Universidad Autonoma Metropolitana
UNIDAD IZTAPALAPA

Casa abierta al tiempo

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
POSGRADO EN BIOTECNOLOGIA

“EFECTO ANTI-HIPERGLUCEMIANTE DE FRUTOS
DE LITCHI VARIEDAD BREWSTER”

TESIS

PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRA EN BIOTECNOLOGIA

PRESENTA

I.A. ALEXANDRA IVETTE CONTRERAS CASTRO

COMITE TUTORIAL:

Co-director: Dr. Fernando Diaz De Ledn Sanchez — UAM-I
Co-director: Dr. José Alberto Mendoza Espinoza “-UACM
Asesora: Dra. Clara Pelayo Zaldivar- UAM-I

Ciudad de México, Noviembre 2019.



El programa de Maestria en Biotecnologia de la Universidad
Autdnoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa, esta inscrita en el
Programa Nacional de Posgrados de Calidad (PNPC) del
CONACYT, ademas de contar con el apoyo del mismo Consejo,
con el No. De Registro 001465.

Este proyecto se realizé en colaboracion con los Departamentos
de Biotecnologia y Ciencias de la Salud, Universidad Autéonoma
Metropolitana-lztapalapa, y en el Laboratorio de Productos
Naturales de la Universidad Autdnoma de la Ciudad de México-
Plantel Casa Libertad.




A\ ACTA DE EXAMEN DE GRADO

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA No. 00270
Matricula: 2173801782

r N ™

EFECTO ANTI-HIPERGLUCEMIANTE
DE FRUTOS DE LITCHI VARIEDAD En la Ciudad de México, se presentaron a las 10:00 horas
BREWSTER del dia 27 del mes de noviembre del afio 2019 en la Unidad
Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitana, los
suscritos miembros del jurado:

DRA. ANGELICA ROMAN GUERRERO
DRA. PATRICIA BUSTAMANTE CAMILO
DR. VICTCOR HUGO OIDOR. CHAN

DR. FERNANDO RIVERA CABRERA

Bajo la Presidencia de la primera y con  caracter de
Secretario el ultimo, se reunieron para proceder al- Examen
de Grado cuya denominacién aparece al margen, para la
obtencién del grado de:

MAESTRA EN BIOTECNOLOGIA

DE: ALEXANDRA IVETTE CONTRERAS CASTRO

y de acuerdo con el articulo 78 fraccién III del
Reglamento de Estudios Superiores de la Universidad
Autdénoma Metropolitana, los miembros del Jurado
resolvieron:

_ ALEXANDRA IVETTE CONTRERAS CASTRO

- - ALUMNA

[ J
~ AP(C}")&U’

r

Acto continuo, la presidenta del jurado  comunicd a-la
interesada el resultado de la evaluacién. y; en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.

MT] RANO DE LA PAZ
DIRI MAS ESCOLARES
. > - »
DIRECTORA DE LA DIYISION DE CBS PRESIDENTA
5 ’4éggg{_,—.~
D UCIA CAMARGO RICALDE DRA. ANGELICA ROMAN GUERRERO
VOCAL VOCAL
o>
= =

.

DRA. PATRICIA BUSTAMANTE CAMILO DR. VICTOR HUGO OIDOR CHAN




Comité Tutorial:

CO-DIRECTOR CO-DIRECTOR

¢ [ [f.(

Dr. Fernando Diaz De Ledn Dr. José Alberto Mendoza

Sanchez Espinoza
Universidad Autonoma Metropolitana- Universidad Autonoma de la Ciudad de México
lztapalapa Plantel Casa Libertad
Departamento de Ciencias de la Salud Laboratorio de Productos Naturales

Laboratorio de Postcosecha de Recursos
Fitogenéticos y Productos Naturales

ASESORA

Dra. Clara Pelayo Zaldivar
Universidad Auténoma Metropolitana-lztapalapa
Departamento de Biotecnologia
Laboratorio de Productos Hortofruticolas




DEDICATORIA

Esta tesis se la dedico a la persona que mds amo en la vida y que gracias a su trabajo

y sacrificios, hoy soy quien soy, eres una gran guerrera, estoy muy orgullosa de ser

tu hija, mi hermosa nena Honoria Castro Sdanchez.

Doy gracias a la vida por tener la mejor mama del universo, gracias por existir, por
darme consuelo cuando mds lo necesito, por guiarme en el camino con tus
experiencias, hemos pasado tantas cosas, y las que nos falta por vivir, solo le pido a
dios me permita estar contigo siempre, TE AMO, eres lo mdximo, y juntas saldremos
adelante, vamos con todo, que hermosos paisajes y experiencias maravillosas nos

esperan por Vivir.

Alexandra [. Contreras Castro




AGRADECIMIENTOS

A todos aquellos que formaron parte de este gran suefio, que crei inalcanzable, le doy gracias a la
vida por permitirme vivirlas junto a ustedes, a pesar de algunos tropiezos, sigo en pie y con unas

inmensas ganas de ser mejor persona dia a dia. En especial muchas gracias a:

Dra. Clara Pelayo, por su tiempo, dedicacién y sus palabras de aliento; que aunque en
ocasiones damos por hecho nuestro apoyo, es bueno y re confortable escuchar un “bien hecho, tu
puedes”. Cred en mi una esperanza, encendio la imaginacién y me inspird amor por el aprendizaje,

de corazdn le estaré agradecida por apoyarme en esta etapa de mi vida.
Doctores Fernando y Alberto, gracias por ensefianzas, regafos, paciencia y apoyo.

Dr. Victor Hugo, gracias por ensefiarme algo completamente ajeno a mi carrera, que pese a

mi miedo (ratas), sacamos el trabajo adelante. Gracias Aimé, por apoyarme con las ratitas.

Dra. Patricia Bustamante, aunque no hace mucho la conoci, ha sido un gran apoyo para mi,
gracias por su honestidad y paciencia, me quedo con su gran ideologia de formacidn, y la capacidad

de dar un consejo de corazdn, con la intencién de ayudar, edificar y alertar, no tiene precio.

A mi familia, en especifico a mi tio Angel y Beny, que sin su apoyo, no estaria aqui, son como

unos padres para mi, LOS AMO.

A excelentes personas, que me han ofrecieron sus conocimientos sin presunciones, gracias
por su amistad y por los grandes momentos de felicidad, sin duda alguna, soy una persona
bendecida por contar con ustedes: Ariana, Clarita, Tofo, Sandra y a mi hijita como le digo, Nallely

(chamaquita), eres como la hermana que no tuve.

A una gran persona que se nos adelantd, Lic. Conchita Malacara, que me regald la gran leccién:

“vivir la vida al maximo, pese a cualquier adversidad, siempre hay que sonreir”.

A CONACYT por el financiamiento otorgado para la realizacién de este trabajo.

iGRACIAS!




NDICE

INDICE DE FIGURAS
INDICE DE TABLAS
RESUMEN
1. INTRODUCCION
2. ANTECEDENTES GENERALES
2.1 COMPUESTOS BIOACTIVOS O FITOQUIMICOS
2.2 FRUTAS TROPICALES
2.3 GENERALIDADES
2.3.1 Origen, habitat y distribucién de Litchi
2.3.2 Aspectos taxonémicos
2.3.3 Composicion del fruto
2.3.4 Partes del fruto
2.3.5 Fitoquimicos y propiedades anti-hiperglucemiantes
2.4 EFECTOS FARMACOLOGICOS
2.5 PARAMETROS DE CALIDAD: indice de madurez
2.5.1 Sélidos solubles totales (SST%)
2.5.2 Acidez titulable (AT%)
3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
4. HIPOTESIS HIPOTESIS
5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL
5.2 OBJETIVOS PARTICULARES
6. MATERIAL Y METODOS
6.1 MATERIAL BIOLOGICO
6.2 OBTENCION DE EXTRACTOS
6.3 PRIMERA ETAPA: Caracterizacion Fitoquimica de Litchi
6.3.1 PARAMETROS DE CALIDAD
6.3.1.1 Solidos solubles totales (SST%)
6.3.1.2 Acidez titulable (AT%)

10
12
12
12
13
13
14
14
14
15
16
17
17
18
19
20
20
20
20
21
21
21
22
22
22
22




6.3.2 ANALISIS QUIMICOS (CUALITATIVOS)
6.3.2.1 Taninos
6.3.2.2 Cumarinas
6.3.2.3 Antraquinonas
6.3.2.4 Triterpenoides
6.3.2.5 Saponinas
6.3.2.6 Alcaloides

6.3.3 ANALSIS QUIMICOS (CUANTITATIVOS POR ESPECTROFOTOMETRIA)

6.3.3.1 Contenido de fenoles totales (CFT)
6.3.3.2 Flavonoides totales (FT)
6.3.4 ANALISIS QUIMICOS (CUANTITATIVOS POR HPLC)
6.3.4.1 Acidos organicos
6.3.4.2 Azucares
6.4. SEGUNDA ETAPA: Capacidad antioxidante In vitro
6.4.1 DPPH®
6.4.2 ABTS*
6.5. TERCERA ETAPA: Efecto anti-hiperglucemiante
6.5.1 TOLERANCIA A LA GLUCOSA POR ViA ORAL (PTGO)
6.6 ANALISIS ESTADISTICO
7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 PARAMETROS DE LA CALIDAD: indice de madurez
7.2 PRIMERA ETAPA: Caracterizacion Fitoquimica
7.2.1 ANALISIS QUIMICOS (CUALITATIVOS)
7.2.2 ANALISIS QUIMICOS (CUANTITATIVOS)

7.2.2.1 Compuestos fendlicos totales (CFT) y flavonoides totales (FT)

7.2.2.2 Acidos Orgénicos
7.2.2.3 Azlcares
7.3 SEGUNDA ETAPA: Capacidad antioxidante in vitro
7.4 TERCERA ETAPA: Efecto anti-hiperglucemiante
8. CONCLUSIONES

23
23

23
23
24
24
24
24
24
25
25
25
25
26
26
26
27
27
28
30
30
32
32
33
33
35
35
36
37
44




9. PERSPECTIVAS

10. REFERENCIAS

11. TRABAJOS PRESENTADOS

Anexo 1. Abreviaturas

Anexo 2. Definiciones

Anexo 3. Frutos de un estudio previo

Anexo 4. Analisis Proximal de Litchi realizado por el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ)

Anexo 5. Preparacion de muestras y calculos de dosis para la determinacién del Efecto anti-
hiperglucemiante.

Anexo 6. PTGO y ABC, Datos No estandarizados de Litchi variedad Brewster

Anexo 7. Estadisticos de los analisis cuantitativos

Anexo 8. Estadisticos de las PTGO y ABC de Litchi en los estados | Y II

Anexo 9. Estadisticos de PTGO de las Frutas Tropicales

Anexo 10. Curvas de calibracidn de fenoles y flavonoides totales

Anexo 11. Curvas de calibracién para acidos organicos y vitamina C (Acido ascérbico)

Anexo 12. Curvas de calibracion de azucares

Anexo 13. Curvas de calibracion de capacidad antioxidante

45
46
50
51
53
57

70

71
73
75
80
86
88
88
89
89




INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1. PARTES DEL FRUTO LITCHI, A) CASCARA, B) PULPA Y C) SEMILLA .......ccevevevrrrrrerernne. 15
FIGURA 2. ESTADOS DE MADUREZ DE FRUTOS DE LITCHI COLECTADOS PARA EL TRABAJO

EXPERIMENTAL Lttt ettt e e e s s s s s ran e e e e e e s s e snnnene 21
FIGURA 3. REACCION DEL RADICAL DPPH® CON ANTIOXIDANTE (AH) Y RADICAL (R%).....cccouene... 26
FIGURA 4. CODIGO NUMERICO PARA EL MARCAJE TEMPORAL EN RATAS .....c.coovrurrererreeraerenenn. 27
FIGURA 5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL DE LITCHI VARIEDAD BREWSTER......ccccvviiieieiiiiieeeen, 29
FIGURA 6. INDICE DE MADUREZ (SST/AT), POR TRIPLICADO........cocoeiieeieeeeeereeerererererererenenenenanes 30

FIGURA 7. RENDIMIENTO (% W/W) DEL ESTADO DE MADUREZ DE LITCHI (LIOFILIZADO), POR

LIS 8L L P 31
FIGURA 8. EFECTO ANTI-HIPERGLUCEMIANTE DE LA CASCARA LITCHI (PTGO) ....coovevvrrrrenee. 38
FIGURA 9. EFECTO ANTI-HIPERGLUCEMIANTE DE LA CASCARA DE LITCHI (ABC).....cccevevvererrcrnen. 39
FIGURA 10. EFECTO ANTI-HIPERGLUCEMIANTE DE LA PULPA DE LITCHI (PTGO).....covvvveveeieennen. 39
FIGURA 11. EFECTO ANTI-HIPERGLUCEMIANTE DE LA PULPA DE LITCHI (ABC) ...oocveeviveevieieeeene 40
FIGURA 12. EFECTO ANTI-HIPERGLUCEMIANTE DE LA SEMILLA DE LITCHI (PTGO)......ccecueenueenneen. 40
FIGURA 13. EFECTO ANTI-HIPERGLUCEMIANTE DE LA SEMILLA DE LITCHI (ABC) ....cccveeveeieennnen. 41

FIGURA 14. EFECTO ANTI-HIPERGLUCEMIANTE DE COMBINACIONES DE LITCHI VARIEDAD
BREWSTER CON METFORMINA ..ottt e s 41
FIGURA 15. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL DE FRUTOS TROPICALES DE LA PENINSULA DE YUCATAN

FIGURA 17. ABC DE LOS EFECTOS ANTI-HIPERGLUCEMIANTE DE LAS CASCARAS DE FRUTOS
TROPICALES ... 68
FIGURA 18. EFECTOS ANTI-HIPERGLUCEMIANTE DE CASCARAS DE COMBINACIONES DE FRUTOS
TROPICALES CON METFORMINA L..coiiiiiiiiiiiiiiiiiiicin it 69
FIGURA 19. EFECTO ANTI-HIPERGLUCEMIANTE DE LITCHI- PTGO (DATOS NO ESTANDARIZADOS)73
FIGURA 20. ABC DE LOS EFECTOS ANTI-HIPERGLUCEMIANTES DE LITCHI VARIEDAD BREWSTER
(DATOS NO ESTANDARIZADOS) ...uvteeuteeiteeteeetee ettt ettt et site st e sae e s bt e sasessbeesaeeenneesnneeneens 74



file:///C:/Users/alexa/Desktop/TESIS%20FINAL%20-%20profes.docx%23_Toc29226601

FIGURA 21. EFECTO ANTI-HIPERGLUCEMIANTE DE LA COMBINACION DE LITCHI VARIEDAD
BREWSTER CON METFORMINA (DATOS NO ESTANDARIZADOS) .......ccvrvereerrerrevreeserersesenenn.
FIGURA 22. CURVA ESTANDAR DE ACIDO GALICO.......oooeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeet et ener e
FIGURA 23. CURVA ESTANDAR DE QUERCETINA ....coovivieierteteteieeceetete ettt eses et
FIGURA 24. CURVA ESTANDAR DE L-ACIDO MALICO ......oeverereeieeceeteteieeecae et
FIGURA 25. CURVA ESTANDAR DE ACIDO ASCORBICO (VITAMINA C)...eovvvererieeerceeeeeseeeeeennas
FIGURA 26. CURVA ESTANDAR DE ACIDO CITRICO ......ovirieeeeeieeceeeee ettt es e en s enen s s
FIGURA 27. CURVA ESTANDAR DE ACIDO TARTARICO ......ceveviieieeeerereiesecie e
FIGURA 28. CURVA ESTANDAR DE SACAROSA ......ouvveieereeetetceeteeesae s sessae s sessesssessesesassesanes
FIGURA 29. CURVA ESTANDAR DE GLUCOSA ........cueverereeeeeeteeeeeeeeeetetesesesesaesesssessasaesesesessanaesnns
FIGURA 30. CURVA ESTANDAR DE FRUCTOSA ......ouevreiuerreeeesceetesestesesessessaesesessesesassssessesenassssanes
FIGURA 31. CURVA ESTANDAR DE ACIDO ASCORBICO DPPH®........ouevevieerecierereeeeseaevesesessaeae s,
FIGURA 32. CURVA ESTANDAR DE ACIDO ASCORBICO ABTS" ....oevueeerererrereceeieeeeessesesesesesseesennns




INDICE DE TABLAS

TABLA 1. TAXONOMIA DE LITCHI

TABLA 2. METABOLITOS CON ACTIVIDAD ANTIDIABETICA DE LITCHI CHINENSIS SONN
TABLA 3. DOSIS ADMINISTRADAS PARA LA PRUEBA PTGO

TABLA 4. FITOQUIMICOS DE LITCHI VARIEDAD BREWSTER EN DOS ESTADOS DE MADUREZ

14
16
27
32

TABLA 5. CONTENIDO DE FENOLES TOTALES Y FLAVONOIDES TOTALES DE LITCHI VARIEDAD

BREWSTER
TABLA 6. CONTENIDO DE VITAMINA C Y ACIDOS ORGANICOS DE LITCHI VARIEDAD BREWSTER
TABLA 7. CONTENIDO DE AZUCARES DE LITCHI VARIEDAD BREWSTER
TABLA 8. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LITCHI VARIEDAD BREWSTER
TABLA 9. LITCHI Y LAS DOSIS CON EFECTO ANTI-HIPERGLUCEMICO
TABLA 10. TAXONOMIA DE SARAMUYO
TABLA 11. TAXONOMIA DE ANONA
TABLA 12. TAXONOMIA DE HUAYA
TABLA 13. TAXONOMIA DE CAIMITO

33
35
36
37
42
58
59
61
62

TABLA 14. DOSIS ADMINISTRADAS DE LOS LIOFILIZADOS EN LA PRUEBA PTGO EN LAS CASCARAS DE

FRUTOS TROPICALES

64




RESUMEN

En afios recientes se han generado importantes cambios en los habitos alimenticios, impulsados por
la continua aparicién de evidencias cientificas que acreditan que a través de la dieta y sus

componentes, pueden modular algunas funciones fisioldgicas.

En la actualidad los problemas de salud publica en México, se centran principalmente en el aumento
de la prevalencia de determinadas enfermedades crénicas, como la diabetes mellitus (DM). La DM 2
es la mds estudiada, puesto que supone el 85-95% de los casos de DM y su tratamiento farmacolégico
actual se basa en la administracion de hipoglucemiantes y anti-hiperglucemiantes orales y/o insulina.
Sin embargo, la poblacidn recurre a otro tipo de alternativas terapéuticas para reducir las dosis de los

farmacos sintéticos, para evitar sus efectos secundarios.

El litchi, es un fruto importante en México, por sus exportaciones, debidas a su color atractivo y sabor
exotico, pero en meses recientes, diversas publicaciones, aseveraban que el litchi era el causante de
la muerte de cientos de nifios HindUs, aparentemente sanos, que presentaban hipoglicemia (principal
sintoma de la enfermedad conocida como encefalopatia aguda) por el consumo de Litchis inmaduros
por individuos en ayuno y desnutridos (Shrivastava et al., 2017). Ante esta noticia, los principales
exportadores de litchi, temiendo una caida de los volumenes que habitualmente exportan a los EE.
UU., y solicitaron asesoria a la Universidad Auténoma Metropolitana- Iztapalapa (UAM-I) para

verificar la veracidad de esta declaracion.

