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PREFACIO

La presente tesis esta estructurada en un formato de capitulos independientes, cada
uno de los cuales aborda un aspecto especifico del tema “Evaluacién antidiarreica
y estudio del acoplamiento molecular de los compuestos bioactivos de la cascara
de Litchi chinensis”. Este enfoque permite que cada capitulo sea consultado de
manera autbnoma, aunque en conjunto, ofrecen una vision integral y coherente

sobre el tema.

Cada capitulo esta disefiado para aportar un componente fundamental a la
comprension del problema abordado, garantizando que el lector tenga una

experiencia fluida y cohesiva a lo largo de la tesis.



RESUMEN

El litchi (Litchi chinensis) es una fruta tropical y subtropical valorada tanto por sus
propiedades nutricionales como medicinales. Este trabajo de investigacion explora
la extraccion, purificacion y caracterizacion de estos compuestos bioactivos y su
potencial terapéutico, especialmente en el tratamiento de la diarrea, asi como la
evaluacion de los compuestos identificados en un modelo de acoplamiento
molecular. Se caracterizé quimicamente el extracto etandlico de la cascara de litchi,
se detallan los métodos de extraccion y fraccionamiento, utilizando técnicas como
la extraccion asistida por microondas y sephadex LH-20. Los compuestos bioactivos
identificados incluyen acidos hidroxicinamicos, catequinas y proantocianidinas. Los
analisis revelaron que la fraccidn acetonica contenia los niveles mas altos de
azucares reductores, polifenoles totales y procianidinas. La evaluacién en un
modelo murino de la actividad antidiarreica del extracto etandlico de la cascara de
litchi mostré a 100 mg/kg tasas de inhibicion de la diarrea entre 46.15% y 70.8%,
presentando la mayor actividad antidiarreica. El extracto retraso significativamente
el inicio de la diarrea, a 100 mg/kg, redujo el transito gastrointestinal en un 59.2%.
En el modelo de contorsiones inducidas por acido acético, el extracto también
inhibié el dolor abdominal de manera dosis-dependiente, mostrando una inhibicion
de la nocicepcion del 59% con 200 mg/kg, comparable al 54% observado con
naproxeno. El estudio de acoplamiento molecular (docking) evaluo la interaccién de
los compuestos bioactivos de la cascara de litchi con proteinas diana involucradas
en la diarrea. Utilizando AutoDock Vina, se investigaron las afinidades de unién de
acido cafeico 4-O-glucésido, procianidina A2 y prodelfinidina B3 con enzimas como
COX-1, COX-2, 5-LOX, y receptores muscarinicos M3 y p-opioide. Los resultados
sugieren que estos compuestos pueden modular la actividad de proteinas clave en
la inflamacion y la motilidad gastrointestinal. En este estudio se demostré que los
compuestos bioactivos presentes en la cascara de litchi contribuyen a su actividad
antidiarreica y antinociceptiva.

Palabras clave: cascara de litchi, compuestos bioactivos, antidiarreico,
antinocicepcion, antioxidante, docking.



ABSTRACT

Lychee (Litchi chinensis) is a tropical and subtropical fruit valued for both its
nutritional and medicinal properties. This research work explores the extraction,
purification and characterization of these bioactive compounds and their therapeutic
potential, especially in the treatment of diarrhea, as well as the evaluation of the
identified compounds in a molecular docking model. The ethanolic extract of litchi
peel was chemically characterized, and the extraction and fractionation methods
were detailed, using techniques such as microwave-assisted extraction and
sephadex LH-20. The bioactive compounds identified include hydroxycinnamic
acids, catechins and proanthocyanidins. Analysis revealed that the acetone fraction
contained the highest levels of reducing sugars, total polyphenols and procyanidins.
Evaluation in a murine model of the antidiarrheal activity of litchi peel ethanolic
extract showed at 100 mg/kg diarrhea inhibition rates between 46.15% and 70.8%,
presenting the highest antidiarrheal activity. The extract significantly delayed the
onset of diarrhea; at 100 mg/kg, it reduced gastrointestinal transit by 59.2%. In the
acetic acid-induced contortions model, the extract also inhibited abdominal pain in a
dose-dependent manner, showing a 59% inhibition of nociception at 200 mg/kg,
comparable to the 54% observed with naproxen. The molecular docking study
evaluated the interaction of litchi peel bioactive compounds with target proteins
involved in diarrhea. Using AutoDock Vina, the binding affinities of caffeic acid 4-O-
glucoside, procyanidin A2 and prodelphinidin B3 with enzymes such as COX-1,
COX-2, 5-LOX, and muscarinic M3 and p-opioid receptors were investigated. The
results suggest that these compounds may modulate the activity of key proteins in
inflammation and gastrointestinal motility. In this study, bioactive compounds
present in litchi peel were shown to contribute to its antidiarrheal and antinociceptive

activity.

Key words: litchi peel, bioactive compounds, antidiarrheal, antinociceptive,
antioxidant, docking.



INDICE

RESUMIEN .....ccucvuiieiireiiniiiniisniisesisissiessissssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssns iv
ABSTRACT ...eieiiiiiiriiiteiisiiriiiseiissirsisseiisssssesesmsssrsssssssssssssessssssssassssssssssssssnssssssasssnsssnssnssss v
(0] 1 =2 1 17 oL Xi
L0 Y= Ao TN == =T - | P xi
Objetivos @SPeCIifiCOS ..uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiireirrrnrrerrssrrrsesss s s ss s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s sssssssssssssssssssnnsannen xi
1 T T L= Xii
CAPITULO Tooooevveerevsessrrrisssssssssssssssssssssssssssassssssasssssssssssssassssssassssssnssssssassssssanns 1
= 7 1= o R 2
21 2 1 o 3
Capitulo 1. Generalidades en el procesamiento de la cdscara de litchi............................. 4
1.1, INTrOAUCCION ....ouvveiiiiiiiiiiiiisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnnnnnns 4
1.2. Métodos de secado de la cascara de litchi........cccovveieiiiiiiiiiiieiiiiinniee e, 6
R Y Tor- o [o o To L =1 I oF: | 11T Y o <D OSSPSR 12
O A W T} 7172 1ol T T [PPSR 14
R T Tor- o (o 1= IE-Yo 1 SO RTTRUSURNS 17
1.3. Métodos de extraccion de la cascara de litChi......ccccceeiiiiiiiicereiiiiniiiiiiceeneeeeeeee, 18
IR TR Y/ 1ol =Y =Yoo T SO STUSTRUSRN: 19
1.3.2. Extraccion asistida por ultrasonidos (EAU) ......eeecueiiciieiiiereiiecsieesieesieesree st s eseneesiae e saeesereesveesnne 20
1.3.3. Extraccion por alta presion (HPE) ......ccceecieiiiieeiee e citeesie e e steesete e steesbe s essaeesbaeessaeessseesnneesnne 22
1.4. Aislamiento y caracterizacién de compuestos bioactivos de la cascara de litchi............... 23
O =T e LI 1ol SO UTUSTRUSURRNS 25
1.4.2. SEPAdeX LH-20 (SLH) ..eiiiiieiie ittt ettt ettt ste s e ae e tae e ste e st e e sbaessbaeesaeebaeessseesaseesnseennne 25
1.4.3. AMDEITIEE XAD-7 ...ereeeieeeiee ettt ettt ettt e st e st e s be e e be e e s beeessteesabeesabeesabeeesbaeesaeensseesssaessseasseennns 27
1.4.4. SEPNAUEX G50 ...ccutiiiiieiiieeitee ettt et st e st esteeeete e s beeebeeessteessteesabeesateesbeesnbeeenseeenseeessseessreesseennne 29
1.4.5. ReSina Macroporosa AB-8 ...... ... ittt ettt e e et e e e e e s e bt e e e e e e s e e b et e e e e e e e e s nnnrees 30

1.5. Propiedades bioldgicas y mecanismos de accion de los compuestos bioactivos de la
€ascara de tChi .ccccviiiiiiiiiiiicicc s e e 33
1.5.1. Actividad antioXIdaNnTte ......ciecuiiiiiiicie ettt st st e e e ra e e bt e e s ae e reesreenane 35
1.5.2. Actividad CardioprOtECTONa ....cccuvvie ittt e e e ettt e e et e e e e e etbe e e e e bae e e e ataeeeesaaeeeeasaeaanns 39
1.5.3. Actividad hepatopProteCLOra....ii it iciieiieecie et eciee ettt rre e st s e sbe e e be e e seaeebaeesaaeessreesnseesnne 40
1.5.4. Actividad antiateroSCIErOtiCa ....cuiiiieiiieeeieectieectee ettt ste e st e e saaeesbe e e saeesareesreesane 42
1.5.5. Actividad antiCaNCEIIZENA ......ii ittt st e st e st e e e be e e sbaeebee e saeesabeesbeenane 44
1.5.6. Actividad antihipergluCEmMICa. ... .icciiiiiieciee ettt st s e e e bt e e s ae e s beesbeeenne 46

Vi



I ST 0o 3 Tl 1113 oY s =S 48

O =T =T =T 4T TN 50
(071 7 1 K1 K o 2 65
L= 7 . 1= o N 66
/21 2 1 o o N 67
Capitulo 2. Caracterizacion quimica del extracto etandlico de la cdscara de litchi ......... 68

2.1, INTrOUCCION ...iiiiiiiiiiiiiiiieiiieiiieeisesisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 68

2.2. Materiales Y MELOTOS ....cceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 69

2.2. 1. MAterial VEZETAI ... eiiieeciee ettt sttt e et e st e e bt e bt e e ba e e s ate e ateesaeesareesreenane 69
2.2.2. Preparacion del eXtracto VEZETAl .......occuiiiiiiiiiie ettt 69
2.2.3. Fraccionamiento de extractos VEZETAIES ......cccveiuiiiieeiiiie ettt sre st sae e e s re e 69
2.2.4. Determinaciones COIOMMETIICAS . ..ivuueiiiiiiieeiie sttt et e st e et e et e et e e sbaeesaae e sabeesabeesbeessseesseennns 70
2.2.5. Determinaciones CUAIITAtIVAS.....cuiivveiiie ettt e aae e e e saae e saeesareesbeeenns 71
2.2.6. HPLC-ESI-MIS... ettt ettt ettt e e e e ettt e e e e e e s e babb e e e e e e e e e annbaeeeeeeeesaannsnbeeeeeaeanans 72
2.3. ReSUltados Y DISCUSION .....ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiissiissiissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 73
2.3.1. Rendimientos d& EXraCCiON .....ccuiivueeiiireiieeiie st et e steeste e e ste e s bee e sae e esbaeesaaeesaaeessseessseesaseesseennns 73
2.3.2. CaracterizaCion QUIMICA ...cuuiicuieeiee et ecieeesite et e st e ste e s te e s teesteesbaeeaeeebeeesaeessseessseesaseessseesseennns 73

3.4, CONCIUSIONES ....ciiiiiiiiniiiiiiiiiiieinuiiiiieeeiiteesansssiisseitneesssssssssssstssesssssssssssssssessssssssssssssssssssnss 83

BT 2 0=T =T =T 3 ol - 1P 84
(07 7 I L1 I o 2 S 87
L= 7 1= o N 88
/21 23 1 o o RN 89
Capitulo 3. Evaluacion en un modelo murino de la actividad antidiarreica del extracto
etandlico de la cascara de litChi. ..........ceeuueceeriveeeeniiiriiiennnsiiisnnennessessssnnnnssssssssesssssssssnnns 90

3.1, INTrOdUCCION ..oiiiiiiiiiiiiiiiciiiecireensesssssrsss s ssesss s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s sssssssss s ssssssssssssssssssssssssssnssnns 90

3.2. Materiales Y MELOOS .....ccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiinsiissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 91

3.2.1. Actividad antiOXIHANTE ..cccveiiiieciee ettt e et e et e e sbae e bae e s ateesateesbeesareesreeanne 91
32,2, ANIMAIES .eeieeieeiieecte ettt ettt e s et e st e e be e e bee e b aeebeeebae e baeesrteenateesaeenateeereennte 93
3.2.3. Tratamiento farmMacolOZICO .....cccuiiiiiiiiieiece e ae et e s aeesabeesbeeenns 93
I Mo (ol T = To I = (U Lo - TSRS SPRURRRN: 94
3.2.5. ActivVidad antidiarr@IiCa .....cueeicueeeciee ittt ettt ettt et e e st e e rte e sae e s reesreeeane 94
3.2.6. Actividad antinOCICEPLIVA .. ccccviiiitii it ettt e et ae et e e sbe e e bae e sateessbeesbeesareesreennns 95
I A N | L =T = o 11y ol T PSPPSR 95
3.3. ReSUltados Y DISCUSION .....cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiseiissiissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 95
3.3.1. Actividad antiOXIHANTE ..eccveiiiieciee ettt e st e et e e ba e e ba e e sateesateesbeesareesreeenne 95
TR 2 Ko { (ol 1o = To = (U Lo - TSSO STUSPRURRNS 98
3.3.3. ActiVidad antidiarr@IiCa ....ccueeecuieeciie ettt et e e s te e ate e s ae e s reesreeeane 98
3.3.4. Actividad antinOCICEPLIVA ....eiiiiiiieeriie et stie ettt st e s e e s sbae e s aae e sateesateesabeesaseeesaeenseas 100



0 0 Y T [ Lo 3 1= 105

3.5. Referencias .....cccueiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnnnssssrss e e 105
(07 7 I L1 K o 3 S 110
0= 7 1= o 111
/21 2 1 o N 112
Capitulo 4. Estudio de acoplamiento molecular (docking) con al menos un compuesto
bioactivo identificado en la cascara de litChi ............cocuueeuuecevirveveeeciirrinneensissrnnnnnnnsinns 113

R T 14 o TH Lol o o T N 113

4.2. Materiales Yy METOUOS ...cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiie i ss s se s s sesssessssssssssssssssssssssssssssssnns 114

At B o Yo (] V=1 Y Lo 1Yol U] = o OSSPSR 114

4.3. Resultados ¥ DISCUSION .....cccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiisiisss s ssssssesssssssessssssssssssssssssssssssssssssans 115

4.3.1. Estudios de aCoPlami@NTO........cccecuiiiiiiiee ettt ettt e e et e e e et e e e eetb e e e eeatee e e araeeeenareeeenanes 115

0o Y ol [T o T3 - 124

4.5 Referencias ......cceviiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 125
LY L= (o XS 129

viii



Lista de Figuras

Figura 1. Vision general del estudio de la cascara de litChi............ccceoevenineninenenininceee 8
Figura 2. Mecanismos de los beneficios para la salud mediados por los compuestos
bioactivos de la cascara de [HChi. .......c.ooeeiieee e 34
Figura 3. AR, PT y PCs detectadas en el EC22 y sus fracciones..........cccocecvevveneninenee 74
Figura 4. Perfiles de separacion durante el tiempo de elucion para AR, PT y PCs............ 75
Figura 5. Cromatogramas CL22 del (A) extracto crudo. (B) Fraccion agua, (C) Fraccion
etanol y (D) FracCion @CetONa. .........cociiirieiiieiiee et 79
Figura 6. Cromatogramas CL23 del (A) extracto crudo. (B) Fraccion agua, (C) Fraccion
etanol y (D) FracCion @CetONa. .........cocviirieiiiiccc et 80
Figura 7. Evaluacion de la actividad antioxidante por DPPH ... 96
Figura 8. Evaluacion de la actividad antioxidante por ABTS..........cccccveinineinenccneee 97
Figura 9. Evaluacion de la actividad antioxidante por FRAP ... 98

Figura 10. Complejo de acoplamiento 5-LOX con (A) Acido cafeico 4-O-glucésido, (B)
Procianidina A2, (C) Prodelfinidina B3 y sus representaciones visuales 2D. (D)
Interacciones de AF7 (ligando co-cristalizado) y la pose re-acoplada de validacion. ....... 117
Figura 11. Complejo de acoplamiento COX-1 con (A) Acido cafeico 4-O-glucésido, (B)
Procianidina A2, (C) Prodelfinidina B3 y sus representaciones visuales 2D. (D)
Interacciones de W8M (ligando co-cristalizado) y la pose re-acoplada de validacion. ..... 118
Figura 12. Complejo de acoplamiento COX-2 con (A) Acido cafeico 4-O-glucésido, (B)
Procianidina A2, (C) Prodelfinidina B3 y sus representaciones visuales 2D. (D)
Interacciones de CEL (ligando co-cristalizado) y la pose re-acoplada de validacion........ 119
Figura 13. Complejo de acoplamiento muscarinico M3 con (A) Acido cafeico 4-O-
glucésido, (B) Procianidina A2, (C) Prodelfinidina B3 y sus representaciones visuales 2D.
(D) Interacciones de 9EC (ligando co-cristalizado) y la pose re-acoplada de validacion. 120
Figura 14. Complejo de acoplamiento p-opioide con (A) Acido cafeico 4-O-glucdsido, (B)
Procianidina A2, (C) Prodelfinidina B3 y sus representaciones visuales 2D. (D)
Interacciones de BU72 (ligando co-cristalizado) y la pose re-acoplada de validacion...... 121



Lista de tablas

Tabla 1. Métodos de extraccién utilizados para la cascara de litchi. ........cccccoeeevveiviceneee 8
Tabla 2. Compuestos aislados de la cascara del litchi, propiedades biologicas y

MECANISMOS A ACCION.......eciiieieectieeeerte et e e te e te e s te e teesabe e beestaeebeessaesnteesseesnteesseesnsaans 34
Tabla 3. Rendimientos de extraccion para ambos lotes de cascara de litchi....................... 73
Tabla 4. Determinaciones cualitativas de CL22 y CL23............ccoeiiiniinineneeeeee 76
Tabla 5. Lista de compuestos tentativos detectados en CL22 y CL23 ...........ccooeireieenne. 81
Tabla 6. Actividad antidiarreica del extracto crudo y las fracciones ..........c.ccccocevevneninennnne. 99
Tabla 7. Transito intestinal delgado del extracto Crudo ...........ccccoevevenenencnineneneneee 100
Tabla 8. Enteropooling inducido por aceite de ricino del extracto crudo..........c.cccceeuenneee. 100
Tabla 9. Contorsiones abdominales inducidas por acido acético del extracto crudo........ 100



Objetivos

Objetivo general

Evaluar la actividad antidiarreica de los compuestos bioactivos obtenidos de la

cascara de Litchi chinensis en un modelo murino.
Objetivos especificos

1. Caracterizar quimicamente el extracto etandlico de la cascara de litchi.

2. Evaluar en un modelo murino la actividad antidiarreica del extracto etandlico

de la cascara de litchi.

3. Realizar un estudio de acoplamiento molecular (docking) con al menos un

compuesto bioactivo identificado en la cascara de litchi.

Xi



Hipoétesis

El extracto etandlico de cascara de litchi contiene compuestos bioactivos con un
efecto antidiarreico.

Xii
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Resumen

Este capitulo revisa sistematicamente los avances en el procesamiento de la
cascara de litchi (Litchi chinensis), haciendo hincapié en el secado, la extraccion,
los métodos de purificacion y el potencial de los compuestos bioactivos obtenidos a
partir de la cascara de litchi. Este trabajo también destaca el impacto de diversas
técnicas de secado en los perfiles fitoquimicos, centrandose en como métodos
como el aire caliente y la liofilizacion afectan a la conservacion de los compuestos
bioactivos. El estudio profundiza en los métodos de extraccion, detallando cémo los
distintos disolventes y técnicas influyen en la eficacia de la extraccion de
compuestos bioactivos de la cascara de litchi. Ademas, se analiza la purificacion y
caracterizacién de los compuestos activos, mostrando el papel de las técnicas
cromatograficas en el aislamiento de moléculas bioactivas especificas. Se revisan
las propiedades bioldgicas y los mecanismos de accion, como las actividades
antioxidantes, antihiperglucémica, cardioprotectora, hepatoprotectora,
antiaterosclerética y anticancerigena, proporcionando una vision de los beneficios
potenciales para la salud de los compuestos de |la cascara de litchi. Esta revision
destaca la importancia de optimizar y seleccionar métodos precisos de secado y
extraccion para maximizar los efectos terapéuticos de la cascara de lichi y sus
compuestos bioactivos. Esta revision también revela el amplio potencial
farmacoldgico de los compuestos aislados, subrayando la necesidad de seguir
investigando para descubrir sus acciones especificas y beneficios para la salud.

Palabras clave: Litchi chinensis; compuestos bioactivos; propiedades bioldgicas;
meétodos de secado.



Abstract

This article systematically reviews the advancements in processing litchi peel (Litchi
chinensis), emphasizing drying, extraction, purification methods, and the potential of
bioactive compounds obtained from litchi peel. This work also highlights the impact
of various drying techniques on phytochemical profiles, focusing on how methods
such as hot air and freeze-drying affect the preservation of bioactive compounds.
The study delves into extraction methods, detailing how different solvents and
techniques influence the efficiency of extracting bioactive compounds from litchi
peel. Furthermore, the purification and characterization of active compounds,
showcasing the role of chromatographic techniques in isolating specific bioactive
molecules, is discussed. Biological properties and mechanisms of action, such as
antioxidant,  antihyperglycemic, cardioprotective, = hepatoprotective,  anti-
atherosclerotic, and anticancer activities, are reviewed, providing insight into the
potential health benefits of litchi peel compounds. This review highlights the
importance of optimizing and selecting accurate drying and extraction methods to
maximize the therapeutic effects of litchi peel and its bioactive compounds. This
review also reveals the broad pharmacological potential of the isolated compounds,
underscoring the need for further research to discover their specific actions and
health benefits.

Keywords: Litchi chinensis; bioactive compounds; biological properties; drying
methods.



Capitulo 1. Generalidades en el procesamiento de la cascara de
litchi

1.1. Introduccion

Litchi (Litchi chinensis) es una fruta tropical originaria de China, se cultiva en todo el
mundo en climas calidos y es un importante cultivo frutal con un enorme potencial
de exportacién que juega un papel significativo en su economia (Kong et al., 2010;
Kumar et al. 2017). Los residuos generados a partir de su cosecha o procesamiento
representan una importante fuente de compuestos fitoquimicos que se utilizan en
una amplia gama de aplicaciones, especialmente aquellos con actividades
bioldgicas (Pacheco Lépez & Cuevas Bernandino, 2020) como la cascara, que han
sido utilizados por los practicantes de la medicina tradicional china para diversas
enfermedades (Mal et al., 2010). Originada como un subproducto de la fruta del
litchi, a menudo descartada como desecho, la cascara ha emergido como una
fuente significativa de compuestos activos. Extensas investigaciones revelan su rica
diversidad fitoquimica, que incluye flavonoles simples, sesquiterpenos, acidos
fendlicos y proantocianidinas, que contribuyen a su amplia gama de propiedades
medicinales, como efectos antioxidantes, antidiabéticos, preventivos del cancer y
antiinflamatorios (Chukwuma et al., 2021a). La exploracion de compuestos
bioactivos derivados de fuentes vegetales, en particular los que se encuentran en la
cascara del litchi, representa una frontera en la busqueda de antioxidantes
naturales, agentes antihiperglucémicos, compuestos cardioprotectores y otros usos
medicinales. Este proceso comienza con la extraccion de una mezcla compleja de
fitoquimicos, que necesita el aislamiento y la purificacion de compuestos con interés
farmacoldgico (L. G. Chen et al., 2017; L. Liu et al., 2007). La cascara de litchi, a
menudo descartada como residuo, emerge como una fuente significativa de
compuestos activos, con estudios que revelan su rica diversidad fitoquimica
(Queiroz et al., 2018; Rong et al, 2017). Un paso inicial crucial en el
aprovechamiento de estos compuestos es el proceso de secado, que influye
significativamente en la conservacion y concentracion de los compuestos

bioactivos. Técnicas como el secado por aire caliente y el secado por congelacion
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se seleccionan cuidadosamente para mantener la integridad de estos compuestos,
lo que afecta a su posterior extraccion y a la eficacia general de los productos
derivados (Vidinamo et al., 2021). El secado de la cascara de litchi es un factor
determinante en la calidad de los extractos obtenidos, allanando el camino para el
aislamiento eficaz de los compuestos. Tras el secado, el proceso de extraccion
juega un papel fundamental. Se emplean métodos que van desde la extraccion
convencional con disolventes hasta técnicas avanzadas como la extraccion con
fluidos supercriticos y la extraccion asistida por ultrasonidos, cada una con su propio
conjunto de parametros disefados para optimizar el rendimiento de los compuestos
bioactivos. Esta etapa es critica, ya que la eleccion del método de extraccion y del
disolvente puede influir significativamente en el perfil fitoquimico del extracto,
afectando asi a su eficacia biologica (Gong et al., 2018). Los compuestos aislados
se someten a purificacion, basada en técnicas cromatograficas como la exclusion
por tamafo, el gel de silice y la cromatografia de afinidad. Estos procesos de
purificacidon son cruciales para aislar moléculas bioactivas especificas, lo que
permite una investigacion detallada de sus propiedades y posibles beneficios para
la salud. La caracterizacion de compuestos bioactivos, incluyendo flavonoides,
proantocianidinas y antocianinas, marca un avance significativo en el campo,
destacando el papel indispensable de la cromatografia en la investigacion
fitoquimica (Hameed et al., 2018; Mottaghipisheh et al., 2020). Los efectos
antioxidantes, antihiperglucémica, cardioprotectora, hepatoprotectora,
antiaterosclerdtica y anticancerigena de estos extractos se han revisado
meticulosamente mediante ensayos in vitro e in vivo. Estos estudios no solo
arrojaron luz sobre las posibles aplicaciones terapéuticas de los compuestos de la
cascara de litchi, sino que también abordaron sus mecanismos de accion,
proporcionando una base para futuras investigaciones y desarrollos (Gong et al.,
2018). El estudio exhaustivo de los compuestos bioactivos de la cascara de litchi,
desde el secado y la extraccion hasta la purificacion y la caracterizacion, revela un
campo de investigacion complejo pero prometedor. El potencial terapéutico de estos
compuestos subraya la importancia de seguir perfeccionando las técnicas de

procesamiento y profundizar en sus mecanismos de accion.



