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RESUMEN

El uso de plantas medicinales se remonta a tiempos ancestrales, cuyo conocimiento
empirico se ha preservado y trasmitido intergeneracionalmente a lo largo de
milenios. La medicina tradicional indigena representa un recurso invaluable para
las comunidades. Particularmente, en la Sierra Tarahumara diversas plantas
medicinales han sido utilizadas con fines curativos, sin embargo, los estudios
cientificos sobre la composicion fitoquimica de las plantas usadas aun son
limitados. En este trabajo de investigacion se realizé un andlisis fitoquimico de
cuatro plantas que se utilizan en la medicina tradicional en la Sierra Tarahumara:
Ligusticum porteri, Pteridium aquilinum, Zornia venosa, Pseudognaphalium
obtusifolium. Se realizaron pruebas en donde se empleo el reactivo de Folin-
Ciocalteu para la cuantificacion de fenoles totales y se analizaron mediante el
meétodo en gradiente de cromatografia de alta resolucidon en conjunto con un
detector den arreglo de diodos (HPLC-DAD) con el proposito de cuantificar e
identificar los compuestos fendlicos en las especies estudiadas, por otro lado, para
la determinacion de flavonoides totales se utilizo la técnica de cloruro de aluminio.
Para la evaluacion de la actividad antioxidante se utilizé el ensayo para medir la
capacidad bloqueadora de los radicales libres 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) y el
ensayo para ABTS (acido 2,2’-azino-bis 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) con el fin
de evaluar la eficacia de distintos mecanismos de accion antioxidante. Para la
evaluacion de la actividad hipoglucemiante, se aplicaron métodos basados en la
inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa, técnicas utilizadas
comunmente para analizar la capacidad de inhibir su capacidad enzimatica. Los
resultados revelaron los siguientes valores en las técnicas realizadas con
Ligusticum porteri: fenoles totales 49.05 (mg EAG/g ES) y en su analisis
cromatografico (HPLC-DAD) se detecté 1 acido fendlico, 1 dihydroflavonoide, 3
flavonoles y 11 flavonas, flavonoides totales 0.95 (mg EQ/g ES), DPPH" 3.49 mg/mL
(ECs0), ABTS*+ 0.49 mg/mL (ECs0), y no se encontré actividad inhibitoria en las
enzimas a-amilasa y a-glucosidasa. Para la especie Pteridium aquilinum: fenoles
totales 111.43 (mg EAG/g ES), y en su analisis cromatografico (HPLC-DAD) se
detect6 1 acido fendlico, 10 flavonas, flavonoides totales 14.94 (mg EQ/g ES),
DPPH* 88.13 (%), ABTS*+ 97.64 (%), a-amilasa 40.53(% a 10 mg/mL), a-

glucosidasa 46.48 (% a 10 mg/mL). En la especie Zornia venosa se encontré en

v
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fenoles totales 25.76 (mg EAG/g ES) y en su andlisis cromatografico (HPLC-DAD)
se detectd 14 flavonas y 2 flavonoles, flavonoides totales 9.78 (mg EQ/g ES),
DPPH* 2.92 mg/mL (ECso0), ABTS*+ 0.56 mg/mL (ECso) y no se encontré actividad
inhibitoria en las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa. Para la especie
Pseugognaphalium obtusifolium se obtuvo un valor en fenoles totales 50.71 (mg
EAG/g ES) y en su andlisis cromatografico (HPLC-DAD) se detect6 12 flavonas y 4
flavonoles, flavonoides totales 20.81 (mg EQ/g ES), DPPH* 1.39 mg/mL (ECso),
ABTS*+ 0.42 mg/mL (ECso), y solo se encontrg actividad inhibitoria con la enzima
a-glucosidasa mostrando un valor de 4.97 mg/mL (ECso). Los hallazgos obtenidos
en el estudio constituyen la primera fuente de informacién cientifica sobre la
mayoria de las especies de plantas utilizadas. Ademas, los resultados no solo se
validan desde un enfoque experimental, sino que también fortalece y promueve el
reconocimiento de la medicina tradicional y la utilidad que le han conferido
principalmente las comunidades indigenas, dado a que es su Unico recurso para
solventar enfermedades, ya que la mayoria de estas comunidades tienen un acceso

limitado a los servicios médicos.
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ABSTRACT

The use of medicinal plants dates back to ancient times, and empirical
knowledge of these plants has been preserved and transmitted intergenerationally
for millennia. Traditional indigenous medicine represents an invaluable resource for
communities. In the Sierra Tarahumara, particularly, various medicinal plants have
been used for healing purposes; however, scientific studies on the phytochemical
composition of the plants used are still limited. In this research, a phytochemical
analysis was conducted on four plants used in traditional medicine in the Sierra
Tarahumara: Ligusticum porteri, Pteridium aquilinum, Zornia venosa, and
Pseudognaphalium obtusifolium. Tests were carried out using the Folin-Ciocalteu
reagent for the quantification of total phenols and were analyzed by the high-
performance gradient chromatography method in conjunction with a diode array
detector (HPLC-DAD) in order to quantify and identify the phenolic compounds in
the studied species, on the other hand, for the determination of total flavonoids the
aluminum chloride technique was used. For the evaluation of the antioxidant activity,
the assay to measure the blocking capacity of free radicals 2,2-diphenyl-1-
picrylnydrazyl (DPPH) and the assay for ABTS (2,2'-azino-bis 3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) were used in order to evaluate the efficacy of
different antioxidant action mechanisms. For the evaluation of hypoglycemic activity,
methods based on the inhibition of a-amylase and a-glucosidase enzymes were
applied, techniqgues commonly used to analyze the ability to inhibit their enzymatic
capacity. The results revealed the following values in the techniques performed with
Ligusticum porteri: Total phenols 49.05 (mg EAG/g ES) and in its chromatographic
analysis (HPLC-DAD) 1 phenolic acid, 1 dihydroflavonoid, 3 flavonols and 11
flavones were detected, total flavonoids 0.95 (mg EQ/g ES), DPPH* 3.49 mg/mL
(ECs0), ABTS*+ 0.49 mg/mL (ECs0), and no inhibitory activity was found in a-
amylase and a-glucosidase enzymes. For the species Pteridium aquilinum: total
phenols 111.43 (mg EAG/g ES), and in its chromatographic analysis (HPLC-DAD)
1 phenolic acid, 10 flavones, total flavonoids 14.94 (mg EQ/g ES) were detected,
DPPH* 88.13 (%), ABTS*+ 97.64 (%), a-amylase 40.53 (% at 10 mg/mL), a-
glucosidase 46.48 (% at 10 mg/mL). In the species Zornia venosa, total phenols
were found to be 25.76 (mg EAG/g ES) and in its chromatographic analysis (HPLC-
DAD), 14 flavones and 2 flavonols were detected, total flavonoids 9.78 (mg EQ/g
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ES), DPPH* 2.92 mg/mL (ECs0), ABTS*+ 0.56 mg/mL (ECs0) and no inhibitory
activity was found in the enzymes a-amylase and a-glucosidase. For the species
Pseugognaphalium obtusifolium a value of total phenols 50.71 (mg EAG/g ES) was
obtained and in its chromatographic analysis (HPLC-DAD) 12 flavones and 4
flavonols were detected, total flavonoids 20.81 (mg EQ/g ES), DPPH* 1.39 mg/mL
(ECs0), ABTS*+ 0.42 mg/mL (ECs0), and only inhibitory activity was found with the
enzyme a-glucosidase showing a value of 4.97 mg/mL (ECso0). The findings obtained
in the study constitute the first source of scientific information on most of the plant
species used. Furthermore, the results are not only validated experimentally, but
also strengthen and promote the recognition of traditional medicine and the
usefulness it has been accorded, primarily by Indigenous communities, given that it
is their only resource for treating illnesses, as most of these communities have

limited access to medical services.

VIl
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INTRODUCCION

A lo largo de la historia, el uso de plantas medicinales ha formado un papel de suma
importancia en el mantenimiento de la salud de los seres vivos. Su uso terapéutico
se ha ido perfeccionando de generacibn en generacion a base de practicas
empiricas, lo cual ha contribuido significativamente en la medicina tradicional
(Fagetti, 2011). En las décadas recientes se ha incrementado el uso de la medicina
tradicional, dado a que se han percibido como alternativas mas seguras. En este
contexto, se calcula que aproximadamente el 80% de los habitantes recurren a la

medicina tradicional con el fin de atender su salud (Prieto et al., 2004).

Asimismo, los metabolitos secundarios han resultado esenciales en las plantas
medicinales, ya que cumplen con funciones clave como en mecanismos de
adaptacion y defensa. Estos compuestos bioactivos son fundamentales y forman la
base terapéutica de numerosas aplicaciones de tratamientos medicos o

medicinales (Rojas et al., 2015).

El uso tradicional de las plantas medicinales Ligusticum porteri, Pteridium
aquilinum, Pseudognaphalium obtusifolium y Zornia venosa es amplio en la sierra
Tarahumara, dado a que se le atribuyen varias propiedades terapéuticas las cuales
han sido basadas en conocimientos empiricos y se han trasmitido de generacion
en generacion. Sin embargo, a pesar de las utilidades que se les han atribuido,
existe una deficiencia significativa en investigaciones y estudios cientificos que
respalden la composicion fitoquimica y efectos bioactivos de las especies
mencionadas. Por lo tanto, esta deficiencia representa un gran vacio de
informacion, lo que dificulta la aceptacion de las especies en la medicina

convencional o medicina moderna.

El objetivo de esta investigacidn busca caracterizar el potencial terapéutico de
cuatro especies de vegetales utilizadas en la medicina tradicional Tarahumara:
Ligusticum porteri, Pteridium aquilinum, Pseudognaphalium obtusifolium y Zornia
venosa, mediante un analisis fitoquimico para cuantificar y perfilar los compuestos
fendlicos y, por otro lado, realizar una evaluacion biofuncional con técnicas para

determinar la capacidad antioxidante y la actividad hipoglucémica.

VI
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Finalmente, este estudio pretende fundamentar y validar cientificamente las
propiedades medicinales que se le han atribuido a estas cuatro plantas endémicas
de la region de la Sierra Tarahumara. Es fundamental la contribucion al
conocimiento cientifico mediante la generacion de datos cuantitativos que permitan
validar o refutar las propiedades terapéuticas atribuidas a las especies vegetales.
Ademas, este enfoque no solo respaldaria su potencial farmacolégico, sino que
también reforzaria la importancia de preservar tanto la biodiversidad de esta regién
montafiosa como los saberes ancestrales de las comunidades indigenas

Tarahumaras.
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l. ANTECEDENTES

1.1 La Medicina tradicional

El aprovechamiento de las plantas para ser utilizadas con fines medicinales
se remonta a tiempos ancestrales, evidenciando asi la relacion simbidtica entre los
humanos y el entorno natural, enfocandose en la busqueda de soluciones para
mantener y restaurar la salud. A medida que la inteligencia se desarrollaba en los
primeros hominidos, el instinto dio paso a la razén, y es asi como la blsqueda de
plantas utilizables paso de ser intuitiva a ser un conocimiento empirico en diversas
culturas y el tiempo. El entendimiento acerca de las propiedades de las plantas
medicinales ha sido trasmitido durante miles de generaciones a lo largo del tiempo
(Sabini et al., 2019). Este saber ancestral ha sido preservado principalmente a
través de la tradicion oral, asegurando que la riqueza y el conocimiento acumulado

no se pierda con el paso de los afios (Fagetti et al., 2011).

Segun Chifa (2011) las mas de 250,000 especies de plantas conocidas, han
sido esenciales para la supervivencia de los seres humanos. Desde tiempos
prehistoricos, las plantas no fueron vistas solamente como alimento, sino también
como curativas o venenosas, informacion valiosa que fueron obteniendo y que

posteriormente se comenzd a registrar.

