
obtenidos de diferentes partes del muérdago C. loniceroides por maceracién y ebullicion; asi
como determinar la actividad antihiperglucémica en ratones diabéticos, inducidos por
estreptozotocina (STZ). Para cumplir con dicho objetivo se determiné en EA de tallo, hoja, fruto
verde y fruto maduro de C. loniceroides la concentracion de polifenoles totales (PFT),
flavonoides, taninos condensados; la actividad antioxidante se cuantificd por los métodos de
reduccion de radicales DPPH y ABTS, FRAP vy actividad quelante de Fe?*. Posteriormente se
determino el valor 1Cso de la actividad inhibitoria de a-amilasa y a-glucosidasa in vitro en EA
de C. loniceroides. Los extractos que presentaron el 1Cso mas bajo fueron seleccionados para
realizar una prueba de tolerancia a la glucosa en ratones normoglucémicos (NG) que se
alimentaron con almidén o sacarosa. Posteriormente, se evaluo el efecto de los extractos de
muérdago en ratones diabéticos inducidos por STZ. En el dia 35 del tratamiento, se evalu6 el
efecto del estres oxidativo, como peroxidacion lipidica, estado redox del glutation, actividades
especificas de glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR), citoquinas y analisis de

aminotransferasas.

Los EA por ebullicion de hojas y tallos de C. loniceroides resultaron con el mayor contenido de
PFT (4.28 + 0.09 y 4.34 + 0.09 mg eq.AG (Acido galico) /mL, respectivamente) de todos los
tratamientos; en el tallo se observo la mayor presencia de flavonoides (8.68+0.14 mg eq. Rut
(Rutina)). Mientras el EA por ebullicidn del fruto verde contenia la mayor cantidad de taninos




(13.1 mg eq. Cat (Catequina)./100 g). Los PFT obtenidos por ebullicién de las diferentes partes
del muérdago inhibieron con mayor facilidad la o-amilasa y o-glucosidasa de manera
competitiva. Solo en el caso del fruto maduro, macerado por 30 min, la inhibicion de o-
glucosidasa fue no competitiva. Estos resultados muestran que la extraccién de PF por
ebullicion, contenidos en el muérdago, inhiben aproximadamente del 40-80% maés la actividad
de las enzimas amiloliticas, en comparacion con los extractos acuosos obtenidos por
maceracion. La mayor actividad antihiperglucémica se encontro en los EA de fruto verde y tallo,
debido a que redujeron la respuesta glucémica en un 23% y 25%, respectivamente. ElI EA de
fruto verde disminuy6 el malondialdehido (MDA) 1,76 veces; mantuvo la relacion GSH / GSSG
(3.08 £ 0.66); la actividad de GPx se redujo (24%); la IL-6 disminuyé (18%) y la concentracion
de TNF-(37%) se nivel6 con respecto a los ratones diabéticos inducidos por STZ; los niveles de
transaminasas hepéticas ALT (Alanina transaminasa) y AST (Aspartato transaminasa) fueron

casi iguales en comparacién con los encontrados en los ratones NG.

En conclusién, la extraccion de C. loniceroides obtenida por ebullicion durante 30 min es
suficiente para obtener fracciones polifendlicas con actividad antioxidante in vitro; asi como
actividad inhibitoria de a-glucosidasa y a-amilasa. Aunque en los EA de hoja y tallo de C.
loniceroides el contenido de PFT y actividad antioxidante in vitro fueron mayores que en los
otros extractos, fue en el EA de fruto verde donde se mostré un efecto antihiperglucémico a
través de la inhibicién de las enzimas hidrolizantes de carbohidratos. Ademas de tener esta
actividad, un estudio adicional puede ser interesante para el tratamiento de la diabetes debido a

que también mostro tener efectos sobre el estrés oxidativo y los antiinflamatorios.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a disease that affects a high percentage of the population and whose
prevalence is increasing. Recently, it has been reported that polyphenols (PP) obtained from
different plant sources have bioactivity against hyperglycemia, since they have antidiabetic
activity. It is also known that the inhibition of carbohydrate hydrolyzing enzymes such as a-
amylase and a-glucosidase, it is a key element in the regulation of DM. The mistletoe
Cladocolea (C.) loniceroides, a parasitic plant, endemic to Mexico, has been shown to have
polyphenols of diverse chemical nature, which give it great antioxidant activity. Therefore, the
objective of this work was to evaluate the antioxidant activity in vivo and in vitro, the inhibitory
activity of a-amylase and a-glucosidase from aqueous extracts (AE) obtained from different
parts of C. loniceroids by maceration and boiling; as well as to determine the antihyperglycemic
activity in diabetic mice induced by streptozotocin (STZ). To achieve this objective, the
concentration of total polyphenols (TPP), flavonoids, condensed tannins was determined in AE
of stem, leaf, green fruit and mature fruit of C. loniceroides; the antioxidant activity was
quantified by DPPH and ABTS radical reduction methods, FRAP and Fe?* chelating activity.
Subsequently, the ICso value of the inhibitory activity of a-amylase and a-glucosidase was
determined in vitro in AE of C. loniceroides. The extracts that presented the lowest ICso were
selected to perform a glucose tolerance test in normoglycemic (NG) mice that were fed starch
or sucrose. Subsequently, the effect of mistletoe extracts on diabetic mice induced by STZ was
evaluated. On the 35th day of treatment, the effect of oxidative stress was evaluated such as,
lipid peroxidation, redox status of glutathione, specific activities of glutathione peroxidase

(GPx) and glutathione reductase (GR), cytokines and analysis of aminotransferases.

The AE by boiling leaves and stems of C. loniceroides resulted with the highest TPP content
(4.28 £ 0.09 and 4.34 £ 0.09 mg eq. gallic acid /mL, respectively) of all treatments; in the stem,
the highest presence of flavonoids was observed (8.68 + 0.14 mg eq.rutin). While the AE by
boiling the green fruit contained the highest amount of tannins (13.1 mg eq. catechin/100 g).
The TPP obtained by boiling the different parts of the mistletoe more easily inhibited a-amylase

and a-glucosidase in a competitive manner. Only in the case of mature fruit, macerated for 30




min, inhibition of a-glucosidase was uncompetitive. These results show that the extraction of
PP by boiling, contained in the mistletoe, inhibits approximately 40-80% more the activity of
the amylolitic enzymes, in comparison with the aqueous extracts obtained by maceration. The
greatest antihyperglycemic activity was found in green fruit and stem AE, because they reduced
the glycemic response by 23% and 25%, respectively. The AE of green fruit decreased
malondialdehyde (MDA) 1.76 times; maintained the GSH / GSSG ratio (3.08 £ 0.66); the
activity of GPx was reduced (24%); IL-6 decreased (18%) and the concentration of TNF- (37%)
was leveled with respect to diabetic mice induced by STZ; the levels of liver transaminases ALT
(Alanine transaminase) and AST (Aspartate transaminase) were almost equal in comparison

with those found in the NG mice.

In conclusion, the extraction of C. loniceroides obtained by boiling for 30 min is sufficient to
obtain polyphenolic fractions with antioxidant activity in vitro; as well as inhibitory activity of
a-glucosidase and a-amylase. Although in leaf and stem AE of C. loniceroides the content of
TPP and antioxidant activity in vitro were higher than in the other extracts, it was in green fruit
AE that an antihyperglycemic effect was shown through the inhibition of enzymes carbohydrate
hydrolyzates. In addition to having this activity, an additional study may be interesting for the

treatment of diabetes because it also showed effects on oxidative stress and anti-inflammatories.
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Introduccién

1. Introduccién

1.1.Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es parte de un grupo de enfermedades metabdlicas que se caracteriza
por una hiperglucemia crénica debido al déficit en la secrecion y/o actividad de la insulina,
hormona liberada por las células B del pancreas. La hiperglucemia sostenida se manifiesta a
través de varios sintomas, como son: en excrecion excesiva de orina (poliuria), sed (polidipsia),
hambre constante (polifagia), pérdida de peso, trastornos visuales y cansancio. Dichos sintomas
pueden aparecer de forma repentina (Alberti & Zimmet, 1998). Se establece hiperglucemia por
una prueba sanguinea anormal: una concentracion plasmatica de glucosa >7 mmol/L (o 126
mg/dL) o bien >11,1 mmol/L (o 200 mg/dL) 2 horas después de haber bebido una solucién con

75 g de glucosa.

A largo plazo, los pacientes con DM desarrollan enfermedades incapacitantes que, si no son
tratadas convenientemente, pueden llevar a la pérdida de un 6rgano, parte de un miembro, o
poner en riesgo su vida. Estas enfermedades incapacitantes, conocidas en conjunto como
complicaciones agudas y cronicas de la DM, son las principales causas de la invalidez y la
mortalidad de los pacientes con diabetes, y son: coma cetoacidotico o diabético, coma
hiperosmolar, coma hipoglucémico, nefropatia, neuropatia, retinopatia, enfermedad cardiaca,

arterial cerebral, gangrena e infecciones recurrentes (Jiménez Navarrete, 2000).

Los cambios en la forma de vida y por tanto de la alimentacion de las personas durante el siglo
pasado han dado lugar a un aumento dramatico en la incidencia de la DM en todo el mundo,
mismo que se ha relacionado a factores genéticos (Zimmet et al.,, 2001). México esta
considerado entre los 10 paises con mayor incidencia y prevalencia de la DM. Esta enfermedad
subcronico-degenerativa en 2006 afectd a cerca del 10% de la poblacion de nuestro pais y
actualmente constituye la segunda causa de mortalidad (King et al., 1998). Como consecuencia,
los costos en servicios médicos asociados al tratamiento epidemioldgico de la DM vy sus
complicaciones actualmente representan una gran carga para los servicios de salud y para los
pacientes (Carvajal et al., 2007). Las principales causas de muerte por diabetes son las

enfermedades cardiacas (en el 50% de los casos), cerebro-vascular (12%) y renal (10%). En
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conjunto, las enfermedades vasculares producen la muerte de casi el 72% de los diabéticos. En
el resto de los casos, el 10% fallece por cancer, el 6% por infecciones respiratorias y renales, el

1% por coma diabético y el 11% por otras causas (Olaiz et al., 2007).

La Organizacion mundial de la salud (OMS) calcul6 que la mortalidad por diabetes aumento el
5% (2023, Octubre 01). Se calcula que en 2012 fallecieron 1.5 millones de personas como
consecuencia directa de la diabetes. Mas del 80% de las muertes por diabetes se registra en
paises de ingresos bajos y medios. Segun proyecciones de la OMS, la diabetes sera la séptima
causa de mortalidad en 2030 (Mathers & Loncar, 2006). La dieta saludable, la actividad fisica
regular, el mantenimiento de un peso corporal normal y la eliminacion del consumo de tabaco
pueden prevenir la diabetes de tipo 2 o retrasar su aparicion.

Actualmente los criterios de clasificacidn se basan en la evidencia etioldgica. La clasificacion

de DM incluye cuatro clases clinicas:

1. DM tipo 1 (DM1): también llamada insulinodependiente, juvenil o de inicio en la infancia;
se caracteriza por una produccion deficiente de insulina y requiere la administracion diaria de
esta hormona. Se desconoce aln la causa de la diabetes de tipo 1 y no se puede prevenir con el

conocimiento actual.

2. DM tipo 2 (DM2): de inicio lento que se manifiesta principalmente en la edad adulta. En este
tipo de diabetes cae aproximadamente el 90% de los casos diagnosticados. El pancreas de estos
pacientes genera y libera insulina, pero ésta resulta insuficiente, ya sea, por déficit en su
secrecion y/o resistencia a la accion de esta hormona. Los sintomas pueden ser similares a los
de la diabetes de tipo 1, pero a menudo menos intensos. En consecuencia, la enfermedad puede
diagnosticarse solo cuando ya tiene varios afios de evolucion y han aparecido complicaciones.
Hasta hace poco, este tipo de diabetes solo se observaba en adultos, pero en la actualidad

también se estd manifestando en nifios (Alberti & Zimmet, 1998).

3. DM gestacional (DMG): se caracteriza por hiperglucemia (aumento del azlcar en la sangre)
que aparece durante el embarazo y alcanza valores que, pese a ser superiores a los normales,
son inferiores a los establecidos para diagnosticar una diabetes. Las mujeres con diabetes

gestacional corren mayor riesgo de sufrir complicaciones durante el embarazo y el parto.
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Ademaés, tanto ellas como sus hijos corren mayor riesgo de padecer diabetes de tipo 2 en el
futuro (OMS, 2013). Suele diagnosticarse mediante las pruebas prenatales, mas que porque el

paciente refiera sintomas.

4. Otros tipos de diabetes: entre los que se encuentran: defectos genéticos de las células B
pancreaticas, defectos genéticos en la accion de la insulina, enfermedades del pancreas, diabetes
inducida por medicamentos o debido a otros sindromes (Molina & Rodriguez, 2012).

Para dar tratamiento a la DM ademas de controlar la dieta y hacer ejercicio se administran
antidiabéticos orales. Un antidiabético oral es un farmaco que se administra por via oral, que
actta disminuyendo los niveles de glucemia. Existen tres grandes familias de antidiabéticos
segun su forma de actuar sobre la glucemia que son (Gonzalez et al., 2014):

1. Secretagogos, cuya accion estimula la secrecion de insulina. a) sulfonilureas: Estimulan
la secrecidn enddgena de insulina por parte de los islotes pancreaticos b) meglitinidas:
Actuan sobre las celulas beta en un sitio distinto a las sulfonilureas.

2. Sensibilizantes: Mejoran la resistencia a la insulina y aumentan su sensibilidad en el
higado, tejidos muscular y adiposo, ejemplos de ello estd la metformina, y las
tiazolidinedionas.

3. Inhibidores: a) Inhibidores de la Di-Peptidil-Peptidasa-1\VV (DPP-1V): inhiben la accion
de esta enzima favoreciendo la accion de las hormonas llamadas incretinas sobre sus
organos diana. b) Inhibidores de las alfa-glucosidasas intestinales, como la acarbosa y

miglitol.

Una de las terapias mas importantes para disminuir la hiperglicemia postprandial es retardar la
absorcion de la glucosa, mediante la inhibicion de las enzimas que hidrolizan carbohidratos
como a-glucosidasa y a-amilasa. Las mismas que retrasan la digestion y provocan un aumento
del tiempo de permanencia de los carbohidratos, causando una reduccion en la tasa de absorcion

de la glucosa (Sevilla et al., 2013).
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La a-amilasa (EC 3.2.1.1) es la enzima clave que cataliza la hidrolisis del almidon a
oligosacaridos como maltosa y maltotriosa; asi la a-glucosidasa (EC 3.2.1.20) los degradan a

glucosa, para poder ser absorbida al torrente sanguineo (Espinosa et al., 2013).

1.2. Estrés Oxidativo

La DM es un trastorno metabolico de multiples facetas en el cual el incremento del estrés
oxidativo juega un papel clave en la patogénesis de esta enfermedad debilitante. El estrés
oxidativo indica un cambio hacia un entorno pro-oxidante en el equilibrio entre la formacion de
las especies oxidantes y antioxidantes. Los compuestos quimicos capaces de producir especies
reactivas de oxigeno se conocen como pro-oxidantes y compuestos desintoxicantes que se ha
denominado como antioxidantes. La mayoria de los radicales libres que dafian los sistemas
bioldgicos son los radicales libres de oxigeno. Las especies reactivas de oxigeno o ROS, asi
como especies reactivas de nitrégeno (RNS), se producen durante metabolismo celular normal.
Tanto ROS y RNS tienen doble funcion como especies nocivas y beneficiosas, ya que pueden
ser perjudiciales o beneficiosos para los sistemas vivos. Los radicales libres también surgen de
la radiacion, sustancias quimicas ambientales, el humo del cigarro, y varias fuentes ambientales
perjudiciales (Golbidi & Laher, 2011).

