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Resumen
Eriobotrya japonica (E. japonica) o Níspero, es un árbol frutal de la familia

Rosaceae, sus hojas se utilizan ampliamente en la medicina herbaria tradicional

para tratar alteraciones pulmonares, gástricas y renales. Es una especie

subtropical introducida, entre los principales compuestos de interés se encuentran

los polifenoles, flavonoides, sesquiterpenos, saponinas, ácidos orgánicos, entre

otros. En el presente trabajo se obtuvieron los extractos en etanol y acetato de

etilo por maceración y concentración en rotavapor. Los resultados indicaron que

ambos extractos tuvieron una buena actividad capturante de iones hierro con

FRAP+. Inhibieron en al menos 97% la actividad de la alfa-glucosidasa en

comparación con la acarbosa (70%) para ambos extractos obtenidos de E.

japonica. Además, fueron efectivos en la inhibición de la formación de urolitos de

oxalato de calcio in vitro en fases tempranas (nucleación) dónde se llega a un nivel

de sobresaturación determinado (alto o bajo), en particular, un nivel de

sobresaturación bajo induce la aparición de la litiasis en el tracto urinario

promoviendo así la aglomeración de moléculas cristalinas, finalmente se evidenció

la presencia de ácido ursólico y ácido oleanólico, posibles candidatos para la

activdad antiurolítica, mediante técnicas de cromatografía en columna(CC) y capa

fina (CCF) para su identificación y resonancia magnética nuclear (RMN) para la

determinación de las estructuras.
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Abstract
Eriobotrya japonica (E. japonica), commonly known as loquat, is a fruit tree that

belongs to the Rosaceae family. Leaves of E. japonica are widely used in

traditional herbal medicine for the treatment of pulmonary, gastric, and renal

disorders. This subtropical species has been introduced, and among the key

compounds of interest are polyphenols, flavonoids, sesquiterpenes, saponins, and

organic acids, among others. In the present study, ethanol and ethyl acetate

extracts were obtained through maceration and concentration using a rotary

evaporator. The results indicated that both extracts exhibited good iron ion

chelation activity with FRAP+. They inhibited α-glucosidase activity by at least 97%,

in comparison to acarbose (70%) for both extracts obtained from E. japonica.

Additionally, they were effective in inhibiting the formation of calcium oxalate

uroliths in vitro during the early stages (nucleation), reaching a determined level of

supersaturation (high or low). Notably, a low level of supersaturation induces the

formation of urinary tract stones, promoting the aggregation of crystalline

molecules. Finally, the presence of ursolic acid and oleanolic acid, potential

candidates for anti-urolithic activity, was evidenced through column

chromatography (CC) and thin-layer chromatography (TLC) for identification, and

nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy for structural determination.
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1. Introducción
La litiasis renal tiene una prevalencia mundial de alrededor de 2-20%, en México

los datos epidemiológicos son casi nulos por la carencia de registros de atención

hospitalaria que corresponden a este padecimiento (Ortegón-Gallareta et al.,

2019), la litiasis se caracteriza por la formación de cristales de composición

diversa, pero la aglomeración de estos compuestos es denominada de manera

técnica como cálculos, litos o “piedras en el riñón” coloquialmente, dicha

aglomeración afecta principalmente a las vías del tracto urinario (Atilano &

Espinosa, 2003). Entre los principales factores toma renombre la susceptibilidad

genética, dicho de otro modo, existe una predisposición hereditaria y se presentan

en familias con antecedentes de litiasis renal. Desde luego, participan otros

factores que dan lugar a la formación de cristales como los factores

medioambientales en donde la baja ingesta de líquidos y la dieta tienen gran

relevancia (Negri et al., 2013).

El cólico nefrítico es uno de los motivos de consulta de urgencia más frecuentes,

es un dolor intenso causado por la obstrucción de las vías urinarias, su tratamiento

farmacológico está dirigido a aliviar el dolor y facilitar la expulsión del cálculo. En

esta directriz, se recomienda el uso de la escalera analgésica de la Organización

Mundial de la Salud (OMS), creada inicialmente para el tratamiento del dolor

relacionado con el cáncer, pero aplicable para tratar cualquier tipo de dolor. Los

antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), opioides, antiespasmódicos y corticoides

para reducir la percepción del dolor y bloqueadores de canales de calcio y alfa-

bloqueadores para facilitar la expulsión del cálculo. Sin embargo, todos tienen

efectos adversos que van desde mareos, cefalea, retención urinaria, taquicardia,

depresión respiratoria hasta la tolerancia y el riesgo de dependencia (IMSS, 2019).

Por lo tanto, es importante investigar alternativas naturales eficaces y seguras,

cuyos metabolitos secundarios presentes en especies de plantas que se han

utilizado tradicionalmente aún no se tenga suficiente evidencia científica.

Los metabolitos secundarios son compuestos químicos que demuestran una

expresión de individualidad de las especies, de modo que todos los metabolitos en
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las especies desempeñan algún papel vital para el bienestar del productor (Wink,

2002). Estos últimos están implicados en su crecimiento, desarrollo y reproducción,

además de que los metabolitos secundarios juegan un papel muy importante en la

respuesta evolutiva para su adaptación ante el estrés ambiental y en la defensa

frente a potenciales depredadores y patógenos. La bioactividad de los metabolitos

ha sido estudiada con gran interés, específicamente en el área de la farmacéutica,

cosmética, agrícola y nutracéutica (Suárez-Medina & Coy-Barrera, 2016).

Dentro de la familia Rosaceae, existe un grupo significativo de angiospermas con

46 especies registradas en Hidalgo de las cuales solo una es endémica dentro del

estado. Entre dicha familia se encuentra el género Eriobotrya con

aproximadamente 30 especies nativas de Asia, una de ellas el níspero, Eriobotrya

japonica (Thunb.) Lindl., es ampliamente cultivada al punto de ser naturalizada

localmente (Rzedowski, 2021). El níspero es considerado un remedio ancestral

dentro de la medicina tradicional y que además ha demostrado ser un remedio

casero potencial para tratar la diabetes mellitus, enfermedades inflamatorias y

problemas cardíacos, esto gracias a las propiedades biológicas, entre ellas

antioxidante, antitumoral, antibacteriano y antiinflamatorio que contienen las hojas

y frutos del árbol (Khouya et al., 2022), sin embargo los estudios científicos

enfocados a la actividad antiurolítica son empíricos (Mokdad et al., 2015), hasta el

momento no existen estudios específicos y concluyentes que validen su eficacia

en el tratamiento directo de los cálculos biliares. Por tanto, el presente proyecto

pretende evaluar el efecto de los extractos de E. japonica en pruebas de actividad

antioxidante y antiurolítica (cristales de oxalato de calcio) con el fin de aportar al

registro de usos medicinales obtenidos a partir del níspero, además de incentivar a

su conservación y aportar evidencias del uso tradicional dentro de la comunidad

de Ixtlapala, Tlanchinol, Hgo., localidad de inspiración para este proyecto de

investigación.
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2. Antecedentes

2.1.Anatomía renal
El sistema urinario está constituido principalmente por los riñones que son dos

órganos responsables de producir la orina, misma que es conducida en los

conductos excretores, donde se localizan los cálices, pelvis y uréteres, hacia la

vejiga. Posteriormente, es evacuada fuera del organismo por medio de la uretra.

Los riñones presentan un rasgo distintivo, que es que presentan una morfología

muy parecida a la de una habichuela, además de ser alargados y aplanados.

Posee dos caras: una anterior que se caracteriza por ser lisa y convexa, mientras

que la posterior es casi plana, por otra parte, los riñones también poseen polos; el

superior es redondeado y ancho, mientras que el polo inferior tiene la singularidad

de ser más fino y alargado (Figura 1) (Gabriel, 2015).

Las longitudes de cada riñón generalmente van de los 10-12 cm de largo, de 5 a 7

cm de ancho y 3 cm de espesor, el peso es variable según el sexo puesto que los

riñones en mujeres rondan los 135 g mientras que en los hombres es de 150 g, el

color distintivo que poseen los riñones es rojo violáceo con una consistencia firme.

Los riñones se mantienen fijos debido a una envoltura fibrosa, que es

estructuralmente laminar de tejido conectivo que no se limita a extenderse

alrededor del riñón, esto es, abarca a la glándula suprarrenal además de una

cápsula adiposa, definiéndose como una cubierta de tejido adiposo blando que

tiene lugar entre la fascia renal y la cápsula fibrosa dando paso al recubrimiento

íntimo del riñón denominando espacio perirrenal (Gabriel, 2015).

Las nefronas son unidades funcionales y estructurales del riñón, cada nefrona

cuenta con un glomérulo y un túbulo renal. Dentro de cada túbulo renal está

contenida por una cápsula glomerular, túbulo contorneado proximal, asa de Henle

y el túbulo contorneado distal. Las principales funciones que cumplen las nefronas

son: la filtración, reabsorción y la excreción, esta última es sumamente importante

para sacar del organismo fármacos y el exceso de iones, todo esto para mantener

el equilibrio ácido-base en sangre (Marieb, 2008).
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Figura 1. Corte sagital del riñón. Pueden observarse las estructuras que
conforman el órgano y que clásicamente se conocen como corteza
externa y regiones internas de la médula. La médula se divide en 8-10
masas de tejido en forma de cono llamadas pirámides renales. La base
de cada pirámide se origina en el borde entre la corteza y termina en la
papila, que se proyecta en el espacio de la pelvis renal. El borde externo
de la pelvis renal se divide en los cálices mayores, que se extienden
hacia abajo y se dividen en los cálices menores, que recogen la orina de
los túbulos de cada papila. Esquema tomado de: Marieb, 2008.

2.2.Fisiología renal
Los riñones se encargan de mantener la pureza y el flujo constante de los fluidos

internos, concretamente, son órganos homeostáticos del equilibrio hidroeléctrico.

El filtrado de los fluidos propicia la expulsión de los iones en exceso y los

desechos fuera del organismo por medio de la orina, simultáneamente, se

reabsorben sustancias necesarias para ajuste preciso del volumen y de la

composición urinaria que permita una homeostasis o equilibrio hidroelectrolítico y
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por lo tanto del pH fisiológico. A la par que las funciones excretoras, los riñones

regulan el volumen de la sangre, así como también de la composición química con

el propósito de mantener el equilibrio entre el agua, las sales, ácidos y bases. Por

otra parte, los riñones adquieren otras funciones reguladoras, como la producción

de renina, enzima encargada de regular la presión sanguínea y la hormona

eritropoyetina (propia de la enzima) que induce a la producción de glóbulos rojos

en la médula ósea. Además de que ciertos órganos del aparato urinario como lo

son: uréteres, la vejiga y la uretra almacenan temporalmente la orina y son

conductos para llegar de una zona a otra (Marieb, 2008). Finalmente, los riñones

se ven involucrados en el metabolismo de calcio, específicamente en la absorción

de este mineral, por medio de una conversión del precursor en 1,25-

dihidroxivitamina D, proveniente de la vitamina D en la forma activa (Gabriel, 2015).

2.3.Litiasis renal
La litiasis renal o urolitiasis es una comorbilidad caracterizada por la aparición de

cálculos que se alojan en el aparato urinario superior, suele ser asintomático, pero

puede provocar hematuria (Kasper et al., 2009). El síntoma más común es el

cólico nefrítico que tiene lugar cuando el cálculo se rompe, posteriormente se

deposita en el sistema colector del riñón, esto provoca el incremento de la presión

intraluminal dando como resultado el cuadro doloroso (Boix et al., 2007). La

patología ha estado presente en el ser humano desde tiempo atrás, pues se tienen

registros en momias egipcias y habitantes de lo que actualmente es Arizona. Aulus

Cornelius Celsus (25 A.C.-50 D.C.), un enciclopedista muy importante en la

medicina romana, fue el pionero en la implementación de algunas técnicas de

litotricia como procedimiento para extraer los cálculos vesicales. No fue hasta la

llegada de los rayos X que los cálculos ubicados en el riñón fueron diagnosticados

con imagenología (Gacía-Nieto, 2013).

La litiasis renal es la tercera patología más frecuente en nefrología, después de la

infección urinaria y la enfermedad benigna de próstata (Boix et al., 2007), sin

embargo, este padecimiento de acuerdo con Ortegón-Gallareta et al., (2019)
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aqueja entre el 2 y 20% de la población mundial. Actualmente se considera un

padecimiento de origen idiopático, no obstante, se tiene certeza que algunas

personas tienen mayor predisposición a presentar litiasis renal por cuestiones

genéticas, sumado a una baja ingesta de agua y la dieta que se emplea

cotidianamente (Negri et al., 2013).

La formación de un cálculo renal (cristalogénesis) es consecuencia de un

incremento en la concentración de sales a nivel urinario, lo anterior sucede en

cuatro etapas (Figura 2): sobresaturación de la sal, aparición de un núcleo de

cristales, retención de cristales en el epitelio (agregación) y finalmente la

formación del cálculo (Herrera et al., 2020); la sobresaturación se interpreta como

una fuerza que obliga a la sal disuelta en la orina a transformarse en sólido,

además intervienen fuerzas termodinámicas que propician la sobresaturación, por

ende, a altas concentraciones de sales mayor saturación y esto promueve la

cristalización. Posteriormente, la nucleación tiene lugar al obtenerse un nivel de

sobresaturación determinado (alto o bajo), en particular, un nivel de

sobresaturación bajo induce la aparición de la litiasis en el tracto urinario. El

crecimiento, fase intermedia entre la nucleación y la agregación, determina el

crecimiento de las moléculas cristalinas rudimentarias a cristales más

desarrollados y de mayor tamaño dependiendo de la sobresaturación y el flujo de

la orina (Sánchez, 2016).

