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RESUMEN 

M.C. Graciela Granados Guzmán    Fecha de graduación: 
Universidad Autónoma de Nuevo León 
Faculta de Medicina 

 

Título del estudio:  OPTIMIZACIÓN Y VALIDACIÓN DE ENSAYOS IN VITRO A MICRO 
ESCALA INDICADORES DE ACTIVIDAD ANTIRRADICALARIA Y 
ANTIHIPERGLUCÉMICA EN EXTRACTOS DE PLANTAS. 

 
Número de páginas:  Candidato para el grado de Doctorado en Ciencias 

con Orientación en Química Biomédica. 

Área de estudio: Química Analítica. 

Propósito y Método de Estudio:  
Los ensayos in vitro a microescala son rápidos, sencillos, económicos y disminuyen reactivos, 

residuos y el uso de animales de experimentación. Sin embargo, presentan baja 
reproducibilidad y baja correlación con los resultados in vivo, posiblemente por las variaciones 
que se realizan en cada laboratorio. En este trabajo se optimizaron y validaron ensayos in vitro 
y a microescala indicadores de actividad antirradicalaria y antihiperglucemiante. La optimización 
se llevó a cabo utilizando un diseño factorial fraccionado y un método simplex secuencial 
básico, tomando en cuenta porcentaje de reducción/inhibición y las absorbancias de los 
controles. Con las condiciones experimentales optimizadas se validaron todos los métodos.  

Una vez encontradas las condiciones óptimas para cada método se validaron. En la siguiente 
tabla se presenta un resumen de los resultados de la validación: 

 

DPPH ABTS α-Glucosidasa α-Amilasa
Rango Lineal 7.2 - 121.7 µM DPPH 2.9 - 70 % ABTS 100 - 310.2 µg/mL acarbosa 1.5 - 5 µg/mL acarbosa

r2 0.9941 0.9947 0.994 0.9906

Pendiente 9.7588 16.54 0.147 7.5784

Precisión % DER < 7 % < 10 % < 2 % < 5 %

% Error < 6 % < 2 % < 3 % < 6 %

Pendiente 0.9961 1.0029 1.000 1.000

% DER < 13 % < 13.1 % < 7 % < 4 %

Factor Z > 0.94 > 0.89 > 0.92 > 0.93

Linealidad

Exactitud

Variabilidad 
de señal

Método

 
 
Se analizaron 30 muestras reales con los métodos optimizados y validados. 23 extractos 

mostraron actividad antirradicalaria y 10 extractos presentaron actividad inhibitoria enzimática.  
En la evaluación in vivo, los 10 extractos evaluados presentaron actividad hepatoprotectora y 

9 de 14 extractos, actividad antihiperglucemiante 
 

Conclusiones: 
Se desarrollaron métodos in vitro a microescala, precisos y exactos capaces de determinar la 

potencial actividad antirradicalaria y antihiperglucemiante en extractos naturales. 
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CAPITULO 1 

 

INTRODUCCIÓN 

 

La investigación farmacológica se intensificó en Europa en la segunda 

mitad del siglo XIX cuando sus iniciadores, Rudolf Buchheim y Oswald 

Schmiedeberg, investigaron en animales la acción de fármacos existentes. 

Durante el siglo XX, con el surgimiento de la química sintética se hizo necesaria 

la evaluación farmacológica de los productos desarrollados. Muchos de estos 

nuevos fármacos se descubrieron utilizando animales de experimentación 

(Vogel, 2002). 

La vía clásica del rastreo farmacológico involucra pruebas secuenciales de 

las nuevas entidades químicas o extractos de material biológico tanto en 

órganos aislados, como en diferentes especies de animales, por lo general 

roedores. La evaluación de la velocidad y alcance de la absorción, distribución, 

metabolismo y excreción (ADME) de compuestos nuevos es una parte 

fundamental para el profundo entendimiento de los efectos tóxicos y 

farmacológicos que puede abarcar humanos y animales. La mayoría de los 

fármacos actuales han sido descubiertos y evaluados de esta forma. Este 

enfoque clásico tiene como ventaja que, si un compuesto presenta actividad en 
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un modelo animal, es muy probable que también presente actividad en 

humanos. Sin embargo, consumen mucho tiempo y requieren cantidades 

relativamente grandes del nuevo compuesto (Vogel, 2002; Schroeder et al., 

2011). 

1.1  Ensayos de Alto Rendimiento 

Los ensayos de alto rendimiento surgieron en los años 90 y se han 

convertido en una herramienta ampliamente utilizada en el descubrimiento de 

nuevos fármacos y por ser métodos in vitro han sido fuertemente promovidos 

por todos los sectores industriales con el propósito de producir datos confiables 

que sean relevantes para humanos, y disminuir el uso de animales de estudio. 

Los ensayos de alto rendimiento se tratan básicamente de un proceso de 

rastreo y ensayo que se enfoca en un solo mecanismo. Son utilizados tanto por 

científicos industriales como por investigadores académicos y su propósito 

principal es acelerar el descubrimiento de nuevos fármacos mediante el rastreo 

de una gran cantidad de compuestos a una velocidad que puede ser de varios 

miles de compuestos por día o por semana. La rapidez de estos métodos es de 

vital importancia ya que los laboratorios de síntesis química y de evaluación de 

productos de origen natural pueden generar un gran número de nuevos 

compuestos diariamente. Los ensayos de alto rendimiento son también 

utilizados para la caracterización metabólica y farmacocinética, así como para 

obtener datos toxicológicos sobre nuevos fármacos (Szymański et al., 2012; 

Martis et al., 2011; Schroeder et al., 2011; Fallarero et al., 2014). 
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Entre los puntos más interesantes de la tecnología de estos ensayos se 

encuentran: su rapidez y reducción de costos, ya que se disminuye la cantidad 

de material, reactivos y residuos. Además, en casos como el de la industria 

cosmetológica, donde se ha prohibido el uso de ciertos estudios en animales de 

experimentación (p. ej. de genotoxicidad, irritación de piel y ojos y toxicidad 

aguda) los métodos de alto rendimiento pueden ser una solución (Szymański et 

al., 2012; Martis et al., 2011; Schroeder et al., 2011). 

Actualmente se considera que los ensayos de alto rendimiento son una 

subcategoría del proceso de descubrimiento de nuevos fármacos y pueden 

describirse como la fase que abarca desde la elección de la diana hasta la 

dirección que señalarán los resultados de este ensayo.  

La mayoría de los fármacos utilizados clínicamente ejercen su acción en 

una de dos vías y los ensayos in vitro deben estar diseñados para emular estas 

formas de acción: 

1. Por interferencia con un componente (agonista) en el cuerpo, previniendo 

la interacción de este con su sitio de acción (receptor). 

2. Por interferencia con una enzima normalmente esencial para el bienestar 

del cuerpo o bien una enzima involucrada en el crecimiento de bacterias, 

parásitos u hongos que causan enfermedades o estados infecciosos y el 

tratamiento consiste en remover su actividad. 

Es de importancia crítica conjuntar la diana elegida con el método de 

ensayo para asegurar la relevancia biológica y la robustez del rastreo. El 
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ensayo debe estar configurado correctamente para que los compuestos que 

posean la actividad biológica deseada estén presentes en la colección de 

muestras. El ensayo debe demostrar baja variabilidad y una señal alta respecto 

al ruido para que puedan ser minimizados los falsos positivos y/o negativos 

(Macarrón & Hertzberg, 2011). Un ejemplo de esto es el caso de los productos 

naturales, donde las muestras pueden ser extractos crudos, mezclas 

semipurificadas o compuestos puros. Cuando son mezclas naturales complejas, 

incluso puede haber falsos negativos porque los compuestos activos pueden 

estar en muy baja concentración (Fallarero et al., 2014). 

 

1.2  Optimización de Ensayos 

Dentro del desarrollo de un ensayo, la optimización es a menudo 

requerida para alcanzar un desempeño aceptable que, además mantenga las 

condiciones dentro del rango deseado (Figura 1). Se debe recordar que los 

ensayos in vitro se llevan a cabo en ambientes artificiales, donde los sistemas 

biológicos pueden ser inestables o presentar actividad por debajo de su 

potencial; la optimización mejora significativamente la estabilidad y/o actividad 

de un sistema biológico estudiado, y se ha vuelto un paso clave en el desarrollo 

de ensayos de rastreo. Para encontrar la mejor condición posible para evaluar 

la diana de un ensayo de alto rendimiento, se debe llevar a cabo la optimización 

del ensayo (Macarrón y Hertzberg, 2011). 
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Figura 1.  Desarrollo de un Ensayo de Alto Rendimiento. 

 

Además, cabe mencionar que los requerimientos para la estabilidad de los 

reactivos son mayores en los ensayos de alto rendimiento que en otras áreas 

de investigación. En este tipo de ensayos, se utilizan soluciones diluidas de 

reactivos por largos períodos de tiempo y se necesita mantener una baja 

variabilidad tanto como una señal alta, con respecto al ruido. 

El número de factores que pueden ser probados en un proceso de 

optimización es inmenso, sin embargo, el conocimiento inicial del sistema (pH 

óptimo, requerimientos de metales, sensibilidad a la oxidación, etc.) pueden 

ayudar a seleccionar los más apropiados. Los factores a considerar pueden ser: 

composición del amortiguador, pH, temperatura, fuerza iónica, osmolaridad, 
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iones monovalentes (Na+, K+, Cl-); cationes divalentes (Mn2+, Mg2+, Ca2+, Zn2+, 

Cu2+, Co2+); moduladores reológicos (glicerol, polietilenglicol); policationes 

(heparina, dextran); acarreadores de proteínas (ASB y caseína); agentes 

quelantes (EDTA, EGTA); agentes reductores (DTT, β-mercaptoetanol); 

inhibidores de proteasa (PMFS, leupeptina); detergentes (tritón, CHAPS), entre 

otros (Fallarero et al., 2014; Macarrón & Hertzberg, 2011). 

La estabilidad de los reactivos debe ser evaluada utilizando las mismas 

condiciones previstas para el ensayo, incluidas las concentraciones de los 

solventes, de las soluciones madre, reservorios, microplacas, entre otros. 

(Macarrón y Hertzberg, 2011). 

La forma clásica de optimizar los factores experimentales se lleva a cabo 

variando un factor mientras que el resto permanecen constantes. Sin embargo, 

en el proceso de optimización de los ensayos de alto rendimiento, el número de 

variables a estudiar puede ser muy grande. Abordarlas de manera individual 

resulta poco conveniente, ya que puede ser un proceso largo por el gran 

número de pruebas necesarias. Las conclusiones obtenidas en el estudio de 

cada factor tendrán validez restringida, porque no es posible estudiar la 

interacción entre los mismos. Además, en la mayoría de los casos no es viable 

debido al alto costo y tiempo invertidos (Mercado y Santoyo, 2005).  

Debido a las limitaciones de la optimización clásica, se han recomendado 

diversos diseños de experimentos. Los diseños de experimentos se definen 

como una secuencia completa de pasos que aseguran que se obtendrán los 
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datos apropiados, de modo que permitan un análisis objetivo que conduzca a 

deducciones válidas con respecto al problema establecido (Mercado y Santoyo, 

2005). 

El objetivo de un diseño de experimentos es evaluar si el cambio de un 

factor produce una mejora en el proceso, para lo cual es necesario realizar 

pruebas que lo demuestren. La metodología de los diseños de experimentos 

estudia como variar las condiciones (factores) habituales involucradas en la 

realización de un proceso, con el propósito de aumentar la probabilidad de 

detectar cambios significativos en la respuesta, de esta forma se obtiene un 

mayor conocimiento del comportamiento del proceso de interés (Lutz et al., 

1996). 

En el diseño de experimentos se determinan los factores que tienen efecto 

sobre la respuesta. Dependiendo del número de factores y de sus posibles 

rangos, se debe elegir uno de los diferentes diseños. Todos los factores se 

varían de manera simultánea y sistemática, lo cual permite que puedan ser 

medidas la significancia de un factor específico o bien la interacción entre ellos. 

Por lo general, los rangos de los factores que se utilizan,  son los extremos de 

los rangos de operación (Lutz et al., 1996). 

Entre los diseños de experimentos disponibles se pueden mencionar los 

de rastreo, los factoriales (fraccionados o completos), los de superficie de 

respuesta y los generados por computadora (Altekar et al., 2006). 
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El diseño factorial completo es conceptualmente el más sencillo de 

establecer e interpretar. Los datos que se obtienen para todas las 

combinaciones de factores, permiten el estudio de cada factor y de la 

interacción entre ellos. Por otra parte, en el diseño factorial fraccionado se 

realiza una menor cantidad de experimentos y, por lo tanto, no se obtiene 

información de todas las interacciones, mientras que en el diseño factorial 

completo al involucrar una mayor cantidad de pruebas es factible conseguir esta 

información (Granados-Guzmán et al., 2014). 

Actualmente existe una gran variedad de programas computacionales 

para realizar el diseño de experimentos, tales como: STATGRAPHICS, 

MODDE, STATA, entre otros. 

Una vez realizada la valoración de los parámetros más influyentes, se 

procede a encontrar las condiciones óptimas para cada factor. El camino a 

seguir depende de los resultados del diseño de experimentos. Si más de un 

factor o la interacción de estos tienen efecto significativo sobre el resultado, se 

puede realizar un método simplex o un diseño de superficie de respuesta para 

encontrar las condiciones óptimas. Pero si sólo un factor tiene efecto relevante 

sobre el ensayo, se deben realizar pruebas variando gradualmente las 

condiciones experimentales, hasta determinar cuáles son las mejores 

(Granados-Guzmán et al., 2014). 

Por lo general la optimización se enfoca en la actividad (la señal o señal 

de fondo), pero el desempeño estadístico también debe ser tomado en cuenta 
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cuando se hace la optimización de un método; para lograr esto deben realizarse 

duplicados o triplicados y la variabilidad resultante debe ser medida para cada 

condición. 

 

1.3  Validación de Ensayos 

White publicó en el 2000, las condiciones generales para lograr un buen 

ensayo (White, 2000): 

1. Relevancia: El resultado del ensayo in vitro debe tener una buena 

concordancia con las propiedades in vivo del fármaco o sustancia a 

probar. Esto requiere la validación del método con compuestos estándar 

con actividad conocida en animales o humanos. 

2. Efectividad: Los criterios de descarte deben eliminar una fracción 

sustancial de los compuestos. Si casi todos los compuestos presentan 

actividad, el ensayo solamente añadirá pasos extra que retrasarán el 

proceso de descubrimiento. 

3. Rapidez: El procedimiento experimental debe ser lo suficientemente 

rápido para mantener el ritmo con que se generan compuestos nuevos 

que requerirán probarse. La rapidez muchas veces se alcanza a 

expensas de la exactitud absoluta.  

4. Robustez: El procedimiento experimental debe ser aplicable a una gran 

variedad de estructuras químicas. Idealmente también debería trabajar 

con diferentes componentes biológicos. 
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5. Exactitud y reproducibilidad: Se quiere que los ensayos proporcionen 

resultados correctos desde la primera vez, porque repetir los ensayos 

disminuye la productividad del método. 

La calidad de un método debe estar determinada por su objetivo primario, 

el cual es distinguir con exactitud una diana de otra que no lo es. Para este 

propósito se utilizan controles positivos y negativos o blancos. Un análisis 

cuidadoso de los controles permitirá identificar errores en la manipulación de 

líquidos o el procesamiento de muestras. Los problemas obvios deben 

resolverse antes de validar el ensayo. Aún después, se pueden esperar errores 

aleatorios debidos a fallas en el equipo o fallas usuales en el laboratorio. Estos 

errores deben ser tomados en cuenta cuando se realice la validación del 

ensayo (Macarrón y Hertzberg, 2011). 

Como se mencionó, los ensayos in vitro tienen entre sus ventajas la 

sencillez y reducción de costos. Sin embargo, para considerar a los bioensayos 

una alternativa real a procesos cuantitativos más costosos, es necesario llevar a 

cabo una validación analítica. 

El objetivo general de llevar a cabo la validación analítica de cualquier 

procedimiento, es demostrar que el método es aceptable para el propósito 

previsto, por ejemplo determinar la actividad biológica o farmacológica de una 

nueva entidad química. En general, la calidad de un bioensayo es definida por 

la robustez y reproducibilidad de una señal detectable que permite que un 

proceso biológico sea cuantificado, ya sea en ausencia de cualquier compuesto 
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de prueba o en presencia de compuestos inactivos (Eli-Lilly, 2007). Sin 

embargo, como lo expresa Stevenson, en el resumen del 21 Simposio 

Internacional Intensivo de Desarrollo y Validación de Ensayos Biológicos 

(Stevenson, 2011), “uno de los retos es obtener medidas absolutas de 

exactitud, lo cual es de suma importancia, ya que la falta de exactitud dificulta 

comparar los resultados de dos ensayos, así como su capacidad para ser 

reproducidos”. Si bien se pueden realizar comparaciones de precisión, basados 

en replicados, esto no es directamente transferible a exactitud. Esto sucede por 

la falta de conocimientos del significado de correlación, equivalencia y valores 

promedio. Aun utilizando la mejor tecnología disponible, dos ensayos pueden 

mostrar diferencias en las medias y la precisión. Asumiendo que uno de los 

ensayos precede al segundo, no se puede elegir con confianza entre alguno de 

los dos resultados. Todo esto se vuelve sumamente relevante cuando se quiere 

transferir un método, de un laboratorio a otro.  

De acuerdo a la guía de validación para ensayos biológicos de la U.S. 

Pharmacopeial Convention (USP, 2010) un bioensayo debe fundamentalmente 

evaluar múltiples concentraciones de un estándar (con replicados) ya sea 

durante una corrida (en un día de trabajo) o entre corridas (diferentes días de 

trabajo). Además, la Guía de la Conferencia International en Armonización de 

los Requerimientos Técnicos para el Registro de Fármacos para Uso Humano 

Q2 (ICH, 2005b), indica que además de la precisión, los parámetros que 

deberían evaluarse para validar un ensayo son: exactitud, especificidad, 

linealidad, rango y robustez. Sin embargo, dichas determinaciones son las que 
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se evalúan comúnmente en cualquier método analítico y es importante tomar en 

cuenta parámetros que sugieren otros protocolos enfocados en bioensayos, 

como la Guía para el Desarrollo de Ensayos de Alto Rendimiento de Eli-Lilly 

(2007), que en su apartado de validación de ensayos enzimáticos propone que 

para considerar un método validado es necesario determinar la Constante de 

Michaelis-Menten (Km), la Velocidad Máxima (Vmax),  la Concentración Inhibitoria 

Media (CI50) y el  factor Z. Este factor ha sido ampliamente aceptado entre la 

comunidad que trabaja con ensayos de alto rendimiento como una forma de 

evaluar el desempeño estadístico de un ensayo. El factor Z es una combinación 

de la ventana de señal y la variabilidad, ambos parámetros importantes para la 

calidad de un ensayo, e indica la separación relativa de la señal y el fondo 

(Snijman et al., 2009). 

En la literatura, es poco frecuente encontrar reportes de ensayos 

enzimáticos con validación analítica, incluso aunque se tome como base un 

método reportado previamente, a menudo se indica que se realizaron pequeñas 

variaciones, ya sea a las soluciones que se utilizan (enzima, sustrato o 

amortiguador), en la concentración, pH, tiempo o temperatura de incubación, en 

las condiciones de lectura (tiempo, longitud de onda), etc. Muchas de estas 

modificaciones realizadas suceden en puntos críticos del método y debieran ser 

optimizadas y más importante aún, asegurar que estos “pequeños cambios” no 

incidan en el resultado final. Además, aunque en diferentes guías ICH (2005), 

Eli-Lilly (2007) y USP (2010), se establece el uso de controles positivos para 

evaluar el método, esto no siempre se cumple.  
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También es importante considerar la matriz, ya que en caso de productos 

naturales, los extractos de plantas tienden a presentar diferentes coloraciones 

como amarillo, verde o café (producidos por los distintos componentes de la 

planta) que pueden interferir en la medición de la Absorbancia, lo cual podría 

llevar a descartar compuestos útiles por fallas en el manejo de la técnica 

instrumental. 

1.4  Antecedentes 

El Departamento de Química Analítica tiene dos líneas de generación y 

aplicación del conocimiento (LGAC):  

- Aislamiento de productos naturales con actividad farmacológica, y  

- Desarrollo y validación de métodos analíticos.  

Dentro de la primera línea, actualmente se desarrolla la investigación de 

productos naturales con actividad hepatoprotectora, antiviral, antimicrobiana, 

citotóxica, antioxidante, antidiabética y antihiperglucémica. Por este motivo, es 

de interés para el Departamento contar con los ensayos in vitro optimizados y 

validados que permitan una correcta evaluación de dichas actividades.. 