Ante la problemdtica planteada, se determind la caracterizacion fitoquimica y el efecto anti-
hiperglucémico de liofilizados re-hidrataos (LR) de la cascara, pulpa y semilla de Litchi mexicano

variedad Brewster, en dos estados de madurez (I-lnmaduro y lI-Exportacién).

Se encontro efecto anti-hiperglucemiante en pulpa y semilla del estado de madurez I-Inmaduro (P-I

y S-1), a dosis de 100 mg/kg, la disminucion fue mayor al minuto 30 en ambas fracciones, lo cual




concuerda con estudios previos (Shrivastava et al., 2017). La pulpa en el estado de madurez Il (P-II,
exportacion), no presento efecto anti-hiperglucemiante; proporcionando resultados preliminares a
los exportadores para poder seguir comercializando su producto. La cascara (C-ll) presento un efecto
anti-hiperglucemiante, cuyo parte del fruto podra ser utilizada como materia prima para la obtencion

de futuros fitofarmacos.

La C-ll y P-l, que presentaron efectos anti-hiperglucemiantes, al ser administradas junto con
metformina a bajas dosis, tuvieron un efecto sinérgico, lo cual es muy importante para pacientes con
problemas en el control de sus niveles de glucosa, ya que al ingerir una menor cantidad de farmacos

sintéticos, mejorara su calidad de vida.

En lo concerniente a la composicion fitoquimica, la cdscara presento una mayor concentracion de
fenoles, flavonoides y por ende una mayor capacidad antioxidante. Los azucares, acido citrico,
tartdrico, malico y la vitamina C (Acido ascérbico) fueron mds abundantes en la pulpa e
independientes del estado de madurez, en comparacion con la cascara y la semilla. Las
concentraciones de estos metabolitos no mostraron diferencias entre estados de madurez, sin

embargo estos metabolitos podrian correlacionarse con el efecto anti-hiperglucemiante.




1. INTRODUCCION

Las enfermedades cronico-degenerativas, también conocidas como enfermedades crdnicas no
transmisibles (es decir, que no se contagian de persona a persona), son enfermedades congénitas o
hereditarias, que suelen ser de larga duracidn y progresién lenta; en México las principales
enfermedades crénico-degenerativas son: cardiovasculares, diabetes mellitus, enfermedades del

higado, entre otras (INEGI, 2017).

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), reporté en el 2017 que existian 422 mill de personas en
todo el mundo con diabetes mellitus (DM), y se estimd, que para el afio 2045, esta cifra ascendera a
casi 630 mill (ADA, 2019; OMS, 2017). De acuerdo a un informe bianual de Health at Glance, en
México, es la segunda causa de muerte, con el 90% de incidencia, ademads de representa la mas alta
prevalencia entre los paises de la Organization for Economic Cooperation and Development (OECD,
por sus siglas en inglés), teniendo 15.8% en comparacion con Estonia, Irlanda, Luxemburgo, Suecia y
el Reino Unido, en donde sélo el 5% de la poblacion adulta la padece (OECD, 2017). Esta enfermedad

es de origen multifactorial y se caracteriza por niveles elevados de glucemia (hiperglucemia),

originada por un defecto en la secrecion y/o accidon de la insulina. La International Diabetes

Federation (IDF, por sus siglas en inglés,) reconoce principalmente tres tipos de diabetes: DM1, DM2

y Diabetes Mellitus Gestacional (DMG), sin embargo, existen otros tipos producidas por otras causas

(Katzung et al., 2013; ADA, 2019).

El tratamiento general de pacientes diabéticos, consiste en una dieta balanceada y ejercicio, ademas
se debe complementar con agentes antidiabéticos orales (ADQ’s), los cuales se utilizan para tener un
adecuado control de los niveles de glucemia (Gonzdlez-Sanchez and Ortiz-Andrade, 2012). Los
farmacos utilizan diversos mecanismos de accién, y se clasifican en tres grupos representativos:

secretagogos de insulina, sensibilizadores de insulina y anti-hiperglucemiante (Anexo 2).

Un control inadecuado de los niveles de glucemia, en cualquier tipo puede generar complicaciones
que afectan distintas partes del organismo, incluyendo complicaciones agudas (hipoglucemia,
cetoacidosis diabética (CAD), coma diabético hiperglucémico, convulsiones o pérdida de conciencia e

infecciones); complicaciones micro-vasculares y macro-vasculares crénicas como lesiones renales
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(nefropatia), lesiones oculares (retinopatia diabética), lesiones en el sistema nervioso (neuropatia) y

enfermedades relacionadas con disfunciones cerebrales (IDF, 2017).

La glucosa, al ser la fuente energética mas importante para el organismo, representa la divisa
energética que asegura el mantenimiento de las necesidades vitales celulares. En el sistema nervioso
central (SNC), consume del 60-80% del total de la glucosa producida por el higado en un adulto y del
80-100% en recién nacido (Riafio-Galan and Sudrez-Tomds, 2006; ADA, 2019; Kasper, 2016). La
disminucion de la glucosa en sangre (hipoglucemia) conlleva a dafios importantes del SNC
(encefalopatia severa). Durante el dia, puede ser causada por diversos factores, destacando el ayuno
prolongado, exceso de ejercicio, comer poco, consumir altas concentraciones de alcohol, fumar,
tumoraciéon en el pancreas, insuficiencia renal, enfermedades hepaticas, problemas de tiroides y

brotes de enfermedades sin causa aparente.

En 2017 la revista médica The Lancet Global Health y en diversos periédicos como el New York Times,
publicaron la causa de muerte de cientos de nifios en la India por un brote recurrente de
encefalopatia aguda o tdxica, la cual presentaba como sintoma principal hipoglucemia, ocasionada
por el consumo de litchi inmaduro (Shrivastava et al., 2017). Ante esta noticia y del posible efecto
hipoglucemiante del litchi, productores mexicanos (Tuxtepec, Oaxaca), solicitaron asesoria a la
Universidad Autonoma Metropolitana- Iztapalapa (UAM-I), para corroborar el efecto en el producto

de exportacion, para evitar futuras caidas en sus ventas y volimenes de exportacion hacia los EE. UU.

El estudio se centrd en el andlisis del efecto anti-hiperglucémico (generando un aumento en los
niveles de glucosa por medio de una sobrecarga de glucosa) de la pulpa de litchi, en dos estados de
madurez de la variedad Brewster (mds comercializada). La cascara y semilla fueron sometidas al
analisis farmacoldgico, con el fin de proporcionar un valor agregado al fruto ya que son consideradas
desecho. Ademads se investigaron otras posibles causas de los sintomas adjudicados al litchi, por
medio del estudio de la caracterizacién fitoquimica (Alarcon-Aguilar et al., 2005; lbrahim and

Mohamed, 2015).

A la par del trabajo de litchi, se realizé un estudio preliminar sobre el efecto anti-hiperglucemiante

de cdscaras de cuatro especies de frutas tropicales (anona, caimito, saramuyo y huaya) del Estado de
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Yucatdn (Anexo 3), como parte complementaria del estudio sobre el potencial farmacolégico de

frutas tropicales (Chel-Guerrero et al., 2018).

2. ANTECEDENTES GENERALES

2.1 COMPUESTOS BIOACTIVOS O FITOQUIMICOS

Los alimentos de origen vegetal, en especial las frutas, son de gran interés por el aporte de
macronutrientes y micronutrientes, ademds poseen compuestos bioactivos, conocidos como
metabolitos secundarios o fitoquimicos, que pueden no ser nutrientes, y no son esenciales para el
organismo, pero por accién propia o combinacién de otros, potencializan efectos benéficos en la
salud, teniendo influencian positiva en la actividad celular y los mecanismos fisioldgicos de diversas
enfermedades cronicas degenerativas (Alarcén-Aguilar et al., 2005). Estos compuestos se encuentran
en plantas, interviniendo de forma directa en procesos de supervivencia, crecimiento y reproduccién
de las mismas; se sintetizan en pequeiias cantidades y no de forma generalizada, estando a menudo
su produccidn restringida a un determinado género de plantas, a una familia, o incluso a algunas
especies (Baquero et al.,2016). Algunos de estos compuestos son responsables de la coloracién y
aromas de las flores y frutos, otros estan vinculados con interacciones ecolégicas, como es el caso de
la atracciéon de polinizadores, pero la mayoria ha demostrado participar en el mecanismo de defensa

de las plantas y sus frutos (Beidokhti and Jager, 2017).

2.2 FRUTAS TROPICALES

Las frutas son agradables al paladar y al olfato, por su percepcién gustativa intensa y aroma
caracteristico, estan constituidas por tejidos vivos, provistos de una actividad metabdlica que cambia
constantemente debido a sus necesidades fisioldgicas y estado de madurez, atribuyéndoles
propiedades nutritivas y terapéuticas, que previenen o coadyuvan al control de enfermedades
crénico degenerativas como la DM; juegan un papel importante en una dieta balanceada, por su bajo
contenido de calorias, grasas, aceites y aporte de fibra, vitaminas (A, Cy acido fdlico) y minerales (Ca,
Mg, K, Fe, Zn y P) FAO (2017). En la Industria Farmacéutica, representan una fuente importante de
materia prima para la obtencién de farmacos quimioterapéuticos, que exhiben efectos
farmacoldgicos utiles en diversas enfermedades, por ejemplo, algunos frutos tienen efecto protector

contra la DMy se les conoce empiricamente como hipoglucemiantes o antidiabéticos (Baquero et al.,
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2016). México, es el décimo productor de frutas tropicales y ocupa un papel importante en

exportacion con una tendencia creciente desde el afio 2000 (FAOSTAT, 2018).

El sector exportador agroalimentario en México, ha generado al pais 32 mil 583 MDD en divisas, que
superan a las registradas por remesas, la venta de petrdleo, e incluso a las derivadas del turismo
extranjero en el afio 2017. Los principales productos exportados son el aguacate y el mango, seguidos
por papaya, citricos, Litchi y recientemente las berries (frambuesa, fresa, arandanos y zarzamora)
SIAP (2018). Para el caso de Litchi, sus exportaciones se triplicaron en 2018 (231%, mds que el
producto exportado en 2017). De acuerdo con un informe de CEDRSSA, los principales paises de
destino de las exportaciones de Litchi en 2018, fueron: EE. UU. (1,857 ton), Reino Unido (79 ton) y
Francia (91 ton) CEDRSSA (2019).

2.3 GENERALIDADES

2.3.1 ORIGEN, HABITAT Y DISTRIBUCION DE LITCHI

China es el pais de origen de Litchi chinensis Sonn con alto valor comercial, debido a su consumo
mundial (Kadam and Deshpande, 1995; Jiang-Yao et al., 2003). En las principales regiones de China,
India, Tailandia, Vietnam, Indonesia, Madagascar, Sudafrica, Australia, EE.UU., e Israel, el litchi es

exportado debido a su color atractivo y sabor exético (Sivarkumar et al., 2007).

En México, el litchi fue introducido a principios del Siglo XX por el Estado de Sinaloa, pero fue hasta
las décadas de los 70’s y 80's que se establecieron las primeras plantaciones comerciales en Sinaloa,
Veracruz y San Luis Potosi. Los principales cultivares o variedades plantados fueron: 'Brewster’,
'Mauritius', 'Kway My', 'Haak Yip', 'Groff' y 'Sweet Cliff', siendo el primero el mds comercializado
(Rinderman and Gomez, 2011). La demanda creciente de Litchi a nivel internacional ha incentivado
su cultivo. México dispone de mds de 4,250 ha plantadas con una cosecha anual cercana a 28 mil
toneladas y un crecimiento promedio de 7.7% de 2012 - 2018, siendo Veracruz y Puebla los Estados

con mayor produccion, 12,192 ton y 8,506 ton respectivamente (SIAP, 2018).
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2.3.2 ASPECTOS TAXONOMICOS

La familia Sapindaceae comprende 140 géneros y 1,500 especies. El género Litchi contiene solo una
especie L. chinensis Sonn., comprende tres subespecies: L. chinensis ssp. Chinensis (importancia

internacional), L. chinensis ssp. Phippinensis (Radlk) y L. chinensis ssp. Javensis Leenh (Tabla 1).

Tabla 1. Taxonomia de Litchi

Reino Plantae

Divisidn Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Sapindales

Familia Sapindaceae
Género Litchi

Especie Litchi chinensis Sonn

2.3.3 COMPOSICION DEL FRUTO

Fruto no climatérico, su contenido total de sdlidos solubles no sufre cambios bioquimicos tras la
recoleccion, la forma del fruto difiere, desde cilindrica hasta esférica, tamafio variable segun la
variedad de 5 cm de largo y 4 cm de diametro. Su principal constituyente es el agua, representa entre
el 76 y el 87% del peso de la pulpa, su contenido de proteina es bajo y comprende del 0.8 y el 0.9%,
hasta 1.5%. El contenido de azucares (glucosa y fructosa) oscila alrededor del 10-15% (INCMNSZ,
Anexo 4), sin embargo, un estudio realizado con 4 variedades en la India oscilaron entre 9.78 y
10.17%, mientras que los azlcares reductores (sacarosa) entre 5.6% y 6.44% (Castillo-Animas et al.,
2006). El valor caldrico del fruto es de 65 calorias/100 g (Anexo 4), contiene vitamina Cy su contenido
varia entre 40 y 90 mg/100 g de pulpa. El consumo de 100 g de fruta, satisface las recomendaciones
dietéticas en acido ascérbico para adultos en EE. UU., respecto a México donde la ingesta diaria

recomendada es de 60 mg (NOM 051-SCF1/SSA1, 2010).
2.3.4 PARTES DEL FRUTO

La cascara o pericarpio es delgada, fina, coridcea, dura, dspera y quebradiza, el fruto inmaduro
presenta un color verdoso, pero adquiere un tono rojizo brillante e incluso amarillo o café en algunos

casos cuando madura; posee protuberancias angulares poco pronunciadas, cuando comienza a
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secarse, la piel cambia a color marrdn y se torna mas quebradiza. Es una fruta altamente perecedera
y delicada, su calidad puede deteriorarse rapidamente si no se almacena debidamente,
especialmente en un lugar seco y fresco (Fig. 1A). La pulpa o arilo contiene trazas de grasas que oscilan
entre 0.09 y 0.2% (INCMNSZ, Anexo 4). El contenido de azucares reductores y sacarosa varia con la
variedad y estado de madurez (Fig. 1B) oscila entre 11.8% y 20.6% (ASERCA-CIESTAAM, 1996). La
semilla se encuentra envuelta por la pulpa, varia de tamafio por la variedad, puede alcanzar hasta 2.5
cm de largo, es brillante de color café y representa del 10% al 18% del peso del fruto. La semilla
atrofiada llamada “lengua de pollo” es caracteristica de algunas variedades, son pequefias y
arrugadas, no viables y representan solo el 4% del peso del fruto, razén por la cual frutos que la

poseen son preferidos por los consumidores por su mayor porcentaje de pulpa (Fig. 1C).

C

Figura 1. Partes del fruto litchi, A) cascara, B) pulpa y C) semilla

2.3.5 FITOQUIMICOS Y PROPIEDADES ANTI-HIPERGLUCEMIANTES

En México, la flora medicinal contiene de 3,000 y 5,000 plantas con potencial terapéutico, pero sélo
el 1% ha sido estudiado. Los fitoquimicos mas comunes presentes en frutas tropicales son vitaminas
(Cy E), carotenoides, compuestos fendlicos y fibra dietética; el contenido de compuestos bioactivos
en las diferentes partes del fruto depende del producto evaluado. En general, la vitamina C se
distribuye de manera uniforme en frutas, los carotenoides se producen principalmente en céscara,
mientras que compuestos fendlicos se encuentran en cascara y semilla, disminuyendo en pulpa (Ayala
et al., 2011; Baquero et al., 2016). Algunos fitoquimicos tienen efecto anti-hiperglucemiante e
hipoglucemiante por diversos mecanismos de accion, destacando antioxidantes, fenoles, flavonoides,
saponinas y algunos triterpenoides con efecto antinflamatorio y antitumorales (Shirwaikar et

al.,2004; Jamkhande and Wattamwar, 2015; Man et al.,2016; Can-Cauich et al.,2018; Baquero et
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al.,2016; Bystrom, 2012; Li et al.,2012 y Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional UNAM, 2018).
Algunos metabolitos aislados de distintos extractos de Litchi, han mostrado tener actividad

antidiabética (anti-hiperglucemiante) e hipoglucemiante (Tabla 2).

Tabla 2. Metabolitos con actividad antidiabética de Litchi chinensis Sonn

Nombre Parte del fruto Estructura
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(Ibrahim and Mohamed, 2015; Sanford et al., 2018)

2.4 EFECTOS FARMACOLOGICOS

El litchi tiene propiedades anti-hiperglucemiante e hipoglucemiante. Algunos estudios han
reportaron estos efectos en la semilla y pulpa, encontrando dos metabolitos causantes de
hipoglucemia: hipoglicina A y su homdlogo metilenciclopropilglicina (MCPG) o hipoglicina B, que
inhiben la gluconeogénesis, provocando la muerte de cientos de nifios de la India por el consumo de
frutos inmaduros (lbrahim and Mohamed, 2015; Shrivastava et al., 2017). Man et al. (2016),
determinaron la composicion quimica y efecto hipoglucémico de extractos etandlico en semilla de
Litchi (LES) en un modelo de ratas diabéticas (DM 2), inducidas con estreptozotocina (STZ), antibidtico
gue genera artificialmente DM en ratas de laboratorio asi como una dieta alta en grasas, los
resultados mostraron que los animales presentaron mejor tolerancia a glucosa y resistencia a la
insulina por administracion del LES, encontraron 21 compuestos (principalmente polifenoles) que han

demostrado prevenir la obesidad y regulan la concentracién de glucosa en sangre en pacientes con
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DM2. Por otra parte, Pan et al. (2000) utilizaron extracto acuoso de semilla de Litchi para reducir
concentraciones de glucosa en ayuno aumentando la sensibilidad a insulina en ratas con DM2.
Estudios de Lv et al. (2014) mostraron que tanto los extractos de pulpa de Litchi Hemaoli como
Feizixiao, aumentaron de forma significativa el consumo de glucosa por lineas celulares de HepG2 a
concentraciones de 1y 5 pg/mL en comparacién con metformina. Sin embargo, la variedad Lanzhu
no presentd ningun efecto sobre el consumo de glucosa en las células. Ademads, la epicatequina
mostrd un aumento significativo del consumo de glucosa en células HepG2 en concentraciones de 0.2
a 25 pg/mL. Sin embargo, la Quercetina-3-O-rutinosida-7-O-a-L-ramndsido no presentd efecto,
concluyendo que tanto la epicatequina o procianidina tienen potencial como alimentos
hipoglucémicos. Finalmente, Queiroz et al. (2015), mostraron efectos inhibitorios de la a-amilasa
(enzima utilizada para el diagndstico de pancreatitis), con extractos de pulpa, cdscara y semilla fresca

y seca.