Luego, en la agregación que resulta en una de las fases más importantes en la

cristalogénesis intervienen fuerzas de atracción electrostáticas, simultáneamente

existen interacciones entre macromoléculas renales y partículas cristalinas, por tal

motivo, en cuestión de segundos pueden llegar a formarse cristales de hasta 200

µm, tamaño suficiente para fijarse en el riñón y preparar el terreno al cálculo ya

formado para obstruir el conducto colector de la orina (Sánchez, 2016). La

sobresaturación de componentes a nivel urinario puede ocurrir por diversos

factores, por mencionar algunos ejemplos: el volumen urinario reducido, excreción

excesiva o bien insuficiente de compuestos, el pH urinario que genera una

reducción en la solubilidad, etc. (Kasper et al., 2009).
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Figura 2. Proceso de formación de un cálculo de oxalato de calcio.

Tomado y modificado de: Oner et al., 2008.

Los tipos de cristales, según Herrera et al., (2020); va a depender del componente

principal, entre ellos el oxalato de calcio, fosfato de calcio, ácido úrico, estruvita y

cistina (Figura 3). El pH favorece la formación de ciertos tipos de cálculos, tal es

el caso de una orina con un pH<5.6 promueve la formación de cálculos de ácido

úrico y cistina mientras que una orina con un pH >6.8 favorece a los de tipo fosfato

de calcio y estruvita (magnesio-amonio-fosfato), en cambio los cálculos de oxalato

de calcio no presentan una relación con el pH, pero de acuerdo con Kasper et al.,

(2009) el 75% de las veces, los pacientes presentan cálculos de oxalato y fosfato

de calcio en conjunto con otros cálculos mixtos mientras que el 15% corresponde

a los cálculos de estruvita (magnesio-amonio-fosfato), el 5% de ácido úrico y

finalmente solo el 1% a cálculos de cistina.
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Figura 3. Sedimento urinario de pacientes con cálculos de oxalato de
calcio (a), cistina (b), estruvita (c), fosfato de calcio (d), ácido úrico (e).
Tomado de: Kasper et al., 2016; Das et al., 2017; Abba et al., 2015; y
Luciano & Perazella, 2015.

2.4.Tratamiento y desventajas
La manifestación más común de la litiasis es el cólico nefrítico o cólico renouretral.

Se trata de la presencia de cálculos en las papilas renales que frecuentemente

migran hacia el uréter, ocasionando un cólico renoureteral, caracterizado por un

dolor intenso en la región lumbar o en sus flancos. El tratamiento tiene la finalidad

de mitigar el dolor. Por otro lado, existe un tratamiento no farmacológico dónde no

se requiere de un fármaco como intermediario, y finalmente un tratamiento médico

expulsivo, cuyo propósito es la eliminación del cálculo; siempre y cuando los

cálculos sean pequeños, menores a 5 mm, ya que si el tamaño aumenta la

probabilidad de expulsión se reduce, en consecuencia, el rango para una fácil

expulsión sin usar algún analgésico ronda desde 1 mm a 5 mm con una

probabilidad de hasta un 80% (Ferrer et al., 2018).

Tratamiento farmacológico: la primera opción son los fármacos antiinflamatorios

no esteroideos (AINE), por ejemplo, el diclofenaco por vía intramuscular, que
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reporta mayor evidencia para tratar el cólico nefrítico, además del ketorolaco, pero

con un uso limitado debido a sus efectos nefrotóxicos. Como segunda opción se

encuentran los opioides tales como el tramadol y la dipirona (metamizol).

●Desventajas: Fármacos como el ketorolaco ofrecen buena eficacia como el

diclofenaco del cual cuenta con buena evidencia en su eficacia, pero tiene

más efectos secundarios en comparación del diclofenaco. Mientras que, en

el caso de los opioides, los cuales se indican cuando no existe un efecto o

respuesta de los AINES ante el cólico nefrítico, pero estas pueden

desencadenar efectos negativos mucho más pronunciados como: vómito,

náuseas, estreñimiento y depresión respiratoria. Finalmente, la dipirona es

otro fármaco que tiene cabida en el tratamiento del cólico nefrítico, pero se

caracteriza por una baja eficacia en relación con los fármacos antes

mencionados (Ferrer et al., 2018).

Tratamiento no farmacológico: No existe evidencia para una recomendación

concreta cuando se sufre del dolor agudo provocado por la obstrucción de los

cálculos en la vía colectora, se habla de baños con agua caliente, así como

también de la ingesta excesiva de líquidos, en cambio esto podría ser desacertado

durante la fase aguda puesto que existe la posibilidad de favorecer a la

sintomatología y la ruptura de la vía urinaria (Ferrer et al., 2018).

Tratamiento expulsivo: Basado en el efecto o capacidad de distintos fármacos

para disminuir el tono basal, contracciones, y peristaltismos ureterales facilitando

su expulsión, entre ellos se encuentran los:

A) Los alfa-bloqueadores: particularmente la tamsulosina con 0.4 mg/día es la que

reporta mayor eficacia para la expulsión de cálculos y la disminución de intensidad

del dolor.

B) Bloqueantes del canal de calcio: en este grupo se encuentra el nifedipino como

el más eficaz, ya que muestra un menor tiempo o periodo de expulsión similar a la

tamsulosina.
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C) Corticoides, no se tiene evidencia que respalde su uso en monoterapia, pero

como complemento con los alfa-bloqueadores aceleran la expulsión en

comparación con los alfa-bloqueadores de manera independiente.

D) Finalmente, dentro de los inhibidores de la fosfodiesterasa 5 se destaca al

tadalafilo con 10 mg/kg por día, debido a que demuestra un aumento en la

probabilidad de expulsión en primera instancia, pero existen pocos estudios para

mayor confianza en su implementación.

Desventajas: A) alfa-bloqueares se limita a casos de litiasis <10 mm y ubicadas en

el uréter distal. B) Bloqueantes del canal de calcio: implican un riesgo de hasta el

15% de efectos negativos como hipotensión, palpitaciones, cefalea, vómitos y

astenia. C) Corticoides: los resultados de eficacia son muy bajos, además de tener

un perfil elevado de efectos secundarios al igual que los D) inhibidores de la

fosfodiesterasa 5, que tienen escasa evidencia y respaldo para su uso (Ferrer et

al., 2018).

2.5.Medicina tradicional como alternativa
La medicina tradicional es un fenómeno vigente dentro de la cultura mexicana que

en términos generales se define como un conjunto de recursos y métodos

curativos transmitidos y heredados que se explican desde una vertiente de cómo

entender al mundo, mejor conocido como cosmovisión (Almaguer, 2003). El

conocimiento empírico de la medicina tradicional no se limita al tratamiento o la

prevención de enfermedades, ya que comprende desde prácticas curativas hasta

un factor de identidad con raíces de los pueblos indígenas, además de cumplir un

rol como acervo de basta información. La idea central de esta cosmovisión acorde

con Almaguer, (2003) es que todo está conectado, por tanto, las partes del cuerpo

humano se encuentran en una estrecha relación con los demás seres vivos

(plantas, animales, objetos, seres humanos) y la naturaleza.
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Lo anterior concibe un motivo para considerar a la medicina tradicional como una

buena alternativa para explorar e indagar entre el amplio repertorio de

conocimientos de carácter milenario, que sobreviven de generación en generación.

Por lo cual, hace constar una relación próxima entre disciplinas con un objetivo en

común, el diseñar e implementar programas de investigación y desarrollo que

fomente la participación de distintos campos, tales como la etnobotánica (rama de

la biología) y la medicina; dónde se rescate el bagaje médico cultural preservado

en las comunidades. El principio es el aprovechamiento de la bioactividad de las

plantas proporcionado por los metabolitos secundarios y de esta manera contribuir

con evidencias científicas de interés e impacto para las comunidades que aportan

per se el conocimiento ancestral (Bucay, 2006).

2.6.Metabolitos secundarios
Los metabolitos secundarios se encuentran en cantidades más limitadas

comparativamente con los metabolitos primarios, son derivados de compuestos

clave intermediarios del metabolismo primario y con frecuencia únicos de especies

particulares (Wink, 2002). Lo anterior, es un ejemplo de respuesta evolutiva

química de las plantas que adquieren una función muy importante en su

organismo, ya que la planta puede adaptarse al medio ambiente y al cambio

climático, alelopatía, protección ante patógenos etc. Esto es, factores abióticos

que rigen un hábitat tales como la temperatura, luz, radiación UV, agua disponible,

entre otras promueven la biosíntesis o bioactividad de compuestos fenólicos (Ej.

las cumarinas) mediante genes inducidos por la radiación UV en tejidos de las

plantas, sobre todo en las hojas, como respuesta de protección. Actualmente la

bioactividad de los metabolitos ha sido estudiada con gran interés,

específicamente en el área de la farmacéutica por los beneficios que le ofrecen al

ser humano en materia de salud humana y animal al reducir la incidencia de

algunas enfermedades (Suárez-Medina & Coy-Barrera, 2016).

De acuerdo con Garcia-Oliveira et al., (2020), la familia Rosaceae es la más

estudiada y con mayor cantidad de reportes en estudios etnobotánicos por los
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compuestos activos presentes en la gran mayoría de sus especies, además Ogah

et al., (2014) destaca que dentro de la familia convergen compuestos fenólicos y

flavonoides importantes como el kaempferol y la quercetina entre otros que

pueden ejercer una actividad protectora frente a enfermedades degenerativas,

cardiovasculares y antidiabéticas.

2.7.Eriobotrya japonica como especie potencial ante diversas patologías
Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl. es un árbol perennifolio de hasta 10 m de alto y

frutos que pertenece a la familia Rosaceae. La familia es cosmopolita, pero

preferentemente de climas templados del hemisferio norte. Incluye cerca de 90

géneros y más de 3,000 especies, de los cuales 34 géneros y 192 especies se

encuentran en México (Rzedowski, 2021). El género Eriobotrya contiene unas 30

especies que se distribuyen naturalmente en Asia oriental (Gu & Spongberg, 2003).

La especie E. japonica es nativa de China, y ampliamente cultivada como

ornamental y por sus frutos comestibles en climas tropicales y subtropicales del

mundo (Idress et al., 2022).

Acorde con Delucchi & Keller, (2010) el níspero es una especie que se cultivaba

con fines ornamentales y frutales, fue así como dio paso a su distribución hacia

américa latina, partiendo de Europa en dirección a Florida y México entre los años

1867-1870, posteriormente se extendió a California y Brasil desde Japón.

Específicamente en Argentina, Delucchi & Keller (2010) reportaron que E. japonica

Se dispersó de un cultivo en la provincia de Buenos Aires para después

naturalizarse en los bosques de la provincia.

2.8.Actividad biológica de metabolitos secundarios identificados en E.
japonica

Se han reportado diversos compuestos procedentes de E. japonica, con un amplio

espectro de actividad biológica, tal como se muestra en la siguiente tabla:
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Tabla 1. Compuestos reportados en E. japonica.

Compuesto No. CAS Descripción Actividad Referencia

Flavonoides y
compuestos
fenólicos

- Flavonoides: caracterizados por una
estructura benzo-γ-pirano, ampliamente
distribuidos en el reino vegetal en forma de
glicósidos su función en las plantas se centra
en el desarrollo y buen funcionamiento de las
plantas, ya que actúan como atrayentes de
animales en la oviposición, como agentes
protectores contra la luz UV o contra la
infección por organismos, en la salud
humana, la salud humana está relacionadas
con la actividad antioxidante.

Compuestos fenólicos: se caracterizan por
poseer uno o más grupos hidroxilo (-OH), de
reacción ácida, unidos a un anillo aromático
(grupo fenol), sus funciones comprenden
desde sustancias odoríferas y pigmentos que
atraen a los agentes polinizadores, venenos y
disuasorios alimentarios (algunos son tóxicos
para mamíferos e insectos), compuestos
alelopáticos, componentes estructurales,
agentes antifúngicos y antimicrobianos.

Actividad antioxidante Maher et al.,
(2015)

Ácido euscáfico 53155-25-2 Es un inhibidor de la ADN polimerasa,
además induce apoptosis y detención
del ciclo celular en células de carcinoma
nasofaríngeo.

Antiinflamatorio, antidiabético
y antitumoral

Jian et al.,
(2020)

Ácido tormentico 13850-16-3 Es un compuesto clasificado como un
triterpeno pentacíclico, se sintetizan a
través de la vía del ácido mevalónico.
Desempeñan un papel importante en la
defensa de las plantas contra
numerosos patógenos y plagas

Antitumoral, antiinflamatorio,
antibacteriano, antidiabético

Jian et al.,
(2020)

Ácido corosólico 4547-24-4 Ácido estructuralmente es similar al
ácido ursólico para tratar la diabetes y el
sobrepeso. Su estructura es un
triterpeno pentacíclico.

Antiinflamatorio, antidiabético
y antitumoral

Banno et al.,
(2005); Zhu
et al., (2022)

Ácido ursólico 77-52-1 Triterpeno pentacíclico incluye 10 carbonos
quirales, puede ser beneficioso para el
tratamiento de diversas condiciones como la
hiperglucemia, hiperlipidemia, infecciones
bacterianas y virales, antimicrobianos,
hipolipidémicos, hipoglucemiantes,
analgésicos y protectores en varios órganos.

Antiinflamatorio, antioxidante
y antitumoral

Jian et al.,
(2020); Zhang
et al., (2021);
Zhu et al.,
(2022)
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Compuesto No. CAS Descripción Actividad Referencia

Uvaol 545-46-0 Compuesto triterpeno pentacíclico que
ejerce propiedades farmacológicas
como antiinflamatorio y de cicatrización
de heridas. El uvaol tiene efectos
inhibitorios sobre la liberación de óxido
nítrico (NO).

Antiinflamatorio Zhou et al.,
(2019)

Éster metílico del
ácido ursólico

32208-45-0 Derivado esterificado del Ácido ursólico,
muestra actividad inhibidora del
crecimiento frente a cuatro lÍneas de
células tumorales, HL-60, BGC, Bel-
7402 y Hela.