Si se sigue investigando la cascara del litchi, se podran descubrir nuevos beneficios
para la salud, lo que dara lugar a nuevas investigaciones y, potencialmente, a
nuevos agentes terapéuticos y a un conocimiento mas profundo de los compuestos
bioactivos de origen vegetal (Chukwuma et al., 2021, Ibrahim & Mohamed, 2015).
La investigacion y aprovechamiento de este recurso desaprovechado puede facilitar
avances importantes en la formulacion de suplementos dietéticos, productos
farmacéuticos y nutracéuticos. Esto resalta la importancia de continuar
desarrollando estudios en esta area, ya que los compuestos bioactivos presentes
podrian ofrecer beneficios terapéuticos valiosos y contribuir a innovaciones en el

campo de la salud.
1.2. Métodos de secado de la cascara de litchi

Para el estudio de la cascara de litchi, debe llevarse a cabo un proceso secuencial,
como se muestra en la Figura 1. Este proceso comienza con el secado, seguido de
la extraccion, purificacion y realizacion de ensayos bioldgicos. Este proceso
comienza con el secado, seguido de la extraccion, la purificacion y los ensayos

biolégicos realizados. El paso inicial que discutiremos es la fase de secado.

El proceso de secado afecta significativamente a los compuestos fitoquimicos de
frutas y verduras. Estos fitoquimicos, entre los que se incluyen fenoles y flavonoides,
son compuestos bioactivos que se encuentran en las plantas con capacidades
antioxidantes. Estas propiedades farmacolégicas pueden variar en funcion del
secado, las condiciones y el tiempo de almacenamiento. Las diferentes técnicas de
secado pueden inducir variaciones positivas y negativas en la estructura fisica y
quimica de los productos deshidratados. Las cascaras de litchi, un subproducto
frecuentemente desechado, representan alrededor del 15% del peso total del Litchi
fresco, causando un importante desperdicio de recursos y contaminacién ambiental.
Algunas sustancias quimicas vegetales, como los flavonoides (Vidinamo et al.,
2021), las proantocianidinas y las antocianinas, son cada vez mas conocidas por
sus actividades biologicas (Z. Yang et al., 2022). La cascara de litchi necesita ser
secada antes de extraer sus compuestos bioactivos. Los métodos de secado

pueden tener un impacto en la calidad y cantidad de quimicos extraidos de la planta,
6



el secado con aire caliente y la liofilizacion han sido utilizados en el proceso de la

cascara del litchi, como se muestra en la Tabla 1.
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Figura 1. Vision general del estudio de la cascara de litchi.

Tabla 1. Métodos de extraccion utilizados para la cascara de litchi.

Método Método Disolvent Proces Depuracion Resultado Referenci
de e o a
secado
Maceracio  Liofilizad Etanol 1:20 Utilizacion de 81,4% de (Chen et
n o} (68%) (p/v) la resina contenido en al., 2017)
59°C macroporosa fenol
93 min AB-8y
diversas
técnicas
cromatografica
s
Liofilizad Etanol 50°C Columna Contenidoen  (Sui et al.,
o} (70%) 120 rellena de procianidinas 2016)
min resina 95,85 + 4,44%.
macroporosa
AB-8
Liofilizad Etanol 50°C Contenido de (S. Liet
o} (70%) 90 min procianidina al., 2012)
99,56 + 1,2%.
Acetona 25°C El peso (Rong et
240 corporal de los  al., 2017)
min ratones se
redujo en un
12,3%.
Liofilizad HCI0,5M 25°C Cromatografia ~ Contenidoen  (Z. Zhang
o] 12 h en columna antocianinas: etal,
con resina 67,7%. 2004a)
Amberlite
XAD-7
Acetona 1:10 Fuerte (L. Liu et
(p/v) actividad al., 2007)
25°C antioxidante in
240 vitro
min
Secado Metanol 1:10 Contenido en (Babbar
en horno (70%) (p/v) fenoles totales: etal.,
durante 40°C 3,68 mg 2011)
18 ha60 180 GAE/g-dw a
°C min 37,4 mg
GAE/g-dw




Secado HCI0,5M 25°C Contenido total (Duan,
al aire (en agua) 12h de antocianinas  Jiang, et
durante 2 de 18,6 mg/100 al., 2007)
ha28°C g
Acetona 1:10 Contenido (W. Liet
(80%) (p/v) fendlico total al., 2012)
120 entre 9,39y
min 30,16 mg
25°C GAE/g FW
Liofiizad Naacuoso pH 10 Contenido de (Z. Yang
o] saturado: 60°C 75,06% de etal.,
CO3; 6h polifenoles 2022)
totales, 13,98%
de flavonoides
totales, 5,51%
de antocianinas
totales y
28,53% de
proantocianidin
as totales.
Nitrégen Etanol 1:10 Las actividades (Duan,
o liquido  acuoso frio (p/v) de barridode  Wu, et al.,
(65%) con 30 min radicales 2007)
metabisulfi 4°C DPPH de los
to sadico fenolicos del
al 0,5 litchi fueron del
73,09 %.
Secado Etanol 1:3 Los (Kessy et
al aire (60%) (p/v) compuestos al., 2016)
caliente 120 fendlicos
(2-8 h), min totales se
secado al 40°C redujeron en un
aire (5-7 26,44% tras el
dias), secado al aire
escaldad durante siete
o al dias. El secado
vapory en estufa de
secado al aire caliente a
aire 40°C redujo el
caliente contenido
(2-5 h)28 fendlico total en
-80°C un 12,03%,
mientras que el
secado por

encima de una
temperatura de
60°C provoco
una reduccioén
de los grupos




fendlicos

superior al
40%.
85% 1:80 La fraccion de (Zhao et
Etanol:15 (p/v) acetato de etilo  al., 2006)
% HCI 4°C de los
120 flavonoides
min represento el
83,1% de la
cantidad total
de flavonoides.
Agua 1:20 Filtracion en Las fracciones  (B. Yang
destilada (p/v) gel utilizando de etal.,
30°C una columna polisacaridos 2006)
120 Sephadex G- mostraron
min 50 actividad
antirradical (17
- 76%).
Congelad  Solucion 1:10 Utilizacion de ~ Se detectaron  (Gong et
oen acuosa de (p/v) resina mas de 1000y  al., 2018)
nitrégeno HCI 0,1 25°C Amberlite 2000 mg de
liquido mol/L 12 h XAD-7 y equivalencia de
columnas acido galico por
Sephadex LH- gramo (mg
20 GAE/g).
Secado Metanol 1:10 utilizé una La actividad (G. Jiang
al sol (p/v) secuencia de antioxidante etal.,
4 dias fraccionamient aumento al 2013)
25-32 0s con aumentar la
°C disolventes, concentracion
seguida de de cada
cromatografia muestra (10 -
en columna de 72%).
gel de silice.
Extraccion Secado  Metanol y 1:5 Contenido de  (Miranda-
asistida en horno acetona (p/v) procianidina Hernande
por durante acuosa 20 min 2,2 (metanol) y zetal,
ultrasonid 48ha60 (70%, v/v) 6,9% (acetona) 2019)
os °C (p/p)
Secado Etanol 1:10 Los fenoles (H. C.
al horno (70%) (p/v) solubles totales  Wang et
a40°C 15 min oscilaron entre  al., 2011)
45°C 51,3y 102,1g
kg-1 DW
Etanol 200 - 64,34 +£2,65,lo0 (S.Liet
(20%) 400 w que demuestra  al., 2018)
una fuerte
actividad
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60 -

antioxidante en

100 productos
min horneados.
10-20
mL/g
Secado  Etanol (40 1:20 La (Rao,
alhorno  -90%) en (p/v). concentracion 2010)
ab50°C HCl al 1% 30°C de etanol fue el
durante (p/p) 5-60 factor mas
12 h. min importante para
120 - la extraccion de
300 W cianidina-3-
rutindsido.
Secado  Etanol:HCI 1:40 Los (Prasad
al horno (85:15) (p/v) rendimientos et al.,
ag80°C 25°C mas elevados 2009)
durante 30 min (30, 29 y 24%)
36 h. de compuestos
fendlicos se
obtuvieron
cuando se
aplicéd
ultrapresién a
400 y 200 MPa
y ultrasonidos.

Extraccion Etanol 1:15 El proceso (S. Liet
asistida (20%) (p/Vv) mejoro al., 2018)

por 50 °C notablemente

uﬁ?;'::ﬁ]sig 90 min el rendimiento

os del LPOPC,
que osciloé
entre el 8,25%
y el 14,20%, en
comparacion
con el
rendimiento
inferior al 9%
obtenido
Uunicamente
con el
tratamiento
enzimatico.

Extraccion Etanol 1:10 ORAC (139,7 (R. Zhang
asistida acuoso (p/v) umol TE/g) y etal,
por ultra 25°C CAA (34,21 2017)

alta 10 min pumol QE/g)
presion 100 -
500
MPa
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Secado  Etanol:HCI 1:40 Los mayores (Prasad

al horno (85:15) (p/v) rendimientos et al.,
ag80°C 25°C (30, 29 y 24%) 2009)
durante 30 min de compuestos
36 h. 200 - fendlicos se
400 obtuvieron
MPa cuando se

aplicé Ultra-alta
presion a 400 y
200 MPa y
Ultrasonidos.

1.2.1. Secado por aire caliente

El uso del secado por aire caliente es necesario cuando se requiere un secado
rapido para reducir el costo de produccion. Sin embargo, esta técnica suele provocar
una pérdida significativa de antioxidantes debido a las altas temperaturas que se
alcanzan. Se aplicaron diferentes métodos de secado para analizar su impacto en
el perfil fitoquimico y la actividad antioxidante de varios productos, y los resultados
mostraron un aumento y una disminucion del contenido de compuestos bioactivos.
El secado por aire caliente, que se realiza en entornos controlados con espacios
ventilados y diversas fuentes de calor, permite regular con precision la temperatura
y la presion atmosférica para optimizar el proceso de secado. La eleccion de la
técnica de secado para las verduras depende de sus componentes bioactivos. Por
ejemplo, el uso de temperaturas significativamente elevadas, que oscilan entre
100°C y 180°C, mejora el proceso es factible para las hortalizas ricas en flavonoides.
Sin embargo, la aplicacién de tales temperaturas puede provocar la pérdida de
compuestos volatiles (Periche et al., 2015; Thamkaew et al., 2021).

El proceso de secado por aire caliente implica una serie de transformaciones tanto
fisicas como fisicoquimicas en el material vegetal. La temperatura del medio de
secado, normalmente aire, tiene un impacto significativo en el proceso. Al aumentar
la temperatura, se acelera la velocidad de secado. Es esencial tener en cuenta tanto
la temperatura como la duracién del secado en relacion con los compuestos
bioactivos, lo que pone de manifiesto la necesidad de especificar detalladamente
las condiciones experimentales en cualquier metodologia empleada (Krakowska-
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Sieprawska et al., 2022; Roshanak et al., 2016). De acuerdo con los datos de la
Tabla 1, diferentes experimentos utilizan diferentes condiciones de secado en estufa
y reportan variaciones en la composicion bioactiva de la cascara de litchi (Babbar et
al., 2011a) realizaron un proceso de secado en estufa de 18 h a 60°C y alcanzaron
un contenido total de fenoles de 3,68 mg GAE/g-PS. Del mismo modo, (Miranda-
Hernandez et al., 2019) utilizaron el mismo método de secado a 60°C, pero lo
extendieron a 48 h, reportando un contenido de 2,2% de procianidinas (metanol) y
6,9% (acetona). Por el contrario, (Duan, Wu, et al., 2007) decidieron secar a una
temperatura inferior de 28°C, pero registraron un contenido de antocianinas de 18,6
mg/100 g en poco tiempo. (Kessy et al., 2016) investigaron la influencia del
blanqueado con vapor y el proceso de secado en los compuestos fendlicos de la
cascara de litchi. Hasta la fecha, este es el unico trabajo que contrasta diferentes
parametros de secado utilizando métodos variados para la cascara de litchi. Las
muestras se sometieron a tratamientos que incluyeron blanqueado con vapor
durante 3 min, seguido de secado en estufa de conveccion a 60 y 80 °C, secado a
temperatura ambiente y secado en estufa de conveccion a temperaturas de 40, 60,
70 y 80 °C. Los compuestos fendlicos totales, flavonoides, pro-antocianidinas y
antocianinas  disminuyeron un 26,44%, 1511%, 14,12% vy 78,61%,
respectivamente, tras la deshidratacion a temperatura ambiente durante siete dias.
La deshidratacion en horno a 40 °C redujo los fenoles totales, flavonoides y
antocianidinas en un 12,03%, 18,38% y 60,01%, respectivamente. Sin embargo,
cuando la temperatura supera los 60 °C, se produce una disminucion de los
compuestos fendlicos que supera el 40%. La combinacion del blanqueado con vapor
y el secado en estufa a 60 °C puede maximizar la concentracién de compuestos
fendlicos en la cascara de litchi. el efecto del secado con aire caliente en el perfil
fitoquimico y la actividad antioxidante varia entre las cascaras de las frutas.

Por ejemplo, en un estudio sobre cascaras de citricos se observé que el secado con
aire caliente provocaba una disminucién del contenido fendlico total y de la
capacidad antioxidante, lo que sugiere una posible degradacion de los compuestos

bioactivos a temperaturas de secado mas elevadas (Shu et al., 2020). Del mismo
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modo, la investigacion sobre la cascara de la fruta del dragon demostré que
mientras que el secado al sol dio lugar a una menor actividad antioxidante y
contenido de betalainas, el secado por aire caliente a una temperatura controlada
conservo mas de estos valiosos compuestos (L.Wiset et al., 2012). Por el contrario,
un estudio sobre la cascara de zanahoria mostré que el secado por aire caliente a
temperaturas tipicas dio lugar a niveles mas bajos de compuestos fitoquimicos en
comparacion con otros métodos como el secado por microondas (Nguyen & Le,
2018). Ademas, la investigacion sobre la cascara de Hongjv (Citrus reticulata
Blanco) observo que el secado con aire caliente indujo disminuciones significativas
en el contenido total de polifenoles y la actividad antioxidante, lo que pone de relieve
la naturaleza delicada de estos compuestos cuando se exponen a altas
temperaturas (W. Li et al., 2020). Al comparar estos resultados con los de la cascara
de litchi, es evidente que mientras que la cascara de litchi puede retener ciertos
compuestos bioactivos tras el secado al aire caliente, otras cascaras de fruta
pueden experimentar una reduccibn mas significativa de fitoquimicos vy
antioxidantes valiosos. Esto sugiere que la eleccion de la técnica de secado debe
adaptarse al tipo especifico de cascara de fruta y al resultado deseado para la
conservacion de los compuestos bioactivos. Los diferentes resultados obtenidos
con esta metodologia refuerzan aun mas la idea de que los métodos seleccionados
pueden afectar significativamente al perfil fitoquimico de los productos desecados,
lo que subraya la importancia de considerar y ajustar cuidadosamente estos

parametros.

1.2.2. Liofilizaciéon

La liofilizacion es un procedimiento avanzado de deshidratacion que funciona a
temperaturas muy bajas, lo que garantiza una conservacion optima de la integridad
y la calidad del producto. Esta técnica, conocida como secado por sublimacion, se
centra en eliminar la humedad del material previamente congelado mediante la
transicion directa de un estado sélido a uno gaseoso, sin pasar por una fase liquida.
El inicio del proceso es crucial y consiste en una congelacion rapida entre -40°C vy -

50°C para evitar la generacion de grandes cristales de hielo. Esta etapa, que implica
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la sublimacion, utiliza un vacio combinado con una temperatura controlada y puede
durar hasta 48 h sigue a la fase inicial de congelacion, en la que el material se
solidifica para preparar la eliminacion de la humedad. Durante este periodo, la
humedad no se licua, sino que se volatiliza. Por ultimo, se lleva a cabo una etapa
de desorcion a temperaturas de 40-50°C para eliminar la retencion de agua no
congelada. El producto resultante so6lo conserva entre un 1% y un 2% de su
contenido acuoso original (Krakowska-Sieprawska et al., 2022; Vidinamo et al.,
2021).

En contraste con los métodos de secado convencionales, la liofilizacion es conocida
por sus ventajas distintivas. Las técnicas estandar pueden inducir alteraciones
quimicas o fisicas en los productos debido a las altas temperaturas utilizadas, lo
qgue, en el caso de extractos botanicos sensibles, puede comprometer seriamente
la calidad del extracto resultante. Algunos de los contrastes mas notables entre
ambos métodos son la técnica de eliminacion de la humedad, el porcentaje de agua
eliminada (con la liofilizacion se elimina casi el 98% del agua, en contraste con el
70-80% de los métodos convencionales), la durabilidad del producto (los productos
liofilizados pueden conservarse hasta 20-30 anos, mientras que los secados
convencionalmente tienen una vida util de 1-5 afos), y el contenido nutricional (los
articulos liofilizados conservan una mayor cantidad de vitaminas y nutrientes en
comparacion con los secados por métodos convencionales) (Krakowska-
Sieprawska et al., 2022; Vidinamo et al., 2021). De acuerdo con la informacién
contenida en la Tabla 1, varias investigaciones han adoptado esta metodologia
utilizando cascara de litchi. Por ejemplo, S. Li et al., (2012b) aplicaron la liofilizacion
como paso preparatorio en el proceso de extraccion, logrando un contenido de
procianidina de 99,56 * 1,2%. Este resultado es comparable al obtenido por Sui et
al, (2016), quienes informaron de un contenido de procianidina del 95,85 + 4,44%.
Por el contrario, L. G. Chen et al., (2017) reportaron un contenido fendlico del 81,4%.
Hasta la fecha, no hay estudios disponibles que comparen directamente los
métodos de secado y su influencia en la extraccion de fitoquimicos de la cascara de

litchi. La liofilizacion ha demostrado ser un método eficiente en la preparacion de
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muestras para la extraccion de fitoquimicos, evidenciado por los altos porcentajes
de procianidinas y fenoles obtenidos en las investigaciones citadas. Sin embargo,
existe un vacio en la literatura cientifica sobre la comparacion directa de diferentes
técnicas de secado y su impacto en la extraccion de fitoquimicos de la cascara de
litchi, destacando la necesidad de futuras investigaciones en esta area. La
liofilizacidn se ha utilizado ampliamente para preservar la integridad fitoquimica y la
actividad antioxidante de las cascaras de fruta, al igual que ha resultado beneficiosa
para la cascara de litchi. El proceso ha demostrado mantener altos niveles de
compuestos bioactivos en una gran variedad de cascaras de fruta. Por ejemplo, las
cascaras liofilizadas de manzana estrella purpura, anacardo amarillo y anacardo
rojo demostraron ser una fuente considerable de compuestos antioxidantes, lo que
indica la eficacia del método para conservar los antioxidantes (Moo-Huchin et al.,
2015). Del mismo modo, otro estudio demostré que la liofilizacion retuvo las
actividades antioxidantes en el polvo de orujo de manzana (APP) y el polvo de
cascara de granada (PPP), confirmando asi su papel en la preservacion del
potencial antioxidante (Ahmed et al., 2022). Cuando se compara con otros métodos
de secado, la liofilizacién se ha encontrado superior en términos de preservacion de
compuestos fendlicos y actividades antioxidantes en varias cascaras de frutas,
como en citricos sin madurar fisiolégicamente caidos (Y. Sun et al.,, 2015) y
cascaras de Selenicereus undatus (L.Wiset et al., 2012). Sin embargo, algunos
estudios sugieren que, si bien la liofilizacion garantiza en general la retencion de
compuestos bioactivos, puede producirse cierto grado de pérdida de actividad
antioxidante en comparacién con la fruta fresca, como se ha puesto de manifiesto
en investigaciones sobre frutas tropicales como la carambola y el mango (Shofian
et al., 2011).

En general, los hallazgos en diferentes cascaras de fruta corroboran la eficacia de
la liofilizacién para mantener perfiles fitoquimicos similares a los observados en la
cascara de litchi, afirmando la aplicabilidad de este método para la preparacion de
extractos de alta calidad. La eleccidén del método de secado es crucial para optimizar

la posterior extraccion de fitoquimicos de la cascara de litchi. EI método de secado
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debe seleccionarse teniendo en cuenta los compuestos bioactivos y el método de

extraccion.

1.2.3. Secado al sol

El uso de la energia solar ha sido histéricamente fundamental en las practicas de
procesamiento y almacenamiento de alimentos, especialmente en la deshidratacion
de productos agricolas. El uso de la radiacion solar para secar alimentos y cosechas
representa una técnica rentable y sostenible, que contribuye significativamente a la
mejora econdmica de pequefios productores y comunidades rurales. A pesar de su
larga tradicion, el secado natural al sol ha presentado desafios en términos de
calidad y pureza del producto final. Esta forma ancestral de conservar las materias
primas ha culminado a menudo en productos de calidad inferior y susceptibles de
contaminacion. Aunque el secado solar se sigue practicando, muchos han optado
por abandonarlo debido a la prolongada duracion del proceso y a la falta de control
sobre las variables de deshidratacion, que repercuten directamente en la calidad del
producto secado (Krakow-ska-Sieprawska et al., 2022; Suresh et al., 2023;
Vidinamo et al., 2021). En este contexto, Jiang et al., (2013) emplearon el secado al
sol como método preparatorio para su estudio, observando que la actividad
antioxidante aumentaba con el incremento de la concentracion para cada muestra
(10 - 72%), lo que sugiere que, a pesar de sus inconvenientes, el secado al sol
controlado todavia puede contribuir positivamente a la retencion de compuestos
beneficiosos en el proceso de deshidratacion. Por ejemplo, en el secado de la
cascara de la fruta del dragon, la investigacion ha demostrado que, aunque el
secado al sol prolongd significativamente el tiempo de secado, la actividad
antioxidante y el contenido de betalainas fueron inferiores en comparacion con el
secado mediante una bomba de calor o un secador de lecho fluidizado (L.Wiset et
al., 2012). Otro estudio sobre diferentes partes de frutos de granada silvestre,
incluida la cascara, sugirio que el secado natural al sol era menos eficaz para
preservar los fenoles totales y las propiedades antioxidantes en comparacion con
otros métodos de secado como el secado en tunel solar o el secado en armario

mecanico (Hamid et al., 2020). Del mismo modo, la cascara de manzana expuesta
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al sol mostré una disipacidén térmica y unos sistemas antioxidantes diferentes en
comparacion con la cascara a la sombra, lo que demuestra que factores naturales
como la exposicién a la luz dentro de la copa del arbol podrian influir en las
propiedades antioxidantes (F. Ma & Cheng, 2003).

Estos resultados coinciden con las observaciones realizadas para la cascara de
litchi, donde se ha empleado el secado al sol abierto reconociendo sus limitaciones
en cuanto al control de las variables de secado y la calidad del producto. Aunque
Jiang, G. et al. observaron un aumento de la actividad antioxidante con la
concentracion en las muestras de cascara de litchi secadas al sol, es evidente que
meétodos de secado mas controlados podrian ofrecer una mejor conservacion de los

fitoquimicos y antioxidantes en las cascaras de frutas, incluido el litchi.
1.3. Métodos de extraccion de la cascara de litchi

La eficacia de la extraccion de los compuestos bioactivos de una planta depende de
la técnica de extraccion utilizada. El procedimiento de obtencion de compuestos
fendlicos a partir de plantas se convierte en el paso determinante en las
investigaciones relacionadas. La eficacia de la extraccion de compuestos bioactivos
de una planta depende de la técnica de extraccion utilizada. Investigaciones
anteriores han abordado los métodos de extraccidn utilizados en las cascaras de
litchi, incluyendo técnicas tradicionales y emergentes. Los enfoques tradicionales
incluyen la maceracién y la extraccion térmica, que implica reflujo, agitacion y
mezcla. La literatura cientifica se ha basado a menudo en estas técnicas
tradicionales para obtener extractos de litchi. Sin embargo, la maceracion y la
extraccion térmica pueden llevar mucho tiempo y consumir muchos recursos, con el
consiguiente impacto en la eficacia y la calidad del producto final. Con el avance
tecnoldgico, ha crecido el interés por implementar tecnologias de extraccion
emergentes, como la extraccion asistida por ultrasonidos (EAU) y la extraccion a
ultra alta presion, para mejorar la calidad de los extractos obtenidos de las cascaras
de litchi. Los aspectos que comunmente determinan la eficiencia de la extraccion
incluyen las caracteristicas del sustrato, el solvente seleccionado, parametros como

la temperatura y la duracion de la extraccion, la proporcion de liquido a sélido y el
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tamano de particula de la muestra. Es crucial seialar que la seleccion del disolvente
es fundamental para la eficacia de la extraccion de los compuestos bioactivos. La
polaridad del disolvente afecta directamente a la solubilidad de los com-puestos
fendlicos (Gallego et al., 2019; Garcia-Salas et al., 2010; Panzella et al., 2020;
Tingting et al., 2022). Se utilizaron diferentes concentraciones y polaridades de
disolventes para extraer compuestos quimicos vegetales de la cascara de litchi.

Como se muestra en la Tabla 1.

1.3.1. Maceracion

La maceracion permite la extraccion de una amplia gama de compuestos fendlicos
debido a la naturaleza polar de estas sustancias, en la que influyen su estructura de
carbono y sus sustituyentes. Los disolventes utilizados para extraer la cascara de
litchi incluyen principalmente etanol, acetona, metanol y HCI a diferentes
concentraciones, y el etanol y el etanol permitieron la extraccion de compuestos
fendlicos de la cascara de litchi, mientras que otros estudios utilizaron etanol al 70%
para extraer procianidinas de la cascara de litchi, logrando contenidos de
procianidinas de 99,56 + 1,2% (p/p) y 95,85 £ 4,44% (p/p) en comparacion con las
procianidinas de la semilla de uva (S. Li et al, 2012b; Sui et al,
2016)respectivamente, mientras que Miranda-Hernandez et al., (2019) utilizaron
metanol para extraer procianidinas de la cascara de litchi, logrando contenidos de
procianidinas de solo 2,2% (p/p). Esto se debe a la solubilidad de los compuestos
fendlicos en etanol, debido a que la polaridad de los compuestos fendlicos esta
definida por su estructura de carbono y la naturaleza y el numero de sustituyentes
(Tingting et al., 2022). Ademas de influir en la eficacia del proceso de extraccion,
otros parametros son la temperatura de extraccion, el tiempo y la relacion liquido-
sélido. Como se detalla en la Tabla 1, la temperatura de extraccion oscila entre 25
y 59°C, el tiempo oscila entre 15 min y 12 h, y la relacién liquido-solido oscila entre
1:5y 1:20, basandose en los datos anteriores sobre la extraccion de la cascara de
litchi. La optimizacion adecuada de estos factores es esencial para maximizar la

eficiencia de la extraccion.
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1.3.2. Extraccién asistida por ultrasonidos (EAU)

La EAU se presenta como un método prometedor, reconocido por su rentabilidad y
eficacia, con duraciones de extraccion notablemente mas cortas. Esta técnica utiliza
bafios de ultrasonidos que varian en concentraciones de disolvente, proporciones
de liquido a solido, duracion, temperatura y frecuencias de ultrasonidos. Estos
parametros estan sujetos a cambios y requieren una optimizacion en funcién del
tipo de material. Las condiciones ideales, que incluyen los tipos y concentraciones
de solventes, duracidn y temperatura para extraer fenoles de la cascara de litchi
usando EAU, se estan convirtiendo cada vez mas en un tema de interés (Tingting
et al., 2022).

