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RESUMEN

Ulomoides dermestoides es un escarabajo Tenebrionidae, usado en China como afrodisiaco y nutracéutico. En
Colombia, este escarabajo es consumido vivo como terapia para varias enfremedades tales como asma bron-
quial y la artritis reumatoide. El objetivo de esta investigacion fue determinar el contenido de fenoles totales
y la actividad captadora de radicales libres de extractos hidrometandlicos de U. Dermestoides adultos. Los
extractos fueron obtenidos con MeOH 48% y los compuestos fendlicos se separaron por cromatografia de co-
lumna con la resina Amberlita XAD-2. El contenido total de fenoles fue determinado por el ensayo de Folin-
Ciocalteu y los resultados se expresaron como miligramos de acido galico equivalente por gramo de extracto
seco (mg GAE/g ES). La actividad captadora de radicales fue medida de acuerdo a los métodos del DPPHe
and ABTSe+ y los resultados se expresaron como porcentaje de captacion de radicales (%CR). El contenido
de fenoles totales en el extracto de U. dermestoides fue de 22.94 + 0.34 mg GAE/g ES, los %CR para DPPH-
and ABTSe+ fueron 90.62 £+ 1.1 y 98.11 + 0.84, respectivamente. Todas las fracciones separadas de la resina
Amberlita XAD-2 presentaron actividad captadora de radicales DPPHe and ABTSe+, sin embargo los eluidos
con MeOH tuvieron mayor actividad. Estos resultados indican que el escarabajo U. dermestoides es fuente de
antioxidantes y que estos compuestos podrian usarse como nutracéuticos.

Palabras clave: Ulomoides dermestoides, compuestos fendlicos, antioxidantes, radicales libres, DPPH, ABTS.
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ABSTRACT

Ulomoides dermestoides is a tenebrionidae beetle, used in China as an aphrodisiac and nutracetical food.
In Colombia, these beetles are eaten alive in the treatment of some illnesses such as bronchial asthma and
rheumatoid arthritis. The aims of this research were determinated the total phenolic content and free radical
scavenging activity of hidromethanolic extracts of Ulomoides dermestoides adults. The extracts were obtained
with MeOH 48% and the phenolic compounds were separated by column chromatography on Amberlite XAD-
2 resin. The total phenolic content was determinated by using the Folin-Ciocalteu assay and the results were
expressed as milligrams of gallic acid equivalent per gram of dry weight (GAE mg/g ES). The radical scaven-
ging activity was measured according to DPPHe and ABTS++ methods and the results were expressed as the
percentage of radical scavenging (% CR). The total phenolic content in the Ulomoides dermestoides extract
was 22.94 + 0.34 mg GAE /gES, % CR by DPPH+ and ABTS<+ were 90.62 + 1.1 and 98.11 + 0.84, respecti-
vely. All phenolic fractions showed free radical scavenging activity, however fractions separated with MeOH
had a higher activity. These results indicate that Ulomoides dermestoides beetle is source of antioxidants and

this compounds could be used as nutraceuticals.

Words Key: Ulomoides dermestoides, phenolic compounds, antioxidants, free radicals, DPPH, ABTS.

INTRODUCCION

Muchas culturas alrededor del mundo utilizan insectos
y algunos productos extraidos de ellos como recursos
nutracéuticos (1). El Ulomoides dermestoides (Chevro-
lat, 1878) (sinonimia: Martianers dermestoides; Pa-
lembus dermestoides) es un coledptero tenebrionido, de
origen asiatico, conocido en la cultura oriental por sus
propiedades afrodisiacas y terapéuticas (2); en Centro y
Sur América este coledptero es consumido vivo como
terapia alternativa para el asma bronquial, dermatitis,
artritis reumatoide, hemorroides, diabetes mellitus, in-
flamaciones y diferentes tipos de cancer, lo cual es co-
nocido como coleopterapia (3-5).

A pesar del uso del U. dermestoides en medicina fol-
clorica, los estudios cientificos sobre este coledptero se
han enfocado en su biologia y método de cultivo (6-8),
no obstante en anos recientes han surgido una serie de
trabajos enfocados a demostrar los efectos terapéuticos
que se le atribuyen. Santos y colaboradores (9) repor-
taron las propiedades anti-inflamatorias de extractos
polares de cuerpo entero de U. dermestoides, usando
el ensayo de edema plantar en rata inducido por carra-
genina y pruebas con células mononucleares de sangre
periférica; Crespo y colaboradores (10) describieron las
propiedades citotoxicas y genotdxicas de un extracto di-
clorometano de cuerpo entero de U. dermestoides y de
la principal benzoquinona de su secrecion de defensa,
la 1,4-benzoquinina, sobre una linea celular de cancer
de pulmén humano (A549) y relacionaron este resulta-
do con los reportes positivos del uso del coledptero en
el tratamiento alternativo del cancer. Adicionalmente,
nuestro grupo report6 actividad anti-irritante de extrac-
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tos metanolicos del cuerpo entero del U. dermestoides,
mediante el ensayo de inhibicion de la lisis, hemorragia
y coagulacion de la membrana corioalantoidea de hue-
vos de gallinas embrionados (HET-CAM), efecto que
podria atribuirse a la presencia de compuestos con acti-
vidad antioxidante (11).