Antitumoral Rollinger et
al., (2010)

Ácido maslinico 4373-41-5 Lípido pentacíclico de naturaleza
terpénica, en la planta posee una
función de antimicrobianos ha mostrado
de forma preliminar propiedades
antitumorales, antiinflamatorias,
activadoras del sistema inmune

Antiinflamatorio y antitumoral Jian et al.,
(2020); Zhu
et al., (2022)

Ácido oleanólico 508-02-1 Ácido triterpénico pentacíclico Conocido
por sus efectos farmacológicos y gran
versatilidad, entre los cuales se
destacan sus propiedades antitumorales
y antiinflamatorias.

Antiinflamatorio y antitumoral Banno et al.,
(2005); Zhou
et al., (2019)

Ácido arjunólico 465-00-9 Es una saponina triterpenoide que
posee actividad antioxidante conocida,
así como también, beneficioso en la
protección contra el daño hepático y de
hepatocitos inducido por paracetamol.

Antioxidante Banno et al.,
(2005)

Ácido betulínico 472-15-1 Pentacíclico con actividades biológicas
notables; entre ellas se destacan la
antitumoral y antiinflamatorio.

Antitumoral y antiinflamatorio, Banno et al.,
(2005)

Quercetina 117-39-5 Pigmento vegetal (flavonoide) se
encuentra presente generalmente como
glicósidos en altas concentraciones
tanto en frutas como en verduras a tiene
efectos antioxidantes y antiinflamatorios
esencialmente.

Antiinflamatorio, antialérgico y
antioxidante

Banno et al.,
(2005)

Tabla 1. Continuación
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Compuesto No. CAS Descripción Actividad Referencia

Catequina 225937-10-0 Es un antioxidante polifenólico por
excelncia que se encuentra en el té y
que ayuda a proteger las células del
daño causado por los radicales libres,
entre otras.

Antioxidante, antiinflamatorio,
antidiabético y antitumoral

Zhu et al.,
(2022)

Ácido clorogénico 327-97-9 Compuesto fenólico formado por la
presencia de un ácido químico y un
cinámico, en este caso, de los
cafeolquínicos. La función la capacidad
para quemar grasas. Esto posible
debido a la mejora del metabolismo y a
su capacidad para reducir ácidos grasos
y transformarlos en energía, a la vez
que se distribuye de una mejor forma la
grasa corporal en el cuerpo

Antidiabético, antitumoral y
antioxidante

Park et al.,
(2019)

Ácido gálico 149-91-7 Ácido fenólico natural que es soluble en
agua, se encuentra tanto en su forma
libre formando parte de taninos. Su
nombre se refiere a las agallas donde
se lo encuentra y no al elemento galio.
Tiene usos en la industria
farmacéutica​ como patrón para
determinar el contenido de fenoles de
diversos analitos mediante el reactivo
de Folin-Ciocalteu y como antioxidante.

Antioxidante Chen et al.,
(2008)

Amigdalósido 29883-15-6 Compuesto que ha sido objeto de
investigación debido a su potencial para
liberar cianuro de hidrógeno tras la
hidrólisis enzimática. Además, se
estudia el papel de la amigdalina en la
biología vegetal para comprender su
impacto sobre los herbívoros y cómo
puede influir en las interacciones
ecológicas entre plantas y otros
organismos

Antitumoral, antiinflamatorio,
antitusígeno (tratar la tos)

Zhu et al.,
(2022)

Tabla 1. Continuación
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2.9.Actividad antioxidante
Además del uso ornamental y frutal reportado en la literatura, existe un compendio

de propiedades bioactivas que se le otorgan al níspero, específicamente en la

medicina tradicional china. Como primer atributo, la actividad antioxidante que de

acuerdo con Vázquez-Ovando et al. (2022) se define como una sustancia o

molécula de origen exógeno (derivan de los alimentos en la dieta) o endógeno

(propios del organismo) con capacidad de contrarrestar la acción oxidante de los

radicales libres, específicamente de las especies reactivas de oxígeno (ERO´s) y

especies reactivas de nitrógeno (ERN) por medio de liberación de electrones al

medio.

Los radicales libres contienen electrones que no se encuentran apareados en sus

respectivos orbitales, dicho de otra manera, son moléculas inestables puesto que

los electrones encuentran una estabilidad consistente cuando se encuentran

apareados, por tanto, las hace reactivas frente a otras especies debido a que los

electrones no apareados tienden a formar pares. Los radicales libres pueden

ceder o captar electrones a otra molécula, pero esto conlleva la transformación de

la otra molécula que recibe o pierde electrones, que consecuentemente pasa a ser

un radical libre, generalmente con alta reactividad. Entonces es posible notar una

tendencia a reacciones en cadena por parte de los radicales libres, por ende, se

asume que “un radical suscita a otro radical y así consecutivamente” (Carvajal,

2019).

Por otro lado, las ERO´s son compuestos derivados del oxígeno, de los cuales

solo algunos son radicales libres y otros dan origen a alguno de estos que se da a

nivel celular y a su vez interactúan con el DNA, proteínas, lípidos y carbohidratos,

lo que desencadena alteraciones en vías metabólicas y de membranas

(Hernández et al., 2019). Por lo antes mencionado, la forma más eficiente de

abastecer el organismo de antioxidantes para su protección es de manera

exógena, esto es, ingesta de alimentos ricos en vitamina E, vitamina C,

carotenoides, compuestos fenólicos (isoflavonas, flavonoides, quercetina) con la

finalidad de inhibir el efecto causado en el daño celular por los radicales libres y
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las ERO´s (Vázquez-Ovando et al. 2022). Para el caso de Eriobotrya japonica (E.

japonica) Maher et al., (2015) reportan actividad antioxidante por medio de la

prueba de DPPH• en un extracto etanólico-acetato de etilo (2:1) cuyo contenido

principal son compuestos fenólicos y flavonoides, de este modo logra evidenciar

una correlación entre el contenido de dichos compuestos y la actividad

antioxidante.

Del mismo modo, Seong et al., (2019) observaron un comportamiento dosis-

dependiente del extracto de E. japonica en la prueba de ABTS•+ gracias a la

actividad antioxidante de compuestos naturales, tales como vitaminas, minerales y

polifenoles, que a menudo se les atribuye la captación de radicales libres. Sin

embargo, en una revisión de varios autores Zhu et al., (2022) indican que los

extractos de etanol de hojas de E. japonica muestra una buena actividad

antioxidante debido a su alto contenido de polifenoles y quercetina, siendo incluso

mucho más potentes que la actividad del ácido ascórbico que es empleado como

referencia en las curvas patrón de la prueba DPPH.

2.10. Actividad antiinflamatoria
La inflamación se ve implicada en muchas enfermedades, que actúa activamente

como una de las causas dependiendo de la zona alojada, por ejemplo, la diabetes,

infecciones respiratorias, enfermedades pulmonares, cáncer y artritis (Zhu et al.,

2022). Durante el proceso inflamatorio, los macrófagos producen óxido nítrico,

citoquinas y enzimas proinflamatorias como la fosfolipasa A2 secretada (sPLA2),

que catalizan la hidrólisis de los fosfolípidos de membrana para producir ácido

araquidónico libre y lisofosfolípidos. Se ha demostrado que las sPLA2 son las

responsables dentro de la biosíntesis de mediadores lipídicos en las células

inflamatorias. Las enzimas sPLA2 constituyen una familia heterogénea dividida en

11 grupos (IB, IIA, IIC, IID, IIE, IIF, III, V, X, XIIA y XIIB). El grupo IIA de sPLA2 fue

detectado inicialmente en el líquido sinovial de pacientes con artritis reumatoide,

revelando que el grupo IIA de sPLA2 está involucrado en el proceso inflamatorio, y

se han descubierto numerosos inhibidores de la fosfolipasa A2, cuya eficacia ha
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sido comprobada en el tratamiento de enfermedades inflamatorias (Maher et al.,

2015)

La medicina tradicional china le otorga un gran número de usos a E. japonica, uno

de los más investigados es como modulador de procesos inflamatorios en las

hojas y esto es posible debido a la bioactividad que ofrecen los ácidos

triterpénicos y las epicatequinas presentes en las hojas, además del ácido gálico

que puede ser un compuesto clave en la inhibición de la producción de citocinas

proinflamatorias (Matalka et al., 2016). Recientemente, Zhu et al., (2022) y

colaboradores reportaron la identificación y el aislamiento de cuarenta y siete tipos

de ácidos triterpénicos encontrados en las hojas de esta especie, entre los más

significativos para la actividad antiinflamatoria se encuentra el ácido euscáfico,

ácido tormentico, ácido corosólico, ácido maslínico, ácido oleanólico y ácido

ursólico. Por ejemplo, el ácido torméntico obtenido de las hojas de E. japonica ha

demostrado reducir las sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico, mediante iNOS,

COX-2, TNF-α, IL-1β e IL-6, así como suprimir la vía MAPK/NF-κB. Además, el

ácido tormentico tiene efectos antioxidantes reduciendo peróxidos lipídicos y

especies reactivas de oxígeno (ERO´s), induciendo la activación de hemo

oxigenasa-1 en el hígado. Estos efectos antiinflamatorios y antioxidantes podrían

prevenir el daño hepático causado por la sobredosis de acetaminofén al suprimir

las vías de señalización MAPK y NF-κB mediadas por ERO´s.

2.11. Actividad antidiabética
Los datos indican que la obesidad y el sobrepeso ocupan el quinto lugar de

muertes a nivel mundial, los antes mencionados se consideran factores de riesgo

importantes para desarrollar otras enfermedades, como la diabetes, hiperlipidemia

y enfermedades cardiovasculares (Fu et al., 2019). Una de las estrategias por las

que se opta para el tratamiento de la hiperglucemia postprandial, que es un

aumento de glucosa en sangre en aquellas personas que no llevan una

alimentación adecuada, diagnosticados con diabetes mellitus II es con el uso de

inhibidores de α-glucosidasa con el objetivo de disminuir la captación de
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carbohidratos mediante el intestino. La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad

metabólica crónica asociada con defectos en la secreción y sensibilidad a la

insulina. La DM puede ser tipo I o tipo II, dependiendo de los eventos que

conducen a la hiperglucemia. La diabetes tipo II principalmente reduce la

captación de glucosa y representa el 90% de la carga global de la diabetes (Zhu et

al., 2022).

En este sentido, la literatura reporta algunos inhibidores de α-glucosidasa como la

acarbosa y voglibosa, que permiten controlar la hiperglucemia posprandial, sin

embargo, se ha observado que las personas presentan síntomas producidos por

estos medicamentos (efectos secundarios) tales como vómitos, náuseas,

hinchazón, etc. Una de las recomendaciones para contrarrestar estas

enfermedades es con la limitación de ingesta energética de grasas totales y

azúcares. Además, la inhibición de enzimas específicas como la α-amilasa y la α-

glucosidasa en la diabetes tipo II como una de las principales estrategias para

contrarrestar las alteraciones metabólicas relacionadas con la hiperglucemia y la

diabetes tipo II, sin embargo, los efectos secundarios de los fármacos sintéticos

actuales conllevan efectos secundarios notables (Fu et al., 2019).

Lo anterior refleja la importancia de buscar alternativas naturales u opciones que

demuestren efectos menos agresivos y cumplir con los criterios de viabilidad y

baja toxicidad para el tratamiento de la diabetes mellitus II (Rincón-Silva et al.,

2019). De esta manera, Toshima et al., (2010) evidenció trece inhibidores de α-

glucosidasa o maltasa, que incluyen catequinas, teaflavinas junto a sus derivados

teasinensinas y strictinina (tanino) presentes en la infusión de las hojas de esta

especie, además los extractos de las hojas y sus constituyentes aislados, como

polisacáridos, ácidos orgánicos, flavonoides y ácidos triterpénicos totales, han

mostrado efectos antidiabéticos notables (Zheng et al., 2019 en Chen et al., 2009).

Los polisacáridos son biomoléculas activas biológicamente en la medicina herbal

china que poseen propiedades antidiabéticas y solo unos pocos efectos

secundarios. Entre los principales contribuyentes hacia los efectos antidiabéticos y

anti-obesidad de las hojas de níspero se encuentran los fenoles y terpenoides
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identificados en extractos de etanol o metanol (Fu et al., 2019). La literatura

también añade propiedades anticancerígenas y antitumorales, esto por la

presencia de aceites esenciales, ácidos triterpénicos y glucósidos

sesquiterpénicos.

2.12. Cromatografía
El término deriva de las palabras griegas “chrom” (color) y “graphe” (escribir), que

básicamente significa: escribir en colores, por lo tanto es un método o técnica que

se utiliza de manera frecuente para la separación, identificación y determinación

de los componentes químicos de mezclas complejas, no obstante, esto no implica

de manera forzosa que los compuestos a separar posean un color, pero sí de que

puedan colorearse a través de una reacción química para poder visualizar su

ubicación una vez separados. Por lo tanto, el fundamento de la cromatografía se

basa en que los compuestos de una mezcla o extracto se separan por diferencias

en las velocidades a las cuales son arrastrados por una fase móvil, que puede ser

líquida o bien gaseosa, mediante una fase estacionaria fija (sílice). La fase

estacionaria es aquella que se encuentra fija en determinado lugar, es decir, en

una columna o superficie plana, mientras que la fase móvil es aquel que se

desplaza sobre la fase estacionaria o por medio de ésta acarreando con ella la

mezcla de analitos (Skoog et al., 2013).

2.13. Cromatografía en columna (CC)
La técnica de CC consiste en un tubo estrecho, con dimensiones específicas que

está empacado con un sólido inerte, finalmente dividido que sostiene la fase

estacionaria en su superficie la fase móvil (que es introducida en la boquilla o

cabeza de la columna) y usa los espacios entre las partículas del empaque, lugar

dónde ocurre la elución para forzar a los compuestos del extracto a separarse a

través de la columna por medio de la adición continua de una fase móvil nueva. Se

entiende por elución al proceso de lavado de solutos por medio de una fase
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estacionaria con el movimiento de una fase sólida, la fase móvil que sale de la

columna se denomina eluido, también conocido como eluato (Skoog et al., 2013).