Como consecuencia de los trastornos metabdlicos en la diabetes, se desarrollan diversas
complicaciones incluyendo macro y micro disfunciones vasculares, las cuales tienen un papel
central en los efectos de la hiperglucemia cronica y dafian el tejido. Muchos estudios han
demostrado que la DM (tipo 1 y 2) se asocia con aumento formacion de radicales libres y la
disminucion de la capacidad antioxidante, que conduce a dafio oxidativo de componentes de la
célula. Existen multiples fuentes de la produccion de ROS en la diabetes incluyendo los de
origen mitocondrial y no mitocondrial, los cuales aceleran los cuatro mecanismos moleculares
importantes involucrados en el dafio oxidativo de tejidos inducidos por hiperglucemia. Estas
cuatro vias son: activacion de la proteina C-quinasa (PKC), el aumento de la via de hexosamina,
aumento avanzado de glicacion y productos finales (AGE), y el aumento de la via de poliol
(Golbidi et al., 2011).
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Dada la importancia del dafio que el estrés oxidativo puede producir en las células y en el
organismo, en los ultimos afios se ha intentado encontrar indices que nos permitan medirlo.

Entre los indicadores propuestos, los mas relevantes son:

A) Indicador de dafio oxidativo en el citosol: Cociente GSSG/GSH: El glutation (y-glutamil
cisteinil glicina) es un tripéptido que desempefia diversas funciones metabolicas de gran
importancia, sobre todo relacionadas con la proteccidn antioxidante de las células (Ferrer et al.,
1990). EIl grupo activo es el sulfhidrilo del residuo de cisteina, por lo que el glutation puede
ejercer su papel protector cuando se presenta en su forma reducida (GSH). Dos moléculas de
GSH pueden oxidarse cediendo un electrén cada una y combinandose entre si dando lugar la
forma disulfuro (GSSG). Por ello, un indicador caracteristico de estrés oxidativo es el aumento
de la concentracion de glutation oxidado con la consiguiente alteracion del estado redox del
glutation, aumentando el cociente GSSG/GSH (Sies, 1986). Sin embargo, existen problemas
metodol6gicos importantes en la determinacion correcta del GSSG. En condiciones fisiologicas,
los niveles de GSH son de dos a tres 6rdenes de magnitud mayores que los de GSSG. Ademas,
el GSH se autooxida con facilidad a GSSG, sobre todo a pH neutro (Asensi et al., 1994).

B) Indicadores de dafio oxidativo a lipidos: Malondialdehido: Uno de los indicadores de dafio
oxidativo a lipidos mas empleados es el malondialdehido (MDA). EI MDA es uno de los
productos generados durante el proceso de oxidacion de los lipidos en las membranas
bioldgicas, causando la alteracion de las mismas, la pérdida de la fluidez, y por tanto, aumenta
la rigidez. Por ello el MDA es un indicador ampliamente utilizado para conocer el nivel de
oxidacion lipidica de las membranas celulares. Estudios previos han mostrado que los niveles
de MDA en pacientes diabéticos con problemas vasculares son mayores que en pacientes
diabéticos sin esta complicacion (Dyer et al., 1997).

C) Indicadores de dafio en higado: La actividad de aspartato aminotransferasa (AST o GOT):
La aspartato aminotransferasa (EC 2.6.1.1), antes conocida como transaminasa glutamico-
oxalacética (GOT) y también llamada aspartato transaminasa (AST) enzima presente en tejidos
de mamiferos, principalmente en el corazon, el higado y el tejido muscular. Se ha visto que las

concentraciones en suero son elevadas cuando hay infarto agudo al miocardio, hepatopatia
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aguda, miopatias, por el empleo de determinados farmacos y en cualquier enfermedad o
trastorno en el cual resulten seriamente dafiadas las células. La GOT cataliza la transferencia de
un grupo amino de aminodacidos especificos (L-glutdmico o L-aspéartico) a cetoacidos
especificos (o-cetoglutarico u oxalacético). Si bien a pH fisioldgico la reaccion esta
energéticamente favorecida hacia la formacion de L aspartato y a-cetoglutarico, la reaccion in
vivo procede hacia la derecha a fin de proveer una fuente de nitrégeno al ciclo de la urea. El
glutamato asi producido es desminado por la glutamato deshidrogenasa con formacion de
amoniaco y regeneracion de a- cetoglutarico.

La actividad de alanina aminotransferasa (ALT o GPT): La alanina aminotransferasa (EC
2.6.1.2), anteriormente conocida como transaminasa glutamico-pirdvica (GPT), también
Ilamada alanina transaminasa (ALT), es una enzima aminotransferasa con gran concentracion
en el higado y en menor medida en los rifiones, corazon y musculos. Cuando hay una lesién de

estos 6rganos la ALT es liberada a la sangre y aparece elevada en los analisis.

D) Citocinas inflamatorias: Las citocinas son polipéptidos o glucoproteinas extracelulares,
hidrosolubles, variando entre 8 y 30 kDa. Se generan por medio de diversos tipos de células en
la regién de la lesién y por células del sistema inmunoldgico a través de la activacion de
proteinocinasas activadas por mitégeno. A diferencia de las hormonas clésicas, las citocinas no
se almacenan como moléculas preformadas, y actlan especialmente por mecanismos paracrino
(en células vecinas) y autocrino (en las propias células productoras) (Oliveira et al., 2011) .

Por otro lado, se sabe que la inflamacién contribuye a la resistencia a la insulina; la cual esta
asociada con la DM, obesidad, hipertensién y enfermedades del corazon (Birkenfeld & Shulman
2014). Se ha sugerido que el estrés oxidativo inducido por hiperglucemia y los productos finales
de glicacion avanzada inducen citoquinas inflamatorias. También hay evidencia que sugiere que
la produccion de interleucinas (IL) se incrementa en respuesta al aumento del estrés oxidativo a
través de la estimulacion de vias alternativas en la diabetes (Elmarakby & Sullivan, 2012).
Debido a que en condiciones de hiperglucemia, el incremento de absorcion de glucosa por las
células endoteliales causa la sobreproduccion de ROS en la mitocondria; lo cual produce dafio
oxidativo y dentro de las células endoteliales se activan cascadas de sefializacion inflamatoria
(Brownlee, 2001). Es entonces cuando se liberan las citocinas pro-inflamatorias, que son en
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parte responsables de disfunciones y complicaciones en la DM y otras enfermedades. En DM
se ha encontrado que hay una sobre produccion de citocinas pro-inflamatorias; las interleucinas
IL-1, IL-2, IL-6, IL-7 y TNF (factor de necrosis tumoral) (Khanra et al., 2015) y la disminucion
de citocinas anti-inflamatorias 1L-4, IL-10, IL-13, FTCp (factor transformador de crecimiento

B), adiponectina, adipocinas, etc. (Hossain et al., 2010).

1.3. Antioxidantes

Los antioxidantes estabilizan o desactivan los radicales libres antes que se adhieran a las células.
Los seres humanos han evolucionado sistemas muy complejos de antioxidantes (enzimaticos y
no enzimaticos) que trabajan sinérgicamente, y en combinacion unos con otros, protegen a las
células y sistemas de 6rganos contra los dafios inducidos por radicales libres (Zorrilla Garcia,
2002). Los antioxidantes pueden ser sustancias producidas endégenamente o ser obtenidos a
partir de fuentes exdgenas por ejemplo, como parte de una dieta o de suplementos dietéticos
(Zamora, 2007). Un antioxidante ideal debe ser facilmente absorbido y ser capaz de extinguir
los radicales libres, asi como quelar metales redox (Avello & Suwalsky, 2006). Estas sustancias
deben trabajar en soluciones acuosas y/o dominios y la expresion génica de una manera positiva.
Antioxidantes endogenos juegan un papel crucial en el mantenimiento 6ptimo de las funciones
celulares y, por tanto sistémicas de la salud y el bienestar (Coronado et al., 2015). Sin embargo,
bajo condiciones que promueven el estrés oxidativo, los antioxidantes endégenos pueden no ser
suficientes y los antioxidantes de la dieta pueden ser requeridos para mantener éptimas las

funciones celulares (Llacuna & Mach, 2012).

1.3.1. Antioxidantes enzimaticos

La Glutation peroxidasa (GPx) (EC 1.11.1.19), enzima clave en el ciclo redox del glutation,
el cual es una fuente importante de proteccion contra los bajos niveles de estrés oxidativo,
mientras que la catalasa es mas importante en la proteccion contra el estrés oxidativo severo
(Mates, 2000). La GPx es una selenoproteina que se localiza en el citosol y la matriz
mitocondrial, requiere la presencia de glutation (GSH) como agente reductor para catalizar la
reduccion de H2O> y otros hidroperoxidos organicos en agua y alcohol protegiendo asi a las

células contra el dafio oxidativo (Izquierdo et al., 2009). El selenio esta ubicado en el sitio activo
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en forma de selenocisteina incorporada a una cadena polipeptidica. Se conocen cuatro isoformas
de GPx: la primera de ellas GPx celular se localiza en casi todas las células: la segunda isoforma,
la GPx plasmatica o extracelular es una glicoproteina purificada que se sintetiza en las células
tubulares proximales del rifidn; la tercer isoforma es la GPx fosfolipido hidroperoxido que tiene
como funcidn bioldgica proteger contra la peroxidacion lipidica reduciendo hidroperdxidos de
acidos grasos en las membranas celulares y previniendo la oxidacion de lipoproteinas de baja
densidad, siendo la unica isoforma que contiene un solo residuo de selenocisteina (Casanueva
Alvarez, 2016). Finalmente, el cuarto tipo es conocido como GPx gastrointestinal, enzima con
mayor dependencia del GSH, es muy importante en la reduccion de hidroperoxidos de colesterol
ayudando a prevenir la intoxicacién por consumo de hidroperdxidos lipidicos. Una cuestion
clave en los estudios que utilizan la sobreexpresion de las enzimas antioxidantes, es si una mayor
actividad de las enzimas antioxidantes reduce el estrés oxidativo enddgeno, pero se ha

observado que en algunos casos puede aumentar el dafio oxidativo (Muller et al., 2007).

La Glutation reductasa (GR) (EC 1.8.1.7.), es una enzima clave en el metabolismo del
glutation. Esta flavin enzima es esencial para la reduccién de disulfuro de glutation (GSSG) a
la forma reducida (GSH), necesaria para la proteccion de las células contra estrés oxidativo
como antioxidante. GSH también es asociado a la reaccion de desintoxicacion de los
xenobioticos, es un cofactor en la isomerizacion reacciones, y una forma de almacenamiento y
transporte de cisteina. GR mantiene el potencial redox en células que mantienen grupos

sulfhidrilo en forma reducida de proteinas intracelulares (Wu et al., 2004).
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Glutation
reducido

2 H,0O, (GSH) NADP*

Ciclo
oxido-reduccion

2 H,0+ O, Glu.t;.jat(ijc')n NADPH + H*
oxidado

(GSSG)

Figura 1. Via redox del glutation. La enzima glutation peroxidasa (GPX) y la glutation reductasa (GR) inactivan

al H,O; y lipoperdxidos, a través del GSH (Cisneros et al., 1997).

1.3.2. Antioxidantes no enziméaticos

El glutation es el tiol no proteico mas abundante en las células de mamiferos, esta constituido
por 3 aminoéacidos: acido glutdmico, cisteina y glicina (Hopkins, 1921). Su estructura le confiere
ciertas caracteristicas que hacen que el glutation tenga una funcionalidad amplia e importante
en la célula. El glutatién se puede encontrar en 2 formas segln su estado de 6xidoreduccion:
como GSH o glutatién reducido, 0 como GSSG o glutation oxidado que estd compuesto por 2
moléculas de GSH unidas por un puente disulfuro entre las cisteinas (Van Bladeren, 2000). El
GSH desempefia numerosas e importantes funciones metabolicas (Vifia et al., 1995), una de
ellas es la de proteger a la célula contra los radicales libres, los perdxidos y otros compuestos
toxicos, asi como proteger frente al efecto nocivo de las radiaciones. Muchas de las funciones

fisioldgicas que desemperia el GSH se deben a 2 caracteristicas de su estructura quimica:

1.-El grupo tiol (-SH) de la cisteina, que es el que interviene en las reacciones redox del

glutation.
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2.-El enlace vy - glutamilo que le hace resistente a la degradacion por peptidasas celulares. Este
enlace solo es hidrolizable por la enzima y-glutamil transpeptidasa situada en la membrana
celular (Vifa et al., 1992).

1.3.3. Compuestos polifenolicos

Son un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la caracteristica de poseer en su
estructura varios grupos bencénicos sustituidos por funciones hidroxilicas; se encuentran en
muchas plantas, algunas de uso comun. Segun Harborne, (1998) los compuestos fendlicos se

pueden agrupar en diferentes clases dependiendo de su estructura siendo los mas importantes:

* Los acidos fenodlicos derivados del acido hidroxicinamico son los acidos cafeico, ferdlico, p-

cumarico y sinaptico que por regla general se hallan presentes en forma de derivados.

* Los flavonoides constituyen el grupo mas importante dentro de los polifenoles, siendo los mas
hallados en las plantas, con bajo peso molecular que comparten el esqueleto comun de difenil
piranos. Esta estructura basica les permite presentar una multitud de sustituciones y variaciones
dando lugar a flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanololes, isoflavonoides, catequinas,
calconas, dihidrocalcona, antocianidinas, leucoantocianidinas o, flavandiol, proantocianidinas o
taninos condensados (taninos no hidrolizables). Dentro de todos ellos, las flavonas (p.e.
apigenina, luteolina y diosmetina) y los flavonoles (p.e. quercetina, mirecitina, kampferol) son
los compuestos mas abundantes en los vegetales, donde se encuentran preferentemente en las
capas mas superficiales de verduras, frutas, cereales y otras semillas, para proteger de la

oxidacion los tejidos de las capas inferiores.

Los taninos vegetales (taninos hidrolizables y taninos condensados o proantocianidinas) son
compuestos cuyo peso molecular puede encontrarse por encima de los 32000 Da (Vazquez et
al., 2012). Los taninos estdn muy extendidos en los alimentos de origen vegetal, en particular
en semillas de leguminosas, cereales, frutas, verduras y diferentes bebidas tales como el vino,
el té, el cacao, asi como sidra. Son parte integral de la dieta humana y tiene efectos positivos

para la salud y la nutricién (Isaza & Hipdlito, 2007).

10



Introduccién

Actualmente existe un creciente interés en taninos como componente bioactivo de los alimentos,
asi como antioxidantes bioldgicos. Los taninos son un grupo Unico de metabolitos fendlicos
solubles en agua de peso molecular relativamente alto y que tiene la capacidad de formar

complejos fuertemente con los hidratos de carbono y proteinas (Chavan et al., 1979).

En el pasado, los taninos se han considerado como antinutrientes de origen vegetal, ya que tienen
la capacidad de precipitar proteinas, inhiben enzimas digestivas y disminuyen la absorcion de
vitaminas y minerales (Khattab et al., 2010). Sin embargo, recientemente varios beneficios para
la salud han sido atribuidos a la ingesta de taninos y algunas correlaciones epidemioldgicos con
la disminucion de enfermedades crénicas han sido encontradas (Serrano et al., 2009).
Numerosos estudios han demostrado que los taninos tienen efectos bioldgicos importantes tales
como actividad antioxidante, debida a la reduccién de radicales, asi como la inhibicion de la
peroxidacion lipidica y la actividad de la lipoxigenasa in vitro (Amarowicz, 2007; Gyamfi &
Aniya, 2002), tienen actividad antimicrobiana y antiviral (De Bruyne et al., 1999; Dolara et al.,
2005), son antimutageénicos (Carlsen et al., 2010), anticancerigenos (Cai et al., 2017; Marzouk
etal., 2007) y tienen propiedades antidiabéticas (Abesundara et al., 2004; Kunyanga et al., 2011;
Nain , 2012).

1.3.4. Antioxidantes en el muérdago (Cladocolea loniceroides)

El género Cladocolea comunmente conocido como muérdago verdadero o injerto, es una planta
parésita de arboles que a lo largo de los afios ha pasado inadvertido a los arboricultores
mexicanos. C. loniceroides fue el primer muérdago introducido accidentalmente, que ha sido
documentado para México. Se sabe que los muérdagos se adhieren a los arboles mediante
sustancias mucilaginosas y de esta manera proliferan, ya que obtiene agua y sales minerales del

hospedero para poder desarrollarse (Sanes, 2005).

El muérdago es una planta que ocasiona graves dafios a los arboles impidiendo su desarrollo
hasta causarle la muerte. Parasita arboles y arbustos de diferentes familias sin que requieran de
una determinada especie para hospedarse. EI muérdago que infesta a la zona chinampera de
Xochimilco identificado como C. loniceroides, se demostré que tanto en hojas, tallos y frutos

contienen polifenoles de diversa naturaleza quimica, siendo en su mayoria taninos; lo cual le
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confiere gran actividad antioxidante. Pruebas in vivo, utilizando ratas como modelo
experimental, mostraron que la actividad antioxidante inhibe la lipoperoxidacion (Serrano et
al.,, 2011).

