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RESUMEN

Introduccioén: Ulomoides dermestoides es un escarabajo usado en medicina
tradicional oriental. En Centroamérica y América del Sur los escarabajos se consumen
vivos en casos de asma y artritis reumatoide; sin embargo, pocos estudios cientificos
confirman esta terapia.

Objetivo: Evaluar la capacidad antioxidante de extractos metanolicos del cuerpo
entero de U. dermestoides.

Métodos: Los extractos fueron obtenidos mediante extraccion discontinua con MeOH
48 % y 96 %. La capacidad antioxidante se determind por el método ORAC y el
ensayo de reduccion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

Resultados: Todos los extractos mostraron capacidad antioxidante, pero el extracto
obtenido con MeOH 48 % y 48 h de extraccion (UD4848) mostré mayor actividad:
ORAC= 3,65%+0,5 equivalentes trolox, reduccion DPPH30min= 81,7 % y CI50 del
DPPH30min= 23 ug/mL. Los principales componentes del extracto UD4848 fueron:
acidos grasos saturados e insaturados, n-pentadecanol y 4-etil-resorcinol.
Conclusiones: La actividad antioxidante de extractos metandlicos de U.
dermestoides puede explicar su utilidad in medicina popular.

Palabras clave: Ulomoides dermestoides, escarabajos, extractos metandlicos,
antioxidantes.

402
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas 2013;32(4):402-410

ABSTRACT

Introduction: Ulomoides dermestoides is a beetle used in traditional Oriental medicine.
In Central and South America beetles are eaten alive as a treatment for asthma and
rheumatoid arthritis, but few scientific studies validate this therapy.

Objective: Evaluate the antioxidant capacity of whole-body methanolic extracts of U.
dermestoides.

Methods: Extracts were obtained by discontinuous extraction with 48 % and 96 % MeOH.
Antioxidant capacity was determined by the ORAC method and the 2.2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) radical reduction assay.

Results: All extracts showed antioxidant capacity, but the extract obtained with

48 % MeOH and 48 h extraction time (UD4848) exhibited higher activity: ORAC=
3.65+0.5 trolox equivalents, reduction DPPH30min= 81.7 % and IC50 of

DPPH30min= 23 pg/mL. The main components in extract UD4848 were saturated and
unsaturated fatty acids, n-pentadecanol and 4-ethyl resorcinol.

Conclusions: The antioxidant activity of methanolic extracts of U. dermestoides may
explain its use in folk medicine.

Key words: Ulomoides dermestoides, beetles, methanolic extracts, antioxidants.

INTRODUCCION

Muchas culturas en el mundo utilizan insectos y algunos productos extraidos de estos
como recursos nutracéuticos. Ulomoides dermestoides (Chevrolat, 1893) (sinonimia:
Martianers dermestoides; Palembus dermestoides) es un coledptero tenebrionido de
origen asiatico, conocido en la cultura oriental por sus propiedades afrodisiacas y
terapéuticas.’ En Centroamerica y América del Sur el Ulomoides dermestoides se
consume vivo como terapia alternativa para el asma bronquial, artritis reumatoide,
diabetes mellitus, inflamaciones y diferentes tipos de cancer.?® A pesar de su amplio
uso en medicina folcldrica, la mayoria de los estudios cientificos sobre este coledptero
se han enfocado en su biologia y método de cultivo; no obstante, en afios recientes,
han surgido una serie de trabajos enfocados a demostrador sus propiedades
antiinflamatorias,*® citotéxicas y genotdéxicas.®

La exposicion a radicales libres y especies reactivas de oxigeno puede favorecer la
inflamacion crénica en los tejidos animales, lo cual puede, a su vez, inducir otros
padecimientos cronicos como el cancer, la diabetes mellitus, enfermedades
cardiovasculares, neuroldgicas y pulmonares.’ Por lo anterior, uno de los mecanismos
para neutralizar las especies reactivas del oxigeno es el consumo de sustancias
antioxidantes obtenidas de productos naturales. Debido a que el potencial de los
insectos comestibles, como fuente de antioxidantes naturales, se ha explorado poco,
el presente estudio se propone analizar la capacidad antioxidante de extractos
metandlicos del cuerpo entero de Ulomoides dermestoides y la relacién con su
composicién quimica.

403
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas 2013;32(4):402-410

METODOS
Muestras

Se utilizaron escarabajos adultos de la especie Ulomoides dermestoides procedentes
de un cultivo establecido en el Laboratorio de Productos Naturales de la Universidad
del Atlantico desde el afio 2010. La identidad taxondmica de los escarabajos fue
confirmada en el Departamento de Entomologia del Instituto de Ciencias Naturales de
la Universidad Nacional de Colombia (cédigo de coleccion ICN-45905). Para la
obtencién de los extractos se utilizaron los individuos adultos del color mas oscuro

(Fig. 1).