Con la primera adición de la fase móvil, el eluyente (disolvente para el acarreo de

compuestos de un extracto), la porción contenida en la fase móvil se mueve hacia

abajo de la columna y con posteriores adiciones acarrean a las moléculas de

soluto hacia abajo por la columna en una serie de transferencias continuas entre

las dos fases. Preferentemente, las diferencias de velocidad resultantes provocan

que los componentes de una mezcla se separen en bandas, o zonas, a lo largo de

la longitud de la columna (Skoog et al., 2013).

Figura 4. Diagrama esquemático que ilustra la separación por
cromatografía en columna de un extracto de los componentes A y B.
Tomado de: Skoog et al., 2013.

2.14. Cromatografía en capa fina (CCF)
La CCF es una técnica analítica que se caracteriza por ser efímera y sencilla. Se

basa en la separación de los compuestos de un extracto por la migración que

presentan dichos compuestos sobre una capa delgada de adsorbente, que a su
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vez se encuentra sostenido por una superficie plana inerte. Esta técnica permite

determinar la pureza de un compuesto, es decir, si posterior a un proceso

cromatográfico de separación en columna, el compuesto presenta varias manchas,

este compuesto no está del todo puro y es un indicador de que no se separó de

las impurezas de manera adecuada. De igual manera posibilita la comparación de

muestras, de modo que si dos muestras corren igual en la placa es probable que

sean idénticas, pero si corren distinto entonces puede que hablemos de

sustancias diferentes (Corzo, 2019).

El proceso de separación tiene como fundamento el fenómeno de adsorción,

dónde la muestra que se pretende analizar se siembra cerca de un extremo de la

placa cromatográfica, posteriormente la placa es colocada dentro de una cámara

cerrada que contiene uno o varios disolventes mezclados (eluyente) y a medida

que dicha mezcla de disolvente asciende por capilaridad por medio del adsorbente

se produce un reparto diferencial y visual de los productos presentes en la

muestra, entre el disolvente y el adsorbente (Corzo, 2019) .

Figura 5. Cromatografía en capa fina ascendente. Esquemas y
fotografías tomados de: A) Corzo, 2019; B) Fotografía proporcionada por
Oliver Yarin Espinosa García en el laboratorio del AAQ.
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2.15. Resonancia magnética nuclear de protón (RMN 1H)
La espectroscopia de RMN fue desarrollada a finales de 1940 con el objetivo de

estudiar los núcleos atómicos, posteriormente en 1951, se descubrió que la

espectroscopia de RMN podía utilizarse para definir estructuras de los compuestos

orgánicos, puesto que cualquier molécula, ión o radical puede poseer diversas

estructuras dependientes de las disposiciones de sus electrones y que cambian

ciertas propiedades (Valcárcel, 2008).

La resonancia como definición, es un fenómeno que se produce como

consecuencia de una vibración con frecuencia equivalente a otra vibración

primeramente establecida. La resonancia magnética nuclear es una técnica

espectroscópica con mucho poder que facilita el estudio a niveles atómicos de

moléculas que resulten de interés biológico. Dicho de otra manera, es una

herramienta fundamental para la determinación de estructuras de biomoléculas en

solución y sus interacciones respectivamente, además del estudio cinéticos de

reacciones e inclusive el diagnóstico por imágenes en medicina (Córsico et al.,

2013).
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3. Justificación
El níspero (Eriobotrya japonica) es un árbol frutal introducido que pertenece a la

familia rosácea y es ampliamente cultivado en parcelas de la localidad de Ixtlapala,

Tlanchinol, Hgo. La especie E. japónica a menudo es empleado con fines

medicinales en la localidad para atenuar el dolor intenso que generan los cálculos

renales, mejor conocido como cólico nefrítico o incluso para la expulsión de dichos

cálculos (actividad antiurolítica). Otros ejemplos de usos y terapias reportadas por

localidades del Estado de México, Hidalgo, Tlaxcala y Veracruz son; para

tratamiento de la mala circulación de la sangre, limpiar el riñón, combatir el ácido

úrico, tratar la diabetes y templar los nervios. En este sentido, la medicina oriental,

pionero de la investigación y registro de la bioactividad de esta especie muestra un

gran interés y enfoque en estudios para tratamiento de la diabetes mellitus tipo II,

enfermedades inflamatorias, anticancerígenas y en problemas cardíacos, sin

embargo, los estudios de E. japonica sobre la actividad antiurolítica son

relativamente escasos o nulos.

El presente estudio, pretende evaluar el efecto de los extractos en etanol y de

acetato de etilo de E. japonica sobre la actividad antioxidante y antiurolítica (en

cristales de oxalato de calcio) que contribuyan a determinar la eficacia de la

infusión o té, producto de las hojas de E. japonica y aportar evidencias que

incentiven la conservación y el uso tradicional de las infusiones dentro de la

comunidad de Ixtlapala, Tlanchinol, Hgo.
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4. Objetivos:

4.1.General
Evaluar la capacidad antioxidante, antiurolítica y como inhibidor de α-glucosidasa

in vitro de extractos en etanol y de acetato de etilo de Eriobotrya japonica (E.

japonica), mediante pruebas in vitro para determinar el efecto antirradical,

inhibición de cristales y como antidiabético.

4.2.Específicos
1. Muestrear y realizar la identificación taxonómica de la especie de estudio, y

depositar un ejemplar en el Herbario, para la asignación de Voucher.

2. Obtener el extracto etanólico y de acetato de etilo de las hojas de la especie

mediante maceración y concentración en rotavapor, para obtener el

rendimiento y disponer de la cantidad total requerida para las pruebas in

vitro.

3. Determinar el efecto antioxidante de los extractos obtenidos mediante las

técnicas con DPPH•, ABTS•+ y FRAP+, para determinar su eficacia

antirradical.

4. Determinar si los extractos inhiben o promueven la formación de cristales

de oxalato de calcio, mediante ensayos de nucleación y agregación in vitro.

5. Determinar la actividad los extractos de E. japonica frente la enzima α-

glucosidasa, mediante pruebas in vitro, para evaluar el posible mecanismo

inhibidor de la absorción de glucosa post-prandial en comparación con la

acarbosa.

6. Identificar los principales compuestos presentes en los extractos de E.

japonica, mediante cromatografía en capa fina, columna y RMN, para

determinar los posibles metabolitos responsables de la actividad biológica a

evaluar.



38

5. Hipótesis
El efecto de los extractos sobre el crecimiento de cristales de oxalato de calcio

(CaOx) in vitro serán significativos por efecto de los compuestos polares y

apolares presentes en las hojas del níspero, en consecuencia, los cristales CaOx

se verán inhibidos en sus fases iniciales. Además, los extractos presentarán una

buena actividad antioxidante e inhibidora de la actividad de alfa glucosidasa in

vitro.
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6. Materiales y métodos

6.1.Hojas de E. japonica para identificación
Las hojas de Eriobotrya japonica, níspero, fueron colectados en la localidad de

Ixtlapala, Tlanchinol, Hgo. México, con una altitud de 949 msnm (Figura 6), con

coordenadas UTM descritas en la tabla 2. La recolección se hizo el 17 de enero,

aproximadamente a las 15:00 hrs. que corresponde a la temporada de invierno del

2023 dentro de una parcela privada, bajo el consentimiento del dueño. Fue

seleccionado un único árbol maduro con 10 años aproximadamente de ser

cultivado, con una altura aproximada de 5 m de altura, puesto que los demás

ejemplares dentro de la parcela no cumplían con el requisito de madurez, ni de

altura.

El árbol ubicado en el centro de la parcela se encuentra expuesto a sol, pero cabe

recalcar que no es el más alto de la parcela. Se colectó alrededor de 1,200

gramos de hoja en peso fresco en la parte baja de la copa, a una altura máxima de

1.80 m; se seleccionaron aquellas hojas completas sin algún signo de daño físico

y se excluyeron también aquellas que se mostraban carcomidas por algún

herbívoro.

Las hojas colectadas seleccionadas tenían que cumplir con una medida promedio

de 15-25 cm, robusta y dura al tacto, descartando las hojas más pequeñas y

blandas.

Punto Coordenadas UTM

X Y

1 528368.039 2324264.026

2 528406.923 2324242.817

3 528367.925 2324188.661

4 528357.693 2324155.228

5 528322.998 2324177.734
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Tabla 2. Coordenadas UTM del polígono de estudio (parcela).

Las muestras se almacenaron en bolsas de plástico en un lugar alejado del sol,

fresco y seco, cuidando los parámetros ya mencionados para su transporte. Un

ejemplar se depositó en el Herbario del Centro de Investigaciones Biológicas

(CIB)-ICBI siguiendo las indicaciones del Mtro. Manuel Ledezma y asignando el

identificador “Angel Trinidad Isidro, #1, HGOM”, Universidad Autónoma del Estado

de Hidalgo. Las muestras fueron dispuestas en bolsas de plástico, posteriormente

lavadas y cepilladas suavemente para remover el polvo (Figura 7).

Figura 6. Polígono muestreado (parcela). Imagen procesada con
Google Earth de autoría propia.

Posteriormente del lavado se extendieron sobre hojas blancas o papel absorbente

a la intemperie para que éstas lograran secarse con mayor rapidez y lograr que la

hoja tome un aspecto rígido y crujiente para lograr una trituración exitosa
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(deshidratación). Las hojas de E. japonica se trituraron después de extenderlas

por una semana.

6.2.Extracto etanólico (EtOH)
La hoja triturada de E. japonica se disolvió en alcohol etílico dentro de un frasco

con una capacidad de 5 L con 3 litros de disolvente aproximadamente,

seguidamente se deja en baño ultrasónico a tres ciclos con los siguientes

parámetros: 90 min. al 80% de poder a 30-40°C. Posteriormente, se realizó el

filtrado en un embudo de cristal con filtros para separar el material orgánico del

disolvente, luego, la evaporación del disolvente a presión reducida en rotavapor

(BUCHI RII) a 40 °C, con 2x de rotación, vigilando constantemente el bombeo con

agua fría y la bomba de vacío. Finalmente, se redujo el extracto con bomba de

aire hasta lograr una evaporación completa del etanol (Figura 7).

6.3.Extracto acetato de etilo (AcOEt)
El proceso para el extracto con acetato de etilo es similar al EtOH, como fue

descrito anteriormente, la hoja triturada de E. japonica se disolvió en acetato de

etilo dentro de un frasco de vidrio con capacidad de 5 L con 3 litros de disolvente

aproximadamente, más tarde se dispone en baño ultrasónico con tres ciclos bajo

los siguientes parámetros: 90 min. al 80% de poder a 30-40°C. Posteriormente, se

realizó el filtrado en un embudo de cristal con filtros para separar el material

orgánico del disolvente, seguidamente, la separación del disolvente se dio a

presión reducida en rotavapor (BUCHI RII) a 40 °C, con 2x de rotación, vigilando

constantemente el bombeo con agua fría y la máquina de vacío. Como último paso,

se aireó el extracto con bomba de aire hasta lograr una evaporación del acetato de

etilo (Figura 7).
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Figura 7. Esquematización del proceso de colecta y obtención de
extractos en etanol-acetato de etilo.
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6.4.Actividad antioxidante

6.4.1. Determinación de actividad antirradical por el método DPPH•
La capacidad antirradical de E. japonica se determinó bajo el método 2,2-difenil-1-

picrilhidrazil, mejor conocido por sus siglas en inglés, DPPH siguiendo el proceso

descrito por Morales & Jiménez-Pérez, (2001), dónde un radical libre estable

dentro de una solución etanólica adquiere una coloración característica de violeta

intenso, si a esta solución se le adiciona una sustancia capaz de atrapar radicales

libres como el Trolox, el electrón disponible (no apareado) del DPPH se aparea,

por ende, inicia una decoloración que va hasta un tono amarillento (Figura 8).

Figura 8. A) Estructura del DPPH previo a la reacción y B) después de
la reacción antioxidante. Tomado de: Tovar & Marino, 2013.

Los extractos etanólicos (EtOH) y de acetato de etilo (AcOEt) se diluyeron 1:10 (5

mg/mL), 1:25 (2 mg/mL), 1:50 (1 mg/mL), 1:75 (0.66 mg/mL) y 1:100 (0.5 mg/mL),

el stock de ambos extractos se mantuvo en una concentración de 50 mg/mL. Las

diluciones 1:25-1:75 son producto de la dilución 1:10 en ambas fracciones de los

extractos y la solución de DPPH 7 mM en agua destilada.

Para el procedimiento se mezclaron 400 μL de cada una de las muestras diluidas

en 2 mL (reduciendo cantidades 100 μL de muestra + 500 μL DPPH) en tubos de

ensaye, posteriormente se procedió a agitar en vórtex para después dejar en
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reposo a temperatura ambiente durante una hora. Las muestras se agitaron

nuevamente previo a la lectura de la absorbancia a 520 nm. El agua destilada fue

usada como blanco. Se realizó una curva patrón con Trolox, dónde los valores

obtenidos de cada concentración fueron extrapolados dentro de la curva patrón y

los resultados se expresan en miligramos equivalentes de Trolox por 100 g de

peso fresco (Anexo 1).

6.4.2. Determinación de actividad antioxidante ABTS•+
La determinación de actividad antioxidante por ABTS•+, se realizó en base al

método que plantea Re et al. (1999), dónde se ve involucrada la producción

directa del cromóforo ABTS•+ verde azulado, mediante una reacción entre el

ABTS•+ y el persulfato de potasio. Por lo antes expuesto, al adicionar la solución de

los antioxidantes al radical preformado, se reduce a ABTS•+ como se muestra en la

figura 9.