Por otro lado, Moron y Jardines (1997) afirmaron que la medicina tradicional
es una de las practicas mas importantes, ya que esta presente en todo el mundo vy,
ademas es parte del patrimonio cultural de cada pais. Su aceptacion ha dependido
totalmente de los factores culturales de cada comunidad por lo que ha dificultado la

trasferencia de saberes entre diferentes culturas.

Desde una perspectiva mas general, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) integra a la medicina tradicional dentro de los sistemas de la salud, dandole
asi un reconocimiento a su relevancia dentro de esta rama, aunque ha sido
subvalorada, en algunos paises llamandola medicina no convencional. Ademas,
aunque en algunos lugares la medicina moderna coexiste con la medicina
tradicional a esta se le considera como una opcion secundaria 0 complementaria.

No obstante, principalmente en las comunidades indigenas, la medicina tradicional
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sigue siendo la primera opcién para conservar la salud, debido a su accesibilidad y

la fuerte conexién cultural (Tacuna et al., 2020).
1.2 La medicina tradicional en México

En 1975 en México, se fundo el Instituto de Plantas Medicinales (IMEPLAN),
suceso que marcaria un antes y un después en la importancia del reconocimiento
de la medicina tradicional en México como un recurso valido para ser investigado y
utilizado dentro del mundo de la ciencia y la medicina convencional. Eventualmente,
el instituto buscd promover una industria farmacéutica en México, que se basara
principalmente en el conocimiento empirico de las comunidades indigenas, sobre
el uso y valor que se les ha atribuido a las plantas medicinales para tratar
enfermedades. Para cumplir este objetivo, se tratd de integrar los conocimientos
tradicionales con un enfoque cientifico con la finalidad de desarrollar nuevos

medicamentos o sus derivados (Sharon y Bussmann, 2014).

Huerta (1997), menciona que en Meéxico gran parte del conocimiento
tradicional sobre las plantas medicinales se remonta a épocas prehispanicas y
actualmente muchos grupos étnicos continGan preservando técnicas y saberes.
Asimismo, afirma que desde hace mas de tres décadas surgio la necesidad de
incorporar la medicina tradicional en el sistema de salud mexicano con el objetivo

de mejorar la calidad de vida de los pacientes.

Uno de los principales enfoques en cuanto a la incorporacion de las practicas
medicinales en los tratamientos actuales, ha sido el estudio de especies vegetales
y remedios naturales con el objetivo de validar su efectividad. Por otro lado, se
promueve el conocimiento intercultural entre estados y paises, lo cual conlleva a
formar profesionales expertos en lo que es la medicina tradicional. Naciones como
Tailandia, la India y China han logrado progresos notables en la integracion en los
sistemas de salud en donde se combinan ambos enfoques: la medicina moderna y
la medicina tradicional. Asimismo, algunos paises latinoamericanos como
Nicaragua, Brasil y México han adquirido avances significativos con la integraciéon
de ambas medicinas (OMS, 2002; Eyzaguirre, 2016).
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1.3 Medicina tradicional en Chihuahua

En Chihuahua las plantas medicinales forman parte del gran patrimonio
cultural de la regién, a través de los afios la medicina tradicional se ha vuelto
sumamente importante primordialmente en las comunidades indigenas y rurales.
En una investigacion realizada por Royo et al. (2013), se menciona el registro de
al menos 288 plantas utiles, de las cuales 77 de ellas son usadas medicinalmente
y, en la actualidad el 63% de estas son empleadas con algun fin curativo por los
rardmuris (Bye, 1986, Royo et al., 2013). Consecuentemente, en otro estudio de
investigacion se menciona que dentro del pais se identificaron aproximadamente
24,042 especies de plantas de las cuales se registraron 3,000 con potencial
medicinal, lo que se aproxima al 12.5% de la diversidad vegetal en México. Asi
mismo, se le otorga el cuarto lugar al estado de Chihuahua respecto a la riqueza
gue posee en plantas medicinales, dando relevancia al gran potencial en este
ambito (Meza et al., 2016).

Algunas de las plantas mas utilizadas son el Chuchupate (Ligusticum
porteri), Pata de cuervo (Pteridium aquilinum), Hierba de la vibora (Zornia venosa)
y el Gordolobo (Pseudognaphalium obtusifolium). Son utilizadas para tratar
diversas enfermedades como: trastornos gastrointestinales, enfermedades

respiratorias, fiebre, bronquitis, neumonia, diabetes y asma entre otros.
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1.4 Ligusticum porteri (Chuchupate)

Dentro de la familia Apiaceae se encuentra el género Ligusticum. Este
género se distribuye mundialmente con alrededor de 60 especies. Entre las
especies mas reconocidas medicinalmente se destaca Ligusticum porteri, una
hierba perenne que se desarrolla mayormente en partes montafiosas rocosas, en
investigaciones previas se menciona que es encontrada desde el oeste de Estados
Unidos hasta el estado de Chihuahua, México (Cegiéla et al., 2005).

Es identificada también con otros hombres comunes en nuestro pais, tales
como, Osha, hierba del cochino, chuchupate y raiz de cochino (Linares y Bye,
1987). Por otro lado, esta planta se reconoce principalmente por la gran utilidad que
se le ha dado a la raiz en la medicina tradicional mexicana para tratar diversos
malestares como, trastornos gastrointestinales, reumatismo, enfermedades
respiratorias, fiebre y dolores de garganta (Juarez et al., 2014; Leon et al., 2011).
También en estudios previos con la planta, Turi y Murch (2010), descubrieron que
la raiz de Ligusticum porteri, ademas de ingerirse al prepararse como infusion, se
utiliza externamente en el cuerpo humano para tratar picaduras de escorpiones e
infecciones en la piel. Ademas, Ligusticum porteri se destaca como una de las

plantas mas comercializadas en Estados Unidos y México (Rivero et al., 2012).

El grupo étnico raramuri representa una de las comunidades indigenas mas
importantes del Norte del pais y estan ubicados principalmente en el estado de
Chihuahua. Los cuales han utilizado medicinalmente el rizoma de Ligusticum porteri
para tratar diversas enfermedades, como la tuberculosis, diabetes y dolores

estomacales (Veladzquez et al., 2015).
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Figura 1. Especie Ligusticum porteri

1.5 Pteridium aquilinum (Pata de cuervo)

Pteridium aquilinum pertenece a la familia Dennstadtiaceae, es llamada
comunmente como helecho, ha sido identificada como una de las malezas mas
comunes en todo el mundo. Dado que su distribucidon es bastante extensa y su
crecimiento es prospero, se deduce que este helecho es lo suficientemente apto
para desarrollarse en varios tipos de suelos (Vetter, 2009). Asimismo, este helecho
se destaca por ser altamente tolerable ante perturbaciones humanas ya que es

localizada en espacios abiertos después de talas o incendios (Marrs y Watt, 2006).

Fenwick (1989) menciona que ademas de que esta maleza se expande con
facilidad en los suelos, también es causante de enfermedades en animales que la
consuman, tales como la hematuria enzodtica bovina, la ceguera brillante y el
sindrome hemorragico agudo. Por otro lado, cabe resaltar que, pese a que existen
investigaciones previas en las cuales se indican toxicidad de la planta, el uso de
sus rizomas y frondas son utilizadas como alimento en algunos paises. Ademas,
estudios realizados en Japon y Brasil han demostrado una relacion con la aparicion
de ciertos canceres en humanos y el consumo de brotes jévenes de Pteridium

aquilinum (Xu et al., 2009).

En particular, recientemente Silva et al. (2023), mencionan que algunos de

los componentes toxicos encontrados en la planta son glucésidos activos,

5
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tiaminasas y ptaquilosido, los cuales son sumamente perjudiciales en animales vy,
aunque ellos normalmente no eligen el helecho como alimento, suelen consumirlo
cuando hay escasez de otros pastos, durante sequias o cuando el helecho se

encuentra en conjunto con algunas plantas.

Zhao et al, 2022 mencionan que Pteridium aquilinum contiene diversos
compuestos bioactivos como fenoles, flavonoides, saponinas, terpenos,
polisacaridos, entre otros y, por otro lado, afirman que también es utilizado por los
habitantes de Corea y China tanto en alimento como en medicina. Aunado a esto,
Li et al. ( 2024) argumentan que esta especie posee gran potencial como un nuevo
enfoque terapéutico y nutricional para la proteccién de los rifiones y por otra parte

prevenir la hiperuricemia y el dafio renal.

Ademas, en otro estudio reciente Huwae y Silahooy (2024), determinaron en
Pteridium aquilinum propiedades antinflamatorias al aplicar un gel elaborado a base
del extracto de esta especie en heridas de incision, confirmando su efectividad.
También Sharma et al. (2024) reportaron que comer los brotes puede tratar el
cancer, mientras que por decoccion puede utilizarse para tratar la tuberculosis. Se
describe la planta como rica en compuestos bioactivos que propician beneficios

antioxidantes, anticancerigenos, antibacterianos y antinflamatorios.

Figura 2. Especie Pteridium aquilinum

6
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1.6 Zornia venosa (Hierba de la vibora)

Zornia venosa pertenece a la familia Fabaceae, esta especie se distribuye
ampliamente en el estado de Chihuahua, Durango, Sonora y Jalisco (Villasefior,
2016). Utilizada ampliamente como medicina tradicional en China, se reporta que
se usa para el tratamiento de enfermedades hepéticas como la hepatitis y la cirrosis
(Xie et al., 2021). Ademas, en un estudio reciente se detectd la presencia de

compuestos con efectos antioxidantes, antinflamatorios.

Inclusive, Arunkumar et al. (2012) investigaron acerca de las especies del
género Zornia los resultados arrojaron una efectividad en la actividad

anticancerigena in vitro e in vivo.

Figura 3. Especie Zornia venosa
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1.7 Pseudognaphalium obtusifolium (Gordolobo)

Pseudognaphalium obtusifolium es una especie que se encuentra dentro de
la familia Asteraceae es una de las familias con especies de plantas con flores mas
grandes (Gobinath y Yadav, 2024).

Pseudognaphalium obtusifolium es una de las especies mas relevantes
utiizadas en la medicina tradicional por indigenas americanos del este de
Norteamérica (Jackson, 2002). En la actualidad se cuenta con estudios previos
donde se resalta que los nativos americanos utilizaban esta planta con fines
terapéuticos y se le ha reconocido por su nombre comun: Gordolobo (Ballentine,
2019).

Ademas, en un estudio reciente de Elizondo et al. (2022) mencionan que
Pseudognaphalium obtusifolium es rica en sesquiterpernos, que son compuestos
como la cacalonay cacalol los cuales son capaces de regular los niveles de insulina

y ademas cuentan con propiedades antinflamatorias y antioxidantes.

Figura 4. Especie Pseudognaphalium obtusifolium
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1.8 Metabolitos secundarios

Las plantas llevan a cabo procesos metabdlicos que son esenciales para su
existencia, principalmente la fotosintesis y el desarrollo o produccion de proteinas.
También tienen un metabolismo secundario, el cual es el responsable de generar
diversos compuestos quimicos, a los cuales se les ha atribuido el nombre de
metabolitos secundarios (MS), cuyos compuestos cumplen funciones significativas
en roles tanto ecolégicos como fisiol6gicos de las plantas. Sin embargo, aunque los
MS son moléculas organicas que las plantas sintetizan, no participan directamente
en procesos esenciales como el crecimiento o la reproduccion, pero si cumplen

otras funciones para lograr su supervivencia (Almaraz et al., 2006).

Las plantas, durante su evolucion han adquirido diversas estrategias para
protegerse y sobrevivir. Estas estrategias se presentan en condiciones adversas,
tanto bioticas como abidticas. Suelen defenderse de agentes patdégenos biologicos
y depredadores a través de cambios en la composicion y en la estructura de la
pared celular de la planta, la cual se complementa con la presencia de pelos

glandulares espigas o espinas para su proteccion (Jiménez et al., 2003).