Prasad et al, (Prasad et al., 2009) exploraron comparativamente el rendimiento de
la extraccion convencional y la asistida por ultrasonidos en la obtencion de
flavonoides a partir de cascaras de litchi. Aunque los rendimientos de extracto crudo
obtenidos por EAU vy extraccion convencional fueron 24% y 1,83%,
respectivamente, ambos métodos encontraron que el contenido de fenol total y la
actividad antioxidante fueron similares a concentraciones equivalentes. (Rao, 2010)
se evalud el impacto de la fuerza ultrasénica, la duracion y la concentracion de
etanol en el rendimiento de cianidina-3-rutindsido. La concentracién de etanol es el
factor mas importante que influye en la eficiencia de extraccion. (H. C. Wang et al.,
2011) En los diferentes cultivares, la composicion fendlica mostré una diferencia
significativa, siendo los flavonoides, las proantocianidinas y los acidos fendlicos los
compuestos fendlicos predominantes, arrojando una concentracion total de fenol
soluble en la cascara de litchi de 51 a 102 g/kg-1 DW. Li et al, (2018) evaluaron el
efecto de la terapia combinada de enzimas y ultrasonidos en el rendimiento de
extraccion, con un rendimiento de hasta el 13,5%. Esto representa un aumento de
seis veces en comparacion con la extraccidén tradicional de etanol. Ademas, el
estudio observé una mayor abundancia de oligbmeros, lo que sugiere que los
esfuerzos ultrasonicos podrian facilitar la transformacion de los compuestos de
flavanol durante el proceso de extraccidon. Otros trabajos optimizaron la extraccion

asistida por ultrasonidos utilizando un disefo experimental Box-Behnken mediante
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la evaluacion de diversos parametros como la concentracién, el tiempo de
extraccion y la potencia (S. Li et al., 2018; Rao, 2010). Los graficos de superficie de
respuesta revelaron que la potencia ultrasénica, el tiempo y la concentracion
influyeron notablemente en el rendimiento de extraccion del contenido de cianidina
3-rutindsido y procianidina oligomérica, alcanzando eficiencias de hasta el 89,6%.
En el estudio de Li S et al (2018) que exploraba la extraccién asistida por tratamiento
enzimatico de procianidinas de pericarpio de litchi (LPOPC), los investigadores
detallaron un método de dos pasos que implicaba un pretratamiento enzimatico
seguido de EAU. Se aplicé el EAU, en el que variables como la potencia del
ultrasonido, el tiempo y la relacion liquido-material se optimizaron utilizando la
metodologia de superficie de respuesta (RSM). Los resultados demostraron que el
proceso combinado enzima/UAE mejoraba notablemente el rendimiento de LPOPC,
que oscilaba entre el 8,25% y el 14,20%, en comparacion con el rendimiento inferior
al 9% con solo tratamiento enzimatico. Estos hallazgos sugieren que la optimizacion
del proceso extractivo puede ser una herramienta valiosa y eficaz para la obtencion
de componentes bioactivos a partir de diversas matrices vegetales, sin embargo,
persiste la necesidad de seguir investigando sobre la optimizacion del proceso en
diversos métodos de extraccion. Esta carencia limita la capacidad de realizar

comparaciones efectivas entre las técnicas de extraccién que han sido optimizadas.

La EAU destaca por su rentabilidad y eficacia, con duraciones de extraccion
reducidas en comparacion con los métodos tradicionales. La versatilidad de la
técnica queda patente en el uso de bafos de ultrasonidos, que pueden ajustarse
teniendo en cuenta las concentraciones de disolvente, las proporciones de liquido y
solido, la duracion, la temperatura y la frecuencia de los ultrasonidos, adaptados al
tipo especifico de material extraido. La optimizacion de estos parametros es crucial
para lograr unas condiciones de extraccion ideales, en particular para la extraccion
de compuestos fendlicos de la cascara de litchi. Estas técnicas avanzadas de
extraccion, en particular la EAU, representan una direccion prometedora para la
extraccion eficiente y eficaz de compuestos valiosos a partir de productos naturales,
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ofreciendo mejoras significativas sobre los métodos tradicionales en rendimiento y

calidad.

1.3.3. Extraccion por alta presion (HPE)

La HPE es uno de los métodos mas recientes e innovadores para extraer
compuestos bioactivos de materiales naturales. Esta técnica implica la aplicacion
de alta presion para estimular diversos fendbmenos, como transiciones de fase,
cambios en la dinamica de reaccion y alteraciones en la estructura molecular. Estos
factores pueden inducir reacciones que generalmente favorecen la reduccidon de
volumen, aumentando la eficacia del proceso de extraccion. Este enfoque ha
ganado atencion para aislar eficazmente compuestos bioactivos, haciendo una

adicion a las tecnologias de extraccion (Khan et al., 2019).

Prasad et al, (2009) realizaron experimentos comparativos para investigar los
efectos de la extracciéon convencional, la EAU y la HPE en la eficiencia de la
extraccion de flavonoides de la cascara de litchi. Sus resultados indicaron
rendimientos variables para el extracto crudo: 1,83% para la extraccion
convencional, 24% para la extraccidon asistida por ultrasonidos, y 30% para HPE.
Un estudio establecid las condiciones 6ptimas para la HPE de proantocianidinas de
la cascara de litchi. Utilizando un método de analisis de superficie de respuesta con
cuatro factores en tres niveles, determinaron que las condiciones ideales eran una
presion de 295 MPa, un tiempo de mantenimiento de la presion de 13 min, una
relacion liquida/sélido de 16,0 mL/g y una concentracién de etanol del 70% (R.
Zhang et al., 2017). Estos estudios ponen de relieve la diversidad y la evolucion de
los enfoques para mejorar la extraccion de compuestos valiosos a partir de fuentes

naturales.

La extraccion eficaz de compuestos bioactivos a partir de materiales vegetales como
las cascaras de litchi depende del método de extraccidn utilizado. Factores clave
como la eleccién del disolvente, las caracteristicas del sustrato, la temperatura y
duracion de la extraccion, la proporcion liquido-solido y el tamaio de las particulas

de la muestra desempefian un papel crucial en la eficacia de la extraccion. La
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polaridad del disolvente es especialmente significativa, ya que influye directamente
en la solubilidad de los compuestos fendlicos.

Los disolventes en diferentes concentraciones, como etanol, acetona, metanol y
acido clorhidrico, han demostrado su eficacia en la extraccién de compuestos de las
cascaras de litchi. La optimizacion de parametros como la temperatura, el tiempo
de extraccion y la relacidn liquido/solido es esencial para maximizar la eficacia de
la extraccidn. Ademas, se han desarrollado y evaluado técnicas de extraccion
emergentes como la EAU y la HPE. Estas técnicas se han mostrado prometedoras
en cuanto a eficiencia y eficacia, mejorando los rendimientos y la calidad de los
extractos en comparacion con meétodos tradicionales como la maceracién y la
extraccion térmica, que, aunque ampliamente utilizados, pueden requerir mas

tiempo y recursos.

La optimizacion del proceso de extraccion, incluida la seleccion adecuada de
disolventes, y la aplicacion de tecnologias avanzadas como UAE y HPE,
representan una direccion valiosa y eficaz para extraer compuestos valiosos de
productos naturales, ofreciendo mejoras significativas sobre los métodos
tradicionales en rendimiento y calidad.

1.4. Aislamiento y caracterizacion de compuestos bioactivos de la cascara de
litchi

La cromatografia es una técnica analitica que separa los distintos componentes de
una mezcla quimica. Este proceso de separacion se basa en el movimiento de una
muestra a través de una fase movil que se encuentra continuamente con una fase
estacionaria que permanece fija y sin muestra. La categorizacion de la separacion
cromatografica depende de los estados fisicos de las fases movil y estacionaria, de
coémo interactuan estas fases y de los mecanismos quimicos o fisicos que impulsan
la separacion de los componentes de la muestra. Este método versatil da cabida a
diversas técnicas de separacion, como la adsorcion, la particion, el intercambio
ionico, la exclusion por tamafio y la separacion electroforética. Cada técnica
analitica se elige especificamente en funcidn de las caracteristicas de los solutos y
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de los objetivos de la purificacion (Hameed et al., 2018). La Tabla 1 muestra algunos
trabajos que incluyen la purificacion de compuestos bioactivos aislados.

La busqueda de compuestos bioactivos de origen vegetal comienza con la
extraccidn de una mezcla compuesta por diversos fitoquimicos. Este extracto inicial,
rico en potencial, también esta cargado de una miriada de compuestos que pueden
ser desde beneficiosos hasta inertes, o incluso nocivos, lo que requiere un paso
critico de purificacion. El proceso de purificacion no es una mera necesidad de
procedimiento; es un imperativo cientifico que garantiza el aislamiento de
compuestos especificos de interés, permitiendo un estudio detallado de sus
propiedades, mecanismos de accion y aplicaciones potenciales. Dado el espectro
de fitoquimicos presentes en un solo extracto, la tarea de purificacion es como
navegar por un mundo laberintico de diversidad molecular. Esta tarea es crucial
para eliminar interferencias, concentrar las moléculas deseadas y facilitar una
caracterizacién precisa de los componentes bioactivos. El intrincado mundo de la
investigacion fitoquimica, especialmente en los derivados flavonoides, se ve
profundamente enriquecido por la diversa gama de técnicas cromatograficas
desarrolladas y perfeccionadas a lo largo del tiempo. En el aislamiento,
identificacion y caracterizacion de compuestos extraidos de diversas fuentes

vegetales intervienen tanto métodos tradicionales como otros mas modernos.

A la vanguardia de estos métodos cromatograficos se encuentra la cromatografia
de exclusion por tamafo, un tipo de cromatografia de particion que ha sido
fundamental para aislar moléculas en funcion de sus tamafios moleculares. Esta
técnica, que recibe diversos nombres, como permeacion en gel, exclusion en gel,
filtracion en gel y cromatografia de tamiz molecular, es famosa por su eficacia en
las separaciones basadas en el tamafio. La separacion en la cromatografia de
exclusion por tamafo se consigue mediante la interaccion de las moléculas con el
relleno de la columna de matriz porosa, o que da lugar a grados diferenciales de
acceso. Las moléculas de tamafio inferior o equivalente al de los poros pueden
penetrar en la matriz, mientras que las moléculas de mayor tamafo quedan

excluidas, lo que facilita su separacion. El éxito de este método depende de
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parametros criticos como el diametro y el tamafio de los poros de los materiales
empaquetados, la eleccion del eluyente apropiado como fase movil y la longitud de
la columna utilizada. La versatilidad y eficacia de la cromatografia de exclusién por
tamano la convierten en un método destacado entre las técnicas mas utilizadas para
las separaciones basadas en el tamafio en la investigacion fitoquimica (Hameed et
al., 2018; J. Liu & Jiang, 2015).

1.4.1. Gel de silice

La utilizacién de poliamida junto con la cromatografia en gel de silice aumenta
significativamente la eficacia y especificidad del proceso de aislamiento y
caracterizacidon de diversos compuestos, especialmente los flavonoides. La
propiedad intrinseca de la poliamida de formar enlaces de hidrégeno con los grupos
hidroxilo de los flavonoides se convierte en un factor fundamental en el proceso de
separacion cromatografica. Esta interaccion es especialmente beneficiosa para
mejorar la selectividad y la resolucion de los compuestos flavonoides, en los que el
numero y la posicion de los grupos hidroxilo influyen decisivamente en su
aislamiento y purificacién. Al aprovechar la capacidad de enlace de hidrogeno de la
poliamida, los rellenos cromatograficos pueden lograr una separacion mas refinada,
especialmente en el caso de flavonoides de alta polaridad, incluidas las formas
glicosiladas, que se separan eficazmente utilizando gel de silice y C18 tanto en
cromatografia de fase normal como de fase reversa respectivamente. Esta sinergia
entre la poliamida y la cromatografia en gel de silice amplia el alcance de los
compuestos separables y eleva la eficacia general del método, convirtiéndolo en
una técnica fundamental en la separacién cromatografica de compuestos con

polaridades variadas (Hameed et al., 2018; Mottaghipisheh et al., 2020).

1.4.2. Sephadex LH-20 (SLH)

La SLH, una herramienta fundamental para la purificacién de fitoquimicos se ha
utilizado ampliamente en varias familias de plantas para aislar diversos flavonoides
y derivados flavonoides. La SLH ha sido decisiva para aislar 189 flavonoides
documentados, principalmente de las familias Asteraceae, Moraceae y Poaceae. Su
eficacia queda demostrada por el aislamiento de 79 flavonoles, 63 flavonas y 18
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flavanonas. Ademas, el SLH ha facilitado aislamientos Unicos de
homoisoflavanoides y proantocianidinas de las familias Asparagaceae y Lauraceae,
respectivamente, siendo la familia Asteraceae una fuente particularmente rica en
flavonas, con 22 derivados distintos. La continua confianza en el éxito del SLH en
la purificacion fitoquimica se atribuye a su rentabilidad, conveniencia, rapidez y
eficiencia, haciendo del SLH una herramienta indispensable en el campo analitico
(Hameed et al., 2018; Mottaghipisheh et al., 2020). La SLH es estimada por su papel
en la purificacion de alta eficiencia de una serie de sustancias, con algunos
procedimientos que logran purezas superiores al 90% y rendimientos totales
superiores al 40%, lo que habla de su notable eficacia en los procesos de

aislamiento (Seger et al., 2006).

Algunas de las ventajas de utilizar SLH son su alta eficacia, demostrada en
aplicaciones como la separacion de corticosteroides plasmaticos y esteroides
biolégicamente activos. Es conocida por dar valores en blanco muy bajos o
insignificantes, cruciales para ensayos con anticuerpos, transinas y receptores. Las
columnas pueden reutilizarse muchas veces tras un lavado adecuado, lo que ofrece
ventajas tanto econdmicas como practicas. Ademas, el sistema proporciona buenos
resultados a temperaturas inferiores a 25 °C, lo que subraya su idoneidad en una
amplia gama de entornos de laboratorio (Setchell & Shackleton, 1973). Sin
embargo, hay desventajas a tener en cuenta. La cromatografia SLH puede ser dificil
de automatizar debido a la necesidad de un caudal constante, que es dificil de
mantener con el flujo por gravedad. La compatibilidad con los materiales también
plantea un problema, ya que los disolventes s6lo pueden entrar en contacto con
determinados materiales como el vidrio, el acero inoxidable y el teflén. Otro
problema es la baja tension superficial de los eluyentes, que puede impedir la
division eficaz de la corriente de elucion para obtener las fracciones, una
consideracion importante a la hora de disefiar protocolos experimentales (Murphy &
D'Aux, 1975).

Junto con estos métodos, la cromatografia de afinidad ha sido reconocida como una
estrategia eficaz para el aislamiento selectivo de proteinas especificas a partir de

26



extractos crudos. El desarrollo de matrices de afinidad, que histéricamente era una
tarea larga y laboriosa, se ha racionalizado considerablemente gracias a la
aplicacion de técnicas de biologia molecular. Esta innovacion abarca la integracion
molecular de la molécula de captura con un dominio de union a la agarosa (ABD),
fusionando eficazmente los pasos de purificacion y unién en un proceso unico y
eficiente. Las matrices basadas en dextrano, como Sephadex, junto con la agarosa,
han adquirido un amplio reconocimiento por su uso en la cromatografia de
bioafinidad. La sencillez, eficacia y rapidez de la preparacién de la matriz de afinidad
mediante el empleo de proteinas de fusion producidas de forma recombinante
directamente a partir de extractos celulares crudos hacen de la cromatografia de
afinidad un método preferido para la purificacion de muchas proteinas (Dan et al.,
2021; Wu et al., 2019).

1.4.3. Amberlite XAD-7

Zhang et al, (2004) observaron un enfoque innovador en los estudios de las
antocianinas del litchi. La columna de resina Amberlite XAD-7 demostré una
pronunciada afinidad hacia el aislamiento de antocianinas del litchi, segregandolas
eficazmente de sales, carbohidratos y otras sustancias solubles. Esta separacion
identific6 una fraccidn primaria de antocianinas, distinguida por su absorcion
maxima a 510 nm. El refinamiento posterior mediante una columna SLH, que
diferencia en funcion del tamafio molecular, produjo cuatro fracciones distintas de
antocianinas con distintos niveles de absorcion a la misma longitud de onda, lo que
indica un proceso de purificacion completo validado para el aislamiento de
antocianinas en este contexto. La fraccion de antocianina, aislada mediante la
columna SLH, se analiz6 posteriormente mediante HPLC-MS, revelando un pico
significativo indicativo de un compuesto de gran pureza. El perfil de cromatografia
de masas determind el peso molecular de la principal antocianina de la cascara del
litchi en 595 m/z, que se suponia era cianidina-3-rutinésido segun las hipotesis
anteriores. Este analisis se vio reforzado por la espectrometria de masas por
electrospray, que identific6 dos componentes dentro de la fraccibn m/z 595: uno

correlacionado con cianidina-3-glucosido con un peso molecular de pico i6nico de
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449, y el otro alineado con cianidina con un peso molecular de pico idnico de 287
g/mol. La capacidad de la resina Amberlite XAD-7 y las columnas SLH para aislar y
purificar eficazmente fracciones de antocianinas de la cascara de litchi, junto con
técnicas analiticas avanzadas como HPLC-MS, destaca la precisidon y eficacia de
estas metodologias para descubrir la composicion matizada de los fitoquimicos.
(Gong et al., 2018) aislaron, purificaron y con-centraron antocianinas de manera
efectiva a partir de extracto de litchi, empleando un proceso cromatografico de dos
etapas y utilizando resina Amberlite XAD-7 y columnas SLH, lo que facilito la
segregacion de extractos en tres fracciones primarias segun su contenido de
antocianinas. El analisis posterior de otras fracciones particionadas (P1-P4)
mediante técnicas de LC-MS y HPLC revel6 la presencia de varios compuestos
clave. Los compuestos mas notables identificados fueron la epicatequina en la
fraccion P1, un prominente compuesto fendlico conocido por sus propiedades
antioxidantes, y un dimero de procianidina de tipo B en P2, indicativo de la intrincada
composicion polifendlica de la cascara del litchi. Ademas, las fracciones P3 y P4
produjeron trimeros de proantocianidina, incluidos los tipos B2A y B, junto con
dimeros de tipo A y un trimero unico con una unidad de afzelequina o
epiafzelequina, lo que demuestra aun mas la diversidad de procianidinas en la
cascara del litchi. Estos hallazgos no sélo mejoran nuestra comprension del perfil
fitoquimico de la cascara de litchi, sino que también subrayan el potencial de estos
compuestos bioactivos para contribuir a las propiedades beneficiosas para la salud
de la fruta. La resina Amberlite XAD-7 ha demostrado ser muy eficaz en el
aislamiento de antocianinas del litchi, con rendimientos de purificacion superiores al
90% en algunas aplicaciones, lo que demuestra su eficacia en la obtencién de
compuestos de alta pureza (Matsumiya et al., 2005). A pesar de su alto rendimiento
y eficacia, Amberlite XAD-7 se enfrenta a retos en la automatizacion debido a las
fluctuaciones en el caudal con el flujo por gravedad, y a problemas de compatibilidad
de materiales, ya que solo ciertos materiales como el vidrio, el acero inoxidable y el
teflon deben entrar en contacto con los disolventes. Ademas, la baja tension
superficial de los eluyentes puede complicar la division de la corriente de elucion
(Murphy & D'Aux, 1975).
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1.4.4. Sephadex G-50

Yang et al, (2006) anadieron una nueva dimension a este campo al purificar
polisacaridos del litchi. El método de cromatografia de intercambio anionico DEAE
acoplado a la columna de intercambio anidnico facilitdé la divisibn de estos
polisacaridos en dos picos distintos, denominados F1 y F2, predominando la
fraccion F1 con un 82% del rendimiento total de polisacaridos, demostrando un alto
nivel de pureza del 99,5%. El paso siguiente consistié en la aplicacion de filtracion
en gel sobre Sephadex G-50, que refind aun mas la fracciéon F1 en una fraccion
singular, altamente purificada, FO1, marcada por un tiempo de retencién especifico.
Este proceso de purificacion fue decisivo para conseguir una fraccion (FO1) con un
contenido excepcionalmente alto de polisacaridos del 99,9%, lo que subraya la
eficacia de las técnicas cromatograficas. Sin embargo, el método, aunque eficaz, no
esta exento de desventajas. Por ejemplo, el uso de Sephadex G-50 puede estar
asociado a problemas relacionados con los caudales, especialmente cuando se
utiliza el flujo por gravedad, que puede ser dificil de mantener de forma constante.
Ademas, este tipo de cromatografia de filtracion en gel requiere a menudo una
eleccion cuidadosa de los tampones y puede implicar tiempos de preparacion mas
largos en comparacidn con otras técnicas cromatograficas. A pesar de estas
dificultades, las ventajas de Sephadex G-50, como su capacidad para separar
eficazmente los componentes en funcion del tamafo con gran reproducibilidad y sin
pérdidas significativas de material, lo convierten en un método valioso en el analisis
bioquimico. Este equilibrio entre el alto rendimiento y la purificacion eficaz y las
consideraciones practicas pone de relieve la importancia actual del Sephadex G-50
en los procesos de purificacion complejos (Galpin et al., 1975). Jiang et al., (2013)
emplearon un proceso de purificacion elaborado y de multiples pasos para aislar
varios compuestos del litchi. Comenzando con un sélido rojizo obtenido de la
solucidn de extraccion, utilizaron una secuencia de fraccionamientos de disolventes,
seguido de cromatografia en columna de gel de silice. Este meticuloso enfoque
implicd un sistema de disolventes cloroformo-metanol de polaridad variable y
produjo diez fracciones distintas. Se aislaron e identificaron ocho compuestos, cada

uno de ellos con estructuras y propiedades quimicas distintas. Se realiz6 un analisis
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exhaustivo mediante espectrometria de masas (ESI-MS) y espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (RMN). Este enfoque analitico permitid la
identificacion precisa de los compuestos a partir de sus iones moleculares y datos
espectroscopicos, con comparaciones con la bibliografia existente para confirmar
sus identidades. Los compuestos identificados incluian el 3,4-dihidroxibenzoato de
metilo, un compuesto con tres protones aromaticos y un ion molecular especifico, y
el estigmasterol, un cristal incoloro caracterizado por sus espectros de RMN unicos
y la presencia de protones olefinicos. El isolariciresinol destacé por su forma
cristalina y la deteccion de grupos aromaticos metoxilo y metileno relacionados con
grupos hidroxilo, indicativos de su compleja estructura. El kaempferol se identifico
por su espectro de RMN, que incluye seis protones aromaticos y una sefal
carbonilica distintiva. Se identific6 un nuevo compuesto natural, descrito por su
anillo de benceno orto-sustituido y una sefal de grupo metoxi, que muestra la
diversidad de compuestos de la cascara del litchi. EI metil shikimato y el etil
shikimato se caracterizaron por su sistema de espin AB y la presencia de senales
especificas de hidrogeno y carbono, respectivamente, demostrando variaciones en
sus estructuras quimicas. También se identificé el butilhidroxitolueno, un
antioxidante sintetizado, lo que sugiere su presencia natural como antioxidante en
la cascara del litchi. Esta seleccién de compuestos purificados subraya la diversidad
quimica y la importancia biolégica potencial de los componentes de la cascara del
litchi. Los flavonoides y esteroides con actividad antioxidante ponen de relieve la
intrincada composicidon quimica de la cascara de lichi y su potencial como fuente de

compuestos bioactivos.

1.4.5. Resina macroporosa AB-8

El trabajo de Sui et al, (2016) aportd una nueva perspectiva, centrandose en la
purificacion de procianidinas de la cascara de litchi. Su enfoque innovador comenzo
aplicando una solucién acuosa cruda de procianidinas a una columna rellena con
resina macroporosa AB-8. El proceso incluyé varias etapas de enjuague y una fase
de purificacion. El proceso incluia varias etapas de aclarado y elucién para la

obtencién de procianidinas de la cascara del litchi (LPPC). Sus hallazgos, en
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particular el alto contenido de procianidinas en LPPC, subrayaron el potencial de las
cascaras de litchi como una nueva fuente de procianidinas de tipo A. El analisis de
las procianidinas en la cascara de litchi se realizé mediante la evaluacion de las
areas de los picos (%) de trece picos identificados, lo que facilitd la cuantificacion
del contenido relativo de procianidinas de tipo A y de tipo B. Los porcentajes de las
areas de los picos sirvieron como indicadores del contenido de procianidinas de tipo
A en la cascara de litchi. Los porcentajes del area de los picos sirvieron como
indicadores de la proporcion relativa de cada compuesto dentro del LPPC, utilizando
el concepto de que una abundancia relativa del 100% implica una presencia
predominante dentro de un pico especifico. El area colectiva de estos 13 picos
constituyo el 89,44% del area total de los picos de la LPPC, lo que pone de
manifiesto la presencia significativa de procianidinas. Los componentes
monomericos, (-) epicatequina y (+)-catequina, representaban el 37,92% y el 4,10%
de la LPPC, respectivamente. Las procianidinas de tipo A, incluidos dimeros y
trimeros, formaron el 38,76% de la LPPC, mientras que las procianidinas de tipo B
constituyeron una porcién menor, el 8,66%, siendo las procianidinas de tipo A
aproximadamente 4,48 veces mas abundantes que las de tipo B. Esta presencia
diferencial subraya el potencial de las cascaras de litchi como una rica fuente de
procianidinas de tipo A. Continuando con esta tendencia, L. G. Chen et al., (2017)
se centraron en la purificacion de polifenoles a partir de extracto de litchi. El uso de
resina macroporosa AB-8 y varias técnicas cromatograficas fue crucial para eliminar
impurezas y aislar los compuestos deseados. La cuantificacion del contenido de
polifenoles en los extractos también puso de manifiesto diferencias significativas en
el contenido fendlico entre los diferentes extractos de cascara de litchi. UPLC-MS,
ESI-MS, y NMR facilitaron la identificacion estructural de compuestos, incluyendo
procianidina B2, (-)-epicatequina, un derivado complejo de epicatequina, un trimero
de procianidina tipo A, un dimero de procianidina tipo B, y procianidina A2. Entre
estos compuestos, la epicatequina era el monémero predominante en el extracto de
cascara de litchi, mientras que el contenido del dimero de procianidina de tipo B era
comparativamente minimo. Este estudio enfatizd la importancia de una

cuantificacion precisa y de técnicas cromatograficas avanzadas para comprender la
31



composicién de los extractos de polifenoles del litchi. A pesar de lograr un alto
rendimiento, lo que indica la eficacia del método para aislar compuestos de alta
pureza, el uso de la resina macroporosa AB-8 no esta exento de desventajas. Por
ejemplo, aunque el AB-8 ofrece una gran capacidad de adsorcion, la operacion
puede verse limitada por cuestiones como la compatibilidad de materiales, ya que
solo determinados materiales como el vidrio, el acero inoxidable y el teflon pueden
entrar en contacto con los disolventes. Ademas, el AB-8 puede requerir condiciones
especificas para optimizar los procesos de elucion y adsorcion, lo que puede afadir
complejidad al proceso de purificacion (R. Sun et al., 2009). No obstante, las
ventajas del uso de la resina AB-8, como su rentabilidad, alta eficiencia y sencillez
de configuracién y funcionamiento, la convierten en una herramienta valiosa en la
purificacion de biomoléculas complejas. Este equilibrio entre alto rendimiento y
purificacion eficaz y consideraciones practicas demuestra la relevancia actual de la

resina macroporosa AB-8 en procesos de purificacion complejos (Bi & Tan, 2012).