Figura 9. A) Estructura del ABTS•+ antes de la reacción y B) después de
la reacción antioxidante. Tomado de: Tovar & Marino, 2013.
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Se preparó 10 mL de ABTS•+ al 7 mM/L y 10 mL de persulfato potásico al 2.45

mM/L, para después mezclar las soluciones antes mencionadas, se incuba por

toda una noche (lapso de 12-16 hrs) en completa oscuridad y a temperatura

ambiente. Del mismo modo, se preparó tampón fosfato 5 mM, con pH 7.4 en agua

desionizada, y se ajusta el pH con NaOH o HCl al 1M, de ser necesario.

Posteriormente a la mezcla de ABTS•+ y persulfato potásico, recién incubado, se

le agrega tampón fosfato hasta obtener una absorbancia de 0.7±0.02 a 734 nm

con 30°C. Se realizó una curva patrón de Trolox al 300 μM + etanol, por ende, se

llevaron a cabo las siguientes cantidades en μL: 2,000 μL + 0 μL EtOH (300 μM),

1,500 μL + 500 μL EtOH(225 μM), 1,000 μL +1,000 μL EtOH (150 μM), 500 μL +

1,500 μL EtOH (37.5 μM), 250 μL + 1,750 μL EtOH (15 μM), 0μL + 2,000 μL EtOH

(0 μM).

Las medidas para cada muestra de estudio se realizaron vertiendo 100 μL de

muestra en diluciones: 1:10 (5 mg/mL), 1:50 (2 mg/mL), y 1:100 (0.5 mg/mL) + 500

μL ABTS•+ en tubos de ensaye, posteriormente se llevaron las muestras a vórtex y

se dejó reposar por 7 minutos, finalmente se midió la absorbancia a 734 nm. El

agua destilada fue usada como blanco. Se construyó una curva patrón con Trolox

para aplicar los valores obtenidos de cada extracto que se expresan en miligramos

equivalentes de Trolox por 100 g de peso fresco (Anexos).

6.4.3. Determinación antioxidante por reducción del ión férrico FRAP
La determinación de la capacidad antioxidante por el método de FRAP se realizó

de acuerdo al método inscrito por Benzie & Strain (1996). A un pH bajo, dónde el

complejo férrico tripiridiltriazina (Fe3+-TPTZ) es reducido a su forma ferrosa (Fe3+)

el color característico que desarrolla es un azul intenso con una absorbancia

máxima a 593 nm. La reacción es inespecífica y cualquier reacción mediana con

un potencial de reducción, bajo las condiciones de reacción el Fe3+/Fe3++-TPTZ

puede lograr una reducción a su forma Fe3+-TPTZ. Las condiciones favorecedoras

para la reducción del complejo y el desarrollo de color refieren que un antioxidante

está presente en la muestra (Figura 10).
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Figura 10. Estructura del FRAP antes y posterior de la reacción.
Tomado de: Vázquez-Ovando, 2022.

Se preparó una solución amortiguadora 0.3 M con pH de 3.6 a partir de ácido

acético y acetato de sodio, una solución de FeCL3 6H2O 20 mM y una solución de

TPTZ a 10 mM la cual se aforo con HCl. Para llevar a cabo la preparación del

reactivo FRAP se añadieron 25 mL de la solución amortiguadora de acetatos, 2.5

mL de la solución de FeCl3 6H2O 20 mM y 2.5 mL de la solución de TPTZ 10 mM.

Posteriormente, se utilizaron tubos eppendorf en donde se agregaron 300 µL del

reactivo FRAP recién preparados, 10 µL del extracto y 30 µL de agua destilada. La

reacción se dejó incubar a 37°C durante 30 minutos a completa oscuridad.

6.5.Actividad inhibitoria frente α-glucosidasa
La actividad inhibitoria de α-Glucosidasa en los extractos se basa en la hidrólisis

enzimática del sustrato de origen sintético, esto es, p-Nitrofenil-α-D-

glucopiranósido (p-NFGP) que por acción de la α-Glucosidasa provoca la

liberación de unidades de p-nitrofenolato y α-D-glucosa (Figura 11). El ión p-

nitrofenolato denota una coloración amarillenta que indica la reacción de hidrólisis
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enzimática, pero esto no sucede en todos los casos. Por lo anterior, se han hecho

modificaciones a la técnica original con la finalidad de intensificar el color, por

ende, la clave radica en adicionar una solución básica con el propósito de crear un

ambiente denso en electrones para que el anión p-nitrofenolato entre en

resonancia y logre una estabilidad.

Para que se cumpla adecuadamente lo antes mencionado es necesario considerar

que toda la concentración sustrato (p-NFGP) ha reaccionado con la enzima,

además de no presentar falsos positivos en los resultados, puesto que el sustrato

p-NFGP es susceptible de reaccionar frente a una hidrólisis básica (Avellaneda,

2013).

Figura 11. Hidrólisis enzimática del p-Nitrofenil-α-D-glucopiranósido (p-
NFGP) por acción de la α-Glucosidasa (α-GLC) liberando unidades de
p-nitrofenolato y a-D-glucosa. Tomado de: Avellaneda, 2013.

La preparación de soluciones se siguió de acuerdo a Kim et al., (2001) y Kwon

(2006) con ciertas modificaciones:

A. Solución NaOH 1M
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La solución de NaOH se prepara previamente para llevar a pH 6.8, la solución

tampón fosfato pesando 400 mg de NaOH, para posteriormente en matraz aforado

de 10 mL se enraza con agua destilada y se almacena a 4°C.

B. Solución tampón fosfato 100 mM

La solución tampón fosfato se prepara pesando 345 mg de NaH2PO4-H2O en un

vaso de precipitado de 50 mL al cual se le adiciona 20 mL de agua destilada,

posteriormente se homogeniza hasta la completa disolución de los cristales.

Finalmente se ajusta a pH 6.8 con una solución de NaOH 1M gota a gota con

ayuda de un pH/mV/°C-metro, posteriormente se trasvasa la solución ajustada a

un matraz de aforo de 250 mL y se enrasa con agua destilada. La solución se

almacena a 4°C por un máximo de dos días, por lo cual es necesaria la

preparación de la solución para cada medición

C. Solución enzimática 0,1 U/ML

La solución enzimática de α-glucosidasa de S. cerevisiae se prepara pesando 2

mg de enzima (polvo blanco) en matraz de aforo de 1 mL el cual fue enrazado con

tampón fosfato (solución madre). Para almacenar la solución se utilizan tubos

Eppendorf de 1.5 mL y mantienen a -20°C. Al momento de realizar el ensayo se

descongela un eppendorf en hielo y se toma una alícuota de 6.3 μL con

micropipeta y se coloca en un tubo de 15 mL. Finalmente se adicionan 1993.7 μL

de tampón fosfato y se mantiene a 4°C hasta la medición.

D. Solución de pnpg 5 Mm

La solución se realiza pesando 15.761 mg en un matraz aforado de 10 mL

protegido de la luz y se enrasa con solución tampón fosfato. Se lleva al sonicador

hasta completa dilución de los cristales y se trasvasa a un tubo falcon de 15 mL

protegido de la luz y se mantiene a 4°C hasta el momento de la medición.

E. Solución de DMSO 11.5% (en caso de ser necesario como disolvente de

los extractos)
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La solución de DMSO se prepara para no superar el 1% en el pocillo de reacción

de la microplaca. Se toman 2.8 mL de DMSO puro en un matraz aforado de 25 mL

y se enrasa con agua destilada. La solución se almacena a 4°C hasta el momento

de la medición.

F. Extractos y acarbosa

Para los extractos inicialmente se prepara una solución madre de 1.15 mg/mL

para que el pocillo de reacción de la microplaca las concentraciones sean del

orden de los g/mL. De los extractos descritos previamente (extracto etanólico y de

acetato de etilo), se tomó 11.5 mg de cada uno respectivamente diluido en 10 mL

de DMSO 11.5%, posteriormente se hacen diluciones en tubos eppendorf. En

primera instancia se hacen diluciones 1:10 y a 1:100, dónde se pipetea 100 μL de

la solución madre (1.15 mg/mL) + 900 μL de DMSO 11.5%, una vez analizado el

porcentaje de inhibición se hacen ajustes necesarios en las concentraciones a

ensayar.

La solución de acarbosa se prepara de la misma forma en concentraciones que

fluctúan entre 0.0026 y 13.0435 mg/mL.

6.6.Ensayo de cristalización (Cristales de oxalato de calcio)
El ensayo de cristalización se realizó siguiendo el proceso de Mosquera et al.

(2021) con cierta estandarización en la técnica basada en el método de Patel et al.

(2012) en el ensayo de nucleación y en Bawari et al. (2018) para el ensayo de

agregación.

Extractos de Cistona

1. Pulverizar la tableta.

2. Tomar el polvo de la tableta de Cistona (evitar el excipiente amarillo).

3. De la tableta previamente pulverizada pesar 0.1 g ó 100,000 µg en 100 mL

(1000 µg/mL).
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4. Diluciones seriadas a partir del “stock 0.1 g/100 mL (1000 µg/mL); 800

µg/mL, 600 µg/mL, 400 µg/mL,200 µg/mL, 100 µg/mL en agua destilada.

5. Tomar 10 mL de cada dilución en tubos y llevar a centrifuga a 1,500 rpm

por 5 min a 4°C.

6. Evitar el sedimento al tomar cada mL por dilución.

6.6.1. Nucleación
El proceso por el que se forman núcleos en una solución se denomina nucleación.

La nucleación es un paso muy importante en el mecanismo general de la

urolitiasis renal, es el acontecimiento inicial en la precipitación sal-cálculo Oner et

al., (2018).

Se preparó cloruro de calcio (CaCl2) al 5mM y oxalato de sodio (Na2C2O4) al 7.5

mM en un buffer de Tris-HCL 0.05 M y NaCl 0.15 M con pH 6.5. Los extractos de

E. japonica y la Cistona (1000 µg/mL, 800 µg/mL, 600 µg/mL, 400 µg/mL,200

µg/mL, 100 µg/mL) fueron diluidos en agua destilada respectivamente. Un mililitro

de cada concentración (100µg/mL-1,000 µg/mL) del extracto y Cistona fueron

mezclados en tubos de ensaye con 3 mL de la solución de CaCl2, descrita

previamente, seguido de 3 mL Na2C2O4, como control positivo se empleó 3 mL

CaCl2 y 3mL de Na2C2O4 (Figura 12). Las mezclas se llevaron a incubación a una

temperatura de 37°C durante 30 minutos. Finalmente se leyó en un

espectrofotómetro a 620 nm, el porcentaje de inhibición de los cristales nucleados

se calculó con la siguiente fórmula:

Porcentaje de inhibición=

Dónde DO Mtra es la densidad óptica de la muestra del Cistona o de E. japonica,

mientras que la DO Bco es la densidad óptica del blanco de cada una de las

muestras en distintas concentraciones (1000 µg/mL, 800 µg/mL, 600 µg/mL, 400

µg/mL,200 µg/mL, 100 µg/mL) + Buffer para restar el color de cada muestra. Final

mente, DO corresponde a la densidad óptica del control negativo.
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Figura 12. Acomodo esquemático de los tubos de ensaye de los
extractos (100-1,000 µg/mL), control y los blancos del ensayo de
nucleación.

6.6.2. Agregación
La agregación es un proceso rápido por el que la formación de partículas más

grandes se produce en cuestión de segundos y, por lo tanto, se considera más

crítico que la nucleación y el crecimiento de cristales en el proceso de formación

de cálculos Oner et al., (2018).

La mezcla de soluciones de CaCl2 y Na2C204 a 50 mM cada uno a 60°C a baño

maría por 1 hora, así como la incubación de toda una noche a 37°C mencionada

en Jamshed & Jabeen (2022); Mosquera et al. (2021); Bawari et al. (2018); Patel

et al. (2012), fue omitida debido a que se utilizó reactivo (CaOx) di hidratado como

reactivo. Con una solución de cristales CaOx a 0.8 mg/mL fue preparado en un

buffer 0.05 M Tris-HCl y 0.15 M NaCl con pH 6.5. A un mililitro de las alícuotas de

E. japonica (100µg/mL-1,000 µg/mL) se le adicionaron 3 mL de la solución de

cristales CaOx (Figura 13), posteriormente se llevaron a incubación a 37° C por
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media hora, se repite el mismo procedimiento antes descrito para el control

(Cistona). Las mezclas se leyeron a una longitud de onda de 620 nm y finalmente

el porcentaje de inhibición se calculó con la fórmula descrita en el ensayo de

nucleación.

Figura 13. Acomodo esquemático de los tubos de ensaye de los
extractos (100-1,000 µg/mL), control y los blancos del ensayo de
agregación.

6.7.Cromatografía en columna (CC) y cromatografía en capa fina (CCF)
La cromatografía en columna (CC) de la parte de acetato de etilo (AcOEt) del

extracto etanólico de Eriobotrya japonica se realizó siguiendo el procedimiento

mencionado a continuación bajo la supervisión del Dr. Jesús Martín Torres

Valencia en el Área Académica de Química (AAQ) de la UAEH.

En una columna de 5cm de diámetro interno x 60 cm de largo, se adicionó sílice

hasta las 6 pulgadas (138 g aproximadamente). Posteriormente, se empacó en
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seco y se estabilizó la columna con hexano. Enseguida se aplicó un gramo de

muestra con un mililitro de disolvente (AcOEt) mezclado con 3-5 g de sílice

preferentemente, en este caso en particular sólo se mezcló con 1.32 g por la

dimensión del vial empleado y se llevó al horno para evaporar el disolvente y

homogeneizar el extracto con la sílice.

La columna fue sometida a distintos sistemas como se muestra en la Tabla 1, con

la finalidad de decidir que eluatos serían de interés y ser analizados por

resonancia magnética nuclear (RMN), de este modo rastrear el ácido ursólico. Por

lo anterior, se usó cromatografía en capa fina (CCF) que facilitó comparar las

muestras, además de favorecer la determinación del grado de pureza de los

eluatos obtenidos, para lo cual se utilizó como revelador el CoCl2 (Cloruro de

cobalto). Las fracciones o eluatos derivados de la columna se depositaron en

viales calculando un aproximado de 20-40 mL. Finalmente, para simplificar y

acelerar el proceso de rastreo del ácido ursólico se optó por utilizar una referencia

de ácido oleanólico, que es isómero del compuesto de interés.