2.5 PARAMETROS DE CALIDAD: indice de madurez

Las caracteristicas organolépticas y nutricionales del fruto, dependen de diversos factores: especie y
variedad, condiciones de cultivo, estado de maduracién, tratamientos fitosanitarios, condiciones y
duracion del almacenamiento, etc. El estado de maduracién se establece después del proceso que
tiene tanto lugar en el arbol como después de la recoleccién, esta ligado a una serie de procesos de

transformacién de sus componentes. Tras estos cambios, la fruta adquiere un grado de madurez

donde el sabor, aroma, color y textura se han visto modificados (Martinez-Navarrete et al., 2008).
Para evaluar el estado de maduracidn, se utilizan determinaciones tales como, la medicion visual de
la coloracién de las frutas, la cual es una manera subjetiva de evaluar el grado de madurez. También
existen métodos cuantitativos de andlisis que ayudan a determinar el indice de madurez de las frutas
de Sélidos Solubles Totales (SST) por refractometria y Acidez Titulable (AT) por titulacion acido-base,

para calcular el indice de madurez (Martinez et al., 2011).
2.5.1 SOLIDOS SOLUBLES TOTALES (SST%)

En la maduracion los SST incrementan, el jugo es un buen indicador de calidad por su contenido de

azUcares seguidos de dcidos organicos. Los azucares tienen diferente grado de dulzura (glucosa=0.74,
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fructosa = 1.6 y sacarosa = 1.0) y su proporcion depende del grado de madurez y de la variedad

(Castillo-Animas et al., 2006).
2.5.2 ACIDEZ TITULABLE (AT%)

Los valores de AT y acidos organicos disminuyen durante la maduracién en relacidon con el pH, este
aumenta por la relacién inversa que existe entre la AT y los acidos organicos; por lo que la AT, los
acidos orgdnicos y el pH, son buenos indicadores de la acidez del jugo del fruto (Castillo-Animas et

al., 2006).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la revista The Lancet en el 2017 publicaron un estudio realizado en 2014, sobre la causa de una
enfermedad que se suscitaba a inicios de cada verano y semanas después desaparecia, en
Muzaffarpur, Bihar, principal zona productora de Litchi en la India. La enfermedad cobraba la vida de
cientos de nifios, siempre menores de 15 afios, aparentemente sanos, que se despertaban con
llantos, alteraciones sensoriales, convulsiones e hipoglucemia. Investigaron enfermedades
infecciosas transmitidas por ratas, murciélagos y mosquitos, sin lograr encontrar alguna similitud. En
2013, el Centros para el Control de Enfermedades de India (NDCD) y homdlogos estadounidenses
(CDC), investigaron un brote similar que habia afectado a los habitantes de Jamaica por décadas, la
sintomatologia fue parecida, solo que esta enfermedad se manifestaba por vomitos, y era conocida
como “vomito jamaiquino”, el agente causal fue por el consumo de ackee (Blighia sdpida), fruto
tropical de la familia de Litchi, declarando la enfermedad como encefalopatia aguda o téxica. Al
contemplar la posibilidad de Litchi como agente causal, analizaron el brote de 2014, comparando
nifios afectados por la enfermedad frente a controles sanos, la diferencia fue que los nifios habian
consumido Litchis inmaduros, por lo que declararon la enfermedad como encefalitis aguda no
inflamatoria de origen no infeccioso. En otros estudios han reportado efecto antidiabético del Litchi
por la presencia de agentes causales (hipoglicina Ay su homdlogo hipoglicina B o MCPG), cuya ingesta
es toxica y provoca la pérdida de tono muscular, vémito, convulsiones, coma e incluso la muerte por
inhibicion de la gluconeogénesis, evitando que el organismo sintetice glucosa, ademdas de
compuestos bioactivos que solos o en combinacién, pueden generar efectos antidiabéticos e

hipoglucemiantes sin ser toxicos (Ibrahim and Mohamed, 2015; Shrivastava et al., 2017).

Ante la posible toxicidad del Litchi, exportadores Mexicanos de la finca de Santa Sofia, Tuxtepec,
Oaxaca, temieron la caida de los volimenes de exportacion hacia los EE. UU., solicitando asesoria a
la UAMI, para verificar si el consumo de pulpa de litchi presenté efecto anti-hiperglucemiante. El
objetivo principal de este proyecto fue determinar la caracterizacién fitoquimica, capacidad
antioxidante y efecto anti-hiperglucemiante de cada parte del fruto (cascara, pulpa y semilla) de litchi

mexicano variedad Brewster, en dos estados de madurez (I-Inmaduro y lI-Exportacion).
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4. HIPOTESIS
La cascara, pulpa y semilla del Litchi Mexicano variedad Brewster tendran efecto anti-
hiperglucemiante en el estado de madurez I-iInmaduro, pero no en el lI-Exportacion.
5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar la caracterizacién fitoquimica, capacidad antioxidante y efecto anti-hiperglucemiante de

cada parte del fruto (cascara, pulpa y semilla) de Litchi Mexicano variedad Brewster, en dos estados

de madurez.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

R/

+* Determinar el indice de madurez de Litchi Mexicano variedad Brewster en los estados de madurez

(0-Pre-maduro, I-lnmaduro, lI-Exportacién y llI-Nacional).

¢ Caracterizar y determinar la capacidad antioxidante de Litchi Mexicano variedad Brewster, en
estado de madurez I-iInmaduro y llI-Exportacidn, mediante un analisis cualitativo, cuantitativo e in

vitro.

RO

+» Determinar el efecto anti-hiperglucemiante de la cascara, pulpa y semilla de Litchi Mexicano

variedad Brewster, en los estados de madurez I-Inmaduro y II-Exportacion.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 MATERIAL BIOLOGICO

Se colectaron 5 kg de litchi (Litchi chinensis Sonn) en cada uno de los estados de madurez identificados
como O, I, Il y lll (Fig. 2), fueron obtenidos de la Finca Santa Sofia, Tuxtepec, Oaxaca, México. Cada
estado fue seleccionado por ausencia de defectos y uniformidad de tamafio y color; con la fruta se
formaron dos lotes de 50 frutos con dos estados de madurez, el estado I-Inmaduro y llI-Exportacién

para el desarrollo experimental (Fig. 5).
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Figura 2. Estados de madurez de frutos de litchi colectados para el trabajo experimental

6.2 OBTENCION DE EXTRACTOS

Se formaron Unidades experimentales (UE) de 3 frutos (por triplicado) de los estados de madurez | y
Il. Cada UE se separé manualmente la cascara, pulpa y semilla y se liofilizaron (Labconco, FreeZone
2.5 E.U.A) a 0.04 mBar, a -53°C por 72 h; una vez liofilizados, se trituraron y se almacenaron en viales

ambar a -20°C hasta su analisis.
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» Cascaray semilla liofilizada.

Extracto metandlico seco (EMS-C y EMS-S): Se pesé 1 g del liofilizado, se maceré con 10 mL de
metanol grado HPLC, se agitd a 160 rpm por 24 h, a temperatura ambiente (TA), en una incubadora
con agitacién (Labnet Modelo 211DS). Los extractos se filtraron en membranas No. 2, se evaporo el

metanol y se almacenaron a -20°C hasta su analisis.

Extracto metandlico (EM) de cascara(C), pulpa (P) y semilla (S): Por separado se maceré el liofilizado
con metanol grado HPLC, se agitdé a 8100 rpm durante 30 min, se almacenaron a -20 °C hasta su

analisis (Can-Cauich et al., 2017).

» Pulpa liofilizada (PL)

Se re suspendié en agua MiliQ, de acuerdo con los requerimientos de cada determinacién.
» Liofilizado rehidratado (LR)

Liofilizados de céascara (C), pulpa (P) y semilla (S), de estados de madurez | y Il, fueron rehidratados

con agua (BONAFONT®) para determinar el efecto anti-hiperglucemiante (Anexo 5).

6.3 PRIMERA ETAPA: Caracterizacion Fitoquimica de Litchi

6.3.1 PARAMETROS DE CALIDAD

6.3.1.1 Sélidos solubles totales (SST%)

Se utilizé el jugo de 10 frutos (extractor de jugos mecanico) y se filtré a través de una gasa estéril, se
tomd una gota y se depositd en un refractdmetro Erma (Tokyo®). El resultado fue expresado en SST%

(Martinez-Castellanos et al., 2011).

6.3.1.2 Acidez titulable (AT%)

La titulacién volumétrica acido-base (AOAC, 2000) fue realizada a partir del jugo extraido, se tomaron
5 mL de cada estado de madurez por triplicado y se agregaron 20 mL de agua destilada junto con 3
gotas de fenolftaleina. La titulacidn se realizd con solucion 0.1N de NaOH, los resultados se reportaron

como el porcentaje de acido malico en el fruto mediante la siguiente ecuacion (Orta-Lopez, 2010):
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g acido malico VNaOH x NNaOH * F
%AT = = * 100
100 mL Vmuestra

Donde:

V =Volumen (mL)

N= Normalidad (meq/mL)

F =0.06705 g/meq de acido malico

6.3.2 ANALISIS QUIMICOS (CUALITATIVOS)
6.3.2.1 Taninos

Se pesaron 2 mg de EMS-C y EMS-S y 2 mg de PL; se disolvieron en 10 mL de agua bi-destilada, cada
solucidn se dividid en tres partes iguales en diferentes tubos de ensayo y se adiciond a cada tubo los
siguientes reactivos: ler tubo: 1% (w/v) de solucidn de gelatina, 2do tubo: una solucién de gelatina-
cloruro de sodio (1 g de gelatina, 10 g NaCl, agua destilada 100 mL) y 3er tubo: 10% NaCl (w/v). La
formacidn de un precipitado blanco solo en el primero y segundo tubo indican la presencia de taninos

(Aarland et al., 2015; Aarland et al., 2016).
6.3.2.2 Cumarinas

Se pesaron 2 mg de EMS-C y EMS-S, y 2 mg de PL, en diferentes tubos de ensayo, a cada tubo se
anadié 10 mL de agua bi-destilada; cada tubo fue cubierto con papel filtro, previamente humedecido
con una solucién de hidréxido de sodio (1 g de NaOH en 15 mL de agua bi-destilada), posteriormente,
se calentd hasta ebullicion por 5 minutos. Se dejé secar el papel filtro y se expuso a la luz ultravioleta,

una fluorescencia azul indica la presencia de cumarinas (Aarland et al., 2015; Aarland et al., 2016).
6.3.2.3 Antraquinonas

Se detectaron utilizando cromatografia en capa fina (TLC), se afiadieron en tubos diferentes 2 mg de
EMS-Cy EMS-S, y 2 mg de PL en 10 mL de agua bi-destilada. Se agregd una alicuota (aprox., 0.1 mL),

de cada extracto en placas de silica gel (60r2s4, 5 x 1 cm, Merck, EE.UU.), se eluyeron con CHCI3:CHsOH
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(95:5, v/v) y se observaron bajo luz ultravioleta (UV). La presencia de manchas fluorescentes amarillas

o rojo-marroén indican la presencia de antraquinonas (Aarland et al., 2015; Aarland et al., 2016).
6.3.2.4 Triterpenoides

Se utilizé la prueba de Salkowsky (afio), se mezclé en tubos diferentes, 2 mg de EMS-Cy EMS-S, y 2
mg de PL, con 1 mL de cloroformo, se agité y posteriormente se afiadiéo 1 mL de H,SO4 concentrado
con cuidado. Un color rojo marrén formado en la interfase indica que es positiva para triterpenoides

(Nair and Roopalatha, 2013).
6.3.2.5 Saponinas

Se disolvié en tubos diferentes, 2 mg de EMS-Cy EMS-S, y 2 mg de PL, con 10 mL de agua bi-destilada,
se calentaron a 100°C por 30 min; se dejaron enfriar, se agitaron vigorosamente y se dejaron reposar
por 20 minutos; la produccién de espuma y su permanencia después del tiempo de reposo, indica la

presencia de saponinas (Aarland et al., 2015; Aarland et al., 2016).
6.3.2.6 Alcaloides

Se colocd en diferentes tubos de ensayo, 2 mg de EMS-C y EMS-S, y 2 mg de PL, con 10 mL de agua
bi-destilada, de cada solucién, se aplicé una alicuota de 0.1 mL en placas de silica 60 F2s4, de 5 x 1 cm
(Merck, EE.UU.), se eluyeron con CHCI3:CH30OH (95:5, v/v) y se revelaron con Dragendorff. La
formaciéon de manchas de color rojo-marrdn indica la presencia de alcaloides (Aarland et al., 2015;

Aarland et al., 2016).
6.3.3 ANALSIS QUIMICOS (CUANTITATIVOS POR ESPECTROFOTOMETRIA)
6.3.3.1 Contenido de fenoles totales (CFT)

La concentracidn de CFT se realizo aplicando la técnica de Singleton and Rossi (1965), con el reactivo
de Folin-Ciocalteu. Se pesaron 2 mg de EMS-C y fueron re-suspendidos en 50 mg de PL; semilla
liofilizada (SL) en 2 mL de metanol, se mezcld una alicuota de 0.2 mL de la re-suspensién (diluido de
ser necesario), con 1 mL del Folin-Ciocalteu (solucién 2N diluida con agua bi-destilada 1:10 v/v) y se
incubd por 1 min a temperatura ambiente, se adicionaron 0.8 mL de solucién 7.5% (w/v) de Na,COs
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y se dejoé reposar por 1 h a TA y posteriormente se determind la absorbancia a 765 nm. La
concentracion se calculd con la curva de calibracion de 20 a 70 ppm de acido galico (Anexo 10). El
contenido de compuestos fendlicos totales se reporté como mg de acido galico/100g PS (Aarland et

al., 2015).
6.3.3.2 Flavonoides totales (FT)

Para los flavonoides totales, se utilizé el método colorimétrico (Chang et al., 2002). Se obtuvieron
extractos metandlicos (EM) con 0.4 g de cada tejido del fruto liofilizado en 3 mL de metanol, se
centrifugaron a 8100 rpm durante 30 min a 5°C. Posteriormente, se tomaron 0.5 mL del sobrenadante
y se mezcld con 1.5 mL de metanol, 0.100 mL de 10% (w/v) AICl;, 0.1 mL de acetato de potasio1 My
2.8 mL de agua destilada. La mezcla se incubd a temperatura ambiente por 30 min, se determind la
absorbancia a 415 nm. Se prepard una curva de calibracién de 10-100 ppm de quercetina en metanol

(Anexo 10). Los resultados se reportaron en mg Quercetina/100 g PS.
6.3.4 ANALISIS QUIMICOS (CUANTITATIVOS POR HPLC)
6.3.4.1 Acidos organicos

Para la determinacién de acidos organicos (ascorbico, citrico, malico y tartarico), se colocé 1 mg de
EMS-Cy EMS-S,y 2 mg de PL, en 1y 2 mL de agua Mili-Q, se filtré a través de membranas de nylon
de 0.45 um Millex (Millipore, EE.UU.). Se inyectaron 20 pL de los filtrados en un equipo HPLC (Agilent
Technology 1260, bomba cuaternaria, detector de longitud de onda multiple). Columna X Terra MS
Cis, 5 um (4,6 x 250 mm). Fase movil buffer de fosfato (50 mM, pH 2.8) en modo isocratico, flujo de
0.7 mL, A de 210 nm. Para el calculo de las concentraciones, las concentraciones se calcularon con los
datos de las curvas de calibracién de acido ascérbico, citrico, malico y tartarico respectivamente
(Anexo 11). Los resultados fueron expresaron en mg de acido/100 g PS (Nour et al., 2010; Aarland et

al., 2016).
6.3.4.2 Azlcares

La determinacion de azucares (glucosa, fructosa y sacarosa) se realizdé por HPLC. Se colocd 1 mg de
EMS-Cy EMS-S, y 2 mg de PL, se disolvieron en 1y 2 mL de agua Mili-Q respectivamente, se filtraron
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a través de membranas de nylon de 0.45 um Millex (Millipore, EE.UU.). Se inyectaron 20 uL de los
filtrados y estandares de glucosa, fructosa y sacarosa en el HPLC (previamente descrito) con un
detector de indice de refraccidn. Se utilizé la columna Hi-Plex Ca Agilent (8 % crosslinked, 7.7 x 300
mm, 8 um), la fase maovil fue agua Mili-Q, gradiente isocratico, flujo de 0.6 mL/min, temperatura de
la columna 70°C. Los resultados se calcularon con los valores de la curva de calibracion (Anexo 12) de
cada azucar (sacarosa, fructosa y glucosa) y se reportaron como mg de cada azuicar/100g PS (Aarland

etal., 2015).

6.4. SEGUNDA ETAPA: Capacidad antioxidante In vitro

Los antioxidantes son moléculas capaces de retardar o prevenir la oxidacidon de otras moléculas. La

capacidad antioxidante se determind por dos métodos (Zarza et al., 2017).

6.4.1 DPPH®

Se utilizd el método Brand-Williams et al. (1995) para la determinacion de DPPH®. Se prepard una
solucién de DPPH® (2,2-difenil-2-picril-hidracil) 0.1 mM en metanol. La mezcla de reaccién contenia
50 uL de la respectiva diluciéon de cada extracto metandlico (EM) de cascara, pulpa y semilla, en los
estados de madurez | y II; y 950 puL de DPPH® 0.1mM. La cuantificacion se basé en la reduccién del
radical DPPH® por compuestos antioxidantes presentes en los extractos metandlicos, por la

disminucion de la absorbancia a 515 nm (Fig. 3).
DPPH*+AH — DPPH—-H+4&°
DPPH*+R* — DPPH—-R

Figura 3. Reaccion del radical DPPH® con antioxidante (AH) y radical (R°)

6.4.2 ABTS*

El método con ABTS* se realizd e acuerdo a lo descrito por Re et al. (1999) con ligeras modificaciones.
Se preparé una solucién de ABTS* (4cido2, 2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6- sulfénico) con
persulfato de potasio en 100 mL de agua desionizada, se dejo reaccionar por 16h, se ajusto el pH 7.4
con amortiguador de fosfato salino o buffer fosfato salino (PBS 1X) y se ajusto la absorbancia a 0.7,
se utilizd agua bi-destilada como blanco. La mezcla de reaccion de 100 pL de la dilucidn

correspondiente de los EM de cdscara, pulpa y semilla, los estados de madurez Iy Il, y 1 mL de ABTS
26




a 734 nm (Anexo 13). En ambos métodos se reportaron los resultados como mg acido ascérbico

(AA)/100 g PS).

6.5. TERCERA ETAPA: Efecto anti-hiperglucemiante

Para la determinacién del efecto anti-hiperglucemiante, se utilizé liofilizados re-hidratados,

conforme a la preparacion de las muestras y el calculo de las dosis (Anexo 5).