 

1.4.1 Actividad Antioxidante. 

La oxidación es la transferencia de electrones de un átomo a otro y 

representa una parte esencial de la vida de los organismos aerobios, ya que el 
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oxígeno es el último aceptor de electrones en el sistema que produce energía 

en forma de ATP. Sin embargo, pueden producirse problemas cuando el flujo 

de electrones se desacopla (transferencia de electrones desapareados), 

generándose radicales libres. Algunos ejemplos de radicales libres, conocidos 

como Especies Reactivas de Oxígeno (ERO), incluyen: radicales superóxidos 

(O2
*-), peroxilo (ROO*), alcoxilo (RO*), hidroxilo (HO*) y óxido nítrico (NO*). Los 

radicales libres son muy reactivos y rápidamente atacan moléculas de las 

células cercanas (Pietta, 2000). Las ERO son consideradas responsables de un 

gran número de enfermedades como padecimientos coronarios, cáncer y otros 

procesos degenerativos relacionados con el envejecimiento. La actividad 

antioxidante es la capacidad de un compuesto de suprimir, retrasar o prevenir 

significativamente el daño causado con el proceso oxidativo, causado 

principalmente por las ERO (Christodouleas et al., 2009). La actividad 

antioxidante se evalúa a través de ensayos in vitro tales como: DPPH, ABTS, 

ORAC, catalasa, xantina oxidasa, entre otros. Cuando se utilizan radicales 

libres como DPPH o ABTS, los métodos se conocen más apropiadamente como 

métodos de evaluación de actividad antirradicalaria. 

 

1.4.2 Actividad Hepatoprotectora. 

El daño hepático, tanto a nivel agudo como crónico, es una patología 

común a nivel mundial. Las principales etiologías son el abuso del alcohol, la 

infección viral (hepatitis B y C), enfermedades metabólicas (enfermedad de 

Wilson), alteración en el metabolismo de carbohidratos y lípidos, entre otras. La 
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actividad antioxidante esta potencialmente relacionada con la hepatoprotección, 

ya que es notorio que independientemente del agente etiológico, en todos los 

tipos de daño hepático existe evidencia contundente de un incremento de 

radicales libres y/o una disminución significativa de las defensas antioxidantes, 

como lo son las enzimas endógenas catalasa, óxido dismutasa, glutatión 

peroxidasa, etc. Así las ERO y especies reactivas de nitrógeno (ERN) juegan un 

papel crucial en la inducción y progresión de la enfermedad hepática 

(Konigsberg Fainstein, 2008). 

Ya que el desbalance entre la producción de radicales libres y los 

sistemas antioxidantes endógenos de defensa produce estrés oxidativo, en 

diversos artículos se ha propuesto el uso de antioxidantes para reducir las ERO 

y así conseguir hepatoprotección (Konigsberg Fainstein, 2008). 

Los modelos de hepatoprotección in vitro incluyen ensayos con líneas 

celulares y rebanadas de hígado. 

Los ensayos de hepatoprotección in vivo evalúan los efectos de agentes 

de prueba en el hígado normal y en modelos murinos con hepatotoxicidad 

aguda inducida con tetracloruro de carbono (CCl4). El CCl4  es un compuesto 

químico usado ampliamente para inducir daño hepático en estudios 

experimentales y su toxicidad ha sido extensamente estudiada (Tong et al., 

2015). 
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1.4.3 Actividad Antihiperglucémica. 

Es ampliamente aceptado que el objetivo más difícil en el manejo de los 

pacientes con diabetes mellitus es mantener niveles de glucosa en sangre 

cercanos a la normalidad. La hiperglucemia postprandial, es una condición 

caracterizada por el aumento anormal de glucosa en sangre y ha sido 

relacionada con la diabetes tipo 2. La hidrólisis de los carbohidratos de la dieta, 

como el almidón, son la mayor fuente de glucosa en sangre. Diversos estudios 

sugieren que la inhibición de enzimas que hidrolizan carbohidratos pueden 

retardar efectivamente la absorción de glucosa y por lo tanto disminuir la 

hiperglucemia postprandial (Kim et al., 2000; Hou et al., 2009; Apostolidis y Lee, 

2010). 

La α-amilasa es una enzima pancreática que se encarga de la digestión de 

almidón en el intestino delgado catalizando la hidrólisis interna de las uniones 

alfa-1,4-glucosídicas, mientras que la α-glucosidasa es una enzima unida a la 

membrana del epitelio del intestino delgado que degrada los hidratos de 

carbono a azúcares reductores (Matsui et al., 1996b; Champe, 2007; Kim et al., 

2000).  

La potencial actividad in vitro se ha evaluado en diversos trabajos 

midiendo el grado de inhibición de α-amilasa y α-glucosidasa con técnicas 

espectrofotométricas (Subramanian et al., 2008; Apostolidis y Lee, 2010; Kang 

et al., 2012). 

Para la evaluación in vivo de la actividad antihiperglucemiante, se puede 

utilizar un modelo de inhibición de enzimas metabólicas, en el que se mide la 
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disminución de la hiperglucemia postprandial a los 15, 30, 60 y 120 minutos 

después de administrar almidón como fuente de carbohidratos, en ratas 

normales, comparadas con un grupo control (Yusoff et al., 2015). 
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CAPITULO 2 

 

 

 

JUSTIFICACIÓN 

Los ensayos de alto rendimiento son una alternativa para disminuir el uso 

de animales en las etapas iniciales del aislamiento biodirigido o durante el 

rastreo de una gran cantidad de compuestos, cuando se está investigando un 

solo mecanismo de acción. Este tipo de bioensayos son sencillos, económicos y 

permiten analizar un gran número de muestras en corto tiempo, ya que pueden 

ser adaptados a microescala. 

Aunque diariamente se realizan y reportan este tipo de bioensayos, en la 

mayoría de los casos los resultados obtenidos con controles positivos no son 

reproducibles, posiblemente debido a las pequeñas modificaciones que se 

hacen en cada laboratorio. 
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Por este motivo consideramos de particular importancia realizar la 

optimización y validación analítica de cada bioensayo, para aumentar su 

relevancia y facilitar la transferencia confiable entre laboratorios, garantizando 

así la calidad de los resultados obtenidos. 

. 
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CAPITULO 3 

 

 

 

OBJETIVO GENERAL 

Optimizar y validar ensayos in vitro a microescala indicadores de actividad 

antirradicalaria y antihiperglucémica en extractos de plantas. 
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CAPITULO 4 

 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Optimizar y validar los ensayos a microescala de DPPH y ABTS 

como indicadores de la actividad antirradicalaria. 

2. Optimizar y validar los ensayos de inhibición de α-amilasa y α- 

glucosidasa para estimar la potencial actividad antihiperglucémica. 

3. Aplicar los ensayos validados a extractos de plantas. 

4. Evaluar los extractos que hayan presentado las mejores actividades 

en un modelo in vivo. 

.
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CAPITULO 5 

 

 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1  Reactivos 

En el desarrollo de este trabajo se utilizaron los siguientes reactivos: 

1. 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), Sigma, Alemania.  

2. 6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-ácido carboxílico (trolox), 97 %, 

Sigma-Aldrich, Rusia. 

3. α-Amilasa de páncreas porcino, 15 U/mg, Sigma, EUA. 

4. α-Glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae, 12.4 U/mg, Sigma-Aldrich, 

EUA. 

5. Acarbosa, > 95%, Sigma, China. 

6. Ácido 2-2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS), > 98 %, 

Sigma-Aldrich, Canadá.  
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7. Ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNSA), 98%, Aldrich, India. 

8. Agua destilada, Laboratorios Monterrey. 

9. Albúmina Sérica Bovina (ASB), Fracción V, 96-99 % Albumina, Sigma, 

EUA. 

10. Almidón, Sigma Aldrich, India. 

11. Carbonato de sodio (Na2CO3), > 99 %, Sigma Aldrich, Japón. 

12. Cloruro de sodio (NaCl), para cultivo celular, Sigma, EUA. 

13. Etanol, ACS, J.T. Baker, EUA. 

14. Fosfato de potasio dibásico (K2HPO4), ACS, Fisher Scientific, EUA. 

15. Fosfato de potasio monobásico (KH2PO4), Sigma-Aldrich, EUA. 

16. Fosfato de sodio dibásico (Na2HPO4), para cultivo celular, Sigma, EUA. 

17. Fosfato de sodio monobásico (NaH2PO4.H2O), ACS, Fisher Scientific, 

EUA. 

18. Hidróxido de sodio (NaOH), CTR, México. 

19. Kit para determinación de ALT/GPT, número de kit 0018480700, 

Instrumentation Laboratory, EUA. 

20. Kit para determinación de AST/GPT, número de kit 0018480800, 

Instrumentation Laboratory, EUA. 

21. Legalón® (Silimarina), tabletas 70 mg, Takeda, México. 

22. Metanol, ACS, J.T. Baker, EUA. 

23. Quercetina, TCI América, EUA. 

24. p-Nitrofenil-α-D-glucopiranósido, Sigma-Aldrich, EUA. 

25. Persulfato de potasio (K2S2O8), 99.0%, Sigma-Aldrich, Alemania. 
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26. Tartrato de sodio y potasio tetrahidratado (C4H4KNaO6• 4H2O), > 99%, 

Sigma- Aldrich, España. 

 

5.2  Material 

En este trabajo se utilizaron placas de poliestireno con 96 pocillos, fondo 

plano, marca Falcon, EUA. 

El diseño de experimentos se realizó utilizando el programa computacional 

STATGRAPHICS XVI Centurion (Statpoint Technologies, Inc., EUA). 

El tratamiento estadístico y la validación se llevó a cabo utilizando los 

programas EXCEL (versiones 2007 y 2010, Microsoft, EUA) y Minitab 17 

(Minitab, Inc., EUA). 

El proceso de los datos de actividad antihiperglucemiante in vivo se realizó 

en el programa Origin 8 (OriginLab, EUA). 

Los métodos optimizados y validados fueron aplicados a extractos de 

plantas proporcionados amablemente por investigadores, miembros del 

Departamento de Química Analítica de la Facultad de Medicina de la UANL. 

 

5.3  Equipo 

En el desarrollo de este estudio se utilizó el siguiente equipo: 

1. Analizador, modelo ILAB- 300 plus, marca Clinical Chemistry System, 

EUA. 

2. Balanza Analítica, modelo Pioneer, marca Ohaus, EUA. 
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3. Baño de ultrasonido, modelo 2510, marca Branson, EUA. 

4. Glucómetro portátil, modelo Optium Xceed, marca Abbot, EUA. 

5. Incubadora con agitación para microplacas, marca VWR, EUA. 

6. Lector de placas, modelo Multiskan FC, marca Thermo Scientific, EUA. 

7. pH Metro, modelo φ61, marca Beckman, EUA. 

8. Placa de agitación y calentamiento, modelo Ceramag Midi, marca IKA, 

EUA. 

9. Vórtex, modelo Maxi Mix II, marca Thermo Scientific, EUA. 

 

5.4  Información Bibliográfica de los Ensayos 

Se realizó una búsqueda bibliográfica de los estudios que emplean 

bioensayos para evaluar la actividad antirradicalaria y antihiperglucémica in 

vitro. Estos procedimientos sirvieron como modelo de estudio. 

Se utilizaron los sistemas de búsqueda Pubmed, SUMMON y Ebsco, 

además de las bases de datos Elsevier, Springer, American Chemical Society y 

Wiley. Se buscaron los procedimientos para los ensayos:  

1. ABTS, control positivo: trolox 

2. DPPH, control positivo: quercetina 

3. α-glucosidasa, control positivo: acarbosa 

4. α-amilasa, control positivo: acarbosa 
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5.5  Optimización de los Distintos Métodos 

Para iniciar la optimización de cada método en microplaca fue necesario 

establecer la concentración efectiva media (CE50) o la concentración inhibitoria 

media (CI50), de controles positivos para cada ensayo en tubo o volúmenes 

altos (macrodilución) (Fórmula 1), con el propósito de utilizar dicha 

concentración en los estudios del diseño factorial y simplex secuencial básico. 

100
A

AA
InhibiciónoReducción%

negativocontrol

Pruebanegativocontrol 



 

Fórmula 1 
Dónde: 
Acontrol negativo= Absorbancia del control negativo (mezcla de reacción sin 

adicionar la sustancia con actividad reductora o inhibitoria conocida). 
APrueba= Absorbancia del agente de prueba (control positivo o agente a 

evaluar). 

 

El diseño factorial fraccionado se llevó a cabo utilizando el programa 

computacional STATGRAPHICS XVI Centurion, para generar la matriz de 

experimentos. Una vez realizados los experimentos, se calcularon los 

porcentajes de reducción o inhibición (Fórmula 1) y se obtuvieron los diagramas 

de Pareto que permitieron definir las variables con efecto significativo sobre la 

respuesta.  

El segundo paso fue establecer las condiciones óptimas de dichas 

variables por medio de un método simplex secuencial básico (Sabaté y Tomás, 

1997), utilizando como experimentos iniciales los niveles alto y bajo del método 

factorial anterior (Fórmula 2). El número de experimentos se planteó tomando 

en cuenta la siguiente fórmula: 
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1Nosexperiment#   

Fórmula 2 
Dónde: 
N=Número de variables a optimizar. 

 

Una vez realizado el primer conjunto de experimentos, se procedió a 

identificar el peor valor. Este se eliminó y se plantearon nuevas variables 

utilizando la fórmula 3, para generar un nuevo conjunto de experimentos. 

PeorMejorN V2V  x  

Fórmula 3 
 

Dónde: 
VN= Valor nuevo para cada variable. 
xMejor= Promedio de cada condición. 

VPeor= Valor de la condición que dio el peor resultado. 
 

5.6  Cinética Enzimática 

5.6.1 Parámetros Bioquímicos. 

5.6.1.1 Velocidad Inicial (V0), Velocidad máxima (Vmax) y Constante de 
Michaelis-Menten (Km). 

La velocidad inicial se define como la actividad enzimática en un intervalo 

de tiempo. Experimentalmente se determina la desaparición de un reactivo o la 

aparición de un producto por minuto (ΔA/min) (Champe, 2007). 

Se utilizaron 10 concentraciones de sustrato, siguiendo el procedimiento 

optimizado. Se graficó la absorbancia en función del tiempo, la pendiente fue 
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igual a la V0, posteriormente se graficó la velocidad inicial en función de la 

concentración de sustrato. Por último, se calculó el recíproco a cada uno de los 

ejes y se obtuvo una gráfica de doble recíproco. Los valores de Km y Vmax se 

calcularon con la ecuación de la recta, extrapolando los valores obtenidos 

experimentalmente. El punto donde convergen la recta y el eje de las 

ordenadas es equivalente a 1/Vmax y el punto donde convergen la recta y el eje 

de las abscisas es equivalente a -1/Km. La Km es la concentración del sustrato 

en la que la V0 de reacción es la mitad de la Vmax determinada bajo 

concentraciones de sustrato saturantes. Vmax es la velocidad máxima teórica, es 

decir, cuando todos los centros activos están ocupados por sustrato. 

 

5.7  Validación 

La validación de cada método se realizó estableciendo los siguientes 

parámetros, de acuerdo a lo que indican las guías de la ICH (2005); USP (2010) 

y Eli-Lilly (2007): 

1. Linealidad. 

2. Exactitud. 

3. Precisión. 

4. Límite de Detección y Límite de Cuantificación. 

5. Uniformidad de placa y variabilidad de la señal. 

6. Factor Z. 

7. Robustez. 
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Para llevar a cabo la validación, se tomó en cuenta como respuesta el 

porcentaje de reducción para los métodos antirradicalarios y el porcentaje de 

inhibición para los métodos enzimáticos. Dichos porcentajes se calcularon 

utilizando la Fórmula 1. 

 

5.7.1 Linealidad. 

La linealidad se evaluó por tres aproximaciones: 

1. Se preparó una curva de calibración con estándares del control positivo 

en solvente, se utilizaron al menos 5 niveles de concentración. Se 

estudió la variación de la respuesta en función de la concentración del 

control positivo. 

2. También se construyó una curva de calibración adicionando diferentes 

concentraciones del control positivo a un extracto. Se estudió la variación 

de la respuesta en función de la concentración del control positivo. Se 

evaluó el efecto de matriz mediante una prueba t, con el programa Excel, 

comparando las pendientes de esta curva y la de la aproximación 1.  

3. Además, se realizó una curva de calibración con diluciones de la especie 

absorbente. Se estudió la variación de la absorbancia en función de la 

concentración de la especie absorbente. 

En todos los casos se hicieron triplicados y se realizó un análisis de 

regresión lineal por el método de mínimos cuadrados para obtener la ecuación 
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de la recta. Se confirmó la relación lineal por medio de la inspección visual y el 

coeficiente de determinación (r2). 

 

5.7.2 Precisión. 

La precisión se evaluó utilizando extractos adicionados con el control 

positivo a tres niveles de concentración por triplicado. Se calculó la Desviación 

estándar relativa en porcentaje (%DER), con la siguiente fórmula:  

001
S

DER% 
x

 

Fórmula 4 
Dónde: 
S= Desviación estándar. 
x = media. 

 

Este procedimiento se evaluó el mismo día para determinar la precisión 

intradía, así como en días diferentes, para la precisión interdía. 

 

5.7.3 Exactitud. 

La exactitud se evaluó mediante porcentaje de error y evaluando la 

correlación entre la concentración calculada y la concentración real de los 

estándares. 

El porcentaje de error se calculó utilizando muestras sin adicionar y 

muestras adicionadas con el control positivo a 3 niveles de concentración, por 

triplicado. Se utilizó la siguiente fórmula: 
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100
c

cc
Error%

x
0

xx
0




  

Fórmula 5 
Dónde: 
c0

x= cantidad adicionada del control positivo. 

cx= cantidad determinada experimentalmente del control positivo. 

La evaluación de la correlación entre la concentración calculada y la real 

de los estándares se llevó a cabo utilizando la ecuación de la curva de 

calibración a 5 niveles de concentración. En el eje de las abscisas se graficaron 

las concentraciones teóricas, mientras que en el eje de las ordenadas se 

graficaron las concentraciones calculadas. Se evaluó la exactitud por medio del 

valor de la pendiente, que debe ser cercano a 1. 

 

5.7.4 Límite de Cuantificación y Límite Máximo de Cuantificación. 

El límite de cuantificación se determinó experimentalmente mediante una 

curva de regresión lineal, estableciendo así la máxima concentración de 

especie absorbente que el equipo puede cuantificar con exactitud y precisión. 

De la misma forma, se estableció la mínima concentración de especie 

absorbente que se puede cuantificar con exactitud y precisión, es decir el límite 

máximo de cuantificación. 
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5.7.5 Uniformidad de Placa y Variabilidad de la Señal. 

La uniformidad de placa y variabilidad de la señal se evaluó a través de la 

medición de tres intensidades de señal, recomendadas en el protocolo de Eli-

Lilly (2007) de acuerdo a la distribución presentada en la Figura 2: 

1. Señal máxima: se obtiene con una concentración del control positivo que 

proporcione una reducción o inhibición del 20 % (CI20). 

2. Señal media: se obtiene con una concentración del control positivo que 

proporcione una reducción o inhibición del 50 % (CI50). 

3. Señal mínima: se obtiene con una concentración del control positivo que 

proporcione una reducción o inhibición del 80 % (CI80). 

5.7.5.1 Desviación Estándar Relativa de las Señales. 

Las pruebas se realizaron con controles positivos en solvente preparados 

de forma independiente, así como en diferentes días. Se calculó el porcentaje 

de la desviación estándar relativa (% DER) para cada señal. 

5.7.5.2 Desviación Estándar Relativa del Porcentaje de Inhibición o 
Reducción. 

A partir de cada señal media se calculó el porcentaje de actividad 

mediante la siguiente ecuación: 
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Placa 1 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min 
B Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min 
C Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min 
D Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min 
E Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min 
F Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min 
G Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min 
H Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min 

Max: Señal Máxima, Med: Señal Media, Min: Señal Mínima 

Placa 2 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med 
B Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med 
C Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med 
D Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med 
E Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med 
F Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med 
G Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med 
H Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med 

Max: Señal Máxima, Med: Señal Media, Min: Señal Mínima 

Placa 3 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max 
B Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max 
C Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max 
D Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max 
E Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max 
F Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max 
G Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max 
H Med Min Max Med Min Max Med Min Max Med Min Max 

Max: Señal Máxima, Med: Señal Media, Min: Señal Mínima 

 

Figura 2.  Diseño de Distribución de las Señales de la Especie Absorbente.
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minmax

minmedia

PromedioPromedio

PromediopozodelSeñal
Actividad%





 

Fórmula 6 

Posteriormente se calculó el porcentaje de inhibición o reducción para la 

señal media de cada placa. 

%Actividad100ReducciónoInhibición%   

Fórmula 7 

Por último, se calculó la desviación estándar relativa de los porcentajes de 

inhibición o reducción con la fórmula 4. 

5.7.5.3 Factor Z 

Utilizando los datos de las señales CI20, CI50 y CI80 (Figura 2), se 

determinó el factor Z en todas las placas, mediante la siguiente fórmula: 

   
minmax

minmaxmax

PromedioPromedio

n3S/Promedion/3SPromedio
Z




  

Fórmula 8 

Dónde: 
S = Desviación estándar. 

Promediomax = Promedio de la señal máxima. 

Promediomin = Promedio de la señal mínima. 

n = Número de pruebas. 
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5.7.6 Robustez. 

La robustez se evaluó realizando pequeñas variaciones a los parámetros 

que mostraron un efecto significativo sobre la respuesta en la etapa de 

optimización. Se trabajó por triplicado. La evaluación se llevó a cabo utilizando 

una prueba de diferencia significativa honesta de tukey (α=0.05), se 

compararon las medias de los porcentajes de inhibición o reducción obtenidas 

para las distintas condiciones evaluadas.  

 

5.8  Método de Reducción del Radical Libre DPPH. 

Para evaluar la actividad antirradicalaria se utilizó el ensayo de reducción 

del 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), capaz de medir la capacidad de un 

compuesto para desactivar radicales libres mediante un espectrofotómetro, 

utilizando un control positivo apropiado, la reacción se muestra en la Figura 3 

(Floegel et al., 2011). 

