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Abstract

Resumen

Quercus sideroxyla infusion has been shown to
have important biotherapeutic effects, especia-
lcliy antioxidant and anti-inflammatory effects

ue to its content of polyphenolic compounds.
Among the main variables for the extraction
of bioactive compounds by infusing in water
stands out the solute-solvent ratio. The purpo-
se of this study was to analyze the influence of
the percentage of leaves on the phenolic con-
tent extracted and its antioxidant and anti-in-
flammatory potential effects. To this end, infu-
sions of Quercus 1 at 10% (w/v) of leaves were
obtained, which were analyzed for the content
of phenols and total flavonoids, phenolic pro-
filin% for phenolic acids, flavonoids and hydro-
lyzable tannins was monitored by means of
UPLC-ESI--MS/MS. Antioxidant activity was de-
termined using FRAP, ABTS, ORAC, and DPPH,
as well as anti-inflammatory activity using an
erythrocyte membrane stabilization assay. The
variation in the percentage of leaves to produ-
ce the infusions promoted a progressive increa-
se in the extraction of phenols to afpercentafge
of 7% (w/v), subsequently no significant diffe-
rences were observed, but a nominal decrease
in the content was. The phenolic profiling was
also affected, favoring a higher concentration
of oak leaves and the extraction of hydrolyza-
ble tannins, especially vascalagin and penduca-
lagin 1 and 2, which contributed to increasing
the antioxidant activity for the trapping of pe-
roxide radicals and reduction of the ferric ion.
Anti-inflammatory activity was also increased,
although it appears to be more associated with
a synergistic effect between epicatechin gallate
and other polyphenols.
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Las infusiones del encino Quercus sideroxyla
For su contenido rico en compuestos polifené-
icos han mostrado tener efectos bioterapéuti-
cos importantes, especialmente antioxidantes
y antiinflamatorios. Dentro de las variables
Brincipales para la extraccién de compuestos

ioactivos por medio del infusionado en agua
resalta la relacion soluto-solvente. El prolposi—
to del presente trabajo fue analizar la influen-
cia del porcentaje de hojas sobre el contenido
fendlico extraido y su potencial efecto antio-
xidante y antiinflamatorios. Para ello se ob-
tuvieron infusiones de Quercus 1 al 10% (p/v)
de hojas, las cuales se analizaron el contenido
de fenoles y flavonoides totales, se realizd un
seguimiento del perfilado fendlico para acidos
fendlicos, flavonoides y taninos hidrolizables

or medio de UPLC-ESI--MS/MS. Se determiné
a actividad antioxidante por medio de los mé-
todos de FRAP, ABTS, ORAC y DPPH, asi como
de la actividad antiinflamatoria por medio de
un ensayo de estabilizacién de membranas de
eritrocitos. La variacion en el porcentaje de ho-
jas para la elaboracién de las infusiones pro-
movié un aumento progresivo de la extraccion
de fenoles hasta un porcentaje del 7% (p/v),
posteriormente no se observaron diferencias
significativas, pero si una disminucién nominal
del contenido. El perfilado fendlico se vio tam-
bién afectado, favoreciendo una mayor con-
centracion de hojas de encino la extracciéon de
taninos hidrolizables, especialmente vascala-
ginay penducalagina 1y 2, los cuales contribu-
yeron en aumentar la actividad antioxidante
para el atrapamiento de radicales perdxido y
reduccion del ion férrico. La actividad antiinfla-
matoria también se vio aumentada, aunque es
posible que ésta se relacione con un efecto si-
nérgico entre la epicatequina galato con otros
polifenoles.
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INTRODUCCION

Quercus sideroxyla es una especie endémica de México, y se distribuye en los estados de Du-
rango, Aguascalientes, Chihuahua, Coahuila, Guanajuato, Jalisco, Nayarit, Nuevo Ledn, San Luis
Potosi, Sonora, Tamaulipas y Zacatecas. Dentro de los usos principales de los encinos es obten-
cion de productos maderables, particularmente, para la produccion de lefia, carbony pulpa de
celulosa para papel, teniendo el mercado de madera de encino a 2018 un valor de 1,079 millo-
nes de pesos (Statista, 2024). Dichos fines maderables coinciden con lo reportado por Najera-
Luna et al. (2006) quienes mencionan que, en la localidad de El Salto, Pueblo Nuevo, Durango,
se utiliza ampliamente Q. sideroxyla para su transforman en productos maderables.

Las infusiones de encino de la especie Q. sideroxyla han destacado por sus efectos biologicos in
vitro, tales cémo, actividad antioxidante (Rocha-Guzman et al., 2012), actividad antiinflamatoria
y anticarcinogénica en ratas inducidas a cancer de colon (Moreno-Jiménez et al., 2015). Modula-
cién de la ganancia de peso y en la composicidon corporal en ratas inducidas a obesidad (Gam-
boa-Gomez et al., 2017). Asimismo, se ha determinado en estudios in vitro e in silico el potencial
efecto de las infusiones en la disminucién de enfermedades mentales como estrés, ansiedad
y depresion al modular la monoamino oxidasa a (MAO-A) enzima clave en estos procesos (Al-
varez et al., 2023). Estos efectos han sido relacionados con la composicidon polifendlica, entre
los cuales destaca flavan-3 oles como catequina y sus derivados, flavonoles como la quercetina
glucdsido y el kaempferol, asi como diversos acidos fendlicos y taninos hidrolizables, entre los
que se encuentra el acido elagico hexdsido, acido quinico, acido shikimico y acido clorogénico
y procianidina B1.