Esta planta se ha estudiado extensamente respecto a su taxonomia, a las condiciones ambientales
que favorecen su presencia, la histologia de la germinacion, la embriogenesis y el desarrollo del
fruto (Alvarado & Saavedra, 2005). Sin embargo, poco se sabe de su uso para otros fines.
Recientemente se ha evaluado su efecto citotoxico en células carcinogénicas de mama, asi como
su actividad antimicrobiana. En un estudio Serrano et al. (2010) evaluaron algunos extractos de
la planta del muérdago mostrando que todos los extractos sin excepcion presentaron poder
reductor cuando se les compard en un sistema de 6xido-reduccién en el que se tomé como
referencia al glutation reducido (GSH). En particular los extractos metandlicos y por
saponificacion presentaron un poder reductor superior al del GSH en el mismo sistema; mientras

que los EA comparativamente tuvieron un menor poder reductor que el GSH.
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2. Antecedentes

El creciente interés en los posibles efectos beneficiosos de suplementos antioxidantes en el
tratamiento de la diabetes tiene un debate permanente sobre su valor en la prestacion de terapias
complementarias destinadas a mejorar la terapia estandar.

Los antioxidantes enziméaticos méas eficientes implican glutation peroxidasa, catalasa y
superoxido dismutasa. Antioxidantes no enzimaticos incluyen vitaminas E y C, antioxidantes
tiol (glutation, tiorredoxina y el acido lipidico), la melatonina, los carotenoides, flavonoides

naturales, y otros compuestos (Eikenaar et al., 2016).

Como se ha mencionado en lineas anteriores, la DM es un grupo de enfermedades que afecta a
un porcentaje elevado de la poblacién y cuya prevalencia va en aumento. Por ello, ademas de
las medidas preventivas y el uso de farmacos dirigidos a reducir la hiperglucemia, la poblacion
también acude al uso empirico de plantas medicinales. En este sentido, la fitoterapia podria ser
de utilidad en el control de la DM, sola o en combinacién con la terapéutica convencional.
Algunas plantas usadas por la poblacién se aplican como remedio antidiabético, a la vez que
son comestibles. Lo anterior es muy interesante debido a que se unen dos componentes
esenciales en el control de la DM: alimentacién y medicacién. Asi, las plantas antidiabéticas
comestibles se pueden incluir en un menu para el tratamiento de pacientes con DM (Roman et
al., 1992). Las investigaciones etnobotanicas realizadas en México informan el uso empirico de
mas de 300 plantas antidiabéticas (Hernandez & Hernandez, 1959). Cabe sefialar que la mayoria
de las especies antidiabéticas mexicanas son especies endémicas. De acuerdo con Aguilar &
Xolalpa, (2002), y Hernandez (2002), entre las familias botanicas que contribuyen con mas
especies antidiabéticas mexicanas se encuentran: Asteraceae, Leguminosae, Cactaceae y
Cucurbitaceae. Es un hecho que pocas plantas comestibles son usadas como remedios
antidiabéticos. Sin embargo, algunas de ellas incluso pueden reducir los niveles de triglicéridos
y colesterol en sangre, como por ejemplo Opuntia streptacantha Lemaire (Cactaceae) y
Cucurbita ficifolia Bouché (Cucurbitaceae) (Hernandez et al., 2002). Las plantas contienen
(taninos, flavonoides antioxidantes naturales, vitaminas C y E, etc.) que se pueden preservar la
funcién de las células y prevenir diabetes inducida por la formacién de ROS (Rivera et al.,

1999). En la medicina popular de Turquia, algunas plantas comestibles tradicionales y se han
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utilizado para disminuir los sintomas de la diabetes. Entre estos, Cydonia oblonga Mill.
(Rosaceae), cuyo nombre comun es el membrillo. La coccion de Cydonia oblonga se utiliza
tradicionalmente en el tratamiento de la tos, el resfriado, la bronquitis, dolor abdominal, diarrea,
nerviosismo, insomnio, disuria, y contra la hiperglucemia. Allium porrum L. (Liliaceae), cuyo
nombre comun es poro, ha sido utilizado en el tratamiento de hiperlipidemia, infertilidad en las
mujeres, y externamente para el tratamiento de las hemorroides en diferentes regiones de
Anatolia. Los bulbos frescos de la planta se hierven y se bebe (1-2 vasos) antes de los alimentos
contra la diabetes en el area rural de Turquia. Se ha encontrado que estas plantas tienen efectos
antidiabéticos y antihiperlipidemicos. Por lo que se ha especulado que la hipoglucemia
observada y actividad antioxidante de hojas Cydonia oblonga y Bulbos de Allium porrum
podrian estar relacionados con las cumarinas (escopoletina), taninos, terpenoides y flavonoides
contenidos (Aslan et al., 2010). Helianthus tuberosus L. (Asteraceae), nombre comun de la
alcachofa de Jerusalén, se cultiva como verdura en todo el mundo y es considerado como un
diurético, lactagogue, afrodisiaco, y collagogue. ElI muérdago africano (Viscum album), una
planta semi-parasita usada por la medicina tradicional en Nigeria, es usada como tratamiento de
muchas enfermedades metabolicas como la hipertensién y diabetes mellitus. EI consumo de té
de muérdago ha sido usado para la prevencién y control de padecimientos en diferentes partes
de Nigeria y también se cree que mejora el sistema circulatorio y funcion del corazén (Nna et
al., 2013).
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Justificacion

3. Justificacion

La diabetes es un trastorno metabdlico subcrdnico que se presenta como un problema de salud
importante en todo el mundo. Actualmente la diabetes se encuentra entre las primeras causas de
muerte en México 6.4 millones de personas han sido diagnosticadas con diabetes. Se estima que
cerca de 11.7 millones mexicanos tendran diabetes para el afio 2025. Este padecimiento se
caracteriza por la deficiencia absoluta o relativa en la secrecion de insulina y/o la accién de la
insulina; se asocia con hiperglucemia cronica, asi como alteraciones de hidratos de carbono,
lipidos y metabolismo de las proteinas.

Muchos estudios sugieren que el estrés oxidativo juega un papel central en la patogénesis de
este trastorno metabolico de multiples facetas. El estado de inflamacién subcrdnico, también
juega un papel en la patogénesis de esta enfermedad y que la lleva a complicaciones vasculares
mediante el aumento de la produccion de radicales libres y citoquinas proinflamatorias. La
busqueda de la cura para la diabetes continta a lo largo de la medicina tradicional y alternativa,
porque muchos suplementos a base de hierbas que se han utilizado para el control de la
enfermedad o bien no son de facil acceso, o hay falta evidencia cientifica para apoyar su eficacia,
el uso de medicamentos a base de plantas para el tratamiento de la diabetes mellitus ha ganado
importancia en todo el mundo y hay un aumento de la demanda para utilizar productos naturales
con actividad antidiabética debido a los efectos secundarios asociados con la el uso de insulina
y antidiabéticos orales.

Por ello se ha propuesto el uso de antioxidantes como complemento terapéutico. Recientemente,
los taninos presentes en diversos alimentos vegetales han recibido atencién considerable como
promotores de la salud y varios estudios han informado sobre sus propiedades nutracéuticas. La
alta actividad antioxidante de la planta parasita del muérdago C. loniceroides; endémica de
Xochimilco; podria ser una fuente de antioxidantes, sobre todo taninos, que pueden coadyuvar
al tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2. Y de esta manera se puede dar una utilidad a los

desechos de la poda del muerdago para la elaboracion de un producto de valor agregado.
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Hipotesis

4. Hipdtesis

Los extractos acuosos obtenidos de C. loniceroides tendran un efecto hipoglucemiante y una

disminucidn en el estrés oxidativo en ratones con diabetes inducida.
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Objetivos

5. Objetivo

I.  Evaluar el efecto antioxidante de extractos de C. loniceroides en el estrés oxidativo, la

regulacién de la glucemia y el estado inflamatorio de ratones con diabetes inducida.

5.1. Objetivos especificos

I.  Evaluar el efecto del método de extraccion de diferentes partes de la planta de muérdago
C. loniceroides sobre la actividad antioxidante in vitro.
Il.  Evaluar la actividad inhibitoria in vitro de los extractos acuosos de C. loniceroides.
sobre las enzimas hidrolizantes de carbohidratos; o-amilasa y a-glucosidasa.
I1l.  Evaluar el efecto de los extractos acuosos del muérdago C. loniceroides en la actividad
antidiabética in vitro.
IV.  Evaluar el efecto, agudo y subcronico, de los extractos acuosos de C. loniceroides sobre

el estrés oxidativo y glucemia en ratones con diabetes inducida.

17



6. Materiales y Métodos
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6.1. Obtencion del extracto

Todas las partes de la planta de muérdago se desinfectaron con una disolucion de NaClO 0.5%.
Posteriormente las hojas y tallo del muérdago se secaron a temperatura ambiente, después se
molieron y tamizaron hasta un tamafo de particula de 0.250 mm (malla No.60) para obtener
harina fina. En el caso de los frutos, estos se homogenizaron, hasta formar una pasta uniforme,
pero solo antes del momento de ser usada, por lo que deben ser guardados en congelacion -
20°C.

La extraccion por maceracion: La obtencién de los extractos se realizd con 1 g de harina o
pasta y se les adicion6 10 mL de agua, los cuales permanecieron en agitacion a temperatura
ambiente por 12, 24 y 48 h, posteriormente se centrifug6 a 13000 rpm durante 5 min, todos los
sobrenadantes se llevaron a un volumen conocido, los cuales se guardaron en congelacién hasta
Su posterior uso.

La extraccion por decoccion: La extraccion de los polifenoles del muérdago se hizo con 1 g
de harina o pasta en el caso de los frutos y con 10 mL de agua, los cuales permanecieron en
calentamiento hasta ebullicion durante 30, 60 y 90 min, posteriormente se centrifug6 a 13000
rpm durante 5 min, todos los sobrenadantes se llevaron a un volumen conocido, los cuales se

guardaron en congelacién hasta su posterior uso.

6.2. Cuantificacién de polifenoles totales

Los compuestos fendlicos fueron cuantificados, por el método de Folin-Ciocalteau. EI método
determind el contenido total de polifenoles. Los compuestos fendlicos reaccionaron con el
reactivo bajo condiciones alcalinas, por lo que la disociacion de protones fendlicos dio lugar a
un anion fenolato que fue capaz de reducir al reactivo de Folin-Ciocalteu (Figura 3). Se formé
un complejo azul entre el fenolato y el reactivo independientemente de la estructura del
compuesto fendlico (Singleton et al., 1999).

La mezcla de reaccién consistio en 500 pL de muestra con 4.5 mL de agua, se agregaron 200
uL de reactivo de Folin-Ciocalteu y 500 pL de solucién saturada de Na,SOas, se agitaron los
tubos y se adicionaron por Gltimo 4.3 mL de agua destilada: Se leyé la absorbencia a 725 nm

después de 1 h de reposo en la obscuridad. El contenido total de polifenoles se calculé en
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O~_OH
pH ~10
+  PMoW,,0, —  Complejo fosfato
verde/Mo(V)
HO OH
OH
Amarillo Verde A= 765 nm
Polifenol
(Acido Galico)

Compuesto fendlico + Mo(VI) — Mo (V)

Figura 3. Reaccidn de los compuestos polifendlicos (&cido galico usado como referencia) con el reactivo de
Folin Ciocalteu para formar el croméforo detectable a 765 nm. (Huang et al., 2005)

equivalentes de acido galico (Apéndice A). Para determinar el rendimiento de las extracciones,
se cuantificaron los polifenoles de cada muestra por el método de Folin-Ciocalteu. Se evalué la
concentracion de polifenoles totales en todas las muestras obtenidas por los distintos métodos

de extraccion.

6.3. Cuantificacion de taninos condensados

Se cuantificaron taninos condensados por el método de vainillina-HCI (Price et al., 1978). La
especificidad de este metodo se basa en que los flavonoles y dihidrochalconas tienen un enlace

simple en las posiciones 2, 3, donde se une la vainillina creando el croméforo (Figura 4).

0. H \fL/
HCL BN e

+ > = |

oG /1\
OH ‘ AN,
Tanino condensado Vainillina Complejo flavonoide-vainillina
Rojo (500 nm)

Figura 4. Fundamento de la técnica de vainillina-HCI para cuantificacion. (Price et al., 1978).
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Se analiz6 la concentracion de taninos condensados en los EA obtenidos por ebullicion y
maceracion. La mezcla de reaccion consistid en 125 pl. de muestra, a los que se afiadieron 750
pL de reactivo de vainillina (4% w/v en metanol) y 325 pL de HCI concentrado. Como
referencia, se utilizé una solucion de catequina (cat) con concentraciones de 100 a 1000 ppm

(Apéndice B). La absorbencia fue detectada a una longitud de onda de 500 nm.

6.4. Cuantificacion de flavonoides

Los grupos hidroxilo de las posiciones 3 y 5 en los flavonoides son revelados por
desplazamiento batocrémico causado por la reaccion con cloruro de aluminio (Figura 5). Los
flavonoides se determinaron usando rutina como compuesto de referencia. Se tomaron 100 pL
del extracto de fruto en cada uno de los EA, se adicionaron 1250 pL de agua destilada y 75 pL
de NaNO: al 5%. Después de 6 min, se adicionaron 150 pLL de AIClz al 10% dejando reposar 5
min. En seguida, se adicionaron 500 pL de NaOH 1 M y 425 pL de agua destilada. La
absorbencia fue leida inmediatamente a 510 nm. La curva patron de rutina (Apéndice C) fue de
0 a 0.5 mg/mL (Hossain et al., 2011).

Rutina Complejo flavonoide-aluminio
(Amarillo) (Color rojo )
A=510 nm

Figura 5. Reaccidn de flavonoides (rutina como referencia) con tricloruro de aluminio para la formacion del
cromoforo detectable a 510nm (O’ Coinceanainn et al., 2003).

6.5. Evaluacion de la actividad antioxidante
6.5.1. Poder antioxidante reductor de hierro (FRAP)

El procedimiento se siguié de acuerdo al método descrito por (Benzie & Strain, 1996) método
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). ElI complejo amarillo de Fe3*-TPTZ (2,4,6-
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tripiridil-s-triazina) fue reducido al complejo azul de Fe?*-TPTZ por el electron que dona una
sustancia, en medio &cido. Cualquier electron donado por una sustancia, con una alta reactividad
y un bajo potencial redox, puede llevar a la formacion del complejo azul Fe3*/Fe?* TPTZ.

La solucion FRAP fue mezclada con 25.0 mL de Buffer Acetato pH 3.6, 2.50 mL de solucién
de TPTZ (10 mmol/L) y 2.50 ml de cloruro férrico (20 mmol/L). Una relacion de 10:1:1. La
disolucion se preparo justo antes del experimento, se guardd en frasco ambar y se incub6 a 37°C.
Se mezcl6 30uL de cada muestra, con 900 pL. de FRAP y 90 uL H20 y se incub6 a 37°C, después
de 10 min se midi6 la absorbancia a 593 nm. La absorbancia final de las muestras, fueron
comparadas con una curva estandar de FeSO4 «7H20 (100-2000 umol/L). Las curvas estandar
fueron repetidas diariamente, durante tres dias, al igual que las muestras. Cuyas lecturas serviran

para el calculo de valores de FRAP.

6.5.2. Método de decoloracion del radical cationico ABTS

El cual se basa en la capacidad de reduccion del radical catibnico ABTS por las muestras que
se evalud por una versién mejorada de Re-Pellegrin (1988). EI ABTS" que se gener6 por su
oxidacion a causa de la exposicidn con persulfato de potasio (K2S20s) obteniéndose el radical
cationico ABTS* o el dication ABTS?*, se caracterizan por ser un color verde-azul intenso. Este
radical presentd una estabilidad quimica elevada, su méxima absorcién UV-Visible fue a 728
nm (Miller et al., 1993).