 

Figura 3.  Reacción de Reducción del Radical Libre DPPH. 
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5.8.1 Optimización. 

Con el propósito de determinar la Concentración Efectiva media de 

Quercetina, se realizó el método en macrodiculión reportado por Garza-Juarez, 

et al. (2011). Brevemente, 500 µL de quercetina (de diferentes concentraciones) 

se mezclaron con 500 µL de DPPH 125 ȝM en metanol. Después de incubarse 

30 minutos en la oscuridad, se midió la absorbancia en un espectrofotómetro a 

517 nm. Se utilizó cómo blanco metanol y cómo control positivo quercetina. Se 

calculó el porcentaje de reducción (Fórmula 1). 

Los porcentajes de reducción se graficaron en función a sus 

concentraciones. A partir de la curva de regresión, se interpoló la concentración 

que reduce efectivamente el 50 % del DPPH (CE50). 

Para iniciar propiamente la optimización se utilizó un diseño factorial de 

media fracción 2^5-1, sin bloques, aleatorizado, con punto central aleatorio y 

con una réplica, que se llevó a cabo con el programa computacional 

STATGRAPHICS XVI Centurion (Statpoint Technologies, Inc., EUA). Las 

variables incluidas en la optimización del método se presentan en la Tabla 1. Se 

realizaron 32 experimentos y se empleó el porcentaje de reducción como 

respuesta. Los datos obtenidos se analizaron y se obtuvo un diagrama de 

Pareto. Las variables que tuvieron un efecto significativo se optimizaron a través 

del método simplex secuencial básico, tal como se indica en la sección 5.5. 
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TABLA 1 

CONDICIONES INICIALES DEL MÉTODO DE REDUCCIÓN DEL RADICAL 
LIBRE DPPH 

 
Variable Nivel 1 Nivel 2 

Concentración de DPPH (ȝM) 500 60 

Tiempo de incubación (min) 40 15 

Oscuridad Luz Oscuridad 

Solvente Etanol Metanol 

Longitud de onda (nm) 540 450 

 

5.8.2 Validación. 

5.8.2.1 Linealidad. 

Se evaluó la linealidad por tres diferentes aproximaciones como se 

describe en la sección 5.7.1: 

1. Se evaluaron concentraciones del control positivo quercetina en etanol 

entre 0.122 y 250 µg/mL. 

2. Se utilizó un extracto de Jatropha dioica que no presentó actividad 

antioxidante, al cual se le adicionaron concentraciones de quercetina 

entre 0.5 y 8 µg/mL. 

3. Se utilizaron diluciones de DPPH en etanol entre 7 y 140 µM. 

5.8.2.2 Precisión y Exactitud. 

A un extracto de J. dioica que no posee actividad antioxidante se le añadió 

quercetina a 3 niveles de concentración (0.5, 4 y 8 µg/mL), por triplicado. La 
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precisión y exactitud se calcularon como se mencionó en las secciones 5.7.2 y 

5.7.3, respectivamente. 

La evaluación de la correlación entre la concentración calculada y la 

concentración real se realizó con soluciones de quercetina entre 0.5 y 8 ȝg/mL. 

5.8.2.3 Límite de Cuantificación y Límite Máximo de Cuantificación. 

Se realizó una curva de regresión lineal con concentraciones de 

quercetina entre 0.1 y 250 µg/mL en etanol. 

5.8.2.4 Uniformidad de placa y Variabilidad de señal. 

De acuerdo al procedimiento descrito en la sección 5.7.5, se utilizaron las 

concentraciones de quercetina de 1.26, 4.33 y 7.41 µg/mL para calcular las 

desviaciones estándar relativas de las señales, desviaciones estándar relativas 

de los porcentajes de inhibición y el factor Z. 

5.8.2.5 Robustez. 

Se evaluaron pequeñas variaciones en la concentración de la solución de 

DPPH y el solvente (Tabla 2). El análisis de los resultados se llevó a cabo por 

medio de una prueba de tukey (α=0.05). 

TABLA 2 

VARIABLES PARA ROBUSTEZ DEL MÉTODO DE DPPH 

Concentración de DPPH (µM) 
275 

285 

Solvente 

Agua (25 %) 

DMSO (0.25 %) 

DMSO (0.15 %) 
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5.9  Método de Reducción del Radical Libre ABTS. 

El ensayo de reducción del ácido 2,2’-azino-bis-3-etilenbenztiazolina-6-

sulfónico (ABTS) se basa en la transferencia de un electrón e involucra la 

reducción de un oxidante coloreado, la lectura es espectrofotométrica. La 

reacción se muestra en la Figura 4 (Floegel et al., 2011). 

 

Figura 4.  Reacción de Reducción del Radical Libre ABTS. 

5.9.1 Optimización del Método de ABTS. 

Con el propósito de determinar la Concentración Efectiva media de Trolox, 

se realizó el método en macrodiculión reportado por Puangpronpitag et al. 

(2008). Se generó el radical ABTS*+ mezclando soluciones acuosas de ABTS (7 

mM) y de persulfato de potasio (2.4 mM). La solución resultante se mantuvo en 

la oscuridad por 12-16 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se ajustó 

la solución del radical ABTS*+ con etanol, hasta conseguir una absorbancia de 

0.7 a una longitud de onda de 734 nm.  

El ensayo se llevó a cabo mezclando 10 µL de trolox (distintas 

concentraciones) con 990 µL de la solución ABTS*+ (A=0.7). Se incubó por 6 
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minutos. Se midieron las absorbancias en un espectrofotómetro UV/Vis a 734 

nm. Se utilizó como blanco etanol y como control positivo trolox. Se calculó el 

porcentaje de reducción (Fórmula 1) y la CE50 de la misma forma que para 

DPPH. 

Para iniciar propiamente la optimización se utilizó el programa 

computacional STATGRAPHICS XVI Centurion (Statpoint Technologies, Inc., 

EUA) para generar un diseño factorial completo, 2^6, sin bloques, aleatorizado 

y con una réplica. Las variables incluidas en la optimización del método se 

muestran en la Tabla 3. Se realizaron 128 experimentos y se empleó el 

porcentaje de reducción como respuesta. Los datos obtenidos se analizaron y 

se obtuvo un diagrama de Pareto. Las variables que tuvieron efecto significativo 

se optimizaron por un método simplex secuencial básico, como se indica en la 

sección 5.5.  

 

5.9.2 Validación. 

5.9.2.1 Linealidad. 

Se evaluó la linealidad a través de las tres aproximaciones, siguiendo el 

procedimiento especificado en la sección 5.7.1: 

1. Se evaluaron concentraciones de trolox en etanol entre 0.2 y 10 µg/mL. 
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TABLA 3 

 CONDICIONES INICIALES DEL MÉTODO DE REDUCCIÓN DEL RADICAL 
LIBRE ABTS 

 
Variable Nivel 1 Nivel 2 

Concentración de ABTS (%) 99 50 

Ajuste de ABTS (Absorbancia) 0.8 0.7 

Oscuridad Oscuridad Luz 

Solvente Amortiguador de fosfatos Etanol 

Tiempo de incubación (min) 30 1 

Temperatura de incubación (°C) 37 25 

 

2. Se adicionó trolox a concentraciones entre 0.2 y 10 µg/mL a un extracto 

de J. dioica. 

3. Se utilizaron diluciones de ABTS*+ en etanol entre 20 y 70 %. 

5.9.2.2 Precisión y Exactitud. 

Se adicionó con trolox un extracto de J. dioica a concentraciones de 1, 3 y 

5 ȝg/mL, por triplicado. Se evaluó la precisión y exactitud de acuerdo al 

procedimiento descrito en las secciones 5.7.2 y 5.7.3, respectivamente. 

La evaluación de la correlación entre la concentración calculada y la real, 

se llevó a cabo con soluciones de trolox entre 1 y 5 ȝg/mL. 

5.9.2.3 Límites de Cuantificación y Límite Máximo de Cuantificación. 

Se realizó una curva de regresión lineal con concentraciones de trolox 

entre 0.2 y 10 µg/mL. 
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5.9.2.4 Uniformidad de Placa y Variabilidad de Señal. 

Se siguió el procedimiento descrito en la sección 5.7.5, se utilizaron 

concentraciones de trolox de 1.22, 2.λ5 y 4.7 ȝg/mL para calcular las 

desviaciones estándar relativas de las señales, desviaciones estándar relativas 

de los porcentajes de reducción y el factor Z. 

5.9.2.5 Robustez. 

Se evaluaron pequeñas variaciones en la concentración y el ajuste de 

ABTS (Tabla 4), utilizando una prueba de Tukey (α = 0.05). 

 

TABLA 4 

VARIABLES PARA ROBUSTEZ DEL MÉTODO DE ABTS 

Concentración de ABTS (%) 
65 

75 

Ajuste ABTS (Absorbancia) 
0.65 

0.75 

Solvente 

Agua (25%) 

DMSO (0.25 %) 

DMSO (0.15 %) 

 

5.10  Método de Inhibición de la Enzima α-Glucosidasa. 

El método de inhibición de α-glucosidasa permite evaluar compuestos con 

potencial actividad antihiperglucémica y se basa en la detección del p-nitrofenol 

liberado del p-nitrofenil-α-D-glucopiranósido por acción de la enzima α-

glucosidasa a 405 nm. Cuando el compuesto o extracto de prueba inhibe la 
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enzima, se observa una diminución de la absorbancia. La reacción se muestra 

en la Figura 5. 

 

Figura 5.  Reacción de α-Glucosidasa. 

 

5.10.1 Optimización. 

Con el propósito de determinar la Concentración Inhibitoria media de 

Acarbosa, se realizó el método en macrodiculión reportado por Apostolidis et al. 

(2011). Brevemente, 500 µL de diferentes concentraciones de acarbosa (control 

positivo) se mezclaron con 250 µL de p-nitrofenil-α-D-glucopiranósido (0.415 

mM en amortiguador de fosfatos 100 mM, pH 6.8). Se pre-incubó por 5 minutos 

a temperatura ambiente y posteriormente se agregaron 250 µL de la enzima α-

glucosidasa (concentración final 8.33 mU/mL en amortiguador de fosfatos). Se 

incubó por 15 minutos a temperatura ambiente y se agregaron 2 mL de 

Carbonato de sodio (concentración final 133.3 mM). Se midió la absorbancia en 

un espectrofotómetro UV/Vis a 405 nm. Se utilizó como blanco solución 

amortiguadora de fosfatos y como control positivo acarbosa. Se calculó el 

porcentaje de inhibición (Fórmula 1). 
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Los porcentajes de inhibición se graficaron en función a sus 

concentraciones. A partir de la curva de regresión, se interpoló la concentración 

que inhibe efectivamente el 50 % de la α-glucosidasa (CI50). 

Para iniciar propiamente la optimización se utilizó el programa 

computacional STATGRAPHICS XVI Centurion (Statpoint Technologies, Inc., 

EUA) para generar un método factorial fraccionado de un dieciseisavo de 

fracción 2^9-4, sin bloques, aleatorizado y con una réplica. Las variables 

incluidas en la optimización del método se muestran en la Tabla 5. Se 

realizaron 64 experimentos y se empleó el porcentaje de inhibición como 

respuesta. Los datos obtenidos se analizaron y se obtuvo un diagrama de 

Pareto. Las variables que tuvieron efecto significativo sobre la respuesta se 

optimizaron a través del método simplex secuencial básico. 

 

5.10.2 Cinética Enzimática. 

Se llevó a cabo una cinética enzimática variando las concentraciones 

finales de sustrato entre 2 y 476 µg/mL. Se calculó la Constante de Michaelis-

Menten (Km), la Velocidad inicial (V0) y Velocidad máxima (Vmax), tal como se 

indica en la sección 5.6. 
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TABLA 5 

CONDICIONES INICIALES DEL MÉTODO DE α-GLUCOSIDASA 

Variables Nivel 1 Nivel 2 

Concentración de la enzima (U/mL) 0.1 1.0 

Concentración del sustrato (mM) 0.5 2.5 

Concentración del amortiguador de fosfatos (mM) 50 100 

pH 6.8 7.0 

Temperatura de incubación (°C) 25 37 

Tiempo de pre-incubación (min) 5 15 

Tiempo de incubación 5 30 

Concentración de albúmina (mg/mL) 0.1 2.0 

Concentración de carbonato (m) 100 200 

 

5.10.3 Validación. 

5.10.3.1 Linealidad. 

La linealidad se evaluó a través de las aproximaciones 1 y 2 descritas en 

la sección 5.7.1: 

1. Se evaluaron concentraciones del control positivo acarbosa en 

concentraciones finales de 10 a 400 µg/mL en amortiguador de fosfatos. 

2. Se adicionaron entre 100 y 400 ȝg/mL de acarbosa a un extracto de J. 

dioica que no posee actividad de inhibición enzimática. 

5.10.3.2 Precisión y Exactitud. 

A un extracto de J. dioica se le adicionó acarbosa a 3 niveles de 

concentración (99, 201 y 261 µg/mL), por triplicado. Se estableció la precisión y 

exactitud de acuerdo al procedimiento descrito en las secciones 5.7.2 y 5.7.3, 

respectivamente. 
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5.10.3.3 Límite de Cuantificación y Límite Máximo de Cuantificación. 

Se realizó una regresión lineal con concentraciones soluciones de 

acarbosa entre 10 y 400 µg/mL.  

5.10.3.4 Uniformidad de Placa y Variabilidad de Señal. 

Se llevó a cabo el procedimiento descrito en la sección 5.7.5 con 

concentraciones de acarbosa de 100, 180 y 310 ȝg/mL en amortiguador de 

fosfatos. 

5.10.3.5 Robustez. 

Se evaluaron pequeñas variaciones en la concentración del sustrato, la 

concentración de la enzima, y el tiempo y temperatura de incubación (Tabla 6). 

El análisis de los resultados se llevó a cabo por medio de una prueba de tukey. 

TABLA 6 

VARIABLES PARA ROBUSTEZ DEL MÉTODO DE α-GLUCOSIDASA 

Concentración del sustrato (µM)  
101.5 

121.5 

Concentración de enzima (U/mL) 
0.45 

0.65 

Temperatura de incubación (°C) 
35 

39 

Tiempo de incubación (min) 
15 

20 

Solvente de la muestra 

0.65 U/mL 

Etanol (25 %) 

DMSO (0.25 %) 

DMSO (0.15 %) 
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5.11  Método de Inhibición de la Enzima α-Amilasa. 

El ensayo de inhibición de α-amilasa, se inicia con la reacción enzimática 

sobre el almidón, en la que se producen azúcares reductores. Posteriormente, 

estos azúcares reductores se cuantifican por el método de Miller (1959), el cual 

se basa en la reacción entre estos azúcares y el ácido 3,5-dinitrosalicílico 

(DNS), produciéndose el ácido 3-amino-5-nitrosalicílico. El producto de reacción 

se detecta por un cambio de la coloración amarillo a rojo y se mide 

espectrofotométricamente a 540 nm. Si el compuesto prueba inhibe la enzima, 

no se debería presentar cambio de coloración. La reacción se muestra en la 

Figura 6. 

 

Figura 6.  Reacción de la Enzima α-Amilasa y Reacción de Miller. 
 

5.11.1 Optimización. 

Con el propósito de determinar la Concentración Inhibitoria media de 

Acarbosa, se realizó el método reportado por Tundis et al. (2007). Brevemente, 

500 µL de distintas concentraciones de acarbosa, se mezclaron con 250 µL de 

α-amilasa (8 U/mL), 750 µL de un amortiguador de fosfatos (20 mM pH 6.9 con 
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NaCl 6 mM) en un tubo. Se tomaron 500 µL de esta mezcla y se agregaron 500 

µL de almidón (1 %). Se incubó por 3 minutos a temperatura ambiente. Se 

detuvo la reacción agregando 1 mL de ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) y se 

colocaron los tubos en un baño de agua en ebullición por 5 minutos. Se 

retiraron los tubos del baño de agua y se diluyeron con 10 mL de agua 

destilada. Se midió la absorbancia en un espectrofotómetro UV/Vis a 540 nm. 

Se utilizó como blanco la solución amortiguadora de fosfatos y como control 

positivo acarbosa. Se calculó el porcentaje de inhibición (Fórmula 1) y la CI50 de 

la misma forma que para α-glucosidasa. 

Se utilizó un diseño factorial fraccionado de media fracción 2^6-1, sin 

bloques, aleatorizado y con una réplica, que se llevó a cabo con el programa 

computacional STATGRAPHICS XVI Centurion (Statpoint Technologies, Inc., 

EUA). Las variables incluidas en la optimización del método se presentan en la 

Tabla 7. Se realizaron 64 experimentos y se empleó el porcentaje de inhibición 

como respuesta. Los datos obtenidos se analizaron y se obtuvo un diagrama de 

Pareto. Las variables que tuvieron un efecto significativo se optimizaron a través 

del método simplex secuencial básico. 

5.11.2 Cinética Enzimática. 

Se realizó la cinética enzimática variando las concentraciones de almidón 

entre 0.03 y 0.6 mg/mL. Se determinó Km, V0 y Vmax, de acuerdo a la sección 

5.6. 
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TABLA 7 

CONDICIONES INICIALES DEL MÉTODO DE INHIBICIÓN DE α-AMILASA 

Variable Nivel 1 Nivel 2 

Concentración de la enzima (U/mL) 0.15 2.49 

Concentración de almidón (mg/mL) 0.51 0.99 

Temperatura (°C) 25 37 

Tiempo de pre-incubación (min) 5 10 

Tiempo de incubación (min) 5 10 

Tiempo en el baño de agua (min) 5 15 

 

 

5.11.3 Validación. 

5.11.3.1 Linealidad. 

La linealidad se evaluó por dos aproximaciones. 

1. Se utilizó acarbosa (control positivo) a concentraciones de 0.5 a 12 

µg/mL en solución de amortiguador de fosfatos. 

2. Se adicionó acarbosa entre 0.5 a 12 µg/mL a un extracto de J. dioica.  

5.11.3.2 Precisión y Exactitud. 

Un extracto de J. dioica se adicionó con acarbosa a 3 niveles de 

concentración: 1, 2.5 y 5 µg/mL. Se siguió el procedimiento descrito en las 

secciones 5.7.2 y 5.7.3 para establecer la precisión y exactitud, 

respectivamente. 
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5.11.3.3 Límite de Cuantificación y Límite Máximo de Cuantificación. 

Se llevó a cabo una regresión lineal con soluciones de acarbosa de 

concentraciones entre 0.5 y 12 ȝg/mL. 

5.11.3.4 Uniformidad de Placa y Variabilidad de Señal. 

Se llevó a cabo el procedimiento descrito en la sección 5.7.5, utilizando las 

concentraciones de acarbosa de 1.5, 2.5 y 5 ȝg/mL en amortiguador de 

fosfatos. Se determinaron las desviaciones estándar relativas de las señales, 

las desviaciones estándar relativas del porcentaje de inhibición y el factor Z. 

5.11.3.5 Robustez. 

Se evaluaron pequeñas variaciones en la concentración de la enzima, 

tiempo de pre-incubación, tiempo de incubación y tiempo en el baño de agua 

(Tabla 8). El análisis de los resultados se llevó a cabo por medio de una prueba 

de tukey (α= 0.05). 

TABLA 8 

CONDICIONES DE ROBUSTEZ PARA EL MÉTODO DE α-AMILASA 
 

Concentración de enzima (U/mL) 
0.10  

0.20 

Tiempo de pre-incubación (min) 
5.2 

9.2 

Tiempo de incubación (min) 
4.5 

6.5 

Tiempo de baño de agua (min) 
10.6 

20.6 

Solvente de la muestra 

Etanol (25 %) 

DMSO (0.15 %) 

DMSO (0.25%) 
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5.12  Aplicación de los Ensayos Optimizados y Validados a Extractos de 

Plantas. 

 
Una vez que todos los ensayos in vitro y a microescala fueron optimizados 

y validados, se utilizaron para evaluar la actividad de 30 diferentes extractos de 

plantas proporcionados amablemente por distintos miembros del Departamento 

de Química Analítica de la Facultad de Medicina de la UANL. 

 

5.12.1 Método de Reducción de DPPH. 

Se pesó 1 mg de cada uno de los extractos y se disolvió en 1 mL de 

etanol, algunos de ellos se sonicaron para lograr su completa disolución. A 

continuación, se tomaron 100 µL de distintas concentraciones de extracto 

(concentraciones finales entre 0.13 a 250 µg/mL) y se mezclaron con 100 µL de 

DPPH (concentración final de 140 µM en etanol). Se incubó por 15 minutos en 

la oscuridad a temperatura ambiente. Se midió la absorbancia a 540 nm en un 

lector de placas Multiskan FC Thermo Scientific. En cada experimento se 

incluyó un blanco de muestra que no contenía DPPH y un control negativo (0 % 

de reducción), al que no se le agregó ningún agente reductor. El porcentaje de 

reducción se calculó utilizando la Fórmula 1. Los porcentajes de reducción se 

graficaron en función a sus concentraciones. A partir de la curva se interpoló la 

concentración que reduce efectivamente el 50% del DPPH (CE50). 
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El método de reducción de DPPH se aplicó a los extractos que se enlistan 

en la Tabla 9. 