Algunos de los compuestos presentes destacan por su capacidad antioxidante y antiinflama-
toria, especialmente los flavonoides, como los derivados de la quercetina (Qi et al., 2022), los
derivados de acido clorogénico (Wang et al., 2021) y los derivados del acido elagico (Evtyugin et
al., 2020).

El objetivo del presente es evaluar el impacto de las distintas concentraciones de infusiones de

hojas de Quercus sideroxyla en el contenido y perfil de compuestos fendlicos extraidos, asi como
el efecto en el potencial antioxidante y antiinflamatorio mediante ensayos in vitro.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Estandares de acidos fendlicos (quinico, shikimico, galico, elagico, protocatecuico,
clorogénico, vanilico, cafeico, siringico, coumarico, ferulico, benzoico, transcinamico,
3,4-di-cafeoilquinico, y rosmarinico), estandares de flavonoides (catequina, epicate-
quina, procianidina B1, quercetina 3-O--glucurénido, quercetina 3-O-glucdsido, ka-
empferol 3 O-glucdsido y taxifolina), y 2,4,6-trihidroxibenzaldehido, se obtuvieron de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO); fluoresceina, acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-
2-carboxilico (Trolox), 2, 20-azobis (2- amidinopropano) diclorhidrato (AAPH), amonio
persulfato, sal diamoénica de 2,20-azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS+¢), 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), fueron adquiridas de Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EE.UU).

Recoleccion de la materia prima y procesamiento

Las hojas de Quercus sideroxyla Bonpl. fueron recolectadas en Pueblo Nuevo, Du-
rango (Longitud: 105°21'43" E Latitud: 23°46'46" N) en la temporalidad de Julio
2023. El material vegetal recolectado se desinfectd con hipoclorito de sodio al 1%
durante 5 min (WHO, 2009). Posteriormente, el material se sec6 a temperatura
ambiente 25°C en la oscuridad y molido hasta un tamafio de particula de 2 mmy
almacenado hasta su uso.

Obtencion de las infusiones liofilizada

Las infusiones fueron preparadas de acuerdo con Rocha-Guzman et al. (2010), para
ello se adicionaron concentraciones de hojas de Q. sideroxyla del 1 al 10% (p/v) en
agua a 80°C durante 10 min. Las infusiones fueron filtradas y congeladas a -19°C
para posteriormente ser liofilizadas en un equipo Labconco Freezone 6 plus a 0.046
mBar de presidn para sus posteriores analisis.

Determinacion del contenido fendlico total

El contenido fendlico total se realiz6 de acuerdo con la metodologia de Bobo et al.
(2014) con modificaciones. Brevemente, se afiadieron en placa de 96 pocillos 25 pL
de muestra, 80 pL de agua destilada y 5 pL de reactivo de Folin. Se incubaron en
condiciones de oscuridad a temperatura ambiente 5 min y se agregaron 80 pL de
solucion Na,CO,, posteriormente se agito y se dejo reposta durante 30 minutos en
oscuridad a temperatura ambiente y se leyo la absorbancia a 750 nm en un lector de
microplacas Synergy HT (Bio-Tek, Winooski, VT, EE.UU.).

Determinacion de flavonoides totales

El contenido total de flavonoides se realizé de acuerdo con el método establecido por
Sembiring et al. (2017). Se afadieron en placa de 96 pocillos 20 pL de muestra, 6 pL
de NaNO,, 12 pyL de AICl;, 40 yL de NaOH y 122 pL de agua destilada. Se incubaron en
condiciones de oscuridad a temperatura ambiente 5 min y se leyd la absorbancia a
510 nm en un lector de microplacas Synergy HT (Bio-Tek, Winooski, VT, EE.UU.).
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Analisis del perfilado fenolico por UPLC-PDA-ESI--QqQ

Se prepararon soluciones estandar de grado HPLC de flavonoides y acidos fendlicos
simples en metanol de grado MS. Posteriormente la muestra filtrada se coloc6 en
un inserto en un vial. La deteccién y cuantificacién de los compuestos principales
se realizé de acuerdo con Diaz-Rivas et al. (2018). Las muestras se prepararon en
una proporcion de 10 mg/mL (p/v), se homogeneizaron y se filtraron a través de
un acrodisco (PTFE 0,45 pm, 13 mm 8) y se colocaron en un vial para su posterior
analisis. El método establecido se realiza una ionizacién por electrospray/espectro-
metria en tandem en modo de monitoreo de reacciones multiples (MRM). El analisis
de la muestra se llevo a cabo con un sistema Acquity UPLC (Waters Corp., Milford,
MA, EE. UU.) junto con un espectrometro de masas de triple cuadrupolo Xevo TQ-S
en tdndem (Waters Corp., Milford, MA, EE. UU.). El sistema LC consisti6é en un ges-
tor de muestras (6°C) y un gestor de disolventes cuaternarios. La columna utilizada
para separar los compuestos fendlicos fue una columna Acquity® BEH C18 de fase
reversa (tamafo de particula de 1,7 pm, 50 mm x 2,1 mm de diametro interior) ope-
rada a 35 °C. El gradiente de elucion comenzé con 3% B a 1,23 min, y se aplicé un
gradiente de hasta 9% B; a los 3,82 min, la pendiente aument6 a 16% B; a las 11.40
min, la pendiente alcanzé el 50% B; a los 13,24 min, el gradiente volvié al 3% By se
mantuvo hasta los 15 min para estabilizar la columna a un caudal de 250 pL/min.
Se utilizé el modo de ionizacidon de reacciones multiples para los ensayos MS/MS. La
ionizacion por electrospray (ESI) en condiciones negativas fue la siguiente: tension
capilar 2,5 kV, temperatura de desolvatacién 400 °C, temperatura de la fuente 150
°C, caudal de gas de desolvatacién 800 L/h y caudal de gas cénico 150 L/h, caudal de
gas de colision 0,13 mL/min, energia de colisién en modo MS 5,0 y energia de coli-
sién en modo MS/MS 20,0. Para la identificacion del perfil fendlico (acidos fendlicos
y flavonoides), se utilizaron patrones (20 ng/pL) para monitorear el tiempo de reten-
cién y los valores m/z y las transiciones MS/MS. Se registré un modo de monitoreo
de reaccion multiple para muestras y patrones. Para la identificacion de taninos
hidrolizables, se realizo la caracterizacion quimica de acuerdo con los patrones de
fragmentacién reportados por Garcia-Villalba et al. (2017). El control y procesamien-
to de datos del espectrometro de masas de triple cuadrupolo UPLC y Tandem Xevo
TQ-S utilizo el software MassLinx v. 4.1 (Waters Corp).