Se mezclé una solucion 7 mM de ABTS con una solucién 2.45 mM de persulfato de potasio en
agua, se mantuvo a temperatura ambiente durante 16 h hasta obtener una solucion azul oscuro
intenso. Se diluyé en agua teniendo un volumen total de 3 mL, hasta alcanzar una absorbencia
de 0.7 leido a 734 nm. Esta solucion se mezcld con 70 uL de la muestra. La absorbencia se
monitore0 por cada minuto, por un tiempo total de 6 min a 30°C, se realiz6 una curva estandar
de Trolox (Apéndice E). La capacidad de reduccion de radicales se calculé mediante la siguiente
ecuacion:

Aco) — Aage

% Inhibicion = X 100

Ac(o
Ac() = Absorbancia del control negativo en el momento de preparacién de la solucion.

Anag = Absorbancia de la muestra después de 7 min.
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6.5.3. Capacidad de reduccion del radical 2,2-difenol-1-picrilhidrazil (DPPHe)

El DPPHe en su forma radical presentdé compuesto colorido purpura alcanzando una absorcion
maxima a 517 nm en espectrofotdbmetro de UV-Vis. En su forma reducida posterior a la
presencia de antioxidantes con los radicales, el DPPHe se torn6 color amarillo. La reaccion de
reduccién del radical DPPHe se observa en la figura 8. La decoloracion de este compuesto en
presencia de los compuestos antioxidantes, se monitorea para determinar la concentracion de
antioxidantes en la muestra de estudio (Brand et al., 1995).

Para la capacidad de reduccion del DPPHe de las muestras se mezclaron 300 pL de solucion de
DPPHe en metanol (0.5 mM) con 500 pL de la muestra. Se adicionaron 3.0 mL de metanol. La
cinética de decoloracion se monitoreé a 517 nm por un tiempo exacto de 45 minutos. Se realizo
una curva estandar de acido galico (Apéndice F) El porciento de inhibicion del radical se calculd

con la siguiente ecuacion.

. [AC—AM
%Inhibicion = T] X 100

AC =Absorbencia del control negativo en el momento de preparacién de la solucion.

AM = Absorbencia de la muestra despues de 45 min.

6.5.4. Poder reductor del ion Fe2*

El hexacianoferrato de potasio, con Fe*se reduce en presencia de antioxidantes a Fe*? formando
un complejo KFe**[Fe?*(CNe)] de color azul que absorbe a una longitud de onda de 700 nm
(Figura 6) (Yen & Chen, 1995).

Ks[Fe"(CN)s] + AOx — KFe'''[Fe!(CN)g]
Hexacianoferrato de potasio  Azul de Prusia, 700nm

Figura 6. Reaccion de formacién de complejo colorido con hexacianoferrato de potasio para la evaluacion del
poder reductor.

Se mezclo la muestra 50 pL con 500 puL de hexacianoferrato de potasio, incubandose a 50°C
durante 20 min. Posteriormente se afiadieron 500 pL de acido tricloroacético y se centrifugo6 a

3000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se mezcld con 500 puL de agua destilada y 500 pL de
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cloruro férrico. La absorbencia es medida a 700 nm después de 10 min de reposo, se realiz6 una
curva estandar de &cido ascorbico (Apéndice G).

6.5.5. Evaluacion de la actividad quelante de Fe?*

El Fe?* forma un complejo con 3 moléculas de ferrozina de color plrpura que presenta
absorbencia maxima a 562 nm. En presencia del antioxidante el Fe?* puede quelarse y la
intensidad de color purpura del complejo con ferrozina es menor y es proporcional a la

concentracion del antioxidante en la muestra de interés (Figura 7) (Xie et al., 2008).

2.0
S\O,H
N Na O +Fe? — Fe(ll)Fzs
|
N l N7 O
X ,IS“'O‘Na
00
Ferrozina Complejo purpura A = 562 nm

Figura 7. Reaccién de quelacion de ferrozina para formacion del complejo colorido.

Se mezclo 1 mL de solucion muestra con 50 pulL de FeClz y 1.85 mL de agua destilada. Despues
se agregaron 100 pL de solucion de ferrozina y se leyd la absorbencia a 562 nm después de 10
min de reposo a temperatura ambiente. Se realiz6 una curva estandar de EDTA (Apéndice H).
Como control se us6 agua destilada. Para determinar el porcentaje de quelacion se aplico la
siguiente férmula:

AC — AA
[M X 100

% Efecto quelante = C
)

Donde:
AC: La absorbancia del control.
AA« muestra: La absorbancia de la muestra después de 10 min.

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado.
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6.6. Actividad antidiabética in vitro
6.6.1. Actividad de inhibicion de a-amilasa.

La actividad de inhibicion de a-amilasa se midié siguiendo el método de Worthington (1993).
Se tomo un volumen de 500uL de solucion de almidon al 1% en 0.02 M de buffer fosfato de
sodio pH 6.9, se anadieron 250uL de los extractos de cada muestra en 250uL de buffer de fosfato
de sodio 0.02M pH 6.9 que contiene la solucion de a-amilasa (3 U/mL) y se incub6 a 37°C por
3 min. Después de la incubacion, la reaccion se detuvo con 1mL de reactivo de acido
dinitrosalicilico. Los tubos de ensayo se incubaron a continuacion en un bafio de agua hirviendo
durante 5 min y se enfriaron a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se diluyé a 10 veces
con agua destilada y se midi6 la absorbancia a 540 nm. Las lecturas se compararon con el
control, que contenia buffer en lugar de extracto de la muestra. Basado en el valor de
absorbancia, el porcentaje de actividad inhibitoria fue calculada por:

(Abs control — Abs muestra)

% inhibicion = Abs control X 100

Donde:
Abs control: La absorbancia del control.
Abs muestra: La absorbancia de la muestra.

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado.

6.6.2. Actividad de inhibicién de a-glucosidasa

La actividad inhibitoria se determind de acuerdo con el método descrito por Worthington
(1993). A un volumen de 100uL de extracto de cada muestra, se le adicionaron 100uL de buffer
de fosfato 0,1 M (pH 6,9) conteniendo la a-glucosidasa (1 U/mL) se agregaron en tubos y se
incubaron a 25 °C durante 5 min. Después de la pre-incubacién, se adicioné 100uL de la
solucién 5mM de p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido (pNPG) en 0.1 M buffer de fosfato (pH 6.9)
a cada tubo y la mezcla se incub6 a 25 °C durante 25 min. Después del periodo de incubacion
se adiciond agua destilada en proporcion 1:10, y se determiné la absorbancia a 405 nm y se

comparé con el control que contenia 100uL de solucion buffer en lugar de los extractos. Todos
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los experimentos fueron realizados por triplicado. Basado en el valor de absorbancia, el
porcentaje de actividad inhibitoria fue calculado por:

o (Abs control — Abs muestra)
% inhibicion = bs control X 100

Donde:

Abs control: La absorbancia del control.

Abs muestra: La absorbancia de la muestra.

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado.

6.6.3. Estudio de la cinética

La cinética de inhibicidn se estudié por el método grafico de Lineweaver y Burk (doble-
reciproco). Para el ensayo con a-amilasa se usé almidén de maiz al 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1%j; las
velocidades de reaccion (V) se midieron cada 6 min durante 30 min (Rubilar et al., 2011). Para
la a-glucosidasa se usé pNPG a una concentracion de 0.1, 0.5, 1, 3y 5 mM (Jaiswal, Srivastava,
Bhatia, Mishra, & Sonkar, 2012). Las velocidades de reaccién (V) se midieron cada 6 min
durante 25 min. Los resultados se analizaron de acuerdo con la representacion de Lineweaver y
Burk método que permite la determinacion de la constante de Michaelis (Km) y velocidad
maxima (Vmax). La constante de inhibicion (Ki) se calcula como sigue, donde [1] y [S] son la

concentracion de inhibidor y el sustrato, respectivamente.

6.7. Actividad antidiabética in vivo

Se utilizaron ratones CD1 machos (30-35 g) de 12 semanas del Centro de Animales de
Laboratorio de la Universidad Auténoma Metropolitana (Ciudad de México, México). Todos
los procedimientos experimentales relacionados con los animales y el mantenimiento se
realizaron de conformidad con la Norma Oficial Mexicana para el Cuidado y Entrega de
Animales (NOM-062-Z00-1999) y en conformidad con las normas internacionales sobre
cuidado y uso de animales de laboratorio. Estos ratones se mantuvieron bajo ciclo automatico
de luz y oscuridad (12X12 h), asi como temperatura (22 + 1°C) y humedad controlada (humedad
relativa 55°C 3°C). Los animales fueron alimentados con una dieta bésica a los roedores
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(Harland Laboratories, Indianapolis, EE.UU.) y agua ad libitum. La concentracion de glucosa
en sangre para los estudios agudo y subcronico se determiné usando un sistema Accu-Chek®
(Roche), basado en el método de glucosa oxidasa. Se recogieron muestras de sangre de la punta

de la cola en los patrones de tiempo definidos.

6.7.1. Efecto antidiabético agudo de las muestras de ensayo

Para el efecto antidiabético agudo de las muestras de ensayo, los ratones CD-1 machos se
dividieron en seis grupos de cinco ratones cada uno. Los animales se mantuvieron en ayunas
durante 12 h antes del experimento, permitiendo el acceso solamente al agua. Los niveles de
glucosa en sangre se midieron después de administrar 300 mg/kg de los extractos de hojas,
tallos, frutos rojos y verdes, via intragastrica. Se utiliz6 acarbosa (100 mg/Kg) como referencia
y se administré Carboximetil celulosa (CMC) al 0.5% al grupo de control. Los niveles de
glucosa en sangre se determinaron a los 30 min, luego se realiz6 la prueba oral de tolerancia a
carbohidratos. Los ratones se administraron oralmente con 2 g/kg de almidon soluble, para
realizar el test de tolerancia al almidén (STT) y sacarosa a 4 g/kg para el test de tolerancia a la
sacarosa (OSTT), en ambos se evalu6 el nivel de glucosa en sangre a las 0.5, 1, 1.5y 2 h para

obtener una curva de glucosa.

6.7.2. Efecto antidiabético subcronico de las muestras de ensayo

Los ratones se dividieron en cinco grupos de cinco animales cada uno. Los grupos 2 - 4
recibieron una Unica administracion intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) (140 mg/Kg)
disuelta en un tampon de citratos (0.1 M, pH 4.5), el grupo 1 recibio el tampdn solamente. Se
considero que los ratones eran diabéticos cuando el nivel de glucosa en sangre en ayunas era >
200 mg /dL. Después de inducir la diabetes con STZ. Los grupos 1y 2 recibieron solucion salina
isotonica (4 mg/Kg/dia), mientras que el grupo 3 recibid acarbosa (100 mg/Kg/dia), los grupos
4 y 5 recibieron fruto verde y extracto de tallo (300 mg/Kg/dia), respectivamente. Estos

tratamientos se administraron por sonda durante 35 dias.
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6.8. Actividad de transaminasas

Al concluir el tratamiento subcrénico de 35 dias, se realizo la determinacion de la actividad de
las transaminasas, mediante tiras reactivas. Donde se llevan a cabo reacciones acopladas. En el
caso de la alanina aminotransferasa (ALT o GPT). La medicién de la enzima GPT se llevo a
cabo en dos reacciones, primero, ésta cataliza la reaccion de a-cetoglutarato y alanina en
glutamato y piruvato. En la segunda reaccion el piruvato formado se hidroliza bajo la accion de
la piruvato-oxidasa a acetilfosfato, anhidrico carbonico y peréxido de hidrogeno. En presencia
de la peroxidasa, el perdxido oxida la forma reducida e incolora del indicador a la forma azul y
a través de una medicion en un sistema Reflotron Plus a 567 nm, siguiendo el desarrollo del
colorante, se refleja la actividad enzimatica de la transaminasa.

La determinacion de la actividad de aspartato aminotransferasa (AST o GOT) fue descrito por
Bergmeyer et al. (1986) y se basa en las siguientes reacciones acopladas. La primera, en
presencia de GOT se transforma el a-cetoglutarato y sulfato de alanina en piruvato y glutamato.
En la segunda reaccion el piruvato formado se hidroliza bajo la accién de la piruvato-oxidasa,
tal como en la determinacion de GPT. El indicador formado azul se cuantifica en un sistema

Reflotron Plus a 567 nm.

6.9. Determinacion de citocinas proinflamatorioas

Por otro lado, después del tratamiento subcrdnico los animales fueron anestesiados utilizando
pentobarbital 25 mg/Kg para posterior sacrificio, se recolecté aproximadamente 1 mL de sangre
del seno venoso orbital para la determinacion de citocinas. Cada muestra fue centrifugada a
10000 rpm y se separo el sobrenadante el cual fue almacenado (-70°C) hasta el momento de su
analisis. Para la determinacion de IL-10, IL-6, TNF-a, se aplico el método inmunoenzimatico
de ELISA de doble anticuerpo, utilizandose kits comerciales (ELISA Kit, Mouse, Thermo
Fisher Scientific). Los resultados fueron leidos en un lector de ELISA a 450 nm de longitud de

onda.
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6.10. Estrés oxidativo
6.10.1. Determinacion de GSH

Después de sacrificar a los animales se perfundieron con una solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) (fosfato potésico 0,15 M, NaCl al 0,9%, pH 7,4) para eliminar los elementos
sanguineos residuales. Se retiraron fragmentos de higado, se lavaron en solucién salina fria y se
almacenaron con PBS a -70°C hasta su utilizacion.

Las muestras se procesaron de la siguiente manera: de cada tejido se tomé 0.1 g con 1 mL de
PBS, fueron colocados en un homogenizdor eléctrico, se dejé reposar en hielo durante 15
minutos, posteriormente se centrifugd a 10000 rpm durante 10 minutos, del sobrenadante se
tomd una alicuota de 0.3 mL, se le agregd 0.7 mL del PBS, se mezcld y enseguida se le adiciono
2 mL de solucion tamponada TRIS pH 8.9, se hidraté el &cido 5,5-ditiobis(2-
nitrobenzoico) (DTNB) con alcohol metilico y se agreg6 a cada tubo 50 pL, se mezclaron todos

los tubos; se dejaron reposar durante 5 min. Se ley6 la absorbancia a 412 nm (Diaz et al., 2012).

6.10.2. Determinaciéon de GSSG

Se prepararon homogeneizados de higado al 10% (p/v) en amortiguador PBS 0.1 M, pH 7.5. Se
tomaron alicuotas de los homogeneizados y se trataron con 1-metil-2trifluorometanosulfonato
vinilpiridinium 1 (M2VP) 10 mM y se almacenaron a 70 °C hasta su uso.

La determinacion se realiz6 mediante un método enzimatico (Teitze, 1969), el cual emplea
M2VP para derivatizar al GSH sin interferir con la GR presente en el ensayo. GSSG es reducido
a GSH, y a su vez cuantificado con el reactivo de DTNB. La reduccion es catalizada por la GR
en presencia de NADPH. El ensayo utiliza el cambio en el desarrollo de color durante la reaccién
el cual es proporcional a las concentraciones de GSH y GSSG. Los reactivos utilizados en la
prueba son: amortiguador stock de NasPO4 143 mM y EDTA 6 mM a pH 7.5; amortiguador
preparado al dia (NADPH 0.248 mg/mL disuelto en amortiguador stock), DTNB 6 mM; GR
173 U/mg proteina. Procedimiento: en un tubo eppendorf se agregaron los siguientes reactivos:
DTNB (100 pL), muestra o estandar 100 pL, se homogeniz6 y afiadié la GR para iniciar el
ensayo se adiciono 100 uL de NADPH. La formacién de 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB) fue
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monitoreado a 412 nm. De esta manera se pudo determinar la relacion GSH/GSSG y
GSH+GSSG.

6.10.3. Actividades de la GPXy GR

Para la cuantificacion de GPx y GR se tomaron alicuotas de los sobrenadantes de
homogeneizados de higado al 10% (p/v) en amortiguador PBS 0.1 M, pH 7.5. La cuantificacion
se realiz6 mediante la produccion de NADP*. Para la determinacion de GPx la reaccion se llevo
a cabo en: Tris-HCI (pH 8, 0.1 mM), GSH (20 mM), NADPH (0.25 mM), GR (0.5 U/mL) y
terbutil-hidroperéxido (75 uM), adicionando 30 uL de muestra. En el caso de la determinacion
de la actividad de GR la mezcla fue conformada por: Tris (pH 8, 140 mM), EDTA (5 mM),
GSSG (50 mg/mL) y NADPH (10 mg/mL) con 50 uL de muestra. En ambos casos se midio la
absorbancia a 340 nm durante 10 minutos. La actividad de ambas enzimas se mide por la
oxidacion de NADPH a NADP* que es acompafiado por un decremento en la absorbancia a 340
nm (Diaz et al., 2012). En el caso de GR la oxidacion del NADPH es directa, mientras que la
actividad de GPx es determinada indirectamente por un acoplamiento con la actividad de GR

que se lleva a cabo con la formacion de NADP™ (Figura 8).