Tabla 3. Sistemas empleados en CC (Columna 1).



54

Para la segunda columna con 30 mm de diámetro, se empacó con sílice hasta las

6 pulgadas, posteriormente se adiciono la muestra de los eluatos 20-26 con una

muestra de 0.0872 g y se aplicaron los sistemas de la Tabla 2.

Tabla 4. Sistemas empleados en CC (Columna 2).

No. Sistema (Disolventes) mL (Proporción) Eluatos
(Fracciones)

1 Hexano 150 mL 1-5

2 Hexano-AcOEt 9:1 6-9

3 Hexano-AcOEt 8:2 10-17

4 Hexano-AcOEt 7:3 18-28

5 Hexano-AcOEt 6:4 29-38

No. Sistema (Disolventes) mL (Proporción) Eluatos (Fracciones)

1 Hexano 250 mL 1-5

2 Hexano-AcOEt 9:1 6-10

3 Hexano-AcOEt 8:2 11-15

4 Hexano-AcOEt 7:3 16-23

5 Hexano-AcOEt 6:4 24-29

6 Hexano-AcOEt 5:5. 30-35

7 Hexano-AcOEt 4:5 36-41

8 Hexano-AcOEt 3:6 42-47

9 Hexano-AcOEt 2:8 48-52

10 Hexano-AcOEt 1:9 53-56

11 AcOEt 100 mL 57

12 Acetona 100 mL 58
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6 Hexano-AcOEt 5:5 39-48

7 AcOEt 150 mL 49

Los eluatos o fracciones que se analizaron por RMN 1H son 18-28 de la columna

dos y las fracciones 7-13 columna uno. Cabe aclarar que esta parte fué realizada

con la ayuda del Dr. Martín Torres Valencia del Centro de Investigaciones

Químicas de la UAEH.

Análisis estadístico
Las determinaciones que incluyen en el presente trabajo fueron realizadas por

triplicado.

Se realizó el análisis estadístico de los valores obtenidos en las pruebas

antioxidantes in vitro (DPPH•, ABTS•+ y FRAP), ensayos de cristalización;

nucleación, agregación y deplexión en el software Graphpad Prism 5.00

(Graphpad Software Inc. 992-2007) con un análisis simple de varianza (ANOVA) y

la diferencia entre los grupos de concentraciones o tratamientos fue determinado

en base al criterio de Tukey con un nivel de confianza del 95%.

Para el análisis de resultados de la actividad inhibitoria frente α-Glucosidasa se

optó por un análisis estadístico descriptivo con ayuda del software Graphpad

Prism 5.00, dónde se grafica la media aritmética (porcentaje de inhibición por

concentración) de los ensayos por triplicado, de tal manera que, se logre observar

una comparativa entre las concentraciones de los extractos.

Los valores en P<0.05 se consideraron estadísticamente significativos.
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7. Resultados

7.1. Identificación del material vegetal
La identificación se realizó con el apoyo del M. en C. Manuel Ledezma,

investigador adjunto del área de Biología y la deposición de tres ejemplares en el

Herbario del Centro de Investigaciones Biológicas (CIB)-ICBI. Se realizó un

registro con el nombre de la especie; Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl. (Figura 14)

y como colector/autor: “Angel trinidad Isidro #1, HGOM”, de la Universidad

Autónoma del Estado de Hidalgo.

Figura 14. A) Árbol de Eriobotrya japonica (E. japonica) en la parcela. B)
Hoja de E. japonica. vista abaxial (envés de la hoja) C) Hoja de E.

japonica. vista adaxial (haz de la hoja). Imagen de autoría propia. Árbol

de Níspero cultivado por Adelaido Isidro, Ixtlapala, Tlanchinol, Hgo
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7.2.Obtención de los extractos

7.2.1. Extracto etanólico (EtOH)
Partiendo desde la fase de colecta con el material en peso fresco (1,200 g)

recabado en campo, se obtuvo un total 535.8 g de materia vegetal triturada una

vez empleado el proceso de secado y trituración. Posteriormente, se empleó el

proceso de extracción, y de esta manera obtener el extracto EtOH, descrito con

mejor detalle dentro de la metodología. Lo anterior resulto en 20.83 g de extracto

neto EtOH. Finalmente, siguiendo la fórmula para el cálculo del rendimiento esto

se interpreta en un rendimiento de 1.73% en base fresca y 3.88% en base seca.

Fórmula para la obtención del rendimiento en peso seco

Fórmula para la obtención del rendimiento en peso seco

7.2.2. Extracto de acetato de etilo (AcOEt)
Una vez que se obtuvo el extracto de AcOEt por medio del proceso descrito con

anterioridad en el apartado de metodología y estableciendo como base fresca al

material triturado, 535.8 g provenientes de las hojas colectadas en campo, y que al

término del secado con aire se registró un peso de 48.98 g de extracto.

Consecuentemente, se procedieron a hacer los cálculos con base en las fórmulas

para llegar a los siguientes rendimientos: 9.14% de rendimiento en base seca y

4.08 en base fresca;
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Fórmula para la obtención del rendimiento en peso seco

Fórmula para la obtención del rendimiento en peso seco

7.3.Actividad antioxidante
Los valores obtenidos de la actividad antioxidante en las hojas de E. japónica para

la fracción etanólica (EtOH) y acetato de etilo (AcOEt) en una concentración de 5

mg/mL, se muestran en la Tabla 5 y se ven expresados en miligramos

equivalentes trolox por cada 100 mg de extracto (mg EqTrolox/ 100 g). En la figura

15, se presenta la gráfica de la actividad antirradical para la prueba de DPPH•,

dónde se observa que el extracto de AcOEt (4.2 mg EqTrolox/100 mg) presentó

una mayor actividad respecto al extracto EtOH de E. japonica, pero esta diferencia

no es significativa estadísticamente. Lo anterior podría explicarse en los

compuestos de mediana o baja polaridad atrapados en el extracto de Acetato de

etilo (AcOEt), mientras que, en el etanólico (EtOH) se extraen compuestos polares.

Tabla 5. Valores de la actividad antioxidante in vitro de los extractos EtOH y
AcOEt de las hojas de Eriobotrya japonica.

Extracto DPPH• (mg
EqTrolox/100 g)

ABTS•+ (mg
EqTrolox/100 g)

FRAP (µM
EqFeSO4/g)

EtOH 1 3.9±0.015 0.018±0.000 420±23

AcOEt 1 4.2±0.180 0.027±0.003 450±6.4
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Figura 15. Actividad antioxidante in vitro por el método de DPPH• de los
extractos EtOH y AcOEt de las hojas de Eriobotrya japonica.

Por otro lado, para los resultados para el método de ABTS•+ en la fracción

etanólica (EtOH) y acetato de etilo (AcOEt) con una concentración respectiva a 5

mg/mL, se expresan en miligramos equivalentes trolox por cada 100 mg de

extracto (mg EqTrolox/ 100 g). Es posible observar una baja actividad en el

extracto EtOH con 0.18 mg EqTrolox/ 100 g, con respecto al extracto de AcOEt se

obtuvo 0.27 mg EqTrolox/ 100 g (Tabla 5). En la figura 16 se aprecia el

comportamiento de los extractos para captar el radical. Los resultados

mencionados anteriormente no son significativos estadísticamente al comparar

ambos extractos, además demuestran una menor actividad antioxidante en el

método de ABTS•+ en comparación del método de DPPH•.



60

Figura 16. Actividad antioxidante in vitro por el método de ABTS•+ de

los extractos EtOH y AcOEt de las hojas de Eriobotrya japonica.

Finalmente, el ensayo FRAP, dónde básicamente se mide la reducción de un

complejo formado por un cromógeno, normalmente de TPTZ (2, 4, 6-tripiridil-s-

triazina), y hierro férrico (Fe3+) incoloro a un complejo ferroso Fe2+ de un intenso

color azul verdoso en presencia de antioxidantes en un medio ácido, donde los

resultados obtenidos en los extractos etanólico (EtOH) y de acetato de etilo

(AcOEt) en una concentración de 0.5 mg/mL, se exponen en microgramos

equivalentes sulfato ferroso por cada gramo de extracto (µM EqFeSO4/g).

La figura 17 muestra el grado de efectividad de ambos extractos para el ensayo

FRAP, en la cual se observa que el extracto AcOEt tuvo mayor actividad en

comparación al extracto EtOH, pero al someterse a una prueba de t independiente

(Unpaired t test) se demuestra que no existen diferencias significativas en las

medias de ambos extractos.
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Figura 17. Actividad antioxidante in vitro por el método de FRAP de los
extractos EtOH y AcOEt de las hojas de E. japonica.

7.4.Actividad inhibitoria frente alfa glucosidasa
En las figuras 18 y 19, se observa el efecto inhibitorio de ambos extractos, dónde

el porcentaje de inhibición fue de 99.8 % para el extracto etanólico en una

concentración de 11.5 mg/mL y del 98.9% por parte del extracto de acetato de

etilo, respectivamente. En esta directriz, se pueden observar un 98% de uno y un

97% de otro en la segunda concentración. Finalmente, tanto el extracto EtOH

como el de AcOEt obtienen un porcentaje de un 15% hasta un 28%; es decir que a

partir de 1.15 mg/mL se logra una inhibición significativa (P<0.05), con respecto a

la menor concentración.
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Figura 18. Actividad inhibitoria frente a α-glucosidasa del extracto EtOH
de las hojas de Eriobotrya japonica, cada concentración fue corrida por
triplicado.

Figura 19. Actividad inhibitoria frente a α-glucosidasa del extracto
AcOEt de las hojas de Eriobotrya japonica, cada concentración fue
corrida por triplicado.
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7.5.Ensayos de cristalización
En la figura 20, se muestran los resultados del ensayo de nucleación, donde la

Cistona (Cys) inhibió en un 22%, 15%, 40%, 43%, 44% y 67%, con 100, 200, 400,

600, 800 y 1000 µg/mL. Tanto el extracto en etanol (EtOH) como el de acetato de

etilo (AcOEt) tuvieron una mayor eficacia que la Cys en las dos primeras

concentraciones (100 y 200 µg/mL), mientras que el AcOEt fue el único que

mantuvo diferencias significativas en las siguientes dosis crecientes (400 y 600

µg/mL), la tendencia a una eficacia similar o ligeramente mayor por parte de

ambos extractos se observó con las últimas dosis mayores (800 y 1000 µg/mL).

Esto indica que los compuestos bioactivos encargados de inhibir el inicio o fase

temprana de la formación de cristales de oxalato de calcio participan

significativamente en toda la gama de concentraciones evaluada.

En contraparte, la figura 21 indica los resultados para el ensayo de agregación, de

la cual la Cys logró una inhibición de 39%, 29%, 37%, 51%, 64% y 82% en

concentraciones 100, 200, 400, 600, 800 y 1000 µg/mL respectivamente, entonces,

es posible ver un comportamiento de inhibición dosis-dependiente desde los 200

µg/mL. Particularmente, en los extractos EtOH y AcOEt se mostraron más eficaces

exclusivamente en la segunda concentración (200 µg/mL) de manera significativa,

sin embargo, la Cys tuvo un mejor desempeño palpable a medida que la dosis se

incrementó de manera gradual, esta tendencia colocó a la Cys como el más eficaz

para la fase de agregación, fase que se caracteriza por la aglomeración de los

cristales debido a las interacciones entre partículas cristalinas y macromoléculas

urinarias por medio de fuerzas de atracción electrostática, promoviendo la

formación de cristales de diversa composición.

Al endosar ambas observaciones es importante precisar que tanto el extracto

EtOH como de AcOEt presentan compuestos bioactivos potenciales para el

tratamiento de las fases tempranas de la urolitiasis (nucleación), de modo que es

un buen candidato para uso preventivo de modo que puede fungir como

suplemento, o valdría la pena su integración en los hábitos alimenticios, puesto
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que, en las fases o procesos de formación de dichos cristales resulta complejo

para ambos extractos superar la eficacia del control (Cys).

Figura 20. Porcentaje de inhibición de los extractos etanólicos (EtOH),
acetato de etilo (AcOEt) frente a la cistona (Cys) como control en las
concentraciones evaluadas. Dónde * es P<0.5, **P<0.001 y
***P<0.0001
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Figura 21. Porcentaje de inhibición de los extractos etanólicos (EtOH),
acetato de etilo (AcOEt) ante la cistona (Cys) como control dentro de las
concentraciones evaluadas. Dónde * es P<0.05, **P<0.001 y
***P<0.0001

7.6.Cromatografía en columna (CC) y cromatografía en capa fina (CCF)
La cromatografía en columna (CC) permitió obtener cincuenta y ocho eluatos

acorde con la tabla 3, con cantidades de aproximadamente 20 a 40 mL, por lo

anterior se optó por aplicar CCF con la finalidad de observar aquellos eluatos que

contenían bandas (compuestos) muy similares, a una altura similar (Figura 22-23)

y agrupar dichos eluatos (Tabla 6). Una vez agrupados los eluatos de interés, es

decir aquellos eluatos dónde posiblemente esté el ácido ursólico, por medio de

CFF se rastrea entre las agrupaciones con ayuda de una referencia de ácido

oleanólico, isómero del ácido ursólico (Figura 24).

Tabla 6. Agrupaciones de los eluatos aplicando CCF de la columna uno.

Agrupación
(No)

Sistema Peso vial (g) Peso vial
c/muestra

Peso total de
muestra (g)

1-6 Hexano 8.3854 - -

7-13 Hexano-
AcOEt
(9:1,8:2)

9.4036 - -

15-19 Hexano-
AcOEt
(8:2,7:3)

9.0772 - -

20-26 Hexano-
AcOEt
(7:3,6:4)

9.4926 9.5798 0.0872

27-31 Hexano-
AcOEt
(6:4,5:5)

13.1246 - -
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Posteriormente, la agrupación 20-26 de la Tabla 6 fue el candidato a una segunda

columna por la aglomeración de compuestos que presentaba, de este modo al

aplicar los sistemas de la Tabla 4 se obtuvieron cuarenta y ocho viales con 20-40

mL de eluato aproximadamente, mismos que se agruparon de la siguiente manera

(tabla 7).