 
TABLA 9 

EXTRACTOS DE PLANTAS UTILIZADOS EN LOS MÉTODOS DE DPPH Y 
ABTS 

 

  Muestras 
1 Extracto metanólico de Juglans mollis 
2 Extracto de acetato de etilo de J. mollis 
3 Extracto butanólico de J. mollis 
4 Residuo acuoso de Ceanothus caeruleus 
5 Extracto metanólico de Quercus canbyira 
6 Extracto de Turnera diffusa (Marín) 
7 Extracto metanólico 50 % de Hamelia patens  
8 Extracto acuoso de J. mollis 
9 Extracto butanólico de H. patens 
10 Extracto de Turnera diffusa (Montemorelos) 
11 Extracto metanólico 70% H. patens  
12 Extracto L. frutescencs 
13 Extracto metanólico de oreganillo 
14 Extracto 2 
15 Extracto de metanol: agua (90:10) de Salvia Texana 
16 Extracto metanólico precipitado de H. patens 
17 Extracto metanólico 50% de T. diffusa 
18 Extracto 1 
19 Extracto de cardo Persea americana 
20 Extracto metanol: agua (90:10) Salvia beateflora  
21 Extracto metanólico de H. patens  
22 Extracto de Cáscara de uva victoria 
23 Extracto crudo H. patens 
24 Extracto 3 
25 Extracto metanólico 100% H. patens metanol  
26 Extracto hexánico de H. patens  
27 Extracto de Cáscara y semilla de uva victoria 
28 Extracto hidroalcólico 2 de J. dioica 
29 Extracto 4 
30 Extracto 5 
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5.12.2 Método de Reducción de ABTS. 

Se disolvió 1 mg de cada uno de los extractos en 1 mL de etanol, algunos 

de ellos se sonicaron para lograr su completa disolución. Brevemente, 60 µL de 

diferentes concentraciones de extracto (concentración final 0.3 a 150 µg/mL) se 

mezclaron con 140 µL de la solución de ABTS*+ (A= 0.7). Se incubó por seis 

minutos en la oscuridad a temperatura ambiente y se midieron las absorbancias 

en el lector de placas Multiskan FC, Thermo Scientific a 750 nm. En cada 

experimento se incluyó un blanco de muestra que no contenía ABTS*+ y un 

control negativo (0% reducción), al cual no se le añadió ningún agente reductor. 

El porcentaje de reducción se calculó utilizando la Fórmula 1. La CE50 se 

determinó como se describió en el método anterior. 

El método de reducción de ABTS se aplicó a los extractos que se enlistan 

en la Tabla 9. 

5.12.3 Método de Inhibición de α-Glucosidasa. 

Se pesó 1 mg de cada uno de los extractos y se disolvió en 500 µL de 

amortiguador de fosfatos (100 mM, pH 6.8), algunos de ellos se sonicaron para 

lograr su completa disolución. Brevemente, se mezclaron 33 µL de diferentes 

concentraciones de extracto (concentración final 20.6 a 660 µg/mL) y 17 µL de 

p-NPG (concentración final de 33.6 µg/mL), esta mezcla se incubó por 5 min a 

37°C. Posteriormente se agregaron 17 µL de enzima α-glucosidasa 

(concentración final 46.75 mU/mL) y se incubó por 17.5 minutos a 37 °C. 

Finalmente se agregaron 133 µL de Carbonato de Sodio (concentración final 
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66.5 Mm). Se midió la absorbancia en un lector de placas a 405 nm. El valor de 

absorbancia del blanco de muestra o estándar se resta a los valores de 

absorbancia de su muestra o estándar. Se realizó un control negativo (sin 

inhibidor) para el cálculo del porcentaje de inhibición como se indica en la 

fórmula 1. La CI50 se determinó como en los métodos anteriores se determinó la 

CE50.  

El método de inhibición de α-glucosidasa se aplicó a los extractos que se 

enlistan en la Tabla 10. 

5.12.4 Método de Inhibición de α-Amilasa. 

Se pesó 1 mg de cada uno de los extractos y se disolvió en 1 mL de 

amortiguador de fosfatos (100 mM, pH 6.9), algunos de ellos se sonicaron para 

lograr su completa disolución. En un tubo se mezclaron con 100 µL de 

diferentes concentraciones de extracto (concentraciones finales 6 a 200 µg/mL) 

y 100 µL de α-amilasa (concentración final 0.15 U/mL en amortiguador de 

fosfatos), y se incubó por 7.2 min a 37 °C. Se añadieron 100 µL de almidón 

(concentración final 0.38 mg/mL) e incubaron por 5.5 min a 37 °C. Se agregaron 

200 µL de DNS (concentración final 19.2 mM) y se colocaron en un baño de 

agua hirviendo por 15.6 min. Se enfriaron y transfirieron 100 µL a una placa de 

96 pozos y se diluyeron con 100 µL de agua. Se midió la absorbancia a 540 nm 

en un lector de placas Multiskan FC, Thermo Scientific. En cada experimento se 

incluyó un blanco de muestra o estándar (sin enzima). El valor de absorbancia 

del blanco de muestra o estándar se resta a los valores de absorbancia de su  
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TABLA 10 

EXTRACTOS DE PLANTAS UTILIZADOS EN LOS MÉTODOS DE α-
AMILASA Y α-GLUCOSIDASA 

 

  Muestra 
E1 Residuo acuoso de Ceanothus caeruleus 
E2 Extracto butanólico de Juglans mollis 
E3 Extracto metanólico de J. mollis 
E4 Extracto de acetato de etilo de J. mollis 
E5 Extracto acuoso de J. mollis 
E6 Extracto metanólico de uña de gato 
E7 Extracto de Acetato de etilo 3 
E8 Extracto metanólico de Hierba de San Nicolás  
E9 Extracto hidroalcólico 2 de J. dioica 
E10 Extracto metanólico de nogalillo 
E11 Extracto butanólico de H. patens 
E12 Extracto metanólico de H. patens  
E13 Extracto crudo de H. patens 
E14 Extracto metanólico 70% H. patens  
E15 Extracto hexánico de J. mollis 
E16 Extracto crudo de Persea americana 
E17 Extracto de acetato de etilo de H. Patens 
E18 Extracto metanólico 100% H. patens metanol  
E19 Extracto hexánico de H. patens  
E20 Extracto de metanol: agua (90:10) de Salvia Texana 
E21 Extracto metanol: agua (90:10) Salvia beateflora  
E22 Extracto de Cáscara y semilla de uva victoria 
E23 Extracto de Cáscara de uva victoria 
E24 Extracto 1 
E25 Extracto 2 
E26 Extracto 3 
E27 Extracto 4 
E28 Extracto 5 
E29 Extracto de Oreganillo 22 
E30 Extracto de Higuerilla 12 
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muestra o estándar. Se realizó un control negativo (sin inhibidor) para el cálculo 

del porcentaje de inhibición como se indica en la fórmula 1. La CI50 se 

determinó como se indica en los métodos anteriores. 

El método de inhibición de α-amilasa se aplicó a los extractos que se 

enlistan en la Tabla 10. 

 

5.13  Evaluación de Extractos en Modelos in vivo. 

5.13.1 Actividad Hepatoprotectora. 

Los experimentos para determinar la actividad hepatoprotectora se 

llevaron a cabo en la Unidad de Hígado del Hospital Universitario de la UANL. 

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con las especificaciones 

técnicas para la producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio de la 

Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999. 

En el modelo de hepatoprotección se utilizaron ratas Wistar (machos y 

hembras) de un peso entre 100-200 g. Los animales se mantuvieron bajo 

condiciones ambientales estándar. Todos los animales fueron tratados bajo la 

guía ética para protección animal de la Facultad de Medicina, UANL. El agua y 

alimento fue proporcionado ad libitum. 

Un día antes de iniciar el procedimiento los especímenes se pusieron en 

ayuno. Se formaron 4 grupos con 5 ratas cada uno: 
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1. Grupo 1 (Control negativo, vehículo). Se administró el equivalente a 2 mL 

de aceite de oliva por kilogramo del animal (i.p.), 24 horas después se 

realizó la toma de sangre. 

2. Grupo 2 (Control de toxicidad aguda). Se administró CCl4 al 20% en 

aceite de oliva (2 mL/kg i.p.), 24 horas después se realizó la toma de 

sangre. 

3. Grupo 3 (Control de hepatoprotección). Se administró Legalón® 50 

mg/kg, disuelto en agua, por vía oral cada 24 horas por 7 días. El día 8 

se administró CCl4 al 20% en aceite de oliva (2mL/kg i.p.). El día 9 se 

realizó la toma de sangre. 

4. Grupo 4 (Grupos de prueba). Se administraron los extractos en dosis de 

100 mg/kg por vía oral cada 24 horas por 7 días. El día 8 se administró 

CCl4 al 20% en aceite de oliva (2mL/kg i.p.). El día 9 se realizó la toma de 

sangre. 

La sangre se colectó de la punta de la cola y se centrifugó a 1500 x g por 

15 minutos para obtener el suero. Se determinó la actividad de las enzimas 

hepáticas alaninaaminotransferasa (ALT) y aspartatoaminotransferasa (AST) en 

el equipo ILAB- 300 plus (Clinical Chemistry System) utilizando los kits 

correspondientes. 

5.13.2 Actividad Antihiperglucemiante. 

Los experimentos para determinar la actividad antihiperglucemiante in vivo 

se llevaron a cabo en el Laboratorio de Electrofisiología y Bioevaluación 
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Farmacológica, Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma del Estado 

de Morelos (UAEM).  

En el modelo de actividad antihiperglucemiante se utilizaron ratas Wistar 

machos, normoglucémicos con un peso promedio de 220 g. Todos los animales 

se mantuvieron en el bioterio de la Facultad de Medicina (UAEM), a una 

temperatura entre 25 y 26 °C, con humedad relativa de 40 a 50 % y un ciclo de 

luz y oscuridad de 12 h (07:00 am - 19:00 pm) durante todo el período del 

estudio, además se les proporcionó agua y alimento ad libitum. Todos los 

animales fueron tratados bajo los códigos de ética internacionales para el trato 

de animales de laboratorio. 

Todos los especímenes tuvieron un ayuno de 5 horas previas al desarrollo 

experimental. Se formaron 5 grupos de 5 ratas cada uno: 

1. Grupo1 (Control negativo). Vehículo: agua (1 mL/Kg), vía oral (v.o.). 

2. Grupo 2 (Control de hiperglucemia con almidón de maíz): Se administró 

1g/kg de almidón de maíz en agua destilada, v.o. 

3. Grupo 3 (Control antihiperglucemiante, compuesto puro): Se administró 

vía oral una mezcla de: 1 g/kg de almidón de maíz con 0.5 mg/kg de 

acarbosa en agua destilada. 

4. Grupo 4 (Control antihiperglucemiante, extracto vegetal): Se administró 

vía oral una mezcla de: 1 g/kg de almidón de maíz con 0.5 mg/kg de un 

hidrolizado proteínico de leguminosa (PPHT) en agua destilada. 
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5. Grupo 5 (Grupo de prueba): Se administraron vía oral mezclas de: 1g/kg 

de almidón de maíz con dosis de 0.5, 2.5, 5 y 50 mg/kg de extracto en 

agua destilada. 

Después del ayuno se registró la glucosa basal en sangre total (extraída 

de la punta de la cola) con ayuda de un glucómetro portátil (Optium Xceed, 

Abbot). Una vez realizada la administración vía oral de la carga de 

carbohidratos (almidón de maíz 1 g/kg) con o sin inhibidor (acarbosa, PPHT o 

extracto de prueba), se midió la glucosa a los 15, 30, 45, 60 y 120 min. Con los 

datos de cada grupo se construyeron curvas de glucemia normalizada con el 

programa Origin 8 y se determinó la reducción del pico de glucosa. 
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CAPITULO 6 

 

 

 

RESULTADOS 

 

 

 

6.1  Método de Reducción del Radical Libre DPPH. 

6.1.1 Información Bibliográfica. 

En la Tabla 11 se enlistan catorce referencias que utilizaron el mismo 

método de reducción del radical DPPH y quercetina como control positivo. Para 

la etapa de optimización se consideraron las condiciones experimentales en las 

que se observaron diferencias significativas, es decir, concentración de DPPH, 

tiempo de incubación, condiciones de trabajo y solvente.  
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TABLA 11 

CONDICIONES EXPERIMENTALES DEL MÉTODO DE DPPH 

Autor 
Concentra-
ción DPPH 

(µM) 

Tiempo 
incubación 

(min) 

Oscu-
ridad 

Ȝ 
(nm) Solvente 

CE50 

(µg/mL) de 
Quercetina 

Método de referencia 

Burits y Bucar, 2000 101.5 30 n.i. 517 meOH 1.31 Cuendet et al., 1997; Kirby y Schmidt, 
1997 

Siatka y Kašparová, 2010  60.0 30 si 517 meOH 1.4 Brand-Williams et al., 1995; Chen et al., 
1999; Masuda et al., 1999 

Iacopini et al., 2008 120.0 n.i. n.i. 515 meOH 1.66 Brand-Williams et al., 1995 

Pérez-Meseguer et al., 2010 125.0 30 si 517 etOH 2.35 Leu et al., 2006 

Lee et al., 2009 60.0 c/15 n.i. 515 meOH 2.72 Brand-Williams et al., 1995 
Maksimović et al., 2008 500.0 30 si 517 meOH 2.75 Cuendet et al., 1997 

Ebrahimzadeh et al., 2010 100.0 15 n.i. 517 meOH 5.2 n. i. 

Jiang et al., 2006. 100.0 c/15 n.i. 517 meOH 6.337 Sang et al., 2002; Lu y Yeap Foo, 2000 

Lam et al., 2012 1.0 30 si 517 meOH 6.48 Tagashira y Ohtake, 1998 

Beevi et al., 2010 101.5 30 n.i. 517 meOH 11 Tagashira y Ohtake, 1998 

Quispe et al., 2012 60.0 30 n.i. 517 meOH 29.3 Simirgiotis et al., 2009 

Sadek et al., 2009 5000.0 no indica n.i. 515 meOH 36 Brand-Williams et al., 1995 

Roussis et al., 2008 60.0 40 n.i. 515 meOH 1600 Larrauri et al., 1998 

Ghasemi et al., 2009 100.0 15 n.i. 517 meOH 19300 
Ebrahimzadeh y Hosseinimehr, 2008; 
Ebrahimzadeh et al., 2008a; 
Ebrahimzadeh et al., 2008b 

CI50: Concentración efectiva media. DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo. etOH: Etanol. meOH: Metanol. Ȝμ Longitud de onda. n.i.: no 
indicado.
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Además, se evaluó la longitud de onda, ya que en el equipo con el que se 

realizó este trabajo no cuenta con el filtro recomendado de 517 nm.  

6.1.2 Optimización. 

A partir del método en macrodilución de DPPH se obtuvo la concentración 

efectiva media (CE50) de quercetina; 4 µg/mL, la cual se utilizó para realizar los 

experimentos de optimización. 

Como resultado de los experimentos del diseño factorial de media fracción 

(2^5-1) se obtuvo el diagrama de Pareto (Figura 7), con el cual se estableció 

que la concentración de DPPH, la longitud de onda, el solvente y la interacción 

entre ellas, son las condiciones que producen una variación significativa en la 

respuesta. 
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Figura 7.  Diagrama de Pareto Obtenido en la Optimización del Ensayo de 
DPPH. 

 

De acuerdo al método simplex secuencial básico se plantearon 4 

experimentos (Fórmula 2, sección 5.5). Se utilizaron los mismos niveles altos y 

bajos que en el diseño factorial (Tabla 1), además de los valores medios de 
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esas condiciones. Se realizaron los experimentos y se calculó el porcentaje de 

reducción de DPPH, los resultados se presentan en la Tabla 12. 

TABLA 12 

EXPERIMENTO SIMPLEX SECUENCIAL BÁSICO PARA EL  

MÉTODO DE DPPH 
 

Experimento [DPPH] (ȝM)  (nm) Solvente 
% 

Reducción 
Abs AbsControl 

1 60 450 Metanol 29.2 0.0880 0.1280 

2 500 450 Metanol 7.4 0.6480 0.6920 

3 280 540 Metanol 24.4 0.6170 0.8440 

4 280 540 Etanol 33 0.5160 0.7500 

 : Longitud de onda. Abs: Absorbancia 

Como resultado del método simplex secuencial básico se decidió que las 

condiciones del experimento número 4 son las óptimas. 

En la Tabla 13 se presenta el método resultado del proceso de 

optimización. 

TABLA 13 

MÉTODO OPTIMIZADO DE REDUCCIÓN DEL RADICAL LIBRE DPPH 

  Blanco 
Control 

negativo 
Blanco de 
muestra Muestra 

Etanol 100 µL 100 µL 100 µL   
DPPH (280 µM)   100 µL   100 µL 

Muestra Problema (diferentes 
concentraciones) 100 µL   100 µL 100 µL 

  
Incubar  por 15 min. en oscuridad 

Medir Abs a 540 nm 
Abs: Absorbancia 
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6.1.3 Validación. 

6.1.3.1 Linealidad. 

La linealidad se evaluó por 3 diferentes enfoques: 

1. En la Figura 8 se presenta la curva de regresión obtenida con los 

porcentajes de reducción de DPPH en función de las concentraciones 

de quercetina. Se obtuvo un coeficiente de determinación (r2) de 

0.9941 y una pendiente de 9.7588. El rango lineal se estableció entre 

0.5 y 8 ȝg/mL de quercetina, equivalentes a 7.2 - 121.7 ȝM de DPPH. 

La CE50 fue de 4.3 ± 0.05 µg/mL de quercetina. 

2. En la figura 9 aparece la curva de calibración obtenida con los 

porcentajes de reducción de DPPH en función de la quercetina 

adicionada a un extracto. El coeficiente de determinación fue de 0.9914 y 

el valor de la pendiente de 9.8482. El rango lineal fue de 0.5 a 8 µg/mL 

de quercetina, equivalente a 7.04 - 125 ȝM de DPPH. La CE50 fue de 4.3 

± 0.04 µg/mL de quercetina. 

3. En la figura 10 se muestra la curva de calibración de DPPH en etanol. Se 

obtuvo un r2 de 0.9987. El rango lineal fue de 7 a 140 µM de DPPH. 
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Figura 8.  % Reducción de DPPH por Quercetina. λ = 540 nm. 
 

 

Figura 9.  % Reducción de DPPH por el extracto Adicionado con Quercetina.      
λ = 540 nm. 

 

 

Figura 10.  Curva de Calibración de DPPH en etanol. λ = 540 nm. 
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6.1.3.2 Precisión y Exactitud. 

En la Tabla 14 se muestran los resultados para la evaluación de precisión 

(intradía e interdía) y exactitud de este método.  

En la Figura 11 se presenta la curva de regresión para la evaluación de la 

correlación entre la concentración de quercetina calculada y la real. Se obtuvo 

un coeficiente de determinación de 0.9914 y una pendiente de 0.9961. 

TABLA 14 

 PRECISIÓN Y EXACTITUD DEL MÉTODO DE DPPH 

Nivel de Adición [Quercetina] ȝg/mL % DER % DER (interdía) % Error 

Alta 8 1.75 2.64 1.55 

Media 4 6.80 6.79 -5.19 

Baja 0.5 1.57 2.64 -5.81 

 

 

Figura 11.  Evaluación de la Correlación de Concentración de Quercetina 
Calculada y Real por el Método de DPPH. 

 

6.1.3.3 Límite de Cuantificación y Límite Máximo de Cuantificación. 

Se estableció que 0.5 µg/mL de quercetina (correspondientes a 121.7 µM 

de DPPH) es el límite de cuantificación para este método. El límite máximo de 
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cuantificación a una concentración de 8 µg/mL de quercetina (correspondientes 

a 9.22 µM de DPPH). 

6.1.3.4 Uniformidad de Placa y Variabilidad de la Señal. 

En la Tabla 15 se presenta la desviación estándar relativa para cada 

señal, en las diferentes placas. Se calculó la % DER de inhibición y % DER 

para la señal media de cada una de las placas (Tabla 16). 

TABLA 15 

DESVIACION ESTANDAR RELATIVA DE LAS SEÑALES DE DPPH 

  
% DER Día 1 % DER Día 2 

Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 1 Placa 2 Placa 3 

Señal Máxima (CI20) 1.39 1.22 2.13 9.47 6.96 4.11 

Señal Media (CI50) 5.77 5.74 2.04 6.06 3.57 3.14 

Señal Mínima (CI80) 12.7 6.60 4.56 1.77 1.98 0.73 

 

TABLA 16 

 DESVIACIÓN ESTÁNDAR RELATIVA DE LOS PORCENTAJES DE 

REDUCCIÓN 

 

 
Día 1 Día 2 

% Reducción % DER % Reducción % DER 

Placa 1 42.56 13.88 45.86 13.66 

Placa 2 41.69 13.53 44.70 7.98 

Placa 3 42.19 5.27 45.55 7.21 

 

Se calculó el factor Z en cada placa. En todos los casos el factor Z fue 

mayor 0.94. Los resultados se presentan en la Tabla 17. 
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TABLA 17 

 FACTOR Z PARA EL MÉTODO DE DPPH 

 
Día 1 Día 2 

Factor Z Factor Z 

Placa 1 0.94 0.96 

Placa 2 0.97 0.96 

Placa 3 0.97 0.98 

 

6.1.3.5 Robustez. 

En la Tabla 18 se presentan los resultados de robustez del método 

optimizado evaluados con la prueba de Tukey. 