6.5.1 TOLERANCIA A LA GLUCOSA POR ViA ORAL (PTGO)

El efecto anti-hiperglucemiante se determind mediante la prueba de tolerancia a la glucosa via oral
(PTGO) en ratas macho (Wistar). Los grupos experimentales fueron de 6 individuos (n=6);
previamente entrenados por 3 dias para habituar la manipulacidon y administracién, evitando el estrés

durante la realizacion del experimento, ya que influye en los niveles de glucosa.

Figura 4. Cédigo numérico para el marcaje temporal en ratas

Las ratas fueron pesadas para calcular la dosis individual y fueron marcadas en la cola con numeracién

del 1 al 6 (Fig. 4) para su identificacion, finalmente se administré via oral el tratamiento (Tabla 3).

Tabla 3. Dosis administradas para la prueba PTGO

Tratamientos Combinaciones de Litchiy
Grupos experimentales Litchi en dos estados de madurez metformina a dosis bajas
Cl Pl S ci Pl Sl cl Pl
1: CN (2g DA/kg) v v v v v v v v
2: CP (300mg Metf/kg) v v v v v v v v
3: 25 (mg LR*/kg) v v v v v v
4: 100 (mg LR*/kg) v v v v v v v v
5: 200 (mg LR*/kg) v v v v v v
6: Combinacion
LR*-Metf (10-50, mg/kg) v v

Estados de madurez en litchi: I-Inmaduro y IlI-Exportacidon; CN= Control negativo (dextrosa anhidra, DA); CP= Control positivo
(metformina, Metf) y LR= Liofilizados re-hidratados* de cada parte del fruto (C= Cascara; P= Pulpa y S= Semilla).
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Cada grupo experimental fue separado en cajas colectivas para ratas y sometidos a un ayuno de 12 a
14h, para obtener las lecturas de glucemia basal. Se midid y registro la lectura de glucosa basal al
tiempo 0y aintervalos de 30 min hasta las 2 h posteriores a la administraciéon de una carga de glucosa
(dextrosa anhidra, 2g/kg) y los tratamientos, se obtuvo una muestra de sangre por puncion de la parte
distal de la cola de cada rata con ayuda de lancetas (Accu-Chek® Softclix) y un glucometro (Accu-
Check Performa®). Se administraron los tratamientos (Tabla 3) con ayuda de una canula esofagica. La
metformina se administré 30 min antes de la carga de glucosa y los liofilizados 15 min antes de la
carga de glucosa (Anexo 5). La determinacidn de la glucemia se registré y cuantificd para el analisis

estadistico.

6.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del CFT, FT, Acidos orgdnicos, Azlcares y Capacidad antioxidante por el método DPPH®°
y ABTS*, fueron expresados como la media promedio + desviacion estandar. Las diferencias fueron
determinadas estadisticamente entre las partes del fruto, utilizando un andlisis de varianza simple
(ANOVA) seguido de un analisis de comparaciones multiples (Post Hoc) por prueba de Tukey (P<0.05),

usando el Software Statgraphics Centurion XVL.I.

Los datos experimentales del efecto anti-hiperglucemiante, fueron analizados solo en los datos
estandarizados por un Andlisis de Varianza de dos vias (Two-Way ANOVA), seguido de comparaciones
multiples (Post Hoc) de Duncan, para la PTGO y un andlisis probabilistico del drea bajo la curva (ABC),
seguido de un Anilisis de Varianza de una via (One Way ANOVA), seguido de comparaciones multiples
(Post Hoc) de Student-Newman-Keuls, para determinar si existen diferencias significativas (P<0.05).

Los andlisis fueron realizaron con el paquete estadistico Sigma Plot version 14.0 (E.U.A.).
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La estrategia experimental (Fig. 5), se realizé en tres etapas en los estados de madurez I-lnmaduro y II-

Exportacidn respectivamente.

Litchi (Litchi chinensis Sonn.) variedad Brewster
Finca Santa Sofia, Tuxtepec, Oaxaca

Seleccion y lavado de materia prima
por ausencia de defectos,
uniformidad de tamafio y color

Lote 1 [ Lotes de aprox. 50 frutos ¢/u ] Lote 2
Parametros de calidad Pruebas quimicas y farmacolégicas
| |
Muestras del jugo de 10 frutos c/u [PRlMERA ETAPA ] 4 Muestras de 9 frutos c/u, en los
en los estados O, 1, Iy Il estados de madurez 1y Il
(Triplicado) {Triplicado)
| { Liofilizado J
Sélidos Solubles Totales {SST -53°
(SST) .08 mBar, 55 "Cdurante /2 Unidades Experimentales (UE):

%Acidez Titulable (AT) e /

indice de madurez {SST/AT) 3 frutos

Obtencidn de extractos: (Triplicado)
metandlicos

[SEGUNDA ETAPA ] y metandlicos secos - -
Rehidratacion
‘ agua (BONAFONT®) [TERCERA ETAPA]

[Caracterizacién ﬁtoquimica]

[Efecto anti—hiperglucemiantej

f_\nénsis Cualitativos) {Anélisis Cua ntitativos[ |
J (Espectrofotometria y HPLC}J Bioensayo in vivo

| ‘ | \,‘; "%

(pruebas colorimétricas)

e

Biomodelo: I &

* Alcaloides #Fenoles totales

*Antraquinonas *Flavonoides totales
*Cumarinas *Acidos organicos ratas Wistar macho
*Saponinas {ascérbico, citrico, mélico y tartarico)
*Azicares

(glucosa, fructosa y sacarosa)

#%Capacidad antioxidante

*Taninos
*Triterpenoides

Induccidn fisioldgica de
Diabetes Mellitus (DM)

A

Figura 5. Estrategia experimental de Litchi variedad Brewster
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 PARAMETROS DE LA CALIDAD: indice de madurez

Litchi es un fruto no climatérico, su cosecha se realiza cuando alcanza la madurez comercial
(Martinez-Gonzélez et al., 2017), los criterios o pardmetros de calidad para el fruto se dividen en
externos e internos. Los externos incluyen el color de la cascara que es una de las principales
caracteristicas del fruto, por sus colores brillantes y atractivos. Los criterios internos incluyen el
contenido de sdélidos solubles totales (SST), acidez titulable (AT) y su relacidn (SST/AT). Asimismo,
existe una relacion directa entre el grado de dulzura y SST, ya que los azucares son sélidos solubles
gue predominan en el jugo de frutas, de ahi su importancia del cociente (Fig. 6). Algunos estudios
han reportado que, para determinar la calidad sensorial, se utiliza el valor del cociente (SST/AT),
siendo de 30 a 40, el rango dptimo para fruta recién cosechada en Australia y de 35 a 40 en México
(Castillo-Animas et al., 2006), lo que representan variaciones en funcién de la variedad (Cronje et al.,
2009). En México para la variedad ‘Brewster’ se reportan SST entre 19.7 a 21.3 °Brix, la acidez
titulable es variable segun las variedades y se han registrado valores entre 0.2% y 1.1%, en la mayoria

de los frutos el valor de AT disminuye conforme avanza el proceso de maduracién.

N
s I
§ M Il (Nacional)
€ e Il (Exportacion)
)
T | (Inmaduro)
(%] 1
2 0 (Premaduro)
1]
t; —
w

0 20 40 60 80 100 120

indice de madurez

Figura 6. indice de madurez (SST/AT), por triplicado
Con base en lo reportado, el cociente corroboro el indice de madurez de los frutos, para utilizar
Unicamente los estados inmaduros (I) y de exportacion (ll) para determinar el efecto anti-

hiperglucemiante en la etapa 3.
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Los valores obtenidos para los estados inmaduros (I) y de exportacién (Il), fueron de 16.21 y 47.7
respectivamente, lo que indica que el estado Il, se encuentra dentro de los valores aceptables para
su consumo (Fig. 6), esto debido a la variabilidad de los frutos, pero que cumplen con los
requerimientos de dulzor y acidez necesarios para su consumo; mientras que el estado Oy el |, no

son adecuados para degustacion aceptable por su alto contenido de acidez.

Asi mismo el método de liofilizacién, permitié la conservacion de las caracteristicas sensoriales y
nutricionales de Litchi, prolongando la vida de anaquel del alimento. El material biolégico
deshidratado fue reportado como peso seco, de mayor facilidad para rehidratar con agua. Las
principales ventajas de este método destacan, la disminucidon de la pérdida de constituyentes
volatiles por bajas temperaturas, Inhibicién del deterioro por reacciones quimica (cambio de color y
sabor, ranciedad, pérdida de propiedades nutritivas) bajo condiciones de vacio, y prevencion de
alteraciones en la concentracién de compuestos bioactivos (Equipment, 2019). El rendimiento del
liofilizado (RF), fue determinado con la siguiente férmula:

RF ((y p) Peso del liofilizado
Py _ .
0 p Peso de fruto fresco

100

L
s R [
—

H
-

1

&

]

liofilizado( %)

Rendimiento de

0 i} .
r: I
i
0 | I imn
W Cascara Pulpa = Semilla

Figura 7. Rendimiento (% w/w) del estado de madurez de Litchi (liofilizado), por triplicado
El rendimiento del fruto mostrd una variacidén en el peso seco en las distintas partes, esto debido a
la pérdida de agua oscila entre 87% y 98% de la composicidn en la pulpa de litchi, esta pérdida hace
gue el fruto pese menos a medida que aumenta su madurez (Fig. 7), el peso de la cascara y la pulpa
oscilaron entre 16% - 29%, mientras que la semilla se mantuvo constante (56% - 54%); comparando

la cdscara con otros frutos tropicales (Can-Cauich et al., 2017), el contenido fue mayor (9%), esto
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debido a la concentracion de principales compuestos bioactivos en frutos, que dependera del

producto evaluado (Ayala et al., 2011; Baquero et al., 2016).

7.2 PRIMERA ETAPA: Caracterizacién Fitoquimica

7.2.1 ANALISIS QUIMICOS (CUALITATIVOS)

En este estudio se determind la presencia de los principales grupos de metabolitos secundarios,
reportados como responsables de la mayoria de las propiedades farmacoldgicas de plantas y frutas

tropicales (Lépez-Medina and Yescas-Delgado, 1991; Baquero et al., 2016).

Para identificar de manera cualitativa los principales grupos fitoquimicos, se construyé una escala
idonea donde se compard visualmente con controles para su identificacidén, y se clasific6 como
“ausencia” o “presencia” para cada grupo, los resultados mostraron la presencia moderada de
saponinas, taninos y triterpenoides en cascara en los dos estados de madurez; presencia de
moderada a muy abundate de antraquinonas, cumarinas y triterpenoides en pulpa y semilla y

presencia moderada a abundate de antraquinonas y cumarinas (Tabla 4).

Tabla 4. Fitoquimicos de Litchi variedad Brewster en dos estados de madurez

parte del Estado de GRUPOS DE FITOQUIMICOS

fruto Madurez . . . . . . .
Alcaloides Antraquinonas Cumarinas  Saponinas Taninos Triterpenoides
p | + + + ++ ++ ++
Cascara
Il - + + ++ ++ +
| - ++ ++ + + +++
Pulpa
Il - ++ ++ + + ++
. | + ++ ++ + + ++
Semilla
Il + + ++ + ++ +

Escala idonea donde: — Ausencia + Presencia Moderada ++ Presencia Abundante +++ Muy Abundante

En comparacidén con otras frutas tropicales de la peninsula de Yucatan reportadas por Can-Cauich et
al. (2017), se encontré presencia abundante de antraquinonas en saramuyo, caimito, anona vy
moderada en huaya; respecto a los triterpenoides se detectd presencia abundante en saramuyo y
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caimito, moderada en anona y escasa en huaya. También se encontrd en saramuyo, escasa presencia
de saponinas y moderada presencia de alcaloides en huaya. Estos metabolitos son distintivos en
ciertos frutos tropicales como litchiy otros frutos tropicales como saramuyo y huaya, a los que se les
ha atribuido efecto anti-hiperglucemiante (flavonoides, esteroles, triterpenoides, compuestos
fendlicos entre otros), sin embargo, es necesario realizar mas estudios para precisar la correlacién

de los metabolitos con efecto anti-hiperglucemiante.
7.2.2 ANALISIS QUIMICOS (CUANTITATIVOS)

Fueron realizados a cada parte del fruto de Litchi variedad Brewster (cascara, pulpa y semilla) en

ambos estados de madurez (I y II).

7.2.2.1 Compuestos fendlicos totales (CFT) y flavonoides totales (FT)

Las frutas son ricas fuentes de diversos compuestos bioactivos, que aportan importantes
propiedades como efectos biolégicos y atributos sensoriales. Los compuestos bioactivos mas
ampliamente estudiados son los compuestos fendlicos, siendo el grupo de mayor presencia los

flavonoides (Tabla 5).

Tabla 5. Contenido de fenoles totales y flavonoides totales de Litchi variedad Brewster

Partes del fruto

ACascara APulpa ASemilla

Estados de madurez
| 1l | 1 | |
BFenoles Totales 392,197+2,053 318,033+6,051 86+8 39+10 914+19 920+23
¢ Flavonoides

283 17 +2 9+5 8+1 3+£0.2 1+£0.1
Totales

Nota: I-lnmaduro; ll-Exportacién. “EM: Extracto metandlico BCFT expresados en ug de Acido Gélico/100g peso seco.
Flavanoides totales expresados en ug Quercetina/100g peso seco (PS). ANOVA seguido de la prueba de Tukey,
donde se mostraron diferencias significativas (P < 0.05), n=3.

La proteccién de las frutas y verduras contra enfermedades crdnicas, se ha atribuido en parte a sus
cantidades significativas de fendlicos, que tienen una potente actividad antioxidante. Investigaciones
previas han demostrado que los polifenoles de las plantas pueden reducir el dafo oxidativo a
biomoléculas y regular la expresion génica al modular las especies reactivas de oxigeno. En la Tabla

5, se expreso el contenido de contenido de fenoles totales (CFT) en pg /100g peso seco (PS) Y
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flavonoides totales (FT) en ug/100g PS. El andlisis estadistico mostrd diferencias estadisticamente
significativa (P < 0.0000, Anexo 7), entre las partes del fruto, mientras que entre los estados de
madurez no (P> 0.05, Anexo 7), el contenido en pulpa y semilla fue menor que la cascara, mostrando
mayor contenido en el estado de madurez | que en el Il. En especifico de la cascara, contiene
cantidades significativas de CFT, los cuales se ha demostrado que exhiben diversas actividades
bioldgicas. En un estudio realizado por Li et al. (2012), determinaron el contenido de CFT y FT en
nueve variedades de litchi en china en madurez comercial, encontrando que el CFTy FT varié de 9.39
a 30.16 mg AG/ g PS y de 7.12 a 23.46 mg catequina/g PS, respectivamente, siendo la variedad mas
altas y mas baja, Heiye y Chanchutou (P <0.05), respectivamente. Comparado con estas variedades,
el Litchi Brewster Mexicano, tuvo un menor contenido en el estado I-lnmaduro y conforme madura,
este contenido disminuye, tanto para CFT como en FT, esto podria deberse al tipo de solvente y la
metodologia de extraccidén. Li et al. (2012), utilizaron solventes con baja solubilidad, por lo que no
todos los compuestos fueron determinados. En otro estudio realizado por Zhang et al. (2013)
Reportaron en las pulpas de 13 variedades, en estado maduro de litchi en el sur de la china, el
contenido de CFT varié de 101.51 a 259.18 mg AG /100g PS y el contenido de FT fue de 39.43—
129.86 mg de equivalentes de catequina/100 g PS, comparado con el litchi Mexicano, se encontrd

un menor contenido tanto de CFT como de FT.

Para semilla, el CFT y FT, existen reportes especificos de compuestos que ya se han aislado y se ha
demostrado tener efectos farmacoldgicos, sin embargo son usadas comunmente en la medicina
tradicional china para aliviar el dolor neuralgico, variando en CFT entre 244 + 1.4 a 158 + 5 mg AG/g
PS en los que se incluyen los FT, y en comparacidn con nuestras partes del fruto, estos contenidos
son bajos en cascara, atribuyéndose a las diferencias entre variedades utilizados y la metodologia
utilizada para los analisis fitoquimicos. El CFT de las variedades de litchi probadas fue menor al de la
semilla de uva con 1.4 — 22.3 mg AG/g PS y mayor en la piel con 4.9 — 13.8 mg AG/g PS. Por lo tanto,
la cascara es una buena fuente de compuestos fendlicos que podria estar correlacionados con el

efecto anti-hiperglucemiante.
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7.2.2.2 Acidos Orgénicos

La concentracion de acidos organicos como citrico y malico, disminuye durante la maduracién de
frutos (como uvas, tomates y algunos frutos blandos), para equilibrar el sabor agridulce caracteristica
de frutos tropicales, esto significa que los dcidos organicos se metabolizan (Walker et al., 2011);
destacando la oxidacidén por ciclo de Krebs (respiracidn) y la gluconeogénesis, su concentracién
depende del fruto en cuestién. Los acidos ascérbico, citrico y malico predominan en los tres tejidos
del fruto (Carvalho and Salomeo, 2000; Belitz et al., 1988). El contenido de los 4cidos organicos (Tabla
6), se expresaron en mg de acido/100 g PS. Para muchos frutos, la acumulacién de acidos organicos
en pulpa; representan la mayor parte de su contenido y dependera del fruto (Ulrich, 1971).
Mahmood et al. (2012) y Belitz et al., (1988), reportaron el predominio de acido malico y citrico en
frutas tropicales, lo cual concuerda con los resultados en litchi, disminuyendo con la madurez.
Ademas se encontrd otros acidos que proporcionan acidez, por ejemplo, acidos intermediarios de

distintas rutas presentes en bajas concentraciones, destacando el 4cido tartarico, oxdlico entre otros.

Tabla 6. Contenido de vitamina Cy acidos organicos de Litchi variedad Brewster

ACéascara BPulpa ASemilla
CAcidos Estados de Madurez
| 1l | | | |
Ascorbico 6+ 0.6 6 £0.8 247 + 32 88+9 6+ 0.8 210.1
Citrico 3+04 2.510.08 516 £ 183 521+ 67 2+0.2 2+0.04
Tartarico 1+0.3 0.4 £0.06 574 £ 113 380+ 102 310.27 31+0.18

Malico 3,7291+84 2,427+118 1,650+143 1,206+118 15+4.1 19+1.4

Nota: I-inmaduro; II-Exportacion. AEMS-C y EMS-S: Extractos metandlicos en peso seco de cdscara y semilla. BPL: Pulpa
liofilizada. “Los resultados se expresaron en g de acido/100g PS. ANOVA seguido de la prueba de Tukey, donde se
mostraron diferencias significativas (P < 0.05), n=3.

7.2.2.3 Azucares

El contenido de azucares es muy variable entre frutas y vegetales, en frutas el contenido de azucares
es superior al de hortalizas, aumenta con el estado de maduracién. Los azucares predominantes en
algunos frutos son: sacarosa, en melocotdn su contenido es alto; la glucosa se encuentra en cantidad

superior a la fructosa en cerezas y ciruelas, disminuyendo en kiwi (Mataix et al., 1998). En Litchis, el
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contenido de los principales azlcares (Tabla 7), se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre las partes del fruto (P<0.05), encontrando un mayor contenido en pulpa.