Tabla 7. Agrupaciones de los eluatos aplicando CCF de la columna dos.

Agrupación
(No)

Sistema Peso vial (g) Peso vial
c/muestra

Peso total de
muestra (g)

1-5 Hexano -

6-9 Hexano-
AcOEt (9:1)

-

10-17 Hexano-
AcOEt (8:2)

-

18-28 Hexano-
AcOEt (7:3)

-

29-38 Hexano-
AcOEt (6:4)

69.84 78.4794 0.6394

39-49 Hexano-
AcOEt (5:4)

-

Los eluatos o fracciones que fueron evaluados a RMN 1H son 18-28 de la columna

dos y las fracciones 7-13 de la columna uno, a razón de las coincidencias con la

referencia empleada (ácido oleanólico).
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Figura 22. Ejemplo de agrupación al aplicar CCF al observar que se
tienen compuestos similares a la misma altura (Columna 1).

Figura 23. Aglomeración de compuestos en la agrupación 20-26 de la
columna 1, visibles a luz ultravioleta (UV) aplicando CCF sin aplicar
revelador (CoCl).
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Figura 24. Comparación del extracto de la agrupación 18-28 resultante
de la columna 2 (REJ) frente a la referencia de ácido oleanólico (RAO).
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8. Discusión de resultados

8.1.Rendimiento de extractos

El rendimiento es una expresión cuantitativa de la eficiencia de un determinado

procedimiento experimental, por lo tanto, se determinó la efectividad de las

técnicas empleadas en la extracción de compuestos de E. japonica mediante la

fórmula descrita en el apartado de resultados con la finalidad de evaluar la eficacia

de dichos extractos de naturaleza etanólica y de acetato de etilo frente a tres

líneas de investigación (antioxidante, α-Glucosidasa y antiurolítico). Las hojas de

níspero poseen una larga historia de uso medicinal tradicional, principalmente

empleado en China, por lo tanto esto generó un foco de atención en las hojas de

la especie y gracias a las investigaciones a lo largo de estos años se han

concretado registros de propiedades benéficas, tales como antitumoral, antivirales,

antioxidantes, así como efectos de reducción de azúcar en sangre y lípidos en

sangre, regulación del sistema inmunológico, antiinflamatorios, mejora de la

función hepática y que alivian la tos, es así que las hojas de E. japonica están

catalogados con un alto valor medicinal (Zhu et al., 2022; Xiao et al., (2023); Liu

et al., 2016)

El presente estudio se centró en la obtención de extractos EtOH y de AcOEt de las

hojas de E. japonica; cuyos porcentajes de rendimiento obtenidos fueron de 1.73%

y 4.08% en base fresca respectivamente, en contraste en base seca se obtuvo

hasta 3.88% y 9.14%; Abdelrahman et al. (2022) obtuvieron rendimientos en base

seca de la hoja, semilla y la fruta de E. japonica, dónde el menor rendimiento

obtenido fue en las hojas con 17.4% de la fracción EtOH por el método de

concentración en rotavapor a 40° C. Por lo cual, en el presente trabajo se optó por

tomar esta técnica de extracción. En el mismo sentido Huang et al. (2017)

sometieron a extracción las hojas de esta especie con EtOH industrial dónde

obtuvieron un rendimiento de 1.90%.

Por otro lado, Maher et al., (2015) obtuvieron fracciones extraídas

secuencialmente con diferentes solventes resultando así un rendimiento del 9% en
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peso seco. La variación en el rendimiento del extracto de E. japonica entre los

autores y el obtenido en el presente trabajo, puede tener explicación con el estrés

ambiental abiótico al que se ve sometida la especie, esto conlleva una alteración

en el metabolismo de las plantas, que se traduce en la inhibición o promoción de

metabolitos secundarios, es por ello que el estudio del metabolismo secundario de

las plantas suele arrojar rendimientos variables debido a la sensibilidad del

metabolismo. Además, intervienen otros factores como la colecta de hojas jóvenes

o viejas, pues se sabe que las hojas jóvenes acumulan metabolitos más

rápidamente que las hojas más viejas (Qaderi et al., 2023).

Por lo antes mencionado, a continuación, se contrasta los factores abióticos (clima,

lluvia, temperatura) a los cuales la planta estuvo sometida en el tiempo de colecta;

Abdelrahman et al., (2022) colectaron en el mes de mayo en Jordania (Figura 25),

en determinado periodo de tiempo las temperaturas promedio rondaban los 35°C,

en otras palabras, temperaturas altas durante el día y con lluvia muy escasa (2.1

mm) predominaban durante dicho mes.

Huang et al., (2017) recolectaron las hojas de E. japonica en el mes de junio en

Putian, China. Este mes en específico representa una transición entre

temperaturas bajas y cálidas a temperaturas más altas (27° C) pero tolerables, sin

embargo, este mes en Putian se caracteriza por ser más lluvioso y con cielos

nublados (Figura 26). Finalmente, Maher et al. (2015); realizaron la colecta en el

mes de junio en Túnez (Figura 27) cuyo promedio de temperatura albergaba los

27°C, una época seca, con escasez de lluvia (13 mm) y cielos parcialmente

despejados.

Es posible concluir que los factores abióticos si influyen de manera directa con el

rendimiento de los extractos, por lo anterior, existen coincidencias con Huang et al.

(2017) en el rendimiento obtenido en base fresca de los extractos EtOH de E.

japonica, probablemente por los bajos niveles de estrés de la especie, ya que la

zona de Tlanchinol, Hgo (lugar de colecta en el presente proyecto) es

característico por ser una zona húmeda con lluvias frecuentes, temperaturas en

promedio de 16-24° C, con precipitación de 1900-2100 mm según la INEGI, 2010.
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Además, en dicha parcela la especie no posee ningún depredador natural puesto

que es una especie introducida en esta parte del globo terráqueo y esto puede

explicar la ligera diferencia con Huang et al., (2017), puesto que en Putian, China;

E. japonica es una especie endémica y, por lo tanto, existen depredadores

(factores bióticos) que la obligue a producir mayor cantidad de metabolitos

secundarios y, por ende, se obtiene un mayor rendimiento.

Figura 25. Gráfica de comparativa del clima en Jordania (Aqaba); con
distintos factores climáticos. Gráfico tomado de: Weather Spark, 2024.
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Figura 26. Gráfica de comparativa del clima en Putian, Fujian, China;
con distintos factores climáticos. Gráfico tomado de: Weather Spark,
2024.

Figura 27. Gráfica de comparativa del clima en Túnez; con distintos
factores climáticos. Gráfico tomado de: Weather Spark, 2024.

8.2.Actividad antioxidante

8.2.1. Ensayo de DPPH•
Existe un amplio repertorio de estudios que demuestran y sustentan los efectos

benéficos al consumir frutas y vegetales, ya que a nivel mundial se reconoce la

capacidad de las especies vegetales para proporcionar metabolitos secundarios

que a su vez aportan actividades antioxidantes. En este sentido, en el resumen

que Zhu et al. (2022) y colaboradores desarrollaron, exhiben a los extractos de las

hojas de E. japonica con muy buena actividad antioxidante debido a los ácidos

triterpénicos, los fenoles totales, los flavonoides y los polisacáridos presentes en

las hojas.

Partiendo de los resultados obtenidos, en el ensayo de DPPH• se demostró que el

extracto EtOH tuvo capacidades antioxidantes de 3.9±0.015 mg Eq Trolox/100 g
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mientras que el extracto de acetato de etilo 4.2±0.18 mg Eq Trolox/100 mg. De

acuerdo con los resultados estadísticos, se obtiene un valor de P= 0.1733, por lo

tanto, no existen diferencias significativas (P<0.05) comparando ambos extractos.

Lo anterior, difiere con la capacidad antioxidante reportada por Barbi et al. (2017);

con cantidades de 11.17 mg Eq Trolox/100 g con extractos de naturaleza

metanólica (MeOH), mientras que Rivas et al. (2022) registraron capacidades

antioxidantes que oscilaban los 14 y 25.3 mg Eq Trolox/100g en extractos acuosos

obtenidos mediante baño ultrasónico.

Es posible notar una capacidad antioxidante bastante baja, en comparación con lo

registrado por Barbi et al., (2017) y Rivas et al. (2022); una de las posibles razones

se encuentra con la observación que hicieron Mogole et al. (2020), puesto que

notaron una actividad antioxidante muy pobre en extractos de acetato de etilo y

hexano mientras que el extracto en MeOH tenía el mejor desempeño para la

captación de radicales libres. Por lo descrito, se pone en evidencia que a medida

que se aumenta la polaridad en los solventes aumenta el poder reductor, lo que es

también directamente proporcional al aumento en la concentración de compuestos

polifenólicos y flavonoides. Por ende, la actividad antioxidante y el contenido

fenólico se documentan con una correlación positiva de modo que los extractos

empleados por Rivas et al. (2022) al tratarse de extractos acuosos, posee mayor

polaridad (la tabla de disolventes más usados en orden de polaridad en anexos).

Retomando el tema del impacto de ciertos factores ambientales sobre la especie,

como una segunda posible explicación; Cao et al., (2019) fundamenta que la

biosíntesis y acumulación de compuestos fenólicos pueden verse

significativamente influenciadas por numerosos factores endógenos y exógenos.

Los factores intrínsecos incluyen el genotipo y la condición fisiológica en cambio

los factores exógenos reflejan los estímulos ambientales bióticos y abióticos que

ocurren durante el período de crecimiento de la planta, como la depredación por

insectos fitófagos o animales herbívoros, la disponibilidad de luz y agua, la

composición del suelo, la temperatura y la interacción con patógenos y parásitos.
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8.2.2. Ensayo de ABTS•+
El ensayo arrojó resultados de 0.018±0.00033 mg Eq Trolox/100 g para el extracto

EtOH, y un total de 0.027±0.00036 mg Eq Trolox/100 g en el caso del extracto de

AcOEt. A tenor de los resultados estadísticos partiendo de una prueba t

independiente (Unpaired t test) arrojan un valor de P=0.0749, por lo tanto, no

existen diferencias significativas (P<0.05) comparando dichos extractos

respectivamente, por ende, es posible notar una actividad escasa capturante del

radical preformado, y se refleja una ausencia de reducción en el radical

preformado (ABTS•+).

En comparación con Zhang et al. (2015); que obtuvo un resultado de 7.30 a 12.77

mg Eq Trolox/g en distintos cultivos de níspero seleccionados al azar, lo que indica

una actividad mucho más pronunciada en comparación con lo obtenido en el

presente estudio. Dicho comportamiento ya se había observado con el ensayo

DPPH• lo cual fundamenta más la influencia de los factores endógenos y

exógenos sobre la biosíntesis y acumulación de compuestos, razón por la cual

existe variación en la actividad antioxidante desempeñada por E. japonica.

En este sentido, Seong et al. (2019); registraron una buena actividad dosis

dependiente en el ensayo de ABTS•+, dicha investigación fue realizada en

Hwasun, Corea, dónde la colecta tuvo lugar a comienzos de año con un clima

seco, poca lluvia y con temperaturas bajas (4-9°C), viéndose implicados los

factores extrínsecos desafiantes, descartando a insectos fitófagos o animales

herbívoros, puesto que en Corea la especie es introducida y por ende no tiene

depredadores naturales en la zona. La buena actividad dosis-dependiente según

Mogole et al. (2020) ocurre por el alto contenido de flavonoides (quercetina,

catequina y epicatequina) y ácidos fenólicos (ácido gálico, ácido elágico, ácido

cafeico y ácido cumárico) que fungen como agentes reductores en las muestras y

a su vez provoca la reducción del complejo férrico (Fe3+)
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8.2.3. Ensayo de FRAP+
Finalmente, los resultados obtenidos en el ensayo FRAP+ fueron de 420±23 y

450±6.4 µM Eq FeSO4/g en los extractos EtOH y de AcOEt respectivamente y

conforme a los resultados estadísticos al aplicar una prueba t independiente

(Unpaired t test) arrojan un valor de P=0.2831, por lo tanto, no existen diferencias

significativas (P<0.05) comparando el extracto EtOH y AcOEt. En contraste, Uysal

et al. (2017) cuyo método se basó en el secado de las hojas de E. japonica a

temperatura ambiente por 10 días, las hojas secas se trituraron hasta obtener un

polvo fino. Se extrajeron las muestras de hojas usando etanol como disolvente en

diferentes concentraciones (10, 50 o 90%) a temperaturas de 20, 40 o 60 °C y

durante diferentes tiempos de extracción (60, 120 o 180 min).

De esta manera, se hace hincapié en el resultado que se registró en una

concentración EtOH al 90%, con una temperatura de 40° a 120 min, obteniendo

una capacidad capturante de iones hierro de 141.86 mg Eq Trolox/g, puesto que

los parámetros antes mencionados son los más aproximados a los empleados en

el presente trabajo; por otro lado, Barbi et al. (2017) estimaron una actividad

antioxidante dentro de un rango de 24.4 a 155.7 mg Eq Trolox/g, la variación

puede tener explicación en el contenido de compuestos bioactivos responsables

buena actividad capturante de iones hierro, donde según Liu et al., 2016 los

principales responsables son la cinconaina II b, la cinconaina I a, la epicatequina

(polifenoles), 3-O-L-ramnósido de quercetina (flavonoide) y la arbutina, entre otros

que se encuentran en constante cambio por condiciones ambientales

determinados por la región.