Por otro lado, dentro de las estrategias de proteccion quimica destaca la
produccion de metabolitos secundarios (MS), los cuales se sintetizan para
conseguir una adaptacion ante las perturbaciones ambientales que se presentan,
las cuales pueden ser causadas por la presencia de otros seres vivos 0 por eventos

naturales catastroéficos (Lustre, 2022).
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Defensa al ataque por
microorganismos

(Virus, bacterias y hongos) Proteccion al exceso de

luz solar

Proteccion contra
herbivoros
(Insectos y mamiferos)

e

Metabolitos scundarios

Competencia con
otras plantas

Figura 5. Casos en los que las plantas producen metabolitos
secundarios como parte de su respuesta a amenazas

Los metabolitos secundarios se clasifican en tres grupos: alcaloides,
compuestos fendlicos y terpenos (Figura 6), cuyos compuestos son desarrollados
con el objetivo de proteger a las plantas y, actualmente son la base de pesticidas
naturales, aromatizantes, colorantes y hasta medicamentos (Lustre, 2022). Por lo
tanto, mientras las plantas producen los metabolitos secundarios con el objetivo de
sobrevivir, por otro lado, benefician a los seres humanos en diversos ambitos
(Pérez y Avalos, 2009).

10



Fernanda Yoana Chavez Aguilar CIIDIR-DGO  M.C. en Ciencias en Gestion Ambiental

) + Generan sabores amargos en las plantas y le dan un sabor
Alcaloides desagradable a los animales que tratan de comerlas

» Influyen en el crecimiento, supervivencia o

Acidos i
fenélicos reproduccion de otras plantas
+ Protegen a las plantas de las bacterias
T
. @,@f + Proporcionan colores y aromas
Funciones k Compuestos Flavonoides - Protegen de los rayos ultravioleta, hongos y
ecolégicas fenélicos bacterias
de los MS
+ Disminuyen el ataque a las plantas por
Taninos herbivoros

* Protegen contra organismos que puedan
causar enfermedades

+ Permiten que las plantas se comuniguen quimicamente entre
ellas y también con algunos animales

+ Protegen de la depredacion de insectos y temperaturas
extremas

Terpenos

Figura 6. Funciones ecoldgicas Yy fisiologicas de los principales metabolitos secundarios.

1.8.1 Fenoles

Dentro de los metabolitos secundarios se encuentran los compuestos
fendlicos o también identificado como el grupo funcional fenol, cuyos tienen
funciones en las rutas metabdlicas, tanto en primarias como en secundarias. Son
ampliamente conocidos como fenilpropanoides o polifenoles ya que tienen como
estructura base el fenol, que se distingue por poseer un anillo aromatico en conjunto

a un grupo hidroxilo (Figura 7) (Pérez y Avalos, 2009).

OH  Fenol

e Un anillo
bencénico

e Un grupo
hidroxilo
(-OH)

Figura 16. Estructura quimica del Fenol
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Los compuestos fendlicos comprenden un grupo con estructuras desde las
mas simples hasta las mas complejas entre ellas la lignina. La biosintesis de estos
compuestos es llevada a cabo a través de dos rutas metabdlicas, la via del 4cido
maloénico y la via del acido shikimico, como se muestra en la Figura 8 (Pérez y
Avalos, 2009).

Eritrosa -4 Fosfato
(de la ruta de las
pentosas fosfato)

Acido fosfoenolpirtivico
(de la glicdlisis)

Ruta de acido Acetil CoA
Shikimico l
l Ruta de acido
Acido galico Fenilalanina malonico
Taninos hidrolizables Acido cinamico
Fenoles simples Flavonoides Fenoles
diversos
Lignina Taninos condensados

Figura 17. Ruta de biosintesis de los compuestos fendlicos
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1.8.2 Flavonoides

Los flavonoides son compuestos pigmentarios que se encuentran
principalmente en los vegetales ya que funcionan como protectores en el organismo
ante el estrés oxidativo. Ademas, se encuentran ampliamente distribuidos en las
plantas, hortalizas y frutas. Tienen en su estructura quimica dos anillos fendlicos,
denominados Ay B, que se unen a través de un anillo compartido que se encuentra
en el centro de tipo pirano, al cual se le identifica como anillo C. Esta configuracion
en su estructura simula un esqueleto basico de difenilpirano (Figura 9), que
caracteriza a la mayoria de los compuestos flavonoides (Jiménez et al., 2009).

Estos compuestos poseen en su estructura quimica de varios grupos
hidroxilo fendlicos (Figura 9) y una alta capacidad para captar y neutralizar iones
de hierro y otros metales pesados, por lo que hace que los flavonoides adquieran
un potencial antioxidante significativo (Martinez et al., 2002).

OH

(o)
OH
R1 (o) R

2

Figura 9. Estructura quimica de los
flavonoides
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1.9 Actividad antioxidante

Los radicales libres son moléculas quimicas inestables que poseen un
electrén desapareado en su orbital, por lo que les confiere alta reactividad. Es por
ello que esto les permite interactuar con otras moléculas estables y por
consecuencia esto genera un proceso de oxidacién en cadena. Lo que finalmente
afecta progresivamente las estructuras celulares y tejidos (Martinez et al., 2003).

En los ultimos afios, se han realizado investigaciones exhaustivas de como
los radicales libres pueden afectar al organismo y causar enfermedades. No
obstante, los hallazgos indican que la oxidacién celular esta relacionada
significativamente con diversos problemas de salud, sin embargo, aun es
inconcluso si estas afectaciones son la causa principal o es un efecto secundario
gue agrava los sintomas (Viada et al., 2017). Es por ello que, desde hace tiempo,
se ha indagado sobre los antioxidantes en las plantas y como se pueden incluir en
la dieta del ser humano para reducir o prevenir la probabilidad de padecer
enfermedades cronicas no infecciosas o asociadas al envejecimiento (Pastene,
2009).

Los antioxidantes son sustancias quimicas encargadas de neutralizar o
inhibir los procesos de oxidacion. Entre ellos se encuentran las isoflavonas y los
tocoferoles, cuya funcién principal es prevenir la generacion de los radicales libres
y estabilizar los que ya existen, para asi impedir una reaccion en cadena (Coba et
al., 2010).

Radical S =
lib‘re Célula sana cEFurlgr

. /
S\
~~
~-------------

Figura 18. Funcion de los radicales libres (RL)
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1.10 Actividad hipoglucémica

La Diabetes Mellitus es considerada una pandemia del siglo XXI, ya que
evidencia una gran evolucion en términos epidemiolégicamente alarmantes a nivel
mundial. Segun datos internacionales, en la segunda década, cerca de 382 millones
de personas padecian esta enfermedad, en donde cuatro de cada cinco casos
correspondian a individuos provenientes de paises subdesarrollados
socioecondémicamente (Agudelo y Dévila, 2015).

Por otro lado, es de suma importancia entender que las estrategias de
prevencion y los medicamentos involucrados en el control de la glucosa en la
sangre, deben de generar efectos secundarios minimos, para asi garantizar la
eficacia y seguridad en uso prolongado de los tratamientos y mejorar la calidad de
vida del paciente. Asimismo, el uso de las plantas medicinales en el manejo de la
diabetes puede ser beneficioso al combinarlo con los tratamientos convencionales,
dado que existen especies vegetales con gran potencial hipoglucemiante, que
ademas de ser efectivas, cuentan con bajos o en ocasiones nulos efectos

secundarios (Luengo, 2006).

La capacidad inhibidora de la enzima a-glucosidasa es relevante para la
prevencion y tratamiento en el manejo de la Diabetes Mellitus tipo 2, la cual inhibe
la actividad de la enzimay por ende hace mas lenta la digestion de los carbohidratos
y, por lo tanto, esto evita los disparos excesivos de azucar en la sangre después de
ingerir alimentos y asi retrasa la adquisicién de los niveles de insulina. Esto es
sumamente significativo principalmente en individuos con resistencia a la insulina
(Van de Laar et al., 2005). Por otro lado, también es importante detectar la
capacidad inhibitoria en la enzima a-amilasa, enzima que se encuentra en grandes
cantidades en la saliva y, ademas, actia como enzima digestiva clave, cuyo trabajo
es catalizar la hidrolisis del enlace alfa-1,4-glucosidico que son encontrados en el
almidon y en carbohidratos complejos, comenzando asi su degradacion mientras
los alimentos son masticados, lo que posteriormente facilita la digestion de estos
carbohidratos (Tabernilla et al., 2019).
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ll.  JUSTIFICACION

Las plantas medicinales han sido de gran importancia para la supervivencia
de los seres humanos desde tiempos ancestrales. Particularmente en la Sierra
Tarahumara la medicina tradicional ademas de verse como una alternativa
terapéutica de facil acceso para las comunidades indigenas también forma parte
de su identidad cultural. Por otro lado, la sierra Tarahumara destaca por su gran
diversidad floristica y su amplia vision cultural, lo cual ha llevado a poseer un gran
conocimiento sobre las plantas medicinales que predominan en su region, sin
embargo, todo este conocimiento que ha ido trascendiendo de generacion en
generacion por décadas, sin embargo, ha ido en decadencia en los ultimos afos,
dado a que las comunidades indigenas son cada vez menos y a su vez pierden sus
costumbres y tradiciones. Es por ello, por lo que es relevante estudiar plantas que
son conocidas por sus usos terapéuticos en esta zona y por ende validar su
potencial como proveedor de compuestos activos que nos puedan ayudar en

tratamientos en enfermedades emergentes o existentes.

Profundizar en la investigacion de plantas medicinales que han sido poco
investigadas en nuestro pais, no solo tendria un impacto dentro de la investigacion
y la medicina, sino que también daria paso a la preservacion de las tradiciones
culturales de las comunidades indigenas de la sierra Tarahumara y por otro lado
contribuiria a la conservacion de las especies de plantas que han sido explotadas

durante afios sin concientizacion ambiental.
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.  PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢, Cual es el perfil fendlico, capacidad antioxidante y actividad hipoglucémica de

cuatro especies de plantas utilizadas en la medicina tradicional en la sierra

Tarahumara?

V. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar la composicién fendlica, actividad antioxidante y actividad
hipoglucémica in vitro de los extractos etandlicos de las plantas: Ligusticum
porteri, Pteridium aquilinum, Zornia venosa, Pseudognaphalium

obtusifolium, utilizadas en la medicina tradicional tarahumara.

4.2. Objetivos especificos

1.

Determinar el contenido de compuestos fendlicos por el método de Folin-

Ciocalteu.

2. Evaluar el contenido de flavonoides a través de reacciones colorimétricas.

Caracterizar la composicion fendlica de los extractos mediante HPLC-DAD.

4. Determinar la actividad antioxidante in vitro mediante los ensayos DPPH* y

ABTS*+,
Evaluar la actividad hipoglucémica mediante la determinacion de la

capacidad inhibidora de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Colecta de material vegetal

El municipio de Guachochi se encuentra en el estado de Chihuahua, dentro
de la Sierra Madre Occidental. Este territorio se destaca como uno de los mas
relevantes para las comunidades Tarahumaras debido a su posicion geogréfica y
sus caracteristicas demogréficas, razén por la cual se le ha denominado como
Sierra Tarahumara. Situado entre las coordenadas 26° 36’ y 27° 42’ latitud norte, y
106° 49’y 107° 51’ longitud oeste. Guachochi abarca altitudes que varian entre los
400 y los 2800 metros sobre el nivel del mar y la temperatura varia de 8°C a los
26°C es por ello por lo que el clima de la region varia significativamente, desde
climas templados en las zonas altas, hasta climas mas calidos en los valles y
cafones (INEGI, 2010). Ademas, el municipio de Guachochi se divide en 27 ejidos,
de los cuales en tres de ellos se encuentran las 4 plantas de estudio. En el ejido de
Tonachi se encuentran Zornia venosa (26°56'52.09"N,107°16'28.20"0) y también
Pseudognaphalium obtusifolium (26°56'50.65"N, 107°16'30.62"0), por otro lado, en
el ejido de Santa Anita se encontro la especie de Ligusticum porteri (26°50'49.69"N,
107°21'14.66"0) y por ultimo en el ejido de Rocheachi se localiza Pteridium
aquilinum (27° 4'33.26"N, 107° 9'11.25"0). De cada uno de los individuos se
colectaron tallos y hojas a excepcion de Ligusticum porteri de la cual se tomé solo

Su raiz. La colecta se realiz6é en los meses de julio-agosto del afio 2024.