Los principales azucares fueron en cdscara (sacarosa, fructosa y glucosa), semilla (sacarosa y glucosa),
y pulpa (sacarosa y fructosa), siendo la sacarosa el azicar mas predominante en las tres fracciones;
su contenido aumento conforme la maduracién, datos que concuerda con lo reportado por Ramirez
and Pacheco (2011), reportados en otras frutas tropicales, en especifico pulpas de pifia, guayaba y

guandbana (Laguado, et al., 2002).

Tabla 7. Contenido de azlicares de Litchi variedad Brewster

ACascara BPulpa ASemilla
CAzicares Estados de Madurez
| 1l | 1l | |
Sacarosa  0.002+0.000 0.002+0.00 2.0£0.3  2.4+0.04 0.012+0.008 0.009+0.001
Fructosa 0.002+0.000 0.002+0.001 1.840.6 2.1+0.1  0.007+0.002 0.005+0.001
Glucosa 0.002+0.000 0.002+0.000 2.1+0.6 2.2+0.1  0.012+0.006 0.007+0.003
Total 0.006+0.001 0.006+0.002 6.7t0.9 6.4+0.6  0.031+0.008 0.021+0.002

Nota: I-Inmaduro; lI-Exportacion. AEMS-C y EMS-S: Extractos metandlicos secos de cdscara y semilla. BPL: Pulpa
liofilizada. Los resultados se expresan en g/100 g de PS. n=3. ANOVA seguido de la prueba de Tukey, donde se
mostraron diferencias significativas (P < 0.05), n=3.

Al comparar los resultados con lo reportado por INCMNSZ (Anexo 4), se encontrd que, en pulpa, el
contenido de los azucares, fue menor, esto podria justificarse por la expresién de los datos en peso
seco, ademads cabe mencionar que el INCMNSZ solo determinaron el contenido de glucosa y
fructosa, por lo que no se contempld sacarosa (Anexo 4), en cuanto a cdscara y semilla, no existe un
estudio que caracterice estos azlcares y los reporten en litchi. Sin embargo, se puede apreciar que
en Litchi el contenido de estos azlicares aumenta en cascara y disminuye en semilla, debido al aporte

necesario para sintetizar metabolitos secundarios para su proteccion (cascara) y el desarrollo del

fruto (semilla).

7.3 SEGUNDA ETAPA: Capacidad antioxidante In vitro

Las uvas y muchas otras frutas se han utilizado como valiosas fuentes de antioxidantes. En el presente
estudio, la variedad Brewster del Litchi mexicano (Tabla 8), mostré diferencias significativas para

ABTS* Y DPPH° (P<0.0032 y P<0.0015, respectivamente) con respecto a las partes del fruto, mientras
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gue para los estados de madurez no muestra diferencias significativas (P>0.05, Anexo 7). La mayor
capacidad antioxidante se encontrd en la cascara y semilla, la tendencia fue la disminucion de la
capacidad conforme el fruto madura, en comparacion de la pulpa de otros frutos, el contenido fue
menor, por ejemplo en el durazno el contenido fue de 28 mg AA/100g PS, 98 mg AA/100g PS en kiwi,
80 mg AA/100g PS en mango y 11 mg AA/100g PS en manzana (Sulaiman et al., 2011; Blair, 2012).
Estos resultados pueden explicarse por la funcién de las cascaras que actuan como barrera
protectora contra factores externos adversos y por tal motivo necesitan compuestos bioactivos que

protejan al fruto.

Tabla 8. Capacidad antioxidante de Litchi variedad Brewster

Fraccion de fruto

BCapacidad ACéascara APulpa ASemilla
antioxidante Estados de madurez
| | | 1l | |
ABTS* 648+101 6051181 210.2 1+0.2 53+1 4910.1
DPPH° 435+ 43 248 + 47 129 19 4543 347+ 18 1,385+ 277

Nota: I-lnmaduro; II-Exportacidn » EM: Extracto metandlico BResultados expresados en pg acido ascorbico/100 g peso
seco (PS). Anova (media iguales), ANOVA seguido de la prueba de Tukey, donde se mostraron diferencias significativas
(P<0.05), n=3.

7.4 TERCERA ETAPA: Efecto anti-hiperglucemiante

La prueba a la tolerancia a la glucosa por via oral (PTGO), se fundamenta en que en la diabetes
mellitus (DM) hay una disminucion de la capacidad para utilizar una carga de glucosa, con produccion
de hiperglucemia y retardo para volver a las cifras iniciales de glucemia. Para evaluar el efecto anti-
hiperglucemiante, se utilizé un modelo sano (rata Wistar macho), al cual se le generd hiperglucemia
por medio de la administracion oral de una sobrecarga de glucosa. En base a lo mencionado, se
corroboré que los liofilizados administrados después de la sobrecarga de glucosa, presentaran la
capacidad de disminuir los niveles de glucemia, deseando encontrar valores menores que el control
negativo (CN) y similares al del control positivo (CP), cuyo control es un farmaco de referencia con
efecto anti-hiperglucémico (metformina), el cual presenta un mecanismo de inhibicion de la

gluconeogénesis y glucogendlisis, retrasado la absorcion intestinal de la glucosa.
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En el Anexo 6y en las Figuras 8-14, se presentan los efecto anti-hiperglucemiante de los liofilizados
re-hidratados (LR) de litchi variedad Brewster en estado de madurez I-inmaduro y lI-Exportacion, su

respectivo analisis estadistico se reporta en el Anexo 8 y las abreviaciones se resumen en el Anexo 1.

En las graficas 8-14, se observa la ganancia de glucosa de los datos estandarizados, que se obtuvieron
después de la administracién de los LR; a cada medicién de los niveles de glucemia en el trascurso de
la prueba, se restaron los valores basales. Mientras que en los graficos del Anexo 6, se graficaron los
datos no estandarizados, los cuales nos permitieron comprobar los niveles de glucemia basales de
los animales después del ayuno de aprox. 12-14 h, observandose un promedio de 80mg/dL, lo cual
se considera un valor normal en ratas sanas y da pie para poder iniciar con el estudio. A continuacion
se muestra el comportamiento de cada LR, en la disminucidn de la glucosa a través del tiempo (PTGO)

y la ganancia total de glucosa (ABC).
> CASCARA

A pesar de que la PTGO (Fig. 8 B) para el estado de madurez I, fallaron las pruebas de normalidad

y varianza (Anexo 8), en los datos estandarizados, si presentaron diferencias estadisticamente
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Figura 8. Efecto anti-hiperglucemiante de la cascara Litchi (PTGO)

significativas contra el control negativo en el ABC (Anexo 8), lo cual nos indica que nuestras pruebas
tienen validez. La utilizacidn de la glucosa de la C-ll en el transcurso del tiempo (Fig. 8B), presentaron

diferencias significativas (P<0.003, Anexo 8) al min 30 de la dosis de 100 mg/kg, lo que indica que
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tiene un pico de tolerancia a la glucosa en este punto, pero que no se ve reflejado lo suficiente para
notarse en el ABC (Fig. 9B). Mientras que en el estado de madurez |, esta fraccion de fruto no

presento una disminucién de glucosa comparable con el CN (Fig. 8y 9, A).
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Figura 9. Efecto anti-hiperglucemiante de la cascara de Litchi (ABC)

» PULPA

Las PTGO para los dos estados (Fig.10 A y B), fallaron los supuestos de varianza y normalidad.
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Figura 10. Efecto anti-hiperglucemiante de la pulpa de Litchi (PTGO)

39




Lo cual indica que los datos de la prueba, podria no deberse por la utilizacién de la glucosa de los LR,
por lo que solo se tomé en cuenta las ABC (Fig. 11 Ay B), cuyos graficos cumplieron con los supuestos

y se vio una mayor utilizacién de la glucosa por el LR de la P-I con respecto al CN (Fig.11A).

Observandose diferencia significativa (P<0.045) a una dosis de 100 mg/kg. Mientras que en el

estado de madurez Il, no presento efecto anti-hiperglucemiante (Fig. 10y 11, B).

A) ESTADO I-Inmaduro B) ESTADO II- Exportacion
10000 -
10000 -
O 8000 A 2000 -
J
g 6000 & 6000 -
4000 A 4000 1
2000 | 2000
0 - o
s CN === P-||(25mg/ke)
mmm CN e P-| (25 mg/kg) m= (P = P-|| (100 mg/kg)
m— (P m= P-| (100 mg/kg) mmmm P-|| (200 mg/kg)
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Figura 11. Efecto anti-hiperglucemiante de la pulpa de Litchi (ABC)
> SEMILLA

Las ABC de los dos estado de madurez (Fig. 13 Ay B), se cumplieron los supuestos.
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Figura 12. Efecto anti-hiperglucemiante de la semilla de Litchi (PTGO)
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Reflejando una mayor utilizacién de la glucosa por el LR de S-I con respecto al control negativo
(P<0.008, Anexo 8), mostrando diferencias estadisticamente significativa en la dosis de 100 mg/kg
(Fig. 13 A, P<0.001, Anexo 8), mientras que en el estado de madurez Il (Fig. 12 y 13, B), no se

mostraron diferencias significativas (P>0.05).
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Figura 13. Efecto anti-hiperglucemiante de la semilla de Litchi (ABC)
» COMBINACIONES
Las dosis de los LR que mostraron efecto anti-hiperglucemiante, al combinarse con metformina a

bajas dosis presentaron un mayor sinergismo, siendo la dosis mds perdurable y significativa (P<0.001,

Fig. 14B), la P-1+Metf.
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Figura 14. Efecto anti-hiperglucemiante de combinaciones de Litchi variedad Brewster con metformina
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En el caso de la semilla no se realizé una combinacion, debido a que el efecto que presento, aunque
es significativo con respecto al CN Y CP, no es representativo en comparaciéon con él de la pulpay la
cascara, sin embargo se recomienda repetir el experimento (S-1), siguiendo la metodologia descrita
por Man et al. (2016), cuyos autores han reportado un efecto hipoglucemiante en ratas diabéticas

(DM 2), para observar el efecto anti-hiperglucemiante en Litchi Brewster Mexicano.

Como conclusiones, el estado de madurez |, presento efecto anti-hiperglucemiante acorde a lo
reportado por Shrivastava et al. (2017), y pese a que se desconoce su mecanismo de accidn del LR, se
recomienda llevar a cabo estudios mas precisos para descifrar la farmacodinamia del efecto que
presento la P-I, mediante la cuantificacidon de los metabolitos hipoglicina A y B, y otros metabolitos,
tales como fenoles y flavonoides, los cuales se han reportado con efectos farmacoldgicos (Ibrahim

and Mohamed, 2015).

En el caso del estado de madurez Il (exportacion), la parte comestible y de suma importancia para los
exportadores, no presento un efecto significativo, brindando un resultado preliminar para poder
seguir comercializdndolo, mientras que la cascara que si presento efecto, se podria utilizar para

futuros fitofarmacos para dar un valor agregado al fruto.

En cualquiera de los tratamientos que presentaron efecto anti-hiperglucemiante, no debe
considerarse como negativo, sino como una alternativa para aprovechar este fruto en futuros
productos farmacolégicos para el tratamiento de la diabetes, para contra restar efectos secundarios
(principalmente dano renal, mermando su calidad vida) por el constante consumo de farmacos
sintéticos. Como resumen de los que presentaron efecto, asi como la dosis, se enlistan en la Tabla 9,

corroborando asi la hipdtesis planteada.

Tabla 9. Litchi y las dosis con efecto anti-hiperglucémico

Dosis
Parte del fruto
(mg/kg)

Céscara de Litchi Il (C-) 100
Pulpa de Litchi | (P-1) 100
Semilla de Litchi (S-1) 100
Combinacién C-Il con metformina 10-50
Combinacién P-l con metformina 10-50
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Es importarte mencionar que el modelo que se utilizd contempla la liberacién de insulina, por lo que
es importante realizar estudios de los LR con modelos diabéticos y medir otras propiedades de la
asimilacién y utilizacion de la glucosa en sangre, como por ejemplo receptores y enzimas del pancreas,

etc.

Asi como pruebas para establecer los indices terapéuticos, los cuales indican el margen entre la dosis
letal y la dosis efectiva que tendrian los LR, para establecer la toxicidad de estos extractos con el tnico
fin de cumplir los requisitos de investigacion de productos farmacéuticos en su etapa de estudios

preclinicos (Marovac, 2001).
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8. CONCLUSIONES

» Fitoquimica
La cascara fue la parte del fruto que presento mayor concentracién de fenoles y flavonoides que
podria asociarse con una mayor capacidad antioxidante en esta estructura, las concentraciones de

estos metabolitos podrian participar en el efecto anti-hiperglucemiante de la cascara.

Los azUcares, asi como el acido citrico, tartarico, malico y la vitamina C (Acido ascérbico) fueron
mas abundantes en la pulpa, en comparacion con la cédscara y la semilla. Estos compuestos en
combinacidn con los fenoles y flavonoides podrian participar en el efecto anti-hiperglucemiante

de la pulpa

» Efecto anti-hiperglucemiante

Se encontrd un efecto anti-hiperglucemiante en la P-1 y en la S-I del estado de madurez I. En dosis

de 100 mg/kg, la disminucién al minuto 30 fue mayor en ambas fracciones.

La P-ll no presento efecto anti-hiperglucemiante; por lo que los exportadores pueden
comercializar su producto (resultados preliminares). Sin embargo, la C-ll presento efecto anti-

hiperglucemiante y puede ser utilizada como materia prima para la obtencion de fitofarmacos.

Las fracciones C-ll y P-lI, administradas en bajas dosis tuvieron un efecto sinérgico con la
metformina, lo cual ayudara a los pacientes con problemas en el control de sus niveles de glucosa,

a ingerir menor cantidad de este farmaco sintético, mejorando su calidad de vida.
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9. PERSPECTIVAS

» En semilla es recomendable repetir esta prueba con una metodologia de extraccion diferente.
» Determinar los efectos farmacoldgicos, pero ratas diabéticas.

» En el caso de la pulpa y semilla de Litchi cultivado en México, es posible que los causantes del
efecto anti-hiperglucemiante sean los metabolitos hipoglicina A y B, se recomienda cuantificar

su concentracién y tratar de correlacionarlos con el efecto.

» Aunque en la cascara de litchi no se ha reportado que el efecto anti-hiperglucemiante pudiera
estar relacionado con la presencia de estos metabolitos (hipoglicina A y B), por lo que seria

interesante su cuantificacidn en esta parte del fruto.

» Determinar otros compuestos especificos, en distintos estados de madurez, que pudieran estar

relacionado con el efecto anti-hiperglucemiante.

» Repetir los ensayos en Litchi Mexicano, proveniente de otros centros de produccion.
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Anexo 1. Abreviaturas
AA: Acido ascorbico

ABTS": 2,2'-azinobis (3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico)
AG: Acido galico
CFT: Contenido de fenoles totales
DM: Diabetes mellitus
DM 1: Diabetes mellitus tipol
DM 2: Diabetes mellitus tipo2
DPPH°: 2, 2'-difenil-1-picrilhidrazilo
EM: Extracto metandlico, C= Cascara, S= Semilla y P= Pulpa
EMS: Extracto metandlico seco; C= Cascara y S= Semilla
FT: Flavonoides totales
TA: Temperatura ambiente
W/W: Peso/Peso
W/V: Peso/volumen
PL: Pulpa liofilizada
PBS: amortiguador de fosfato salino o buffer fosfato salino
PS: Peso seco
Q: Quercetina
PRUEBA DE TOLERANCIA A GLUCOSA POR ViA ORAL (PTGO)
ABC Area Bajo la Curva
CA Cascara de Anona
cc Cascara de Caimito
Cs Céscara de Saramuyo
CH Cdscara de Huaya
C-l Cascara de Litchi estado de madurez I-lnmaduro
C-ll  Cascara de Litchi estado de madurez lI-Exportacion
CN Control Negativo (dextrosa anhidra, 2g/kg)
cp Control Positivo (farmaco de referencia metformina, 300 mg/kg)

LR* Liofilizado rehidratado
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*C Cdascara

*P Pulpa

*S Semilla

Metf Metformina

P-l Pulpa de Litchi estado de madurez I-Inmaduro

P-Il  Pulpa de Litchi estado de madurez Il-Exportacién
PTGO Prueba de Tolerancia a la Glucosa por Via Oral

S-I Semilla de Litchi estado de madurez I-lnmaduro
S-1l Semilla de Litchi estado de madurez lI-Exportacion

Partes del fruto Cascara (C), pulpa (P) y semilla (S)
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Anexo 2. Definiciones

DM 1 (Diabetes Mellitus Tipo 1 o insulinodependiente): Destruccién total o parcial de células B del
pancreas, desencadenan una incapacidad de producir insulina, aumentando excesivamente la
liberacion de acidos grasos, sintetizando cetodcidos en cifras téxicas ocasionando cetoacidosis

diabética o la muerte.

DM 2 (Diabetes mellitus Tipo 2 o no insulinodependiente): Se caracteriza por la resistencia de los
tejidos a la accién de la insulina, en combinaciéon con una relativa secrecion de esta hormona. Los
pacientes con DM2 no muestran cetosis, pero algunas veces se desarrolla cetoacidosis como
consecuencia de situaciones de sobrecarga fisioldgica, como infecciones o del empleo de farmacos que
agravan la resistencia a insulina, como el uso de corticoesteroides. La deshidratacidén en los pacientes
no tratados y con control deficiente de su enfermedad puede culminar en un cuadro letal coma
hiperosmolar no cetdsico; donde la glucemia puede aumentar de 6 a 20 veces respecto a sus cifras

normales, en donde el individuo entra en inconciencia.

DMG (Diabetes mellitus gestacional): Anomalia de las concentraciones de glucemia que se detectan

durante el embarazo, no se conocen las causas especificas.

Insulina: Hormona polipeptidica constituida por una cadena a y una B unidas por un enlace disulfuro,
encargada de coordinar el uso que hacen los tejidos de los combustibles (azucar), producida por las
células B llamadas islotes de Langerhans, en el pancreas. Su efecto metabdlico es anabdlico

favoreciendo asi la sintesis del glucégeno, triacilgliceroles y proteinas.

Glucemia o normoglucemia: Medida de concentracién de glucosa libre en sangre, suero o plasma

sanguineo. Durante el ayuno, los niveles normales de glucosa oscilan entre 70 y 110 mg/dL.

Glucosa sanguinea postprandial: Niveles de glucosa en sangre después de 2 horas de la ingesta de un
alimento, su determinacién se utiliza para el diagndstico de diabetes y para el calculo del indice

glucémico, entre otros.
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Hiperglucemia en ayuno: Elevacidn de glucosa por arriba de lo normal (>100 mg/dL), en un periodo de

ayuno.

Hiperglucemia postprandial: Glucemia > 140 mg/dL, 2 horas después de la comida.
Hipoglucemia: Disminucién de los niveles de glucosa por debajo de los normales (menor de 60 a 50
mg/dL), se presentan como efectos secundarios, descargas adrenérgicas (palidez, sudoracion fria,

irritabilidad, temblor, hambre, nauseas, palpitaciones y ansiedad).