TABLA 18 

ROBUSTEZ PARA EL MÉTODO DE DPPH 

Variable 
Óptima 

Cambios a variable óptima Resultado 

[DPPH] 
(280 mM) 

285 % Reducción No son diferentes 

275 % Reducción No son diferentes 

Solvente 
(Etanol) 

Agua (25 %) % Reducción No son diferentes 

DMSO (0.25 %) % Reducción No son diferentes 

DMSO (0.15 %) % Reducción No son diferentes 

 

6.2 Método de Reducción del Radical Libre ABTS. 

6.2.1 Información Bibliográfica. 

En la Tabla 19 se enlistan 11 referencias en que se utilizó el mismo 

fundamento para la reducción del radical libre ABTS (Figura 4) y que además 
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utilizaron como control positivo trolox. De estos antecedentes se eligió optimizar 

las variables experimentales con modificaciones: concentración de ABTS 

(ajuste a una absorbancia), cantidad de ABTS, solvente, luz u oscuridad, tiempo 

y temperatura de incubación. 

 

6.2.2 Optimización. 

A partir del método en macrodilución de ABTS se obtuvo la concentración 

efectiva media (CE50) de trolox; 3 µg/mL, la cual se utilizó para realizar los 

experimentos de optimización. 

Como resultado del diseño factorial completo se obtuvo un diagrama de 

Pareto (Figura 12), con el que se seleccionaron las condiciones con mayor 

efecto sobre la respuesta en este método: concentración de ABTS (ajuste de 

absorbancia y porcentaje) y solvente, así como la interacción con la condición 

de trabajo (luz/oscuridad).  
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Figura 12.  Diagrama de Pareto Obtenido en la Optimización del Método de ABTS. 
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TABLA 19 

 REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS PARA EL MÉTODO DE ABTS 

Autor 
Ajuste de 

Abs. ABTS 

Concentra-
ción de 

ABTS (%) 

Tiempo 
incubación 

(min) 
Solvente Oscuridad 

Temperatura 
de 

incubación 
(°C) 

CE50 

(µg/mL) de 
Trolox 

Método de referencia (que 
usaron los autores) 

Kamatou et al., 2010 n.i. 95.0 4 n.i. n.i. n.i. 2.43 Moolla et al., 2007 

Snijman et al., 2009 Abs=0.7 95.0 4 Etanol n.i. 30 2.85 Re et al., 1999 

Tapondjou et al., 2011 Abs=0.7 90.0 1 AF n.i. 30 3.13 Esparza-Rivera et al., 2006 

Tan et al., 2003 n. i. 99.5 12 AF n.i. 30 3.88 Re et al., 1999 

Puangpronpitag et al., 2008 Abs=0.7 99.0 6 n.i. n.i. ni 5.05 Re et al., 1999 

Wu et al., 2007 Abs=0.8 87.5 ni Etanol n.i. ni 11.31 Re et al., 1999 

Ponou et al., 2010 Abs=0.8 n.i. 30 AF si 37 19.898 Re et al., 1999 

Chung et al., 2011 Abs=0.8 50.0 6 Metanol si n.i. 22.51 Thana et al., 2008 

Kim et al., 2010 Asb=0.7 90.0 6 Etanol si Amb. 23.53 Re et al., 1999 

Ng et al., 2009 n.i. 82.0 ni AF n.i. n.i. 29.104 Re et al., 1999 

Boussaada et al., 2007 Abs=0.7 99.0 6 AF si 37 273 
Re et al., 1999;  

Tiwari & Tripathi, 2007 

Abs: Absorbancia. ABTS: ácido 2-2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico). AF: Amortiguador de Fosfato de potasio. CE50: 
Concentración efectiva media. n.i.: no indicado.  
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De acuerdo al método simplex secuencial básico se plantearon 

inicialmente 5 experimentos, aunque en total se realizaron 6. Se determinaron 

los porcentajes de reducción. Los resultados se muestran en la Tabla 20. 

TABLA 20 

SIMPLEX SECUENCIAL BÁSICO PARA EL MÉTODO ABTS 

Experimento 
Ajuste ABTS 

(Abs) 
Concentración 

ABTS (%) 
Solvente Oscuridad 

% 
Reducción 

1 0.7 50 Etanol Luz 72 

2 0.7 50 AF Oscuridad 66 

3 0.7 50 AF Luz 36 

4 0.8 99 Etanol Oscuridad 31 

5 0.8 99 Etanol Luz 17 

6 0.65 25.5 AF Oscuridad 98 

Abs: Absorbancia. AF: amortiguador de fosfatos. 

 

Los mejores porcentajes de reducción se obtuvieron en el experimento 6, 

sin embargo, la concentración de ABTS fue demasiado baja, con valores de 

absorbancia bajos, por lo que fue descartado también. Se decidió tomar las 

condiciones del primer experimento y realizar una optimización clásica de la 

concentración de ABTS. 

Concentraciones entre 70 y 90 % de ABTS fueron evaluadas adicionando 

la misma concentración de trolox en todos los casos (3 µg/mL). La prueba se 

realizó por triplicado. Los resultados aparecen en la Tabla 21. 

La mejor condición fue utilizar concentración de ABTS al 70%, ya que 

obtuvo el porcentaje de reducción cercano al 50 % y valores de absorbancia 

aceptables para el control negativo. 
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TABLA 21 

OPTIMIZACIÓN DEL PORCENTAJE DE ABTS 

% ABTS Abs control negativo % Reducción % DER 

90 0.5645 40.76 ± 2.6 6.46 

80 0.4811 41.92 ± 3.8 9.21 

70 0.4362 49.37 ± 3.4 7.08 

Abs: Absorbancia. % DER: Desviación estándar relativa. 

En la Tabla 22 se presenta el método resultado del proceso de 

optimización. 

TABLA 22 

MÉTODO OPTIMIZADO DE REDUCCIÓN DEL RADICAL LIBRE ABTS 

  Blanco 
Control 

negativo 
Blanco de 
muestra Muestra 

Etanol 140 µL 60 µL 140 µL   
ABTS (Abs = 0.7)   140 µL   140 µL 

Muestra Problema 
(diferentes 

concentraciones) 

 

  60 µL 60 µL 

  
Incubar  por 6 min. en oscuridad 

Medir Abs a 750 nm 
Abs: Absorbancia 
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6.2.3 Validación. 

6.2.3.1 Linealidad. 

Se estableció la linealidad tomando en cuenta tres aproximaciones 

diferentes: 

1. En la Figura 13 se presenta la curva de regresión obtenida con los 

porcentajes de reducción de ABTS*+ en función de las concentraciones 

de trolox. Se estableció el intervalo lineal para éste método entre 0.25 a 6 

µg/mL de trolox, equivalente a 2.9 – 70 % de ABTS. Se obtuvo un 

coeficiente de determinación (r2) de 0.9947 y una pendiente de 16.54. La 

CE50 fue de 3.13 ± 0.08 µg/mL de trolox.  

2. En la figura 14 se presenta la curva de regresión que se obtuvo con los 

porcentajes de reducción de ABTS*+ en función del trolox adicionado a un 

extracto. El coeficiente de determinación fue de 0.995, la pendiente de 

14.734 y el intervalo lineal de 0.25 a 6 µg/mL de trolox, equivalente a 

5.25 – 66 % de ABTS. La CE50 fue de 3 ±0.05 µg/mL de trolox. 

3. En la Figura 15 se muestra la curva de calibración de ABTS*+ en etanol, 

se obtuvo un coeficiente de determinación de 0.9991 y un rango lineal 

entre 1 y 70% de ABTS. En la Figura 15 se presenta la curva de 

calibración. 
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Figura 13.  Porcentaje de Reducción de ABTS con Trolox. λ = 750 nm. 

 

 

Figura 14.  Porcentajes de Reducción de ABTS con Extracto Adicionado con 
Trolox. λ = 750 nm. 

 

 

Figura 15.  Curva de Calibración de ABTS en Etanol. λ = 750 nm. 
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6.2.3.2 Precisión y Exactitud. 

En la Tabla 23 se presentan los resultados de la evaluación de precisión y 

exactitud. Además, en la Figura 16 se muestra la curva de regresión para la 

evaluación de la correlación entre la concentración de trolox calculada y real. Se 

obtuvo un coeficiente de determinación de 0.9948 y una pendiente de 1.0029. 

TABLA 23 

PRECISIÓN Y EXACTITUD DEL MÉTODO DE ABTS 
 

Nivel de Adición [Trolox] ȝg/mL % DER % DER (interdía) % Error 

Alta 5 6.34 0.77 -0.20 

Media 3 2.32 1.62 -1.98 

Baja 1 9.75 3.02 -1.82 

 

 

Figura  16. Evaluación de la Correlación de Concentración de Trolox Calculada 
y Real por el Método de ABTS. 

 

6.2.3.3 Limite de Cuantificación y Límite Máximo de Cuantificación. 

El límite de cuantificación se estableció en 0.157 µg/mL de trolox, 

equivalentes a 70 % de ABTS. El límite máximo de cuantificación se estableció 

en 6 µg/mL de trolox, equivalentes a 3.57 % de ABTS. 



76 

 

6.2.3.4 Uniformidad de Placa y Variabilidad de Señal. 

En la Tabla 24 se presenta la DER para cada señal, en las diferentes 

placas. Se calculó el porcentaje de reducción y la DER para la señal media de 

cada placa. Los resultados se observan en la Tabla 25.  

TABLA 24 

 DESVIACIÓN ESTÁNDAR RELATIVA DE LAS SEÑALES DE ABTS 

 
% DER Día 1 % DER Día 2 

Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 1 Placa 2 Placa 3 

Señal Máxima (CE20) 13.09 11.18 13.16 2.17 2.56 2.99 

Señal Media (CE50) 5.08 5.08 5.56 2.99 2.62 2.96 

Señal Mínima (CE80) 3.34 4.64 5.43 5.54 3.29 7.16 

 

TABLA 25 

DESVIACIÓN ESTÁNDAR RELATIVA DE LOS PORCENTAJES DE  
REDUCCIÓN DE ABTS 

 

 
Día 1 Día 2 

% Reducción % DER % Reducción % DER 
Placa 1 49.55 13.44 51.66 4.51 
Placa 2 51.95 12.35 49.90 7.24 
Placa 3 50.19 13.81 49.07 4.12 

 

Se calculó el factor Z de acuerdo al procedimiento descrito en la sección 

5.7.5.3. Los resultados se presentan en la Tabla 26. 
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TABLA 26 

FACTOR Z PARA EL MÉTODO DE ABTS 

 
Día 1 Día 2 

Factor Z Factor Z 

Placa 1 0.93 0.94 

Placa 2 0.91 0.95 

Placa 3 0.89 0.93 

 

6.2.3.5 Robustez. 

En la Tabla 27 se presentan los resultados de robustez evaluados con la 

prueba de Tukey. 

TABLA 27 

 EVALUACIÓN DE ROBUSTEZ DEL MÉTODO DE ABTS 

Variable Óptima Cambios a variable óptima Resultados 

Ajuste ABTS 
(Abs=0.7) 

0.65 % Reducción No son diferentes 
0.75 % Reducción No son diferentes 

[ABTS] (70 %) 
65 % Reducción No son diferentes 
75 % Reducción No son diferentes 

Solvente (Etanol) 
Agua (25 %) % Reducción Son diferentes 

DMSO (0.25 %) % Reducción Son diferentes 
DMSO (0.15 %) % Reducción No son diferentes 

Abs: Absorbancia. Agua: concentración final en el pozo 25%. DMSO: concentraciones 
finales en el pozo. 
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6.3 Método de Inhibición de la Enzima α-Glucosidasa. 

6.3.1 Información Bibliográfica. 

En la Tabla 28 se enlistan 13 referencias que utilizaron el mismo método 

de inhibición de α-glucosidasa, y acarbosa como control positivo.  

 

6.3.2 Optimización del Método de Inhibición de α-Glucosidasa. 

A partir del método en macrodilución de α-glucosidasa se obtuvo la 

concentración inhibitoria media (CI50) de acarbosa; 198 µg/mL, la cual se utilizó 

para realizar los experimentos de optimización. 

Como resultado de los experimentos del diseño factorial se obtuvo un 

diagrama de Pareto (Figura 17), con el cual se estableció que la concentración 

de enzima, temperatura de incubación, así como la interacción entre 

concentración de enzima y sustrato, y concentración de enzima y tiempo de 

incubación, son las condiciones que producen una variación significativa en la 

respuesta. La concentración del sustrato se optimizó con una cinética 

enzimática. 
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TABLA 28 

CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA EL MÉTODO DE INHIBICIÓN DE α-GLUCOSIDASA 

AF: Amortiguador de Fosfatos. CI50: Concentración inhibitoria media. NaN3: Azida de Sodio. n.i.: no indicado. p-NPG: p-nitrofenil-α-D-
glucopiranósido.

Autor Enzima 
(U/mL) 

p-NPG 
(mM) AF (M) pH Temperatura 

(°C) 

Tiempo 
incubación 

(min) 

Otros 
componentes 

CI50 (mg/mL) 
de Acarbosa Método de referencia 

Ren et al., 2011 0.040 0.5 n. i. 6.8 37 5/30 0.1 M Carbonato 
de sodio 

< 0.010 Kim et al., 2004 

Apostolidis et al., 2010 1.000 5 0.1 6.9 25 10/5 n. i. 0.00037 n.i. 

Lee et al., 2008 3.000 2 n. i. 6.5 37 10/35 n. i. 0.029 
Pistia-Brueggeman y 
Hollingsworth, 2001 

Wang et al., 2012 1.000 5 0.1 6.9 25 10/5 n. i. 0.15 Apostolidis y Lee, 2010 

Wu et al., 2011 0.500 n.i. 0.1 6.9 37 10/60 n. i. 0.27 
Chapdelaine et al., 1978; 

Matsui et al., 1996 

Chan et al., 2010 0.032 2 0.1 7 37 20 n. i. 0.437 Matsui et al., 1996 

Choudhary et al., 2010 0.250 0.7 0.05 6.9 37 n. i. n. i. 0.504 Matsui et al., 1996 

Heo et al., 2009 0.700 5 0.1 7 Ambiente 5/5 2g/L albúmina 
bovina+0.2g/l NaN3 

0.678 Watanabe et al., 1997 

Lee et al., 2010 0.700 5 0.1 7 Ambiente 5/5 2g/L albúmina 
bovina+0.2g/l NaN3 

0.678 Watanabe et al., 1997 

Kang et al., 2011 0.200 2.5 n. i. 6.8 37 15/15 0.2 M Carbonato 
de sodio 0.894 Kang et al., 2009 

Kang et al., 2012 0.200 2.5 n. i. 6.8 37 15/15 0.2 M Carbonato 
de sodio 1.081 Kang et al., 2011;         

Li et al., 2011 

Subramanian et al., 2008 0.100 n. i. 0.1 7 ambiente 5/5 2g/L albúmina 
bovina+0.2g/l NaN3 

6.2 Kim et al., 2000 

Linwei et al., 2012 0.075 3 0.67 6.8 37 30 0.1 M Carbonato 
de sodio 10 Kim et al., 2004 

Shai et al., 2010 0.600 2.9 n. i. 6.9 25 5 hirvió 2 min 17 Matsui et al., 1996 

Hou et al., 2009 0.010 10 n. i. n. i. 37 30 0.1 M Carbonato 
de sodio n. i. Matsui et al., 1996 
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Figura 17.  Diagrama de Pareto Obtenido en la Optimización del Método de 

Inhibición de α-Glucosidasa. 
 

En el método simplex secuencial básico se plantearon inicialmente 4 

experimentos y se llegó hasta 7. Se determinaron los porcentajes de inhibición. 

Los resultados se muestran en la Tabla 29. Las condiciones que produjeron el 

mejor porcentaje de inhibición fueron las del experimento 4. 

TABLA 29 

 EXPERIMENTO SIMPLEX SECUENCIAL BÁSICO PARA EL  

MÉTODO DE INHIBICIÓN DE α-GLUCOSIDASA 
 

Experimento Enzima Tiempo Temperatura % Inhibición 
AbsControl 100% 

Act.enzimática 

1 0.1 5 25 82.2 0.110 

2 1 5 25 75.0 0.288 

3 0.55 30 25 37.7 0.392 

4 0.55 17.5 37 59.1 0.431 

5 1.3 30 33 21.0 0.2957 

6 0.6 30 37 51.4 0.426 

7 0.1 22 33 88.7 0.319 

Abs: Absorbancia 
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6.3.3 Cinética Enzimática. 

La concentración óptima de sustrato se estableció con el valor de Km. Se 

realizó una cinética enzimática, donde se utilizaron las condiciones óptimas 

establecidas para el método y se varió la concentración final del sustrato entre 2 

y 476 µg/mL. Los resultados se muestran en la Figura 18. 

Se calculó una gráfica de doble recíproco (Figura 19). Utilizando la 

ecuación de la recta se calcularon, por extrapolación, el valor de Km y el de 

Vmax. Los resultados se presentan en la Tabla 30. 

 

Figura 18.  Cinética Enzimática de α-Glucosidasa sobre p-NPG. Temperatura: 
ambiente. λ = 405 nm. 
 

 

Figura 19.  Gráfica de Lineweaver-Burke de α-Glucosidasa. 
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TABLA 30 

VALORES DE Km Y Vmax PARA LA ENZIMA α-GLUCOSIDASA 

Vmax 2.6 µg/mL/min 8.6 µM/min 

Km 33.6 µg/mL 111.5 µM 

 

En base a estos resultados, la concentración final de sustrato óptima para 

el método es de 33.6 µg/mL (111.5 µM). 

En la Tabla 31 se presenta el método resultado de la optimización. 

TABLA 31 

MÉTODO OPTIMIZADO DE INHIBICIÓN DE α-GLUCOSIDASA 

  Blanco 
Control 

negativo 
Blanco de 
muestra Muestra 

Amortiguador de fosfatos 
(100 mM, pH 6.8)  17 µL 50 µL 17 µL   

Muestra Problema 
(diferentes concentraciones) 

    33 µL 33 µL 

p-NPG (3λ5.3 ȝg/mL) 17 µL 17 µL 17 µL 17 µL 
  Incubar por 5 min a 37 °C 

Enzima α-glucosidasa (0.55 
U/mL)   17 µL   17 µL 

  Incubar por 17.5 min a 37 °C 
Carbonato de sodio         

(100 mM) 133 µL 133 µL 133 µL 133 µL 

  Medir Abs a 405 nm 
Abs: Absorbancia. p-NPG: p-nitrofenil-α-D-glucopiranósido. 
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6.3.4 Validación del Método de Inhibición de α-Glucosidasa. 

6.3.4.1 Linealidad. 

La linealidad se evaluó utilizando dos diferentes estrategias: 

1. Se utilizaron diferentes concentraciones de acarbosa, por triplicado. En la 

Figura 20 se presenta la curva de regresión. Se obtuvo un valor de r2 de 

0.994 y una pendiente de 0.147. El rango lineal se estableció entre 100 y 

310.2 µg/mL de acarbosa. La CI50 fue de 180.2 ± 2.48 µg/mL de 

acarbosa. 

2. Un extracto de J. dioica fue adicionado con diferentes concentraciones 

de acarbosa por triplicado. En la Figura 21 se presenta la curva de 

regresión. El valor de r2 fue de 0.9917 y el valor de la pendiente de 

0.1598. El rango lineal fue de 99 a 260.7 µg/mL. La CI50 fue de 164.31 ± 

1.65 µg/mL de acarbosa.  

 

Figura 20.  Porcentajes de Inhibición de α-Glucosidasa por Acarbosa. λ = 405 
nm. 
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Figura 21.  Porcentaje de Inhibición de α-Glucosidasa por un Extracto 
Adicionado con Acarbosa. λ = 405 nm. 

 

6.3.4.2 Precisión y Exactitud. 

En la Tabla 32 se muestran los resultados del cálculo de precisión y 

exactitud. En la Figura 22 se presenta la curva de regresión para la evaluación 

de la correlación entre la concentración de acarbosa calculada y la real. Se 

obtuvo un valor de r2 de 0.995 y una pendiente de 1. 

TABLA 32 

PRECISIÓN Y EXACTITUD DEL MÉTODO DE INHIBICIÓN DE α-
GLUCOSIDASA 

 

Nivel de Adición [Acarbosa] ȝg/mL % DER % DER (interdía) % DER 

Alta 260.7 1.644 1.32 -0.17 

Media 201.3 1.60 1.15 -2.57 

Baja 99 1.53 1.76 -1.53 
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Figura 22.  Evaluación de la Correlación de Concentración de Acarbosa 
Calculada y Real por el Método de Inhibición de α-Glucosidasa 

 

6.3.4.3 Límite de Cuantificación y Límite Máximo de Cuantificación. 

Se estableció el límite de cuantificación de este método en 99 µg/mL de 

acarbosa y el límite máximo de cuantificación en 310.2 µg/mL. 

6.3.4.4 Uniformidad de Placa y Variabilidad de la Señal. 

En la Tabla 33 se muestra la desviación estándar relativa para cada una 

de las señales en las 3 placas. 

TABLA 33 

DESVIACIÓN ESTÁNDAR RELATIVA DE LAS SEÑALES DEL MÉTODO DE 
INHIBICIÓN DE α-GLUCOSIDASA  

 

 
% DER Día 1 % DER Día 2 

Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 1 Placa 2 Placa 3 

Señal Máxima (CI38) 1.41 1.99 1.53 2.96 3.45 2.01 

Señal Media (CI50) 2.10 1.44 1.05 3.22 3.71 3.43 

Señal Mínima (CI70) 4.32 2.39 2.24 6.69 5.59 5.77 
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Se calculó el porcentaje de Inhibición y la desviación estándar relativa 

para la señal media de cada placa. Los resultados se presentan en la Tabla 34.  