La categorizacion de la elucion en distintas fracciones basadas en las
caracteristicas de absorbancia demostré6 un método refinado para extraer estos
valiosos compuestos de los extractos de litchi, mostrando el enfoque matizado
necesario para tales tareas. La investigacién acumulada de estos estudios presenta
una narrativa rica y detallada de los procesos de purificacion aplicados a los
extractos de litchi. Cada estudio, con su enfoque y metodologia unicos, contribuye
a una comprension mas amplia de las complejidades implicadas en la extraccion y
purificacion de compuestos a partir de fuentes naturales. Este conjunto de trabajos
hace avanzar nuestros conocimientos en el campo de la extraccion de productos
naturales y sienta las bases para futuras exploraciones de las aplicaciones
potenciales de estos compuestos purificados.

La convergencia de multiples técnicas cromatograficas en la purificacion de
fitoquimicos subraya una evolucion significativa en la investigacion fitoquimica. Esta
evolucion se caracteriza por una mezcla de métodos tradicionales e innovaciones
modernas, cada uno de los cuales contribuye de forma unica a los procesos de

extraccion y purificacion. Metodologias clave como la cromatografia de exclusion
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por tamafio, la cromatografia en gel de silice y la cromatografia de afinidad han
desempefiado un papel fundamental en el avance de nuestra comprension y
capacidad para aislar compuestos especificos de fuentes de cascara de litchi con
alta eficiencia y precision. La cromatografia de exclusién por tamafo, conocida por
su eficacia en la separacion de moléculas en funcion del tamafio molecular, emerge
como un método destacado en este campo. La cromatografia en gel de silice mejora
aun mas el panorama de la purificacion fitoquimica. La capacidad de este método
para aislar y caracterizar compuestos en funcién de su polaridad lo convierte en una
herramienta robusta y versatil en el arsenal del cromatdgrafo. Se ha descrito el
importante papel del SLH en la purificacion de una amplia gama de polifenoles. Este
trabajo hace avanzar nuestros conocimientos en la extraccion de productos
naturales y sienta las bases para futuras investigaciones sobre las aplicaciones
potenciales de estos compuestos purificados, consolidando el papel crucial de las
técnicas cromatograficas en la investigacion fitoquimica. En el ambito de la
investigacion fitoquimica, la cascara del litchi se ha revelado como una importante
fuente de compuestos bioactivos, con estudios que revelan una diversa gama de
sustancias con potencial para aplicaciones beneficiosas para la salud. En particular,
el aislamiento y la identificacion de antocianinas y procianidinas ponen de relieve la
rica diversidad fitoquimica de la cascara de lichi. La presencia de compuestos como
la epicatequina y el kaempferol enriquece aun mas el perfil de la cascara de litchi,
sugiriendo vias para explorar sus funciones en la modulacion de procesos biolégicos

y mecanismos de enfermedad.

1.5. Propiedades biolégicas y mecanismos de accion de los compuestos
bioactivos de la cascara de litchi

En esta seccion, examinamos una seleccion de estudios que exploran las
bioactividades y los mecanismos de accion de diversos compuestos bioactivos
extraidos de la cascara del litchi (Figura 2), incluidas las actividades antioxidantes,
antihiperglucémica, cardioprotectora, hepatoprotectora, antiaterosclerética,
anticancerigena y anticoccidial, en diversas pruebas in vitro e in vivo, como se

muestra en la Tabla 2.
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Figura 2. Mecanismos de los beneficios para la salud mediados por los

compuestos bioactivos de la cascara de litchi.

Tabla 2. Compuestos aislados de la cascara del litchi, propiedades bioldgicas y

mecanismos de accion.

Nombre del Propiedades

. o . Mecanismo de accién Referencia
compuesto biolégicas
Polisacaridos A(.:tlv.ldad Quelacion de iones metalicos (J. Wang etal,
antioxidante 2016)
L Actividad
Isolariciresinol o - -
antioxidante
Kaempferol Actividad r:;?::Ic:g:b?;c;duzc:ogc?:s (Imran etal,
P antioxidante yesp 2019)

reactivas del oxigeno (ROS).

34



Interaccion con especies
reactivas del oxigeno (ROS).

Activi . ; L. Yang et al.,
ant?oxit;j::te . .A.\ctlvar la via Nrf2. ( 20198)
Procianidina B2 Inhibicion de la via MAPK/NF-
KB.
Actividad . . (J. Y. Zhang et
antiaterosclerética Reducir los niveles de ROS. al., 2016)
Estimulacion de la 6xido nitrico
sintasa endotelial (eNOS).
Activacion de vias de
sefalizacion como la via
Actividad PI13K/Akt. (Heiss et al.,
cardioprotectora Inhiben las vias de sefalizacion 2010)
Epicatequina asociadas al estrés, incluyendo
JNK/p38-MAPK
Regulacion de la modulacion de
SIRT1 dependiente de SUMO1
Regulacion de las enzimas
Actividad antioxidantes. (Alkinani et al.,
hepatoprotectora Eliminacién directa de radicales 2021)
libres.
Interaccion con especies
Actividad reactiva§ del oxig;eno (ROS). (L. Yang et al.,
antioxidante Activar la via Nrf2. 2018)
Inhibicion de la via MAPK/NF-
KB.
Proantocianidinas Actividad Expresion del .c.assettfa de union (L. Wang et al.,
. . ATP subfamilia A miembro 1
antiaterosclerética (ABCA1) 2017)
Actividad Via de sefializacion NF-kB, ' Y- Zhang et
anticancerigena al., 2016)
Antihiperglucémico Activacion de la via PI3K/Akt. (El-Ashmawy et
Inhibicion de GSK-3. al., 2022)
Interaccion con especies
Actividad reactiva§ del oxig;eno (ROS). (L. Yang et al.,
o antioxidante _ Activarla via Nrf2. 2018)
Procianidina A2 Inhibicion de la via MAPK/NF-
KB.
Actividad Via de sefializacion PI3K-Akt. (Feng et al.,
hepatoprotectora Via de sefalizacion HIF-1. 2020)

1.5.1. Actividad antioxidante
Yang et al, (2006) evaluaron la actividad de barrido del DPPH, indicativa del
potencial antioxidante, utilizando un extracto acuoso de polisacaridos de cascara de

litchi. El extracto se sometié a cromatografia a través de una columna de
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intercambio anidnico, produciendo dos fracciones separadas. La fraccidn que
contenia los polisacaridos purificados, probada a 100 pg, mostré la mayor actividad
antioxidante (54%). Este resultado sugiere que el polisacarido purificado de la
cascara de litchi podria representar un nuevo agente antioxidante. Liu et al, (2007)
exploraron las capacidades de barrido de radicales hidroxilos (OH) de las
proantocianidinas oligoméricas (PC) derivadas de la cascara de litchi probando
varias concentraciones. Sus resultados revelaron que todas las concentraciones
evaluadas tenian un potente efecto en la elimi-nacién de radicales hidroxilos. Los
valores de Clso que representan la concentracion necesaria para neutralizar el 50%
de los radicales libres, se determinaron en 2,60 ug/mL para las PC oligoméricas,
1,75 pg/mL para las PC A2 y 1,65 ug/mL para las PC triméricas, lo que demuestra
la eficacia de estos compuestos en la inhibicion de radicales. El estudio también
sugirio que las actividades antioxidantes de los PCs diméricos y triméricos de tipo
A podrian estar relacionadas con el numero de grupos hidroxilo en sus estructuras
moleculares. Jiang et al.,, 2013 (Jiang et al., 2013) destacaron las potentes
propiedades antioxidantes de los PC y sus posibles aplicaciones en la salud y el
bienestar. El estudio investigd las propiedades antioxidantes de compuestos
bioactivos aislados de la cascara de litchi, como el kaempferol y el isolariciresinol,
que demostraron notables actividades antioxidantes evidenciadas por su
rendimiento en ensayos de barrido de radicales libres en comparaciéon con el
hidroxitolueno butilado (BHT), un conocido antioxidante sintético. Los resultados del
ensayo DPPH revelaron un aumento de la actividad antioxidante dependiente de la
concentracion para cada muestra, lo que indica que cuanto mayor es la
concentracion de los compuestos, mas pronunciados son sus efectos antioxidantes.
En particular, los efectos de barrido del kaempferol y el isolariciresinol superaron a
los del BHT, lo que pone de manifiesto su potente capacidad antioxidante. El
principal mecanismo de la actividad antioxidante del kaempferol consiste en su
capacidad para reducir la produccién de radicales libres y especies reactivas del
oxigeno (ROS). Esta accion es crucial, ya que las ROS son moléculas altamente
reactivas que pueden causar dafios celulares, dando lugar a diversas

enfermedades, como el cancer, las enfermedades cardiovasculares y los trastornos
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neurodegenerativos. El kaempferol logra esta reduccién al eliminar directamente los
radicales libres, neutralizando asi su reactividad, y evitando que causen estrés
oxidativo dentro de las células (Imran et al., 2019). Yang et al, (Z. Yang et al., 2022)
evaluaron la actividad de eliminacion de radicales del extracto de cascara de litchi,
segun lo indicado por el Clso = 1,22 uyg/mL en el ensayo de 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH) y el Clso = 1,12 uyg/mL en el ensayo de 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfénico) (ABTS). El estudio también examind los efectos de la
administracion de D-galactosa en ratones, que se sabe que induce estrés oxidativo
e imita los cambios relacionados con el envejecimiento. La administracion de 400
mg/kg de D-galactosa redujo las actividades de las enzimas antioxidantes, exacerbd
la peroxidacion lipidica e indujo la oxidacion de proteinas en ratones. Los niveles de
glutation, superoxido dismutasa y malondialdehido se restablecieron, en
comparacion con el grupo de control (ratones sin tratamiento), en ratones
envejecidos tras el tratamiento con extracto de cascara de litchi (400 mg/kg) durante
8 semanas. Esto sugiere que el extracto tiene propiedades terapéuticas potenciales
contra el estrés oxidativo y el dafio celular relacionado con la edad, destacando su
potencial como suplemento antioxidante natural. Los polisacaridos tienen un
mecanismo interesante en cuanto a su capacidad para prevenir la generacion de
radicales libres; este mecanismo implica la quelacion de iones metalicos, como los
iones ferrosos y de cobre, que desempefian un papel fundamental en la catalisis de
la reaccién de Fenton. Al unirse a estos iones de metales de transicion, los
polisacaridos inhiben eficazmente la progresion de la reaccion, reduciendo asi la
formacion de estos radicales dafinos (J. Wang et al., 2016). Los PC presentan un
mecanismo de accion multifacético en su capacidad antioxidante, crucial para
mitigar las enfermedades asociadas al estrés oxidativo (EO) (L. Yang et al., 2018).
Su eficacia se extiende tanto en ensayos in vitro como in vivo al disminuir el barrido
de moléculas dafinas y modular las vias de sefializacién clave que gobiernan las
respuestas celulares al estrés. Los PC mejoran el marco antioxidante celular a
través de varios mecanismos distintos. Una via principal a través de la cual los PC
ejercen sus efectos antioxidantes es la eliminacion de radicales hidroxilo y aniones

superoxido. Esta interaccion directa con las especies reactivas del oxigeno (ROS)
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ayuda a neutralizar estas moléculas nocivas antes de que puedan inducir dafios
celulares. Mas alla de esta actividad barredora directa, los PC influyen
significativamente en los mecanismos de defensa de las células (L. Yang et al.,
2018) y activan la via Nrf2, un regulador critico de la respuesta antioxidante celular,
lo que conduce a la regulacion al alza de varias enzimas antioxidantes endogenas
y proteinas de desintoxicacién, lo que aumenta la capacidad antioxidante inherente
de la célula. Las PC modulan otras vias de sefalizacion, en particular la inhibicion
de la via MAPK/NF-kB, implicada en las respuestas inflamatorias y las condiciones
de estrés oxidativo. (Long et al, 2016; Mantena y Katiyar, 2006; Sharma et al, 2007;
X. H. Wang et al, 2013; L. Yang et al, 2018). Los mecanismos antioxidantes
multifacéticos de los PC y los polisacaridos, desde la eliminacion directa de
radicales hasta la modulacién de las defensas antioxidantes celulares y las vias de
sefalizacion, subrayan su potencial como antioxidantes versatiles y seguros para
combatir enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo; sin embargo, cabe
destacar que la evaluacion de los compuestos aislados individuales dentro del
espectro de PC permanece en gran medida inexplorada. Esta laguna en la
investigacion representa una oportunidad fundamental para que los futuros estudios
se centren en el aislamiento y el examen detallado de compuestos individuales de
PCs y polisacaridos. Estas investigaciones especificas son cruciales para
desentrafiar los mecanismos de accion especificos atribuidos a los PC vy
polisacaridos individuales, mejorando asi nuestra comprension de su potencial
terapéutico. Sin embargo, se han realizado otros estudios sobre la actividad
antioxidante de las cascaras de frutas, en un estudio de Babbar et al., (2011b)
demostré que mientras que el extracto de cascara de kinnow (Citrus nobilis) exhibio
las actividades antioxidantes mas altas entre varios residuos de frutas, el pericarpio
de litchi también mostré un potencial significativo, 1o que indica sus fuertes
propiedades antioxidantes en relacidon con otras frutas. Otros analisis realizados por
Okonogi et al., (2007) compararon las capacidades antioxidantes de las cascaras
de varias frutas y descubrieron que ciertas cascaras, como las de la granada y el
rambutan, mostraban un poder de eliminacion de radicales libres notablemente

elevado. En este estudio se observd que, aunque el extracto de cascara de litchi
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tiene efectos antioxidantes beneficiosos, algunas cascaras de otras frutas podrian
ofrecer actividades mas potentes o comparables, lo que sugiere que los extractos

de litchi ocupan una posicién competitiva, pero no siempre son superiores.

1.5.2. Actividad cardioprotectora

Chen et al, (2017) obtuvieron un extracto purificado de la cascara de litchi. El
principal compuesto identificado en este extracto fue el dimero de procianidina de
tipo B. La capacidad del extracto puro para eliminar radicales libres de oxigeno se
evalué mediante ensayos in vitro (Clso = 120 g/kg en el ensayo DPPH). El extracto
purificado (200 mg/kg) restablecidé los niveles de lactato deshidrogenasa, en
comparacion con el grupo sin ningun tratamiento, y aumenté la expresion de Bcl-2
y disminuy6 la de Bax en el tejido miocardico en un modelo de isquemia miocardica

aguda en ratas Sprague-Dawley durante 5 dias.

El estudio de Ramirez-Sanchez et al., (2010) demostraron que la epicatequina 1 yM
ejercia la mayor actividad inhibidora sobre la produccion de 6xido nitrico (NO) en
las células endoteliales de la arteria coronaria humana a los 10 min de tratamiento,
dichos efectos se producian a través de la fosforilacion de serina 633 y serina 1177
y la desfosforilacidn de treonina 495 en la 6xido nitrico sintasa endotelial, una
enzima que produce NO, una molécula vasoprotectora que desempena un papel
fundamental en el mantenimiento de la salud vascular al mejorar la bioactividad del
NO y reducir simultaneamente la produccion de superoxido (Heiss et al., 2010). Se
ha demostrado que la administracion aguda de epicatequina induce la activacioén de
la eNOS en células endoteliales coronarias humanas, lo que mejora la funcién
endotelial y la salud vascular (Heiss et al., 2010). Mas alla de sus efectos sobre la
eNOS vy la bioactividad del NO, la epicatequina ejerce efectos cardioprotectores a
través de varios otros mecanismos moleculares, especialmente en la lesion por
isquemia/reperfusion (I/R). Estos mecanismos incluyen la inhibicidon de la apoptosis
y la activacion de vias de senalizacion cardioprotectores como la via PI3K/Akt,
conocida como la via RISK (Ferenczyova et al., 2021). Ademas, la epicatequina

puede inhibir las vias de sefalizacidn asociadas al estrés, incluyendo JNK/p38-
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MAPK, contribuyendo a la preservacion de la funcidn mitocondrial y a la modulacién
de los procesos de autofagia (Ferenczyova et al., 2021; Heiss et al., 2010).

Ademas, la epicatequina mostré un efecto protector frente a la fibrosis cardiaca, un
factor critico en la progresion de las cardiopatias. Este efecto esta mediado por la
regulacion de la modulacién dependiente de SUMO1 de SIRT1, una via que subraya
aun mas el potencial terapéutico de este compuesto en la salud cardiaca (Luo et al.,
2022). A través de estos diversos mecanismos, la epicatequina se presenta como
un compuesto natural prometedor para el desarrollo de intervenciones dirigidas a la
proteccion cardiovascular y la mitigacion de las enfermedades del corazén. Sin
embargo, se han realizado otros estudios con cascaras de otras frutas, Paul et al.
(2017) han mostrado resultados prometedores en relacion con los efectos
cardioprotectores de la epicatequina, un compuesto que se encuentra en varias
frutas, entre ellas el litchi. Del mismo modo, la investigacion sobre el extracto de
cascara de Citrus macroptera demostro efectos cardioprotectores significativos
contra el infarto de miocardio en ratas, lo que sugiere que la cascara de esta fruta,
al igual que el lichi, puede tener valiosas propiedades cardioprotectoras. Ademas,
los extractos de la cascara de la fruta Annona crassiflora han mostrado propiedades
antioxidantes en el tejido cardiaco de ratones hiperlipidémicos, lo que indica un
potencial cardioprotector similar al de los extractos de la cascara del litchi (Komino
et al., 2023).

1.5.3. Actividad hepatoprotectora

Chen et al., (2017) extrajeron compuestos polifendlicos distintivos de la cascara del
litchi y llevaron a cabo experimentos in vitro e in vivo para evaluar sus efectos
hepatoprotectores. El extracto de la planta (100 ug/mL) aumenté aproximadamente
un 20% la viabilidad de las células hepaticas BNL CL.2 lesionadas por tetracloruro
de carbono (CCls) y el extracto de la planta probado a 200 mg/kg disminuyd los
niveles seéricos de aspartato aminotransferasa y alanina aminotransferasa,
marcadores de dafio hepatico, en ratones ICR macho intoxicados por CCls tras 6
semanas de tratamiento. El posible mecanismo de esta actividad se basé en la
restauracion del sistema antioxidante del glutation (glutation peroxidasa y glutation
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reductasa) a los niveles de los ratones sin ningun tratamiento farmacoldgico. La
actividad hepatoprotectora se confirmé cuando el extracto preservo la estructura
hexagonal de los hepatocitos y disminuyé el numero de células necréticas, con
examenes histopatologicos de los higados de ratones ICR expuestos a CCla.

Del mismo modo, Alkinani et al, (Alkinani et al., 2021) evidenciaron que la actividad
hepatoprotectora de la epicatequina (20 mg/kg) durante 3 semanas en el modelo de
lesion hepatica aguda inducida por (CCls) en ratas Wistar restablecia los niveles de
aspartato aminotransferasa, alanina aminotransferasa y fosfatasa alcalina en
comparacion con los encontrados en los animales de control (sin tratamiento). La
regulacion de las enzimas antioxidantes y la eliminacion directa de radicales libres
por el propio compuesto contribuyen colectivamente a mitigar el estrés oxidativo, un

factor clave en la patogénesis del dafio hepatico.

Feng et al.,, (2020) demostraron que un extracto de cascara de litchi rico en
flavonoides (25 y 100 mg/kg) ejercia una actividad hepatoprotectora en un modelo
de fibrosis hepatica inducida por CCls en ratas, al disminuir los niveles séricos de
alanina aminotransferasa y aspartato aminotransferasa tras 4 semanas de
tratamiento. Un estudio de acoplamiento molecular revelé que la procianidina A2,
un compuesto bioactivo perteneciente a la clase de las procianidinas interactua con
varias dianas moleculares y vias de sefalizacion criticas para la salud y la
enfermedad hepaticas. La participacion de la via de sefializaciéon PI3K-Akt subraya
un mecanismo a traveés del cual la procianidina A2 puede ejercer efectos protectores
contra la fibrosis hepatica, una enfermedad caracterizada por la acumulacion
excesiva de proteinas de la matriz extracelular que conduce a la cicatrizacion del
tejido hepatico. La via de sefalizacion HIF-1 (Factor 1 de hipoxia inducible), otra via
a través de la cual podria actuar la procianidina A2, desempeia un papel importante
en las respuestas celulares a la falta de oxigeno, una condicion que se presenta con
frecuencia en las enfermedades hepaticas crénicas. Modulando esta via, la
procianidina A2 podria ayudar a mitigar el dafio tisular y la fibrosis inducidos por la
hipoxia. Aunque se ha determinado que la procianidina A2, junto con otros

compuestos como la pinocembrina, la quercetina, la epicatequina, la naringenina, la
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nobiletina, la florizina y la rutina, tiene una alta correlacion con objetivos y vias
relacionados con la fibrosis hepatica, es imperativo sefalar que aun no se han
establecido pruebas concluyentes que delineen la actividad especifica de la
procianidina A2. Los conocimientos actuales no aislan el mecanismo de accion
hepatoprotectora a la procianidina A2 por si sola, sino mas bien a un efecto sinérgico
del grupo de compuestos. Esto subraya una importante laguna en el cuerpo de
investigacion existente, subrayando la necesidad de mas estudios para comprender
las contribuciones especificas de la procianidina A2 a la salud del higado. En otros
estudios realizados sobre diversas cascaras de frutas, por ejemplo, los efectos
hepatoprotectores de las cascaras de citricos fueron estudiados por Gad et al.,
(2013), quienes descubrieron que los extractos de cascara de pomelo y naranja a
una dosis de 200 mg/kg mostraban una proteccion hepatica significativa contra el
dafio hepatico inducido por lipopolisacaridos en ratas. Estas cascaras de citricos
mostraron resultados similares o incluso mejores en comparacién con los
tratamientos estandar, lo que indica su potencial como tratamientos naturales
eficaces para las afecciones hepaticas. Del mismo modo, las cascaras de maracuya
demostraron actividad hepatoprotectora contra la toxicidad hepatica inducida por
paracetamol en ratas, lo que sugiere que estos extractos también pueden proteger
contra el dafo hepatico (Nerdy & Ritarwan, 2019). Tanto la cascara morada como
la roja de maracuya redujeron eficazmente los niveles de enzimas hepaticas,
comparables a los del farmaco estandar silimarina, lo que subraya su im-portante

potencial.

1.5.4. Actividad antiaterosclerética

Rong et al, (2017) exploraron los efectos de las procianidinas extraidas de la
cascara de litchi en la lucha contra la aterosclerosis y la hiperlipidemia. Su estudio
se centro en ratones C57BL/6 incapaces de producir apolipoproteina E (ApoE KO)
sometidos a una dieta alta en grasas (compuesta por un 21% de grasa y un 0,15%
de colesterol). Los resultados revelaron que el tratamiento con procianidinas de
cascara de litchi (LPPC) (100 mg/kg) mitigd el desarrollo de aterosclerosis,

disminuyo la deposicion de grasa y mejoro la hiperlipidemia en los ratones ApoE KO
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durante 24 semanas. Estos resultados proponen que las procianidinas de la cascara
de litchi tienen potencial como medio para controlar o prevenir afecciones
cardiovasculares como la aterosclerosis y la hiperlipidemia (disminucion de los
niveles séricos de colesterol y LDL), particularmente en escenarios que implican el
consumo de dietas ricas en grasas mediante la disminucion de los niveles de ARNm
de la 3-hidroxi-3-metilglutaril (HMG)-CoA reductasa, un mediador de la biosintesis

del colesterol.

Queiroz et al, (2018) examinaron el efecto de la harina de cascara de litchi (LPF) en
una serie de indicadores de salud asociados a la obesidad, como los niveles séricos
de colesterol total (CT), colesterol de lipoproteinas de baja densidad (LDL-c),
triacilgliceroles (TAG) y otras métricas vinculadas a la obesidad en ratas
alimentadas con una dieta hipercolesterolémica. El consumo de LPF (5-10% en la
dieta) inhibié el aumento de peso corporal y el indice de masa corporal, junto con
menores niveles de glucosa, TAG, TC, LDL-c, enzimas hepaticas y leptina tras 21
dias de tratamiento. El LPF redujo el porcentaje de lipidos hepaticos, la peroxidacion
lipidica hepatica y los casos de esteatosis grave. Los examenes histoldgicos de la
aorta mostraron la ausencia de formacién de placas de ateroma. Estos resultados
ponen de relieve el potencial de la harina de cascara de litchi como elemento
dietético beneficioso para controlar los problemas de salud relacionados con la

obesidad y minimizar el riesgo de aterosclerosis.

Wang et al, (2017) profundizaron en el impacto de la PC sobre la aterosclerosis, la
administracion de PC (50 mg/kg) redujo, en comparacién con los grupos de control,
los marcadores ateroscleréticos (LDL, triglicéridos y colesterol total) en conejos
alimentados con una dieta con un 0,3% de colesterol tras 24 semanas de
tratamiento. Los resultados revelaron una notable disminucién de la tincion de
marcadores de estrés oxidativo junto con un aumento de la tincion y expresion del
miembro 1 de la subfamilia A del casete de unién ATP tanto a nivel de ARNm como
de proteinas. ABCA1 desempefia un papel crucial en el flujo de colesterol y la

formacion de HDL, lo que implica que los PC ejercen sus efectos anti-
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ateroscleroticos al mejorar los mecanismos naturales de regulacion del colesterol

del organismo y mitigar el estrés oxidativo.