GPx
R-O-O-H + 2GSH — R-OH +GSSG +H,0
GR
GSSG + NADPH + H" — 2GSH +NADP*

Figura 8. Reacciones para la determinacion de GPx. La GPx cataliza la reduccion del H,O, o L-OOH, utilizando
como substrato el GSH para la transformacion de GSSG y con el acoplamiento de la actividad de GR se lleva a

cabo la oxidacion de NADPH + H*, con cambios en la absorbancia.

6.10.4. Método para cuantificar sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS) en higado

Se prepararon homogeneizados de higado al 10 % (p/v) en un amortiguador de PBS 0.1 M y se
almacenaron a -70 °C hasta su uso. El grado de lipoperoxidacion se evalu6 como sustancias
reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS) mediante una técnica espectrofotométrica (Kikugawa

et al., 1992). El fundamento del método se basa en la reaccion producida entre el acido
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tiobarbiturico (TBA) y el producto de lipoperoxidacion, malondialdehido (MDA), lo que origina
TBARS que puede medirse mediante espectrofotometria. Se prepard una curva estdndar de
MDA se prepar6 con 1,1,3,3-tetrametoxipropano. A 200 uL de muestra o de estandar se le
adiciond 25 uL de TBA, se homogenizo e incubo a 90 °C, después de 60 min se enfrio a
temperatura ambiente y adiciond 400 uL de n-butanol, se homogenizo en vortex, se centrifugo

6000 rpm por 10 min. El sobrenadante fue separado y se ley6 absorbancia a 535 nm.
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7. Resultados y Discusion

7.1. Determinacion de compuestos fenolicos totales

El contenido de compuestos polifendlicos totales de los EA del muérdago C. loniceroides se

muestra en la tabla 1, las extracciones se realizaron por los méetodos de ebullicion y maceracion.

Tabla 1. Rendimiento de polifenoles totales en cada extracto de harina de muérdago.

Ebullicion Maceracién
30 min 60 min 90 min 12 h 24 h 48 h
Hoja 64.51 +3.66° 92.4 +1.00® 54.11 +2.68° 49.36 +1.28? 37.15 +0.92° 17.63 +1.36°
Tallo 75.1 #1.62° 96.3 #3.90* 745 +1.94° 47.12 +1.28?2 4472 +0.48 38.59 +1.20°¢

Fruto verde 26.53 *1.58* 25.36 *1.58* 25.01 +1.39% 21.36 +0.80° 19.49 +1.91* 10.27 +2.13°
Fruto maduro  22.43 +0.49° 17.09 +0.65° 21.47 +0.40° 16.93 +0.24° 15.44 +0.55° 9.63 +0.61°

* Los resultados estan expresados en &cido gélico (mg/L)

Se encontrd que la mayor concentracion de compuestos polifendlicos de C. loniceroides esta en
hoja y tallo, los cuales se lograron extraer mediante agua a ebullicién durante 60 min, por lo que
los polifenoles presentes son hidrosolubles. En este caso es importante conocer la concentracion
de compuestos polifendlicos, ya que los fitoquimicos, en especial los compuestos fendlicos
estan recibiendo creciente atencion debido a sus actividades bioldgicas (Cho et al., 2003), se ha
reportado que este tipo de compuestos juegan un papel importante en la modulacién de la
actividad a-glucosidasa y a-amilasa, por lo tanto, pueden contribuir al manejo de la diabetes
tipo 2, y en este estudio los compuestos fendlicos constituyen el principal grupo de compuestos
que actlian como antioxidantes.

En el caso de los frutos verde y maduro se logroé una mayor extraccion también por el método
de ebullicion, para el fruto verde el tiempo de ebullicién no influyo en la extracciéon de
polifenoles, ya que la concentracion se mantuvo constante. Por otro lado, con el método de
maceracion se encontrd que la concentracion de polifenoles totales es menor a la del método de
ebullicion. Varios estudios han encontrado que la elevacion de la temperatura de extraccion
desde la temperatura ambiente a 90 °C muestra una correlacion positiva con el rendimiento de
la extraccion (Chew et al., 2011). Sin embargo, temperaturas superiores a 100 °C pueden causar

una reduccion significativa en rendimiento de extraccion (Mukhopadhyay, 2006). Las altas
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temperaturas de extraccion ayudan a mejorar la eficiencia de la extraccion de los compuestos
fendlicos por el reblandecimiento de los tejidos de la planta, lo que debilita la pared celular
(Juntachote et al., 2006).

La extraccion de compuestos fendlicos a partir de plantas también esta influenciada por la
duracién de la extraccion, que puede afectar a la solubilizacion de estos compuestos. Largos
tiempos de extraccion pueden aumentar las posibilidades de oxidacion de los compuestos
fenolicos, provocando que disminuyan, al ceder y cambiar la conformacion de los polifenoles
extraidos (Dai & Mumper, 2010). Debido a los largos tiempos que se usaron en el método de

maceracion, el rendimiento de compuestos fenolicos disminuyo.

7.2. Cuantificacion de taninos condensados

Esta determinacion se realizé con el fin de conocer la concentracion de taninos condensados
(Tabla 2), a medida que se van cambiando las condiciones de extraccion; tiempo y temperatura.
Para los tiempos de 30 a 90 min la temperatura fue a ebullicion y de 24 a 72 h la temperatura
fuea 23 +2°C.

Tabla 2. Concentracién de taninos de los extractos crudos de hojas, tallos y frutos de C. loniceroides.

Ebullicién Maceracion
30 min 60 min 90 min 12 h 24 h 48 h
Hoja 6.55 +0.022 6.31 +0.48% 6.48 +0.162 2.80 +0.17° 3.58 +0.058 1.26 +0.00°
Tallo 551 +0.042 5.47 +0.022¢ 5.75 +0.10° 579 +0.012 5.64 +0.01* 5.40 £0.012

Fruto verde 13.14 +0.16* 12.75 +0.10* 10.83 +0.32° 8.00 +0.16* 7.01 +0.02°> 7.23 +0.03°
Fruto maduro  11.21 +0.26% 10.67 +0.02% 10.27 +0.42° 9.78 +0.188  6.14 +0.08" 5.43 +0.28°

* Los resultados estan expresados en mg catequina (CAT)/ g de muestra seca.

Se encontré por ambos métodos que los EA de fruto maduro y verde tienen una mayor
concentracion de taninos condensados que los extractos de hoja y tallo, ademas se observa que
la concentracion de taninos en los extractos de fruto verde, hoja y tallo se mantiene constante
durante el tiempo, sin embargo, la concentracion de taninos en el fruto maduro disminuye con
el tiempo de extraccion. Por los resultados previos encontrados por Serrano Maldonado; era de

esperar gque los extractos con mayor contenido de taninos condensados fueran los de fruto verde.
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La concentracion de taninos condensados de los extractos obtenidos a temperatura ambiente fue
significativamente menor a la de los extractos obtenidos por ebullicion (p<0.05), excepto para
el extracto de tallo, ya que la concentracidn no se afecta con el tiempo y temperatura (p<0.05).
Se sabe que la mayoria de los frutos verdes contiene una mayor concentracion de taninos
condensados, y al ir madurando la concentracion va disminuyendo (Goldstein & Swain, 1963,;
Wrangham & Waterman, 1983). La concentracion de estos compuestos es importante en esta
investigacion; ya gque se sabe que en analisis in vitro han indicado que los taninos condensados
de sorgo sobreviven a la digestion gastrica simulada e inhiben las amilasas digestivas cuando se
encapsulan en microparticulas de proteina de kafirina de sorgo (SCT-KEMS), por lo que SCT-
KEMS es como un potencial agente nutracéutico antihiperglucemiante in vivo (Links et al.,
2016). También se sabe que los taninos condensados pueden trabajar de manera sinérgica para

inhibir la a-amilasa (Tan et al., 2017)

7.3. Cuantificacion de flavonoides

En la tabla 3, se muestra la concentracién de flavonoides de los EA obtenidos de las diferentes
partes de la planta de muérdago. Se tomd Rutina (quercetina 3-rutindsido) como compuesto de

referencia.

Tabla 3. Contenido de flavonoides para los extractos crudos de hojas, tallos y frutos de C. loniceroides.

Ebullicién Maceracioén
30 min 60 min 90 min 12 h 24 h 48 h
Hoja 6.71 +0.052 4.97 #0.51° 4,17 +0.19° 4.6 +0.26° 6.95 +0.20°8 4.96 +0.15P
Tallo 8.36 +0.11ab 7.92 +0.15° 8.68 +0.14ab 6.67 +0.18° 7.99 +0.188 7.26 +0.182P

Fruto verde 3.64 +0.043* 2.86 +0.24° 3.56 +0.323b 2.67 #0.152 2.03 +0.51° 244 +0.213b
Fruto maduro  3.22 +0.0128  1.93 +0.18° 2.56 +0.113b 1.56 +0.09° 1.68 +0.14%b 190 +0.07°

* Los resultados estan expresados en mg rutina / mL.

De acuerdo con los resultados obtenidos el tallo es el que contiene mayor concentraciéon de
flavonoides seguido de hoja, fruto verde y fruto maduro, siendo estos Gltimos los que presentan
el menor contenido. Lo cual coincide con lo reportado por Serrano et al., (2011), en hoja de C.

lonciceroides (8.26 mg eq. rutina/ g) y tallo (9.19 mg eq. rutina / g).
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Los flavonoides son una clase compuestos fendlicos abundantes en la naturaleza con varias
actividades bioldgicas. Ellos comparten un esqueleto estructural comdn que consta de dos
anillos aromaticos (A y B) vinculados a traves de tres atomos de carbono unidos al anillo A, que

forma un heterociclo oxigenado (anillo C) y se dividen en grupos (Figura 9).
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Figura 9. Flavonoides

Se ha encontrado que los flavonoides tienen potencial de inhibicion de a-amilasa humana, que
se correlaciona con el nimero de grupos hidroxilo en el anillo B de la cadena de flavonoide. La
interaccion se produce con la formacién de enlaces de hidrégeno entre los grupos hidroxilo en
la posicion R6 o R7 del anillo Ay la posicion R4 'o R5' del anillo B de los ligandos de polifenol
y los residuos cataliticos del sitio de union, que estabiliza la interaccion con el sitio activo (Lo
Piparo et al., 2008). Estos resultados estan en general de acuerdo con el mecanismo de accion

propuesto para la acarbosa (Brownlee, 2005).

7.4. Poder antioxidante reductor de hierro (FRAP)

Los resultados del poder antioxidante in vitro son expresados como pmol de reduccion de
fierro/poder antioxidante (el valor FRAP) / g de muestra seca de muérdago. En la tabla 4, se
muestran los resultados obtenidos para los métodos de ebullicion y maceracion,
respectivamente. Para el estudio de estabilidad del antioxidante en los extractos de muérdago,
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se mantuvieron a 4 °C durante 48 h. Posteriormente, los extractos fueron re-analizados por

duplicado y los resultados se compararon con los obtenidos en las muestras frescas.

Tabla 4. Ensayo FRAP para los extractos crudos de hojas, tallos y frutos de C. loniceroides.

Ebullicion Maceracion
30 min 60 min 90 min 12h 24 h 48 h
Hoja 2340.0 +11.00° 1908 +8.31¢ 2510.4 +75.63¢ 1360.4 +38.25° 1064 +17.55¢ 1056.4 +68.96°
Tallo 1800.0 +60.38" 2368.8 +12.47¢9 2196 +58.93¢ 1702.4 +46.23° 1641.6 +63.28¢ 1915.2 +45.60¢

Fruto verde 575.6 %8.11° 651 +2.78"° 577.5 +6.67° 393.68 +13.178 364.04 +12.47° 255.36 +6.84°
Fruto maduro 561.6 +5.10°  389.9 +15.08% 411.6 +5.25? 32756 +2.19% 257.64 +0.88* 198.36 +0.44%

* Los resultados estan expresados en pmol eq. Fe?*/g.

Para la relacion entre el poder antioxidante y la cantidad de polifenoles de los extractos de
muérdago, los valores de FRAP y el contenido de polifenoles totales de las hojas, tallo, fruto
verde y maduro de muérdago se compararon en un experimento por separado. Esta relacion se
muestra en las figuras del APENDICE D. Cada punto representa el promedio del valor de FRAP
(n=3).

Se sabe que los polifenoles del té se unen a iones metalicos (Miller et al., 1993; Paganga et al.,
1996; Van Acker et al., 1996), esta propiedad no interfiere con la medicion del poder
antioxidante utilizando el ensayo FRAP, esto se demostrd por una respuesta lineal, para el caso
de los extractos de muérdago hubo una fuerte correlacion entre el valor FRAP y el contenido
total de compuestos fendlicos de los extractos de hoja, tallo, fruto maduro y fruto verde.

7.5. Inhibicion del radical catiénico ABTS

En la Tabla 5, se muestra el valor de ECso expresado en mg Trolox/mL para el radical ABTS-
persulfato que presentan los diferentes extractos de muérdago, obtenidos por ebullicién (30, 60
y 90 min) y maceracion (12, 24 y 48 h).

Se observa en todos los casos que los extractos obtenidos por el método de ebullicion tienen una
mejor respuesta de inhibicion del radical ABTS-persulfato, principalmente a los 30 min,
especialmente; para los extractos de tallo (ECs0=17.66+0.8 mg trolox/mL) y para el extracto de
hoja a los 30 min (ECs0=16.37+1.52 mg trolox/mL).
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Tabla 5. Valor de ECs para inhibir el radical ABTS-persulfato de extractos de muérdago.

Ebullicién Maceracion
30 min 60 min 90 min 12h 24 h 48 h
Hoja 16.37 +1.522 27.66 +0.66" 33.64 +1.33¢ 58.53 +2.482 85.44 +1.76% 56.37 +0.192
Tallo 17.66 +0.82 28.67 +0.22" 46.38 +1.51¢ 53.04 +2.022 74.18 +2.72b 52.97 +0.462

Fruto verde 46.60 +0.95% 46.91 +1.15% 49.41 +222*  66.78 +3.132 81.34 +1.08% 138.25 +6.212
Fruto maduro ~ 37.29 +0.57% 58.62 +2.67° 66.77 +1.53° 70.24 +3.43% 100.69 +22.662 94.82 +1.60%

* Los resultados estan expresados en mg Trolox / mL.

7.6. Inhibicion del radical DPPH

La evaluacion del valor ECso para los extractos de muérdago, el cual se refiere a la concentracion
de muestra expresada en mg acido galico (AG)/mL, necesaria para inhibir el 50% del radical

DPPH, se muestra en la Tabla 6.
Tabla 6. Valores de ECso del radical DPPHe de cada extracto de muérdago.

Ebullicion Maceracion
30 min 60 min 90 min 12 h 24 h 48 h
Hoja 271 +2.04* 282 +151* 532 +0.42? 4.7 +0.07*0 10.27 +0.08° 27.12 +0.57°
Tallo 5.08 +0.43% 511 =+0.03° 6.00 +0.05° 6.40 +0.708 8.49 +0.34b 10.28 +0.71°

Fruto verde 459 +0.38% 7.46 +0.09% 7.97 +0.12° 524 +0.37%@  8.13 +0.38" 10.31 +0.32°
Fruto maduro  5.09 +0.128  5.39 +0.23* 6.09 +0.25° 9.08 +0.16*  8.97 +0.10° 10.43 +0.36°

* Los resultados estan expresados en mg AG/mL.

Los extractos de las diferentes partes de la planta de muérdago presentan un valor de ECso menor
cuando se obtienen por ebullicion, siendo los extractos de tallo y hoja los que presentan una
mejor respuesta de inhibicion del radical DPPH, con valores entre 2.71 — 5.32 mg AG/mL.