Determinacion del potencial antioxidante

Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC)

La capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC) se realizé en infusiones
liofilizadas segun lo descrito por Ou et al. (2001). Brevemente, en una placa oscura
de 96 pocillos, 20 pL de la muestra se hicieron reaccionar con 200 pL de fluorescei-
na a 1,09 uM durante 15 min a 37 °C. Se registré una primera lectura a 485 nm de
excitacion y 580 nm de longitud de onda de emisién en un lector de microplacas de
deteccion multiple Synergy HT (Bio-Tek, Winooski, VT, EE. UU.). Posteriormente, se
afladieron 75 pL de diclorhidrato de 2,2-Azobis (2-metilpropionamidina) (AAPH) a la
reaccion, y se inicio la cinética registrando la lectura cada 3 min durante 3 h en las
condiciones descritas. Finalmente, el area bajo la curva se calcul6 utilizando Sigma-
Plot versién 15.
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Atrapamiento del radical cationico ABTS+e

La capacidad antioxidante se evalué mediante el método de eliminacién de radicales
ABTS++, que utiliza el radical 2,2"-azinobis (acido 3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico) de-
scrito por Re et al. 1999. De manera breve, la solucion madre del radical ABTS+e, para
el ensayo se prepard a una concentracién de 7 mM en una proporcion 1:1 con persulf-
ato de amonio 2,5 mMy se incubd a temperatura ambiente (25°C) en la oscuridad du-
rante 16 h. Para la solucion de trabajo, la solucion madre se diluyé en tampon fosfato
(50 mM, pH 7,4) hasta una absorbancia de 0,7 a 750 nm. Para Durante la reaccién, se
mezclaron 10 pL de la muestra con 190 pL de una solucidon ABTS diluida mientras se
agito la placa, luego se dejo reposar durante 10 minutos y se registré la absorbancia a
750 nm. utilizando un lector de microplacas de deteccidon multiple Synergy HT (Bio-Tek,
Winooski, VT, EE. UU.). Se utilizé Trolox como estandar y los datos se expresaron como
pg de equivalentes de Trolox por mL.

Determinacion del potencial antiinflamatorio

La actividad antiinflamatoria se determiné mediante la metodologia establecida por
de Mendez-Encinas et al. (2023). Primeramente, partiendo de sangre entera fresca que
se obtuvo de un donante humano sano con consentimiento informado y previa autor-
izacion del protocolo por parte de un comité de ética en investigacion con codigo de
autorizacion CEI-003-2022-0301-026. La sangre se recolect6 en tubos con EDTA para
prevenir la coagulacion. Los eritrocitos se lavaron con solucion salina normal (0,85%)
en una proporcion 1:4, seguido de centrifugacién a 2000 xg durante 10 minutos a 4°C.
Este proceso se repitio tres veces hasta obtener un sobrenadante claro. Las células
empaquetadas se reconstituyeron como una suspensién de eritrocitos al 10% v/v con
solucion salina normal para su uso en el experimento. Para estudiar el efecto de las
bebidas rehidratantes sobre la estabilidad de los eritrocitos, se preparé una mezcla
de ensayo que contenia 200 pL de solucién hipotdnica (0,36% p/v de NaCl), 100 pL de
tampon salino de fosfatos (PBS, 10 mM, pH 7.4), 100 pL de bebida rehidratante y 50 pL
de suspensién de eritrocitos al 10%. Se incluyeron dos controles: uno sustituyendo el
extracto por solucion salina normal y otro reemplazando la suspension de eritrocitos
por solucién salina normal. Se afiadi6 diclofenaco sédico como farmaco estandar auna
concentracion de 2.5 mg/mL. Las mezclas de reaccion se incubaron a 56°C durante 30
minutos bajo agitacion, seguido de centrifugacion a 5000 rpm durante 10 minutos a
4°C. Los sobrenadantes se recuperaron y se midio su absorbancia a 560 nm utilizando
un lector de placas Synergy HT (Bio-Tek, Winooski, VT, EE.UU.).