Para la obtencion de los extractos de cada una de las especies, se seco el
material vegetal en la estufa de secado a 37°C, para posteriormente molerlo y poder

obtener un polvo fino y finalmente realizar el proceso de extraccion.
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SIMBOLOGIA

- [:] Municipio Guachochi
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Especies recolectadas

X Ligusticum porteri
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Pteridium aquilinum

Zornia venosa

Figura 11. Colecta del material vegetal (Municipio de Guachochi, Chihuahua).

5.2 Preparacion de los extractos etandlicos

Los extractos etandlicos se prepararon de acuerdo con Kimy Lee (2002). Se
pesaron 4 g de muestra en polvo fino y 36 mL de etanol al 80 % (v/v) para obtener
una relacién 1:10, todo esto por triplicado para cada especie. Posteriormente se
colocaron las muestras en el sonicador por una hora y después se agitaron por 24
horas a 100 rpm. Luego, las muestras se llevaron a la centrifuga a 6000 rpm por 10
minutos a 25°C. Luego, el sobrenadante de cada muestra se recuperod y se coloco
en vasos de precipitado, los cuales se pusieron en obscuridad total para dejar secar
a temperatura ambiente. Se calcul6 el rendimiento de los extractos, y se preparé a

una concentracion de 100 mg/mL afadiendo etanol al 80%.
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5.3 Analisis quimico

5.3.1 Determinacién de fenoles totales

La determinacion del contenido total de fenoles se realizd siguiendo la
metodologia descrita por Singleton y Rossi (1965), con ligeras modificaciones..
Para el analisis se preparo etanol al 80% para utilizarlo como blanco en sustitucion
de la muestra. Se agregaron 100 uL de la muestra (extracto etandlico preparado a
una concentracion 1 mg/mL). Se mezclaron con 500 uL de reactivo de Folin relacion
1:10. Después se agitd y se espero 4 minutos para finalmente incorporar 400 uL de
solucion de carbonato de sodio (NaCO:s) y se agitd nuevamente. Las muestras se
dejaron en reposo en total obscuridad durante dos horas para garantizar una buena
reaccion de color. Para finalizar, la absorbancia se midié a una longitud de onda de

735 nm utilizando el espectrofotometro (UV-vis Genesys-10s).

Para la cuantificacion del contenido fenolico total de las muestras se
construyd una curva estandar basada las concentraciones de fenoles totales se
determinaron con una curva de calibracion de acido galico (A760 = 9.5439 [acido
galico] + 0.0046 r = 0.9855). Los resultados se expresaron en microgramos

equivalentes de acido galico por gramo de extracto seco (mg GAE/g ES).

5.3.2 Determinacion de flavonoides totales

La determinacion de flavonoides totales se llevo a cabo siguiendo la técnica
descrita por Ordorfiez et al. (2006) con ligeras modificaciones. Para su analisis se
preparé etanol al 80% para utilizarlo como blanco en sustitucion de la muestra. A
500 pL de la muestra (extracto etandlico preparado a una concentracion 1 mg/mL)
se agregaron 500 pL de la solucién de cloruro de aluminio (AICI3) y proseguimos a
agitar. La mezcla se dejo reposar durante una hora en total obscuridad para lograr
la reaccion quimica del complejo de flavonoides con el cloruro de aluminio.
Finalmente se midi6 la absorbancia a 420 nm utilizando el espectrofotometro (UV-

vis Genesys-10s).

Para la cuantificacion total de flavonoides se realiz6é una curva estandar se

utilizé una curva de calibracion de quercetina (A420 = 30.753 [quercetina] + 0.0643
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r = 0.9913) y los resultados se expresaron en microgramos equivalentes de

guercetina por gramo de extracto seco (mg EQ/g ES).

5.3.3 Caracterizacion de la composicion fendlica

La determinacion de los perfiles fendlicos se realiz6 por el método en
gradiente de HPLC-DAD descrito por Campos y Markham (2007). El equipo que se
utilizé fue un HPLC-DAD marca Perkin Elmer Series 200 con una columna analitica
Perkin Elmer Brownlee (4.6 x 250 mm, 5 ym). El solvente A de la fase movil fue
agua acidificada (con acido ortofosférico a un pH de 2.5), el solvente B fue

acetonitrilo.

El gradiente fue el siguiente: iniciando con 100% de A, disminuyendo a 91%
a los 12 minutos, disminuyendo a 87% a los siguientes 12 minutos, a 67% a los
siguientes 12 minutos, y a 57% a los siguientes 10 minutos, manteniéndose esa
proporcion hasta completar 60 minutos que dura el analisis. El volumen de la
inyeccion fue de 100 pL. El flujo fue de 0.8 mL/min. Se registraron los
cromatogramas a 260 nm. Los espectros UV de cada compuesto se registro entre

200 y 400 nm, usando un detector de arreglo de diodos (Perkin Elmer Series 200).

La informacion estructural de cada compuesto resuelto en los
cromatogramas se obtuvo por comparacion de sus tiempos de retencion (TR) y
caracteristicas espectrales (A max ) con los de los siguientes estandares: acido
clorogénico (TR: 27.76 minutos; A max : 243sh, 296sh, 326), acido caféico (TR:
53.13 minutos; A max : 239sh, 295sh, 318), acido p-cumarico (TR: 37.2 minutos; A
max : 294sh, 308), quercetina (TR: 47.05 minutos; A max : 255, 268sh, 299sh, 370),
rutina (quercetina-3-O- [ramnosil(1-6)glucdsido]; TR: 33.65 minutos; A max : 256,
265sh, 295sh, 356), quercitrina (quercetina-3-O-ramnésido; TR: 38.54 minutos; A
max : 255, 264sh, 295sh, 348), y naringenina (TR: 52.25 minutos, A max : 289,
335sh). Ademas, se obtuvo informacién estructural de los compuestos tomando en
cuenta la teoria UV para flavonoides y acidos fenélicos desarrollada por Campos y
Markham (2007).
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5.4 Determinacién de la actividad antioxidante

5.4.1 Capacidad bloqueadora del radical libre DPPH

La capacidad blogueadora del radical libre se analizé6 mediante el ensayo de
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH") técnica de acuerdo con Brand-Williams et al.
(1995). Se utilizaron cinco concentraciones de extractos etanélicos de 0.10 hasta 2
mg/mL. Para la preparacién del reactivo DPPH" se pesaron 0.0023 g del
compuesto, previamente refrigerado para garantizar su estabilidad y se procedié a
afiadir 100 mL de etanol absoluto para posteriormente llevarlo al sonicador.
Después se preparé el blanco con etanol absoluto para leer la absorbancia del
reactivo DPPH" a 515 nm en el espectrofotdémetro, buscando obtener una lectura
de 0.600 nm.

Se preparé un control con etanol absoluto en lugar de la muestra. Se
seleccionaron tubos de 1.5 mL y se agregaron 25 pL de las muestras a
concentraciones diferentes, todo por triplicado. Después incorporamos 975 uL del
radical DPPH" luego agitamos suavemente para lograr homogeneidad y dejamos

reposar media hora en obscuridad.

Al finalizar, se leyo la absorbancia de las muestras en el espectrofotometro
a 515 nm. Este procedimiento permite estimar la actividad antioxidante de los
extractos etandlicos y su capacidad para neutralizar los radicales libres del reactivo

DPPH" a una concentracion efectiva media al 50 %.

5.4.2 Capacidad bloqueadora del radical ABTS

La capacidad bloqueadora del radical ABTS*+ se realiz6 basandonos en la
técnica descrita con Re et al. (1999) con ligeras modificaciones. Se emplearon cinco
concentraciones de extractos etandlicos que variaron de 0.10 hasta 2 mg/mL. Por
otro lado, para la preparacion de las soluciones se pesaron 0.0096 g del reactivo
ABTS*+ y se disolvieron en 2.5 mL de agua destilada. De manera similar para la
solucion del persulfato de potasio (K2S20s) se pesaron 0.00164 g y se disolvio en
2.5 mL de agua destilada. Posteriormente ambas soluciones se mezclaron y se
dejaron reposar en total obscuridad 16 horas. Al transcurrir el tiempo de incubacién,

el radical ABTS*+ se diluyd con etanol absoluto para ajustar la concentracion y asi
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leer en el espectrofotometro a 735 nm con el objetivo de obtener una absorbancia
de 0.700 nm del radical.

Como blanco se utilizd etanol absoluto y de manera similar el control se
prepard con etanol absoluto en lugar de la muestra. Después en tubos de 1.5 mL
se agregaron 50 pL de las muestras a diferentes concentraciones, todo por
triplicado. Luego se incorporaron 1000 pL de reactivo ABTS*+, se agito suavemente
para lograr homogenizar y dejamos reposar durante 6 minutos en total oscuridad.
Finalmente, se midi6 la absorbancia de las muestras a 735 nm en el

espectrofotometro UV-vis Genesys-10s.

5.5 Actividad hipoglucémica

5.5.1 Capacidad inhibidora de la enzima a-glucosidasa

Para realizar esta técnica se siguid el protocolo de Kim et al., (2010) con
ligeras modificaciones. Se utilizo un buffer de Phosphate-buffered saline (PBS) a
una concentracion 0.1 M a un pH oOptimo de 6.8. La enzima por utilizar fue a-
glucosidasa obtenida de Saccharomyces cerevisiae 1U/mL. Por otro lado, el
sustrato p-Nitrophenyl B-D-gluclopyranoside (PNPG) se utilizé a una concentracion
de 5 nm y carbonato de sodio (Na2COgz). La muestra a utilizar fue disuelta en
DimetilSulféxido (DMSO) al 1%.

Se prepar6 el blanco con etanol absoluto y para cada una de las muestras
se agreg6 100 pL de la muestra disuelta en DMSO 1%, 100 pL de la enzima y 100
pL de buffer, se agitd y se incubd a 37°C en la estufa durante 15 min. Transcurrido
el tiempo de incubacién se afiadio 100 pL de sustrato PNPG y se agité e incubd a
37°C en la estufa durante 10 min y finalmente se detuvo la reaccion agregando 750

UL de carbonato de Sodio (Na2COs3) y se midio la absorbancia a 405 nm.
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5.5.2 Capacidad inhibidora de la enzima a-amilasa

Para evaluar la capacidad inhibidora de los extractos sobre la enzima a-
amilasa obtenida de pancreas porcino, se siguio el protocolo de Dong et al., (2012).
Se preparé la enzima a-amilasa a 1U/mL y fue diluida en DMSO al 1%.
Consiguientemente se preparé un buffer de fosfato de sodio (NaOH) a 0.02 M con
un pH 6ptimo de 6.9 y se prepard una solucion de almidon al 0.5%. Por ultimo, se
preparo el reactivo DNS: &cido 3,5-dinitrosalicilico al 1% y de tartrato de potasio al
12% e hidroxido de sodio al 0.4 M a un pH de 6.8.