Zhang et al, (2016) evaluaron la procianidina B2, junto con otros compuestos,
mediante un analisis farmacologico en red para dilucidar su mecanismo de accion.
Este analisis revel6 el compromiso del compuesto con las vias de sefializacion y los
procesos bioldgicos relacionados con las enfermedades cardiovasculares,
identificados mediante el mapeo KEGG y el analisis Uniprot. La procianidina B2
podria aliviar significativamente el dafio de las células endoteliales, reducir los
niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) y disminuir la formacién de células
espumosas de una manera dependiente de la dosis. Estos resultados sugieren que
los efectos protectores de la procianidina B2 contra la aterosclerosis estan mediados
por la inhibicion del dafo de las células endoteliales y la reduccidn del estrés
oxidativo. En conjunto, estos estudios ilu-minan los diversos mecanismos a traves
de los cuales las procianidinas, incluida la procianidina B2, contribuyen a la
prevencion y regresidon de la aterosclerosis. Sin embargo, en otros estudios
realizados con cascaras de otras frutas se ha constatado lo siguiente: los extractos
de cascara de granada se han estudiado ampliamente por sus propiedades anti-
aterogénicas, revelando un potencial significativo en la reduccion de las lesiones
ateroscleroticas y la mejora de los perfiles lipidicos en ratones deficientes en
apolipo-proteina E, similar a los resultados de los estudios sobre la cascara de lichi
(Aviram et al., 2008). Ademas, las cascaras de pomelo y de kinnow han mostrado
resultados prometedores en cuanto a sus actividades antioxidantes, que estan
estrechamente relacionados con los efectos antiateroscleréticos debido a su
capacidad para reducir el estrés oxidativo, uno de los principales factores que
contribuyen a la aterosclerosis (Babbar et al., 2011c).

1.5.5. Actividad anticancerigena

Gong et al, (2018) utilizaron el fraccionamiento guiado por bioensayo mediante
cromatografia en columna para aislar compuestos fendlicos activos del extracto
acuoso de la cascara de litchi. Su investigacion encontré que una fraccion especifica
(30 pg/mL) inhibia en un 32,9% la viabilidad de las células A549 a las 48 h de
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tratamiento, mostrando una mayor eficacia que otras fracciones probadas e incluso
superando la eficacia del platino cis-diclorodiamina (DDP) a una concentracion de
0,5 pg/mL. Sin embargo, este nivel de inhibicion no alcanzé la eficacia observada
cuando se combinaron las cuatro fracciones. Este estudio identificd, por primera
vez, dos tipos de trimeros de epi-catequina B en la especie Litchi. Las
proantocianidinas (PACs) identificadas se detectaron en la cascara del fruto joven,
destacando el potencial de estos compuestos en aplicaciones biomédicas,
especialmente en la investigacion del cancer. Los mecanismos a través de los
cuales las PAC ejercen sus efectos anticancerigenos son multifacéticos e implican
modulaciones de las vias de senalizacion celular. Un aspecto fundamental de la
accién anticancerigena de los PAC es su impacto en la via de sefalizaciéon NF-kB,
los PAC disminuyeron la fosforilacién de p65 inducida por lipopolisacarido (LPS) y
el inhibidor del factor nuclear kappa B (IkB), que son componentes cruciales de la
cascada de senalizacion NF-kB (Barreca et al., 2017; X. Ma et al., 2020). Esta
regulacion a la baja impide la translocacion de p65 del citoplasma al nucleo, un
proceso esencial para la activacidon de genes diana de NF-kB implicados en la
inflamacion y la supervivencia celular. Ademas, los PAC ejercieron un efecto
inhibidor significativo en la via de sefializacion MAPK, otro conducto critico para la
transmision de sefales extracelulares al nucleo, influyendo asi en la proliferacion,
diferenciacion y apoptosis celular (Barreca et al., 2017; X. Ma et al., 2020). Las PAC
disminuyen la fosforilacion de componentes clave de la via MAPK, a saber, p38,
cinasa regulada por sefales extracelulares (ERK) y c-Jun NH2-terminal cinasa
(JNK). Modulando estas quinasas, los CP pueden amortiguar la senalizacion MAPK,
reduciendo la expresion de genes que impulsan la inflamacion y la proliferacion
celular, dos procesos intimamente ligados a la progresion del cancer (Barreca et al.,
2017; X. Ma et al., 2020). Estos hallazgos no solo arrojan luz sobre los mecanismos
moleculares que sustentan los efectos anticancerigenos de los PAC, sino que
también refuerzan el potencial de estos compuestos en la prevencién y el
tratamiento del cancer. Sin embargo, quedan por estudiar las dianas moleculares
especificas por las que los compuestos aislados ejercen sus mecanismos de accion.

Se necesita mas investigacion sobre los compuestos aislados de proantocianidinas
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para identificar la molécula responsable de sus efectos. Esta laguna en la
investigacion pone de relieve la oportunidad de profundizar en los componentes
bioactivos de las proantocianidinas, lo que permitira comprender con mayor
precision sus mecanismos de accion y descubrir potencialmente aplicaciones
terapéuticas especificas. Para ofrecer una perspectiva mas amplia de la actividad
anticancerigena de los extractos de cascara de litchi, resulta util comparar estas
propiedades con las de las cascaras de otras frutas. Una revision de Chukwuma et
al., (2021b) destaca el rico contenido de fitoquimicos bioactivos y terapéuticos de
muchas cascaras de frutas, incluido el litchi, que presentan un notable potencial
anticancerigeno. La revision destaca en particular la eficacia de la cascara de litchi
en diversas aplicaciones contra el cancer debido a su contenido de flavonoles
simples y proantocianidinas, posicionandolo junto a otras frutas conocidas por sus
propiedades promotoras de la salud. Ademas, Naguib & Tantawy, (2019) evaluaron
la actividad anticancerigena de las cascaras de varias frutas, incluidas la granada,
la naranja y el limén. Sus hallazgos demostraron una actividad anticancerigena
significativa, particularmente de la cascara de granada, que se alinea con las
propiedades observadas en la cascara de litchi. Esta comparacién sugiere que, si
bien la cascara de lichi es eficaz, otras cascaras de frutas como la granada también
ofrecen fuertes propiedades anticancerigenas, a menudo relacionadas con su alta
capacidad antioxidante.

1.5.6. Actividad antihiperglucémica

Contreras-Castro et al., (2022) evaluaron las propiedades anti-hiperglucémicas de
la cascara de litchis 'Brewster', cosechados en dos etapas distintas de madurez,
utilizando una prueba de tolerancia oral a la glucosa realizada en ratas Wistar. La
cascara de litchis de fase Il (frutos maduros considerados aptos para la
exportacion), probada a 25-200 mg/kg, redujo los niveles de glucosa en sangre en
ratas a los 30 min durante la prueba oral de tolerancia a la glucosa. El extracto de
cascara de litchi (10 mg/kg) combinado con metformina (50 mg/kg), un farmaco
antidiabético, redujo sinérgicamente la glucemia a los 60 y 90 min en la prueba oral

de tolerancia a la glucosa con ratas normoglucémicas. Las proantocianidinas han
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sido reconocidas por sus potenciales propiedades anti-hiperglucémicas, ofreciendo
un enfoque prometedor para controlar los niveles de glucosa en sangre. Los
mecanismos a través de los cuales los extractos que contienen proantocianidinas
ejercen sus efectos sobre la regulacion de la glucemia implican intrincadas
interacciones con la via de sefializacion de la insulina, las investigaciones sobre
estos mecanismos han dilucidado que los extractos que contienen
proantocianidinas promueven efectos hipoglucemiantes principalmente a través de
la activacion de la via PI3K/Akt, esta activacion desempeia un papel fundamental
en la mejora de la translocacién del transportador de glucosa de tipo 4 (GLUT4) a
la membrana celular, facilitando asi un mayor transporte de glucosa en las células
y mejorando la captacion celular de glucosa (EI-Ashmawy et al., 2022). Otro aspecto
significativo de la accion de las proantocianidinas es su capacidad para reducir la
glucogénesis mediante la inhibicion de la glucégeno sintasa quinasa-3 beta (GSK-
3B) (EI-Ashmawy et al., 2022). Sin embargo, es importante sefialar una limitacion
significativa en el panorama actual de la investigacion: los estudios se han centrado
principalmente en las proantocianidinas, sin profundizar en los efectos de
compuestos aislados dentro de la clase de las proantocianidinas. Esta laguna
sefiala la necesidad de seguir investigando las moléculas individuales de
proantocianidinas para comprender plenamente sus contribuciones especificas y
los mecanismos de accion de su actividad antihiperglucémica. Para ampliar la
comprension de la actividad anti-hiperglucémica de la cascara de litchi, es dutil
compararla con las propiedades anti-hiperglucémicas de las cascaras de otras
frutas. Por ejemplo, el estudio de Sarah M. Abdel Aziz et al. (Abdel Aziz et al., 2020)
exploro los efectos anti-hiperglucémicos de los extractos de hoja y cascara de fruta
de Musa paradisiaca, que mejoraron significativamente la tolerancia oral alterada a
la glucosa y aumentaron los niveles séricos de insulina en ratas diabéticas. Esto
indica una posible similitud funcional con la cascara de litchi, aunque cada una tiene
perfiles fitoquimicos y mecanismos de accion distintos. Ademas, se descubridé que
la cascara del fruto de Citrus limetta normalizaba los niveles de glucosa en sangre
y mejoraba los parametros bioquimicos séricos en ratas diabéticas, lo que sugiere

otro tratamiento natural eficaz para controlar los niveles de azucar en sangre,
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comparable a la accidén anti-hiperglucémica observada con la cascara de litchi
(KunduSen et al., 2011).

1.6. Conclusiones

Este capitulo subraya la importancia critica de optimizar las técnicas de
procesamiento para maximizar el potencial terapéutico de los compuestos
bioactivos de la cascara de litchi. El analisis comparativo de los métodos de secado
revelé impactos significativos en los perfiles de compuestos bioactivos, destacando
la necesidad de wuna seleccion metddica para preservar estos valiosos
componentes. Del mismo modo, la exploracién de diversas estrategias de
extraccion y purificacion ha iluminado el camino hacia la mejora de la eficiencia y la
especificidad de aislar estos compuestos, un paso crucial para su posterior
aplicacién en la salud y la medicina. Las actividades bioldgicas identificadas a través
de una investigacion rigurosa corroboran la rica tradicion que rodea a la cascara del
litchi y subrayan el enorme potencial sin explotar de la fruta para abordar los
problemas de salud contemporaneos. Resulta evidente que los procesos de
purificacion han aislado con éxito compuestos especificos de los extractos de
cascara de litchi, pero la mayor parte de las evaluaciones farmacolégicas se han
centrado en los extractos y no en estos compuestos purificados. Esta laguna en la
investigacion pone de relieve una importante oportunidad para que futuras
investigaciones profundicen en las propiedades farmacoldgicas de los compuestos
individuales aislados de la cascara de litchi. El aislamiento de los compuestos
activos es crucial para caracterizar los potenciales terapéuticos y los mecanismos

de accion.

Los extractos de cascara de Litchi y sus compuestos activos han mostrado efectos
antioxidantes con actividad similar a la mostrada por los farmacos de referencia. El
principal mecanismo de accion de los efectos hepatoprotectores, anti-
ateroscleroticos y cardioprotectores mostrados por los extractos de cascara de litchi
y sus compuestos activos esta relacionado con su actividad antioxidante. Las
antocianidinas y los flavonoides fueron los compuestos activos responsables de los

efectos farmacologicos en los extractos de cascara de litchi.
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El aislamiento y la identificacidn de compuestos bioactivos en la cascara del litchi
han revelado un espectro de actividades beneficiosas para la salud, entre las que
se incluyen propiedades antioxidantes, anti-hiperglucémicas, cardioprotectoras,
hepatoprotectoras, antiateroscleréticas y anticancerigenas. Ademas, las
actividades biologicas identificadas en los extractos de cascara de litchi sugieren un
amplio espectro de beneficios potenciales para la salud. A pesar de estos
prometedores hallazgos, persiste una limitacion significativa en el cuerpo actual de
la investigacion: la mayoria de los estudios se han centrado en los efectos colectivos
de las proantocianidinas y otros compuestos que quedan por identificar. Esta laguna
pone de manifiesto la urgente necesidad de seguir investigando compuestos
aislados de la cascara del litchi para identificar la molécula o moléculas
responsables de sus diversas actividades biologicas. Estas investigaciones
especificas podrian revelar los mecanismos precisos de accion y, potencialmente,

desvelar nuevas aplicaciones terapéuticas para estos compuestos.

Ademas, el uso tradicional de la cascara de litchi en la medicina china como agente
diurético y para el tratamiento de la diarrea y las infecciones parasitarias sugiere un
potencial sin explotar para descubrir actividades biolégicas adicionales (Kilari y
Putta, 2017; W. Sun et al., 2021; Yuan et al., 2016). El acercamiento entre el
conocimiento tradicional y la investigacion cientifica moderna podria conducir a la

identificacion de nuevos compuestos con importantes beneficios para la salud.

El analisis de los compuestos aislados de la cascara del litchi ofrece un campo
prometedor para futuras investigaciones. Entre los aspectos mas destacados se
encuentra su potencial actividad antidiarreica, reconocida en la medicina tradicional,
pero aun no validada de manera rigurosa por estudios cientificos. La identificacion
y caracterizacion de los compuestos responsables de estas propiedades podria no
solo corroborar los conocimientos empiricos, sino también llevar al descubrimiento
de nuevos agentes terapéuticos. Ademas, la investigacion sobre las propiedades
farmacoldgicas del litchi va mas alla de su accion antidiarreica, abarcando posibles
efectos antiinflamatorios, antimicrobianos y analgésicos. A través de la identificacion

sistematica de los compuestos bioactivos, se puede profundizar en la comprension
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de sus mecanismos de accion y dianas moleculares, abriendo la puerta a nuevas
aplicaciones farmacoldgicas. Esto puede facilitar el desarrollo de nuevos
compuestos con mayor eficacia y especificidad para diversas aplicaciones
farmacoldgicas. La investigacion continuada de estos compuestos, guiada por los
conocimientos de la medicina tradicional y validada mediante métodos cientificos
modernos, encierra la promesa de nuevos agentes terapéuticos para diversas
afecciones. Este esfuerzo no solo contribuira a la comprension y apreciacion de la
medicina tradicional, sino también al avance de la farmacologia y al desarrollo de

nuevas soluciones terapéuticas.

Futuros estudios deberan evaluar el efecto del consumo de cascara de litchi por los
seres humanos en el desarrollo y la progresidon de la aterosclerosis, la diabetes y
otras enfermedades cardiovasculares, debido a la presencia de compuestos
bioactivos como flavonoides y proantocianidinas, que han mostrado efectos
antioxidantes y antiinflamatorios en modelos preclinicos. Estos efectos podrian
jugar un papel importante en la modulacion de los procesos inflamatorios y
oxidativos que subyacen a estas enfermedades, ayudando a prevenir o ralentizar

Su progreso.
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Resumen

La cascara de litchi (Litchi chinensis) es un residuo agroindustrial que contiene
compuestos bioactivos como flavonoides, taninos y procianidinas, conocidos por
sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas. Este estudio se
enfocd en la extraccidn y caracterizacion quimica del extracto etandlico de la
cascara de litchi, obtenida mediante un sistema de extraccion asistida por
microondas (MAE) con etanol a 70°C. Las cascaras recolectadas en Huichihuayan,
San Luis Potosi, fueron secadas, procesadas y almacenadas. Los extractos
obtenidos de dos lotes (EC22 y EC23) fueron fraccionados con agua, etanol y
acetona, resultando en fracciones acuosa (FW), etandlica (FE) y acetonica (FA).
Los rendimientos de extraccion fueron del 8% para CL22 y del 6.5% para CL23. La
fraccidn acetonica mostré los niveles mas altos de azucares reductores (96.5 mg
GE/L), polifenoles totales (204.7 mg GAE/L) y procianidinas (289.5 mg PC1/L). Las
determinaciones cualitativas indicaron una alta concentracion de taninos y
flavonoides en la fraccion acetonica. Ademas, mediante HPLC-ESI-MS, se
identificaron 21 compuestos en la cascara de litchi, incluyendo acidos
hidroxicinamicos, catequinas y proantocianidinas. La cascara de litchi es una fuente
prometedora de compuestos bioactivos con aplicaciones potenciales en la salud y
la industria alimentaria. La optimizaciéon de las técnicas de extracciéon puede
maximizar el aprovechamiento de estos compuestos, contribuyendo a la

valorizacion de este residuo agroindustrial.

Palabras clave: Cascara de litchi, compuestos bioactivos, extracto etandlico,
polifenoles.
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Abstract

Litchi (Litchi chinensis) peel is an agroindustrial waste that contains bioactive
compounds such as flavonoids, tannins, and procyanidins, known for their
antioxidant, anti-inflammatory, and antimicrobial properties. This study focused on
the extraction and chemical characterization of the ethanolic extract of litchi peel,
obtained using a microwave-assisted extraction (MAE) system with ethanol at 70°C.
The litchi peel collected in Huichihuayan, San Luis Potosi, were dried, processed
and stored. Extracts obtained from two batches (EC22 and EC23) were fractionated
with water, ethanol and acetone, resulting in aqueous (FW), ethanolic (FE) and
acetonic (FA) fractions. The extraction yields were 8% for CL22 and 6.5% for CL23.
The acetonic fraction showed the highest levels of reducing sugars (96.5 mg GE/L),
total polyphenols (204.7 mg GAE/L) and procyanidins (289.5 mg PC1/L). Qualitative
determinations indicated a high concentration of tannins and flavonoids in the
acetone fraction. In addition, by HPLC-ESI-MS, 21 compounds were identified in
litchi peel, including hydroxycinnamic acids, catechins and proanthocyanidins. Litchi
peel is a promising source of bioactive compounds with potential applications in
health and food industry. The optimization of extraction techniques can maximize
the utilization of these compounds, contributing to the valorization of this

agroindustrial waste.

Key words: Lychee peel, bioactive compounds, ethanolic extract, polyphenols.
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Capitulo 2. Caracterizacién quimica del extracto etandlico de la

cascara de litchi
2.1. Introduccién

La cascara de litchi (Litchi chinensis), una parte no comestible del fruto, ha
despertado interés en la investigacion cientifica debido a su rica composicidon de
compuestos bioactivos. Tradicionalmente considerada un residuo agroindustrial, la
cascara de litchi se genera en grandes cantidades durante el procesamiento del
fruto para consumo o para la produccién de productos derivados. Este residuo no
solo representa un desafio ambiental debido a su volumen, sino que también ofrece
una oportunidad para su valorizacion a través de la extraccion de compuestos con

potenciales aplicaciones terapéuticas y nutricionales (Chukwuma et al., 2021).

La extraccion y purificacion de los compuestos bioactivos de la cascara de litchi
implican el uso de diferentes disolventes y técnicas, cada una con su propia
eficiencia y selectividad para ciertos compuestos. La fraccidn acetonica, por
ejemplo, ha demostrado ser particularmente efectiva para extraer fenoles y
polifenoles, que son conocidos por sus propiedades antioxidantes vy
antiinflamatorias (Z. Zhang et al., 2004a). Otros estudios han utilizado métodos
como la hidrolisis acida y la filtraciéon en gel para separar y purificar compuestos
especificos, lo que permite una caracterizacion detallada de la composicion quimica
de los extractos (Y. Jiang et al., 2004 ). Entre los compuestos bioactivos identificados
en la cascara de litchi se encuentran los flavonoides, taninos, procianidinas y acidos
fendlicos. Estos compuestos han mostrado una variedad de actividades bioldgicas
en estudios preclinicos y clinicos (C. Liu et al., 2020). Los taninos, por su parte, han
demostrado tener propiedades antimicrobianas y antiinflamatorias, lo que los hace
utiles en el tratamiento de infecciones y en la modulacion de respuestas

inflamatorias (Singh et al., 2019).

La extraccion de estos compuestos no solo contribuye a la valorizaciéon de un
residuo agroindustrial, sino que también abre nuevas posibilidades para el
desarrollo de productos naturales con aplicaciones en la medicina y la industria
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alimentaria. La cascara de litchi, tradicionalmente considerada un residuo, posee
una rica variedad de compuestos bioactivos con significativas propiedades
terapéuticas. Estos hallazgos subrayan la importancia de continuar investigando y
optimizando las técnicas de extraccién para maximizar el potencial de la cascara de

litchi como fuente de compuestos bioactivos utiles.

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Material vegetal

La cascara de litchi de variedad Racimo Rojo (cv Mauritius), fue proporcionada por
productores de nieve, recolectadas en Huichihuayan ubicado en Huehuetlan en la
Huasteca Potosina del estado de San Luis Potosi en México (21°28'57"N
98°58'07"W), en mayo de 2022 y 2023, obteniendo dos muestreos (CL22 y CL23).
Posteriormente, las muestras fueron trasladadas al laboratorio de investigacion en
alimentos de la Facultad de Estudios Profesionales Zona Huasteca, donde se
secaron en una estufa (ECOSHEL LCD-65BE) a 55 °C durante 24 h. Una vez secas,

las cascaras se procesaron en un molino y se resguardaron hasta su uso.

2.2.2. Preparacion del extracto vegetal

Se utilizé un sistema de extraccion asistida por microondas (MAE) (Anton Paar), con
16 recipientes de teflon sellados y control automatico de la temperatura. El proceso
utilizé una potencia de 50 W y mantuvo una temperatura de 70 °C. El protocolo de
extraccion de la cascara de litchi consistio en utilizar muestras secas (5 g), que luego
se trataron con etanol (50 mL) en una proporcion solido/disolvente de 1:10 (p/v)
durante 20 min. Tras la extraccion, los extractos se filtraron y el disolvente se
evaporo a presion reducida utilizando un evaporador rotativo Bichi R-100 a 40°C y
175 mbar, obteniéndose un extracto crudo seco (EC) por cada lote de litchi (EC22

y EC23). Todas las extracciones se realizaron por triplicado.

2.2.3. Fraccionamiento de extractos vegetales

Los extractos EC22 y EC23 se fraccionaron utilizando una columna de

empaquetamiento cromatografico Sephadex LH-20, comenzando con 350 mL de
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agua, siguiendo con 750 mL de etanol y terminando con 380 mL de acetona al 70%,
aumentando la fuerza de elucion. Los EC (500 mg en agua) se aplicaron
directamente al empaque cromatografico previamente equilibrado con agua v,
posteriormente, se eluyd la fase movil. Las fracciones se agruparon manualmente
para cada disolvente de la elucion y se evaporaron al vacio para eliminar los
disolventes organicos. Finalmente, se obtuvieron 3 fracciones que sdlo se utilizaron
en la caracterizacion quimica y en la diarrea inducida por aceite de ricino, la fraccion

acuosa (FW), la fraccion etandlica (FE) y la fraccion acetonica (FA).

2.2.4. Determinaciones colorimétricas

Se realizaron determinaciones colorimétricas en las fracciones obtenidas de EC22,
mientras que para EC23, estas determinaciones se llevaron a cabo durante el
proceso de fraccionamiento. Se recolectaron muestras a intervalos de 3 min y se
realizaron las siguientes determinaciones colorimétricas: azucares reductores (Bello
Gil et al., 2006), polifenoles totales (Wong-Paz et al., 2015) y procianidinas totales
(Porter et al., 1985). Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

2.2.4.1. Azucares reductores (AR)

La determinacion de azucares reductores se realiz6 mediante el método del acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS). Se afadieron 0,5 mL de la muestra (dilucion 1:1000) y
0,5 mL de reactivo DNS a tubos con tapdn de rosca cubiertos con papel de aluminio
para proteger la reaccion de la luz. Los tubos se colocaron en un bafio de agua a
100°C durante cinco min. La reaccion se detuvo enfriando en hielo durante cinco
min y se afadieron 2,5 mL de agua destilada a cada tubo. La absorbancia se ley6
a 540 nm utilizando un espectrofotdmetro. Los azucares reductores se expresaron

como concentracion de azucares reductores en equivalentes de glucosa (mg/L).

2.2.4.2. Polifenoles totales (PT)

Para la determinacion de TP, se mezclaron 800 uL de la muestra con 800 uL de
reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich), se agitaron y se dejaron durante 5 min. A
continuacion, se anadieron 800 uL de Na.COs3; (0,01M), se agitaron y se dejaron de
nuevo durante 5 min. Por ultimo, se diluyé la solucion con 5 mL de agua destilada y
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se leyd la absorbancia a 790 nm. EI TP se expres6 como concentracién de
polifenoles en equivalentes de acido galico (mg/L).

2.2.4.3. Procianidinas totales (PCs)

Se prepard una solucién de 1-butanol:HCI (95:5 v/v). Las muestras se disolvieron
en metanol a una concentracion de 2 g/L. A continuacion, se mezclaron 250 uL de
cada muestra con 1,5 mL de solucion de 1-butanol:HCI y 50 pyL de solucion de
reactivo de hierro [(NHsFe (SO4)2-12H20) en HCI 2 M, 2% p/v]. Las soluciones se
calentaron en agua durante 40 min a 90 °C. Las muestras se leyeron a 550 nm
utilizando un espectrofotometro (Varian 50 Bio). Las PC se cuantificaron por
comparacion con una curva estandar de procianidina C1 (Sigma-Aldrich) y se
expresaron como concentracion de procianidinas totales en equivalentes (mg
PC1/L).

2.2.5. Determinaciones cualitativas

Se realizaron evaluaciones cualitativas al EC22 y EC23 y sus respectivas
fracciones. Para identificar la presencia de alcaloides, se realizé la prueba de Mayer.
A 200 pL del EC se le agregaron tres gotas del reactivo de Mayer, vertiéndolo
cuidadosamente por un lado del tubo de ensayo. Un precipitado blanco-cremoso
indico una prueba positiva (Raaman, 2006).