Descargas adrenérgicas: Sintomas relacionados con intentos del cuerpo por contrarrestar la
hipoglucemia por la secreciéon de hormonas contra reguladoras (hormonas que se oponen a la accién

de la insulina).

PTGO (Prueba de Tolerancia a la Glucosa por Via Oral): Es una prueba para diagnosticar o excluir
diabetes, ademds de determinar cuadros metabdlicos relacionados con la resistencia a la insulina y se
requiere el ayuno del individuo 8 horas antes de la prueba. Esta consiste en una toma inicial de sangre
en ayuno (valores de 70 a 110 mg/dL en personas sin diabetes y para diabéticos de 126 mg/dL, para
personas entre 111 y 125 mg/dL, deben hacer esta prueba para conocer si presentan diabetes o han
sufrido un pico de glucosa por su alimentacidn), después se les administra una sobrecarga de glucosa
(75 g de glucosa disuelta en agua), se toman mediciones de glucemia en sangre cada 30 min por 2
horas. Los valores en personas sin diabetes indican que menor de 140 mg/dL es normal, entre 140 y
200 mg/dL prediabetes intolerancia a glucosa o resistencia a la insulina, niveles > 200 mg/dL, se

considera diabetes.

Estado de madurez de las frutas: El desarrollo y estado de madurez del fruto es fundamental para su
manejo, transportacién y comercializacién, esto debido a que repercute en la calidad del producto, asi
como su potencial de conservacién y tipo de tecnologias postcosecha aplicadas. En frutas, se utiliza el
término de madurez fisiolégica “mature” (por sus siglas en inglés) y madurez de consumo “ripe” (por
sus siglas en inglés) para describir las Ultimas etapas del desarrollo. El primero se define como “estado
en el cual un fruto ha alcanzado un estado de desarrollo suficiente para que ya cosechado llegue a su
destino con la calidad minima aceptable para su consumo” y se aplica a frutos de exportacidn para

cumplir con normas o estandares establecidos que se van a consumir en lugares distantes de los
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centros de produccién. La madurez de consumo, es el estado de desarrollo en el que el fruto ha
alcanzado su maxima calidad estética y sensorial que lo hacen apto para el consumo humano

inmediato.

Farmacos ADO’s

La Asociacidon Latinoamericana de Diabetes (ADA) describid a los ADO's como los farmacos utilizados
en el tratamiento de la DM 2. Sin embargo, por definicién, los ADO's son compuestos con estructuras
guimicas y mecanismos de accién diferentes, que actiuan disminuyendo las concentraciones
plasmaticas de glucosa empleados en el tratamiento de la diabetes. Existe una amplia variedad de

ADO'’s los cuales ejercen su efecto sobre diferentes niveles fisiopatolégicos:

e Secretagogos de insulina

Las dos familias representativas son Sulfonilureas (glibenclamida, ejerce un efecto hipoglucemiante
actuando a niveles pancreaticos) y Meglitinidas (repaglinida, agente hipoglucemiante, usualmente
llamado “regulador de la glucemia postprandial). Son agentes farmacolégicos que incrementan la
secrecién de insulina en las células B-pancreaticas, mediante dos mecanismos de accién: disminucidn
de las concentraciones de glucagdn sérico y el cierre de los canales de potasio sensibles a ATP (KATP),

a través de la unidn a receptores especificos a estos canales.

e Sensibilizadores de insulina

Los mecanismos de estos farmacos son muy variados, principalmente incrementan la sensibilidad de
los 6rganos diana (musculo e higado) a la insulina. Dependiendo del farmaco que se utilice, actuara
con un mecanismo diferente y tendra su efecto primario, en diferentes tejidos, por ejemplo, la
metformina (biguanidas), actia disminuyendo la produccién hepatica de glucosa e incrementando la
captacion de la misma por el musculo esquelético, mediante la activacién de la adenosina
monofosfato proteina kinasa activada (AMPK) hepatica y muscular, que a su vez inhibe la lipogénesis
y activa la B-oxidacién. Y las tiazolidindionas (rosiglitazona) aumentan la sensibilidad a la insulina de
todo organismo a través de multiples acciones, principalmente estimulando receptores activos
expresados principalmente en el tejido muscular, tejido graso e higado.
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e Anti-hiperglucemiantes

Estos farmacos impiden el aumento exacerbado de los niveles plasmaticos de glucosa, inhibiendo
competitivamente a las enzimas que se encuentran en el lumen del intestino delgado, un ejemplo de
estos farmacos son la acarbosa y el miglitol, que son inhibidores competitivos de glucosidasas a
intestinales y disminuyen las oscilaciones y variaciones postprandiales de glucosa al retrasar la
digestion y la absorciéon de azlcares complejos (almidones y disacaridos). Por lo tanto, estas
moléculas no afectan la glicemia basal, pero si disminuyen el incremento postprandial. El efecto
adverso mas significativo que ocasionan los ADO's es la hipoglucemia. Por ejemplo, los secretagogos
de insulina pueden ocasionarla si no se consumen alimentos suficientes o si se hace un exceso de
ejercicio. La metformina, rosiglitazona, acarbosa y miglitol, por sus mecanismos de accién, no suelen
producir hipoglucemia, salvo en poli terapia, sin embargo, pueden producir acidosis lactica, retencién
de liquidos, edema, anemia, aumento de peso y cefalea. Algunos antidiabéticos pueden ocasionar
molestias gastrointestinales, principalmente aquellos que intervienen a nivel intestinal (inhibidores

de las a-glucosidasas), sobre todo al inicio del tratamiento.
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Anexo 3. Frutos de un estudio previo
Generalidades de las frutas tropicales

Entre la gran diversidad de especies frutales nativas con las que cuenta México, se encuentran los
frutos exodticos, considerados asi porque son poco conocidos en los paises donde se consumen; entre
ellos se encuentran: el saramuyo (Anona squamosa L.), anona (Annona reticulata L.), caimito
(Chrysophyllum cainito L.) y huaya (Melicoccus bijugatus Jacg.); estos frutos se consideran nativos no
s6lo de México sino de la regidn tropical de América y se cultivan principalmente en la peninsula de

Yucatdn, México, como arboles de traspatio (SIAP, 2018).

Estas frutas han tomado importancia en los Ultimos afos, debido a que han demostrado tener
cantidades importantes de compuestos bioactivos, con actividades antidiabéticas, anti-inflamatorias,
antitumorales y para el tratamiento de reumatismo y diarrea crénica (Bystrom et al., 2009;
Gajalakshmi et al., 2011; Bystrom, 2012; Shirwaikar et al., 2004; Moo-Huchin et al., 2015; Li-Me et al.,
2015; Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional, UNAM, 2018).

Frutos y sus propiedades antidiabéticas reportadas
» SARAMUYO (Anona squamosa L.)
ORIGEN, HABITAT Y DISTRIBUCION

El saramuyo pertenece a la familia Anonnaceae (Annona squamosa L.), recibe el nombre “Ts” almuy”
de origen maya, comunmente se le conoce como anona, es un arbol semicaducifolio de porte bajo o
arbustivo de 3 a 7 m de altura, crece en regiones tropicales como el Caribe, México, Cuba, Peru y el
Norte de Sudamérica. Es apreciado en diversas partes del mundo, en particular en la India e Indonesia
donde es utilizado para condimentar diversos platillos orientales (Biblioteca Digital de la Medicina

Tradicional, UNAM, 2018).

El fruto es redondo u ovalado y posee unos 6-10 cm de didmetro, con un peso alrededor de 100-230
g. Esta cubierto de escamas verdes muy pronunciadas, a semejanza de un cono de pino, y suele ser

confundido con la chirimoya. Su interior es una pulpa blanca, dulce y muy nutritiva, repleta de
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semillas marrones (casi negras), y muy lisas. Los frutos se cosechan cuando la cascara cambia de color
y los segmentos se separan, situacion que aproxima a los frutos con el estado de madurez fisioldgica
(De-Andrade et al, 2005).Se clasifican como frutas secundarias, debido a que se cultiva
principalmente en huertos de traspatio en Yucatan, Chiapas, Campeche vy Jalisco (SIAP, 2018). El
principal estado productor de este fruto es Yucatdn, con una produccion de 379 ton, en ciclos

perennes.

ASPECTOS TAXONOMICOS

La taxonomia de este fruto se describe en la Tabla 10.

Tabla 10. Taxonomia de saramuyo

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Magnoliales
Familia Annonaceae
Género Annona L.

Especie Annona squamosa

COMPOSICION DEL FRUTO

Investigaciones previas de la planta en las hojas, las raices, las semillas, la corteza, los tallos, la corteza
de tallos y la pulpa, han demostrado que poseen una amplia variedad de compuestos como
acetogeninas, glucésidos, alcaloides, saponinas, flavonoides, taninos, carbohidratos, proteinas,
esteroides, compuestos fendlicos, di terpenos, fitosteroles, carotenoides, antocianinas vy
aminoacidos, los cuales han sido descritos diversos efectos farmacoldgicos (Pandey and Barve , 2011;

Rajsekhar, 2011).
PROPIEDADES HIPOGLUCEMIANTES Y ANTI-HIPERGLUCEMIANTES

Saramuyo, es un fruto tropical y una buena fuente de diversos compuestos bioactivos. Shirwaikar et
al., (2004) demostraron por medio de grupos experimentales tratados con el extracto de acuoso de
las hojas (utilizando ratas sanas y diabéticas tratadas con estreptozotocina-nicotinamida, durante 12
dias) disminuia los niveles de glucosa en sangre en ayunas Yy al contrastarlos con glibenclamida

estdndar, mostraron efectos hipoglucemiantes, apoyando asi las afirmaciones de algunas poblaciones
58




tribales en partes del norte de la India, que presentaron disminucion de sus niveles de glucosa en

sangre (Shirwaikar et al. , 2004).

Ademas de esta investigacion, Gupta et al. (2005) reportaron efectos hipoglucemiantes vy
antidiabéticos en extracto etandlico de hojas de annona squamosa. El estudio revelé que el efecto
hipoglucemiante maximo se producia dentro de la primera hora, durante la prueba de tolerancia a la
glucosa por via oral (PTGO). Se por via oral en diferentes dosis a la normal, en ratas diabéticas
inducidas por estreptozotocina (STZ) y en conejos diabéticos inducidos por alloxan. Los estudios
reportaron que la dosis maxima recomendada para los dos casos fue de 350 mg/kg e hicieron pruebas

de DLso, para garantizar el consumo seguro de este extracto.
» ANONA (Annona reticulata Linn)
ORIGEN, HABITAT Y DISTRIBUCION

El fruto tiene un aspecto liso con unas ligeras prominencias, que asemeja un corazén; este fruto es
de color verde y en algunos casos rojizos; aromaticos, sensacion suave y dulce, y varia segun el
cultivar, desde jugosa y muy aromatica, hasta dura y de sabor repulsivo. La Annona reticulata L., es
nativa de América central y el Caribe (Guatemala y Belice). Es considerada exética en Bahamas,
Bermuda, Filipinas, Malasia, Peru, Brasil, Sudafrica e India por sus atractivos colores. En México se
encuentran 14 géneros y 63 especies de Annonaceae distribuidas principalmente en regiones
tropicales del Sureste de México, dentro de las que estd incluida anona. Su conservacidn in situ es

esporadica, por lo que se da principalmente en huertos de traspatio.

ASPECTOS TAXONOMICOS

Es una importante planta tradicional, utilizada para el tratamiento de diversas dolencias.
Tabla 11. Taxonomia de anona

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Magnoliales
Familia Annonaceae
Género Annona

Especie Annona reticulata L.

Fuente (Jamkhande and Wattamwar, 2015)
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Pertenece a la Familia Annonaceae, su taxonomia se describe en la Tabla 11 (Jamkhande and

Wattamwar, 2015).
COMPOSICION DEL FRUTO

Se han identificado varios Fito constituyentes de diferentes partes de A. reticulata. La corteza del tallo
contiene taninos, alcaloides y compuestos fendlicos. Las hojas contienen una amplia gama de
productos quimicos como alcaloides, aminodcidos, carbohidratos, esteroides, flavonoides, proteinas,
taninos, glucdsidos y fendlicos. La raiz ha sido identificada por el contenido de acetogeninas,
alcaloides, carbohidratos, proteinas, flavonoides, taninos. La planta rica fuente de minerales como

Ca, P, K, Mg, Ni, Cl, S, Mn, Zn, Fe, Cu, Se, Co, Niy Cr (Jamkhande and Wattamwar, 2015).
PROPIEDADES HIPOGLUCEMIANTES Y ANTI-HIPERGLUCEMIANTES

Anona, ha demostrado tener efecto hipoglucemiante, el extracto metandlico de las hojas en pruebas
de tolerancia oral a la glucosa utilizando ratones, en donde dependiendo de la dosis, se observé una
actividad hipoglucemiante significativa. El nivel sérico de glucosa se redujo: 35, 37, 50 y 56 % en las
dosis 50, 100, 200 y 400 mg /kg. Utilizaron el método de glucosa oxidasa para estimar los niveles de

glucosa en suero (Jamkhande and Wattamwar, 2015).

» HUAYA (Melicoccus bijugatus Jacq.)
ORIGEN, HABITAT Y DISTRIBUCION

La especie de fruto comestible Melicoccus bijugatus es un miembro menor de la familia Sapindaceae,
también conocida como la familia Soapberry. M. bijugatus, es un arbol lefioso de crecimiento lento
gue se creé que se origind en el norte de América del Sur, especificamente en las regiones de
Colombia, Venezuela, Guayana Francesa, Guyana, Surinam y la isla de Margarita. En México abunda
en los estados de Yucatdn, Quintana Roo Campeche; los frutos tienen un sabor agridulce y funcionan

como laxantes, no existen datos estadisticos de la produccidn de M. bijugatus (SIAP, 2018).
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ASPECTOS TAXONOMICOS

Pertenece a la Familia Sapindaceae, su taxonomia se describe en la Tabla 12.

Tabla 12. Taxonomia de Huaya

Reino Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Sapindales

Familia Sapindaceae

Género Melicoccus

Especie Melicoccus bijugatus Jacq.

COMPOSICION DEL FRUTO

Drupa redonda de 2 a 4 cm de didmetro, de cascara verde delgada y quebradiza principalmente en
su temporada de maduracion y se agrupan en grandes ramos de hasta 10 cm de longitud. Contienen
en pocas ocasiones dos semillas blancuzcas que normalmente ocupan la mayor parte del fruto y estan
rodeadas de una pulpa de color salmén, gelatinoso, jugoso y comestible. Madura en temporadas
secas o en verano. Los frutos maduros son agridulces, mucilaginosos y algo laxantes (Morton, 1987).

Son una fuente importante de hierro (0.93 mg/100 g) y fésforo (50.4 mg/100 g).

PROPIEDADES HIPOGLUCEMIANTES Y ANTI-HIPERGLUCEMIANTES

Huaya, si bien no se ha demostrado su efecto hipoglucemiante, se han realizado investigaciones del
embridn, la cascara, semilla y la pulpa de plantas cultivadas en Republica Dominicana y Florida,
reportando capacidad antioxidante y antimicrobiana (Bystrom et al., 2009; Can-Cauich et al., 2017)
reportaron que el extracto metandlico de las cascaras de este fruto nativo de la peninsula de Yucatan,
exhibié capacidad antioxidante y poder antioxidante reductor de hierro. Moo-Huchin et al. (2016)
indicaron que el extracto metandlico de la pulpa de M. bijugatus, en el ensayo colorimétrico de sulfo-
rodamina B frente a la linea celular Vero (linea celular de rifion de mono verde), presenté un Clsp de

56.48 pg/mL, clasificado (INC- USA) como no toxico (Can-Cauich et al., 2017).
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» CAIMITO (Chrysophylum caimito L.)
ORIGEN, HABITAT Y DISTRIBUCION

El caimito Chrysophyllum caimito pertenece a la familia de las sapotdceas en la que abundan arboles
o arbustos distribuidos ampliamente en los trépicos de ambos hemisferios. La familia incluye cerca
de 800 especies, diversas especies de esta familia tienen importancia econdmica debido a que
producen frutos comestibles, entre ellos el sapote (Pouteria sapota (Jacg.)), chicozapote (Manilkara
zapota, L.) y el caimito. Villasefior (2004) reporté que en México existen 46 especies en esta familia
incluidas en seis géneros, y Chrysophyllum con dos especies. La produccidon de caimito en México en

2017 fue de 62 ton por ciclos-perenne, en los estados de Morelos y Yucatan (SIAP, 2018).

ASPECTOS TAXONOMICOS

Pertenece a la Familia Sapotaceae (Tabla 13).

Tabla 13. Taxonomia de caimito

Reino Plantae

Subclase Dilleniidae

Orden Ericales

Familia Sapotaceae
Subfamilia Chrysophylloideae
Género Pouteria

Especie P. caimito

COMPOSICION DEL FRUTO

El caimito es el fruto de un arbol de gran tamafio originario de Centroamérica. Se consume
directamente en su estado natural; tiene un sabor especial y muy agradable. Los frutos de segunda
calidad se utilizan en la alimentacién del ganado porcino. En otros paises, al caimito se le conoce
como manzana de estrella, manzana de leche y leche de pecho. Los frutos son globosos de 3a 12 cm
de didmetro, textura lisa y blanda. Su peso varia de 125 hasta 129.5 g promedio. En su maduracion,
existe cambio de color verde, la pulpa se torna jugosa, dulce y astringente. Las distintas variedades
presentan diversos colores; por ejemplo, se conocen dos variedades que se diferencian por el color
de su fruto en madurez de consumo, los de epicarpio purpura y los de color verde claro (Alvarez-

Vargas et al., 2006). El valor nutricional radica en su contenido de calcio y vitaminas Ay C.
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PROPIEDADES HIPOGLUCEMIANTES Y ANTI-HIPERGLUCEMIANTES

Caimito, fruto con propiedades astringentes, pectorales, diuréticas, tdnicas y febrifugas (Gomez and
Stone, 2013). Los mayas de Yucatan, México emplean lo emplean para tratar diarrea, fiebre y
enfermedades venéreas. Las hojas de esta planta se le atribuyen propiedades antidiabéticas o
hipoglucemiantes, las hojas se hierven en agua y el liquido extraido se ingiere para tratar la diabetes
mellitus. La pulpa de la fruta madura, por su caracter mucilaginoso se come para calmar la inflamacién
en laringitis y neumonia, pero en exceso causa estrefiimiento, La semilla pulverizada se toma como

ténico, diurético o febrifugo (Chizmar, 2009).

Can-Cauich et al. (2017), Reportaron que el extracto metandlico de cascara, mostré capacidad
antioxidante y poder antioxidante reductor del hierro; Moo-Huchin (2016), mostraron en extracto
metandlico, la pulpa de C. cainito, en el ensayo colorimétrico de sulfo-rodamina B frente a la linea
celular Vero (linea celular de rifién de mono verde), presentoé un CI50 de 84.51 ug/mL que de acuerdo

a la escala del INC-USA, es clasificado como no toxico.