La reaccion se realizé afadiendo 200 pL de la enzima a-amilasa, 40 pL la
muestra disuelta en DMSO 1% y se incubd a 25°C en la estufa durante 10 min.
Posteriormente se agregaron 400 pL de solucion de almiddn y se agité suavemente
para volver a incubar a 37°C durante 20 min. Trascurrido el tiempo la reaccion se
detuvo con la adicion del reactivo DNS y la cual se hirvié durante 5 min, después
se dejo enfriar para proseguir a realizar una dilucion 1:10 (100 pL de reaccion en
900 pL en agua destilada). Finalmente se centrifugd a 10,000 rpm durante 5 min

para leer su absorbancia a 540 nm.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Ligusticum porteri

6.1.1 Contenido de fenoles y flavonoides totales

La determinacion de fenoles totales de los extractos etandlicos de la raiz de
Ligusticum porteri revel6 un contenido total de 49.05 mg EAG/g ES (Tabla 1). Cuyos
valores se encuentran superiores a los reportados por Quin et al. (2022) para
Ligusticum chuanxiong Hort, una especie del mismo género, altamente utilizada en
la medicina tradicional en China, quienes reportaron 26.02 = 3.41 expresados en
mg EAG/g ES. Sin embargo, también existen estudios como los de Slimani et al.
(2022) con Lavandula angustifolia (Lavanda) planta medicinal ampliamente
utilizada, los cuales en su estudio obtuvieron valores superiores a los nuestros con
67.96 mg EAG/g ES.

En la determinacion de flavonoides se obtuvo un total de 0.95 mg EQ/g ES
(Tabla 1). Estos resultados indican un contenido inferior de flavonoides en las
muestras analizadas en comparacion con lo que reportaron Soussi y et al. (2022)
en su estudio con Pimpinella anisum, especie perteneciente a la misma familia que
Ligusticum porteri (Apiaceae), ya que exhibieron valores superiores a los nuestros
con 2.05 + 0.26 mg EQ/g ES, valores expresados en las mismas unidades vy,
ademas, se utilizO en ambas investigaciones una curva de calibracion de
guercetina. No obstante, los resultados de este estudio resultan inferiores los que
reportan Slimani et al. (2022) con Lavandula angustifolia (Lavanda) especie que
presento 53.5 mg EQ/g ES, especie ampliamente reconocida en la medicina

tradicional tanto nacional como internacionalmente.

6.1.2 Capacidad bloqueadora del radical libre DPPHy ABTS

La actividad antioxidante de los extractos etandlicos de la raiz de Ligusticum
porteri se evalué mediante la determinacion de la concentracion efectiva media al
50% para el radical DPPH y ABTS (ECso). Para el radical DPPH se obtuvo un valor
de 3.46 mg/mL (Tabla 1). Sin embargo, en estudios reportados para el mismo
género por Quin et al. (2022) reporta valores de ECso de 0.018 mg/mL en Ligusticum

chuanxiong. Dado a que el ECso mas bajo se correlaciona con una mayor actividad
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antioxidante se sugiere que la especie de Ligusticum chuanxiong posee una mejor
actividad antioxidante en comparacion con Ligusticum porteri. Por otro lado, los
resultados de nuestro estudio son superiores a los que mostré Velazquez et al.
(2024) en una investigacion con Aloe vera (Sébila), revelando un ICso de 14.832

mg/mL.

Para la evaluacion de la capacidad antioxidante mediante el ensayo ABTS
se obtuvo un ECso de 0.49 mg/mL (Tabla 1). Otros estudios muestran valores
semejantes a los nuestros como Quin y colaboradores (2022) quienes reportaron
para Ligusticum chuanxiong, un ECso de 0.310 mg/mL. Asimismo, al comparar
nuestros resultados con los exhibidos por Velazquez et al. (2024) se puede
observar que nuestros resultados son superiores, ya que, en su estudio con Aloe
vera (Sé&bila), una planta medicinal sumamente reconocida se reportd un ICso
16.553 mg/mL.

6.1.3 Capacidad inhibidora de la enzima a-glucosidasa y a-amilasa

Los resultados obtenidos del ensayo utilizado para medir la capacidad
inhibitoria de las enzimas a-glucosidasa y a-amilasa con el extracto de la raiz de
Ligusticum porteri no mostré actividad, dado a que se evalué mediante un rango de

concentraciones de 0.05 mg/mL hasta 13 mg/mL.

Tabla 1. Contenido total de fenoles, contenido total de flavonoides y actividad antioxidante (DPPH y
ABTS) e hipoglucémica (a-glucosidasa y a-amilasa) de Ligusticum porteri.

Actividad Actividad hipoglucémica
antioxidante ECso ECso
Fenoles Flavonoides DPPH*  ABTS*+ a-glucosidasa a-amilasa
Extracto Totales Totales (mg/iml)  (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
(mg EAGIgES)  (mg EQ/g ES) g g g g
Ligusticum 0 5 4 0.02 0.95 +0.01 349+ 049+ ] )
porteri

mg EAG/g ES: miligramos de equivalentes de &cido galico por gramo de extracto seco; mg EQ/g
ES: miligramos equivalentes de quercetina por gramo de extracto seco; ECso DPPH: concentracion
efectiva al 50% para el radical DPPH; ECs0 ABTS: concentracion efectiva al 50%para el radical ABTS;
ECso a-glucosidasa: concentracion efectiva al 50% para la inhibicion de la enzima a-glucosidasa;

ECso a-amilasa: concentracion efectiva al 50% para la inhibicion de la enzima a-amilasa.
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6.1.4 Composicién fendlica de los extractos mediante HPLC-DAD

El cromatograma obtenido, muestra un perfil con 16 picos bien definidos
(Figura 12), por lo que esto sugiere la presencia de al menos 16 compuestos en el
extracto de Ligusticum porteri. Asimismo, para la identificacion de cada pico se
obtuvieron los espectros y de acuerdo a la teoria desarrollada por los autores
Campos y Markham (2007) y comparando los tiempos de retencién (RT) en
conjunto la absorbancia maxima (Amax) (Figura 13), se detectaron: 1 acido fenélico
(1), 1 dihydroflavonoide (2), 3 flavonoles (13,14,16) y 11 flavonas (3, 4,5, 6, 7, 8, 9,
10, 13, 14,16) consiguientemente con sus derivados que se muestran en la Tabla
2. La presencia del compuesto apigenin concuerda con lo que reportdé Kozhanova
y et al. (2025), con la especie Aegopodium podagraria una especie perteneciente a

la familia Apiaceae.

Ligusticum porteri

15

2000

1500

Absorbancia

1000

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Tiempo de retencién (min)

Figura 12. Cromatograma de HPLC-DAD de extractos de la raiz de Ligusticum porteri. Los compuestos
1-16 corresponden a los descritos en la Tabla 1.

27



Fernanda Yoana Chavez Aguilar CIIDIR-DGO  M.C. en Ciencias en Gestion Ambiental
1: RT 22.713 2: RT 29.296 3: RT 30.67 4: RT 32.045
Acido Fénolico Dihydroflavonoide Flavona 030 Flavona
322 279 281 2 282
E 3o %o :
E os b | 0.50 H 0.50 £ om0 -
5 g g 2
2 ) -g g
< a0 270 320 370 0.00 000 0'00220 320
A (nm) 220 " (nm) 320 220 A (l'll‘l'll 320 A (nm)
5: RT 37.615 6: RT 39.857 7: RT 42.534 8: RT 42.895
0.20 7 Flavona P Flavona . 0.20 | 5 Flavona . Flavona
B 327 2 267 g 281 S 0.10 272
5 £ 050 5 0.10 5
2 0.10 H < 2
5 2 £ 2
2 < 000 < 0.00 < 000
0.00 220 320 220 320 220 320
20 A (nm';jzo A (nm) A (nm) A (nm)
9: RT 44.559 10: RT 46.006 11: RT 47.308 12: RT 48.827
Flavona Flavona 256 Flavonol Flavonol
m 010 237 - 280 a 010 273
E 270 2 o0 e g
2 oos s 2 So005 a2
s 5 0.05 5 ]
2 g ] 2
< 000 2 < 000 o0
220 320 0.00 220 320 220 320
A (nm) 20 pam A (nm) A(nm)
13: RT 49.478 14: RT 54.759 15: RT 57.869 16: RT 60.039
0.20 Flavona Flavona 338 Flavonol 6 151Flavona
3 289 284 32° & 100
2 268 & 005 . £
.g 0.10 330 -‘g E 2.50 _PZ 050
-& § 5 2.00 _é'
0.00 2 o0 é 0.00
220 320 220 320 1.50 220 320
A (nm) A (nm) 220 A(nm) 3% A (nm)

Figura 13. Espectros de los principales compuestos fendélicos encontrados en los extractos de la raiz de Ligusticum

porteri.

Tabla 2. Compuestos fendlicos encontrados por HPLC-DAD en el extracto de la raiz de Ligusticum porteri

Tiempo de
Ndmero de retencién
compuesto (min) A max Tipo de compuesto fenélico
Acido fendlico (Derivado de 2,4
1 22.71 237, 297sh, 322 dihydroxybenzoic acid)
2 29.29 279 Dihydroflavonoide (Derivado de Fustin)
3 30.67 281 Flavona (Derivado de Luteolin)
4 32.04 282, 331 Flavona (Derivado de Vitexin)
5 37.61 267, 327 Flavona (Derivado de Acetin)
6 39.85 267,302sh Flavona (Derivado de Genkwanin)
7 42.53 226 281 Flavona (Derivado de Chrysin)
8 42.89 272, 289sh Flavona (Derivado de 5-hydroxyflavona)
9 44.55 237, 270, 337 Flavona (Derivado de Apigenin)
10 46 280 Flavona (Derivado de Chrysoeriol)
11 47.3 256, 276sh Flavonol (Derivado de Isohamnetin)
Flavonol (Derivado de Isohamnetin 3-0
12 48.82 273, 329 rutinoside)
13 49.47 268, 330 Flavona (Derivado de Chrysoeriol)
14 54.75 284,336 Flavona (Derivado de Chrysoeriol)
15 57.87 284, 326 Flavonol (Derivado deTrimetoxiflavonol)
Flavona (Derivado de Hidroxi-4-
16 60.03 236, 261, 322 metoxiflavona)
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6.1.5 Correlacién de Pearson

El andlisis de la correlacion de Pearson realizado con el extracto etandlico
de la raiz de la especie Ligusticum porteri, exhibié relaciones significativas
principalmente entre el contenido de compuestos fendlicos, flavonoides y los
ensayos DPPH y ABTS (capacidad antioxidante). Asimismo, los valores que se
presentan en la matriz de correlacion (Figura 14) interpreta las asociaciones entre

las técnicas realizadas.

Se encontré una correlacién significativa de r= 0.97 entre fenoles totales y
flavonoides totales, esto podria deberse a que los metabolitos secundarios estan
relacionados en el extracto de Ligusticum porteri, y, por lo tanto, muy
probablemente las rutas biosintéticas de estos compuestos pueden estar

coordinadas.

Se encontraron valores relevantes entre fenoles y los ensayos DPPH con un
resultado de r=-0.67 y para ABTS -0.48, en este caso, los valores negativos nos
revelan que una mayor concentracion de fenoles se asocia en menos absorbancia
en los ensayos de capacidad antioxidante, lo cual se interpreta como benéfico, dado
a que una mayor capacidad antioxidante exhibe una mayor decoloracion del
reactivo y por ende este revela una menor absorbancia. Por otro lado, la correlacion
mas fuerte con el ensayo DPPH infiere que los fenoles pueden ser mas eficaces

para radicales libres de este radical que los que se derivan del radical ABTS.