A manera de conclusión y en sintonía con Parrado (2021); aquellos árboles sin

prácticas agronómicas (fertilización y el riego) presentan una cantidad importante

de fitoquímicos debido al déficit de nutrientes y agua, que restringe el crecimiento

de las plantas reduciendo la actividad fotosintética, consecuentemente los

carbohidratos no estructurales tienden a acumularse y con ello se sintetizan mayor

cantidad de sustancias de defensa basadas en carbono pertenecientes a los

metabolitos secundarios, es decir, los factores intrínsecos (Ej. genotipo y
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ontogenia) y extrínsecos (temperatura, luz, humedad, herbivoría, etc.) son un

fuerte determinante para la actividad que desempeñan en E. japonica, además de

las técnicas de extracción empleadas y la polaridad del disolvente. Sin embargo,

otro factor que muy probablemente influya es la época o estación del año, Cao et

al. (2019) demuestra que la mejor época para obtener una buena actividad

antioxidante, así como de compuestos fenólicos es en el mes de noviembre en

China, se requiere más investigación para determinar la mejor época de colecta

para obtener mayores índices de actividad antioxidante en Ixtlapala, Tlanchinol,

Hgo, México.

8.3.Actividad inhibitoria frente α-glucosidasa

Los resultados estadísticos indican una actividad inhibitoria destacable en al

menos dos concentraciones de ambos extractos (11.5 y 1.15 mg/mL),

colocándose en un rango de porcentajes de inhibición desde 97% hasta un 99%;

en comparación con la acarbosa que de acuerdo con Mogole et al., (2020) se usa

como estándar debido a que demuestra porcentajes que llegan al 99%. Los

porcentajes obtenidos coinciden con Toshima et al. (2010), inclusive se observó

que el efecto inhibitorio de las hojas de níspero ejercido sobre α-glucosidasa son

mucho más fuertes que el estándar (acarbosa).

La variabilidad de los porcentajes de inhibición de acuerdo con Silva et al. (2019)

se ven influenciadas principalmente por sustituciones de grupos hidroxilo y metilo

que se sitúan terminalmente como grupos laterales, que están en configuración

simple, es decir, la gran capacidad inhibitoria parece deberse principalmente a la

presencia de la cadena lateral de la γ-lactona, estructura química que se sitúa en

las flavonas e isoflavonas, y los anteriores compuestos ya han sido reportados en

E. japonica, actuando como estimuladores de la secreción de insulina y como

inhibidores de la α-glucosidasa.
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8.4.Ensayo de cristalización (Cristales de oxalato de calcio)

En el ensayo de nucleación, el extracto EtOH y AcEt tuvieron una eficacia

significativa, incluso mayor que la Cys en las concentraciones iniciales (100 y 200

µg/mL), sin embargo, solo el AcEt mantuvo una ventaja en dosis posteriores,

comparado con el EtOH y el control, lo anterior también se evidencía con las

imágenes a microscopio (Anexo 11.3) en el apartado de nucleación. De acuerdo

con la polaridad de disolventes, el extracto que mostró mayor concentración de AU

fue el extracto de AcOEt debido a que Jin et al. (1997); reportaron que el AU y el

AO son hidrofóbicos y complejos, es decir, que dichos ácidos orgánicos presentes

en las hojas de E. japonica no se disuelven en agua o extractos acuosos.

Además, otro factor a tomar en cuenta es la solubilidad del AO y el AU así pues

Fan et al. (2011); evaluaron las solubilidades de AO y AU en metanol, etanol, 2-

propanol y acetato de etilo con un rango de temperatura de 10°C a 56° C

aproximadamente, dónde reportaron que a medida que se incrementa la

temperatura también incrementa la solubilidad, pero esto variaba entre el AO y AU,

ya que la solubilidad para AU queda registrado en el siguiente orden; 2-propanol >

acetato de etilo > metanol > etanol, por otro lado el AO sigue el orden mencionado

a continuación: acetato de etilo > 2-propanol > etanol > metanol. Se puede

observar que ambos ácidos orgánicos son más afines a disolventes de mediana

polaridad como el AcOEt, por lo anterior, es posible encontrar este tipo de ácidos

orgánicos en el extracto de AcOEt en comparación del EtOH, mismas que tienen

propiedades activas para el tratamiento de manera efectiva en funciones renales y

hepáticos.

Por otro lado, el ensayo de agregación muestra a la Cys con una inhibición de

39%, 29%, 37%, 51%, 64% y 82% en concentraciones 100, 200, 400, 600, 800 y

1000 µg/mL respectivamente, con ello es posible determinar que el control tuvo

mayor eficiencia sobre los extractos EtOH y AcOEt (Anexo 11.3), para la fase de

agregación de cristales coincidiendo con Azarfar et al. (2020); que registran una

eficacia destacable para el tratamiento de la litiasis urinaria con cistona
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contrastado con un placebo, además de observar diferencias significativas en la

disminución del tamaño de los cálculos y la tasa de expulsión en comparación de

dicho placebo, además Zarin et al. (2020) reporta un porcentaje de inhibición de

hasta un 53% de inhibición en el ensayo de agregación en 1 mg/mL de extracto de

Cistona.

Con los datos reportados anteriormente, podemos concluir que el extracto AcEt

tiene una buena respuesta de inhibición en dosis crecientes, es decir, una

conducta dosis dependiente por el tipo de compuestos bioactivos presentes en el

extracto que son afines a la polaridad del acetato de etilo, entre ellos el AU y el AO,

sin embargo, esto solo se presenta en la primera fase de la cristalización

(formación del cálculo), puesto que una vez iniciado el proceso de formación en la

agregación del cálculo los extractos ya no presentan una buena actividad

inhibitoria como la cistona (control). De acuerdo con Lobine et al, (2020); la

formación y deposición de cristales en los tejidos induce a otras complejidades en

el tejido renal, tales como la inflamación, estrés oxidativo y apoptosis, es por ello

que las actividades analgésicas, antiinflamatorias y antiespasmódicas

desempeñan un papel fundamental en el tratamiento sintomático de la urolitiasis

de las cuales el ácido ursólico y del ácido oleanólico son las mejores perfiladas

con antecedentes de propiedades antiinflamatorios.

Así mismo se ha demostrado que un incremento en la concentración de oxalato de

calcio desencadena la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) en los

riñones, desencadenando lesiones endoteliales y apoptosis, que propician los

sitios de formación de cálculos, de modo que, una reducción en el estrés oxidativo

por efecto de la actividad antioxidante resulta en un enfoque terapéutico para el

tratamiento de los cálculos puesto que estos triterpenos (AU y AO) muestran

actividades inhibitorias de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), de esta

manera se demuestra que los triterpenos son alternativas potenciales para la

urolitiasis debido a la actividad diurética (Lobine et al., 2020) .
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8.5.Cromatografía y resonancia magnética nuclear
El extracto seleccionado de AcOEt fue seleccionado para las técnicas de

cromatografía y resonancia magnética nuclear en función de la afinidad reportada

para el AU y el AO. Dónde, los eluatos examinados por RMN 1H fueron los

agrupados 26-28 y 30 de la columna dos y las fracciones 7-13 columna uno con

ayuda de la referencia, el ácido oleanólico, ya aislado previamente.

Los resultados de la RMN demuestran la presencia de ambos ácidos orgánicos

(Anexos 11.4), el AU y el AO dentro del extracto de AcOEt, lo cual confirma la

afinidad de dichos ácidos orgánicos con lo reportado por Fan et al., (2011). Estos

triterpenos ya se han reportado previamente en las hojas de E. japonica,

dependiendo de la etapa de desarrollo y del tipo de cultivar (Ahumada et al., 2017).

Entre los beneficios de dichos ácidos orgánicos se encuentran actividades

antiinflamatorias, regulador de la obesidad, antioxidantes, antidiabéticos y

anticancerígenos (Hyun et al., 2022). De esta manera concluimos que tanto el AU

y el AO podrían ser los responsables de la actividad antiurolítica en fases

tempranas de la cristalización de oxalato de calcio in vitro, sin embargo, aún

queda mucha investigación por hacer y llevar este proyecto a la fase in vivo con un

esquema experimental preventivo.



80

9. Conclusiones
● Se contribuyó al acervo de especies estudiadas en el Herbario del Centro

de Investigaciones Biológicas (CIB)-ICBI con identificador “Angel trinidad

Isidro, #1, HGOM.

● El extracto EtOH y AcOEt tuvieron un rendimiento de 1.73% y 4.08% en

base fresca respectivamente.

● Los extractos EtOH y AcOEt presentaron una escasa actividad antioxidante

en las pruebas empleadas, es posible que estos resultados se deban a a la

baja herbivoría y condiciones de bajo estrés abiótico (factores extrínsecos)

además de factores intrínsecos (genotipo), considerando los reportes que

han existido.

● La actividad frente a α-Glucosidasa de ambos extractos resultaron mucho

mejores que la acarbosa en una concentración de 11.5 mg/mL.

● La actividad antiurolítica de los extractos EtOH y AcOEt resultaron efectivas

para fases tempranas de la formación de cálculos, sin embargo, la cistona

demostró ser mejor en la etapa de agregación.

● Se identificó la presencia de ambos ácidos orgánicos, el ácido ursólico y

oleanólico por medio del espectro de RMN de protón.
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11.ANEXOS

11.1. Preparación de curvas patrón

11.1.1. Método de DPPH
Para esta técnica la curva patrón se preparó con la solución Trolox en las

concentraciones indicadas a continuación. Después, se tomaron X μl de Trolox +

Y μl de Etanol para ser agitados en un vórtex. Al terminar el procedimiento se

incubaron por 60 minutos a temperatura ambiente. Una vez pasado el tiempo se

procedió a medir la absorbancia en el espectrofotómetro a una longitud de onda

de 520 nm en celdas de plástico con alícuotas de un mililitro por triplicado. En la

figura 28 se observa la curva patrón para la determinación de capacidad

antioxidante por el método de DPPH con su respectivo coeficiente de correlación

(R).

Tabla 8. Preparación de las soluciones para la curva patrón Trolox.

Trolox (mg/ml) μl de Trolox μl de EtOH

300 100 0

225 75 25

150 50 50

75 25 75

37.5 12.5 87.5

0 0 100
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Figura 28. Curva patrón para la determinación de la capacidad
antioxidante in vitro por el método de DPPH.

11.1.2. Método de ABTS•+
La curva patrón se realizó con una solución de Trolox previamente preparada, bajo

las concentraciones presentadas en la tabla 7. Para preparar la curva patrón se

tomaron 20 μl de cada concentración dentro de la tabla, más 980 μl de la solución

que se elaboró con el radical ABTS•+ pH 7.4. Después se incubaron durante

media hora en la oscuridad y al concluir este tiempo se leyó la absorbancia en el

espectrofotómetro a una longitud de onda de 734 nm en celdas de plástico con

alícuotas de un mililitro por triplicado. En la figura 29 se observa la curva patrón

para la determinación de capacidad antioxidante por el método de ABTS•+ con su

respectivo coeficiente de correlación (R).

Tabla 9. Preparación de las soluciones para la curva patrón Trolox para la
determinación de la capacidad antioxidante por el método de ABTS•+.
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Trolox (mg/ml) μl de Trolox μl de ABTS

300 100 0

225 75 25

150 50 50

75 25 75

37.5 12.5 87.5

0 0 100

Figura 29. Curva patrón para la determinación de la capacidad
antioxidante in vitro por el método de ABTS•+.

11.1.3. Método de FRAP
Se construyó una curva de calibración utilizando soluciones de concentraciones de

FeSO4 7H2O a concentraciones de 0-1000 µM. Bajo las mismas condiciones

señaladas en la sección de materiales y métodos. La reacción se dejó incubar a

37°C durante 30 minutos a completa oscuridad.
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Al concluir este tiempo se leyó la absorbancia en el espectrofotómetro a una

longitud de onda de 733 nm en microplaca con alícuotas de 340 µL

aproximadamente por triplicado. En la figura 30 se observa la curva patrón para la

determinación de capacidad antioxidante por el método de FRAP con su

respectivo coeficiente de correlación (R).

Figura 30. Curva patrón para la determinación de la capacidad
antioxidante in vitro por el método de FRAP.
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12.Tabla de disolventes más usados en orden de polaridad
Disolventes Formula Pe °C Densidad

Éter de petróleo Mezcla de
hidrocarburos

35-60° 0.640

Hexano C6H14 69° 0.659

Tolueno C6H5CH3 110° 0.865

Benceno C6H6 80° 0.874

Éter C4H10O 35° 0.706

Tetracloruro de
carbono

CCl4 77° 1.604

Cloroformo CHCl3 61° 1.492

Cloruro de metileno-
Diclorometano

CH2Cl2 40° 1.325

Acetato de etilo C4H8O2 77° 0.902

Acetona C3H6O 56° 0.791

Etanol C2H6O 78° 0.785

Metanol CH3OH 65° 0.791

Agua H2O 100° 1.000

Po
la
rid

ad
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13. Imágenes al microscopio del ensayo de cristalización
● Nucleación

Extractos

Objetivo Extracto etanólico (EtOH)

Concentración

100 µg/m 400 µg/m 1,000 µg/m

40x

Objetivo Extracto acetato de etilo (AcEt)

Concentración

100 µg/m 400 µg/m 1,000 µg/m

40x
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Control

Objetivo Cistona (Cys)

Concentración

100 µg/m 400 µg/m 1,000 µg/m

40x

● Agregación

Extractos

Objetivo Extracto etanólico (EtOH)

Concentración

100 µg/m 400 µg/m 1,000 µg/m

40x
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Objetivo Extracto acetato de etilo(AcEt)

Concentración

100 µg/m 400 µg/m 1,000 µg/m

40x

Control

Objetivo Extracto de cistona (Cys)

Concentración

100 µg/m 400 µg/m 1,000 µg/m

40x
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14.Resonancia Magnética nuclear
A. Espectro de RMN de 1H (400 MHz), en CDCl3, de la fracción 26–28, CC parte

AcOEt.
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B. Comparación de espectros de RMN de 1H (400 MHz), en CDCl3, de la fracción 26–

28 y muestra auténtica del ácido oleanólico.