Fig. 1. Cultivo de UWomaides dermestoides sobre pan integral,

Extractos

Los escarabajos (5 g) fueron separados del cultivo y triturados usando el método
tradicional de fragmentacién por friccion con mortero, bajo una corriente de nitrégeno
liguido. Los extractos se produjeron mediante extraccion solido-liquido por agitacion
discontinua con MeOH, usando una relacién peso: volumen (1:10). Se llevaron a cabo
cuatro condiciones diferentes de extraccién, como se muestra en la tabla 1. Los
productos obtenidos se filtraron, se congelaron a -70 °C y se liofilizaron por 48 h a
-40 °C y una presion de vacio de 0,133 mBar, luego se codificaron y almacenaron en
viales de vidrio color &mbar, a temperatura de -20 °C.
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Tabla 1. Condiciones experimentales para la obtencion

de extractos metandlicos de Uomoides dermmestoides

Tratamiento | Concentracion del Tiempo de

MalH (% viv) extraccion (h)

LUDos24 25 24
UDoa48 =l 48
UD4324 48 24
Ub4a48 48 48

Determinacioén del valor ORACFL (capacidad de absorcion de radicales del oxigeno)

Este método se fundamenta en la disminucién de la fluorescencia emitida por la
fluoresceina (FL) en presencia de radicales libres generados por AAPH (2,2'-azo-bis
(2-metilpropionamidin) dihidro-cloro).® Los ensayos se llevaron a cabo en placas de
microtitulacion de 200 L, a cada pocillo se adicion6 20 pL del antioxidante de
referencia Trolox® (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-carboxilo) o de la
muestra, 120 pL de fluoresceina 70 nM y se incubd en oscuridad a 37 °C por 15 min.
Seguido se agreg6 60 pL del radical AAPH 4,8 mM, se agitd y se midié la fluorescencia
en un lector de microplacas Turner Biosystems. Las lecturas se realizaron a intervalos
de 1 min durante 35 min a longitud de onda de excitacion de 485 nm y longitud de
onda de emisién de 520 nm. El célculo de los resultados se realizé tomando la
diferencia del area debajo de la curva de disminucién de la fluorescencia versus
tiempo, entre: el blanco y la muestra o el blanco y el estandar (Trolox®). Los
resultados se expresaron como uM de equivalentes Trolox por mg de peso seco

(LM ET/mg). También se determiné el valor ORAC de tres compuestos antioxidantes
de referencia (alfa-tocoferol, acido vanilico y catequina).

Evaluacion de la actividad reductora de radicales 1,1-difenil-2-picrilhidracil (DPPH)

Se fundamenta en la mediciéon de la diferencia de absorbancia del radical DPPH en
presencia de un blanco y de un antioxidante, a longitud de onda de 517 nm. Un
volumen de 50 pL de cada extracto fue disuelto en MeOH 96 % (200 pg/mL) y se
mezclé con 2 mL de una solucidon metandlica de DPPH 0,1M, se realizaron lecturas de
absorbancias a 517 nm cada 30 s hasta completar 30 min, en un espectrofotémetro
UV-Visible Genesys 2, utilizando MeOH como blanco de referencia. Se calculé el
porcentaje de reduccién del radical DPPH, usando la siguiente expresion:

. [(Ap-&bp - (Am-Abm}]
% de reduccidn DPPFH= (Ep-Abp) x 100

donde, Ap = absorbancia del patrén; Abp= absorbancia del blanco del patrén;
Am = absorbancia de la muestra; Abm= absorbancia del blanco de la muestra.
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Para establecer la concentracion del extracto que ocasiona una reducciéon del 50 % de
la absorbancia del DPPH en comparacion con el blanco (CI150), se prepararon
diluciones del extracto que mostré mayor capacidad antioxidante (250 a 3,12 pg/mL).
Cada dilucion (50 pL) se mezclé con 2 mL de DPPH 0,1 M, las lecturas de absorbancia
se realizaron después de 30 min de incubacion en oscuridad. La CI50 se calcul6 segun
la relacion: CI50= C1-DC, donde: DC= [(C1-C2) x (PI11-50)]/(PI11-PI12), en el que:

PI1 y PI2 corresponden a los valores de porcentajes de inhibicion inmediatamente
superiores e inferiores al 50 % de inhibicién y C1 y C2 corresponden a las
concentraciones en las que se producen PlI1 y PI2, respectivamente. Como estandar
de referencia para este ensayo se uso acido galico.

Caracterizacion quimica

Se realiz6é por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).
La columna empleada fue DB-5MS (J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) [5 %-fenil-
poli (dimetilsiloxano), 60 m x 0,25 mm x 0,25 um]. La inyeccion se realiz6 en modo
Split (30:1), Viny = 2 pL. La identificacion tentativa de los compuestos se estableci6
con base en sus espectros de masas, usando las bases de datos de Adams, Wiley
138 y NISTOS.