METODOLOGIA

Material Biolégico

Las frutas fueron identificadas por una taxénoma de la UACM y un especialista en frutas del Instituto
Tecnolégico de Mérida, Yucatan. Después de la identificacidn, las frutas se lavaron y separaron
manualmente las cascaras, posteriormente se liofilizaron en un equipo marca Labconco FreeZone 2.5
(Labconco, E.U.A) a 0.14 mBar y a 5°C durante 48 h. Se almacenaron en viales ambar a -20°C hasta su

analisis.
Desarrollo experimental

Se realizé el mismo procedimiento de Litchi para la determinacion de pruebas a la tolerancia a la

glucosa por via oral, solo que, en este apartado, se utilizé liofilizado re-hidratados de las cascaras de
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los frutos tropicales (Fig. 15), se administraron por via oral los tratamientos indicados en la Tabla

14.

Tabla 14. Dosis administradas de los liofilizados en la prueba PTGO en las cascaras de frutos tropicales

Tratamientos Combinaciones con
Grupos experimentales Cascaras de los frutos tropicales efectos

CS CH cc CA CS CH
1: CN (2g DA/kg) v v v v v v
2: CP (300 mg Metf/kg) v v v v v v
3: 25 (mg LR/kg) v v v v
4: 100 (mg LR/kg) v v v v v v
5:200 (mg LR/kg) v v v v
6: Combinacidn L, L,

LR-Metf (10-50, mg/kg)

*CA= Cdscara de anona; *CC= Cascara de caimito; *CH= Cascara de Huaya y *CS= Cdascara de saramuyo; CN= Control negativo
(dextrosa anhidra, DA); CP= Control positivo (metformina, Metf) y LR= liofilizado re-hidratado de las cascaras de los frutos
tropicales analizados*.

Analisis estadistico

La glucosa capilar se expresé como la media de 6 ratas + Error Estandar. Los datos experimentales se
analizaron empleando un Analisis de Varianza de dos vias (Two Way ANOVA), seguido de un anlisis
de comparaciones multiples (Post Hoc) de Duncan (varianzas iguales), para la PTGO y un andlisis del
area bajo la curva (ABC), mediante un Andlisis de Varianza de una via (One Way ANOVA), seguido de
un analisis de comparaciones multiples (Post Hoc) de Student-Newman-Keuls, para determinar si
existen diferencias significativas (p<0.05). Los analisis se realizaron con el paquete estadistico Sigma

Plot version 14.0 (San José, CA, E.U.A.).
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Estrategia experimental

Frutas tropicales procedentes del
Instituto Tecnoldgico de Mérida (ITM), Ylucatan

Identificacion del estado de madurez (comercial} por una taxdnoma del ITM

Seleccion y Lavado de materia prima—[ Ausencia de defectos, ]

£ o uniformidad de tamafio y color
R Separacion de céscara
manualmente
Saramuyo Liofilizado Anona
(Annona squameosa L.) 0.04 mBary a 5 2C durante 48 h (Annona reticulota L)

Rehidratacidn
agua {BONAFONT®)

Efecto anti-hiperglucemiante

Huaya
(Melicoccus bijugatus Jacy.)

Caimito

[ ] [Bioensavo in vivo ]|
‘ (Chrysophyiium cainito L.)

Biomodelo:
ratas Wistar macho

[Induccic’m fisiologica de la DIVI]

Figura 15. Estrategia experimental de Frutos tropicales de la Peninsula de Yucatan

RESULTADOS

Con fines del cumplimiento de los supuestos de normalidad y varianza, se presentaran los datos no
estandarizados.

» SARAMUYO

Presentd una disminucidn de la glucosa a través del tiempo, observandose diferencias significativas
de los min 30, 60y 90 (P < 0.001) en la dosis de 25 mg/kg (Figura 16A) y en los min 30y 60 de la dosis
de 100 mg/kg, lo cual fue suficiente para reflejarse en el ABC total (Figura 17A).
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» HUAYA

En la ganancia de la glucosa en el tiempo total (Figura 17B), no se pudo encontrar diferencias
significativas por la variabilidad del estudio, sin embargo, se presentaron diferencias significativas en
todas las dosis en el min 30 (Fig.16B, P < 0.001), siendo la mads representativa la dela dosis de 25

mg/kg.

» ANONA

La cdscara de este fruto no presentaron diferencias significativas en la ganancia de la glucosa total
(Figura 17C) en todas las dosis empleadas, sin embargo se observé una disminucién de la glucosa
significativa en la dosis de 25 mg/kg al min 30 (Fig. 16C, P<0.07, Anexo 9), la cual no fue tan

significativa para verse reflejada en el ABC (Fig. 17C).

» CAIMITO

Tanto en el PTGO y el ABC, no presentaron diferencias significativas por la variabilidad del estudio

(Fig. 16 y 17, D).

» COMBINACIONES

Combinaciones con metformina, a partir de dosis con efecto anti-hiperglucemiante (Fig. 18), siendo
cascaras de saramuyo y huaya las que mostraron mayor diferencias estadisticamente significativas
en las dosis de 25 mg/kg; al combinarlas con metformina a dosis bajas, observandose un sinergismo
en las combinaciones de la dosis CH+Metf y CS+Metf a los min 30 y 60 (P<0.001, Anexo 9), esto nos
indica que la combinacion de estas dos dosis, provoca el mismo efecto incluso mayor al que se
presentd en los efectos separado. Esta clara exaltacién de la capacidad de disminucidn de niveles de
glucosa, es de suma importancia ya que ayudaria a pacientes con diabetes al no tener mds dafios
renales por accién de farmacos sintéticos, al disminuir la dosificacion de estos fdrmacos y en una
combinacidn con los LR, esto ayudara a que aprovechemos recursos naturales y poco convencionales
como son las cdscaras de los frutos tropicales, las cuales son consideras como desechos, pero que

podran ser utilizadas para futuros fitofarmacos coadyuvantes de los tratamientos de la diabetes.
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PTGO de Cascaras de Frutas tropicales

Datos No estandarizados

A) SARAMUYO B) HUAYA
. 2201 _ 220-
— —
._'?_. 2004 ;ci 2004
=Ts] o
E 1804 E 180;
& 1601 & 1601
2 1401 & 1404
(5] L%
© 1204 B 1201
£ £
§ 100+ § 100+
© 80; G 80¢/
608 r . . . 60+ . . . .
0 30 60 90 120 0 30 60 90 120
Tiempo (min) Tiempo (min)
+ CN = CS(25mg/kg) = CS (200 mg/kg) <+ CN = CH (25 mg/kg) -+ CH (200 mg/kg)
= CP = CS (100 mg/kg) = CP = CH (100 mg/kg)
C) ANONA D) CAIMITO
- 2201 . 2201
3 200] A 3 2001
o N /A ] N
E 18010 g/kg)/ PN E 1801
& 1607 ' 5 1601
§ 10{ |/ § 1407
S 1201 8 1204
E |/ £
§ 100 § 100+
©® 801 ® 80‘
60 . . . " 60+ . . . .
0 30 60 90 120 0 30 60 90 120
Tiempo (min) Tiempo (min)
<+ CN + CA(25mg/kg) —+ CA (200 mg/kg) <+ CN = CC(25mg/kg) - CC (200 mg/kg)
= CP -~ CA (100 mg/kg) = CP = CC (100 mg/kg)

Figura 16. Efectos anti-hiperglucemiante PTGO de las cascaras de frutos tropicales
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ABC de Cascaras de Frutas tropicales No estandarizados

A) SARAMUYO B) HUAYA

20000 4
20000 ¢

15000 4 15000 +
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10000 4 10000 +

5000 4 5000 +

0
wm (N === CH (25 mg/kg) === CH (200 mg/kg)
== Cp === CH (100 mg/kg)

Ve
mmmm CN === CS(25mg/kg) mmmmm CS (200 mg/kg)
s CP === (CS5 (100 mg/kg)

C) ANONA D) CAIMITO

20000 1
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15000 1
15000 ¢

10000 + 10000

ABC
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0

a

m— N = CC(25mg/kg) === CCl200mg/kg) T N T CCIBme/ke) == CC(200 me/ke)
m== (P === (100 mg/kg) s (P === C (100 mg/kg)

Figura 17. ABC de los Efectos anti-hiperglucemiante de las cascaras de frutos tropicales
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Combinaciones de frutos tropicales con efecto anti-hiperglucemiante No

estandarizados
Prueba de Tolerancia a la Glucosa por via Oral (PTGO) Area Bajo la Curva
= 2201 20000
©
.-6.5 200- i
£ 1301 15000
& 160 Q
g 1404 <C 10000
o 1201
£ 100 5000
(¥}
3 80%
CH 0
0 30 60 90 120 — CN === C H (25 mg/kg)
Tiempo (min) = CP mmmm C S+ Metf (10-50 mg/kg)
=~ CN = CS (25 mg/kg) + CS+Metf (10-50 mg/kg) === C5(25mg/kg) === CH«+Metf (10-50 me/ke)

| —| _ k
= CP = CH (25 mg/kg) = CH+Metf (10-50 mg/kg) €S+ CH 010 me/ke)

CS+CH (10-10 mg/kg)

Figura 18. Efectos anti-hiperglucemiante de cascaras de combinaciones de frutos tropicales con metformina
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Anexo 4. Analisis proximal de Litchi realizado por el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran (INCMNSZ)

Fisicoquimicos

Componente USDA Muestra* (g/100 g)
100
e/ 8) A B C D Observaciones
Resultados similares a los del USDA, excepto en carbohidratos y
Humedad 81.8 82.0 81.5 81.3 . . ) . .
; azlcares que fueron mas bajos. Causa probable: el Instituto no
Proteina 0.83 0.72 0.78 0.84 . .
) R analizé sacarosa, sélo glucosa y fructosa que son 2 de los
Fibra dietética 1.3 6.8 6.6 6.8 ., . o
X azucares mas abundantes en Litchi.
Carbohidratos totales 16.53 9.90 10.35 10.41
(por calculo)
Azucares** 15.23 11.76 11.40 11.59
Energia
Muestra
Valor energético Total USDA
A B C D El valor energético fue un poco mas bajo del reportado por USDA
Kcal/100 g 66 44.82 47.22 47.52 por la cusa ya indicada.
KJ/100g 190.42 200.61 201.89
Elementos inorganicos
Muest 100
Minerales USDA uestra (mg/ g)
A B c D En este caso todos los resultados son consistentes con los
Hierro 0.31 Menos de 1 Menos de 1 Menos de 1 reportados por el USDA.
Calcio 5.0 4.87 3.49 3.38
Sodio Menos de 1 Menos de 1 Menos de 1
Potasio 171 176.99 171.06 166.59
Lipidos
En este caso también todos los resultados son consistentes con
Clases de grasa*** y USDA Muestra (/100 g) los reportados por el USDA.
colesterol
A B C
Grasa saturada 0.099 - - - 0.114
Grasa 0.012 - - - 0.027
monoinsaturada
Grasa poliinsaturada 0.132 - - - 0.109
Grasa trans - - - - 0
Colesterol 0 - - - -

**USDA: Azlcares totales; INCMNSZ: Azucares reductores totales (no incluye sacarosa).

***E| USDA refiere estas grasas como: Acidos grasos, saturados totales; Acidos grasos, monoinsaturados totales; Acidos grasos, poliinsaturados totales. El colesterol
no se cuantificd en el Litchi, dado que sélo se encuentra presente en las grasas de origen animal
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Anexo 5. Preparacion de muestras y calculos de dosis para la determinacion del
efecto anti-hiperglucemiante.

Para la determinacion del efecto anti-hiperglucemiante de liofilizados de céscaras (saramuyo, huaya,
caimito, anona y Litchi), pulpa y semilla de Litchi en dos estados de madurez | y Il (Inmaduro y de

Exportacién), se utilizaron tratamientos (Tabla 4), su preparacion fue de la siguiente manera:

e Control Negativo (2 g/Kg de dextrosa anhidra)
La dosis empleada fue de 2g/kg (puede variar seguin el modelo animal), disuelta en agua BONAFONT®,
en relacion de 1 mL/100 g, para simular un consumo normal humano. La administracion se realizé en

todos los grupos posterior a glucosa basal (tiempo 0).

e Control Positivo (metformina, farmaco hipoglucemiante)
Dosis de 300 mg/kg, disuelta en solucidn salina fisioldgica (0.9% de NaCl), en relaciéon de 1 mL/100 g.

La administracion se realizé al grupo 2, 30 min antes de la carga de glucosa.

e Liofilizados: Cascaras de 5 frutos, pulpa y semilla de Litchi de ambos estados de madurez |-

Inmaduro y ll-Exportacion.

Se investigaron las dosis reportadas con efectos hipoglucemiantes de frutos tropicales y se utilizaron
dosis de 25, 50, 100, 150, 200 mg, se descartaron dosis de 50 y 150 para minimizar costos de material
bioldgico y uso para la PTGO. La administracién se realizé a los grupos 3, 4 y 5, 15 min antes de la

carga de glucosa.

e Combinaciones, a partir de los efectos anti-hiperglucemiantes observados en PTGO’S
realizados por la administracion de liofilizados de frutos tropicales en cédscaras de huaya, saramuyo,
a dosis de 25 mg/kg, y Litchi en céscara Il-Exportacion y la pulpa I-Inmaduro, a dosis de 100 mg/kg;
se realizaron combinaciones con el farmaco utilizado como control positivo con la finalidad de
observar efectos sinérgicos, por lo tanto se disminuyeron las dosis de liofilizados a 10 mg/kg y
metformina a 50 mg/kg. En estudios en los cuales se administré metformina de forma crénica a ratas

para observar efectos anti-hiperglucemiantes, las dosis empleadas fueron de 150-300 mg/kg
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(referencia), al disminuir la dosis a 50 mg/kg no se espera observar efectos. No existen reportes
previos de efectos anti-hiperglucemiantes por la administracién de liofilizados de frutos tropicales, la
dosis empleada de 10 mg/kg fue seleccionada como la dosis minima donde no se espera observar

efectos.

Los calculos de dosis empleadas de glucosa, metformina y liofilizados, se realizaron utilizando el peso
de 1 rata y el promedio de 6, para determinar las cantidades a utilizar para su administracion, por

ejemplo, para los calculos de 25 mg de liofilizado:

Dosis de 25 mg Se suministran por 1rata Datos:
Para 6 ratas ImL 100g Peso de 1 rata: aprox. 200g
Se utilizan por cada 2mL 200g Peso de 6 rata: aprox. 1200g
25mg 1000g Para 6 ratas
30mg 1200g ImL 100g
12mL 1200g

Por lo tanto se necesitan para 6 ratas
12mL de agua —30mg de liofilizado
Para cada rata se suministra

12mL 'x 30mg de liofilizado
2mL x=5mg de liofilizado

Se administré a cada rata 2 mL aprox. con 5 mg de liofilizado.

Nota: La PTGO se realizé en el Bioterio de la UAM Iztapalapa, manteniendo a las ratas con dieta basica

y ciclo de luz/oscuridad por 12 h. Todos los experimentos se realizaron a TA.
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Anexo 6. PTGO y ABC, datos no estandarizados de Litchi variedad Brewster

Estado de madurez I-inmaduro Estado de madurez lI-Exportacion

A) Cascara
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Figura 19. Efecto anti-hiperglucemiante de Litchi- PTGO (Datos no estandarizados)
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ABC no estandarizados de Litchi variedad Brewster

Estado de madurez I-lnmaduro Estado de madurez II-Exportacion

A) Cascara
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Figura 20. ABC de los Efectos anti-hiperglucemiantes de Litchi variedad Brewster (Datos no estandarizados)




Combinaciones con metformina de las dosis con efecto de Litchi variedad Brewster
Datos no estandarizados

Prueba de Tolerancia a la Glucosa via Oral (PTGO) Area Bajo la Curva
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0
s (N = C| (100 mg/kg) e C-I| +Metf (10-50 mg/kg)
mm=m (p === (100 mg/kg) mmmmm p| 4 Metf (10-50 mg/kg)

Figura 21. Efecto anti-hiperglucemiante de la combinacién de Litchi variedad Brewster con metformina (Datos
no estandarizados)
Anexo 7. Estadisticos de los analisis cuantitativos

» Contenido de Fenoles Totales (CFT)

Tabla ANOVA para fenoles por parte del fruto

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 511289. 5 102258. 15028.94 0.0000
Intra grupos 81.6488 12 6.80407
Total (Corr.) 511371. 17

Verificacidn de Varianza Pruebas de Multiple Rangos para fenoles por

Prueba Valor-P parte del fruto
Levene's 3.49335  0.0352042 Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Fraccion Casos Media Grupos
Homogéneos
4 3 0.0393333 X
3 3 0.0856667 X
5 3 0.914 X
6 3 0.92 X
2 3 318.033 X
1 3 392.197 X
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» Flavonoides Totales (FT)

Tabla ANOVA para flavonoides por parte del fruto

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razdn-F Valor-P
Entre grupos 0.00154711 5 0.000309422 51.10 0.0000
Intra grupos 0.0000726667 12 0.00000605556
Total (Corr.) 0.00161978 17

Verificacion de Varianza Pruebas de Muiltiple Rangos para flavonoides
Prueba Valor-P por parte del fruto
Levene's 5.78417 0.00604562 Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Fraccion Casos Media Grupos
Homogéneos
6 3 0.001 X
5 3 0.00266667 XX
4 3 0.00833333 X
3 3 0.00933333 X
2 3 0.017 X
1 3 0.0283333 X

> Acidos organicos

Tabla ANOVA para ascérbico por parte del fruto

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 144229. 5 28845.7 150.85 0.0000
Intra grupos 2294.71 12 191.226
Total (Corr.) 146523. 17
Verificacion de Varianza Pruebas de Muiltiple Rangos para ascorbico por
Prueba Valor-P parte del fruto
Levene's 3.4768 0.0357227 Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Fraccion Casos Media Grupos
Homogéneos
6 3 1.56667 X
5 3 5.5 X
1 3 5.76667 X
2 3 6.26667 X
4 3 88.2667 X
3 3 247.267 X

Tabla ANOVA para citrico por parte del fruto

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 1.06687E6 5 213373. 33.51 0.0000
Intra grupos 76411.0 12 6367.58
Total (Corr.) 1.14328E6 17
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Verificacion de Varianza

