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RESUMEN

Introduccion: el género Morus constituye una fuente importante de sustancias
bioactivas de diversa naturaleza quimica. Ademas, el uso de Morus alba L., planta
conocida como morera, se ha diversificado gracias a que posee excelentes
cualidades nutricionales. En Cuba, sobresale como fuente de forraje por su
capacidad de produccion de biomasa, composicion quimica, alta degradabilidad,
adaptabilidad a diversas condiciones de clima y suelo, perennidad ante el corte y
disponibilidad.

Objetivos: realizar el tamizaje fitoquimico de 10 variedades e hibridos de M. alba y
evaluar la toxicidad de los extractos acuosos en ratas de laboratorio.

Métodos: se recolectaron las hojas frescas. Se lavaron, desinfectaron, secaron, y
pulverizaron y se extrajeron con n-hexano, etanol y agua. Los extractos se filtraron
y se les realizaron las pruebas fitoquimicas de identificacion. En ratas se realiz6 una
evaluacion de toxicidad de los extractos acuosos para la determinacion preliminar
de su inocuidad.

Resultados: el estudio fitoquimico mostré considerables cantidades de triterpenos
y esteroides, asi como fenoles y taninos en los extractos evaluados, mientras que
no fueron detectados quinonas ni alcaloides. En el ensayo de toxicidad no se
manifestaron sintomas clinicos importantes como mortalidad, convulsiones,
alteraciones en el ritmo cardiaco o respiratorio.
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Conclusiones: el andlisis fitoquimico de las variedades e hibridos de M. alba,
mostraron abundantes cantidades de metabolitos secundarios descritos como
agentes antioxidantes. El estudio de toxicidad realizado mostré una inocuidad del
extracto acuoso en ratas, por lo que estos extractos sugieren la presencia de
propiedades farmacoldgicas para el tratamiento de numerosas enfermedades
asociadas al estrés oxidativo.
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ABSTRACT

Introduction: the Morus genus constitutes an important source of bioactive
substances of diverse chemical nature. In addition, the use of Morus alba L., plant
known as mulberry, has been rapidly diversified because it has excellent nutritional
qualities. In Cuba, it stands out as forage source due to its biomass production
capacity, chemical composition, high degradability, adaptability to different climate
and soil conditions, perennial character when pruned and availability.

Objectives: to perform the phytochemical sieving of 10 M. alba varieties and
hybrids and evaluate the toxicity of the aqueous extracts in laboratory rats.
Methods: the fresh leaves were collected. They were washed, disinfected, dried,
and pulverized and extracted with n-hexane, ethanol and water. The extracts were
filtered and the phytochemical identification tests were ran on them. A toxicity
evaluation of the aqueous extracts was conducted in rats for the preliminary
determination of their innocuousness.

Results: the phytochemical study showed considerable quantities of triterpenes
and steroids, as well as phenols and tannins in the evaluated extracts, while neither
quinones nor alkaloids were detected. In the toxicity trial no important clinical
symptoms, such as mortality, convulsions, or alterations of the heart or respiratory
rate, appeared.

Conclusions: the phytochemical analysis of the M. alba varieties and hybrids
showed abundant quantities of secondary metabolites described as antioxidant
agents. The toxicity study conducted showed innocuousness of the aqueous extract
in rats, for which these extracts suggest the presence of pharmacological properties
for the treatment of many diseases associated to the oxidative stress.

Key words: Morus alba, phytochemistry, toxicity, phenols, terpenes, alkaloids.

INTRODUCCION

La busqueda de plantas con propiedades medicinales constituye un tépico
importante dentro de la medicina tradicional. Muchos de los componentes vegetales
introducidos al organismo humano a través de la alimentacion, tales como
compuestos fendlicos, terpenoides, lactonicos y estorideos, han sido reportados
como modificadores de procesos biolégicos que permiten reducir enfermedades
crénicas en humanos y animales como la diabetes, el cancer y procesos
inflamatorios, entre otras.12
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Morus alba L. pertenece a la division Spermatophyta, clase Magnoliatae, subclase
Dicotiled6nea, orden Urticales, familia Moraceae, género Morus. Es un arbol lefioso,
perenne, deciduo de porte bajo a medio, semicaducifolia en las condiciones de
Cuba, de rapido crecimiento, monoica o dioica, con un sistema radical profundo.®