Asimismo, de una manera muy similar, exhibieron valores significativos entre
flavonoides y el ensayo DPPH con un resultado de r= -0.48 y para ABTS un

resultado de r=-0.67.
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Figura 14. Matriz de correlacién de Pearson entre las técnicas realizadas en extractos de Ligusticum porteri. Valores
de *r* que aproximan a 1 reflejan una correlacion positiva fuerte, valores que se aproximan a -1 reflejan una
correlacion negativa fuerte entre las variables, mientras que valores aproximados a 0 indican que existe poca o
ninguna relacién entre ellas.
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6.2 Pteridium aquilinum

6.2.1 Contenido de fenoles y flavonoides totales

Se cuantificé el contenido total de fenoles del extracto de Pteridium aquilinum
utilizando el método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu, en donde los
resultados obtenidos fueron de 111.43 mg EAG/g ES (Tabla 2). Sompila et al.
(2021) obtuvieron con la misma especie un total de 75.18 mg EAG/g M. La
diferencia entre nuestro valor obtenido y el que reporta Sompila et al. (2021) puede
deberse a diferencias en la metodologia de extraccion y por otro lado a la variacion
geografica u estacional al momento de la recoleccion de la planta. Ademas, al
contrastar nuestros hallazgos con otras investigaciones realizadas con plantas
medicinalmente ampliamente utilizadas, especificamente en el estudio de
investigacion reportado por Martinez-Rocha et al. (2007) sobre Lippia
graveolens Kunth (Orégano) especie medicinal de relevancia etnobotanica y con
amplia distribucion. Se encuentra una notable disparidad cuantitativa, ya que la

investigacion exhibié un contenido de fenoles totales de 211 mg EAG/g ES.

En la determinacion del contenido total de flavonoides se obtuvieron los
resultados de 14.94 mg EQ/g ES (Tabla 3), valores superiores en comparacion de
los que reportaron Sompila et al. (2021), para Pteridium aquilinum, revelando un
valor de 2.58 mg ECal/g ES en el cual se utiliz6 una curva de calibracion con
catequina. La disparidad observada en la cuantificacion de flavonoides totales entre
ambas investigaciones puede atribuirse en gran medida, a la utilizacién de
diferentes estandares para la construccion de las curvas de calibracion. Ademas,
Gutiérrez-Velazquez et al. (2025) reportaron valores mas altos que los encontrados
en nuestro estudio, en plantas utilizadas en la medicina tradicional como Dichondra

argentea (Oreja de ratén) con valores de 31.56 mg EQ/g ES.

No obstante, los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el
extracto de Pteridium aquilinum es una fuente rica en compuestos fendlicos, los
cuales son mayormente conocidos por sus diversas propiedades biolégicas como

antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas (Vargas et al., 2018).
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6.2.2 Capacidad bloqueadora del radical libre DPPHy ABTS

En la evaluacion del porcentaje de inhibicion de los radicales libres DPPH
con extracto de la especie de Pteridium aquilinum se obtuvo un valor de 88.13% de
inhibicién a una concentracion de 1 mg/mL (Tabla 3). En estudios previos Kardong
et al. (2013), reportan para Pteridium aquilinum 84%. La similitud entre ambos
resultados obtenidos, refuerzan la evidencia de la alta capacidad antioxidante de la
especie Pteridium aquilinum. Sin embargo, otras plantas sumamente utilizadas
nacional como internacionalmente, reportan un porcentaje de inhibicion de 60.7%

en especies como Mentha piperita (Menta) en el estudio de Siddeeg et al. (2018).

La capacidad antioxidante a través del ensayo de inhibicion del radical ABTS
mostro en su resultado un alto porcentaje de inhibicion con 97.64% empleando una
concentracion de 1 mg/mL (Tabla 3). En consecuencia, estos valores nos indican
un alto potencial en cuanto a la neutralizacion del radical libre ABTS lo que indica
gue los compuestos bioactivos presentes en el extracto de Pteridium aquilinum
poseen una amplia capacidad para inactivar estos radicales libres, cuyos
mecanismos son esenciales en lo que se refiere a la proteccion celular contra el
estrés oxidativo. En concordancia con estos resultados obtenidos, estudios previos
con la misma especie, documentados por los autores Kardong et al. (2013),
reportaron un porcentaje de inhibicién del 73.33. Asimismo, en una investigacion
con los tallos de Grewia carpinifolia (Crossberry) especie reconocida en la medicina
tradicional, exhibio un resultado del 70.25%, valores inferiores a los nuestros
(Adebiyi et al., 2017).

6.2.3 Capacidad inhibidora de la enzima a-glucosidasa y a-amilasa

La evaluacion in vitro de la capacidad inhibitoria del extracto de Pteridium
aquilinum ante la enzima a-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae, nos revelo
en el estudio realizado, una inhibicion del 40.43% de inhibicion a una concentracion
de 10 mg/mL (Tabla 3). Los resultados son presentados en porcentaje, los cuales
indican la capacidad que tiene el extracto de Pteridium aquilinum para inhibir la
enzima a-glucosidasa. Por otro lado, en un estudio realizado por Ojimelukwe et al.
(2024), se evalué el potencial de las fracciones de flavonoides que se extrajeron de

Pteridium aquilinum para la inhibicién de la enzima a-glucosidasa, que fue revelado
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también en porcentaje de inhibicion a diferentes concentraciones de las cuales con
fin de comparar los resultados se tomo6 la concentracion a 10 mg/mL en donde
revelo un resultado de 52.03%. Los resultados obtenidos en esta investigacion,
muestra una menor capacidad para inhibir la enzima de a-glucosidasa de
Saccharomyces cerevisiae comparacion con los valores que reportan Ojimelukwe
et al. (2024).

Los resultados del porcentaje de inhibicion de la enzima a-amilasa que se
obtuvo al utilizar el extracto etandlico de Pteridium aquilinum fueron calculados a
una concentracién de 10 mg/mL en donde se revel6 un porcentaje de 46.48%. Por
otro lado, hasta el momento, la actividad hipoglucemiante derivada de la capacidad
de la inhibicion de la enzima a-amilasa no ha sido objeto de estudio en

investigaciones con esta especie en particular.

Sin embargo, a pesar de que el género Pteridium presenta una amplia
distribucion a nivel mundial (Le Duc et al., 2000) y también se encuentra
extensamente en México (Eslava et al., 2020), hasta el momento no se han
reportado estudios enfocados en moderar los niveles de glucosa a través de la
inhibicion de la enzima a-amilasa. Asimismo, esto podria deberse a que, en su
mayoria, las investigaciones realizadas de este género y especie se han enfocado

en la busqueda de otras actividades biologicas.
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Tabla 3. Contenido total de fenoles, contenido total de flavonoides y actividad antioxidante
(DPPH y ABTS) e hipoglucémica (a-glucosidasa y a-amilasa) de Pteridium aquilinum.

Actividad
antioxidante % de Actividad hipoglucémica
inhibicién % de inhibicién
Fenoles Flavonoides , .
DPPH* ABTS*+ a-gl -amil
Extracto Totales Totales S a-glucosidasa  a-amilasa

(mg EAG/g ES) (mg EQlg ES) (mg/mL) (mg/mL) (10 mg/mL) (10 mg/mL)

Pteridium

- 111.43+£0.03 14.94+0.04 88.13 97.64 40.53 46.48
aquilinum

mg EAG/g ES: miligramos de equivalentes de acido galico por gramo de extracto seco; mg EQ/g
ES: miligramos equivalentes de quercetina por gramo de extracto seco; DPPH: concentracion en
porcentaje % para inhibir el radical DPPH a la concentracion mg/mL; ABTS: concentracion en
porcentaje % para inhibir el radical ABTS; % Inhibicidon a-glucosidasa: concentracion para la
inhibicién de la enzima a-glucosidasa a la concentracion 10 mg/mL; % Inhibicion a-amilasa:

concentracion para la inhibicion de la enzima a-amilasa a la concentracion 10 mg/mL.

6.2.4 Composicion fendélica de los extractos mediante HPLC-DAD

El extracto etandlico de Pteridium aquilinum se analiz6 cromatograficamente,
empleando la técnica de HPLC en conjunto con un detector de arreglo de diodos,
con el objetivo de separar, identificar y cuantificar los compuestos fendlicos

presentes en la muestra.

El cromatograma mostré un perfil que se compone de 11 picos bien definidos
(Figura 15), lo que sugiere que se encuentran al menos 11 compuestos en el
extracto de Pteridium aquilinum. Para la identificacion de cada uno de los espectros
(Figura 16), se siguieron los criterios establecidos por Campos y Markham (2007)
y se compararon tiempos de retencion (RT) y longitudes de onda de absorbancia
maxima (Amax) con la literatura expuesta de estos autores y este estudio. En
consecuencia, como resultados, se encontré la presencia de un acido fendlico (1)
y diez flavonas (2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11), enla Tabla 4 se detallan sus respectivos

derivados.

Es importante resaltar que no se han reportado analisis cromatograficos similares
en esta especie, en su género y familia taxondmica (Dennstaedtiaceae), lo que
indica que el estudio con la especie Pteridium aquilinum es pionero en cuanto a

estudios en cromatografia de esta planta y, ademas, abre un panorama nuevo para
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investigaciones futuras enfocados a la exploracion del potencial biolégico y

fitoterapéutico.

Pteridium aquilinum
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Figura 15. Cromatograma de HPLC-DAD de extractos de Pteridium aquilinum. Los compuestos 1-11 corresponden a los
descritos en la Tabla 4.
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Figura 16. Espectros de los principales compuestos fendlicos encontrados en los extractos de Pteridium aquilinum
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Tabla 4. Compuestos fendlicos encontrados por HPLC-DAD en el extracto de Pteridium aquilinum

Numero de Tiempo de
compuesto | retencién (min) A max Tipo de compuesto fendlico
1 290.813 265, 350 Flavona (Derivado de Luteolin)
Flavona (Derivado de Luteolin-7-0-
2 32.708 266, 347 rutinoside)
3 34.659 267,299 | Acido Fendlico (Derivado de &cido cafeico)
Flavona (Derivado de Luteolin-7-0-
4 35.31 268, 340 glucoside)
5 36.374 277 Flavona (Derivado de Baicalein)
6 37.969 235,325 Flavona (Derivado de Apigenina)
7 39.506 289, 312 Flavona (Derivado de Baicalein)
8 40.334 289, 319 Flavona (Derivado de Apigenin)
9 41.634 267, 346 Flavona (Derivado de Luteolin)
10 44.294 269, 331 Flavona (Derivado de Genkwanin)
11 64.982 287 Flavona (Derivado de Tricetin)

6.2.5 Correlacion de Pearson

La matriz de correlacion de Pearson que se muestra en la Figura 17, en
donde se revelan las relaciones entre las variables biologicas y quimicas que se
analizaron (actividad antioxidante e hipoglucémica y contenido total de fenoles y
flavonoides).

Se encontrd6 una correlacion altamente significativa entre flavonoides y
fenoles totales con una r= 0.97, lo que es esperado, ya que los flavonoides se
encuentran dentro del grupo de compuestos fendlicos. Se observé relacion entre
los ensayos de determinacion antioxidante (DPPH y ABTS), con una r= 0.55, que,
aunque sus resultados son moderadamente positivos, su actividad podria diferir en
cuanto a la sensibilidad a compuestos patrticulares, lo que muy probablemente se
deba a las diferencias encontradas en los mecanismos de transferencia de los
radicales libres.

Ademas, en las técnicas hipoglucémicas analizadas se encontré6 una
correlacién fuerte especificamente entre la enzima alfa-amilasa y el ensayo para la
determinacién antioxidante ABTS con una r= 0.61, lo que indica una asociacién
significativa entre la actividad inhibitoria de esta enzima y la presencia de los
compuestos con capacidad de neutralizar el radical ABTS. También, se observé

una correlacion entre la enzima alfa-glucosidasa y el ensayo DPPH, aunque el
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resultado de esta correlacion no es tan fuerte, sigue siendo relevante. La doble
funcién biolégica de los compuestos bioactivos, encontrados en el extracto de P.
aquilinum refuerzan su valor terapéutico, haciendo énfasis principalmente en
enfermedades derivadas del estrés oxidativo y enfermedades metabdlicas tales
como la diabetes.

alfa.amilasa

alfa.glucosidasa

Correlation
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ABTS ! 05
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Figura 17. Matriz de correlacion de Pearson entre las técnicas realizadas en extractos de Pteridium aquilinum.
Valores de *r* que aproximan a 1 reflejan una correlacion positiva fuerte, valores que se aproximan a -1 reflejan
una correlacion negativa fuerte entre las variables, mientras que valores aproximados a 0 indican que existe
poca o ninguna relacion entre ellas.
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6.3 Zornia venosa

6.3.1 Contenido de fenoles y flavonoides totales

En la presente técnica empleada para la determinacién de fenoles totales en
el extracto de Zornia venosa, se obtuvieron valores significativos de 25.76 mg
EAG/g ES (Tabla 5). Al comparar estos resultados con un estudio realizado por
Nascimiento (2016) con Zornia brasiliensis (especie perteneciente a la misma
familia botanica que Zornia Venosa), se observan diferencias significativas ya que
Nascimiento exhibié un contenido de fenoles totales mayores en Zornia brasiliensis
con un total de 42.69 mg EAG/g ES.