Se realiz6 el calculo del porcentaje de la estabilizacion de membranas mediante la
siguiente formula

- (Abs control 1)
% Estabilidad de membrana =100 - (Abs muestra - ) x100
(Abs control 2)

Analisis estadistico

Todos los resultados de las tablas se expresaron como media + desviacion estandar
(DE). Los datos se analizaron mediante analisis de ANOVA de una via (p < 0,05). Ademas,
el andlisis multivariable de los datos se realizé por medio de un andlisis discriminante
de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) determinando los puntajes de las principales
en importancia (VIP scores) usando la plataforma Metaboanalyst 6.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la concentracion de infusiones de hojas de Quercus sideroxyla sobre
el contenido de fenoles y flavonoides totales

Los resultados obtenidos del contenido fendlico total de las infusiones de hojas de
Quercus sideroxyla , de (1 y el 10%) se determind que éste es afectado por el porcen-
taje de hojas utilizado en relacion con el volumen total de agua para la obtencién de
las infusiones. Generaandose una mayor extraccion de compuestos fenoles conforme
se aumento el contenido de hojas, teniendo un maximo de concentracion de fenoles
totales a un porcentaje del 7% (72.24+0.12 mg/g). Sin embargo, este efecto no se genera
a concentraciones mayores del 7%, determinandose que a concentraciones del 8-10%
los contenidos de fenoles totales son de 69.35+0.55, 67.12+0.40 y 64.21+£1.31 mg/g re-
spectivamente, no existiendo una relacién directa entre el procentaje de hoja utilizado
para realizar las infusione sobre el contenido fendlico total extraido. Este mismo efecto
se observa en el resultado del contenido total de flavonoides teniendo un maximo de
concentracion de al 7% (29.18+2.57 mg/g), superiores a las infusiones del 8 al 10%
(p/v) cuyas concentraciones de flavonoides totales fueron de 24.98+1.41, 24.55+2.41
y 20.85+0.70 mg/g respectivamente (Figura 1). La preparacion de infusiones herbales
como método tradicional para la extraccidon de compuestos es ampliamente utilizada,
en ésta, distintos factores como la temperatura, el tiempo y la relaciéon soluto-solvente

afectan el rendimiento asi como en el perfilado quimico observado en dichas infusiones
(Kowalska et al., 2021).

De acuerdo con Astill et al. (2001), quienes estudiaron el contenido de compuestos poli-
fendlicos en infusiones de café verde, observaron que dentro de las variables postcose-
cha de mayor relevancia relacionadas a la concentracion extraida de estos compuestos se
encontraban factores asociados al proceso de infusionado, entre ellos la proporcion de
café verde molido, asi como el tamafio de particula de dicha materia prima. Por lo tanto,
es probable que estos factores se relacionan con los resultados obtenidos en concentra-
ciones mayores de las hojas del encino impactando en su bajo contenido fendlico.

75

C c
c
T £ . 30 £ T
70 1 b - [ i :|— < c <
Q —_ ©
2 a a ab £ - -4 l
~T a = =3
o 65 a g b b
© 8 20 A a
2 g
g 60 | =
£ )
g 2 104
55
50 0 . . - - - - : : -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
% Hojas de Quercus sideroxyla % Hojas de Quercus sideroxyla

Figura 1. Contenido fendlico presente en infusiones de hojas de Quercus sideroxyla en concen-
traciones del 1 al 10% (p/v). a) contenido fendlico total y b) contenido total de flavonoides. Datos
expresados en media + desviacién estandar. Diferentes literales representan diferencias signifi-
cativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05)

Con la finalidad de conocer los cambios en la composicion fendlico, se realizé la determi-
nacion del perfilado fendlico por UPLC-PDA-ESI—QQQ (Cuadro 1), en el cual se incluyeron
en el estudio un total de 29 estandares de acidos fendlicos, 21 estandares de flavonoides,
y acido galico como estandar de taninos hidrolizables, de los cuales se identificaron en
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las infusiones de Q. sideroxyla un total de 15 acidos fendlicos, 17 flavonoides y 9 taninos

hidrolizables como puede observarse en el cuadro 1.

Cuadro 1. Perfilado fendlico encontrado en infusiones foliares de Quercus sideroxyla UPLC-PDA-ESI-MS/MS.

Compuesto RT . . .
(min) A max Principales transiciones

Acidos fendlicos
Acido 4-hidroxibenzoico 3.89 253.86 137.04 > 93.05
2.4,6-trihidroxibenzaldehido 5.76 290.86 153.15 > 83.04
Acido t-cindmico 7.07 276.86 147.17 > 103.08
Acido 2,5-di-hidroxibenzoico 3.65 323.86 153.15 > 108.92
Acido protocatecoico 2.74 258.86 153.15 > 109.05
Acido coumirico 5.86 308.86 163.24 > 119.08
Acido vanilico 4.54 259.96 167.18 > 152.02
Acido gilico 1.48 270.86 169.15 > 125.05
Acido shikimico 0.68 274.86 191.20 > 85.06
Acido cafeico 4.73 321.86 179.19 > 135.08
Acido quinico 0.62 254.86 191.20 > 85.06
Acido ferdlico 6.42 322.86 193.24 > 134.04
Acido siringico 4.86 273.86 197.21 > 182.05
Acido clorogénico 4.27 324.86 353.10 > 191.20
Acido 4-0O-cafeoilquinico 4.45 324.86 353.10 > 191.20
Acido cafeoilquinico 3.41 324.86 353.10 > 191.20
Flavonoides
Naringenina 9.26 268.86 270.97 > 150.92
Floretina 9.4 268.86 272.91 > 166.97
Kaempferol 9.46 266.86 289.04 > 245
Catequina 3.92 282.86 289.04 > 245
Epicatequina 4.82 2178.86 288.97 > 245.06
Quercetina 8.42 366.86 300.95 > 150.96
Taxifolina 7.43 358.86 470.96 > 272.98
Epicatequina galato 6.28 265.86 441.05 > 168.92
Floridzina 7.55 271.86 470.96 > 272.98
Quercetina glucuronido 6.22 355.86 476.92 > 300.99
Naringina 6.9 282.86 579 > 150.96
Rutina 6.12 365.86 609.04 > 270.94
Quercetina 3-O-glucésido 6.32 353.86 463.26 > 300.42 > 151
Procianidina Bl 3.69 275.86 470.96 > 272.98