En la especie M. alba ha sido reportada la presencia de varios metabolitos
secundarios de diferente naturaleza y funcién.#® Sin embargo, se conoce que
numerosos factores pueden afectar los resultados en el analisis fitoquimico, entre
ellos se encuentran los ambientales como el clima, la temperatura, la fertilidad de
los suelos y la exposiciéon a patdogenos.® Otros factores como el érgano vegetal de
muestra, el tiempo de recoleccion del material y los métodos de determinacion,
afectan también considerable los resultados.5¢

El presente trabajo tiene como objetivo realizar el tamizaje fitoquimico en 10
variedades e hibridos de M. alba; asi como evaluar la toxicidad de los extractos
acuosos en ratas de laboratorio.

METODOS

Material vegetal

Para los ensayos de tamizaje fitoquimico se utilizaron hojas de 5 variedades

y 5 hibridos de M. alba recolectadas y referenciadas en el herbario en la Estacion
Experimental de Pastos y Forrajes “EEPF Indio Hatuey”. Las accesiones estudiadas
fueron: Indonesia, Cubana, Acorazonada, Criolla, Tigreada, 1Z-13/6, 1Z-15/7, 1Z-
40, 1Z-64, 1Z-56/4.

Evaluacion de los componentes fitoquimicos

Las hojas jovenes de las diferentes variedades e hibridos de M. alba, fueron
colectadas y transportadas al laboratorio, para su lavado con agua destilada y
secado a temperatura ambiente, con condiciones adecuadas de ventilacion y
oscuridad. Las muestras fueron posterior, molidas, tamizadas hasta obtener
fragmentos inferiores a 1mm y almacenadas en frascos ambar.

Se realizaron tres extracciones con diferente grado de polaridad.” El primer extracto
se obtuvo mediante la suspension de 2 g de polvo de hojas, 20 mL de n-hexano. La
mezcla se enfrié a temperatura ambiente y se mantuvo sin agitacion durante 48
horas, posterior, se filtr6 para obtener el extracto n-hexano. La fraccion sélida se
resuspendié en 20 mL de etanol absoluto y se procedié de manera similar a la
anterior para la obtencién del extracto etandlico. En altimo lugar, el extracto acuoso
se obtuvo a partir de resuspension del sélido resultante de ambas extracciones en
20 mL de agua destilada.

Se evaluod la presencia de los siguientes metabolitos en los extractos obtenidos:

[l n-hexano: alcaloides, triterpenos y esteroides, quinonas, agrupamiento
lactonico.

[l etanol: agrupamiento lactonico, fenoles y taninos.

[1 agua: fenoles y taninos, triterpenos.
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La determinacioén de los metabolitos se realiz6 de manera cualitativa a través, del
sistema no paramétrico de cruces:

[l + + +: presencia cuantiosa.
[l + +: presencia notable.

[l +: presencia leve.

[] -:ausencia.

Ensayo de toxicidad

Para la prueba de toxicidad se utilizé la variedad Tigreada con ratas Wistar machos
entre 200 y 250 g organizadas aleatoriamente en dos grupos de 10 ratas cada uno,
a los cuales se les administraron por via oral las siguientes soluciones:

[l Grupo | (control): 1 ml de suero fisiolégico.
[l Grupo Il: 1 mL de extracto fresco de hoja (800 mg/mL).

Los animales fueron monitoreados a intervalos regulares durante 48 h y se
evaluaron los siguientes parametros: convulsiones, hiperactividad o sedancia,
aumento o decremento del ritmo respiratorio y cardiaco y pérdida del apetito.

Las ratas fueron mantenidas en un régimen de agua y alimentacion ad libitum
durante el ensayo.

RESULTADOS

Analisis cualitativo en los extractos n-hexano

La tabla 1 muestra los metabolitos presentes en el extracto n-hexano. Todas las
variedades mostraron una marcada presencia de triterpenos, esteroides y
agrupamientos lactonicos, donde se destaca para este ultimo, como el de mayor
abundancia en las variedades Indonesia, Criolla, 1Z-40 y Cubana; mientras que no
se observo la presencia de quinonas y alcaloides en ninguna de ellas.