Para identificar insaturaciones, se utilizdé una prueba con permanganato de potasio
(KMnOg4). A 200 pL del EC se le afadié gota a gota una solucion de KMnOg4 al 2%
en agua. La prueba se considero positiva si se observo decoloracién o la formacion
de un precipitado café, resultado de la formacion de bioxido de manganeso
(Harborne, 1980). Adicionalmente, se realizé la prueba de Baljet, en la cual se
utilizaron dos soluciones que se mezclaron en iguales volumenes antes de usarse.
La solucion A contenia 0.5 g de acido picrico en 50 mL de etanol, y la solucion B, 5
g de NaOH en 50 mL de agua. Para la prueba, se agregaron 200 yL del EC y 4
gotas del reactivo. La prueba fue positiva si la mezcla adquirid una coloracion
naranja o rojo oscuro (Torres-Castillo et al., 2013).
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Para la deteccion de flavonoides, se empleé la prueba del H2SO4. Se colocaron 200
pL del extracto y 200 uL de acido sulfurico concentrado. La prueba fue positiva
cuando se observaron coloraciones amarillas para flavonas y flavonoles, naranja-
guinda para flavonas, rojo-azulosa para chalconas y rojo-purpura para quinonas. Se
utilizé6 agua destilada como control negativo y guayaba como control positivo
(Torres-Castillo et al., 2013).

La presencia de taninos se determind mediante la prueba del FeCls. A 200 pL del
extracto se le adicionaron unas gotas de FeCls al 5%. La aparicidén de un precipitado
rojo, azul violeta o verde se considero positivo (Torres-Castillo et al., 2013).

Para identificar cumarinas, se realizo la prueba de hidroxido de sodio. Se colocaron
200 pL del extracto y se le agregd 200 L de solucion de NaOH al 10%. La prueba
fue positiva al aparecer una coloracion amarilla que desaparecio al acidular con 200
pL de HCI. Se utilizé agua destilada como control negativo y canela como control
positivo (Harborne, 1980).

2.2.6. HPLC-ESI-MS

Los analisis por cromatografia liquida de alto rendimiento de fase reversa se
realizaron en un sistema HPLC de Varian que incluia un automuestreador (Varian
ProStar 410, EE.UU.), una bomba ternaria (Varian ProStar 2301, EE.UU.) y un
detector PDA (Varian ProStar 330, EE.UU.). También se utilizd6 un espectrometro
de masas de trampa idnica de cromatografia liquida (Varian 500-MS IT Mass
Spectrometer, EE.UU.) equipado con una fuente de iones de electrospray. Las
muestras (EC, FW, FE y FA) se prepararon con 10 mg de cada una disueltos en 2
mL de etanol al 70%. Las muestras (5 yL) se inyectaron en una columna Denali C18
(150 mm x 2,1 mm, 3um, Grace, EE.UU.). La temperatura del horno se mantuvo a
30 °C. Los eluyentes fueron acido formico (0,2 %, v/v; disolvente A) y acetonitrilo
(disolvente B). Se aplico el siguiente gradiente: inicial, 3% B; 0-5 min, 9% B lineal;
5-15 min, 16% B lineal; 15-45 min, 50% B lineal. A continuacion, se lavo y
reacondiciond la columna. El caudal se mantuvo a 0,2 mL/min y la elucion se
monitorizo a 245, 280, 320 y 550 nm. Todo el effluyente (0,2 mL/min) se inyecto en

la fuente del espectrometro de masas, sin division. Todos los experimentos de EM
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se realizaron en el modo negativo [M-H]-1. Se utilizé nitrbgeno como gas
nebulizador y helio como gas de amortiguacion. Los parametros de la fuente de
iones fueron: voltaje de nebulizacion 5,0 kV y, voltaje capilar y temperatura fueron
90,0 V y 350 °C, respectivamente. Los datos se recogieron y procesaron utilizando
el software MS Workstation (V 6.9). Las muestras se analizaron en primer lugar en
modo de barrido completo adquirido en el intervalo m/z 50-2000 (Cerda-Cejudo et
al., 2022).

2.3. Resultados y Discusién

2.3.1. Rendimientos de extraccion

Durante el proceso de extraccién de la cascara de lichi, 35 gramos de cascara
produjeron 2,8 g de extracto seco, lo que dio lugar a un rendimiento del 8 + 4% para
CL22. Para CL23, 35 g de cascara produjeron 2.3 g de extracto seco, lo que dio
lugar a un rendimiento del 6.5+.2, por lo tanto, se encontraron diferencias

significativas entre los dos lotes de extractos, como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Rendimientos de extraccién para ambos lotes de cascara de litchi.

Cascara de litchi Extracto seco Rendimiento (%,
(9) (9) p/p)
CL22 35 2.8 8+.4
CL23 35 2.3 6.5+.2*

Cada valor esta dado como la media + SEM de las observaciones (n = 3) *p < 0,05

2.3.2. Caracterizacion quimica

2.3.2.1. Determinacion de AR, PT y PCs

Se determinaron los AR, PT y PCs del EC22 y sus fracciones, la Figura 3 muestra
los resultados obtenidos. EI EC tuvo un contenido de AR de 75,9 + 2,9 mg GE/L, un
contenido de PT de 74 £ 3 mg GAE/L, y no se detectaron PCs. La FW mostr6 un
contenido de AR de 59,9 + 2,1 mg GE/L, sin PT ni PCs detectables. La FE tuvo un
contenido de RS de 34,4 + 1,5 mg GE/L, un contenido de PT de 105,9 + 6 mg GAE/L

73



y no se detectaron PCs. La FA presento los valores mas altos, con un contenido de
AR de 96,5 + 2,9 mg GE/L, un contenido de PT de 204,7 + 2,9 mg GAE/L, y un
contenido de PCs de 289,5 + 19,3 mg PC1/L.

En el proceso de fraccionamiento del EC23 utilizando Sephadex LH-20, la
monitorizacion de azucares reductores, polifenoles totales y procianidinas reveld
perfiles de separacion distintos a lo largo del tiempo de elucion (Figura 4). Se
observaron picos de AR en las tres fracciones, concretamente a los 10, 55, 130 y
140 min, con una concentracion maxima de 375,8 + 52,1 mg GE/L. Para PT, se
detectaron picos significativos a los 70, 130 y 140 min, con una concentracion
maxima de 540,5 £ 72 mg GAE/L, indicando la eluciéon de compuestos polifendlicos
sblo en FE y FA. Las PCs se detectaron exclusivamente en FA, concretamente a
los 130 min, con una concentracion maxima de 552,2 + 114,5 mg PC1/L, lo que
indica la especial eficacia de la acetona en la extraccién de estos compuestos. Esto
pone de manifiesto la importancia de la eleccion del disolvente en el proceso de
extraccion, ya que la acetona solubiliza las procianidinas en comparacion con otros

disolventes utilizados.
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Figura 3. AR, PT y PCs detectadas en el EC22 y sus fracciones
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Figura 4. Perfiles de separacion durante el tiempo de elucion para AR, PT y PCs

2.3.2.2. Determinaciones cualitativas

La diversidad de compuestos detectados en las diferentes fracciones del extracto
de cascara de litchi CL22 refleja la complejidad quimica del material vegetal (Tabla
4). Observamos una presencia significativa de insaturaciones en todas las
fracciones, lo que sugiere que estos compuestos son extractables en una variedad
de condiciones y pueden contribuir a las propiedades bioldgicas del extracto. La
concentracion de taninos y flavonoides es particularmente alta en la fraccion
acetonica (FA), lo que indica que este solvente es particularmente adecuado para
extraer fenoles y polifenoles de la cascara de litchi. Esto es importante ya que
ambos grupos de compuestos son conocidos por sus propiedades El perfil
fitoquimico de CL23 (Tabla 4) muestra una ausencia de alcaloides en todas las
fracciones, similar a CL22, lo que sugiere que estos compuestos no son
predominantes en los extractos de cascara de litchi o que los métodos de extraccion
y fraccionamiento empleados no favorecen su solubilizacion La presencia constante
de insaturaciones en todas las fracciones subraya una caracteristica comun entre
los dos lotes La presencia de taninos en las fracciones EC y FE, y de cumarinas en
la fraccion FE, es consistente con CL22, sugiriendo que estos compuestos se
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extraen eficazmente con etanol. Sin embargo, la presencia de taninos en la fraccion
FA en CL23, que no se observo en CL22, podria reflejar una variabilidad en la

composicién de taninos o en la eficiencia de extraccion entre lotes.

Tabla 4. Determinaciones cualitativas de CL22 y CL23

Compuesto quimico EC FW FE FA
Alcaloides - - - +
Insaturaciones ++ + + ++
Sesquiterpenlactonas + - - +
CL22 :
Taninos + - + ++
Flavonoides + - ++ ++
Cumarinas + - ++ ++
Alcaloides - - - -
Insaturaciones + + + +
Sesquiterpenlactonas + - ++ -
CL23 -
Taninos + - + +
Flavonoides + - + -
Cumarinas + - + -

(-) Ausencia, (+) Presencia minima, (++) Presencia notable

2.3.2.3. Caracterizacion HPLC — ESI — MS

se identificaron diversos compuestos bioactivos en las diferentes fracciones del
extracto etandlico de la cascara de litchi. Las fracciones analizadas incluyeron el
extracto crudo (EC), la fraccién acuosa (FW), la fraccion etandlica (FE) y la fraccion

acetonica (FA).

Para CL22 se identificaron los siguientes compuestos (figura 5), el cromatograma
del EC reveld varios compuestos bioactivos, destacando el acido cafeico 4-O-
glucosido, identificado con un tiempo de retencion de aproximadamente 6 min y un
peso molecular de 341 m/z. También se identificaron la procianidina trimero A, con
un peso molecular de 862.8 m/z, y la (+)-catequina, con un peso molecular de 289
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m/z. Otros compuestos importantes en el extracto crudo incluyeron el dimero de
prodelfinidina B3 y el dimero de procianidina B1, con pesos moleculares de 609.1
m/z y 577 m/z, respectivamente. En la FW, el principal compuesto identificado fue
el acido cafeico 4-O-glucosido, con un peso molecular de 341.1 m/z y un tiempo de
retencién similar al del extracto crudo. La FE presenté una mayor diversidad de
compuestos bioactivos. Entre ellos, se identificaron el acido cafeico 4-O-glucésido,
con un peso molecular de 341 m/z, el secoisolariciresinol, con un peso molecular de
364.8 m/z, y el catecol, con un peso molecular de 109 m/z. Ademas, se observaron
procianidinas como el trimero A y dimeros como el de prodelfinidina B3 y el de
procianidina B1, con pesos moleculares de 862.8 m/z, 609.1 m/z y 577 m/z,
respectivamente. También se identifico la apigenina 6,8-di-C-glucdsido, con un peso
molecular de 593.1 m/z. La FA mostré un perfil distintivo, destacando la presencia
del pentamero de procianidina, con un peso molecular de 1440.6 m/z, asi como
otros compuestos como el trimero de procianidina A y el dimero de prodelfinidina
B3, con pesos moleculares de 862.8 m/z y 609.1 m/z, respectivamente. El acido
cafeico 4-O-glucdsido también fue detectado en esta fraccion.

Para CL23 se identificaron los siguientes compuestos (figura 6), EI cromatograma
del EC revel6 varios compuestos bioactivos, destacando el acido cafeico 4-O-
glucosido, identificado con un tiempo de retencion de aproximadamente 6 min y un
peso molecular de 340.8 m/z. También se identificaron la procianidina trimero A,
con un peso molecular de 862.3 m/z, y la (+)-catequina, con un peso molecular de
288.7 m/z. Otros compuestos importantes en el extracto crudo incluyeron el dimero
de prodelfinidina B3 y el dimero de procianidina A2, con pesos moleculares de 608.6
m/z y 574.8 m/z, respectivamente. En la fraccion acuosa, los compuestos
principales identificados fueron el acido cafeico 4-O-glucésido, con un peso
molecular de 340.9 m/z y un tiempo de retencion similar al del extracto crudo.
También se detectaron el acido 4-hidroxibenzoico 4-O-glucésido (298.8 m/z) y el
rosmanol (344.8 m/z), asi como la (+)-catequina (288.9 m/z). La fraccion acuosa
mostro un perfil mas simple en comparacion con las otras fracciones, indicando una

menor cantidad de compuestos bioactivos detectables. La fraccion etandlica
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presentd una mayor diversidad de compuestos bioactivos. Entre ellos, se
identificaron el acido cafeico 4-O-glucdsido, con un peso molecular de 340.9 m/z, el
catecol, con un peso molecular de 108.9 m/z, y la (+)-catequina, con un peso
molecular de 288.9 m/z. Ademas, se observaron procianidinas como el dimero de
prodelfinidina B3 y el dimero de procianidina A2, con pesos moleculares de 608.7
m/z 'y 574.6 m/z, respectivamente. La fraccion acetdnica mostré un perfil distintivo,
destacando la presencia del pentamero de procianidina, con un peso molecular de
1440.9 m/z, asi como otros compuestos como el procianidina trimera A y la
procianidina tetramero A, con pesos moleculares de 862.5 m/z y 1151.2 m/z,
respectivamente. También se detectd la procianidina A2 con un peso molecular de
574.6 m/z.
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Figura 5. Cromatogramas CL22 del (A) extracto crudo. (B) Fraccion agua, (C)
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En la tabla 5 se muestran los compuestos tentativos identificados en ambos lotes

de cascara de litchi.

Tabla 5. Lista de compuestos tentativos detectados en CL22 y CL23

Tiempo de [M-H]- Compuesto tentativo Familia Referenci
retencion m/z as
EC
- : A ) (R. Zhang
8.48 341 Acido cafeico 4-0 Acidos hidroxicinamicos et al.,
9 2013)
o o (Sun et
30.18 574.8 Procianidina A2 Proantocianidinas al., 2010)
(R. Zhang
38.28 289 (+)-Catequina Catequinas etal.,
2013)
Cn . Trimeros de (Sui et al.,
42.48 862.8 Procianidina trimero A proantocianidinas 2016)
Dimero de Dimeros de
aa.17 609.1 prodelfinidina B3 proantocianidinas )
FW
- . A ) (R. Zhang
8.64 3414 Acido caleico 4-0 Acidos hidroxicinamicos et al.,
9 2013)
FE
24.19 109 Catecol Otros polifenoles -
(R. Zhang
37.33 289 (+)-Catequina Catequinas etal.,
2013)
Dimero de Dimeros de
43.24 609.1 prodelfinidina B3 proantocianidinas )
FA
Pentamero de Pentameros de
9.82 14406 procianidina proantocianidinas )
o , Trimeros de (Sui et al.,
43.19 862.9 Procianidina trimero A proantocianidinas 2016)

Los resultados obtenidos en la extraccion de cascara de litchi muestran diferencias
significativas en los rendimientos de los lotes CL22 y CL23. El lote CL22 present6
un rendimiento de extraccién del 8 + 0.4%, mientras que el lote CL23 tuvo un
rendimiento del 6.5 + 0.2%. Estas diferencias pueden atribuirse a variaciones en la
composicidon quimica de las cascaras de litchi, posiblemente influenciadas por
factores como la madurez del fruto, las condiciones de cultivo y las técnicas de
procesamiento (lbrahim & Mohamed, 2015). Ademas, los estudios sobre la
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caracterizacion de la cascara de litchi indican que estos compuestos son sensibles
a las condiciones de extraccion y almacenamiento, lo cual es consistente con las
observaciones de la variabilidad entre los lotes CL22 y CL23 (Z. Zhang et al.,
2004a).

La caracterizacion quimica de los extractos muestra una variedad de compuestos
bioactivos, incluyendo flavonoides, taninos y procianidinas. Ademas, factores como
la temperatura y el tiempo de extraccion también juegan un papel crucial en la
eficiencia del proceso, como lo han sehalado estudios sobre la extraccion de
pigmentos y flavonoides de la cascara de litchi (Cui-rong, 2006). Por lo tanto, la
optimizacién de las condiciones de extraccion es esencial para maximizar el
rendimiento y la calidad del extracto en cuanto a su contenido de compuestos
bioactivos. A pesar de obtener un rendimiento menor en CL23, sus fracciones
demostraron los niveles mas altos de azucares reductores (AR), polifenoles totales
(PT)y procianidinas (PCs), con 375.8 £ 52.1 mg GE/L, 540.5 + 72 mg GAE/L y 552.2
+ 114.5 mg PC1/L respectivamente. Los rendimientos y contenidos de compuestos
bioactivos de los extractos son consistentes con datos previos que reportan altos
niveles de flavonoides y otros polifenoles en la cascara de litchi. Por ejemplo, un
estudio de Feng-yan, (2010) optimizé la extraccion de flavonoides de la cascara de
litchi utilizando etanol, obteniendo un rendimiento del 7.68%, similar a los resultados
para CL22. La diversidad de compuestos detectados en las diferentes fracciones
del extracto de cascara de litchi CL22 refleja la complejidad quimica del material
vegetal. La presencia significativa de insaturaciones en todas las fracciones sugiere
que estos compuestos son extractables bajo diversas condiciones y pueden
contribuir a las propiedades biolégicas del extracto. Estudios previos han mostrado
que la cascara de litchi contiene varios compuestos bioactivos, como flavonoides,
taninos y procianidinas, que poseen actividades antioxidantes y antiinflamatorias (C.
Liu et al., 2020). La concentracion de taninos y flavonoides es particularmente alta
en la fraccion acetonica (FA) de CL22, lo que indica que este solvente es
especialmente adecuado para extraer fenoles y polifenoles de la cascara de litchi.

Este resultado es consistente con estudios que demuestran la efectividad de la
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acetona para solubilizar procianidinas en comparacion con otros disolventes (Z.
Zhang et al., 2004b). La presencia constante de insaturaciones en todas las
fracciones destaca una caracteristica comun entre los dos lotes (CL22 y CL23), lo
que subraya la consistencia en la extraccion de estos compuestos a pesar de las
variaciones en el proceso de fraccionamiento. El perfil fitoquimico de CL23 muestra
una ausencia de alcaloides en todas las fracciones, similar a CL22. Esto sugiere
que estos compuestos no son predominantes en los extractos de cascara de litchi
o que los métodos de extraccion y fraccionamiento empleados no favorecen su
solubilizacion. La presencia de taninos en las fracciones EC y FE, y de cumarinas
en la fraccion FE, es consistente con los resultados de CL22, sugiriendo que el
etanol es un solvente eficaz para extraer estos compuestos. Sin embargo, la
presencia de taninos en la fraccién FA en CL23, que no se observé en CL22, podria
reflejar una variabilidad en la composicion de taninos o en la eficiencia de extraccion
entre lotes (Sarni-Manchado et al., 2000). Los resultados del estudio confirman la
presencia y variabilidad de compuestos bioactivos en los extractos de cascara de
litchi, con diferencias significativas entre los lotes CL22 y CL23. Estas diferencias
pueden ser aprovechadas para optimizar los procesos de extraccion y
fraccionamiento, maximizando la obtencidn de compuestos de interés para
aplicaciones terapéuticas y nutricionales. La relevancia de este estudio resalta la
importancia de continuar investigando las propiedades y aplicaciones de la cascara
de litchi en diversas areas de la salud y la industria.

3.4. Conclusiones

Los resultados de este estudio proporcionan una caracterizacién detallada de los
compuestos quimicos presentes en los extractos de cascara de litchi, destacando
la diversidad de compuestos bioactivos, tales como flavonoides, taninos y
procianidinas. La variabilidad observada entre los lotes CL22 y CL23 subraya la
influencia de factores como la madurez del fruto, las condiciones de cultivo y las
técnicas de procesamiento en la composicion quimica de los extractos. La presencia
de taninos y flavonoides, especialmente en las fracciones extraidas con etanol y

acetona, destaca la capacidad de estos solventes para extraer compuestos con
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actividades bioldgicas significativas. La cascara de litchi se presenta como una
fuente rica y viable de compuestos bioactivos con potenciales aplicaciones
terapéuticas y nutricionales. La caracterizacion detallada de los extractos reveld una
complejidad quimica que puede ser utilizada para el desarrollo de productos
naturales y sostenibles. La extraccion y fraccionamiento es esencial para maximizar
la obtencion de estos compuestos, 10 que permitira un uso mas eficiente y efectivo

de este recurso vegetal en la industria de la salud y la alimentacion.
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Resumen

El litchi (Litchi chinensis), una fruta tropical ampliamente cultivada, ha sido utilizado
en la medicina tradicional china para tratar diversas afecciones, incluida la diarrea.
Este estudio evalud la actividad antidiarreica del extracto etandlico de la cascara de
litchi en un modelo murino. La diarrea, una condicidon caracterizada por
evacuaciones liquidas frecuentes, es una causa significativa de mortalidad infantil,
especialmente en paises en desarrollo. Los efectos secundarios de los tratamientos
convencionales subrayan la necesidad de nuevos compuestos terapéuticos. Se
utilizaron ratones Balb/c para evaluar la actividad antidiarreica y antinociceptiva del
extracto. La actividad antioxidante del extracto se evalué mediante los métodos
DPPH, ABTS y FRAP, mostrando una capacidad significativa de eliminacion de
radicales libres. Para la actividad antidiarreica, el extracto se administré a ratones
con diarrea inducida por aceite de ricino, demostrando un retraso significativo en el
inicio de la diarrea y una reduccion en la frecuencia de las deposiciones. El extracto
también mostré una modulacion efectiva de la motilidad gastrointestinal, aunque no
inhibid la acumulacion de liquido intestinal. Ademas, el extracto exhibié propiedades
antinociceptivas comparables a las de analgésicos tradicionales en el modelo de
retorcimiento inducido por acido acético. Estos resultados sugieren que los
compuestos bioactivos presentes en la cascara de litchi, como los flavonoides y
taninos, contribuyen a su actividad antidiarreica y antinociceptiva. La sinergia entre
los componentes del extracto completo parece ser clave para su eficacia,
destacando la importancia de no fraccionar en exceso estos compuestos. Este
estudio apoya el uso del extracto de cascara de litchi en la medicina tradicional y
sugiere su potencial para desarrollar nuevos tratamientos naturales para la diarrea

y el dolor.

Palabras clave: Extracto etandlico, actividad antidiarreica, actividad antinociceptiva,
actividad antioxidante.
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Abstract

Litchi (Litchi chinensis), a widely cultivated tropical fruit, has been used in traditional
Chinese medicine to treat various conditions, including diarrhea. This study
evaluated the antidiarrheal activity of ethanolic extract of litchi peel in a murine
model. Diarrhea, a condition characterized by frequent watery bowel movements, is
a significant cause of infant mortality, especially in developing countries. The side
effects of conventional treatments underscore the need for new therapeutic
compounds. Balb/c mice were used to evaluate the antidiarrheal and antinociceptive
activity of the extract. The antioxidant activity of the extract was evaluated by DPPH,
ABTS and FRAP methods, showing a significant free radical scavenging capacity.
For antidiarrheal activity, the extract was administered to mice with castor oil-induced
diarrhea, demonstrating a significant delay in the onset of diarrhea and a reduction
in stool frequency. The extract also showed effective modulation of gastrointestinal
motility, although it did not inhibit intestinal fluid accumulation. In addition, the extract
exhibited antinociceptive properties comparable to those of traditional analgesics in
the acetic acid-induced writhing model. These results suggest that bioactive
compounds present in litchi peel, such as flavonoids and tannins, contribute to its
antidiarrheal and antinociceptive activity. The synergy between the components of
the whole extract appears to be key to its efficacy, highlighting the importance of not
over-fractionating these compounds. This study supports the use of litchi peel extract
in traditional medicine and suggests its potential for developing new natural
treatments for diarrhea and pain.

Key words: Ethanolic extract, antidiarrheal activity, antinociceptive activity,
antioxidant activity.
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Capitulo 3. Evaluacion en un modelo murino de la actividad

antidiarreica del extracto etanodlico de la cascara de litchi.

3.1. Introduccion

El litchi (Litchi chinensis), un miembro de la familia Sapindaceae, es una fruta
tropical y subtropical ampliamente cultivada en mas de 20 paises, especialmente en
China e India, que son los mayores productores a nivel mundial. Conocido por su
sabor dulce y su alto valor nutritivo, el litchi ha sido denominado el "Rey de las
Frutas" en China debido a sus beneficios tanto culinarios como medicinales (Soni &
Agrawal, 2017). El uso del litchi en la medicina tradicional china esta bien
documentado, donde se ha utilizado durante siglos para tratar una variedad de
enfermedades. Las partes utilizadas incluyen las hojas, las flores, los frutos, las
semillas y el pericarpio. Tradicionalmente, se ha empleado para tratar ulceras
estomacales, diabetes, tos, diarrea, dispepsia, y para eliminar parasitos intestinales.
Estos usos etnomédicos estan respaldados por estudios que demuestran que el
litchi posee actividades antioxidantes, hipoglucemiantes, hepatoprotectoras,
hipolipemiantes, antiobesidad, anticancerigenas, antiateroscleréticas, hipotensivas,
neuroprotectoras e inmunomoduladoras (Ibrahim & Mohamed, 2015). En particular, el
litchi ha sido utilizado para aliviar trastornos gastrointestinales, incluida la diarrea, lo
que subraya su potencial en el tratamiento de esta condicidén. La diarrea es una
condicion médica caracterizada por evacuaciones liquidas y frecuentes, a menudo
acompanadas de dolor abdominal, fiebre y deshidratacién. Esta enfermedad puede
ser causada por infecciones bacterianas, virales o parasitarias, asi como por
factores no infecciosos como intolerancias alimentarias y enfermedades
inflamatorias del intestino. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la
diarrea es una de las principales causas de mortalidad infantil a nivel mundial,
siendo responsable de aproximadamente 525,000 muertes de nifios menores de
cinco anos cada afno (WHO, 2020). En México, la diarrea sigue siendo un problema
significativo de salud publica. Datos recientes del Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI) reportan que, aunque la mortalidad por enfermedades diarreicas

ha disminuido en las ultimas décadas, aun representa una carga considerable en
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términos de morbilidad y uso de servicios de salud, especialmente en comunidades
rurales y marginadas (INEGI, 2020). La busqueda de nuevos compuestos bioactivos
para el tratamiento de la diarrea es crucial debido a la creciente resistencia a los
antibioticos y los efectos secundarios asociados con los tratamientos
farmacoldgicos convencionales. Los compuestos bioactivos presentes en la cascara
de litchi, como los flavonoides, taninos y procianidinas, han mostrado propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias en diversos estudios, lo que sugiere su potencial
para el desarrollo de nuevos tratamientos antidiarreicos (L. Wang et al., 2011). El
uso de la cascara de litchi como fuente de compuestos bioactivos no solo ofrece
una solucion sostenible al problema del desperdicio agroindustrial, sino que también
proporciona una base para el desarrollo de tratamientos naturales y efectivos para
la diarrea. La capacidad de estos extractos para mantener una actividad
antioxidante y antiinflamatoria constante a lo largo de diferentes temporadas es
crucial para su aplicacion en la industria farmacéutica y alimentaria. Esta estabilidad
estacional asegura que los productos derivados de estos extractos ofrezcan
beneficios consistentes, independientemente del momento de la cosecha, lo cual es
vital para garantizar la calidad y eficacia de los productos finales.