El efecto de las concentraciones de hojas impacta en la concentracién de compuestos
polifendlicos en infusiones de Quercus sideroxyla, como se puede observar en el cuadro
2, conforme aumenta la relacién hojas/agua en la obtencion de las infusiones de Quer-
cus sideroxyla aumenta la abundancia de algunos compuestos polifendlicos, sin embar-
go, al llegar a concentraciones superiores al 7% el contenido polifendlico deja de aumen-
tar, e inclusive disminuye. Comportamientos similares son observados por Vuong et al.
(2011), quienes encontraron que, en té negro, la extracciény el perfilado de compuestos
fendlicos se veian influenciados por la relacion hojas/agua caliente, con modificaciones
en la extraccién de compuestos fendlicos como catequinas y taninos, asociado esto a la
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saturacion del solvente, asi también, variando en funcién de la afinidad de moléculas por
la polaridad del agua.

El perfilado de acidos fendlicos mostrado por las distintas concentraciones de la infu-
siones destacan por su abundancia la presencia de acido galico, acido shikimico, asi
como acido quinico y sus derivados acidos clorogénico, y 4-O-cafeoilquinico. Mientras
que del grupo de los flavonoides destacan por su abundancia algunos flavonoles como
derivados de la quercetina como quercetina glucosido, quercetina glucurénido y rutina,
asi como flavanoles entre estos catequina, procianidina B1, con respecto a los taninos
hidrolizables abunda la presencia de formas glicdsido del acido elagico (acido elagico
xilosido, acido elagico ramnésido y acido elagico hexdsido), perfilados similares a los
reportados por Alvarez et al. (2023) quienes reportaron el perfilado de infusiones al 1%
de Quercus sideroxyla.

Asi también, mayores concentraciones de hojas de encino favorecieron la extraccién de
compuestos de mayor tamafio molecular, los taninos hidrolizables, destacando especial-
mente el acido elagico hexdsido que cuenta con mayor concentracion en la infusion al
5% (8044.98+34.26 ng/mg)y acido elagico ramndsido que tiene su maxima concentracion
en la 1QS al 7% (469.41+8.36 ng/mg), observandose también menores concentraciones
de acido fendlicos como acido 4-O-cafeoilquinico, acido clorogénico y flavonoides como
quercetina, procianidina B1, y catequina. De manera analoga a los resultados obteni-
dos, Cavuldak et al. (2019) quienes realizaron la extraccion de compuestos polifenélicos
de distintas matrices herbales haciendo extracciones acuosas asistidas por ultrasonido,
observaron que a mayor relacién de materia prima sobre el agua la extraccion de com-
puestos de mayor tamafio molecular y con una mayor afinidad por el agua, debido a los
sustituyentes hidroxilo, eran extraidos en mayor abundancia.

Cuadro 2. Perfilado fendlico de infusiones de Quercus sideroxyla a distinta concentracioén de hojas secas por UPLC-ESI--
MS/MS. Concentracion expresada en ng/mg de muestra liofilizada

Porcentaje de hojas de Quercus sideroxyla

Compuesto 1% 2% 3% 1% 5% 6% % 8% 9% 10%
Acidos fenslicos
Acido 4-
hidroxibenzoico 25.55£3.720  20.98+3.61*  31.10£3.92>  23.60%0.67 25.90+1.63> 242940404  22.04+2.370 25.78+2.68: 22.36+1.32: 15.01+21.19¢
2,4,6-
trihidroxibenzaldehi
do 104.0048.06*  81.46+11.14>  75.15£2.24>  74.361.70 90.07£0.77¢  95.04+11.26°  93.02+7.73¢ 82.89+14.44>  85.05£8.97" 55.79+7.874
Acido t-cinamico 6.39£1.07 8.90+1.53 9.32+1.31 15.02£6.202 10.51£0.56° 9.77£1.71= 14.58+0.21" 18.94+1.85 15.54+4.19> 11.42£1.61¢
Acido 2,5-di-
hidroxibenzoico 32.01£2.07 28.03£0.56*  38.33+£5.45)  39.51+4.72b 40.83£6.08>  43.25+£0.34>  43.52%1.910 34.26+4.85¢ 18.12+3.86¢ 21.87+3.08¢
Acido
protocatecoico 391.53+22.62  270.89+21.76" 292.39+31.21  300.13£38.31»  320.34+4.770  324.15£2.19"  304.40£72.03>  281.52+9.85"  250.16£6.85°  2062.35%£37.04¢
189.83%45.342
Acido coumarico  163.57£8.33*  162.02+8.35¢ b 218.42+32.270  219.36£2.17°  162.83£11.32*  93.59£14.49¢ 84.85+2.40¢ 56.39+£4.750  42.20+£59.57¢
Acido vanilico 20.89+15.41¢  28.38%6.13¢  28.99+17.50:  29.63+07.87¢ 32.54+0.49 28.44£0.31¢ 23.35+0.87 21.69+1.104 16.08+12.91° 5.3247.50¢
4265.62+£201.8  4767.56£173.5 5817.08+292.5 5127.62+186.2 5115.89+455.9 3839.51+£560.9  3741.50£935.4
Acido galico 3 5 1987+848.95 9 » 0 5 9 2684.44£70.600  2443.12%34.49¢
2064.37+273.0  2394.76£434.2 2735.48+337.7 2869.23+29.89  2805.03£309.5
Acido shikimico 12 2 2 2750.92+£71.50¢  2416.55+8.46* a 4 2825.75485.40¢  2822.65+£75.72+ 1871.78+26.42"