Ademas, al comparar y analizar estos resultados con otra especie utilizada
ampliamente en la medicina tradicional como Rorippa nasturtium var. aquaticum
(Berro) se observa que los resultados que exhibe Gutiérrez-Velazquez et al. (2018)

con 23.16 mg EQ/g ES son inferiores a los obtenidos en nuestro estudio.

En el contenido total de flavonoides de Zornia venosa se obtuvo un valor de
9.78 mg EQ/g ES (Tabla 5), nuestros valores son inferiores en comparacion con los
reportados por Fatima et al. (2024) en un estudio realizado con Caesalpinia
decapetala en donde obtuvieron un valor de 29.16 mg RE/g. Pandey y Sharma
(2022) reportan para Rungia pectinata (Planta seta) valores superiores a los
nuestros con 47.87 mg EQ/g ES.

6.3.2 Capacidad bloqueadora del radical libre DPPHy ABTS

Se evalu6 la concentracion del extracto de la especie Zornia venosa
necesaria para inhibir en 50% los radicales DPPH y ABTS. Para el ensayo DPPH
se obtuvo un valor significativo de 2.92 mg/mL (ECso) (Tabla 5). Al comparar estos
hallazgos con los resultados que revelé David et al., (2007) en una investigacion
con Zornia brasiliensis un ECso de 25.1 mg/mL. La importancia de obtener valores
en el ECso mas bajos, como el que se presentd en el presente estudio con Zornia
venosa, indica mayor eficiencia del extracto para lograr la neutralizacion de los
radicales libres y lo que por ende indica una mayor actividad antioxidante. Otras

investigaciones como las de Cvetanovic et al. (2019), reportan resultados mas bajos
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obtenidos para Matricaria chamomilla (manzanilla) en la cual se muestra un ICsode
0.021 mg/mL.

En el ensayo ABTS se obtuvo un resultado de ECso de 0.56 mg/mL (Tabla
5), al compararlo con los resultados de Dzoyem et al. (2024) en un estudio con Xylia
torreana, en donde se obtuvo un valor en el ECso de 0.0146 mg / mL, se puede
observar una similitud entre sus resultados. Ademas, al comparar nuestros
resultados con los de Galvez-Calla et al. (2021), se observa que el extracto de Z.
venosa presenta una actividad superior, con un valor de ICsp menor que el

reportado para Origanum vulgare (Orégano) (3.687 mg/mL).

6.3.3 Capacidad inhibidora de la enzima a-glucosidasa y a-amilasa

En la determinacion de la capacidad inhibitoria del extracto de Zornia venosa
ante las enzimas a-glucosidasa y a-amilasa no se mostro actividad significativa
dentro de los rangos de concentraciones desde 0.05 mg/mL hasta 13 mg/mL. Lo
gue sugiere que, bajo las condiciones empleadas en las técnicas, el extracto de

Zornia venosa no reveld ninguna inhibicion en estas enzimas.

Tabla 5. Contenido total de fenoles, contenido total de flavonoides y actividad antioxidante
(DPPH y ABTS) e hipoglucémica (a-glucosidasa y a-amilasa) de Zornia Venosa.

Actividad antioxidante  Actividad hipoglucémica

ECso ECso
Extracto I_:rt(e)rtwgllee: Fla}F/(g[r;?écsies DPPH* ABTS ™ glucoogidasa a-amilasa
(mg EAG/g ES) (mg EQ/g ES) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

Zornia  9576+002  9.78+0.04 2.92+0.01 0.56 +0.00
venosa

mg EAG/g ES: miligramos de equivalentes de &cido galico por gramo de extracto seco; mg EQ/g
ES: miligramos equivalentes de quercetina por gramo de extracto seco; ECso DPPH: concentracion
efectiva al 50% para el radical DPPH; ECs0 ABTS: concentracion efectiva al 50%para el radical ABTS;
ECso a-glucosidasa: concentracion efectiva al 50% para la inhibicion de la enzima a-glucosidasa;

ECso a-amilasa: concentracion efectiva al 50% para la inhibicion de la enzima a-amilasa.
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6.3.4 Composicion fendlica de los extractos mediante HPLC-DAD

El extracto etandlico que se obtuvo de la especie Zornia venosa, fue
analizado cromatograficamente para separar, cuantificar e identificar los
compuestos fendlicos. Este analisis cromatografico mostré un perfil con 16 picos
(Figura 18), lo que indica la presencia de al menos 16 compuestos fenolicos
distintos en el extracto de Zornia venosa. Cada uno de los picos fueron analizados
e identificados, correlacionando los tiempos de retencion (RT) y las longitudes de
onda de absorbancia maxima (Amax) expuestos en la Figura 19, cada espectro se
identificé segun la informacién reportada en la literatura establecida por Campos y
Markham (2007). Se revelo la presencia de 14 flavonas (1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16) y 2 flavonoles (6, 7), junto con sus respectivos derivados las
cuales se detallan en la Tabla 6. La identificacion de estos compuestos fendlicos,
en particular los flavonoles y las flavonas, son muy relevantes dado a que se
reconocen por su alto potencial antioxidante y antinflamatoria (Cartaya & Reynaldo,
2001).

Zornia venosa

360
310
260
210

160

Absorbancia

110

60

10

65 70

Tiempo de retencién (min)

Figura 18. Cromatograma de HPLC-DAD de extractos de Zornia venosa. Los compuestos 1-16 corresponden a
los descritos en la Tabla 6.
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Figura 19. Espectros de los principales compuestos fendlicos encontrados en los extractos de Zornia venosa

Tabla 6. Compuestos fendlicos encontrados por HPLC-DAD en el extracto de Zornia venosa

Numero de Tiempo de
compuesto | retencién (min) A max Tipo de compuesto fenélico
1 30.101 258, 350 Flavona (Derivado de Luteolin)
2 30.907 260, 347 Flavona (Derivado de Luteolin)
3 33.259 267, 337 Flavona (Derivado de Vitexin)
Flavona (Derivado de Luteolin-7-0-
4 34.267 250, 267sh, 343 glucoside)
5 35.409 269, 335 Flavona (Derivado de Apigenin)
6 37.693 248, 296 Flavonol (Derivado de Fiestin)
7 38.164 257, 269sh, 356 Flavonol (Derivado de Quercetina)
8 39.306 281 Flavona (Derivado de Isovitexina)
9 40.112 256, 336 Flavona (Derivado de Luteolina)
10 41.658 265, 337 Flavona (Derivado de Apigenina)
11 42.464 265, 332 Flavona (Derivado de Genkwanin)
12 43.001 255, 270sh, 344 Flavona (Derivado de Luteolina)
13 45.101 265, 318 Flavona (Derivado de Apigenina)
14 45.855 274, 328 Flavona (Derivado de Apigenina)
15 46.376 249, 270, 344 Flavona (Derivado de Chrysoeriol)
Flavona (Derivado de 5,7,2'-
16 48.811 276, 329 Trihidroxiflavona)
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6.3.5 Correlacion de Pearson

La matriz de correlacién exhibida en la Figura 20, muestra | relacion que hay
entra las variables analizadas, capacidad antioxidante determinada mediante los
ensayos ABTS y DPPH y contenido total de flavonoides y fenoles.

En la matriz se observa una correlacion de fuerte a moderada entre el
contenido total de fenoles y flavonoides con una r= 0.54, lo que es esperado, dado
a que los flavonoides se encuentran dentro o forman parte de una subclase de los
compuestos fendlico, por lo que se deduce que a medida que aumenta el contenido
de flavonoides también aumenta el contenido de fenoles. De igual forma, se revela
una correlacion fuerte entre el ensayo de capacidad antioxidante entre ABTS y
flavonoides con una r= 0.88, lo que sugiere que los flavonoides tienen una gran
influencia en cuanto la inhibicién del radical ABTS, indicando que los flavonoides
no solo forman parte de los compuestos fendlicos, si no que a su vez también de
gran relevancia en la actividad antioxidante. Por otro lado, los resultados
encontrados exhiben la complejidad de la interaccién de los compuestos bioactivos
y el potencial antioxidante, ya que estos hallazgos son fundamentales para el
entendimiento de los compuestos fendlicos y como estos pueden contribuir a la

neutralizacion del radical ABTS.

ABTS
Correlation
1.0
DPPH .
v 05
0.0
Flavonoides -05
-1.0
Fenoles

il . il Q> «%
© @o°\b <§2Q ¥

Figura 20. Matriz de correlacion de Pearson entre las técnicas realizadas en extractos de Zornia venosa.
Valores de *r* que aproximan a 1 reflejan una correlacion positiva fuerte, valores que se aproximan a -1 reflejan
una correlaciéon negativa fuerte entre las variables, mientras que valores aproximados a 0 indican que existe
poca o ninguna relacién entre ellas.
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6.4 Pseudognaphalium obtusifolium

6.4.1 Contenido de fenoles y flavonoides totales

El contenido total de fenoles totales en extracto de Pseugognaphalium
obtusifolium se determin6 mediante el método espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteu, exhibiendo un valor de 50.71 mg EAG/g ES (Tabla 7). Al comparar
nuestros hallazgos con los de otros autores como el de Hernandez et al. (2018)
reportaron un contenido de 53.06 + 2.10 mg EAG/g ES para la especie Gnaphalium
viscosum. Se encuentra una ligera diferencia entre nuestros resultados y el de
Hernandez et al. (2018), lo cual puede atribuirse a diversos factores. Es importante
considerar que, aunque se encuentren dentro del mismo género, se trata de
especies distintas, lo cual de forma inherente influye en la composicion fitoquimica.
Ademas, en contraste con lo reportado por Al-Dabbagh et al. (2019) para la especie
Matricaria recutita L. (Manzanilla), donde se registro un contenido de 21.4 mg
EAG/g ES, nuestros resultados muestran valores superiores para esta especie

medicinal.

En la determinacion del contenido total de flavonoides obtenido del extracto
etandlico de Pseugognaphalium obtusifolium se obtuvieron resultados de 20.81 mg
EQ/g ES (Tabla 7), valores que en relevancia son inferiores en comparacion de los
gue reportaron Heredia et al. (2022), estudio realizado con Gnaphalium oxyphyllu,
revelando un valor de 114.30 mg EQ/g ES. Al comparar ambos resultados, se
puede observar notablemente que el contenido de flavonoides del extracto de
Gnaphalium oxyphyllu es superior de lo que se obtuvo en nuestro estudio con

Pseugognaphalium obtusifolium.