Se calculó el factor Z y los resultados se muestran en la Tabla 35. 

TABLA 34 

DESVIACIÓN ESTÁNDAR RELATIVA DE LOS PORCENTAJES DE  
INHIBICIÓN DE α-GLUCOSIDASA  

 

 
Día 1 Día 2 

% Inhibición % DER % Inhibición % DER 
Placa 1 63.48 5.78 65.21 8.87 
Placa 2 63.92 4.11 62.94 10.71 
Placa 3 64.43 2.92 64.92 9.45 

 

TABLA 35 

 FACTOR Z PARA EL MÉTODO DE α-GLUCOSIDASA 

 
Día 1 Día 2 

Factor Z Factor Z 

Placa 1 0.96 0.93 

Placa 2 0.96 0.92 

Placa 3 0.97 0.94 

 

6.3.4.5 Robustez. 

Se evaluó la robustez como se indica en la sección 5.10.3.5. Los 

resultados se presentan en la Tabla 36. 
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TABLA 36 

EVALUACIÓN DE ROBUSTEZ PARA EL MÉTODO DE                   
INHIBICIÓN DE α-GLUCOSIDASA 

 

Variable Óptima Cambios a variable óptima Resultados 

Concentración del sustrato 
(111.5 µM) 

101.5 %Inhibición Son diferentes 

121.5 % Inhibición Son diferentes 

Concentración de Enzima 
(0.55 U/mL) 

0.45 % Inhibición Son diferentes 

0.65 % Inhibición Son diferentes 

Temperatura de incubación 
(37 °C) 

35 % Inhibición Son diferentes 

39 % Inhibición No son diferentes 

Tiempo de incubación (17.5 
minutos) 

15 % Inhibición Son diferentes 

20 % Inhibición No son diferentes 

Solvente de la muestra 
(Amortiguador de fosfatos) 

Etanol (25 %) % Inhibición No son diferentes 

DMSO (0.25 %) % Inhibición No son diferentes 

DMSO (0.15 %) % Inhibición No son diferentes 

 

6.4 Método de Inhibición de la Enzima α-Amilasa. 

6.4.1 Información Bibliográfica. 

En la Tabla 37 se enlistan 8 referencias que utilizaron el mismo método de 

inhibición de la enzima α-amilasa y acarbosa como control positivo. 

 

6.4.2 Optimización. 

A partir del método en macrodilución de α-amilasa se obtuvo la 

concentración inhibitoria media (CI50) de acarbosa; 0.6 µg/mL, la cual se utilizó 

para realizar los experimentos de optimización. 
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Como resultado de los experimentos del diseño factorial se obtuvo un 

diagrama de Pareto (Figura 23), con el cual se estableció que la concentración 

la enzima, los tiempos de preincubación, incubación y calentamiento en baño 

de agua, son las condiciones que producen una variación significativa en la 

respuesta. 

De acuerdo al método simplex secuencial básico se plantearon 10 

experimentos en total. Los resultados se muestran en la Tabla 38. 

 
Figura 23.  Diagrama de Pareto Obtenido en la Optimización del Método de 

Inhibición de α-Amilasa. 
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TABLA 37  

CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA EL MÉTODO DE INHIBICIÓN DE LA ENZIMA α-AMILASA 

Referencia Enzima 
(U/mL) 

Almidón 
(mg/mL) 

AF (M)  pH Temperatura 
(°C) 

Tiempo 
incubación 

(min) 

Tiempo en 
agua 100°C 

(min) 

Ȝ 
(nm) 

 DNS 
Mm 

CI50 

(mg/mL) 
de 

Acarbosa 

Método de 
referencia 

Apostolidis et al., 
2010 0.52 0.4 0.02 6.9 25 10/10 5 540 n.i. 0.00068 n. i. 

Satpathy et al., 
2011 

0.20 0.4 0.02 6.9 25 10/10 5 540 n.i. 0.00156 McCue y 
Shetty, 2004 

Hou et al., 2009 n.i. n.i. n.i. n.i. 37 5 15 540 n.i. 0.00182 No establece 

Subramanian et al., 
2008 1.00 1 0.02 6.9 25 10/10 5 540 96 14.9 Apostolidis et 

al., 2007 

Wu et al., 2011 0.11 0.22 0.02 6.9 25 10/10 5 540 96 47.5 

Gillard et al., 
1977;  

Kwon et al., 
2006 

Ha et al. , 2011 n.i. n.i. 0.02 6.9 25 10/10 5 540 n.i. < 0.03228 Kwon et al., 
2007 

Wang et al., 2012 0.14 0.29 0.02 6.9 25 10/10 5 540 n.i. < 0.15 Ranilla et al., 
2010 

Vadivel et al., 2011 0.03 0.07 0.02 6.9 25 10/30 5 540 n.i. > 1.0 n. i. 

AF: Amortiguador de fosfatos. CI50: Concentración inhibitoria media. DNS: ácido dinitro salicílico. n.i: no indicado.
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TABLA 38 

EXPERIMENTO SIMPLEX SECUENCIAL BÁSICO PARA EL MÉTODO DE 
INHIBICIÓN DE α-AMILASA 

 

Experimento 
Enzima 
(U/mL) 

Tiempo 
preincubación 

(min) 

Tiempo de 
incubación 

(min) 

Tiempo 
en 

baño 
maría 
(min) 

% 
Inhibición 

AControl 

100%Act.enzimática 

1 0.5 5 5 5 41.38 1.474 

2 8.3 5 5 5 -1.12 2.935 

3 4.4 10 5 5 -6.64 0.542 

4 4.4 7.5 10 5 6.76 2.794 

5 4.4 7.5 7.5 15 9.63 2.211 

6 4.4 2.5 8.75 10 -11.44 2.901 

7 6.35 12.5 5 5 10.38 1.436 

8 0.5 10.63 7.81 8.75 46.13 1.084 

9 0.5 7.2 5.5 15.6 52.87 0.906 

10 0.5 7.0 7.0 5.9 45.61 1.048 

 

Las condiciones del experimento número 9 fueron las que presentaron el 

mejor resultado y son las que se establecieron como óptimas. 

 

6.4.3 Cinética Enzimática. 

Se determinó la concentración óptima de sustrato por medio del valor de 

Km, determinada por una cinética. Los resultados se presentan en la Figura 24. 

Se realizó una gráfica de doble recíproco, (Figura 25), con la ecuación de 

la recta se calcularon por extrapolación los valores de Km y Vmax. Los resultados 

se muestran en la Tabla 39. De acuerdo a estos resultados, se estableció la 

concentración óptima de almidón: 0.38 mg/mL (1.11 mM). 
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Figura 24.  Cinética Enzimática de α-Amilasa Sobre Almidón. Temperatura = 
ambiente, λ = 540 nm. 

 

 

Figura 25.  Gráfica de Lineweaver-Burke para la α-Amilasa Sobre Almidón. 

 

TABLA 39 

 VALORES DE Km Y Vmax PARA LA ENZIMA α-AMILASA 

Vmax 2.1 mg/mL/min 6.13 mM/min 

Km 0.38 mg/mL 1.11 mM 

 

En la Tabla 40 se presenta el método resultado del proceso de 

optimización. 
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TABLA 40 

MÉTODO OPTIMIZADO DE INHIBICIÓN DE α-AMILASA 

  Blanco 
Control 

negativo 
Blanco de 
muestra Muestra 

Amortiguador de fosfatos 
(100 mM, pH 6.9)  100 µL 100 µL 100 µL   

Muestra Problema(diferentes 
concentraciones) 

    100 µL 100 µL 

Enzima α-amilasa            
(1.5 U/mL) 

  100 µL   100 µL 

  Incubar por 7.2 min a 37 °C 
Almidón (3.8 mg/mL) 100 µL 100 µL 100 µL 100 µL 

  Incubar por 5.5 min a 37 °C 
DNS (96 mM) 200 µL 200 µL 200 µL 200 µL 

  Colocar en baño de agua hirviendo por 15.6 
min 

  Transferir 100 µL a microplaca 
Agua 100 µL 100 µL 100 µL 100 µL 

  Medir Abs a 540 nm 
Abs: Absorbancia. DNS: ácido 3,5-dinitrosalicílico. 

 

6.4.4 Validación del Método de Inhibición de α-Amilasa. 

6.4.4.1 Linealidad. 

Se evaluó la linealidad tomando en cuenta dos estrategias: 

1. Se evaluaron diferentes concentraciones de acarbosa, por triplicado. En 

la Figura 26 se muestra la curva de regresión. Se obtuvo un r2 de 0.9906 

y una pendiente de 7.5784. El rango lineal se determinó entre 1.5 y 5 

µg/mL. La CI50 fue de 1.61 ± 0.06 µg/mL. 
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2. Se adicionaron distintas concentraciones de acarbosa a un extracto de J. 

dioica. En la Figura 27 se presenta la curva de regresión. El r2 fue de 

0.9947 y el valor de la pendiente fue de 11.493. El rango lineal fue de 1 a 

5 µg/mL. La CI50 fue de 2.9 ± 0.03 µg/mL. 

 

 

Figura 26.  Porcentaje de Inhibición de α-Amilasa con Acarbosa. λ = 540 nm. 

 

 

Figura 27.  Porcentaje de Inhibición de α-Amilasa con Extracto Adicionado con 
Acarbosa. λ = 540 nm. 

 

6.4.4.2 Precisión y Exactitud. 

En la Tabla 41 se presentan los resultados para la evaluación de precisión 

y exactitud.  
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Se realizó una curva de regresión para la evaluación de la correlación 

entre la concentración de acarbosa calculada y la real. Se obtuvo un r2 de 

0.9947 y una pendiente de 1. En la Figura 28 se muestran la curva de regresión 

obtenida.  

TABLA 41 

PRECISIÓN Y EXACTITUD DEL MÉTODO DE INHIBICIÓN DE α-AMILASA 
 

Nivel de Adición [Acarbosa] ȝg/mL % DER 
% DER 

(interdía) % Error 

Alta 5 0.99 1.68 -0.96 

Media 2.5 1.09 1.39 -3.08 

Baja 1 4.27 3.67 -5.46 

 

 

Figura 28.  Evaluación de la Correlación de Concentración de Acarbosa 
Calculada y Real por el método de inhibición de α-amilasa. 

 

6.4.4.3 Límite de Cuantificación y Límite Máximo. 

Se determinó el límite de cuantificación de este método en 1.5 µg/mL de 

acarbosa y el límite máximo de cuantificación en 5 µg/mL. 
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6.4.4.4 Uniformidad de Placa y Variabilidad de la Señal. 

En la Tabla 42 se presenta la desviación estándar relativa para cada una 

de las señales en las 3 placas. Se realizó el cálculo de porcentaje de inhibición 

y la desviación estándar relativa para la señal de CI50 de cada placa. Los 

resultados se observan en la Tabla 43.  

Se calculó el factor Z y los resultados se presentan en la Tabla 44. 

TABLA 42 

DESVIACIÓN ESTÁNDAR RELATIVA DE LAS SEÑALES DEL  

MÉTODO DE INHIBICIÓN DE α-AMILASA  
 

 
% DER Día 1 % DER Día 2 

Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 1 Placa 2 Placa 3 

Señal Máxima (CI50) 1.88 2.18 2.96 1.97 2.17 3.13 

Señal Media (CI60) 1.50 2.05 1.78 1.61 2.24 3.19 

Señal Mínima (CI70) 3.09 3.29 4.00 3.57 4.29 5.02 

 

TABLA 43 

 DESVIACIÓN ESTÁNDAR RELATIVA DE LOS PORCENTAJES DE  

INHIBICIÓN DEL MÉTODO DE α-AMILASA  
 

 
Día1 Día 2 

% Inhibición % DER % Inhibición % DER 

Placa 1 69.9 4.13 64.57 4.39 

Placa 2 64.77 5.81 64.95 6.33 

Placa 3 67.68 4.77 68.54 8.51 
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TABLA 44 

FACTOR Z PARA EL MÉTODO DE α-AMILASA 

 
Día 1 Día 2 

Factor Z Factor Z 

Placa 1 0.96 0.95 

Placa 2 0.95 0.95 

Placa 3 0.94 0.93 

 

6.4.4.5 Robustez. 

Los resultados de la evaluación de la robustez se presentan en la Tabla 

45. 

TABLA 45 

EVALUACIÓN DE ROBUSTEZ DEL MÉTODO DE  

INHIBICIÓN DE α-AMILASA 
 

Variable Óptima 
Cambios de la 

variable óptima 
Resultados 

Concentración de enzima 

(0.15 U/mL) 

0.20 % Inhibición son diferentes 

0.10 % Inhibición no son diferentes 

Tiempo de pre-incubación 
(7.2 min) 

9.2 % Inhibición no son diferentes 

5.2 % Inhibición no son diferentes 

Tiempo de incubación (5.5 
min) 

4.5 % Inhibición no son diferentes 

6.5 % Inhibición no son diferentes 

Tiempo en baño de agua 
(15.6 min) 

10.6 % Inhibición son diferentes 

20.6 % Inhibición no son diferentes 

Solvente de la muestra 
(Amortiguador de fosfatos 100 

mM pH 6.9) 

Etanol (25%) % Inhibición no son diferentes 

DMSO (0.5%) % Inhibición no son diferentes 

DMSO (0.25%) % Inhibición no son diferentes 
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6.7 Aplicación de los Ensayos Optimizados y Validados a Extractos de 

Plantas. 

 

6.7.1 Evaluación de la Potencial Actividad Antirradicalaria. 

Los métodos de reducción de radicales libres DPPH y ABTS optimizados y 

validados (secciones 5.12.1 y 5.12.2, respectivamente), fueron aplicados para 

determinar la actividad antirradicalaria in vitro de 30 extractos de plantas. El 

rango de CE50 para DPPH varió entre 6.03 a > 250 µg/mL, mientras que para 

ABTS fue de 1.06 a > 150 µg/mL. Los resultados se muestran en la Tabla 46. 

 

6.7.2  Evaluación de la Potencial Actividad Antihiperglucémica. 

Los métodos de inhibición de las enzimas α-glucosidasa y α-amilasa 

optimizados y validados (secciones 5.12.3 y 5.12.4, respectivamente), fueron 

aplicados para determinar la actividad antihiperglucémica in vitro de 30 

extractos de plantas. El rango de CI50 para α-glucosidasa varió entre 17.7 a > 

660 µg/mL, mientras que para α-amilasa fue de 3.74 a > 50 µg/mL. Los 

resultados se muestran en la Tabla 47. 
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TABLA 46 

ACTIVIDAD ANTIRRADICALARIA in vitro DE EXTRACTOS DE PLANTAS  

 

  DPPH ABTS 

Muestras CE50 (µg/mL) DE CE50 (µg/mL) DE 

1 6.03 0.20 2.28 0.21 
2 6.06 0.24 1.06 0.02 
3 7.30 1.02 1.97 0.04 
4 14.69 1.11 4.18 0.15 
5 21.74 0.47 5.33 0.14 
6 23.97 0.68 10.00 0.30 
7 26.75 0.69 9.14 0.15 
8 30.28 0.88 8.57 0.11 
9 >31.25   15.31 0.41 

10 34.92 0.60 13.32 0.31 
11 47.16 0.30 14.11 0.48 
12 51.14 0.91 27.05 0.58 
13 53.52 2.13 16.90 0.47 
14 54.80 0.09 32.60 0.91 
15 56.94 1.90 28.44 0.96 
16 59.78 1.28 11.25 0.39 
17 80.41 2.37 21.75 0.56 
18 83.64 1.86 13.64 0.40 
19 88.40 1.66 42.99 1.47 
20 92.10 1.93 25.42 0.39 
21 119.79 2.01 35.42 1.80 
22 147.47 1.79 21.31 0.39 
23 197.31 4.29 43.21 1.64 
24 213.10 5.65 >75   

25 240.33 0.01 55.88 2.38 
26 >250 

 
85.02 2.44 

27 >250 
 

62.41 0.88 
28 >250 

 
24.05 0.76 

29 >250 
 

>150  
30 >250 

 
>150  

Quercetina 4.3 0.05   
Trolox 

  
3.00 0.05 

  CE50: Concentración efectiva media. DE: Desviación estándar. 
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TABLA 47 

ACTIVIDAD ANTIHIPERGLUCÉMICA in vitro DE EXTRACTOS DE PLANTAS  
 

Muestra 
α-glucosidasa α-amilasa 

IC50 (µg/mL) DE IC50 (µg/mL) DE 
E1 17.7 1.67 13.97 0.91 
E2 27.9 0.21 12.29 0.53 
E3 33.2 0.31 >50   
E4 53.3 4.83 >50   
E5 74.5 0.58 8.75 0.22 
E6 107.9 2.01 4.75 0.04 
E7 141.9 6.37 >50   
E8 >330 

 
9.09 0.60 

E9 >330 
 

>50   
E10 >330 

 
>50   

E11 >330   6.33 0.81 
E12 >330   3.74 0.19 
E13 >330   >50   
E14 >330   >50   
E15 >330   >50  
E16 >330   >50  
E17 >330   >50   
E18 >330   >50   
E19 >330   >50   
E20 >660   >50   
E21 >660   >50   
E22 >660   >50   
E23 >660   >50   
E24 >660   >50   
E25 >660   >50   
E26 >660   >50   
E27 >660   >50   
E28 >660   >50   
E29 >660   >50   
E30 >660   >50   

Acarbosa 164.31 1.65 2.9 0.03 

  (CI50): Concentración inhibitoria media. (DE): Desviación estándar. 
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6.8 Evaluación de Actividad Biológica de Plantas in vivo. 

6.8.1 Actividad Hepatoprotectora. 

Se evaluó la actividad hepatoprotectora de diez extractos de acuerdo al 

protocolo descrito en la sección 5.13.1.  

En la Tabla 48 se presentan los resultados de la prueba de Dunnett (P < 

0.05) para los grupos control y extractos analizados. Todos los extractos 

evaluados disminuyeron significativamente los niveles de ALT comparados con 

el grupo control de toxicidad aguda (CCl4), mientras que el Legalón® no mostró 

efecto. Los extractos 25, 26, 29 y 30, así como el control positivo (Legalón®) 

disminuir significativamente los niveles de AST en comparación con el grupo de 

toxicidad aguda. 
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TABLA 48 

ACTIVIDAD HEPATOPROTECTORA DE EXTRACTOS DE PLANTAS (n=4) 

 

Día 2: 
Medidas 
basales. 

 
Tratamiento 

ALT (U/L) AST (U/L) 

 Media DEM Media DEM 

Control negativo Aceite mineral 112.0 30.8 187.8 41.3 

Control de 
toxicidad aguda 

 117.0 22.7 375.8 121.2 

Control positivo Legalón® 88.8 13.7 201.0 37.7 

Extractos con 
actividad 

antirradicalaria 
in vitro 

1 100.0 13.5 357.5 37.5 

2 95.0 17.1 295.0 11.9 

3 112.5 4.8 292.5 40.5 

4 87.5 14.9 275.0 14.4 

5 85.0 15.6 225.0 19.4 

Extractos sin 
actividad 

antirradicalaria 
in vitro 

25 90.0 12.3 267.5 21.4 

26 65.0 2.9 230.0 42.6 

27 130.0 26.8 350.0 52.1 

29 92.5 6.3 392.5 84.2 

30 90.0 4.1 260.0 40.6 

Día 9: 
Después de 7 

días de 
tratamiento. 

Control positivo Legalón® 95.0 12.6 275.0 14.4 

Extractos con 
actividad 

antirradicalaria 
in vitro 

1 122.5 13.2 315.0 40.5 

2 100.0 14.1 285.0 54.2 

3 110.0 9.1 352.5 55.7 

4 125.0* 19.2 250.0 54.9 

5 100.0* 16.8 265.0 35.2 

Extractos sin 
actividad 

antirradicalaria 
in vitro 

25 102.5 8.5 357.5 30.9 

26 97.5 14.4 285.0 64.4 

27 110.0 10.8 325.0 59.2 

29 125.0 10.4 285.0 18.9 

30 142.5 14.4 215.0 15.6 
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TABLA 48 (CONTINÚA) 

 

  
Tratamiento 

ALT (U/L) AST (U/L) 

  Media DEM Media DEM 

Día 10: 
Después de 

administración 
de CCl4. 

Control negativo Aceite mineral 81.0 16.5 287.0** 80.6 

Control de 
toxicidad aguda 

CCl4 1590.0 143.6 2107.5 755.5 

Control positivo Legalón® + CCl4 1395.3 398.5 721.0** 103.1 

Extractos con 
actividad 

antirradicalaria 
in vitro 

1 + CCl4 270.0** 102.7 1257.5 445.8 

2 + CCl4 262.5** 85.4 1250.0 457.1 

3 + CCl4 360.0** 158.1 1447.5 607.4 

4 + CCl4 390.0** 151.5 1426.7 298.9 

5 + CCl4 342.5** 52.8 1530.0 219.3 

Extractos sin 
actividad 

antirradicalaria 
in vitro 

25 + CCl4 550.0** 358.7 830.0** 260.7 

26 + CCl4 297.5** 84.0 955.0** 208.4 

27 + CCl4 350.0** 117.5 1445.0 211.4 

29 + CCl4 390.0** 107.3 832.5** 198.6 

30 + CCl4 260.0** 51.2 547.5** 87.8 
DEM: Desviación estándar de la media. ALT: alanino aminotransferasa, AST: aspartato aminotransferasa. 
CCl4: tetracloruro de carbono. *: Diferencia significativa con los niveles basales (Día 1 vs. Día 8). **: 
Diferencia significativa con el control de toxicidad aguda (CCl4). Prueba de Dunnett, P<0.05. 
 