Tabla 1. Metabolitos presentes en extractos n-hexano de hojas de M. alba

METABOLITOS 1 2 3 4 5 5] 7 8 9 10
Triterpenos y esteroides | +++ | ++ | +++ | +++ | +++ | +++ | +++ |+ |+ | H++
Quinonas - - - - - - - _ _ _
Agrupamiento lacténico +++ | ++ ++ ++ +4++ | +++ ++ ++ ++ +++
Alcaloides - - - - - - - - - -

Los ndmeros corresponden a las variedades;
1: Indonesia, 2: IZ7-13/6, 3: IZ7-15/7, 4: Acorazonada, 5: Criolla, 6: IZ-40, 7: Tigreada, 8: [Z-64, 9: IZ-56/4, 10: Cubana.

Analisis cualitativo en los extractos etandlicos

En los extractos etandlicos se observo una presencia leve de agrupamientos
lactonicos en todas las variedades. Los fenoles y/o taninos por otra parte, fueron
encontrados en cuantiosa o notable presencia en todas las variedades (tabla 2).
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Tabla 2. Metabolitos presentes en extractos etandlicos de hojas de M. alba

METABOLITOS 1 2 3 4 5 4] 7 8 9 10
Agrupamientos lactdnicos + + + + + + + + + +
Fenoles y/o taninos +4+ | 4+ | ++ |+ |+ |+ |+ |+ A+ |+

Los ndmeros corresponden a las variedades;
1: Indonesia, 2: IZ-13/6, 3: IZ2-15/7, 4: Acorazonada, 5: Criolla, 6: [Z-40, 7: Tigreada, 8: IZ7-64, 9: [Z-56/4, 10: Cubana.

Analisis cualitativo en los extractos acuosos

Los extractos acuosos mostraron cantidades cuantiosas y/o notables de fenoles y/o
taninos en todas las variedades, mientras que los triterpenos y esteroides fueron en
lo particular, abundantes en la variedad 1Z-13/6, notablemente presente en la
variedad criolla y en el resto de las variedades se obtuvo una presencia leve de
estos compuestos (tabla 3).

Tabla 3. Metabolitos presentes en extractos acuosos de hojas M. alba

METABOLITOS 1 2 3 4 3 53 7 8 9 10
Fenoles y/o taninos B e o B B R o I I e I e B
Triterpenos y esteroides + +++ + + ++ + + + + +

Los ndmeros corresponden a las variedades;
1: Indonesia, 2: IZ7-13/6, 3: [Z—15f|7, 4: Acorazonada, 5: Criolla, 6: IZ-40, 7: Tigreada, 8: [Z-64, 9: IZ-56/4, 10: Cubana.

También se pudo observar la presencia abundante de los metabolitos triterpenos y
esteroides, fenoles y/o taninos y agrupamientos lacténicos (en n-hexano), en las
distintas variedades e hibridos de morera.

Evaluacion de la toxicidad de los extractos acuosos por via oral

Los animales no mostraron en ninguno de los tratamientos sintomas de
hiperactividad o sedancia durante el tiempo de monitoreo, manifestaron un
comportamiento habitual en correspondencia con el horario del dia. No se
observaron principios de convulsiones o alteraciones en el ritmo respiratorio o
cardiaco y mantuvieron un régimen de alimentacion e hidratacion similar al control.

DISCUSION

Las variaciones encontradas en los extractos evaluados pueden estar relacionadas
con diferencias genotipicas entre las variedades e hibridos. Por otra parte, las
diferencias entre extractos para una misma variedad, puede estar asociado a las
diferentes polaridades de los extractos utilizados para la extraccion.®

Los metabolitos secundarios encontrados en diferentes variedades e hibridos de
morera en estudio, han sido descritos por numerosos autores como potenciales
bioactivos para el tratamiento de diversas enfermedades.®'?