Los hallazgos del presente son mas altos que los registrados para Rorippa
nasturtium var. aquaticum (Berro) por Gutiérrez-Velazquez et al. (2018) quienes

reportan un contenido de 13.81 mg EQ/g ES.
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6.4.2 Capacidad bloqueadora del radical libre DPPHy ABTS

La actividad antioxidante de los extractos etandlicos de Pseugognaphalium
obtusifolium fue evaluada mediante la determinacion de la concentracion efectiva
al 50 % (ECso) para la inhibicion del radical DPPH y ABTS. Para el ensayo DPPH
se obtuvo un valor de 1.39 mg/mL (Tabla 7). Este resultado indica una capacidad
antioxidante inferior en comparacion con los resultados que Elizondo et al. (2022)
revelaron en un estudio con la misma especie, obteniendo un valor de 0.52 mg/mL
gue representa un ECso significativamente superior que el de nuestro estudio. Dado
a que el ECso méas bajo se correlaciona con una mayor actividad antioxidante se
sugiere que el estudio por Elizondo et al. (2022), posee una eficacia superior para
la inhibicion de los radicales libres en comparacion nuestro estudio. Por otro lado,
también se encuentran resultados inferiores a los nuestros en estudios previos de
Garcia (2019) con Origanum vulgare (Orégano) la cual exhibio un ICso de 3.0

mg/mL, especie con una amplia distribucion mundial de uso medicinal.

En la actividad antioxidante determinada mediante el ensayo ABTS los
resultados obtenidos mostraron un ECsode 0.42 mg/mL (Tabla 7). Al comparar los
resultados obtenidos en este estudio con los que reportd Boyadzhieva et al. (2022)
guienes evaluaron la capacidad antioxidante de Gnaphalium viscosum y en donde
exhibieron valores de un ECso de 2.16 mg/mL, se puede inferir que
Pseugognaphalium  obtusifolium  presenta una actividad antioxidante
considerablemente superior. Asimismo, en otras investigaciones realizadas en el
pais con plantas medicinales como el de Gutiérrez-Velazquez et al. (2024) con
Rorippa nasturtium var. aquaticum (Berro) revelan un ICso de 0.055 mg/mL,

resultados que fueron superiores que los obtenidos en este trabajo.

6.4.3 Capacidad inhibidora de la enzima a-glucosidasa y a-amilasa

La evaluacion in vitro del extracto de Pseugognaphalium obtusifolium frente
a la actividad de la enzima a-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae, nos revelo
gue el extracto presenta una concentracion efectiva al 50% (ECso) de 4.97 mg/mL
(Tabla 4). Cuyos valores representan la cantidad necesaria del extracto para inhibir
la actividad enzimatica, lo que por ende sugiere que los compuestos bioactivos

presentes en Pseugognaphalium obtusifolium pueden inferir con la degradacion de
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los carbohidratos complejos en azucares simples. Por otro lado, los resultados
obtenidos en esta investigacion, revelan que el extracto de Pseudognaphalium
obtusifolium presenta una capacidad inhibitoria moderada frente a la enzima a-
glucosidasa, siendo inferior a la que reportdé Olennikov et al. (2018), en una
investigacion con Artemisia serice en donde exhibié un valor de ECso de 0.754
mg/mL. Asimismo, los resultados de Pseudognaphalium obtusifolium sugiere que
Su extracto podria no ser tan eficaz como Artemisia serice en la inhibicion de la a-
glucosidasa, pero aun asi representa una fuente prometedora de compuestos
bioactivos naturales que podrian contribuir al desarrollo de terapias alternativas
para el control de la diabetes.

El estudio realizado para evaluar la capacidad inhibitoria del extracto de
Pseudognaphalium obtusifolium ante la enzima a-amilasa no exhibié actividad
significativa en un amplio rango de concentraciones analizado de 0.05 mg/mL hasta

mg/mL.

Tabla 7. Contenido total de fenoles, contenido total de flavonoides y actividad antioxidante
(DPPH y ABTS) e hipoglucémica (a-glucosidasa y a-amilasa) de Pseugognaphalium obtusifolium.

Actividad Actividad hipoglucémica
antioxidante ECso ECso
Fenoles Flavonoides DPPH* ABTS*+ a-glucosidasa a-amilasa
Extracto Totales Totales
(Mg EAG / gES) (mg EQ/ g ES) (mg/mL)  (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
P 50.71 £ 0.03 20.81 + 0.00 1.39 0.42 4.97 -

obtusifolium

mg EAG/g ES: miligramos de equivalentes de acido galico por gramo de extracto seco; mg EQ/g
ES: miligramos equivalentes de quercetina por gramo de extracto seco; ECso DPPH: concentracion
efectiva al 50% para el radical DPPH; ECs0 ABTS: concentracion efectiva al 50%para el radical ABTS;
ECso a-glucosidasa: concentracion efectiva al 50% para la inhibicion de la enzima a-glucosidasa;

ECso a-amilasa: concentracion efectiva al 50% para la inhibicion de la enzima a-amilasa.

45



Fernanda Yoana Chavez Aguilar CIIDIR-DGO  M.C. en Ciencias en Gestion Ambiental

6.4.4 Composicion fendlica de los extractos mediante HPLC-DAD

El andlisis cromatografico exhibié un perfil con 16 picos claramente
diferenciados (Figura 21), lo que nos indica que el extracto de esta especie
analizada contiene como minimo 16 compuestos distintos. En la identificacién de
cada compuesto, se analiz6 cada espectro y se contrastaron con los tiempos de
retencion (RT) y la absorbancia méxima (Amax) (Figura 22), siguiendo los criterios
que se establecieron en la bibliografia por Campos y Markham (2007). Revelando
asi, un resultado de 4 Flavonoles (6,7,8,10) y 12 Flavonas (1, 2, 3, 4, 5, 9, 11, 12,
13, 14, 15, 16) en conjunto con sus derivados que se muestran en la Tabla 6.

Pseudognaphalium obtusifolium
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Figura 21. Cromatograma de HPLC-DAD de extractos de Pseudognaphalium obtusifolium. Los compuestos
1-16 corresponden a los descritos en la Tabla 8.
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Figura 22. Espectros de los principales compuestos fenélicos encontrados en los extractos de Pseudognaphalium

obtusifolium

Tabla 8. Compuestos fendlicos encontrados por HPLC-DAD en el extracto de Pseudognaphalium obtusifolium

Numero de Tiempo de

compuesto | retencion (min) A max Tipo de compuesto fenélico
1 29.51 249, 344 Flavona (Derivado de Luteolina)
2 30.918 245, 328 Flavona (Derivado de Luteolina)
3 33.109 252, 266sh, 334 Flavona (Derivado de Luteolina)
4 34.204 267, 340 Flavona (Derivado de Luteolina)
5 35.768 269, 332 Flavona (Derivado de Apigenina)
6 37.411 256, 365 Flavonol (Derivado de Quercetina)
7 38.037 255, 267sh, 349 Flavonol (Derivado de Myricetin)

Flavonol (Derivado de 8-O-
8 38.819 256, 255 methylherbacetin)
9 41.635 268, 333 Flavona (Derivado de Luteolina)
10 42.887 267, 352 Flavonol (Derivado de Chrysoeriol)
11 43.357 275 Flavona (Derivado de Chrysin)
12 48.597 276 Flavona (Derivado de Tricetin)
13 49.301 275 Flavona (Derivado de Tricetin)
14 50.865 273 Flavona (Derivado de Tricetin)
Flavona (Derivado de5,7-Dihydroxy-2’,5'-

15 51.786 269 dimethoxyflavone)
16 53.056 270,321sh Flavona (Derivado de Baicalein)

4
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6.4.5 Correlaciéon de Pearson

En la matriz de correlacién se representan las relaciones que hay entre las
variables evaluadas en el extracto de Pseudognaphalium obtusifolium (Figura 23).
Se encontraron valores significativos principalmente entre fenoles y flavonoides
totales y, por otro lado, en las pruebas antioxidantes (DPPH* y ABTS*+) y la prueba

hipoglucémica de la enzima a-glucosidasa.

Se revel6 una correlacion positiva con una r= 0.58 entre fenoles y
flavonoides, lo que sugiere que ambos compuestos estan relacionados
moderadamente en la especie vegetal, aunque no de manera extremadamente
dependiente. Ademas, en las pruebas antioxidantes DPPH* y ABTS*+ se muestran
correlaciones positivas con la capacidad inhibidora de la enzima alfa-glucosidasa
con una r= 0.76 para DPPH* y una r=0.91 para ABTS*+, lo que indica que los
compuestos causantes de la actividad antioxidante también pueden estar
relacionado en lo que respecta a la inhibicion de la enzima a -glucosidasa, cuya es
de suma importancia en cuanto al manejo de la diabetes. Este hallazgo muestra un
potencial relevante en el extracto de Pseudognaphalium obtusifolium, ya que
sugiere una doble actividad bioldgica, por un lado, su poder inhibidor de esta

enzima y, por otro lado, su capacidad antioxidante.

alfa.glucosidasa

ABTS Correlation
m..
o 0.5
DPPH
0.0
Flavonoides
Fenoles

&

Figura 23. Matriz de correlacion de Pearson entre las técnicas realizadas en extractos de Pseudognaphalium
obtusifolium. Valores de *r* que aproximan a 1 reflejan una correlacién positiva fuerte, valores que se aproximan
a -1 reflejan una correlacion negativa fuerte entre las variables, mientras que valores aproximados a 0 indican
gue existe poca o ninguna relacion entre ellas.
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VIl. CONCLUSIONES

El andlisis realizado en las cuatro especies vegetales: Ligusticum porteri,
Pteridium aquilinum, Zornia venosa y Pseudognaphalium obtusifolium, que son
utilizadas ampliamente en la regién de la Sierra Tarahumara, exhibié un perfil
quimico y diverso, cuya informacion respalda su uso practico y le da relevancia a
su potencial medicinal. Ademas, todas las plantas estudiadas presentaron un
contenido significativo en flavonoides y fenoles totales, los cuales son compuestos
bioactivos asociados a la capacidad antioxidante.

Entre las plantas analizadas Pteridium aquilinum y Pseudognaphalium
obtusifolium mostraron los valores mas altos en contenido de fenoles totales. Estos
metabolitos secundarios son relevantes ya que se asocian fuertemente con

propiedades antinflamatorias, antimicrobianas y antioxidantes.

Las especies de Zornia venosa y Pseudognaphalium obtusifolium,
exhibieron los mejores resultados en flavonoides totales, estos compuestos son

conocidos por sus efectos contra el estrés oxidativo.

Los resultados obtenidos de los ensayos realizados para la determinacion
de la capacidad antioxidante (DPPH* y ABTS*+), indicaron que Pteridium aquilinum
y Pseudognaphalium obtusifolium poseen el mayor poder antioxidante para la

neutralizacion de los radicales libres.

Pteridium aquilinum, de manera extraordinaria, no solo obtuvo los valores
mas altos en contenido de fenoles totales y en los ensayos de actividad
antioxidante, sino que también revel6 un efecto inhibitorio ante las enzimas a-
glucosidasa y a-amilasa. Lo que sugiere que esta planta puede ser candidata para
el desarrollo de practicas naturales o farmacos para contrarrestar la diabetes, ya

gue podria ayudar a regular los niveles de azucar en la sangre.

Este trabajo es el pionero en la investigacion fitoquimica de plantas
medicinales utilizadas en la region de la Sierra Tarahumara. Los resultados
obtenidos no solo validan la practica tradicional por las comunidades raramuris, sino
gue también promueve la importancia de seguir explorando las especies vegetales

aprovechadas medicinalmente en esta region.
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VIIl. RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS

A pesar de que las cuatro especies de plantas medicinales utilizadas en la
region de la Sierra Tarahumara, exhibieron actividad antioxidante y actividad
hipoglucémica, es de suma importancia mencionar que estas técnicas son apenas
unas de las tantas que se realizan para determinar los compuestos medicinales que
poseen las plantas. Es por ello que se sugiere la realizacion de otros estudios que

permitan complementar su caracterizacion sobre el potencial biolégico.

Se recomienda llevar a cabo otros ensayos que evallen y analicen otras
actividades biolégicas , como antimicrobianas, antinflamatorias, citotoxicas,
analgésicas, neurolégicas y ademas técnicas toxicologicas las cuales permitan

garantizar su seguridad para poder ser consumidas por el ser humano.
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