126.87+22.32+
b

Acido cafeico 118.38+£3.58*  119.01£3.95% 135.64£0.12" 99.58+1.66* 113.2244.68* 60.25£2.88¢ 69.65£11.11° 46.85+4.22¢ 38.99£5.501
26933.41£221.  21210.64+26.3 28313+1830.3  28990.56£282.  28066.66£121. 27209.02£56.3 28363.94£992.  30699.09+345. 28544.51£192.  18578.25+£26.2
Acido quinico 274 5 9 59¢ 02¢ T 92¢ 524 8l 2¢
Acido ferdlico 9.714£1.18¢ 9.4442.08¢ 10.65%2.41= 10.2442.22¢ 8.46£0.02¢ 11.36£0.92¢ 8.81£1.31+ 7.03£0.55" 5.45£1.68" 4.79%0.67¢
Acido siringico 20.16£1.05¢ 25.58+1.49" 27.64£0.07" 22.24£3.78 20.98+0.12¢ 20.37£3.68¢ 17.2740.64¢ 10.80+0.81° 8.06%6.66¢ 4.09£0.571
9912.26+479.4  9467.03£64.62 9373.031418.8 9648.81£850.5 10358.06£125. 9849.40+218.7 9435.63£1050.  8956.89£464.3
Acido clorogénico 9a « 8 T2 932 82 574 or 7957.89£64.37¢  5168.31£72.95¢
Acido 4-0- 4898.29+256.8  3262.29+69.47 2720.91£165.7  2999.79+240.5  2905.93+2319. 2320.33+496.5 1728.28+526.1
cafeoilquinico 5¢ b o 5b 09> o 5b 868.38+12.28°  985.79+478.46° 1078.89+15.23¢
Acido
cafeoilquinico 3.7140.04¢ 2.8340.44¢ 5.55+1.17" 7.57+2.13" 4.13+1.92:> 4.8110.11" 7.7240.98" 5.73+1.30 9.5540.28¢ 9.63+1.36¢
Flavonoides
Naringenina 2.4940.53a 1.41£0.20a 1.82+0.13+ 1.33£0.00a 0.97+0.10> 0.64+0.20" 0.60£0.19" 0.55%0.11" 0.35+0.17" 0.40£0.11>
Floretina 0.1620.04a 0.05£0.02a 0.08+0.07¢ 0.09+£0.02a 0.07£0.05¢ 0.05%0.02¢ 0.02+0.02¢ 0.04£0.05¢ 0.02%0.00¢ 0.0240.02¢
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Kaempferol 48.3346.76a  24.07£0.03b  25.51+6.870  26.97£7.90v 2017243910 21.3940.03"  25.58+4.84> 22,0742.32 22.87+8.46 16.02+2.48¢
1628.43+63.43  1776.71+64.57 1652.49+63.43 1257.43+204.2  1306.36+236.5

Catequina 2109.55+6.26a b b 1727.67+35.400  1593.52+74.03+ . 1372.59+98.13+  1526.12£59.60+ 9 3
Epicatequina 9.5248.78a 6.7243.60a  8.99+11.98  12.74+3.41s 12.8242.124 9.043.60 11.3420.194 7.66+1.79 4.37+0.18 2.56+1.48
Quercetina 221.27429.36a  201.50+15.18a  289.59+31.910  277.51430.43>  168.3143.77°  155.08+15.18  92.67+16.41c  110.79424.69c  98.5046.17¢  90.92422.49¢
Taxifolina 5.06+0.79 4.8620.31a 3.93+1.04 3,140,040 3.7340.43 3.66+0.314 2.96+2.17 2.86+0.38 1.86+1.100 2.34:£0.88
Epicatequina galato  3.0420.09a 3.00£0.08a 3.16+0.47 2.80£0.01+ 1.25+0.07" 1.200.000 1.000.000 1.20+0.110 1.600.27 1.88+0.970
Floridzina 500642240 48.86+1.820  42.15+3.000  38.90+11.21" 40474649  40.9141.82  37.32+7.200 30.06+3.71¢ 34.53+1.10¢ 35.06+7.10
Quercetina 2022.44487.66  1934.87£190.8  2053.95+614.4 2374.44487.66  2305.26+263.8  1906.78+301.9 2049.21+283.3

glucuronido 2805.00%69.56¢ b 2 1 2673.73+60.22¢ . 6 il 1859.04+61.78" 2
Naringina 0.06+0.004 0.00+0.00 0.20+0.02¢ 0.00+0.00" 0.22:£0.03¢ 0.28+0.001 0.1620.023¢ 0.00£0.00" 0.00+0.00 0.00£0.00

205.11466.27+ 297.41427.43
Rutina 235.71463.51%  247.56227.43¢ b 281.262£75.115  297.91+58.78: 0 334.80+76.82%  390.59+72.06%  379.91+21.00%  350.38:+50.09'
Quercetina 3-0-

glucésido 642.004138.99¢  656.75£22.01+  673.78+87.14¢  630.30£162.80+ 674.86+19.18  609.98+22.01*  607.94+74.51* 532.63+122.77  532.81+13.530  521.16+65.97

Procianidina B1

2405.38+510.6
8a

2691.96+58.23

2456.40+5.102

2246.84%312.0
02

2030.18+176.9

5ab

2104.18+£58.23
ab

1795.46+263.1
or

1762.93+351.7
9h

1679.92£95.69"