7.7. Poder reductor

Para la determinacion del poder reductor del ion Fe?* se utilizé acido ascrbico como compuesto
de referencia, en un rango de concentraciones de 0.01 a 0.1 mg/mL en intervalos de 0.02 mg/mL.
Se ajustaron estas mismas concentraciones de polifenoles totales en miligramos equivalentes de

acido galico, para cada muestra y asi comparar la reduccion del ion Fe?*. Los resultados
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obtenidos para los extractos de fruto verde, fruto maduro, tallo y la hoja se muestran en la figura
10.

——30 min
—e— 60 min
#—90 min
—-24h
——48h
»—72h
—a— Acido ascdrbico

1 (a) . 1.40 -

=
o
(=]

ABS a 700 nm
=) —

=) I

W w

*

-\
ABS a 700 nm
=) —_
~J (=)
=) G

I
Lo
G

0.00 0.06 0.13 0.19 0.25 0.00 0.06 0.12 0.17 0.23

Polifenoles totales (mg/mL) Polifenoles totales (mg/mlL )
——30 min
150 ¢ (€) 1.80 - (d) —&— 60 min
#—90 min
120 135 —-24h
g 5 —e—48 h
S 0.90 g 72h
2 = 0.90 —a— Acido ascorbico
»n 0.60 17}
: :
0.30 0.45
0.00 T T T T 0.00 T T T ]
0.00 0.05 0.09 0.14 0.18 023 0.000 0.050 0.100 0.150 0.200

Polifenoles totales (mg/ml ) Polifenoles totales (mg/mL)
Figura 10. Poder reductor de diferentes extractos de muérdago C. loniceroides. (a) Fruto verde, (b) Fruto maduro,
(c) Tallo y (d) Hoja.

El poder reductor se determiné por la relacion de concentracién de polifenoles, determinados
por el método de Folin-Ciocalteau; versus la absorbencia a 700 nm. Una grafica ascendente
refleja una capacidad de reduccion del Fe?*. Todos los extractos presentaron poder reductor,
mostrando una mejor respuesta aquellos extractos obtenidos por ebullicion. Los extractos de
fruto verde y hoja presentaron un mejor poder reductor los cuales fueron obtenidos por
ebullicién durante 90 min, incluso presentaron mayor poder reductor que del acido ascérbico

utilizado como referencia.
7.8. Actividad quelante de Fe?*

La actividad quelante que presentan los extractos, se determina por el comportamiento
ascendente del porcentaje de quelacion del metal con respecto a la concentracion de polifenoles
totales. Se tomd como referencia la actividad quelante del EDTA (usado como antioxidante en
la industria por su potente actividad de quelacién). Los valores de ECso obtenidos para hoja,

tallo, fruto maduro y verde, obtenidos por ebullicion y maceracion se muestran en la tabla 7.
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Tabla 7. Valores de ECs obtenidos de la actividad quelante de hierro de extractos.

Ebullicion Maceracion
30 min 60 min 90 min 12 h 24 h 48 h
Hoja 0.75 x0.1° 1.06 +0.03* 1.48 +0.02° 0.18 +0.04* 0.45 +0.06* 0.83 +0.14°
Tallo 1.60 +0.017% 1.65 +0.04** 1.67 +0.06"° 1.84 +0.01* 1.20 +0.06* 1.98 +0.052
Frutoverde — 6.61 #0.24% 7.77 #0.15° 8.11 #0.08" 6.56 +0.54* 5.42 +0.08% 10.60 +1.89"
e 529 +0.08° 691 +0.27° 7.78 +0.54° 8.68 +0.74° 7.44 +0.12° 3.77 +0.17°
EDTA 8 pg/ml

!Las letras indican diferencias significativas entre columnas dentro de una misma fila (Tuckey; p < 0.05).

Los extractos de muérdago presentaron capacidad quelante, ya que siguieron una dependencia
entre la concentracion de polifenoles totales y el porcentaje de quelacién, misma tendencia que
sigue el EDTA tomado como referencia. Sin embargo, los extractos requieren concentraciones
de un orden de magnitud superior al EDTA, para tener el mismo efecto.

Los extractos de hoja y tallo en ambos casos mostraron mejor capacidad de quelar el Fe?*, en el
caso de los extractos obtenidos por maceracion, la capacidad quelante disminuyd, posiblemente
porque durante este proceso de extraccion se destruyen los compuestos que tienen esta
capacidad y que estan presentes en los otros extractos.

La ferrozina puede formar complejos con Fe?*, de manera cuantitativa. Sin embargo, en la
presencia de agentes quelantes, se interrumpe la formacién del complejo dando como resultado
la disminucion del complejo de color purpura y por tanto una disminucion del color. La
medicion de la reduccion de color, por lo tanto, permitié la estimacién de la actividad quelante.
El ion metalico de transicion, Fe?*; posee la capacidad para intercambiar los electrones
individuales lo que permite la formacion y propagacion de muchas reacciones de radicales,
incluso a partir de los radicales relativamente no reactivos (AboulL-Enein et al., 2003). La
principal estrategia para evitar la generacidén de ROS esta asociada con la capacidad quelante de
los iones metalicos. El extracto de hoja obtenido por maceracién 12 h, fue el mas activo, el que
interfirié con la formacion de complejo ferroso y ferrozina, lo que sugiere que tiene actividad

quelante y captura de iones ferrosos antes que la ferrozina. El valor ECsg del extracto para la
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actividad quelante fue 0.18 £+ 0,04 mg/mL, que es mayor que el estandar positivo de EDTA
(ECs0 = 8 ng/mL).

7.9. Inhibicion enzimética in vitro

7.9.1. Actividad inhibitoria de a-amilasa

La actividad inhibitoria de a-amilasa se expresa en valores de 1Cso que se muestran en la Tabla
8. El ICsp se define como la concentracion necesaria para inhibir el 50% de la actividad de la

enzima.

Tabla 8. Evaluacion de la actividad inhibitoria de a-amilasa de extractos de muérdago.

Ebullicién Maceracion
30 min 60 min 90 min 12 h 24 h 48 h
HOja * * * * * *
TaIIO * * * * * *
Fruto verde 1.73 +0.11* 495 +0.07° 3.25 #1.17b¢ 8.14 +0.42% 14.78 +2.56® 40.25 +0.55°
Fruto maduro  5.85 +0.05% 6.69 +0.18> 9.52 +0.31° 6.63 +0.50% 23.96 +0.01° 52.85 +1.92¢

Los resultados de 1Cso estan expresados en concentracién g de extracto / mL
* No hubo actividad inhibitoria de la enzima
!Las letras indican diferencias significativas entre columnas dentro de una misma fila (Tuckey; p < 0.05).

Los extractos crudos de fruto verde y fruto maduro obtenidos por ebullicion durante 30 min
fueron los més activos inhibiendo la a-amilasa, ya que fueron los extractos con el valor mas
bajo de 1Cso 1.73 £ 0.11 pg/mL y 5.85 + 0.05 pg/mL, respectivamente. La inhibicion de a-
amilasa por los extractos de fruto verde y fruto maduro va disminuyendo al aumentar el tiempo
de ebullicién, es decir que posiblemente a periodos prolongados de extraccion y la alta
temperatura van degradando a los polifenoles capaces de inhibir la enzima. En contraste con
estos resultados, los extractos de hoja y tallo obtenidos por los dos métodos no fueron capaces
de inhibir la actividad de la a-amilasa (Tabla 8). Se analiz6 un control positivo junto con los
extractos; se usé como inhibidor especifico acarbosa el cual tuvo un valor de ICso de 7.1 pg/mL.
Los polifenoles presentes en los extractos de fruto verde y fruto maduro tuvieron correlacion
lineal (p<0.05) con coeficientes de correlacién de 0.882 (Figura 11b) y 0.907 (Figura 11a),

respectivamente. El coeficiente de determinacion indica que alrededor del 77.8% de la
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inhibicion de a-amilasa en EA de fruto verde y el 82% de la actividad inhibitoria de la a-amilasa

en EA de frutos maduros es debida al contenido de los polifenoles en los extractos.
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Figura 11. Gréfica de correlacion lineal (p<0.05) de concentracién de polifenoles totales de C. loniceroides y %
de Inhibicién de a-amilasa. (a) Concentracion de polifenoles totales del EA de fruto maduro. (b) Concentracion de

polifenoles totales del EA de fruto verde.

Los extractos obtenidos por maceracion también tuvieron actividad inhibitoria de a-amilasa, sin
embargo, esta actividad fue aproximadamente entre 2 y 8 veces menor que la actividad
inhibitoria de los extractos obtenidos por ebullicién. Los extractos de ambos frutos obtenidos
por maceracion durante 24 h tuvieron la misma actividad inhibitoria de la enzima, pero a mayor
tiempo de extraccion los compuestos capaces de inhibir se van degradando, esto se ve reflejado
en el aumento del ICso. Se evaluo la actividad inhibitoria de la enzima a-amilasa de los extractos
de C. loniceroides, sin embargo solo los frutos maduro y verde presentaron inhibicion de forma
dependiente de la concentracion, a continuacién se muestran los valores de 1Cso (Tabla 8).

Hay informes que establecen que los compuestos fendlicos vegetales modulan la hidrolisis de
los carbohidratos por la inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa (McDougall et al.,
2005). Varios efectos bioldgicos y beneficos para la salud han sido demostrados por los
compuestos fendlicos en plantas. Otro factor que se podria considerar es la presencia de
mucilago en los frutos. Se sabe que los mucilagos tienen un efecto benéfico para reducir los

niveles de glucosa en sangre. Los mucilagos, debido a su naturaleza polisacarida, producen un
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namero indefinido de oligosacéridos en la hidrolisis (Ameri et al., 2015; Hajian et al., 2016;
Prajapati et al., 2013). La acarbosa, también un oligosacarido pero de origen bacteriano, capaz
de inhibir la a—glucosidasa, por lo que es usada como medicamento para tratar la diabetes
mellitus tipo 2 (Sales et al., 2012).

Posteriormente para obtener mayor informacidn sobre la inhibicion se determindé la velocidad
inicial [V] de las reacciones de hidrolisis catalizada por la a-amilasa pancreatica en diversas
concentraciones de sustrato [S] en presencia y ausencia de los compuestos fendlicos de los
extractos de los frutos [I], como se indica en la figura 11 ay b. Las graficas de dobles reciprocos
(Figura 12a y 12b) muestran que las lineas rectas que se interceptan en el eje “Y™. La pendiente
aumenta al aumentar la concentracion de compuestos fendlicos. Estos resultados indican que la
union de los compuestos fendlicos no afecto a la velocidad de reaccion catalizada por la o-
amilasa, pero si se modifica la Km. Indicando que es un inhibidor competitivo. La inhibicién
competitiva podria ser debido a los taninos condensados, ya que se encuentran en mayor

concentracion en los frutos.

(a) 0.6 1 (b)

I/v (1/mg maltosa/min)
I/v (1/mg maltosa/min)
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Figura 12. Grafica de doble-reciproco de la velocidad inicial v de las reacciones de hidrolisis catalizadas por a-
amilasa a diferentes concentraciones de almiddn en ausencia y presencia de diferentes concentraciones del extracto
de C. loniceroides. (a) Las concentraciones del fruto maduro por 30 min de ebullicion fueron de (m) 0 mg/mL, (®)
3.7 mg/mL y (A) 8.3 mg/mL. (b) Las concentraciones del fruto verde por 30 min de ebullicién fueron de (m) 0
mg/mL, () 2.9 mg/mL y (A) 5.7 mg/mL
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La a-amilasa es una de las enzimas responsables de la hidrolisis del almiddn, produciendo
azucares simples como glucosa y maltosa. La inhibicion de esta enzima por los EA de los frutos
de C. loniceoides, podria retardar la digestion de carbohidratos y reducir la velocidad de
absorcion de glucosa, y consecuentemente podria disminuir los niveles de glucosa postprandial
en sangre. Los pardmetros cinéticos de la enzima determinados por diagramas de Lineweaver-

Burk, se resumen en la Tabla 9.

Tabla 9. Parametros cinéticos de la inhibicion de a-amilasa con extractos de frutos de C. loniceroides.

Km Vmax Ki' . —
Extracto pg/mL (mg/mL)  (mg/min)  (ug/mL) Tipo de Inhibicion
Sin extracto 0 4.8 21.2 -
Fruto Maduro 30 min 3.7 11.7 21.2 2.4 Competitiva
8.3 20.6 20.8
Fruto verde 30 min 1.25 11.8 21.5 0.71 Competitiva
2.5 20.6 21.3

7.9.2. Actividad inhibitoria de a-glucosidasa

El efecto de los EA de C. loniceroides sobre la inhibicion de la a-glucosidasa se muestra en la

Tabla 10. Los resultados son expresados en valores de 1Cso.

Tabla 10. Evaluacion de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa de extractos de muérdago.

Ebullicion Maceracion
30 min 60 min 90 min 12 h 24 h 48 h
Hoja 37.92 1483 7525 1367 11749 1119 17892 11302 9578 1224'  158.95 1625’
Tallo 1471 +043° 8251 4188 11450 471" 56.90 +066 5369 +21° 100.02 4056
Fruto verde  159.96 49119’ 11640 +523° 17007 4095 19578 +593°  469.65 1435 54365 4403

Fruto maduro 168.95 +1124° 307.60 +1739 386.15 43486 462.95 4435  680.87 45574° 103075 43036
Acarbosa 31

* Los resultados de ICso estan expresados en concentracion g de extracto / mL
! Las letras indican diferencias significativas entre columnas dentro de una misma fila (Tuckey; p < 0.05).

Los inhibidores mas activos de a-glucosidasa fueron los extractos de tallo (ICso 14.71 + 0.43
pg/mL) y hoja (ICso 37.92 £ 4.83 pg/mL) obtenidos con 30 min de ebullicidn, esta actividad fue
superior a los extractos de los frutos verdes (ICsp 159.96 + 21.19 pg/mL) y maduros (ICso 168.95
+11.24 pg/mL) a esas mismas condiciones. Los extractos crudos de fruto verde a los diferentes

tiempos lograron inhibir aproximadamente 2 veces mas que los frutos maduros, ademas la
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actividad inhibitoria de o-glucosidasa se mantiene constante con los extractos que fueron
obtenidos por ebullicion hasta los 60 min. En los extractos obtenidos por maceracion se observd
la misma tendencia, los extractos de fruto verde tuvieron mayor actividad, es decir lograron

mayor inhibicion de la a-glucosidasa que los extractos de las demés partes de la planta. En

contraste la acarbosa mostro un valor 1Cso de 31pg/mL.
Los polifenoles presentes en los extractos de hoja y tallo tuvieron correlacion lineal (p<0.05)

con coeficientes de correlacion de 0.83 (Figura 13a) y 0.84 (Figura 13a), respectivamente. El
coeficiente de determinacion indica que alrededor del 69% de la inhibicion de a-glucosidasa en

EA de hoja y el 70% de la actividad inhibitoria de la a-glucosidasa en EA de tallo es debida al

contenido de los polifenoles en los extractos.
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Figura 13. Gréfica de correlacion lineal (p<0.05) de concentracién de polifenoles totales de C. loniceroides y %

de Inhibicion de a-glucosidasa. (a) Concentracién de polifenoles totales del EA de hoja. (b) Concentracion de

polifenoles totales del EA de tallo.

Las enzimas glucosidasas localizadas en los vellos de la superficie de la membrana intestinal
son enzimas clave en la digestion de carbohidratos. La administracion oral de inhibidores de
glucosidasas retarda la digestion y absorcién de carbohidratos y modulan asi, la elevacion de la
glucosa postprandial en sangre. Por ello en este trabajo se evaluo la actividad inhibitoria de la

enzima a-glucosidasa de los extractos de C. loniceroides, los cuales presentaron inhibicion de
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forma dependiente de la concentracion. Se analiz6 el comportamiento cinético durante la

hidrolisis del pNPG por el método de doble reciproco de Lineweaver-Burk (Figura 14).
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Figura 14. Grafica de doble-reciproco de la velocidad inicial v de las reacciones de hidrolisis catalizadas por a-
glucosidasa a diferentes concentraciones de sustrato, en ausencia y presencia de diferentes concentraciones del
extracto de C. loniceroides. (a) Las concentraciones del fruto maduro por 30 min de ebulliciéon fueron de (m) O
mg/mL, (@) 0.75 mg/mL y (A) 1.5 mg/mL. (b) Las concentraciones del fruto verde por 30 min de ebullicion fueron
de (m) 0 mg/mL, () 0.37 mg/mL y (A) 0.63mg/mL. (¢) Las concentraciones de hoja por 30 min de ebullicion
fueron de (m) 0 mg/mL, (®) 0.075 mg/mL y (A) 0.15 mg/mL. (d) Las concentraciones de tallo por 30 min de
ebullicion fueron de (m) 0 mg/mL, (@) 0.075 mg/mL y (A) 0.15 mg/mL.