Andlisis estadistico

Los ensayos de capacidad antioxidante se realizaron por triplicado y se expresaron
como valor de la media = desviaciéon estandar (DE). Se realizé andlisis de varianza
para establecer si existian diferencias significativas entre los tratamientos, también se
aplicé analisis de comparacion entre las medias de dos grupos usado el test T de
Student con un nivel de confianza del 95 %, un valor de p <0,05 fue considerado
estadisticamente significativo. Todas las evaluaciones estadisticas se realizaron con el
paquete estadistico SPSS Inc., an IBM Company, Chicago, H, IL, USA.

RESULTADOS

Todos los extractos metandlicos de Ulomoides dermestoides tienen actividad
antioxidante; sin embargo, el extracto UD4848 presentd valor ORAC mayor

(3,65 + 0,46). La variable mas determinante en la extracciéon de las sustancias
antioxidantes fue el tiempo de extraccidn (tabla 2). Adicionalmente, todos los extractos
tuvieron valor ORAC mayor al observado con el antioxidante de referencia alfa-
tocoferol (0,35 + 0,30), pero inferior al observado con el acido vanilico (7,90+1,27)

y la catequina (26,5 * 3,54).

Los resultados con el método DPPH se muestran en la figura 2. El extracto UD4848 mostro
mayor porcentaje de reduccién del radical DPPH a los 30 min: UD4848= 81,7+ 2,3 %,
uUD4824= 78,97+0,82 %, UD9648=73,96+1,48 % y UD9624=59,78+3,74 %. La inhibicién de
la actividad DPPH del extracto UD4848 fue dosis-dependiente con una CI50 de

23 ug/mL, la cual es mayor al estandar de referencia acido galico (CI150 de 45 pug/mL) (Fig. 3).
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Tabla 2. Yalor ORAC de extractos metandlicos de Uormolides dermestoldes

Muestras Yalor ORAC (pM ET/mg)
UD4324 2,45 £ 0,323
UD4548 2,65 £ 0,46a
Upog24 3,09 + 0,35
UD9548 3,58 £ 0,53

Los valores de las muestras marcadas por las mismas letras son significativamente

diferentes, p= 0,05,
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Fig. 2. Resultados del ensayo cinético de captacion del radical DPFPH en los extractos
metandlicos de Womoldes dermestoides (200 pg/mL).
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Fig. 3. Curva dosis dependiente de la reduccidn del radical DFPH por el extracto meta-
nolico de cuerpo entero de Ufomoides dermestoides (UD4848) y el Acido galico.

El analisis de composicién quimica por CG-EM del extracto UD4848 mostro la siguiente
composicién quimica: acido linoleico (29,1 %), acido palmitico (23,9 %), acido oleico
(21,9), acido esteéarico (5,6 %), n-pentadecanol (11,2 %), 4-etil-resorcinol (6,8 %),
tetradecanoato de metilo (0,5) y dos compuestos con M+ 272 (0,9 %).

DISCUSION

Este es el primer informe de actividad antioxidante de extractos metandlicos de
Ulomoides dermestoides. Una publicacion previa informoé de la identificacion y
aislamiento de una enzima antioxidante, la superoxidodismutasa, en extractos de
Ulomoides dermestoides obtenidos con NaCl 0,13M;° otro estudio, publicado por Liu y
colaboradores en 2012, demostro la actividad antioxidante de extractos polares de
otro escarabajo, el Holotrichia parallela (coledptera: scarabaeidae), sugiriendo que
este puede usarse como nutracéutico para aliviar enfermedades inducidas por estrés
oxidativo y como aditivo antioxidante para la industria de alimentos.*®
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El efecto antiinflamatorio atribuido al consumo de Ulomoides dermestoides puede, en
parte, ser explicado por la actividad antioxidante de algunos metabolitos presentes en
el cuerpo de los escarabajos adultos.

Se ha reportado que compuestos con grupos sustituyentes hidrofébicos en la posiciéon
C4 del resorcinol son antioxidantes y potentes inhibidores de la actividad tirosinasa,
una enzima que cataliza la oxidacién de fenoles.**

En el presente estudio se identificé al 4-etil-resorcinol en el extracto metandlico de
U. dermestoides y, a pesar de no ser un compuesto mayoritario en el extracto, este
puede contribuir a la capacidad antioxidante del insecto.

El acido oleico es otro compuesto con propiedades antioxidantes y antiinflamatorias
identificado en el extracto metandlico del Ulomoides dermestoides, una revision
sistematica de bases bibliograficas electrénicas y articulos seleccionados, mostré que
las dietas ricas en &cido oleico tienen efectos benéficos en el tratamiento de
enfermedades relacionadas con la inflamacion;*? adicionalmente, Bartoli et al,

2000 reportaron que el acido oleico pueden influenciar el metabolismo del acido
araquidénico, disminuyendo la produccién de eicosanoides proinflamatorios.**

Estos resultados contribuyen al conocimiento de las propiedades etnofarmacoldgicas
atribuidas al consumo del Ulomoides dermestoides. Se sugiere que los compuestos
acido oleico y 4-etil-resorcinol pueden ser los responsables de la actividad
antioxidante del extracto metandlico de Ulomoides dermestoides; sin embargo, es
necesario investigar otros compuestos que no se detectaron por la CG-EM.
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