1748.37£256.9
9b

Procianidina B2 184.45+14.66*  50.60+71.55" 49.44%9.77" 44.59+2.220 43.6616.88" 45.25+71.55" 31.19£51.61° 32.22412.78" 30.46£16.04> 34.70£20.33"
Kaempferol
glucésido 192.01+15.79¢  115.3443.02>  104.95£13.58°  111.63+49.63¢ 120.10£2.89¢ 124.55+3.02¢ 130.30+3.85¢ 96.66+24.81¢ 92.37£0.68¢ 76.12£17.50¢
Taninos hidrolizables
Acido elagico
xilosido 365.58+62.22¢  330.36£22.92*  303.57+27.06*  392.25+73.66° 439.33+4.91*  351.28+25.74*  392.13£61.66° 392.18+103.32*  398.24+8.24¢ 419.03£29.942
Acido elagico
ramnésido 370.29+87.33*>  398.54+16.09* 440.89+£27.98*  406.66+53.67* 427.71£8.132 469.41£8.36  404.51£78.86*  344.91+20.75>  321.27+21.27"  349.50£50.59*
Acido elagico 6814.27+128.8  7000.87+278.3 6008.67+84.68 6356.19+155.0 6361.97£228.7  7209.70+504.1  5437.01£1253. 6304.40+1118.
hexésido 3¢ 6" . 42 8044.98+34.26> 1e T 52¢ 6227.54+27.54¢ 792
Trigaloil hexésido 139.44+24.38*  91.39+13.24> 29.09£1.91¢ 40.26+24.68¢ 90.28+4.30> 89.70+27.37 112.28+8.96" 22.2745.28¢ 30.2241.22¢ 65.06+19.08"
Castalagina 28.32+1.66* 13.32£11.53" 7.70+5.22" 11.94£6.52" 13.01£1.76> 10.58+0.26" 17.87£0.91¢ 17.96£6.26° 22.26%2.26¢ 19.47£0.97¢
Di-HHDP-hexésido
(Penducalagina 1) 11.78+1.13¢ 11.92£1.66° 9.12+1.10¢ 9.20+4.06¢ 18.11£9.58" 19.314£3.71> 22.1540.42" 17.73£6.21" 20.90£0.90" 24.20+£3.79"
Di-HHDP hexésido
(Penducalagina 2) 14.44+1.87¢ 17.47£2.40° 18.91+4.18¢ 25.11£0.63" 26.79%2.55 32.51£0.92" 39.27+8.28¢ 49.36+3.401 50.19£0.19¢ 55.11+£14.881
V. 1.68+1.45¢ 3.26+2.82¢ 3.42+1.21¢ 3.2540.30¢ 4.63+0.16* 5.524+3.81¢ 10.51+1.26" 13.20+1.75> 18.02+8.02¢ 17.70£4.76¢

Datos expresados en media + desviacion estandar. Diferentes literales representan diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.03).

Dichos cambios en el perfilado fendlico pueden impactar en los potenciales efectos
funcionales, en el caso de las infusiones con mayor proporcion de hojas, especialmente
aquellas entre el 5y 6% de hojas de encino al extraer en mayor abundancia taninos hi-
drolizables, las cuales pueden poseen un mayor potencial antioxidante, principalmente
relacionado a los multiples mecanismos de dichos taninos entre ellos la eliminacién de
radicales libres, quelacién de metales de transicién, inhibicion de enzimas prooxidativas
y peroxidacion lipidica (Koleckar et al., 2008). Otro potencial efecto asociado a la pres-
encia de taninos hidrolizables es la modificacion de la microbiota intestinal, en donde la
presencia de taninos hidrolizables se ha asociado con mayores abundancias de especies
como Akkermansia muciniphila, asi como favorecer la produccién de acidos grasos de
cadena corta (AGCC) (Molino et al., 2021).

Potencial biologico antioxidante y antiinflamatoria de
infusiones de Quercus sideroxyla

Dentro de los principales potenciales funcionales encontrados en infusiones de Quercus
sideroxyla se encuentran su potencial antioxidante, asi como el potencial antiinflamato-
rio derivado de su composicién fendlica. Como pudo observarse en el cuadro 3, las dife-
rencias significativas en cuanto al contenido polifendlico, asi como el perfilado fenélico
mostré concordancia con respecto a su efecto sobre la actividad antioxidante de las
infusiones de encino para los métodos analizados fue similar en comportamiento, es
decir, la mayor concentracion de compuestos polifendélicos favorecié un mayor poten-
cial antioxidante (ABTS++: 52.49+0.89; DPPH: 38.17+2.25, ORAC: 505.16+£12.91 mg/g eq.
Trolox), correspondientes a la infusion al 7% (p/v) (Cuadro 3). Asimismo, la actividad
antioxidante fue de mayor para el ensayo de ORAC, ensayo que mide la capacidad de
absorcion de radicales de oxigeno, dicho efecto puede asociarse a la presencia de un
alto contenido de taninos hidrolizables derivados de acido elagico, que por la presencia
de acido elagico, asi como multiples grupos -OH favorecen la donacién de hidrégenos
(Yoshida et al., 2010)
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La determinacion del potencial antiinflamatorio de las infusiones de Q. sideroxyla en las
concentraciones de entre el 1y el 10% permitié observar un importante potencial an-
tiinflamatorio al mantener la estabilidad de las membranas bioldgicas sometidas a es-
trés osmatico y térmico, siendo en todos los casos superior al control de indometacina
a una concentracién de 250 pg/mL que estabilizé las membranas eritrocitarias en un
60.31£0.31% Dichos efectos son superiores a los mostrados por Yesmin et al. (2020)
quienes estudiaron el efecto estabilizador de membranas de extractos metandlicos de
raices de la especie Piper chaba, estabilizando en un 35.67% a una concentracion de 500
pg/mL. Por otro lado, Thakur et al. (2020) quienes trabajaron con extractos metandlicos
y hidrometandlicos de jengibre, observando que a concentraciones de 1000 pg/mL los
extractos metandlicos estabilizaron las membranas eritrocitarias en un 88.13% en tanto
que a la misma concentracion los extractos hidrometandlicos la estabilizacion fue de sol-
amente el 75.53%, en donde tras un tamizaje fitoquimico, los extractos hidrometandli-
cos fueron carentes de la presencia de taninos hidrolizables.