6.8.2 Actividad Antihiperglucemiante. 

La actividad antihiperglucemiante de catorce extractos fue evaluada en un 

modelo in vivo, utilizando almidón de maíz como fuente de carbohidratos. 

En la Figura 29 se presentan los resultados de glucemia normalizada para 

los grupos y para los extractos E1, E2, E3, E4 y E5. Mientras que, en la Figura 

30 se presentan solo los picos de glucemia a los 15 minutos después de la 

administración de almidón. 
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Figura 29.  Cinética de Glucemia Promedio Normalizada para Controles y Extractos 

Inhibidores de α-Glucosidasa. (n=5). A: controles; B: E1; C: E2; D: E3; E: 
E4; F: E5. 

 
 

A B 

C D 

E F 
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Figura 30.  Pico Glucémico a los 15 min Obtenido para Controles y Extractos Inhibidores de α-Glucosidasa administrados vía oral. 
C.V.: vehículo; C-: almidón, 1g/kg; C+: acarbosa 0.5 mg/kg + almidón 1g/kg; CE+: PPHT (hidrolizado proteínico de leguminosa) 0.5 
mg/kg + almidón 1g/kg; E1, E2, E3, E4 y E5: extractos de prueba en concentraciones 0.5, 2.5, 5, 50 mg/kg + almidón 1g/kg. n=5, 
promedio ± DEM. 



105 

 

En la Figura 31 se presentan los resultados de glucemia normalizada para 

los extractos E5, E6, E8, E11 y E12. En la Figura 32 se presentan los picos de 

glucemia para estos mismos extractos después de 15 minutos de la 

administración de almidón. 

En la Figura 33 se muestran los resultados de glucemia normalizada para 

los extractos E20, E21, E22, E23 y E29. En la Figura 34 se presentan los picos 

de glucemia a los 15 minutos de la administración de almidón, para los mismos 

extractos. 

 



106 

 

 

Figura 31.  Cinética de Glucemia Promedio Normalizada para Extractos Inhibidores de 
α-Amilasa. (n=5). A: E5; B: E6; C: E8; D: E11; E: E12. 

 

 

B A 

C D 

E 
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Figura 32.  Pico Glucémico a los 15 min Obtenido para los Controles y Extractos Inhibidores de α-Amilasa administrados vía oral. 
C.V.: vehículo; C-: almidón, 1g/kg; C+: acarbosa 0.5 mg/kg + almidón 1g/kg; CE+: PPHT (hidrolizado proteínico de leguminosa) 0.5 

mg/kg + almidón 1g/kg; E5, E6, E8, E11, E12: extractos de prueba en concentraciones 0.5, 2.5, 5, 50 mg/kg + almidón 1g/kg. n=5, 

promedio ± DEM. 
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Figura 33.  Cinética de Glucemia Promedio Normalizada para Extractos Sin Actividad 
Inhibitoria. (n=5). A: E20; B: E21; C: E22; D: E23; E: E29. 

 

A B 

C D 
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Figura 34.  Pico Glucémico a los 15 min Obtenido para los Extractos Sin Actividad Inhibitoria administrados vía oral.  
C.V.: vehículo; C-: almidón, 1g/kg; C+: acarbosa 0.5 mg/kg + almidón 1g/kg; CE+: PPHT (hidrolizado proteínico de leguminosa) 0.5 

mg/kg + almidón 1g/kg; E20, E21, E22, E23, E29: extractos de prueba en concentraciones 0.5, 2.5, 5, 50 mg/kg + almidón 1g/kg. 

n=5, promedio ± DEM 
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CAPITULO 7 

 

 

 

DISCUSION 

 

 

 

Los métodos de alto rendimiento son una herramienta ampliamente 

utilizada en el descubrimiento de nuevos fármacos, pues gracias a que son 

métodos in vitro a microescala ofrecen ventajas como rapidez, reducción de 

costos y residuos, además de disminuir los animales de experimentación 

(Szymański et al., 2012; Martis et al., 2011; Schroeder et al., 2011).  
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Aunque el propósito de los métodos de alto rendimiento es generar datos 

confiables que sean relevantes para su aplicación en humanos, se sabe que la 

principal desventaja ha sido su baja correlación con los resultados in vivo. Lo 

cual puede deberse a que en los ensayos in vitro sólo se toma en cuenta un 

solo mecanismo para la actividad evaluada, mientras que en los modelos in vivo 

intervienen una gran cantidad de factores.  

En la literatura puede encontrarse con frecuencia que se realizaron 

“pequeñas variaciones” a los métodos de referencia, sin tomar en cuenta como 

estas modificaciones pueden afectar la respuesta final. Esta situación dificulta 

comparar los resultados entre ensayos que deberían ser iguales. Por lo que, 

habrá falta de concordancia entre referencias bibliográficas de controles 

positivos (CE50 o CI50) en un ensayo in vitro que utiliza la misma metodología y, 

por tanto, se contribuye a la falta de relevancia de este tipo de ensayos. Debido 

a esto, la primera etapa del presente trabajo consistió en realizar una búsqueda 

bibliográfica de un método reportado para cada actividad y analizar las 

diferencias en las condiciones experimentales y las concentraciones efectivas 

medias para determinar las concentraciones de los controles positivos 

reportados. 

Se identificaron y optimizaron las variables del método que presentaron 

mayor efecto sobre la respuesta, para lo cual se utilizó un método factorial 

fraccionado (excepto para la optimización del método de ABTS) que permitió 

tener un buen compromiso entre el número de experimentos que se tienen que 
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realizar y la información que se obtiene. Los resultados se evaluaron utilizando 

un diagrama de Pareto.  

Dicho diagrama se basa en el principio de Pareto, el cual afirma que en 

todo grupo de elementos o factores que contribuyen a un mismo efecto, unos 

pocos son responsables de la mayor parte de dicho efecto. El análisis de Pareto 

es por tanto una comparación cuantitativa y ordenada de elementos o factores 

según su contribución a un determinado efecto. Este diagrama se evalúa en 

base a una línea de significancia (línea vertical que atraviesa el diagrama), la 

cual sirve para visualizar la frontera entre los “pocos vitales” (causantes del 80% 

de la variación de la respuesta) y los “muchos triviales” (causantes del 20% de 

la variación de la respuesta) (Fundibeq, 2015). Una vez identificadas las 

variables significativas, se llevó a cabo un método simplex secuencial básico, 

con el que se determinaron las mejores condiciones para obtener la respuesta 

óptima. 

Cabe mencionar que, en el proceso de optimización, si bien se trató en la 

mayoría de los casos de ensayos biológicos, se tomaron en cuenta los aspectos 

técnicos de la cuantificación, en este caso la espectrofotometría UV-Vis, ya que 

para lograr obtener resultados confiables, se deben tomar en cuenta sus 

especificaciones y limitantes. Un ejemplo muy claro es el error fotométrico. 

Cuando los valores de transmitancia son altos, el poder radiante y el incidente 

son aproximadamente iguales y el error relativo en la medición de la 

absorbancia es muy grande. Mientras que, si los valores de transmitancia son 

muy bajos, el poder radiante que llegará al detector será demasiado pequeño y 
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las determinaciones no serán exactas. De esta forma, puede inferirse que hay 

un intervalo medio de absorbancias en el que existe mayor exactitud en las 

mediciones. Tomando en cuenta la incertidumbre en la medición de la 

absorbancia (error fotométrico de cada instrumento), se pueden realizar curvas 

que permiten establecer que, la mayor exactitud en las medidas de absorbancia 

está en el intervalo entre 0.2 y 0.8. Por lo que se recomienda ajustar las 

concentraciones para que las medidas de absorbancia estén dentro de este 

rango óptimo (Skoog et al., 2008). 

En el caso de los ensayos enzimáticos, se realizó una cinética enzimática 

con el fin de establecer la concentración óptima de sustrato que debía utilizarse 

en cada método, tal como lo sugiere el protocolo de Eli-Lilly (2007). 

Un problema común cuando se trabaja con productos naturales, es el 

efecto de matriz, que en química analítica se define como el efecto de todos los 

componentes de la muestra, distintos al analito, en una cuantificación del 

analito. (IUPAC, 1989). Cuando se aplica un método analítico, el efecto de 

matriz se traduce en una diferencia de sensibilidad, al comparar una curva de 

calibración en solvente frente a una que se realiza en una muestra (extracto en 

este caso). La sensibilidad es la variación de la señal analítica frente a la 

concentración, es decir, la pendiente de la curva de calibración (IUPAC, 1997). 

Por lo tanto, la diferencia entre las pendientes de una curva de calibración en 

solvente y en la matriz de la muestra, indica la presencia de un efecto de matriz, 

el cual es un efecto indeterminado de las especies que están en la muestra y 



114 

 

afectan la sensibilidad. En el presente trabajo se evaluó esta diferencia entre las 

pendientes por medio de una prueba t. 

En la literatura se encontraron muy pocos reportes de ensayos a los que 

se les realice una validación analítica, que permita establecer parámetros de 

exactitud, precisión, especificidad, linealidad y robustez, tal como lo 

recomiendan las guías internacionales como ICH o USP (ICH, 2005b; USP, 

2010); o los parámetros que recomienda la Guía para el Desarrollo de Ensayos 

de Alto Rendimiento de Eli-Lilly (2007), como lo son la uniformidad de placa y 

variabilidad de señal, para asegurar que la posición de la placa en la que se 

realice el experimento no afectará la respuesta. También dentro de la Guía de 

Eli-Lilly se recomienda determinar el factor Z, que es un parámetro ampliamente 

aceptado entre la comunidad que trabaja con ensayos de alto rendimiento como 

una forma de evaluar el desempeño estadístico de un ensayo. El factor Z es 

una combinación de las ventanas de señal y variabilidad que indican 

relativamente la separación de la señal y el fondo. Por esta razón en el presente 

trabajo se validaron todos los parámetros recomendados en las diferentes 

guías, para garantizar la confiabilidad y calidad de los resultados obtenidos. 

 
Entre los métodos que se reportan en la literatura para evaluar la actividad 

antioxidante in vitro, los más utilizados debido a su simplicidad y rapidez son 

aquellos que involucran la reducción de radicales libres. Los ensayos más 

destacados de este tipo son DPPH y ABTS, ya que son sencillos de 

implementar y se consiguen resultados reproducibles (Dudonné et al., 2009a). 
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7.1 Método de Reducción del Radical Libre DPPH. 

En la literatura se encontraron referencias que utilizaron diferentes 

controles positivos, o bien no utilizaban ningún control. Se seleccionaron 

aquellas que utilizaron quercetina como control positivo, por ser el compuesto 

más utilizado. Sin embargo, como ya se ha mencionado, en estas referencias 

se encontró una gran variabilidad en los valores de Concentración Efectiva 

media (CE50) para quercetina, que van desde 1.31 hasta 19300 µg/mL (Tabla 

11), aunque se trata del mismo método con algunos cambios, estos 

evidentemente afectan el resultado del ensayo. Por ejemplo, Iacopini et al. 

(2000) reportaron una CE50 de 1.66 µg/mL de quercetina, Lee et al. (2009) 

reportaron 2.72 y Sadek et al. (2009) 36 µg/mL, interesantemente los tres 

utilizaron el método reportado por Brand Williams et al. (1995). 

Para iniciar con la etapa de optimización, primero se determinó la CE50 de 

quercetina con un método en tubo que se realizaba con anterioridad en el 

Laboratorio de Bioensayos del Departamento de Química Analítica. Se 

optimizaron las condiciones experimentales que en la búsqueda bibliográfica 

reportaban mayor variabilidad; además de la longitud de onda de lectura ya 

que, si bien en las referencias se establecía una longitud de onda de 517 nm, 

esto no fue técnicamente posible en el lector de placas (Thermo Scientific, 

Multiskan FC) que se utilizó, pues cuenta con un sistema de filtros para la 

selección de la longitud de onda, por lo que se evaluaron los dos filtros más 

cercanos a la longitud de onda reportada. 
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Después de realizar los experimentos del diseño factorial se obtuvo el 

diagrama de Pareto que mostró las condiciones e interacciones que fueron las 

que causaban el mayor efecto sobre la respuesta (Figura 7) y, por lo tanto, con 

las que se continuó el método simplex secuencial básico. Las respuestas en el 

método simplex fueron tomados como los porcentajes de reducción más 

cercanos al 50 %, siempre que el valor absorbancia del control con 0 % de 

reducción fuera mayor a 0.4. 

El primer paso en el método simplex (Tabla 12, sección 6.1.2) fue 

descartar el conjunto de condiciones experimentales con el menor porcentaje 

de reducción (experimento 2) y se calcularon nuevas condiciones 

experimentales para el experimento 5 con la Fórmula 3. El resultado de este 

cálculo fue un valor negativo para la concentración de DPPH. A partir de los 

resultados de porcentaje de reducción de los experimentos 1, 3 y 4, ya que 

fueron las que produjeron el valor más cercano al 50 %, que además 

presentaba resultados aceptables de absorbancia para el control (A = 0.7500). 

Se decidió que las condiciones del experimento número 4 fueron las óptimas.  

En la validación se evaluó la linealidad utilizando tres aproximaciones y en 

todos los casos el método fue lineal. No se encontraron diferencias 

significativas entre las pendientes de las curvas de regresión, ni en las CE50 de 

quercetina en etanol y de extracto adicionado, por lo que en este método no se 

presentó efecto de matriz al utilizar J. dioica. Se determinó el rango lineal de 7.2 

a 121.7 µM de DPPH equivalente a un rango de absorbancia entre 0.1009 y 

0.6733. La CE50 que se determinó por este método fue 4.3 ± 0.05 µg/mL, sin 
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embargo no es comparable con los reportes de la literatura, ya que como se 

comprobó experimentalmente en este trabajo, solo pueden compararse datos 

que se hayan obtenido bajo las mismas condiciones. Por lo que se sugiere que, 

al realizar modificaciones, sin importar su magnitud, se debe comprobar por 

algún método estadístico (por ejemplo, prueba de tukey) que no produce 

diferencia significativa en la respuesta. 

La precisión se evaluó el mismo día y en días diferentes, como se sugiere 

en las guías de validación de métodos analíticos. En todos los casos se 

presentaron desviaciones estándar relativas menores a 6.8%, por lo que el 

método se considera preciso, tanto intradía como interdía (Tabla 14). 

La exactitud se evaluó por dos diferentes formas: por medio del porcentaje 

de error, siendo en todos los casos menor al 5.81 % (Tabla 14) y por la 

evaluación de la correlación de concentraciones de quercetina (control positivo), 

dónde se obtuvo una pendiente cercana a 1 y un coeficiente de determinación 

mayor a 0.99 que indican que el método es exacto (Figura 11).  

Se estableció el límite de cuantificación y el límite máximo de 

cuantificación experimentalmente, tomando en cuenta las 3 curvas realizadas 

para la determinación de linealidad. La menor concentración de DPPH que se 

puede determinar con exactitud y precisión es de 121.7 µM, mientras que la 

máxima concentración de DPPH es 7.2 µM. Es importante tomar en cuenta 

estos valores al momento de reproducir el método. 
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En la prueba de robustez se determinó que el método es robusto si la 

concentración de DPPH varía 5 µM. Además, se evaluó el efecto de solvente, 

ya que es común que los extractos naturales sean acuosos o bien sea 

necesario disolverlos en DMSO debido a su composición. Se comprobó por 

medio de la prueba de tukey (α=0.05) que se puede utilizar 25% de agua y 

hasta 0.25% de DMSO (Tabla 18). 

La uniformidad de placa y variabilidad de señal se evaluó siguiendo el 

protocolo de Eli Lilly (2007) para ensayos de alto rendimiento, con el fin de 

asegurar que la respuesta no es afectada por la posición de la placa en que se 

realice una prueba o por las concentraciones con las que se trabaje. En todos 

los casos se obtuvieron % DER menores a 14 %. De acuerdo al protocolo 

mencionado, se considera que la variabilidad es aceptable. 

El factor Z fue determinado con valores mayores a 0.94. Un ensayo con 

con valores > 0.5 se considera excelente con una ventana de detección grande. 

En general, el método optimizado de reducción de DPPH en microplaca fue 

lineal, preciso, exacto y con una amplia ventana de detección. 

7.2 Método de Reducción del Radical Libre ABTS 

En la búsqueda bibliográfica del método de reducción del radical libre 

ABTS se tomó en cuenta que las referencias utilizaran el mismo método, 

aunque presentaran las ya mencionadas variaciones en condiciones 

experimentales. El control positivo fue trolox. Se encontraron reportes de CE50 

desde 2.43 hasta 273 µg/mL (Tabla 19). Siete autores reportaron que se 
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basaron en el mismo método reportado por Re (1999), sin embargo las CE50 

reportada en dichos artículos varían desde 2.85 a 29.10 µg/mL. 

La literatura menciona que la solución del radical ABTS no se prepara 

solamente pesando y disolviendo un reactivo, sino que el radical se genera 

mezclando ABTS y K2S2O8 en agua y reposando esta solución entre 12 y 16 

horas, por lo que no se puede hablar de la concentración en función de 

peso/volumen. Es por eso que cuando se habla de concentración, se menciona 

que se realizó un ajuste en la absorbancia, es decir, que la solución con el 

radical ABTS*+ se diluye hasta alcanzar el valor deseado. En lo referente a los 

% ABTS, se refiere al volumen de la solución de ABTS*+ que se utiliza en el 

volumen total del experimento. 

La etapa de optimización inició con la determinación de la CE50 de trolox 

con un método en tubo, con este valor se realizaron los siguientes 

experimentos. Se realizó un experimento factorial fraccionado, sin embargo no 

fue posible identificar las condiciones críticas del método, por lo que se llevó a 

cabo un método factorial completo, con un mayor número de experimentos.  

El diagrama de Pareto indicó las variables experimentales que tuvieron 

mayor influencia sobre la respuesta (Figura 12). Se continuó la optimización por 

medio del método simplex secuencial básico. 

Se siguieron las reglas del método simplex, tomando en cuenta los 

porcentajes de reducción, sin embargo, las condiciones a las que se consiguió 

el mejor resultado (experimento 6, Tabla 20) presentaron valores de 
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absorbancia muy bajos para el control de 0% de actividad, del cual se parte 

para determinar el % reducción de las muestras problema. Un bajo valor de 

absorbancia significa que se tienen concentraciones muy bajas del analito 

absorbente (ABTS*+) que proporciona el color (de hecho, en la práctica se trata 

de una solución casi transparente) por lo que cualquier problema presentaría 

falsos positivos.  

Por esta razón se evaluaron concentraciones más altas de ABTS por 

medio de un método de optimización clásica, utilizando las mismas 

concentraciones de trolox y las condiciones del experimento 1 (Tabla 21), que 

mostraron los mejores resultados. De esta forma se estableció que la 

concentración de ABTS a la que se presentaban los mejores resultados, fue 

70%. 

Con el método optimizado, se evaluó la linealidad por tres aproximaciones. 

En todos los casos el coeficiente de determinación (r2) fue satisfactorio y se 

considera que este método es lineal, dentro de los rangos determinados. 

Además, para evaluar el efecto de matriz se compararon las pendientes de la 

curva de calibración de trolox en solvente (Figura 13) y en extracto adicionado 

(Figura 14), siendo significativamente diferentes. Esta diferencia en las 

pendientes, indica que existe un efecto de matriz, por lo que se sugiere que al 

determinar la CE50 de una muestra se realice un blanco de muestra. Se 

estableció el rango lineal de entre 5.25 y 66 % de ABTS y se determinó una 

CE50 2.96 ± 0.05 µg/mL de trolox. 
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El método fue preciso tanto intradía e interdía, ya que todas las 

desviaciones estándar relativas fueron menores a 9.75 %. El ensayo fue exacto, 

produciendo porcentajes de error menores a 2 % y por medio de la correlación 

entre la concentración real de estándares de trolox y la concentración calculada 

que dio una pendiente de 1 y un r2 de 0.9949. 

Se estableció el límite de cuantificación en 5.25 % y el límite máximo de 

cuantificación en 66 % de ABTS.  

Se determinó que el método es robusto dentro de los límites evaluados 

para la concentración de ABTS. El ajuste de absorbancia se puede variar entre 

± 0.05 y 5 %, sin que haya cambios significativos en la respuesta. Se evaluó el 

efecto de solvente en este ensayo y se estableció que puede utilizarse DMSO 

hasta en un 0.15 % y que no debe utilizarse agua, pues esto afectará el 

porcentaje de reducción. 

La uniformidad de placa y variabilidad produjeron desviaciones estándar 

relativas menores a 13.1 %. 

 El factor Z fue determinado con valores mayores a 0.89, por lo que se 

puede considerar un ensayo excelente. 

7.3 Método de Inhibición de la Enzima α-Glucosidasa.  

En la búsqueda bibliográfica para el método de α-glucosidasa, se 

consideraron las referencias que usaran un mismo método y acarbosa como 

control positivo. Acarbosa es un medicamento con actividad antihiperglucémica 
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que tiene como mecanismo de acción la inhibición de enzimas digestivas como 

la α-glucosidasa. Las CI50 reportadas varían entre 0.00037 y 17 mg/mL (Tabla 

28). Interesantemente los autores, que utilizaron el método reportado por Matsui 

(1996), reportan valores de CI50 desde 0.27 a 17 mg/mL. 