Se encontré que, al aumentar la concentracion del extracto de fruto maduro obtenido por

ebullicién durante 90 min, no modificé la Km de la a-glucosidasa, por otro lado, el valor de
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Vméx decrecio, esto se observa en la familia de lineas con diferentes pendientes con un
intercepto comun en el eje X (Figura 14a). Esta gréafica indica que el extracto es un inhibidor
no-competitivo. Los pardmetros cinéticos de la enzima determinados por diagramas de

Lineweaver-Burk, se resumen en la tabla 10.

En el caso de los extractos de tallo por 30 min, fruto verde y hoja por 90 min se encontrd que,
al aumentar la concentracion de los extractos, no se modifico la Vmax de la a-glucosidasa, por
otro lado el valor de Km fue en aumento, esto se observa en la familia de lineas con diferentes
pendientes con un intercepto comun en el eje Y (Figura 14 b, 14 ¢ y 14 d). Lo que indica que
estos extractos son inhibidores competitivos. Los pardmetros cinéticos de la enzima

determinados por diagramas de Lineweaver-Burk, se resumen en la Tabla 11.

Tabla 11. Pardmetros cinéticos de la inhibicidn de a-glucosidasa con extractos de frutos de C.
loniceroides.

png/mL Km Vmax Ki' . I
Extracto (M) (uM/min)  (ug/mL) Tipo de Inhibicion
Sin extracto 0 326.45 2 -
Fruto Maduro 30 0.75
min 323.3 1.3 0.05 No competitiva
15 3235 0.5
Fruto verde 30 min 0.37 641.9 2.1 0.21 Competitiva
0.63 2429.7 1.9
Hojas 30 min ~ 0.075 957.2 2.3 0.12 Competitiva
0.15 997 1.9
Tallo30 min  0.075 636.9 2.05 0.01 Competitiva

0.15 1781.9 2.0

En los ultimos afios, los taninos se han reportado como inhibidores no especificos de varias
enzimas hidroliticas tales como lipasas, a-glucosidasas, a-amilasas y invertasa (Barrett et al.,
2013; Gongalves et al., 2011; Grussu et al., 2011; Ikarashi et al., 2011; Zajacz et al., 2008).
También, los taninos poseen actividad antioxidante (Riedl et al., 2002). En este sentido, la
actividad antioxidante y la actividad inhibitoria de a-amilasa y a-glucosidasa de C. loniceroides,
parece ser debido, al menos en parte, a los polifenoles. La actividad inhibitoria de los taninos se
atribuye generalmente a su capacidad de unirse muy fuertemente a los carbohidratos y las
proteinas. Se ha sugerido que la interaccion entre taninos, tales como el acido quimico y la a-

amilasa humana depende de los grupos hidroxilo libres en los taninos que son capaces de
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participar en puentes de hidrogeno (Kandra et al., 2004). Esto parece una suposicion razonable,
pero se debe notar que no todos los taninos son capaces de inhibir a-amilasa (Sales et al., 2012).
En consecuencia, a pesar de la presencia grupos hidroxilo libres que pueden favorecer, en
principio, la interaccion de los taninos con proteinas, la simple presencia de esos grupos no es
suficiente para asegurar que cualquier actividad inhibidora. Una conformacion apropiada de la
molécula de inhibidor combinado con grupos hidroxilo posicionados adecuadamente es quizas
importante para la optimizacion de la inhibicion.

Los resultados obtenidos en este trabajo dan pauta a seguir con la identificacion de los
compuestos responsables de la inhibicién, ya que la acarbosa es un inhibidor competitivo de a-
glucosidasa y puede utilizarse como monoterapia 0 en terapia combinada. Tiene un efecto
probado a nivel clinico, se ha encontrado que disminuye los picos de hiperglucemia pospandrial,
y ha sido efectivo en el tratamiento de los estados prediabéticos para retrasar el inicio de la DM

2 y reducir la frecuencia de eventos cardiovasculares (Chiasson et al., 2003).

7.10. Actividad antihiperglucemiante

Después del ayuno de 12 horas los niveles de glucosa de los animales en estudio no mostraron
diferencia significativa entre los distintos grupos, considerandose es punto el tiempo 0 del

estudio antihiperglucemiente (Figura 15).
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Figura 15. Evaluacion de la actividad de la a-amilasa durante la administracién de C. loniceroides y acarbosa

durante una evaluacion oral de tolerancia a la glucosa.
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Los animales testigo mostraron picos hiperglucémicos a los 60 y 90 minutos; después de este
tiempo la glucemia disminuyd gradualmente. Los animales que recibieron acarbosa presentaron
valores de glucemia menores que los medidos en animales testigo desde los 30 minutos hasta el
final del ensayo (120 minutos). Mientras que el grupo que recibio el extracto de fruto verde de
C. loniceroides; en el estudio de la actividad de a-amilasa mostraron valores de glucemia mas

bajos que los del grupo de Acarbosa; desde los 30 hasta los 120 minutos (Figura 15).

Por el contrario, en el estudio antihiperglucemiente de la a-glucosaidasa el grupo de animales
que recibieron el extracto de tallo de C. loniceroides fueron los que mostraron niveles mas bajos
de glucemia comparados con el grupo testigo desde los 30 hasta los 120 minutos (Figura 16).
Al final del ensayo todos los grupos tratados con los diferentes extractos de C. loniceroides
mostraron valores de hipoglucemia méas bajos que el grupo control, sin embargo, solo los
extractos de tallo y fruto verde presentaron respuesta similar a los grupos tratados con Acarbosa
(Control +).
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Figura 16. Evaluacion de la actividad de la a-glucosidasa durante la administracién de C. loniceroides y acarbosa

durante una evaluacion oral de tolerancia a la glucosa.

Los datos dieron evidencia del efecto del extracto de tallo y fruto verde en la reduccion de la
glucosa postprandial en ratones sanos, después de la administracion de sacarosa y almidon,

respectivamente. Estos resultados indican que el extracto de tallo logra mayor inhibicion de la
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hidrolisis del almidon y el extracto de fruto verde tiene una mayor inhibicion sobre la digestion
de disacaridos como la sacarosa.

Por lo que estos extractos tienen la capacidad de regular el paso de la glucosa al torrente
sanguineo; mediante la inhibicion de la hidrolisis de los carbohidratos. Y de esta manera podrian
evitar la hiperglucemia cronica, es decir tienen un efecto antihiperglucemiante. El mismo efecto
se ha encontrado en otras fuentes como el amaranto, donde se ha utilizado la fraccion acuosa
(AG) o una fraccion oleosa (AO). Se ha visto que AG y AO tienen la capacidad para
contrarrestar la hiperglucemia y ademas es un desencadenante esencial para que el higado
vuelva a su homeostasis normal durante la diabetes experimental (Kim et al., 2006). Otra fuente
también estudiada, dentro de los muérdagos es Viscum (V.) Album, algunos estudios sugieren
que parte de la accidn antihiperglucemiante del extracto de V. album puede estar disminuyendo
la absorcion de glucosa in vivo. Estudios adicionales con las plantas méas efectivas demostraron
que las actividades antihiperglucémicas se explicaron en parte por la capacidad de los
componentes vegetales hidrosolubles, ya que aumentan el transporte de glucosa y el
metabolismo en el musculo y/o simular la secrecion de insulina. La disminucién de la
conveccién y difusion de la glucosa gastrointestinal ahora se cree que es la razon por la cual los
componentes viscosos de la planta tienen propiedades antihiperglucémicas (Kim et al., 2014).
Investigaciones publicadas sugieren que existe una relacion directa entre la capacidad de una
planta para inhibir la absorcion de glucosa y la viscosidad de los polisacéridos solubles de las
plantas constituyentes. El extracto de C. loniceroides presento una consistencia viscosa; sin
embargo, no se determiné en el presente estudio. Los resultados de inhibicién de los frutos de
C. loniceroides podrian deberse en parte al mucilago presente, se sabe que los mucilagos tienen
un efecto benéfico para reducir los niveles de glucosa en sangre. Los mucilagos, debido a su
naturaleza polisacarida, producen un namero indefinido de oligosacaridos en la hidrolisis
(Juérez et al., 2015). La acarbosa, también un oligosacéarido, pero de origen bacteriano, capaz
de inhibir la a—glucosidasa, por lo que es usada como medicamento para tratar la diabetes
mellitus tipo 2. Por lo tanto, la inhibicidn de las enzimas intestinales como a—glucosidasa y o—
amilasa podrian estar involucradas en el efecto antihiperglucemiante de los extractos de tallo y
fruto verde (Chiasson et al., 2003).
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7.11. Transaminasas hepaticas AST y ALT

Las Figuras 17a y 17b muestran el efecto de extractos de C. loiceroides sobre marcadores
hepaticos (ALT y AST) en ratones con diabetes inducida. Se encontrd que en el grupo STZ las
concentraciones de AST y ALT aumentan de manera significativa respecto al grupo NG. Los
resultados obtenidos presentan una tendencia similar a lo reportado en la literatura; ya que hay
un aumento en los indices de pardmetros de disfuncion hepatica de ratas diabéticas no tratadas,
como AST, ALT y ALP de 32.63%, 41.36% Yy 27.01%, respectivamente, es porcentaje respecto
al grupo control (Ben Salem et al., 2017). Sin embargo, en este caso las enzimas marcadoras de

la funcion hepatica, AST y ALT, se mejoraron con la suplementacion con C. loniceroides.
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Figura 17. Evaluacion de la actividad de la a-glucosidasa durante la administracién de C. loniceroides y acarbosa

durante una evaluacion oral de tolerancia a la glucosa.

Después del tratamiento subcronico con EA de tallo y fruto verde; se encontrdé que no hubo
diferencias significativas (p <0.05) entre los niveles de ALT de los ratones normoglicemicos y
los grupos con tratamiento de C. loniceroides. Sin embargo, la administracién de acarbosa
indujo un aumento en la ALT sérica. Por otro lado, los niveles de AST en ratones diabéticos
inducidos con STZ también aumentaron como consecuencia de la diabetes. Por otro lado, la
administracion de acarbosa, utilizada como control positivo, aumentd el nivel de AST en suero,

que fue similar al de los ratones diabéticos. En contraste, la administracion de EA de tallos y
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frutos inmaduros durante 35 dias restaurd el nivel de AST a un nivel similar al de los ratones
normoglucémicos (p <0.05).

El aumento de las actividades de plasma AST y ALT indican que la DM puede inducir
disfuncion hepatica. Estas enzimas estan directamente asociadas con la conversion de
aminoacidos a cetoacidos, y se incrementan en la condicion diabética. También se ha reportado
un aumento en las actividades de AST y ALT en el higado de animales diabéticos (El-
Demerdash et al., 2005). Los tratamientos con C. loniceroides normalizaron estas actividades
enzimaticas. Del mismo modo, el aumento las actividades de AST y ALT en el higado diabético
también han sido reportadas por otras fuentes naturales (Kaleem et al., 2008). EI aumento del
catabolismo de proteinas que acompafian la gluconeogénesis y la formacién de urea que se ven
en el estado diabético podria ser responsable de la elevacidn de estas transaminasas tisulares. El
aumento en la actividad de la ALT se debe al dafio hepatocelular y es usualmente acompafiado
por un aumento en AST (Rao et al., 1989). Esto podria ser la razon de las elevadas actividades
de estas enzimas, que fueron devueltas a valor casi normal por los tratamientos de C.
loniceroides de tallo y fruto verde. Este resultado podria mostrar los efectos de normalizacion

de C. loniceroides sobre el dafio hepatocelular.

7.12. Efecto de los extractos de C. loniceroides sobre la secrecion de citocinas

Los marcadores proinflamatorios séricos; IL-6 y TNF-o en ratones diabéticos se incrementaron
a los de ratones normoglicemicos (p <0,05) y los niveles de marcador antiinflamatorio IL-10 en
ratones diabéticos se redujeron (Fig. 18a, 18b y 18c). Se encontrd que al aplicar el tratamiento
con los extractos de tallo y fruto verde de C. loniceroides y acarbosa no alterd significativamente
la concentracion de citocina I1L-10 (Fig. 18b) en comparacion con el grupo control (p <0.05).
Por otro lado, la concentracion de TNF-a. disminuy6 notablemente tanto con los extractos de C.
loniceroides como con los tratamientos de acarbosa (Fig. 18C) en comparacion con el grupo
diabético (p <0.05) y mejord los niveles de TNF- a; incluso a niveles cercanos a los del grupo

de normoglicemico (control).
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Figura 18. Evaluacion de la actividad de la a-glucosidasa durante la administracién de C. loniceroides y acarbosa

durante una evaluacion oral de tolerancia a la glucosa.

En DM se ha encontrado que hay una sobre produccion de citocinas pro-inflamatorias (MCP-1,
TNF-a, IL-6, 1L-18, leptina, resistina, etc.) (Khanra et al., 2015) y la disminucion de citocinas
anti-inflamatorias (IL-10, adiponectina, adipocinas, etc.) (M. Hossain et al., 2010). Los
resultados obtenidos coinciden con lo anterior, en el caso del grupo de ratones diabéticos hay
una baja en la concentracion de 1L-10, lo que favorece la produccién de IL-6 y TNF-a, lo cual
esta relacionado con la actividad antioxidante, ya que hay una disminucién de la actividad de
GR y GPx; generando aumento de MDA y disminucién de la proporcion GSH/GSSG, indicando
un aumento del estrés oxidativo a nivel celular.

Se sabe que TNF-a es un mediador inflamatorio importante, que es inducido por ROS. De
manera similar, Ritu Khanra, et al. mostraron que las ratas T2D tenian un aumento en las
concentraciones de citoquinas proinflamatorias. Se sabe también que TNF-a juega un papel
importante en el proceso inflamatorio; estimula a los macréfagos en la sintesis de otras
citoquinas proinflamatorias: IL-1, IL-6 e IL-12 (Khanra et al., 2015). Estas interleucinas,
especialmente IL-1 e IL-6, contribuyen enormemente a la intensificacion de la inflamacién
(Badescu et al., 2015). En este estudio, la concentracion de IL-6 y TNF-a en el grupo de ratones
diabéticos inducidos por STZ también puede estar relacionada con el estrés oxidativo celular ya
que hay una disminucion en la actividad de GR y GPx, lo que promueve un aumento en MDA

y una disminucion en la relacion GSH / GSSG.
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7.13. Marcadores del estrés oxidativo
7.13.1. Efecto de C. loniceroides y acarbosa sobre la concentracion de GSH, GSSG,

GPxy GRd.

En la tabla 12, se muestran las concentraciones de GSH, GSSG, GSH/GSSG y GSH+GSSG en
higado de los diferentes grupos de estudio.

Fue evidente que el tejido hepatico de los grupos con diabetes experimental y los tratados con
acarbosa mostraron decremento de la concentracion de GSH y aumento de GSSG. Ambos
cambios con diferencias significativas (p<0.05). El grupo de ratones diabéticos inducidos por
STZ ademas mostrd un aumento en los niveles de MDA, AST y GSSG. Los pacientes con DT2
suelen tener un aumento en el estrés oxidativo ya que hay un aumento en las especies ROS;
debido a que sus sistemas antioxidantes disminuyen. Por otro lado, la concentracion de GSH y
la relacion GSH/GSSG en el higado de ratones diabéticos inducidos por STZ disminuyeron. La

relacién de GSH y GSSG es un indicador sensible del estrés oxidativo.

El estado diabético dio como resultado un agotamiento significativo del nivel de GSH vy la
relacibn GSH/GSSG, lo que indica que hay mayor utilizacion contra los ROS generados en
ratones diabéticos (Oyenihi et al., 2015). La relacion GSH/GSSG esta inversamente relacionada
con el estrés oxidativo y se usa a menudo como un indice sensible del estrés oxidativo in vivo,
tal como la ha reportado Diaz- Flores et al. (2012) usando el extracto acuoso de frutos de
Cucurbita ficifolia, donde la concentracion de GSSG aumenta sin cambios en GSH, pero con
una relacion GSH/GSSG mas baja en el corazon ratones con diabetes inducida por STZ (Diaz-
Flores et al., 2012).