Cuadro 3. Efecto de la concentracion de infusiones de hojas de Quercus sideroxyla sobre la actividad antioxidante y antiinflamatoria

Parametro Concentracion de las infusiones (% de hojas de Quercus sideroxyla)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
ABTS+e 43.38+0.38~ 48.26+0.80" 49.15%1.02 52.62%1.02 62.36+1.73¢ 50.9540.59> 52.49£0.89> 51.974£0.80b | 51.59+5.44> 45.69+1.33
(mg eq. Trolox / mg)
FRAP 10.39+0.14 25.90£0.76° 34.63£0.24¢ 31.85£0.98¢ 32.50£1.04¢ 34.6140.49¢ 38.17£2.25¢ 39.31£1.43¢ 36.27£0.16¢ 36.67+0-90¢
(myg eq. Trolox / mg)
ORAC 277.91£11.90* | 336.86+52.950 | 387.05%16.18 | 393.16+26.81" | 427.68+18.04c | 481.34%+24.819 | 505.16£12.91¢ | 524.16+4.90F | 522.46+14.01F | 493.89+27.89d
(mg eq. Trolox / mg)
%EMB 88.43+0.95+ 87.93+0.102 88.76+1.42 83.00£0.29> 84.10£1.45 84.66%0.67> 83.96+0.81> 83.00+£0.81> | 80.63+1.31 78.03£0.52¢
(% de estabilizacion)

Datos expresados en media = desviacion estandar. Diferentes literales representan diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05).

Con la finalidad de establecer la relacién de dichos efectos bioldgicos y su relacion con
las concentraciones de hojas de encino, se realizé un analisis discriminante por minimos
cuadrados parciales (PLS-DA, figura 2a), en donde puede observarse comportamiento
de similitud entre los grupos de acuerdo con el porcentaje de hojas de encino usados
para su formulacion, identificando un comportamiento similar entre los grupos cuya
concentracion de hojas del 7 al 10% (p/v). Adjunto al analisis por PLS-DA, se obtuvier-
on las principales variables en importancia (VIP, figura 2b), considerando significativas
aquellas cuyo puntaje VIP fue superior o igual a 1. En dicho estudio puede observarse
gue un total de 9 variables resultaron de importancia para el modelo, asi también pudo
correlacionarse los efectos bioldgicos de actividad antioxidante (FRAP, ORAC, ABTS) y
antiinflamatoria (%EMB).

Fue posible a partir de dichos analisis relacionar el contenido de taninos hidrolizables
con los efectos bioldgicos, al favorecer el la reduccion del ion férrico, especialmente a
la naringenina y penducalagina, estos efectos también fueron reportados previamente
en elagitaninos en frambuesa (Ross et al., 2007). Otros autores, como Dudonné et al.
(2009) observaron que el atrapamiento de radicales de oxigeno es influenciado por el
contenido de castalagina actuando de manera sinérgica con distintos acidos fendlicos,
esto al estudiar 30 distintos extractos purificados.

Asi también, el contenido polifendlico demostré influenciar el potencial antiinflamatorio,
dichas condiciones de estrés suelen ser caracteristicas del inicio de procesos de sefial-
izacion proinflamatorios, de ahi la importancia de mantener la estabilidad de las mem-
branas. La actividad antiinflamatoria se encuentra asociada al contenido de taninos
hidrolizables y la actividad antioxidante, entre ellas la epicatequina galato (figura 2b).
Este compuesto se ha relacionado por otros autores con potencial antiinflamatorio al
disminuir concentraciones de las interleucina 6 (IL-6) e IL-1[3, asi como la prostaglandina
E2 (PGE2) (Al-Sayed y Abdel-Daim, 2018). Asimismo, estudios realizados por Wang y Cao
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(2014) la epicatequina inhibi6 la produccién de sustancias proinflamatorias, entre ellas el
oxido nitrico (NO) y la prostaglandina E2 (PGE2). Ademas, redujo la generacién de citocinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) y IL-6 en macrofagos
Raw 264.7 estimulados con lipopolisacarido (LPS).
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Figura 2. Analisis multivariable del comportamiento de infusiones de hojas de Quercus sideroxyla. a) Grafico de
puntajes 2D donde se observa el comportamiento de los grupos de estudio tras realizar un andlisis discriminante
por minimos cuadrados parciales (PLS-DA) b) puntajes de las principales variables en importancia (VIP) considerando

valores significativos aquellas variables cuyo puntaje fue superior a 1.
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CONCLUSION

La variacion en el porcentaje de hojas de Quercus sideroxyla en funcién del porcen-
taje en relacion peso/volumen (p/v) mostré diferencias en el contenido total y el perfilado
de fenoles extraidos y la extraccion de compuestos no aumenta de manera lineal con
respecto al aumento de soluto. Las diferencias en el perfilado polifendlico mostré tener
efecto sobre la actividad antioxidante y antiinflamatoria, en donde la actividad sinérgica
de los acidos fendlicos, flavonoides y la epicatequina galato se asoci6 con la actividad an-
tioxidante y antiinflamatoria.
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