Antes de iniciar la optimización, se analizó el uso de carbonato de sodio 

para terminar la reacción enzimática. La actividad de α-glucosidasa se basa en 

la detección del p-nitrofenol a 405 nm (pKa 7.2), el cual es liberado del sustrato, 

p-nitrofenil-α-D-glucopiranósido (Figura 5). Si al terminar la reacción se agrega 

carbonato, se tendrá un medio básico (pH 10) y por lo tanto el producto que se 

formará será p-nitrofenóxido. Si no se utiliza carbonato habrá una mezcla de p-

nitrofenol y p-nitrofenóxido. Se realizó un barrido para conocer los espectros 

que se presentarían en ambas condiciones y se determinó que los espectros 

fueron considerablemente diferentes y que 405 nm es la longitud de onda de 

máxima absorción del p-nitrofenóxido. Por esta razón es necesario utilizar 

carbonato de sodio. Las referencias que no utilizaban carbonato fueron 

descartadas. 

Para iniciar con la etapa de optimización, se determinó la CI50 de acarbosa 

con un método en tubo, este valor se utilizó en los experimentos posteriores. A 

continuación se llevó a cabo  un método factorial fraccionado. Los resultados se 

evaluaron con un diagrama de Pareto (Figura 17) y las condiciones que 

resultaron significativas se optimizaron con un método simplex secuencial 

básico. Las mejores respuestas para el simplex se eligieron en base al 

porcentaje de inhibición, pero tomando en cuenta el control de 0% de inhibición, 
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cuya absorbancia debía encontrarse por encima de 0.4 (error fotométrico). Las 

mejores condiciones se obtuvieron con el experimento 4 (Tabla 29).  

Se realizó una cinética enzimática para determinar la concentración de 

sustrato que debe utilizarse en el ensayo: La guía la de Eli Lilly (2007) 

recomienda utilizar concentraciones de sustrato iguales o menores al valor de 

Km, pues si el extracto que se evalúa presenta inhibición competitiva, 

concentraciones de sustrato mayores a Km harán que se dificulte la 

identificación de este tipo de inhibidores. En el ensayo de inhibición de α- 

glucosidasa, se estableció una concentración de sustrato de 33.6 µg/mL (111.5 

µM). 

Se evaluó la linealidad del método optimizado por dos aproximaciones 

distintas y en ambos casos se obtuvieron coeficientes de determinación 

mayores a 0.99, por lo que se consideran lineales, dentro de los rangos 

establecidos. Se encontró diferencia significativa entre las pendientes de la 

curva de regresión de acarbosa en solvente y en extracto; por lo que se 

considera que existe efecto de matriz. 

Se estableció que el método fue preciso tanto intradía como interdía, ya 

que los coeficientes de variación fueron menores a 1.8 %.  

Se calculó el porcentaje de error, menor a -1.53 %, lo que indica que el 

método es exacto. Además, en la correlación de concentraciones de acarbosa 

calculada y real se obtuvo un coeficiente de determinación de 0.995 y una 
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pendiente de 1.0001, que indica una fuerte correlación, por lo que se confirma 

que el método fue exacto. 

Se estableció la mínima respuesta se obtuvo utilizando la concentración 

de acarbosa de 99 µg/mL y la máxima es de 310.2 µg/mL. 

La prueba de robustez indicó que en este método la respuesta no se ve 

afectada si la temperatura de incubación es de hasta 39 °C y el tiempo de 

incubación llega a ser de 20 minutos. Sin embargo, es importante controlar la 

concentración del sustrato y la enzima, además la temperatura de incubación 

no debe ser menor a 37 °C y el tiempo de incubación no debe ser menor a 17.5 

minutos, ya que pequeñas diferencias ocasionan cambios significativos en la 

respuesta. Se evaluó el uso de diferentes proporciones de solventes, y se 

determinó que pueden utilizarse concentraciones de etanol hasta 25 % y DMSO 

hasta 0.25 %. 

La prueba de uniformidad de placa y variabilidad de señal, la desviación 

estándar relativa fue menor al 7 % en todos los casos. El factor Z fue mayor a 

0.96, por lo que se considera un ensayo excelente. 

7.4 Método de Inhibición de la Enzima α-Amilasa. 

Para seleccionar los antecedentes bibliográficos para el método de α-

amilasa, se tomó en cuenta que se utilizara como fundamento la reacción 

enzimática entre almidón (sustrato) y la enzima α-amilasa, además, que los 

azúcares reductores que se producen fueran cuantificados por el método de 
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Miller (Tabla 37). Así mismo, que utilizaran como control positivo acarbosa. Las 

CI50 reportadas estuvieron entre 0.00068 y 47.5 mg/mL. 

El presente trabajo tiene como objetivo la optimización y validación de 

métodos a microescala, sin embargo, en este caso el método de Miller 

(reacción entre los azúcares reductores y el ácido 3, 5–dinitrosalicílico) se debe 

llevar a cabo en un baño de agua hirviendo. Este paso fue imposible de realizar 

en microplaca, ya que se evapora un volumen significativo y esto afecta de 

manera importante la respuesta. Por esta razón se optó por llevar a cabo la 

reacción en un tubo de ensaye y transferir a una microplaca. 

Para iniciar con la etapa de optimización, se determinó la CI50 de acarbosa 

en un método en tubo, con macrodiluciones. Posteriormente el método se 

optimizó con un método factorial fraccionado. Los resultados se evaluaron con 

un diagrama de Pareto (Figura 23). Las condiciones significativas se 

optimizaron con un método simplex secuencial básico. Se eligió el conjunto de 

condiciones que presentó un porcentaje de inhibición cercano al 50 % y un 

control de 0% de inhibición con absorbancias mayores a 0.4, es decir, el 

experimento 9 (Tabla 38). La concentración de sustrato, se determinó con una 

cinética enzimática en 0.38 mg/mL (1.11 mM) de almidón. 

Se evaluó la linealidad utilizando dos aproximaciones y en ambas el 

método fue lineal (r2>0.99). Se encontraron diferencias significativas entre las 

pendientes de las curvas de regresión de acarbosa en solvente y en extracto 
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adicionado, así como en los valores de CI50, lo que indica que se presentó 

interferencia de matriz. 

El método fue preciso intradía e interdía, con desviaciones estándar 

relativas menores a 5 %. El ensayo se considera exacto, con porcentajes de 

error menores a 6 %. Se confirmó la exactitud del método con la correlación de 

concentraciones de acarbosa reales y calculadas. Se obtuvo un coeficiente de 

determinación de 0.9947 y una pendiente de 1, lo cual confirma la exactitud del 

ensayo. 

Se estableció que este método es robusto para variaciones de dos 

minutos en la preincubación y un minuto en la incubación. En cuanto a la 

concentración de la enzima, es necesario que la concentración no exceda 0.15 

U/mL. El tiempo en el baño de agua no deberá ser menor a 15.6 min. Además, 

en este método es posible utilizar como solventes hasta 25 % de etanol y hasta 

0.5% de DMSO, sin que se vea afectada la respuesta. 

Las desviaciones estándar relativas de la prueba de uniformidad de placa 

y variabilidad de señal fueron menores a 5.02. El factor Z fue determinado con 

valores mayores a 0.94. 

7.5 Aplicación de los Ensayos Optimizados y Validados a Extractos de 
Plantas. 

 

7.5.1 Evaluación de la Actividad Antirradicalaria. 

Se evaluó la capacidad antirradicalaria de 30 extractos tanto por el método 

de reducción del radical libre DPPH, como por el de ABTS. Aunque presentaron 



127 

 

distintos valores de CE50, los extractos que tuvieron mayor actividad (menor 

CE50) en el método de DPPH, también lo tuvieron por ABTS. Los extractos que 

presentaron baja actividad (mayor CE50) lo hicieron por ambos métodos. Estos 

resultados coinciden con lo encontrado en la bibliografía, donde si bien se 

evaluaron otras muestras, ambos ensayos muestran respuestas similares y son 

capaces de distinguir los extractos activos de aquellos que no lo son (Floegel et 

al., 2011; Dudonné et al., 2009b). 

Debido a que se trata de extractos de plantas en proceso de aislamiento 

biodirigido, se consideraron como activos los extractos que presentaron CE50 

menores a 100 µg/mL en el caso de DPPH y menores a 50 µg/mL en el caso de 

ABTS. En base a este criterio, entre 20 y 23 extractos presentaron actividad 

antirradicalaria, lo cual puede deberse a que es común que los extractos de 

plantas contengan compuestos polifenólicos, conocidos por presentar 

propiedades antioxidantes. 

Aunque ambos métodos se basan en la inhibición de un radical libre, se 

recomienda llevar a cabo ambos cuando se desee evaluar la actividad de un 

extracto. Tal como se observó en el caso del extracto 9 (Tabla 46) no fue 

posible determinar la CE50 por el método de DPPH, ya que el intervalo lineal se 

situó por debajo del 50 % de reducción. Lo mismo sucedió con el extracto 24, 

pero en el método de ABTS. Es posible que en ambos casos se trate de un 

efecto de matriz. Sin embargo, es importante observar que para ambas 

muestras se pudo determinar la CE50 por alguno de los métodos. 
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7.5.2 Evaluación de la Inhibición Enzimática. 

Con los métodos de inhibición enzimática optimizados y validados, se 

evaluó la actividad de 30 extractos de plantas. Se consideraron como activos 

aquellos que presentaron valores de CI50 menores a 300 µg/mL en el caso de 

glucosidasa y menores a 25 unidades en el caso de amilasa.  

Aunque se esperaba que un mismo extracto presentara actividad 

inhibitoria sobre las dos enzimas, esto no sucedió así en todos los casos. Solo 4 

de los extractos tuvieron actividad inhibitoria sobre las dos enzimas. Aunque 

hubo otros 6 que presentaron actividad inhibitoria sobre una enzima y no sobre 

la otra (Tabla 47). 

7.6 Evaluación de Extractos por Modelos in vivo. 

Debido a que los extractos naturales son una fuente importante de 

compuestos con actividad biológica es necesario su estudio, para confirmar los 

beneficios de las plantas sobre las terapias existentes. Dichos estudios incluyen 

la elucidación de los mecanismos de acción, los efectos terapéuticos y la 

evidencia de su actividad (Jelodar et al., 2007). 

Las pruebas in vivo son necesarias para justificar los resultados positivos 

in vitro, ya que no siempre existe correlación, pues en el modelo in vitro se 

evalúa un sólo mecanismo de acción (Ali et al., 2013). Es posible que la falta de 

correlación entre los resultados in vitro e in vivo se deba a la falta de 

optimización y validación analítica, que permita evitar falsos positivos. A partir 
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de los extractos evaluados por los métodos in vitro, se seleccionaron 10 de 

ellos, cinco con la mejor actividad (CE50 o CI50 bajas) y cinco con los peores 

resultados (CE50 o CI50 altas) para someterlos a evaluación en modelos in vivo. 

7.6.1 Actividad Hepatoprotectora. 

Los radicales libres y el estrés oxidativo se han asociado con numerosas 

enfermedades hepáticas, como cirrosis, daño al tejido hepático y carcinoma 

(Lim et al., 2016). El modelo de exposición a CCl4 es el más común en la 

investigación del efecto hepatoprotector de extractos naturales. El CCl4 causa 

toxicidad hepática aguda y crónica, que resulta en esteatosis, necrosis celular y 

cirrosis. Si bien el daño hepático inducido por CCl4 es poco común, tiene los 

mismos factores patogénicos que existen en otras enfermedades hepáticas 

causadas por virus o medicamentos, por lo que la inducción de daño con CCl4 

es un ensayo representativo en el estudio de antioxidantes de origen natural 

(Tong et al., 2015).   

El modelo de daño hepatocelular por CCl4 involucra la formación de 

radicales libres de triclorometilo (CCl3), los cuales son altamente reactivos y 

letales, ya que se convierten en el radical peroxi triclorometilo (CCl3OO*) por la 

vía del citocromo P450, resultando en una condición de estrés oxidativo. Esto 

inicia la autoxidación de lípidos por la vía de unión a los ácidos de la membrana 

citoplásmica poliinsaturada, conduciendo al daño en la membrana celular y 

eventualmente al daño hepático (Wahid et al., 2016).  
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Los niveles elevados en plasma de enzimas como AST y ALT están 

asociados al daño hepático, ya que rompe las funciones de transporte de los 

hepatocitos. El daño en las células hepáticas libera una variedad de enzimas 

localizadas en el citosol, a la sangre, lo cual causa el incremento de los niveles 

de las enzimas en suero. La estimación de las enzimas en suero es el marcador 

cuantitativo que se utilizó en este trabajo como indicador del daño hepatocelular 

(Ghosh et al., 2016). 

El Legalón® (silimarina) se utilizó como control positivo, y está compuesto 

de un complejo de flavonoides obtenido de Silybum marianum. El efecto 

hepatoprotector de este producto natural se ha atribuido previamente a sus 

propiedades antioxidantes (Wahid et al., 2016). 

Se evaluaron 10 extractos naturales utilizando un modelo en ratas a las 

que se les indujo daño hepático con CCl4 (Tabla 48).  

La comparación de los niveles basales de las enzimas AST y ALT contra 

los niveles después de administrar por 7 días el control positivo o el extracto de 

prueba, demostró que los extractos 4 y 5 causaron efectos adversos (Tabla 42). 

Después de la administración de CCl4, el grupo de toxicidad aguda 

presentó niveles elevados de las enzimas AST y ALT, significativamente 

diferentes a los niveles que presentó el grupo control negativo, por lo que se 

determinó que la administración de la dosis utilizada de CCl4 provocó daño 

hepático.  
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Todos los extractos estudiados redujeron los niveles de la enzima ALT de 

manera significativa, comparados con el control de toxicidad aguda, mientras 

que el Legalón® pareció no tener efecto positivo al tiempo evaluado. 

El grupo al que se le administró Legalón® y los extractos 25, 26, 29 y 30 

disminuyeron de forman significativa los valores de la enzima AST en 

comparación con el grupo de toxicidad aguda. 

La enzima ALT es más específica de daño hepático que AST, debido a 

que la primera se localiza casi exclusivamente en el citosol del hepatocito, 

mientras que la AST, se encuentra en corazón, músculo esquelético, riñones, 

cerebro, páncreas, pulmón, eritrocitos y leucocitos (García Martín, 1998). Desde 

este punto de vista, parece ser que todos los extractos evaluados presentaron 

algún grado de hepatoprotección al reducir los niveles de ALT. 

Todos los extractos que tuvieron efecto in vitro, también lo tuvieron en el 

ensayo in vivo, lo cual permite asumir que el mecanismo de acción de los 

extractos 1, 2, 3, 4 y 5 es a través de la reducción de radicales libres. Sin 

embargo, extractos sin actividad antirradicalaria in vitro presentaron actividad in 

vivo. 

 Aunque pareciera que hay una falta de selectividad, es importante 

remarcar que solo se evaluó una dosis in vivo, por lo que debe considerarse 

que es necesario evaluar otras dosis, un mayor número de muestras o, 

controles para evaluar dicho efecto, antes de cualquier conclusión. 
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7.6.2 Actividad Antihiperglucemiante. 

En la actividad antihiperglucemiante se evaluó la capacidad de los 

extractos de plantas para disminuir el pico de glucemia en sangre que se 

produce por la administración de una fuente de carbohidratos, en este caso 

almidón. Estudios clínicos han reportado que la hiperglucemia postprandial es 

un factor de riesgo independiente y directo de enfermedades cardiovasculares 

en individuos diabéticos y no diabéticos (Gerich, 2003).  

El manejo de la hiperglicemia postprandial se puede lograr por medio de la 

inhibición de dos vías fisiológicas: la digestión de polisacáridos en 

monosacáridos por las enzimas digestivas; y la absorción intestinal de 

monosacáridos por los transportadores intestinales de glucosa (Yusoff et al., 

2015). 

El proceso de digestión de carbohidratos se basa en la degradación 

enzimática de azúcares complejos (polisacáridos) a monosacáridos, siendo los 

más abundantes glucosa, fructosa y galactosa. Estos productos de digestión 

son absorbidos por el intestino delgado e ingresan a la sangre para ser 

distribuidos a todas las células del organismo (Seeley et al., 2003).  

Los carbohidratos no sufren ninguna transformación química en el 

estómago. Es en el intestino delgado donde ocurre la mayor parte de la 

digestión de los carbohidratos, ya que ahí se secretan los fluidos producidos por 

el páncreas y algunas células de las paredes del intestino, que llevan en 

solución enzimas específicas para hidrolizar carbohidratos, como la α-amilasa 
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pancreática y la α-glucosidasa (ejemplos de ella: glucoamilasa, sacarasa, 

maltasa e isomaltasa). En el intestino delgado queda una mezcla de 

monosacáridos provenientes de carbohidratos complejos. Estas unidades son 

absorbidas por las células de las paredes intestinales, pasando hacia la sangre 

y a través del sistema porta-hepático, son conducidas hacia el hígado, el cual 

recibe una mezcla de monosacáridos. Es importante mencionar que en 

condiciones normales no ingresan a la sangre carbohidratos complejos 

(Martínez Guerra, 2002). 

Cuando un organismo vivo expuesto a una muestra prueba ocurre la 

disminución del pico glucémico dentro de los primeros 15 minutos después de 

la administración de almidón, se puede asumir, que el mecanismo de acción es 

a través de la inhibición de las enzimas α-glucosidasa y α-amilasa. La 

disminución de glucemia en tiempos prolongados sugiere otros mecanismos, 

entre ellos la acción hipoglucémica de la insulina. 

Los controles positivos acarbosa y PPHT utilizados en este estudio 

presentaron la mayor inhibición a una dosis de 0.5 mg/Kg. A esta misma dosis, 

el único extracto que presentó efecto similar fue el E1, el cual inhibió la α-

glucosidasa in vitro. 

Los extractos E3, E5 y E8 (que mostraron inhibición in vitro contra α-

glucosidasa y α-amilasa) disminuyeron el incremento de glucemia a los 15 

minutos, a dosis de 2.5 mg/Kg en comparación con el control negativo 

(almidón). Los extractos E1, E2, E3, E4, E6, E8, E11 y E12 a la dosis de 5 
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mg/Kg disminuyeron el pico glucémico de forma significativa a los 15 minutos. 

Al utilizar dosis de 50 mg/Kg, los extractos que mostraron efecto 

antihiperglucémico a los 15 minutos fueron E1, E4 y E5. Estos hallazgos 

sugieren que no hubo efecto dosis-respuesta (Figuras 29, 30, 31 y 32). 

Por otro lado, de los extractos que no presentaron actividad inhibitoria in 

vitro, el extracto E21 mostró efecto antihiperglucémico a la dosis de 2.5 y 5 

mg/Kg, el E22 y E29 a dosis de 2.5 mg/Kg y E23 a 50 mg/Kg. Aunque no se 

observó efecto dosis-respuesta (Figura 33 y 34). 

Todos los extractos con actividad inhibitoria in vitro presentaron algún 

grado de actividad antihiperglucémica in vivo. Interesantemente a la dosis de 

5mg/Kg 8 de los 9 extractos con acción inhibitoria in vitro presentó efecto in 

vivo, aunque también 1 de los 5 inactivos lo presentó. El efecto 

antihiperglucémico in vivo de los extractos inactivos contra α-amilasa y α-

glucosidasa en parte puede ser debida a la inhibición de los transportadores de 

glucosa intestinales, mecanismo que debe ser evaluado en los modelos 

farmacológicos adecuados, como el saco intestinal invertido. 

Diversos trabajos que estudian la relación de ensayos in vitro de inhibición 

enzimática con ensayos in vivo de tolerancia aguda al almidón, concuerdan con 

los resultados del presente trabajo, ya que encuentran correlación, pero no en 

todas las dosis (Pulbutr et al., 2016; Beejmohun et al., 2014; Afifi et al., 2015).  
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CAPITULO 8 

 

 

 

CONCLUSIONES 

 

 

 

1. 23 extractos mostraron actividad antirradicalaria utilizando los métodos in 

vitro a microescala, optimizados y validados. 

2. Diez extractos demostraron actividad hepatoprotectora en modelos in vivo. 

3. 10 extractos mostraron inhibición de α-amilasa y α-glucosidasa utilizando 

los métodos in vitro a microescala optimizados y validados. 

4. Nueve extractos mostraron actividad antihiperglucemiante en modelos in 

vivo.
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CAPITULO 9 

 

 

 

PERSPECTIVAS 

 

 

 

1. Realizar estudios interlaboratorio con los métodos optimizados y validados 

en este trabajo, para establecer la precisión intermedia. 

2. Evaluar diferentes dosis de los extractos incluidos en los modelos in vivo, 

así como otros extractos con actividad in vitro. 
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3. Aplicar los métodos validados a una mayor cantidad de extractos, para 

aumentar el número de muestras  

4. Optimizar y validar ensayos con otras dianas, que indiquen las actividades 

biológicas incluidas en el presente trabajo o bien, de otras actividades 

biológicas.  

5. Evaluar el efecto de los extractos con actividad antihiperglucémica (activos 

e inactivos contra α-amilasa y α-glucosidasa) sobre el transporte intestinal 

de glucosa, mediante el modelo farmacológico del saco intestinal invertido. 
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