3.2. Materiales y Métodos

3.2.1. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de EC22 y EC23 se evalu6 mediante tres métodos
complementarios: DPPH (1, 1-difenil-2-picril-hidrazilo), ABTS (sal de 2,2'-azinobis
[acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico]-diamonio) (Marc et al., 2004) y FRAP (2,4,6-
tri[2-piridil]-1,3,5-triazina) (Pellegrini et al., 2003).

3.2.1.1. Actividad de barrido de radicales libres medida por DPPH

Se prepar6 una solucién de 60 uM de DPPH en metanol y se afiadieron 2950 uL de
esta solucion a 50 uL de extracto resuspendido en agua destilada (1 g L). La
mezcla se agitd enérgicamente y se dejo reposar a temperatura ambiente durante

30 min. A continuacién, se midio la absorbancia a 517 nm (espectrofotometro Varian
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50 Bio). La capacidad de eliminacion del radical DPPH se calcul6 mediante la

siguiente ecuacion:
Inhibicion(%)=(Abs control-Abs muestra)/(Abs control) x100

3.2.1.2. Procedimiento de ensayo con ABTS

ABTS (96,02 mg) y persulfato de potasio (66,24 mg) se disolvieron cada uno en
tampon de acido acético a pH 4,5 para preparar dos soluciones madre
separadas, cada una diluida a 25 mL y 100 mL, respectivamente. La
concentracion de persulfato de potasio en su solucidon fue de 2.45 mmol/L.
Estas soluciones madre se combinaron en volumenes iguales y se dejaron
reaccionar en la oscuridad a temperatura ambiente durante 12-16 h para
formar la solucion de reaccidn ABTS. A continuacion, esta solucion se diluyo
de 2,80 mL a 65 mL en tampodn acetato, obteniéndose la solucion de trabajo
de ABTS. La solucion de trabajo se mantuvo en la oscuridad a temperatura
ambiente durante 30 min antes de medir su absorbancia a 734 nm, que se
registré como 0,74 + 0,03. Para el ensayo de ABTS, se afiadieron 2000 pl de
esta solucion de trabajo de ABTS y 100,0 pl de la solucion de muestra al tubo
de ensayo, se mezclaron bien y se midié la absorbancia tras 7 min de
incubacion en la oscuridad. A continuacion, se midié la absorbancia a 517
nm (espectrofotdmetro Varian 50 Bio). La capacidad de eliminacién del
radical ABTS se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

Inhibicion(%)=(Abs control-Abs muestra)/(Abs control) x100

3.2.1.3. Procedimiento de ensayo FRAP

Se preparo un tampdn de acido acético a pH 3,6 disolviendo 455,30 mg de acetato
de sodio anhidro en 50 mL de agua destilada, anadiendo 3,97 mL de acido acético
glacial y diluyendo la mezcla hasta 250 mL para alcanzar una concentracion de 0,30
mol/L. Para la solucion de 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ), se disolvieron 156.20
mg de TPTZ en agua destilada, afadiendo 0.17 mL de acido clorhidrico
concentrado, y se diluyé a 100 mL para preparar una solucion de 10 mmol/L. Del

mismo modo, se disolvieron 270,03 mg de FeCl3-6H20 y se diluyeron a 50 mL para
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crear una solucién de 20 mmol/L de FeCls. Estas soluciones se combinaron en una
proporcion de 10:1:1 para formar la solucion de trabajo FRAP, la cual se incub6 a
37°C y se utilizé en 1-2 h. Para el ensayo FRAP, se ailadieron 1800,0 pl de solucién
de trabajo FRAP y 50 uL de solucion de muestra a un tubo de ensayo, se mezclaron
bien y se incubaron a 37 °C durante 15 min en la oscuridad. A continuacion, se midio
la absorbancia de la mezcla a una longitud de onda de 593 nm. Trolox sirvio de
patrébn para generar una curva estandar en condiciones de absorbancia que
oscilaban entre 0,2 y 0,8. Se utilizé agua destilada como control en blanco. El valor
FRAP, que indica la capacidad antioxidante de la muestra, se calculé mediante una

curva de calibracion con trolox.

3.2.2. Animales

Los ratones machos Balb/c, con un peso de 25-35 g, procedian del animalario de la
Division de Ciencias Naturales y Exactas (Universidad de Guanajuato). Los
animales se colocaron y alimentaron en condiciones estandar de laboratorio
(temperatura de 23 = 2 °C, humedad relativa de 52 + 5%, ciclo de luz y oscuridad
de 12:12 h, y agua ad libitum). Los experimentos se realizaron entre las 9:00 a.m. y
las 4:00 p.m. Todos los procedimientos con animales se llevaron a cabo de acuerdo
con los procedimientos para la experimentacion y cuidado de animales (SAGARPA,
NOM-062-Z00-1999, Ciudad de México, México) y bajo la aprobacion ética del
Comité de Etica Animal de la Universidad de Guanajuato (CIBIUG-P48-2022).

3.2.3. Tratamiento farmacolégico

Para los modelos in vivo, y debido a la disponibilidad del extracto solo se utilizé el
EC22. En los experimentos antidiarreicos, se privo a los ratones de alimento durante
16 h, pero se les dio acceso al agua, se agruparon (n = 7, controles y n = 3 en los
tratamientos) y se les administré por via oral solucién salina (vehiculo), EC (1-200
mg/kg p.o.) y sus fracciones (solo para la prueba de diarrea inducida por aceite de
ricino), un control positivo (1 mg/kg p.o. de loperamida) o atropina (2,5 mg/kg p.o.).
En el experimento antinociceptivo, se agruparon ratones (n = 8) y se les administro

por via oral solucion salina (vehiculo), EC (10 - 200 mg/kg p.o.) y naproxeno (NPX)
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a 100 mg/kg p.o. como control positivo. En todos los ensayos, los farmacos de

control y los tratamientos se administraron 1 h antes del experimento.

3.2.4. Toxicidad aguda

Se tratd a ratones con EC22 (10-2000 mg/kg p.o.) y se los vigilo para detectar signos
de toxicidad (es decir, inmovilidad, piloereccién, anorexia, patron respiratorio
inusual, etc.) y mortalidad cada 24 h durante 14 dias (Test No. 425: Acute Oral Toxicity:

Up-and-Down Procedure, 2022).

3.2.5. Actividad antidiarreica

3.2.5.1. Diarrea inducida por aceite de ricino

El EC22 y las fracciones obtenidas en el capitulo 3 se utilizaron para determinar
cual tenia una actividad biologica superior, con el fin de identificar el extracto o
fraccibn mas eficaz con fines antidiarreicos. A los ratones se les administro
oralmente aceite de ricino (4 mL/kg). A continuacion, se introdujo cada raton en
cilindros acrilicos con papel blanco. Durante 5 h, se midié el numero de heces
humedas y se registro el inicio de la diarrea (Calignano et al., 1997).

3.2.5.2. Transito del intestino delgado

Cada raton se coloco individualmente en cilindros acrilicos con papel blanco.
Después del tratamiento, cada raton recibié 25 mL/kg de una solucion compuesta
de carbon vegetal (10% p/v) y goma arabiga (5% p/v). Después de 30 min, se
practico la eutanasia a los ratones y se obtuvo su intestino. Se registro la distancia
recorrida por el carbdn vegetal a lo largo del intestino. Para ello, se midié tanto la
longitud total del intestino como la distancia especifica recorrida por el carbdn
vegetal (Meli et al., 1990).

3.2.5.3. Enteropooling inducido por aceite de ricino

Se administré aceite de ricino por via oral a ratones (4 mL/kg). Cada raton fue
introducido en cilindros acrilicos. Después de 1 h, se practicé la eutanasia a los
ratones, se obtuvo el intestino y se pesdé la acumulacion de liquido intestinal (Valle
et al., 2000).
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3.2.6. Actividad antinociceptiva

3.2.6.1. Retorcimiento inducido por acido acético

A cada grupo se le administraron 10 mL/kg de peso corporal de una solucién acuosa
de acido acético (1,0%) por via intraperitoneal. Inmediatamente, los ratones se
colocaron individualmente en cilindros acrilicos y se observd el numero de
contorsiones y estiramientos abdominales, contados durante un periodo de 0 a 20
min (Koster et al., 1959).

3.2.7. Analisis estadistico

Todos los datos se expresan como media * error estandar de la media (SEM). El
analisis estadistico se realizé mediante ANOVA unidireccional, seguido de la prueba
de Tukey para comparaciones multiples. Las diferencias se consideraron
significativas en *p < 0,05 frente al control negativo y **p < 0,05 frente al control
positivo, segun lo determinado por ANOVA y la prueba post hoc de Tukey. En esta

investigacion se utilizé GraphPad Prism 9.
3.3. Resultados y Discusién

3.3.1. Actividad antioxidante

Se evalud la actividad antioxidante de EC22 y EC23 mediante tres ensayos
diferentes: DPPH, ABTS y FRAP, cada uno de los cuales mide la capacidad de
barrido del extracto frente a diferentes radicales y reactivos.

3.3.1.1. Actividad depuradora de radicales DPPH

El ensayo DPPH revelé un aumento dependiente de la dosis en la actividad de
barrido de radicales. El EC22 demostré un porcentaje medio de inhibicion que
oscilaba entre el 2,3% en la concentracion mas baja (50 ppm) y el 77,3% en la
concentracion mas alta probada (800 ppm). EI valor de Clso, que indica la
concentracion a la que se elimina el 50% de los radicales DPPH, se calcul6 en 683,7
+ 72,4 yg/mL. ElI EC23, demostré un porcentaje medio de inhibicion que oscilaba
entre el 3.5% en la concentracion mas baja (50 ppm) y el 83,4% en la concentracion
mas alta probada (800 ppm). El valor Clso se calculdé en 741.7 + 0.1 yg/mL. En

cuanto a los valores de Clso de ambos extractos, no se encontraron diferencias
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significativas en su actividad antioxidante. Sin embargo, al utilizar trolox como
control positivo, con un valor de Clso de 200.1 + 2.7 pg/mL, se observd una mayor
actividad antioxidante, presentando diferencias significativas en comparacion con

los extractos crudos, como se muestra en la Figura 5.
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Figura 7. Evaluacion de la actividad antioxidante por DPPH

3.3.1.2. Ensayo del cation radical ABTS

El ensayo ABTS mostré una respuesta dependiente de la dosis, con porcentajes de
inhibicion para EC22 que aumentaron del 23,5% (100 ppm) al 97,6% (1600 ppm).
El valor IC50 para la decoloracién del cation radical ABTS se determin6 en 239,2 +
2,9 yg/mL. Los porcentajes de inhibicidn del EC23 aumentaron del 35,4% (100 ppm)
al 96,8% (1600 ppm). El valor Clso para la decoloracion del cation radical ABTS se
determindé en 219.3 + 17.5ug/mL. Sin embargo, al utilizar trolox como control
positivo, con un valor de Clsp de 159.7 £ 6.3, se observé una mayor actividad
antioxidante, presentando diferencias significativas en comparacién con EC22,

como se muestra en la Figura 6.
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Figura 8. Evaluacion de la actividad antioxidante por ABTS

3.3.1.3. Ensayo FRAP

En el ensayo FRAP, las medidas de absorbancia se correlacionaron positivamente
con las concentraciones, indicando un aumento proporcional del poder antioxidante
férrico reductor. Para el EC22 se obtuvieron 728.18 mg Trolox/L de actividad
antioxidante. Mientras que para el EC23 se obtuvieron 796.45 mg Trolox/L de
actividad antioxidante. Sin embargo, al utilizar trolox como control positivo, con un
valor de 100 mg Trolox/L, se observé una mayor actividad antioxidante, presentando
diferencias significativas en comparacion con los extractos, como se muestra en la

Figura 7.
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Figura 9. Evaluacion de la actividad antioxidante por FRAP

3.3.2. Toxicidad aguda

La toxicidad aguda del EC dio lugar a una dosis letal 50 (DLsp) superior a 2000
mg/kg p.o., y los ratones no mostraron signos visibles de toxicidad (es decir,
inmovilidad, piloereccion, anorexia, patron respiratorio inusual, etc.) durante 14 dias

tras una unica administracion de EC.

3.3.3. Actividad antidiarreica

La actividad antidiarreica del EC y sus fracciones se evalu¢ utilizando el modelo de
diarrea inducida por aceite de ricino como prueba de escrutinio (Tabla 6). EI EC y
sus fracciones administrados oralmente a 100 mg/kg mostraron diferentes tasas de
inhibicion de la diarrea que oscilaron entre 46,15y 70,8%. El EC mostrd la mayor
actividad antidiarreica. Por lo tanto, se llevaron a cabo mas experimentos solo con
EC. Ademas, FW (100 mg/kg p.o.) y EC (200 mg/kg p.o.) retrasaron (p<0,05) el
inicio de la diarrea con un efecto similar al mostrado por 2 mg/kg de loperamida. Por
el contrario, las dosis bajas de EC (1 y 10 mg/kg) retrasaron el inicio de la diarrea,
en comparacion con el grupo del vehiculo, pero con una eficacia inferior a la

mostrada por 2 mg/kg de loperamida. El EC disminuyé de forma dosis-dependiente
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la frecuencia de las deposiciones. La dosis eficaz 50 (EDso) calculada para el EC
fue de 1,56 mg/kg p.o. Debido a la inhibicion superior de la diarrea por el EC, se

realizaron estudios posteriores solo con el EC y no con las fracciones.

Para investigar mas a fondo las propiedades antidiarreicas, se estudié el efecto del
EC sobre el transito gastrointestinal y la acumulacién de liquido intestinal (Tabla 7 y
8). La administracion del EC a una dosis de 100 mg/kg redujo significativamente (p
< 0,05) el transito gastrointestinal monitorizado con carbon vegetal (59,2 %). Sin
embargo, este efecto fue menos pronunciado que el del grupo de control positivo
tratado con 2,5 mg/kg de atropina (78,8 %). El EC ralentizo el transito intestinal,
aunque en menor medida que la atropina, lo que indica un posible efecto modulador
sobre la motilidad gastrointestinal. Sin embargo, el EC (100 mg/kg) no mostré un
efecto positivo sobre la acumulacion de liquido intestinal en comparacion con el
control positivo 2,5 mg/kg de loperamida, que mostré una inhibicion del 67% de la
acumulacion de liquido. Por lo tanto, el EC no inhibi6 el enteropooling inducido por

el aceite de ricino.

Tabla 6. Actividad antidiarreica del extracto crudo y las fracciones

Frecuencia de

Grupo experimental (mg/kg) Inicio (min) las Inhibicion (%)
deposiciones
Control (vehiculo) 31.3+£2.2 9.3+0.6 -
Loperamida (2) 246 £ 17 1.14 £ 0.14 87.7£1.5
(1) 91+£7.4* 54+0.7 41.8 + 8***
EC (10) 90.71 £ 18** 3+0.3 67.7 £ 3.3*
(100) 158 + 45* 271+0.8 70.8+8.7*
(200) 209 + 25* 267+0.6 71.3+6.6*
FW (100) 210 £ 49* 5+25 46.15+27.1*
FE (100) 145.6 £ 13.2 43+0.8 53.3+9.5*
FA (100) 125.3+6.6 3.67+0.8 60.5+9.5*

Cada valor esta dado como la media + SEM de las observaciones (n = 7 ratones por grupo) *p < 0,05

vs control negativo, **p < 0,05 vs control positivo mediante ANOVA y la prueba post hoc de Tukey.

99



Tabla 7. Transito intestinal delgado del extracto crudo

Grupo experimental (mg/kg) indice peristaltico (%) Inhibicion (%)
Control (vehiculo) 929+0.9 7.1£0.9
Atropina (2.5) 2116+ 2.8 78.8412.8
EC (100) 40.8+2.8 59.2+2.8***

Cada valor esta dado como la media + SEM de las observaciones (n = 7 ratones por grupo) *p < 0,05

vs control negativo, **p < 0,05 vs control positivo mediante ANOVA y la prueba post hoc de Tukey.

Tabla 8. Enteropooling inducido por aceite de ricino del extracto crudo

Acumulacion de fluidos

Grupo experimental (mg/kg) Inhibicion (%)

(mg/cm)
Control (vehicle) 16.3 £ 1.83 -
Loperamide (1) 5.38 £ 0.86 67.011+5.32
EC (100) 26.68 £ 2.69 o~

Cada valor esta dado como la media + SEM de las observaciones (n = 7 ratones por grupo) *p < 0,05

vs control negativo, **p < 0,05 vs control positivo mediante ANOVA y la prueba post hoc de Tukey.

3.3.4. Actividad antinociceptiva

En el modelo de retorcimiento inducido por acido acético, el EC redujo
significativamente, de forma dosis-dependiente, el numero de contorsiones
abdominales, mostrando inhibicién (p<0,05) del dolor abdominal. Las dosis de 100
y 200 mg/kg de EC fueron diferentes y estadisticamente significativas con el control
negativo (vehiculo). EC 200 mg/kg demostro una inhibicion de la nocicepcion (59 +
8%) comparable a la eficacia observada con NPX 100 mg/kg (54 = 4%) (Tabla 9).
El valor DEso calculado para el EC fue de 160,27 mg/kg. Dado que el EC mostro
mayor potencia en la actividad antidiarreica que en la antinociceptiva, no se

realizaron mas experimentos de efectos antinociceptivos.

Tabla 9. Contorsiones abdominales inducidas por acido acético del extracto crudo
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Numero de

Grupo experimental (mg/kg) contorsiones

Inhibicién (%)

Control (vehiculo) 48 + 3 -

Naproxeno (100) 22+2 5414
EC (10) 33+8 31116
EC (100) 304 379"
EC (200) 204 59+8*

Cada valor esta dado como la media + SEM de las observaciones (n = 7 ratones por grupo) *p < 0,05

vs control negativo, **p < 0,05 vs control positivo mediante ANOVA y la prueba post hoc de Tukey.

La actividad antioxidante del EC22 mostré un aumento dependiente de la dosis en
los ensayos DPPH, ABTS y FRAP. Los valores de Clso fueron 683,7 + 72,43 ug/mL
para DPPH y 239,23 + 2,85 pg/mL para ABTS, lo que indica una fuerte capacidad
de eliminacion de radicales. El ensayo FRAP demostr6 un poder reductor sustancial,
con 728.18 mg Trolox/L a una concentracién de 100 ppm probada. Para la actividad
antioxidante del EC23 los valores de Clso fueron 741.7 £ 0.1 ug/mL para DPPH y
219.3 £ 17.5 yg/mL para ABTS, lo que indica una fuerte capacidad de eliminacion
de radicales. El ensayo FRAP demostré un poder reductor sustancial, con 796.45
mg Trolox/L a una concentracion de 100 ppm probada. Estos resultados coinciden
con los de estudios anteriores sobre las propiedades antioxidantes del litchi, que
también mostraron importantes capacidades de eliminacion de radicales y de
reduccion. Un estudio realizado por H. C. Wang et al., (2011) sobre las actividades
antioxidantes de la cascara de litchi encontré valores Clso de 440 pg/mL para DPPH
y FRAP superior (38,2 mmol g-1 DW), lo que indica una actividad antioxidante mas
fuerte que la observada en el presente estudio. Un extracto hidrometandlico del fruto
del litchi mostro un poder reductor eficaz y una actividad de eliminacion de radicales
libres con valores de Clso de 100 uyg/mL para DPPH (Anjani & Kumar, 2018). Estas
diferencias pueden atribuirse a las variaciones en los métodos de extraccion y las
partes especificas de la planta utilizadas. La capacidad de los extractos de cascara
de litchi para mantener una actividad antioxidante constante a lo largo de diferentes
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temporadas es crucial para su aplicacion en la industria alimentaria y farmacéutica
(Bharai et al., 2020). La estabilidad estacional asegura que los productos derivados
de estos extractos ofrezcan beneficios antioxidantes consistentes,
independientemente del momento de la cosecha (Queiroz et al., 2015). La actividad
antioxidante se evalué especificamente porque el estrés oxidativo esta implicado en
las vias inflamatorias, que a menudo estan relacionadas con trastornos
gastrointestinales como la diarrea. Esto proporciona una base para explorar el
potencial del extracto en el tratamiento de afecciones relacionadas con la
inflamaciéon. Se ha demostrado que el estrés oxidativo afecta a la motilidad
gastrointestinal y agrava afecciones como la diarrea al favorecer cambios
fenotipicos del musculo liso hacia un fenotipo sintético, contribuyendo aun mas a la

disfuncion gastrointestinal (Vona et al., 2021).

La medicina tradicional china documenta el uso de la cascara de lichi para tratar
varias enfermedades, incluidos el dolor y los trastornos gastrointestinales como la
diarrea (Ibrahim y Mohamed, 2015). Este estudio examiné la actividad antidiarreica
y antinociceptiva de un extracto etandlico de cascara de lichi. Segun los resultados,
el extracto de cascara de litchi mostro propiedades antidiarreicas y antinociceptivas

en modelos animales.

Este estudio evaluo la eficacia antidiarreica del EC y sus fracciones (FW, FE, FA)
en un modelo de diarrea inducida por aceite de ricino como prueba de escrutinio.
Los resultados demostraron una actividad antidiarreica significativa del EC y sus
fracciones, mostrando un retraso en la aparicion de la diarrea y una reduccion de la
frecuencia de las deposiciones cuando se utilizaron dosis elevadas (100 y 200
mg/kg). EC mostré potencial antidiarreico (DEsp=1,56 mg/kg p.o.) con menor
actividad a loperamida (DEso= 0,2 mg/kg p.o., reportado por Alonso-Castro et al.,
(2017) y mostré actividad similar retrasando el inicio de la diarrea (209 + 25 min) en
comparacion con loperamida (246 + 17 min). EC mostré una tendencia a una mayor
inhibicion de la diarrea en comparacién con sus fracciones, indicando que
probablemente un efecto sinérgico de los compuestos debido a la presencia de
multiples fitoquimicos podria potenciar su eficacia. A pesar de las altas
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concentraciones de AR, PT y PC’s encontradas en las fracciones de EC, éste aun
demostrd una actividad antidiarreica global superior, confirmando la importancia de
los efectos sinérgicos de multiples compuestos. La sinergia entre componentes es
clave en la actividad biologica de los extractos crudos. El fraccionamiento puede
conducir a la pérdida de la actividad original debido a la separacion de compuestos
que actuan conjuntamente. El estudio sobre el aceite volatil de Angelica sinensis
demostrd que el fraccionamiento puede conducir a la pérdida de efectos sinérgicos,
donde se requieren multiples componentes presentes juntos para una actividad
completa (Yeh et al., 2012). Durante la purificacion puede producirse una pérdida
de compuestos bioactivos, ya sea por degradacién, evaporacion o porque algunos
compuestos no se recuperan en las fracciones. Un estudio demostréo que la
actividad total del extracto crudo de Backhousia myrtifolia estaba ligeramente mas
conservada que la cantidad de todas las fracciones secuenciales, lo que indica un
principio aditivo mas que sinérgico (Mathew et al., 2023).

El posible mecanismo por el cual el EC ejerce su actividad antidiarreica se evaluo
utilizando el transito del intestino delgado y los modelos de enteropooling inducido
por aceite de ricino. El EC (100 mg/kg) redujo (59,2 + 2,8%) el transito
gastrointestinal de la comida con carbon vegetal con una actividad similar en
comparacion con 2,5 mg/kg de atropina (78,84 + 2,8%). Esta reduccion del transito
intestinal sugiere un efecto modulador de la motilidad gastrointestinal. Sin embargo,
el EC no inhibié significativamente la acumulacion de liquido intestinal. El principal
mecanismo antidiarreico del EC puede ser la reduccion de la motilidad mas que la
secrecion de fluidos. Estudios anteriores han demostrado actividades antidiarreicas
significativas en especies de plantas relacionadas. El extracto acuoso de Galla
chinensis exhibio actividad en un modelo de diarrea inducida por aceite de ricino en
ratones, mostrando una notable reduccion de los sintomas de diarrea (Yang et al.,
2017), que es paralela a los hallazgos en la cascara de litchi. La cascara de litchi
demostro inhibicion y retrasos significativos en la aparicion de diarrea y reducciones
en el transito gastrointestinal, lo que se alinea bien con las propiedades

farmacoldgicas establecidas del litchi y extractos de plantas similares, verificando
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cientificamente la evidencia encontrada en la medicina tradicional (Yang et al.,
2017).

La actividad antinociceptiva del EC se evalué utilizando el modelo de retorcimiento
inducido por acido acético en ratones, un método bien establecido para evaluar la
eficacia de la reduccion del dolor. EI EC redujo significativamente el numero de
contorsiones abdominales de forma dosis-dependiente, con una DEsp de 160,27
mg/kg. Esta actividad fue inferior a la del farmaco de referencia naproxeno (EDso=
33,7 mg/kg p.o., reportado por Alonso-Castro et al., (2017).

A 200 mg/kg, el EC demostr6 una inhibicion de la nocicepcion del 59 + 8%,
comparable a la reduccion del 54 + 4% observada con 100 mg/kg de NPX. Estos
hallazgos sugieren que el extracto de cascara de litchi tiene propiedades
antinociceptivas abdominales. Como ya se ha mencionado, no existen pruebas
cientificas de las actividades antidiarreicas y antinociceptivas de la cascara de litchi
y, por lo que sabemos, éste es el primer informe al respecto. Los efectos
antinociceptivos observados coinciden con los hallazgos de otras plantas
medicinales. Por ejemplo, un estudio sobre el extracto metandlico de las hojas de
Schisandra chinensis reportd actividad antinociceptiva inhibiendo las respuestas de
retorcimiento inducidas por acido acético, atribuidas a la presencia de flavonoides y
taninos, compuestos que también se encuentran en el extracto de cascara de litchi
(Lee et al., 2022). Estos fitoquimicos modulan las vias del dolor al inhibir la sintesis
de prostaglandinas y otros mediadores inflamatorios, reduciendo asi el dolor y la
inflamacion (Guabiraba et al., 2010; Pinho-Ribeiro et al., 2015). La actividad
antinociceptiva del extracto de cascara de litchi puede atribuirse a su rico contenido
en compuestos polifendlicos, incluidos flavonoides y taninos (Guabiraba et al., 2010;
Megersa et al., 2023; Pinho-Ribeiro et al., 2015).