En el grupo tratado con fruto verde de C. loniceroides se aumentd GSH en un 60% y se redujo
GSSG en un 29%; esto a su vez aumentd en un 75% la relacion GSH/GSSG con respecto al
grupo diabetes experimental y el tratado con acarbosa. Se sabe que una alta relacion GSH/GSSG

es esencial para la proteccion contra el estrés oxidativo.
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Tabla 12. Niveles de GSH después de la administracion diaria de C. loniceroides y acarbosa en ratones

con diabetes inducida.

Grupos Higado
GSH (uM) Control 213.93 +13.81°
STZ 148.93 £9.98°¢
Acarbosa 148.21 +3.51°
Tallo 152.2 +5.23°¢
Fruto verde 244.89 +14.940¢
GSSG (uM) Control 74.05 +10.18°
STZ 123.59 +5.39°
Acarbosa 53.43 +3.272
Tallo 78.63 +18.07°
Fruto verde 79.58 +9.97°
GSH/GSSG Control 2.94 +0.57°
STZ 1.17 #0.10°
Acarbosa 2.48 +0.102
Tallo 2.25 +0.532
Fruto verde 3.08 *+0.66%
GSH+GSSG Control 287.97 +14.14°
STZ 272.52 +10.38°
Acarbosa 201.64 +6.762
Tallo 230.83 +19.01°
Fruto verde 324.47 +5.07¢

2 p<0.05 comparado con STZ.
b p<0.05 comparado con STZ o acarbosa.
¢ p<0.05 comparado con Control.

En la figura 19, se muestran los cambios de las actividades de GPx y GR en higado. Las
actividades de GPx y GR en higado de los grupos diabetes experimental y acarbosa mostraron
incrementos aproximadamente de 1.5 veces mas con respecto al control.

El tratamiento con C. loniceroides decrece las actividades, tanto de GPx, como de GR. El
decremento correspondio aproximadamente a 1.44 y 1.7 veces menos respectivamente, cuando
se compard con el grupo control con diabetes experimental. Estos resultados indican que C.

loniceroides restaura las actividades de GPx y GR en ratones diabéticos.
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Figura 19. Actividades de GPx y GR en higado de ratones con diabetes experimental tratados con C. loniceroides

y acarbosa. Las barras representan la media £ D.E: p< 0.05 con respecto al control.

Bajo condiciones diabéticas, también se ha detectado una disminucion en la actividad de GPx y
GR (Mohamadin et al., 2011).

Dado que, el contenido de GSH intracelular y la relacion GSH/GSSG se regulan a diferentes
niveles para mantener la homeostasis celular. En este ciclo, la accion coordinada de GPx y GR
conduce a la reduccion de hidroperdxidos a expensas de la oxidacion de GSH y, posteriormente,
el GSSG es reciclado por GR. En condiciones de hiperglucemia, la sintesis de GSH vy el
metabolismo se encuentran alterados, lo que contribuye a la susceptibilidad del dafio oxidativo.
Se ha observado una disminucion en el nivel de GSH y GPx, lo que podria conducir a una baja
relacibn GSH/GSSG en ratas diabéticas (Oyenihi et al., 2015). La disminucién en el nivel de

GSH también representa una mayor utilizacion debido al estrés oxidativo (Kim et al., 2006).

7.13.2. Peroxidacion lipidica

Después de aplicar el tratamiento subcrénico diario durante cinco semanas, de EA de tallo y
fruto verde de C. loniceroides, se observo lipoperoxidacion en el higado a través de la
produccién de MDA (Fig. 20), el cual es un marcador de dafio oxidativo. Los resultados
muestran que la concentracion de MDA aumentd 1,65 veces en el grupo de STZ en comparacion
con el control. En los grupos tratados con C. loniceroides y acarbosa, las concentraciones de
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MDA disminuyen; en el grupo de tallo 1.5 veces y 1.76 veces para el fruto verde, mientras que

en el grupo de la acarbosa no hubo diferencia en comparacion con el grupo STZ.
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Figura 20. Determinacion de la concentracién de MDA, después de una dosificacion diaria durante cinco semanas

de EA de C. loniceroides, evaluada en el higado de ratones diabéticos inducidos con STZ.

Los valores obtenidos en los grupos de C. loniceroides fueron similares a los de los animales no
diabéticos. Estos hallazgos sugieren que los extractos tienen efecto protector contra la
lipoperoxidacion producida por diabetes.

En cuanto a la diabetes, se sabe que hay una mayor incidencia de MDA debido a la
lipoperoxidacion (Fatani et al., 2015; Kumar et al., 2014), que provoca un aumento de los
radicales libres, asi como mayores concentraciones de MDA en higado. Esta condicion clinica
también se observo en ratas diabéticas inducidas por STZ (Diaz et al., 2012; Fortis et al., 2013).
Los niveles elevados de oxidantes toxicos en animales diabéticos se deben a procesos como la
oxidacion de la glucosa y la peroxidacion de lipidos (Kim et al., 2006). En este estudio, los EA
de C. loniceroides lograron restablecer el estado redox normal en el higado porque cuando se
administraron los EA de muérdago, los niveles de MDA fueron similares a los del grupo control

de ratones normoglucémicos.
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8. Conclusiones

La ebullicion de hoja, tallo y fruto verde y maduro de C. loniceroides fue un método mas
eficiente para la extraccion de polifenoles en comparacion al método de maceracion. Los
extractos de hoja y tallo mostraron mayor concentracion de polifenoles totales, y flavonoides,
asi como mayor actividad antioxidante, evaluada por diferentes métodos, en comparacion a los
extractos crudos de fruto verde y maduro. Solo en el caso de los extractos de fruto verde y
maduro la cantidad de taninos fue mayor que en hoja y tallo. Todos los extractos de hoja y tallo,
por ebulliciéon y maceracion, también mostraron una actividad inhibitoria de la a-glucosidasa
superior a la que mostraron los extractos de fruto verde y maduro. Sin embargo, solo los
extractos crudos de fruto verde y maduro tuvieron actividad inhibitoria de a-amilasa. En vista
de que, hasta la fecha, no ha habido reporte sobre estudios de inhibicién de enzimas digestivas
y su relacion con la actividad antioxidante de C. loniceroides; estos resultados podrian ser una
importante contribucion al estudio de la actividad bioldgica de esta planta y su posible papel

antihiperglucémico en sujetos con hiperglucemia.

El andlisis realizado en el presente estudio puede ser una evidencia de que el extracto acuoso de
fruto verde de C. loniceroides puede tener una actividad antidiabética significativa y también
pueden aliviar algunas complicaciones diabéticas debido al estrés oxidativo. Este muérdago
puede inhibir no solo las enzimas que hidrolizan carbohidratos, sino que tambien puede
disminuir el estrés oxidativo. También puede disminuir los marcadores séricos proinflamatorios
como IL-6 y TNF-y, por ultimo, puede restablecer el nivel de transaminasas hepéticas. Sin
embargo, aln no se han realizado mas investigaciones para confirmar y evaluar estos efectos

tanto a nivel in vitro como clinico.
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9. Recomendaciones

Para un mejor conocimiento de la actividad antidiabética del extracto acuoso del fruto verde de

muérdago Cladocolea loniceroides, se sugieren los siguientes estudios.

e Purificar y caracterizar el compuesto o compuestos que confiere la actividad inhibitoria
de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa.

e Evaluar el efecto del o de los compuestos identificados; a diferentes concentraciones,
sobre la actividad antihiperglucemiante e hipoglucemiente.

e Realizar la evaluacion del efecto citotoxico en células pancreaticas y hepaticas.
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10. Apéndices

Apéndice A

Curva estandar en equivalentes de acido galico para la cuantificacion de polifenoles

totales.

En la tabla A se muestran las concentraciones de acido galico utilizadas para la elaboracion de

la curva estandar para la determinacién de polifenoles totales en los extractos de muérdago. Asi

mismo, en la gréafica A, se muestra la curva de &cido galico (mg/L) versus absorbencia a 725nm,

de la cual se obtuvo la ecuacidon de la recta para la determinacion de polifenoles en equivalentes

de &cido galico.

Tabla A. Curva estandar de &cido gélico para cuantificacion de polifenoles totales

Acido galico (mg/mL) Absorbencia (725 nm)
25 0.171 +0.0372
50 0.263 +0.0119
100 0.491 +0.0168
150 0.777 £0.0111
200 1.046 +0.0246

1.060 ~

o
o]
o)
o

Absorbencia (725 nm)

-0.140

0.660 -

0.460 -

0.260 -

0.060 -

y =0.0051x + 0.0181
R?=0.9959

50 100 150 200 250
Acido galico (mg/mL)

Gréfica A. Curva estandar de Acido galico para la cuantificacion de polifenoles
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Apéndice B

Curva estandar en equivalentes de acido galico para la cuantificacion de taninos
condensados.
En la tabla B se muestran las concentraciones de catequina utilizadas para la elaboracion de la
curva estandar para la determinacion de taninos condensados en los extractos de fruto de
muérdago. Asimismo, en la figura B, se muestra la curva de catequina (mg/L) versus
absorbencia a 500 nm, de la cual se obtuvo la ecuacion de la recta para la determinacion de

taninos condensados.

Tabla B. Concentracion de catequina y absorbencia a 500 nm.

Catequina Absorbencia
(ppm) (500 nm)
100 0.08 £0.0040
200 0.145 +0.0007
400 0.395 +0.0000
600 0.654 +0.0078
800 0.986 +0.0049
1000 1.0276 +0.0346
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Gréafica B. Curva estandar de catequina para la determinacion de taninos condensados.
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Apéndice C

Curva estandar en equivalentes de acido galico para la cuantificacién de cuantificacion

de flavonoides

La curva estandar se muestra en la tabla C y la grafica y ecuacion de la recta obtenida, en la

Gréfica C.
Tabla C. Curva estandar de rutina para cuantificacion de flavonoides
Rutina Absorbencia
(mg/mL) (510 nm)
0 0
0.1 0.234 £0.0067
0.2 0.379 £0.0147
0.3 0.604 £0.0025
0.4 0.776 £0.0064
0.5 0.946 £0.0053

y = 1.8813x + 0.0197
R2 = 0.9968

0 0.1

0.2 0.3 04
Rutina (mg/mL)

0.5

0.6

Gréfica C. Curva estandar de rutina para la evaluacion de flavonoides
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Apéndice D
Poder antioxidante reductor de hierro (FRAP)

Relacion entre el poder antioxidante y la cantidad de polifenoles de los extractos de muérdago

]
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(1) 1 (2)
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2
FRAP (umol Fe2+/g)
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Gréafica D. Valores de FRAP y contenido total de polifenoles en extractos de muérdago. Los
resultados muestran una fuerte correlacion entre los dos parametros (1) Fruto verde (r=0.990,
p<0.0001), (2) Fruto maduro (r=0.998, p<0.0001), (3) Hoja (r=0.997, p<0.0001) y (4) Tallo
(r=0.994, p<0.0001).
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Apéndice E

Curva estandar en equivalentes de Trolox para la evaluacion de la inhibicion del radical
ABTS

En la Tabla E se muestra las concentraciones utilizadas para la elaboracion de la curva estandar,
que sirvio de referencia para obtener el % de Reduccion del radical ABTS por las muestras
analizadas en el presente estudio.

En la grafica E se muestra la curva de Trolox (mg/L) versus % Reduccién del radical ABTS
(absorbencia a 725 nm) y su respectiva ecuacion, para la determinacion de polifenoles en
equivalentes de Trolox.

Tabla E. Curva estandar de Trolox para cuantificacion de polifenoles totales

- -
Trolox (mg/L) ¥ Reduccién del

radical ABTS
20 11.42
50 20.78
100 39.22
150 50.13
200 69.91
250 81.27
300 94.01
120.00 -
[%2]
|_
2 100.00 -
K
= 80.00 -
o
T 60.00 -
S 4000 - y = 0.3085x + 4.577
S R? = 0.9926
& 2000 |
S
0.00 @ . . . . : : .
0 50 100 150 200 250 300 350

Trolox (mg/L)

Gréfica E. Curva estandar de Trolox para evaluacion de reduccién de radical ABTS.
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Apéndice F

Curva estandar en equivalentes de Acido galico para la evaluacion de la inhibicion del
radical DPPHe

En la Tabla F se muestra las concentraciones utilizadas para la elaboracion de la curva estandar,
que sirvi6 de referencia para la evaluacion de la reduccion del radical DPPHe de las muestras
analizadas en el presente estudio.
En la grafica F se muestra la curva en equivalentes de &cido galico (mg/L) versus % de
inhibicion del radical DPPHe a 517 nm y su respectiva ecuacion obtenida de su correspondiente
linealizacion, para la evaluacion de la capacidad antioxidante en mg equivalentes de &cido
galico.

Tabla F. Curva estandar de acido galico para la evaluacion de equivalentes de reduccion de

DPPH-

Ac. Galico mg/L % Reduccion

10 30.76
20 40.37
40 61.15
60 73.23
80 90.41
100 98.57

100 ~
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 + ®
20 -
10 -

y = 0.7665x + 26.148
R2=0.9843

% Reduccidn radical DPPH

0 20 40 60 80 100
Ac. Galico (mg/L)

Gréfica F. Curva estandar de acido galico para la evaluacion de reduccion de radical DPPHe
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Apeéndice G

Curva estandar de &cido ascorbico para la evaluacion del poder reductor

Tabla G. Curva estandar de acido ascorbico sobre el poder reductor

Acido ascorbico Absorbencia
(mg/mL) (700 nm)
0.01 0.119
0.02 0.201
0.04 0.364
0.06 0.474
0.08 0.620
0.1 0.807
0.900 -
0.800 y = 7.3915x + 0.0489 °
R2 = 0.9954
0.700 -
£
S 0600
,9
‘@ 0.500 -
& 0.400 -
2
g 0.300 -
<
0.200 -
0.100 -
0.000 . . . ; ; .
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

Acido ascorbico (mg/mL)

Gréfica G. Curva estandar de acido ascorbico para la comparacion del poder reductor con los

extractos de muerdago.
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Apeéndice H

Curva estandar para la determinacion de la actividad quelante de Fe?*

Tabla H. Curva estandar para la determinacion de actividad quelante de Fe?*

(EQI;D/-IW-\AL) % Quelacion
2 27 +0.37
4 28.79 £2.45
6 39.71 £2.12
8 50.73 0.35
10 56.26 +1.80
15 86.59 +£1.76
20 100 +0.00

120.00 -

100.00 -

80.00 -

60.00 -

40.00 -

% Quelacion de Fe?*

y =4.3981x + 14.743

20.00 - R?=0.9842

0.00

0 5 10 15 20 25
EDTA (ug/mL)

Gréfica H. Curva estandar de EDTA para la comparacion de la actividad quelante de Fe?* de
los extractos de muérdago.
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Apéndice |

Productividad

LOS RESULTADOS DE LA PRESENTE TESIS SE HAN PRESENTADO EN LOS
SIGUIENTES FOROS ESPECIALIZADOS:

Primer lugar en presentacion oral, en el 22 CONGRESO DE BIOTECNOLOGIA DIVERSA.
Del 18 al 20 de octubre de 2017, en la Ciudad de Puebla, Puebla. Universidad Politécnica
Metropolitana de Puebla (UPMP) y la Universidad Politécnica de Puebla (UPPue).

Presentacion Oral: En la X1 Semana de la Biotecnologia. Del 04 al 08 de Septiembre de 2017.
Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Iztapalapa.

Presentacion Cartel: En la 13? Reunion Internacional de Investigacion en Productos Naturales.
Del 17 al 20 de Mayo de 2017, en Morelia, Michoacén, México.

Presentacion Oral: En el V Congreso Internacional de Avances de las Mujeres en las ciencias.
Del 28 al 30 de Septiembre de 2016. Universidad Autonoma Metropolitana Unidad
Azcapotzalco.

Presentacion poster: En el International Congress Bio.lberoamerica 2016: Biotecnologia
Integrando Continentes. Del 5-8 de Junio de 2016, en Salamanca, Espafia.

Presentacion poster: En el XXXVII Encuentro Nacional de la AMIDIQ. Del 3 al 6 de mayo de
2016, Puerto Vallarta, Jalisco, México.

Presentacion poster: En el XVI Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria, México.
Del 21-26 de junio de 2015. En Guadalajara Jalisco.
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