Pruebas de Muiltiple Rangos para citrico por

Prueba Valor-P parte del fruto
Levene's 3.47309 0.0358404 Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Fraccion Casos Media Grupos
Homogéneos
6 3 1.83333 X
5 3 2.13333 X
2 3 2.4 X
1 3 3.1 X
3 3 515.9 X
4 3 521.7 X
Tabla ANOVA para tartarico por parte del fruto
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 960494. 5 192099. 48.99 0.0000
Intra grupos 47055.3 12 3921.28
Total (Corr.) 1.00755E6 17
Verificacion de Varianza Pruebas de Multiple Rangos para tartarico por
Prueba Valor-P parte del fruto
Levene's 3.19377 0.0461026 Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Fraccion Casos  Media Grupos
Homogéneos
2 3 0.466667 X
1 3 1.26667 X
6 3 2.46667 X
5 3 3.5 X
4 3 380.5 X
3 3 574.233 X
Tabla ANOVA para madlico por parte del fruto
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 3.10104€7 5 6.20209E6 668.86 0.0000
Intra grupos 111271. 12 9272.62
Total (Corr.) 3.11217E7 17
Verificacion de Varianza Pruebas de Muiltiple Rangos para malico por
Prueba Valor-P parte del fruto
Levene's 1.62212  0.227889 Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fraccion Casos Media Grupos
Homogéneos
5 3 15.7 X
6 3 19.2 X
4 3 1206.1 X
3 3 1650.27 X
2 3 2427.7 X
1 3 3729.73 X
» Azlcares
Tabla ANOVA para sacarosa por parte del fruto
Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio Razdn-F Valor-P
Entre grupos 19.6898 5 3.93795 261.32 0.0000
Intra grupos 0.180833 12 0.0150694
Total (Corr.) 19.8706 17
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Verificacion de Varianza Pruebas de Muiltiple Rangos para sacarosa por

Prueba  Valor-P parte del fruto
Levene's 14.5863 0.0000961328 Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Fraccion Casos Media Grupos
Homogéneos
2 3 0.002 X
1 3 0.00266667 X
6 3 0.00866667 X
5 3 0.0123333 X
4 3 2.04267 X
3 3 2.38733 X
Tabla ANOVA para glucosa por parte del fruto
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razdn-F Valor-P
Entre grupos 22.826 5 4.5652 222.87 0.0000
Intra grupos  0.245808 12 0.020484
Total (Corr.) 23.0718 17
Verificacidon de Varianza Pruebas de Multiple Rangos para glucosa por
Prueba  Valor-P parte del fruto
Levene's 10.8502 0.000402131 Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Fraccion Casos Media Grupos
Homogéneos
2 3  0.00166667 X
1 3 0.002 X
6 3 0.00733333 X
5 3 0.012 X
4 3 2.23567 X
3 3 2.539 X
Tabla ANOVA para fructosa por parte del fruto
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 15.6083 5 3.12166 58.88 0.0000
Intra grupos 0.636224 12 0.0530187
Total (Corr.) 16.2445 17
Verificacidon de Varianza Pruebas de Muiltiple Rangos para fructosa por
Prueba Valor-P parte del fruto
Levene's 4.99047 0.0105549 Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Fraccion Casos Media Grupos
Homogéneos
1 3 0.002 X
2 3 0.00233333 X
6 3 0.005 X
5 3 0.007 X
3 3 1.80633 X
4 3 2.13233 X
Tabla ANOVA para total de azucares por parte del fruto
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 172.055 5 34.4109 263.46 0.0000
Intra grupos 1.56733 12 0.130611
Total (Corr.) 173.622 17
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Verificacion de Varianza Pruebas de Multiple Rangos para total de azicares

Prueba  Valor-P por parte del fruto
Levene's 7.68571 0.00189181 Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Fraccion Casos Media Grupos
Homogéneos
1 3 0.006 X
2 3 0.00633333 X
6 3 0.0213333 X
5 3 0.031 X
4 3 6.411 X
3 3 6.73233 X
» Capacidad antioxidante
Tabla ANOVA para ABTS por parte del fruto
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 1.45086E6 5 290173. 40.64 0.0000
Intra grupos 85683.5 12 7140.29
Total (Corr.) 1.53655E6 17
Verificacion de Varianza Pruebas de Muiltiple Rangos para ABTS por parte
Prueba Valor-P del fruto
Levene's 3.3098 0.0414777 Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Fraccion Casos Media Grupos
Homogéneos
4 3 0.733333 X
3 3 1.96667 X
6 3 49.1 X
5 3 53.0333 X
2 3 604.967 X
1 3 647.733 X
Tabla ANOVA para DPPH por parte del fruto
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razdn-F Valor-P
Entre grupos 3.57197E6 5 714395. 51.60 0.0000
Intra grupos 166129. 12 13844.1
Total (Corr.) 3.7381E6 17
Verificacidon de Varianza Pruebas de Muiiltiple Rangos para DPPH por parte
Prueba  Valor-P del fruto
Levene's 3.15426 0.0478102 Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Fraccion Casos Media  Grupos
Homogéneos
4 3 44,6667 X
3 3 129.433 XX
2 3 248.033 XX
5 3 347.6 XX
1 3 405.2 X
6 3 1384.67 X
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Anexo 8. Estadisticos de las PTGO y ABC de Litchi en los estados 1 y I
DATOS ESTANDARIZADOS (Diferencias significativas P<0.05)

PTGO Cascara l

Normalidad: Failed (P<0.050) Varianza: Failed (P<0.050)
Prueba de comparacidon multiple por pares (método de Duncan)
DOSIS 30 MIN 60 MIN 90 MIN
CT vs Metformina <0.001 S <0.001 Sl 0.002 S|
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO 0.013 S
CN vs 100 mg/kg 0.017 S >0.05 NO 0.015 S
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO 0.010 S

ABC Cascara |

Normalidad: Failed (P<0.050) Varianza: Failed (P<0.050)
Prueba de comparacidon multiple (método de Student-Newman-Keuls)
DOSIS P
CN vs Metformina <0.001 Sl
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO

PTGO Pulpal

Normalidad: Failed (P<0.050) Varianza: Failed (P<0.050)
Prueba de comparacion multiple por pares (método de Duncan)
DOSIS 30 MIN 60 MIN 90 MIN
CT vs Metformina <0.001 Sl <0.001 SI 0.002 SI
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg 0.045 S >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
ABC Pulpa |
Normalidad: Passed (P=0.868) Varianza: Passed (P =0.595)
Prueba de comparacidon multiple (método de Student-Newman-Keuls)
DOSIS p
CN vs Metformina <0.001 Sl
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO
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PTGO Semilla |

Normalidad: Failed (P<0.050) Varianza: Failed (P<0.050)
Prueba de comparacidon multiple por pares (método de Duncan)
DOSIS 30 MIN 60 MIN 90 MIN
CT vs Metformina <0.001 Sl <0.001 SI 0.002 Sl
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg <0.001 Sl >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
ABC Semilla |
Normalidad: Passed (P=0.457) Varianza: Passed (P =0.667)
Prueba de comparacion miultiple (método de Student-Newman-Keuls)
DOSIS P
CN vs Metformina <0.001 S
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg 0.008 S
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO

PTGO Cascara ll

Normalidad: Failed (P<0.050) Varianza: Failed (P<0.050)
Prueba de comparacion miultiple por pares (método de Duncan)
DOSIS 30 MIN 60 MIN 90 MIN
CT vs Metformina <0.001 Sl <0.001 SI 0.002 SI
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg 0.003 Sl >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
ABC Cascara ll
Normalidad: Passed (P=0.941) Varianza: Passed (P=0.097)
Prueba de comparacidon multiple (método de Student-Newman-Keuls)
DOSIS P
CN vs Metformina <0.001 Sl
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO

PTGO Pulpalll

Normalidad: Failed (P<0.050) Varianza: Failed (P<0.050)
Prueba de comparacion miultiple por pares (método de Duncan)
DOSIS 30 MIN 60 MIN 90 MIN
CT vs Metformina <0.001 S| <0.001 Sl 0.002 S|
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg 0.034 Sl >0.05 NO >0.05 NO
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ABC Pulpa I

Normalidad: Passed (P=0.526) Varianza: Passed (P =0.915)
Prueba de comparacion miultiple (método de Student-Newman-Keuls)
DOSIS P
CN vs Metformina <0.001 Sl
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO

PTGO Semilla Il

Normalidad: Failed (P<0.050) Varianza: Failed (P<0.050)
Prueba de comparacidon multiple por pares (método de Duncan)
DOSIS 30 MIN 60 MIN 90 MIN
CT vs Metformina <0.001 Sl <0.001 SI 0.002 SI
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
ABC Semilla ll
Normalidad: Passed (P=0.179) Varianza: Passed (P =0.176)
Prueba de comparacidon multiple (método de Student-Newman-Keuls)
DOSIS P
CN vs Metformina <0.001 Sl
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO

PTGO Combinaciones de Litchi

Normalidad: Failed (P<0.050) | Varianza: Failed (P<0.050)
Prueba de comparacion miultiple por pares (método de Duncan)
DOSIS 30 MIN 60 MIN 90 MIN
CT vs Metformina <0.001 Sl <0.001 SI >0.05 NO
CN vs C-ll mg/kg <0.001 Sl 0.018 Sl >0.05 NO
CN vs P-I + Metf mg/kg <0.001 Sl <0.001 sI >0.05 NO
CN vs C-Il + Metf mg/kg <0.001 Sl 0.002 Sl >0.05 NO
CN vs P-I + Metf mg/kg <0.001 Sl 0.005 Sl 0.029 Sl
ABC Combinaciones de Litchi
Normalidad: Passed (P=0.832) Varianza: Passed (P =0.208)
Prueba de comparacidon multiple (método de Student-Newman-Keuls)
DOSIS P
CN vs Metformina <0.001 Sl
CN vs C-ll mg/kg 0.006 Sl
CN vs P-1 + Metf mg/kg 0.003 S
CN vs C-ll + Metf mg/kg <0.001 S
CN vs P-1 + Metf mg/kg <0.001 S
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DATOS NO ESTANDARIZADOS (Diferencias significativas P<0.05)

PTGO Cascara |

Normalidad: Failed (P<0.050) Varianza: Failed (P<0.050)
Prueba de comparacidon multiple por pares (método de Duncan)
DOSIS 30 MIN 60 MIN 90 MIN
CT vs Metformina <0.001 Sl <0.001 SI 0.002 SI
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO 0.014 Sl
CN vs 100 mg/kg 0.044 Sl >0.05 NO 0.039 S
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO 0.010 SI
ABC Cascara l
Normalidad: Passed (P=0.632) Varianza: : Passed (P=0.393)
Prueba de comparacidon multiple (método de Student-Newman-Keuls)
DOSIS P
CN vs Metformina <0.001 Sl
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO

PTGO Pulpall

Normalidad: Passed (P=0.176) Varianza: Passed (P < 0.050)
Prueba de comparacion miultiple por pares (método de Duncan)
DOSIS 30 MIN 60 MIN 90 MIN
CT vs Metformina <0.001 Sl <0.001 SI 0.002 SI
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg <0.001 Sl >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
ABC Pulpa l
Normalidad: Passed (P=0.782) Varianza: Passed (P =0.080)
Prueba de comparacidon multiple (método de Student-Newman-Keuls)
DOSIS P
CN vs Metformina <0.001 Sl
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO

PTGO Semilla |

Normalidad: Failed (P<0.050) Varianza: Passed (P=0.179)
Prueba de comparacidon multiple por pares (método de Duncan)
DOSIS 30 MIN 60 MIN 90 MIN
CT vs Metformina <0.001 S| <0.001 Sl 0.002 S|
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg <0.001 Sl >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
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ABC Semilla |
Normalidad: Passed (P=0.709) Varianza: Passed (P =0.988)

Prueba de comparacion miultiple (método de Student-Newman-Keuls)

DOSIS P
CN vs Metformina <0.001 SI
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO

PTGO Cascaralll
Normalidad: Passed: (P=0.077) Varianza: Passed (P=0.056)

Prueba de comparacion miultiple por pares (método de Duncan)

DOSIS 30 MIN 60 MIN 90 MIN
CT vs Metformina <0.001 Sl <0.001 SI 0.002 SI
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg <0.001 S >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO

ABC Cascara ll
Normalidad: Passed (P=0.077) Varianza: Passed (P=0.598)

Prueba de comparacidon multiple (método de Student-Newman-Keuls)

DOSIS P
CN vs Metformina <0.001 Sl
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO

PTGO Pulpalll
Normalidad: Failed (P<0.050) Varianza: (P =0.166)

Prueba de comparacion miultiple por pares (método de Duncan)

DOSIS 30 MIN 60 MIN 90 MIN
CT vs Metformina <0.001 Sl <0.001 SI 0.002 SI
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg 0.023 Sl >0.05 NO >0.05 NO

ABC Pulpa II
Normalidad: Passed (P=0.463) Varianza: Passed (P =0.523)

Prueba de comparacidon multiple (método de Student-Newman-Keuls)

DOSIS P
CN vs Metformina <0.001 Sl
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO
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PTGO Semilla Il

Normalidad: Failed (P<0.050) Varianza: Passed (P=0.679)
Prueba de comparacion miultiple por pares (método de Duncan)
DOSIS 30 MIN 60 MIN 90 MIN
CT vs Metformina <0.001 Sl <0.001 SI 0.002 SI
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg 0.003 Sl >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO 0.046 SI >0.05 NO
ABC Semilla Il
Normalidad: Passed (P=0.462) Varianza: Passed (P =0.793)
Prueba de comparacion miultiple (método de Student-Newman-Keuls)
DOSIS P
CN vs Metformina <0.001 Sl
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO

PTGO Combinaciones de Litchi

Normalidad: Passed (P=0.050) Varianza: Passed (P=0.187)
Prueba de comparacion miultiple por pares (método de Duncan)
DOSIS 30 MIN 60 MIN 90 MIN
CT vs Metformina <0.001 Sl <0.001 Sl 0.002 SI
CN vs C-ll mg/kg <0.001 S <0.001 SI >0.05 NO
CN vs P-I mg/kg <0.001 Sl <0.001 SI >0.05 NO
CN vs C-Il + Metf mg/kg <0.001 Sl <0.001 SI >0.05 NO
CN vs P-1 + Metf mg/kg <0.001 Sl <0.001 SI 0.021 Sl
ABC Combinaciones de Litchi
Normalidad: Passed (P=0.820) Varianza: Passed (P =0.767)
Prueba de comparacion miultiple (método de Student-Newman-Keuls)
DOSIS P
CN vs Metformina <0.001 Sl
CN vs C-ll mg/kg <0.001 S
CN vs P-I mg/kg <0.001 S
CN vs C-ll + Metf mg/kg <0.001 S
CN vs P-1 + Metf mg/kg <0.001 S
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Anexo 9. Estadisticos de PTGO de las frutas tropicales No estandarizados
Diferencias significativas (P<0.05)

PTGO Cascara de saramuyo

Normalidad: Failed (P<0.050) Varianza: Failed (P<0.050)
Prueba de comparacidon multiple por pares (método de Duncan)
DOSIS 30 MIN 60 MIN 90 MIN
CT vs Metformina <0.001 Sl <0.001 SI 0.002 SI
CN vs 25 mg/kg <0.001 Sl 0.039 Sl >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg <0.001 Sl 0.030 Sl 0.009 Sl
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO 0.031 Sl >0.05 NO
ABC Cascara de saramuyo
Normalidad: Passed (P=0.878) Varianza: : Passed (P=0.132)
Prueba de comparacion multiple (método de Student-Newman-Keuls)
DOSIS P
CN vs Metformina <0.001 Sl
CN vs 25 mg/kg 0.012 Sl
CN vs 100 mg/kg 0.018 Sl
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO

PTGO Cascara de huaya

Normalidad: Passed (P=0.216) Varianza: Passed (P =0.078)
Prueba de comparacion miultiple por pares (método de Duncan)
DOSIS 30 MIN 60 MIN 90 MIN
CT vs Metformina <0.001 Sl <0.001 SI 0.002 SI
CN vs 25 mg/kg <0.001 Sl >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg <0.001 S >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg <0.001 S >0.05 NO >0.05 NO
ABC Cascara de huaya
Normalidad: Passed (P=0.703) Varianza: Passed (P =0.680)
Prueba de comparacidon multiple (método de Student-Newman-Keuls)
DOSIS P
CN vs Metformina <0.001 Sl
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO

PTGO Cascara de anona

Normalidad: Failed (P<0.050) Varianza: Passed (P=0.070)
Prueba de comparacidon multiple por pares (método de Duncan)
DOSIS 30 MIN 60 MIN 90 MIN
CT vs Metformina <0.001 Sl <0.001 SI 0.002 SI
CN vs 25 mg/kg 0.007 S >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
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ABC Cascara de anona

Normalidad: Passed (P=0. 511) Varianza: Failed (P<0.050)
Prueba de comparacion miultiple (método de Student-Newman-Keuls)
DOSIS P
CN vs Metformina <0.001 Sl
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO

PTGO Cascara de caimito

Normalidad Failed: (P<0.050) Varianza: Passed (P=0.214)
Prueba de comparacion miltiple por pares (método de Duncan)
DOSIS 30 MIN 60 MIN 90 MIN
CT vs Metformina <0.001 Sl <0.001 SI 0.002 SI
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO >0.05 NO >0.05 NO
ABC Cascara de caimito
Normalidad Passed: Passed (P=0.573) Varianza: Passed (P=0.573)
Prueba de comparacion miultiple (método de Student-Newman-Keuls)
DOSIS P
CN vs Metformina <0.001 Sl
CN vs 25 mg/kg >0.05 NO
CN vs 100 mg/kg >0.05 NO
CN vs 200 mg/kg >0.05 NO

PTGO Combinaciones de Frutas tropicales

Normalidad: Failed (P<0.050) Varianza: Failed (P<0.050)
Prueba de comparacidon multiple por pares (método de Duncan)
DOSIS 30 MIN 60 MIN 90 MIN
CT vs Metformina <0.001 Sl <0.001 SI 0.002 SI
CNvs CS mg/kg <0.001 Sl 0.011 Sl >0.05 NO
CNvs C H mg/kg <0.001 Sl <0.001 Sl 0.030 SI
CNvs CS + Metf mg/kg >0.05 NO 0.008 Sl 0.003 SI
CN vs C H + Metf mg/kg >0.05 NO <0.001 SI 0.020 S
CNvs CS—CHmg/kg <0.001 Sl >0.05 NO >0.05 NO
ABC Combinaciones de Litchi
Normalidad: Passed (P=0.599) Varianza: Passed (P =0.040)
Prueba de comparacion miultiple (método de Student-Newman-Keuls)
DOSIS P
CN vs Metformina <0.001 Sl
CNvs CSmg/kg 0.009 S
CNvs CH mg/kg 0.001 S
CNvs CS + Metf mg/kg 0.012 S
CN vs C H + Metf mg/kg 0.010 S
CNvs CS—CH mg/kg >0.05 NO
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Anexo 10. Curvas de calibracion de fenoles y flavonoides totales

ACIDO GALICO QUERCETINA
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Figura 22. Curva estandar de acido galico Figura 23. Curva estandar de quercetina

Anexo 11. Curvas de calibracién para acidos organicos y vitamina C (acido

ascorbico)
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Figura 24. Curva estandar de L-acido malico Figura 25. Curva estandar de acido ascérbico (vitamina C)
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Figura 26. Curva estandar de acido citrico Figura 27. Curva estandar de acido tartarico
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Anexo 12. Curvas de calibracion de azucares

SACAROSA GLUCOSA
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Figura 28. Curva estandar de sacarosa Figura 29. Curva estandar de glucosa
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Figura 30. Curva estandar de Fructosa
Anexo 13. Curvas de calibracion de capacidad antioxidante
DPPH ABTS
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Figura 31. Curva estandar de acido ascorbico Figura 32. Curva estandar de acido ascérbico ABTS*
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