Los compuestos triterpenoides y flavonoides se reportan como promotores del
saneamiento de heridas, atribuido en lo rpincipal a sus propiedades astringentes y
antimicrobianas, lo que se asocia a la reduccion del area dafada y al incremento de
la velocidad de epitelizacién.1®
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Los terpenos también han sido reportados como compuestos de actividad
antiulcerogénica en extractos obtenidos de diferentes especies.**15 Se conoce que
algunos terpenos son considerados drogas antillcera y su accion ha estado
asociada a la reduccion del metabolismo de las prostaglandinas en la mucosa, la
accion citoprotectora y la reduccién de la permeabilidad vascular gastrica.®

Los compuestos fendlicos constituyen una familia de sustancias entre las que se
encuentran los acidos fendlicos, los flavonoides, las quinonas y los taninos,!” los
cuales pueden funcionar como eliminadores de especies reactivas del oxigeno
(ERO) o agentes quelantes de metales libres, que participan en la formacion de
otras ERO de mayor reactividad, provoca el fenémeno de peroxidacién lipidica. 18
Entre los distintos compuestos fendlicos con actividad antioxidantes los principales
son los acidos fendlicos y los flavonoides, siendo los primeros, la clase mayoritaria,
distribuidos en el reino vegetal, especial, en los frutos y los vegetales.®

La presencia de esteroides ha sido reportada previamente en M. alba.1® Entre los
fitoesteroles mas comunes en las plantas se encuentra el sitosterol (b-sitosterol),?°
encontrado también en callos obtenidos de M. alba.?! Ensayos in vitro e in vivo con
este compuesto han reportado diversas propiedades farmacolégicas, como actividad
antiinflamatoria, se utiliza ademas, para reducir los niveles de colesterol en
sangre.?°

Las lactonas, por otra parte, son compuestos de naturaleza quimica heterogénea,
presentes en varias familias de plantas y que han sido descritos por varios autores
como agentes antiinflamatorios en diferentes estudios farmacolégicos.??

La ausencia de trastornos macroscopicos como principios de convulsiones,
alteraciones en el ritmo respiratorio o cardiaco entre otras, en las ratas
administradas con extracto acuoso de M. alba variedad Tigreada, puede estar
asociado a la ausencia de compuestos como las fitoquinonas, las cuales se incluyen
dentro del grupo de compuestos de mayor toxicidad.3

En estudios realizados anteriormente con M. alba,® tampoco fue reportada la
presencia de otros compuestos citotoxicos como proantocianidinas/catequizas
(taninos condensados), los cardindlicos y los ciandégenos.

Las cantidades significativas observadas de metabolitos secundarios de naturaleza
antioxidante, unido a la no macrotoxicidad de los extractos, apunta hacia la posible
aplicabilidad de los extractos de M. alba para el tratamiento contra trastornos
géastricos, como las ulceras, donde se ha comprobado el efecto positivo de
compuestos antioxidantes en la proteccion de estas patologias asociado a una
inhibicién de la peroxidacién lipidica en las células gastricas?® o por inhibicion de la
secrecion de acido gastrico.?*

De manera similar, pudiera ser de interés la aplicacion tépica de estos extractos en
lesiones cutaneas y en ensayos antiinflamatorios, donde se ha comprobado el
efecto positivo de los agentes antioxidantes en la recuperacion o reduccién de estas
patologias.?5-27

Sin embargo, para la explotacion de estas variedades son necesarias otras pruebas
analiticas, para la purificacion, identificacion y cuantificacion de metabolitos
secundarios, que permita detallar el modo de accidon durante los ensayos biolégicos.

El analisis fitoquimico de las variedades e hibridos de M. alba, mostraron
abundantes cantidades de metabolitos secundarios descritos en la literatura como
agentes antioxidantes. Los compuestos mas abundantes en los extractos obtenidos
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fueron los triterpenos y esteroides, asi como los fenoles y taninos; mientras que no
fueron detectados alcaloides o quinonas.

El estudio de toxicidad realizado mostré una inocuidad del extracto acuoso en ratas,
por lo que estos extractos sugieren la presencia de propiedades farmacolégicas
para el tratamiento de numerosas enfermedades asociadas al estrés oxidativo como
procesos inflamatorios, trastornos gastricos, entre otros.
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