Los polifenoles, como los identificados en la cascara de litchi, inhiben la produccién
de 6xido nitrico y prostaglandinas, implicados en la respuesta inflamatoria que
exacerba la diarrea (Denis et al., 2016). Los polifenoles reducen la inflamacién y la
secrecion intestinal, mitigando la diarrea y el dolor a través de estas vias.
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3.4. Conclusiones

Este estudio ha demostrado que los extractos crudos y fraccionados de cascara de
litchi poseen actividades antioxidantes, antidiarreicas y antinociceptivas
significativas. Los resultados indican que tanto el EC22 como el EC23 tienen una
capacidad notable para eliminar radicales libres y reducir el estrés oxidativo. La
actividad antidiarreica del extracto crudo fue superior a la de sus fracciones,
sugiriendo la importancia de los efectos sinérgicos de los compuestos bioactivos
presentes en el extracto completo. Ademas, el EC mostré una modulacion efectiva
de la motilidad gastrointestinal y una actividad antinociceptiva comparable a la de
analgésicos tradicionales. Estos resultados subrayan el potencial terapéutico del
extracto de cascara de litchi, apoyando su uso en la medicina tradicional y
sugiriendo aplicaciones futuras en la industria farmacéutica y alimentaria. La
estabilidad estacional de sus propiedades bioactivas también asegura la
consistencia y calidad de los productos derivados, aunque aun faltan estudios para
poder confirmar la estabilidad estacional. En resumen, el extracto de cascara de
litchi es una fuente rica en compuestos bioactivos con beneficios antioxidantes,
antidiarreicos y antinociceptivos en modelos murinos, lo que justifica una mayor

investigacion y desarrollo en este campo.
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Resumen

El litchi (Litchi chinensis) es una fruta tropical ampliamente utilizada en la medicina
tradicional china para tratar enfermedades gastrointestinales como la diarrea. Los
compuestos bioactivos presentes en la cascara de litchi, como flavonoides, taninos
y procianidinas, han demostrado un gran potencial terapéutico. En este estudio se
evalué la interaccion de tres compuestos bioactivos identificados en la cascara de
litchi (acido cafeico 4-O-glucdsido, procianidina A2 y prodelfinidina B3) con diversas
proteinas diana implicadas en la diarrea mediante acoplamiento molecular (docking)
utilizando el software AutoDock Vina. Los resultados mostraron que el acido cafeico
4-O-glucdsido exhibié afinidades de union significativas con las enzimas M3
muscarinico (AG = -7.8 kcal/mol) y COX-1 (AG = -8.6 kcal/mol), formando
interacciones clave con los residuos TYR148, TYR 506, SER536 y ALA238 en M3
muscarinico y con SER530, GLY526 Y MET522 en COX-1. La procianidina A2
mostro una fuerte afinidad de unién con 5-LOX (AG = -8.5 kcal/mol), mientras que
la prodelfinidina B3 demostrd una alta afinidad con el receptor y-opioide (AG =-10.1
kcal/mol) Y COX-2 (AG = -6.2 kcal/mol), sugiriendo un alto potencial para impactar
en la conformacioén del receptor a través de interacciones con ASP147, SER55 Y
SER339, GLN178 Y GLN 336 respectivamente. Estos resultados indican que los
compuestos bioactivos de la cascara de litchi pueden modular la actividad de
proteinas clave involucradas en la inflamacion y la motilidad gastrointestinal,
ofreciendo un enfoque prometedor para el tratamiento de la diarrea. La investigacion
continua de estos compuestos podria conducir al desarrollo de nuevos tratamientos

naturales y efectivos.

Palabras clave: Litchi chinensis, compuestos bioactivos, acoplamiento molecular.
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Abstract

Litchi (Litchi chinensis) is a tropical fruit widely used in traditional Chinese medicine
to treat gastrointestinal diseases such as diarrhea. Bioactive compounds present in
litchi peel, such as flavonoids, tannins and procyanidins, have shown great
therapeutic potential. In this study, the interaction of three bioactive compounds
identified in litchi peel (caffeic acid 4-O-glucoside, procyanidin A2 and prodelphinidin
B3) with various target proteins involved in diarrhea was evaluated by molecular
docking using AutoDock Vina software. The results showed that caffeic acid 4-O-
glucoside exhibited significant binding affinities with the enzymes M3 muscarinic (AG
= -7.8 kcal/mol) and COX-1 (AG = -8.6 kcal/mol), forming key interactions with
residues TYR148, TYR 506, SER536 and ALA238 in M3 muscarinic and with
SER530, GLY526 and MET522 in COX-1. Procyanidin A2 showed strong binding
affinity for 5-LOX (AG = -8.5 kcal/mol), while prodelphinidin B3 showed high affinity
for the p-opioid receptor (AG = -10. 1 kcal/mol) AND COX-2 (AG = -6.2 kcal/mol),
suggesting a high potential to impact receptor conformation through interactions with
ASP147, SER55 AND SER339, GLN178 AND GLN 336 respectively. These results
indicate that bioactive compounds from litchi peel may modulate the activity of key
proteins involved in inflammation and gastrointestinal motility, offering a promising
approach for the treatment of diarrhea. Continued research into these compounds

could lead to the development of new natural and effective treatments.

Key words: Litchi chinensis, bioactive compounds, molecular docking.
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Capitulo 4. Estudio de acoplamiento molecular (docking) con al

menos un compuesto bioactivo identificado en la cascara de litchi

4.1. Introduccién

El litchi (Litchi chinensis) es un fruto tropical y subtropical que ha sido ampliamente
utilizado en la medicina tradicional china para tratar diversas enfermedades. Desde
hace mas de 2,300 afos, el litchi se ha cultivado en China y su uso se ha extendido
a otros paises del sudeste asiatico, debido a sus beneficios nutricionales y
medicinales. En |la medicina tradicional china, el litchi se ha empleado para aliviar
trastornos gastrointestinales, incluyendo la diarrea, asi como para tratar ulceras
estomacales, diabetes, tos, dispepsia y para eliminar parasitos intestinales (Ibrahim
& Mohamed, 2015). Los frutos del litchi son valorados no solo por su sabor dulce y

aromatico, sino también por sus propiedades nutricionales y terapéuticas.

Los compuestos bioactivos presentes en la cascara de litchi incluyen principalmente
flavonoides, taninos y procianidinas. Estos compuestos bioactivos pueden
interactuar en diversas rutas bioquimicas que estan involucradas en la diarrea. Por
ejemplo, la inhibicién de la via TLR4/NF-kB por los polifenoles del litchi puede
reducir la inflamacion intestinal, un factor clave en la patogénesis de la diarrea (Y.
Lee, 2017). La diarrea es una condicién caracterizada por deposiciones liquidas
frecuentes, que puede ser causada por infecciones, inflamaciones o desérdenes
funcionales del intestino. Los sintomas incluyen deshidratacion, dolor abdominal y

malestar general, afectando gravemente la calidad de vida de las personas.

La busqueda de nuevos compuestos bioactivos para el tratamiento de la diarrea es
crucial. Los compuestos presentes en la cascara de litchi, como los flavonoides y
las procianidinas, muestran un gran potencial en la modulacién de rutas bioquimicas
claves implicadas en la inflamacion y la motilidad gastrointestinal. La inhibicion del
receptor muscarinico M3 por estos compuestos puede disminuir la motilidad
gastrointestinal, reduciendo asi los sintomas de la diarrea (Bharucha et al., 2010).
Ademas, la modulacion de la actividad del receptor opioide M también puede
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contribuir a este efecto, ya que los opioides son conocidos por su capacidad para
reducir la motilidad intestinal y aumentar la absorcion de liquidos (Said et al., 2017).

Los estudios de acoplamiento molecular (docking) se han convertido en una
herramienta esencial para identificar y evaluar la interaccion de compuestos
bioactivos con proteinas diana especificas. Estos estudios permiten predecir la
afinidad y los modos de union de los compuestos a las proteinas, proporcionando
informacion valiosa sobre su posible eficacia bioldgica (Ma et al., 2017). la cascara
de litchi no solo es un subproducto agroindustrial con valor agregado, sino también
una fuente rica en compuestos bioactivos que pueden tener aplicaciones
significativas en la medicina moderna. La investigacion continua sobre estos
compuestos, apoyada por técnicas avanzadas como el docking molecular, podria
conducir al desarrollo de nuevos tratamientos naturales y efectivos para la diarrea,
mejorando asi la salud y la calidad de vida de las personas afectadas por esta

condicion.

4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Docking Molecular

A partir de los resultados de la evaluacion in vivo, se seleccionaron tres compuestos
identificados en el EC. Se obtuvieron del Protein Data Bank los receptores
implicados en la diarrea, para evaluar la afinidad hacia los compuestos
seleccionados. Se empled AutoDock Vina para predecir la afinidad de unién del
acido cafeico 4-O-glucdésido, la procianidina A2 y la prodelfinidina B3 con el receptor
COX-1 (ciclooxigenasa) (PDB id: 7JXT, resolucion de 3,35 A), el receptor COX-2
(PDB id: 3LN1, resolucion de 2,40 A) y el receptor 5-LOX (lipooxigenasa) (PDB id:
6NLF, resolucion de 2,87 A). 40 A), receptor 5-LOX (lipooxigenasa) (PDB id: 6NLF,
resolucion de 2,87 A), receptor muscarinico M3 (PDB id: 5ZHP, resolucion de 3,10
A) y receptor y opioide (PDB id: 5C1M, resolucion de 2,07 A). Las cuadriculas de
acoplamiento se centraron en las coordenadas cristalograficas del 2-[4,5-bis(2-
clorofenil)-1H-imidazol-2-il]-6-(prop-2-en-1-il)fenil metoxiacetato (W8M; center_x =
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38,258, center_y = 164,871, center_z = 23. 581), 4-[5-(4-metilfenil)-3-(trifluorometil))-
1h-pirazol-1-illbencenosulfonamida (CEL; center_x = 30,036, center_y = -22,392,
center_z =-15. 953), acido (3alfa,8alfa,17alfa,18alfa)-3-(acetiloxi)-11-oxours-12-en-
23-oico (AF7; center_x = 12,514, center_y = -22,147, center_z = -19. 459), acido
(1R,2R,4S,5S,7S)-7-({[4-fluoro-2-(tiofen-2-il)fenil]carbamoil}oxi)-9,9-dimetil-3-oxa-
9-azatriciclo[3.3.1.0]Jnonano-9-i0 (9EC; center_x = -22,816, center_y = -48,525,
center_z = 196. 034) y (2R,3S,3aR,5aR,6R,11bR,11cS)-3a-metoxi-3,14-dimetil-2-
fenil-2,3,3a,6,7,11c-hexahidro-1H-6,11b-(epiminoetano)-3,5a-metanonaftol[2,1-
glindol-10-ol (BU72; center_x = 2. 279, center_y = 12.683, center_z = -58.610) para
COX-1, COX-2, 5-LOX, receptores muscarinicos M3 y y-opioides respectivamente.
Las dimensiones de la cuadricula se fijaron en 25 x 25 x 25, 24 x 24 x 24, 22 x 22
x 22,22 x 22 x 22 y 22 x 22 x 22 puntos con un espaciado predeterminado,
respectivamente. La visualizaciéon de todas las estructuras se facilitd utilizando
PyMOL v1.9 (The PyMol Molecular Graphics System, version 1.9, Schrodinger, LLC)
y Discovery Studio Visualizer, version 21.1.0.20298.

4.3. Resultados y Discusién

4.3.1. Estudios de acoplamiento

Los estudios de acoplamiento se llevaron a cabo para evaluar la afinidad de unién
y los patrones de interaccion de tres compuestos polifendlicos: acido Cafeico 4-O-
glucosido, procianidina A2, y prodelfinidina B3, con una serie de proteinas diana

implicadas en las vias inflamatorias y muscarinicas.

Se realizaron estudios de acoplamiento para evaluar la afinidad de unién y los
patrones de interaccion de tres compuestos encontrados en la caracterizacion del
EC: acido cafeico 4-O-glucédsido, procianidina A2 y prodelfinidina B3, con una serie
de proteinas diana implicadas en la diarrea.

El acido cafeico 4-O-glucésido exhibioé una afinidad de unién moderada a la enzima
5-LOX, con una energia libre de union (AG) calculada en -7.6 kcal/mol,
principalmente formando interacciones con los residuos ARG101 y GLU134.
Procianidina A2 demostro una afinidad de unién mejorada (AG = -8.5 kcal/mol) a
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través de contactos con VAL10 y ARG138, sugiriendo un potencial inhibidor mas
fuerte. Prodelfinidina B3 mostré6 una union significativa (AG = -8.1 kcal/mol),
enganchando ARG101 y ARG68. Notablemente, el ligando nativo mostré6 un RMSD
de 0.994, estableciendo una linea de base para el ajuste molecular (Figura 8).
Dentro de la proteina COX-1, el acido cafeico 4-O-glucésido se unié con una AG de
-8,6 kcal/mol, interactuando con SER530 y GLY526, lo que indica un potencial de
inhibicion competitiva. Procianidina A2 revel6 un AG de -6 kcal/mol, sugiriendo una
afinidad de union moderada. Prodelfinidina B3 mostré un AG de -6.1 kcal/mol, con
ARG120 siendo un sitio de interaccion significativo. El ligando nativo presentd un
RMSD de 0.759 (Figura 9). Las interacciones de la enzima COX-2 demostraron que
el acido cafeico 4-O-glucésido tenia una AG de -5,7 kcal/mol, con ARG499 como
punto de interaccion notable. Procianidina A2 tuvo una afinidad de unién mas alta
(AG = -5.1 kcal/mol) involucrando PHE504 y GLN178. Prodelfinidina B3 mostro la
union mas fuerte (AG = -6.2 kcal/mol), potencialmente debido a la interaccion con
SER336 y GLN336. La RMSD del ligando nativo se midié en 0,497 (Figura 10). Para
el receptor muscarinico M3, el acido cafeico 4-O-glucdsido mostré una union con
una AG de -7.8 kcal/mol, que puede afectar a la actividad del receptor dada la
interaccidn con TYR506. Procianidina A2 mostré un AG de -3.7 kcal/mol, sugiriendo
una union de afinidad mas baja. Prodelfinidina B3, sin embargo, mostré un AG de -
6.2 kcal/mol, con impacto potencial en la conformacion del receptor. La molécula
co-cristalizada exhibié un RMSD de 1.135 (Figura 11). Para el receptor opioide M,
el acido cafeico 4-O-glucdsido demostro una union con una AG de -8,2 kcal/mol, lo
que indica una fuerte interaccion que afecta potencialmente a la actividad del
receptor a través de GLN-124 y TYR-326. Procianidina A2 mostré una AG de -6.4
kcal/mol, sugiriendo una union de afinidad moderada involucrando LYS-233 y LEU-
232. Prodelfinidina B3 mostré un AG de -10.1 kcal/mol, indicando un alto potencial
para el impacto en la conformacién del receptor a través de interacciones con ASP-
147 y SER-55. El analisis de acoplamiento de la molécula nativa revelé6 un RMSD
de 0.854, lo que sugiere conformaciones de acoplamiento precisas (Figura 12).
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Figura 10. Complejo de acoplamiento 5-LOX con (A) Acido cafeico 4-O-glucdsido,

(B) Procianidina A2, (C) Prodelfinidina B3 y sus representaciones visuales 2D. (D)

Interacciones de AF7 (ligando co-cristalizado) y la pose re-acoplada de validacion.
Figura creada en PyMOL v1.9 y Discovery Studio Visualizer.
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Figura 11. Complejo de acoplamiento COX-1 con (A) Acido cafeico 4-O-glucésido,
(B) Procianidina A2, (C) Prodelfinidina B3 y sus representaciones visuales 2D. (D)
Interacciones de W8M (ligando co-cristalizado) y la pose re-acoplada de
validacion. Figura creada en PyMOL v1.9 y Discovery Studio Visualizer.
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Figura 12. Complejo de acoplamiento COX-2 con (A) Acido cafeico 4-O-glucésido,

(B) Procianidina A2, (C) Prodelfinidina B3 y sus representaciones visuales 2D. (D)

Interacciones de CEL (ligando co-cristalizado) y la pose re-acoplada de validacion.
Figura creada en PyMOL v1.9 y Discovery Studio Visualizer.
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Figura 13. Complejo de acoplamiento muscarinico M3 con (A) Acido cafeico 4-O-
glucésido, (B) Procianidina A2, (C) Prodelfinidina B3 y sus representaciones
visuales 2D. (D) Interacciones de 9EC (ligando co-cristalizado) y la pose re-

acoplada de validacion. Figura creada en PyMOL v1.9 y Discovery Studio

Visualizer.
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Figura 14. Complejo de acoplamiento u-opioide con (A) Acido cafeico 4-O-
glucésido, (B) Procianidina A2, (C) Prodelfinidina B3 y sus representaciones
visuales 2D. (D) Interacciones de BU72 (ligando co-cristalizado) y la pose re-

acoplada de validacion. Figura creada en PyMOL v1.9 y Discovery Studio

Visualizer.
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Las afinidades de union de tres compuestos principales del extracto de cascara de
litchi, acido cafeico 4-O-glucdsido, procianidina A2 y prodelfinidina B3, con varias
proteinas implicadas en las vias diarreicas, se evaluaron mediante estudios in silico.
La 5-LOX produce leucotrienos, mediadores inflamatorios que contribuyen a la
inflamacion intestinal y la diarrea, mientras que la procianidina A2 mostro la mayor
afinidad de union a la enzima 5-LOX, lo que indica su potencial como potente agente
antiinflamatorio (Che et al., 2016). La inhibicion de la 5-LOX podria reducir la
produccion de leucotrienos, disminuyendo la inflamacion y la secrecion intestinal
excesiva asociada a la diarrea. La COX-1 y la COX-2 participan en la sintesis de
prostaglandinas, que regulan la inflamacion y la motilidad intestinal. El acido cafeico
4-0O-glucosido exhibié la mayor afinidad de union para la enzima COX-1, lo que
sugiere su papel en el mantenimiento de la integridad gastrointestinal a través de la
inhibicion competitiva (Omar et al., 2018). Por otro lado, prodelfinidina B3 demostro
la afinidad de union mas fuerte con la enzima COX-2, destacando su eficacia
potencial en la reduccion de la inflamacion (Omar et al., 2020). La inhibicidn de estas
enzimas podria reducir la produccion de prostaglandinas inflamatorias, aliviando la

inflamacion y la diarrea.

El receptor muscarinico M3 regula la motilidad gastrointestinal. La inhibicion de este
receptor disminuye la motilidad excesiva que acompafia a la diarrea. El acido
cafeico 4-O-glucdsido mostré la mayor afinidad de union para el receptor M3
(Magalhées et al., 2021), lo que sugiere su capacidad para reducir la motilidad
intestinal excesiva y mejorar los sintomas diarreicos. El receptor p-opioide es crucial
para la modulacidon del dolor y la motilidad gastrointestinal. La prodelfinidina B3
exhibio la afinidad de union mas fuerte para este receptor, lo que indica su potencial
para aliviar el dolor asociado con la inflamacion intestinal y la diarrea (P et al., 2018).
Estas interacciones subrayan el potencial terapéutico de estos compuestos para

tratar afecciones inflamatorias y diarreicas.

Estos resultados sugieren que los compuestos polifendlicos presentes en la cascara
de litchi pueden modular la actividad de diversas proteinas clave involucradas en la

inflamacion y la motilidad gastrointestinal, ofreciendo un enfoque multifacético para
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el tratamiento de la diarrea. Los compuestos como las proantocianidinas y los acidos
hidroxicinamicos han sido ampliamente estudiados por su capacidad para modular
diversas rutas inflamatorias y de sefalizacion celular, incluyendo la inhibicion de la
via TLR4/NF-kB. Las proantocianidinas, que son polifenoles abundantes en frutas
como las uvas y los arandanos, han demostrado inhibir significativamente la
sefalizacion mediada por TLR4 y la activacion de NF-kB, lo cual es crucial en la
regulacion de la inflamacion. En un estudio, las proantocianidinas de semilla de uva
mostraron una capacidad para reducir la expresion de citocinas proinflamatorias y
enzimas como iINOS y COX-2 en células hepaticas estimuladas con LPS, a traves
de la inhibicion de las vias MAPK, Akt y NF-kB (J. W. Lee et al., 2017).

Los acidos hidroxicinamicos, como el acido cafeico, también han mostrado efectos
inhibitorios sobre la activacién de NF-kB, que es un factor de transcripcién clave en
la expresion de genes inflamatorios. Un estudio sobre el extracto de corteza de
canela identific6 que compuestos como la cinamaldehido y el acido cafeico pueden
inhibir la actividad de NF-kB y la expresion de COX-2 en macré6fagos activados por
LPS (Reddy et al., 2004). Esta inhibicion es significativa porque NF-kB regula una
serie de genes implicados en la respuesta inflamatoria, incluyendo TNF-a, IL-18 y

otras citocinas proinflamatorias.

Ademas, se ha demostrado que las proantocianidinas pueden modular la respuesta
inmune a través de la regulacion de los receptores tipo toll (TLR). Por ejemplo, en
estudios con extracto de semilla de uva, se observé que estas proantocianidinas
pueden mitigar el dafio hepatico inducido por nanoparticulas de diéxido de titanio
mediante la inhibicidn de la sefializacion TLR-4/NF-kB, lo que suprime la produccion
de citocinas proinflamatorias como TNF-a (Mohammed & Safwat, 2020). Este efecto
se traduce en una disminucién de la inflamacion y del estrés oxidativo, dos factores

clave en la patogénesis de muchas enfermedades inflamatorias.

Las proteinas diana como 5-LOX, COX-1y 2 juegan roles cruciales en la inflamacion
y en la produccion de mediadores inflamatorios como leucotrienos y
prostaglandinas, respectivamente (Canali et al., 2009; Martel-Pelletier et al., 2003).

La inhibicion de estas proteinas puede reducir significativamente la inflamacion y la
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respuesta inmune que contribuyen a la diarrea, la inhibicion del receptor
muscarinico M3 puede disminuir la motilidad gastrointestinal, reduciendo asi los
sintomas de la diarrea. Estudios han demostrado que los antagonistas especificos
del receptor M3, como el darifenacina, pueden retrasar significativamente el transito
gastrointestinal y coldnico, lo que subraya el papel crucial de estos receptores en la
regulacion de la motilidad intestinal (Bharucha et al., 2010). La modulacién de la
actividad del receptor opioide M también puede contribuir a este efecto, ya que los
opioides son conocidos por su capacidad para reducir la motilidad intestinal y
aumentar la absorcion de liquidos. La activacion de los receptores opioides M en el
sistema nervioso entérico disminuye la motilidad y la secrecion intestinal,
proporcionando un efecto antidiarreico potente (Said et al., 2017). Los compuestos
polifendlicos de la cascara de litchi muestran un potencial significativo para inhibir
la diarrea a través de la modulacion de las proteinas diana clave evaluadas en este

capitulo.

4.4. Conclusiones

Los estudios in silico revelaron que los compuestos polifendlicos presentes en la
cascara de litchi, especificamente el acido cafeico 4-O-glucosido, la procianidina A2
y la prodelfinidina B3, tienen una alta afinidad de unidn a varias proteinas diana
implicadas en las vias inflamatorias y muscarinicas relacionadas con la patogénesis
de la diarrea. Estos compuestos demostraron una significativa capacidad para
inhibir la actividad de enzimas clave como 5-LOX y COX-2, asi como la modulacion
de los receptores muscarinicos M3 y opioides M, sugiriendo un potente efecto
antiinflamatorio y modulador de la motilidad gastrointestinal. Estos resultados son
consistentes con estudios previos que han mostrado la eficacia de los polifenoles
en la inhibicion de rutas inflamatorias y en la regulacion de la motilidad intestinal, lo
que refuerza su potencial como agentes terapéuticos naturales para el tratamiento
de la diarrea. La capacidad de estos compuestos para mantener una actividad

antioxidante y antiinflamatoria constante subraya su viabilidad para aplicaciones en
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la industria alimentaria y farmacéutica. Estos resultados no solo amplian el
conocimiento sobre los mecanismos moleculares detras de las propiedades
antidiarreicas de la cascara de litchi, sino que también proporcionan una base soélida
para el desarrollo de nuevas terapias basadas en compuestos naturales. La
continuidad en la investigacion de estos compuestos polifendlicos podria llevar a
tratamientos mas efectivos y seguros para la diarrea, ofreciendo una alternativa

viable y natural a los medicamentos convencionales.
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Abstract: This article systematically reviews the advancements in processing litchi peel (Litchi
chinensis), emphasizing drying, extraction, purification methods, and the potential of bioactive
compounds obtained from litchi peel. This work also highlights the impact of various drying
techniques on phytochemical profiles, focusing on how methods such as hot air and freeze-drying
affect the preservation of bioactive compounds. The study delves into extraction methods, detailing
how different solvents and techniques influence the efficiency of extracting bioactive compounds from
litchi peel. Furthermore, the purification and characterization of active compounds, showcasing the
role of chromatographic techniques in isolating specific bioactive molecules, is discussed. Biological
properties and mechanisms of action, such as antioxidant, antihyperglycemic, cardioprotective,
hepatoprotective, anti-atherosclerotic, and anticancer activities, are reviewed, providing insight into
the potential health benefits of litchi peel compounds. This review highlights the importance of
optimizing and selecting accurate drying and extraction methods to maximize the therapeutic effects
of litchi peel and its bioactive compounds. This review also reveals the broad pharmacological
potential of the isolated compounds, underscoring the need for further research to discover their
specific actions and health benefits.

Keywords: Litchi chinensis; bioactive compounds; drying methods; biological properties

1. Introduction

Litchi (Litchi chinensis), a tropical fruit native to China, is cultivated worldwide in
warm climates and is an important fruit crop with an export potential playing a signifi-
cant role in its economy [1,2]. The residues generated from litchi harvest or processing
represent a source of phytochemical compounds with biological activities [3]. Litchi peel
is used for the empirical treatment of diarrhea, cough, fever, hypertension, and other
diseases [4]. Originating as a by-product of the litchi fruit, often discarded as waste, the
peel has emerged as a significant source of active compounds. Extensive research reveals
its rich phytochemical diversity, which includes simple flavonols, sesquiterpenes, phenolic
acids, and proanthocyanidins, contributing to its wide range of medicinal properties such
as antioxidative, antidiabetic, cancer preventive, and anti-inflammatory effects [5]. Finding
bioactive compounds derived from plant sources, particularly those found in the litchi
peel, represents a frontier in the quest for natural antioxidants, antihyperglycemic agents,
cardioprotective compounds, and other medicinal uses. This journey begins with the
extraction of a complex mixture of phytochemicals, which necessitate the isolation and
purification of compounds with pharmacological interest [6,7]. Litchi peel, often discarded
as waste, emerges as a significant source of active compounds, with studies revealing its
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