Los radicales libres y las especies reactivas de oxigeno
(EROS) son uno de los principales mediadores de la in-
flamacion en los tejidos animales. Existen numerosos
mecanismos de defensa antioxidantes, generados por
compuestos enddgenos y exogenos, los cuales neutrali-
zan las EROS (12); sin embargo, actualmente no existe
suficiente evidencia cientifica que valide un mecanis-
mo de defensa antioxidante a partir del escarabajo U.
dermestoides. El proposito de este estudio fue evaluar
el contenido de fenoles totales y la capacidad captadora
de radicales libres DPPHe y ABTSe+ de extractos hi-
drometandlicos de U. dermestoides.

MATERIALES Y METODOS

Muestras.

Se utilizaron escarabajos adultos de la especie Ulo-
moides dermestoides, procedentes de un cultivo esta-
blecido en el Laboratorio de Productos Naturales de la
Universidad del Atlantico desde el afio 2010. La iden-
tidad taxondmica de los escarabajos fue confirmada en
el Departamento de Entomologia del Instituto de Cien-
cias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia
(codigo de coleccion ICN-45905). Los cultivos fueron
mantenidos bajo condiciones controladas de temperatu-
ra (2742°C) y humedad relativa (70-75%), protegidos
de la luz y alimentados solamente con salvado de tri-
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Figura 1. Individuos adultos Ulomoides dermestoides, coleoptera: tenebrionidae.

go y pan integral. Para la obtencion de los extractos se
utilizaron los individuos adultos del color mas oscuro
(Figura 1).

Extractos.

Los escarabajos (50 g) fueron separados del cultivo y
triturados con mortero, bajo una corriente de nitrogeno
liquido. Los extractos se produjeron por el método de
extraccion solido-liquido con MeOH 48%, durante 48h
a 4°C (relacion peso/volumen = 1/10). Los productos
se filtraron a través de membranas de fibra de vidrio y
posteriormente al vacio en embudos Buchner. Los ex-
tractos clarificados se congelaron a -70°C y se liofiliza-
ron por 48 horas a temperatura de -40°C y una presion
de vacio de 0,133 mBar, en un equipo LABCONCO®
Freeze Dryer; posteriomente se almacenaron en viales
de vidrio de color ambar, a temperatura de -20°C.

Cuantificacion de fenoles totales.

Se realizé por el método Folin-Ciocalteu descrito por
Ozgen y colaboradores (13) con algunas modificacio-
nes. Se prepard 100 mL de una solucion de concentra-
cion 0,2 mg/mL de extracto liofilizado de U. dermestoi-
des. Un volumen de 2 mL de esta solucion se mezclo
con 2,5 mL del reactivo Folin-Ciocalteau (Panreac
Quimica S.L.U., Barcelona, Espafia) diluido al 10% en
agua destilada. La mezcla se incub6 a temperatura am-
biente por 2 min, luego se agreg6 2 mL de carbonato de
sodio 7,5%, seguido de incubacion a 50°C por 15 min.
La absorbancia de la muestra se leyo en un espectrofo-
tometro UV-Visible Genesys 20, a longitud de onda de
765 nm, los resultados se interpolaron en una curva de
calibracion estandar de acido galico (0,1 a 0,0015 mg/
mL) y se expresaron como mg de acido galico equiva-
lente (GAE) por gramo de extracto seco (mg GAE/g
ES). El calculo se realiz6 usando las ecuacion 1:

CxV

M Ec.1

mg GAE/g ES=
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Donde,

C = concentracion determinada por la curva estandar de
acido galico en unidades de mg/mL.

V = Volumen del extracto usado en el ensayo.

M = masa del extracto liofilizado.

Separacion de compuestos fenolicos.

Esta se realizé por cromatografia de columna (40 x 2
cm), usando la resina Amberlita XAD-2 (Sigma, 20-60
mesh), con una velocidad de flujo del solvente de 10
mL/min (14). Se agreg6 a la columna 0,5 g el extracto
de U. dermestoides previamente disuelto en agua acidi-
ficada (pH 2 con HCI). Los compuestos se eluyeron con
20 mL de H,O (F1), 20 mL de una mezcla MeOH:H,O
(1:1, v/v) (F2) y 20 mL de MeOH del 96% (F3). Todas
las fracciones fueron concentradas a presion de 50 mbar
y temperatura de 50°C en un rota-evaporador Laborata
4000 (Heidolph) y re-disueltos con 2 mL de MeOH.

Actividad captadora del radical DPPHe (2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo).

Este ensayo se fundamenta en la medicion de la dife-
rencia de absorbancia del DPPHe en presencia de un
blanco y de una sustancia antioxidante, a longitud de
onda de 517 nm. El radical libre DPPHe de color purpu-
ra acepta un electrén o un radical hidrogeno para con-
vertirse en una molécula diamagnética estable de color
amarillo. En este trabajo se utiliz6 el protocolo descrito
previamente (15). Un volumen de 50 pL del extracto
total de U. dermestoides (0,2 mg/mL) se mezclo con
2 mL de una solucion metanodlica de DPPHe 0,1M. La
absorbancia de la mezcla se leyd a longitud de onda
de 517 nm, cada minuto hasta completar 30 minutos,
usando MeOH como blanco. El mismo procedimiento
se llevo a cabo con las fracciones eluidas de la columna
Amberlita XAD-2. La actividad captadora de radicales
se calculo con la ecuacion 2 y los resultados se expresa-
ron como porcentaje de captacion del radical (% CR).
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(Ap—Ab1)—(Am— Ab,]

[
% CR = x100 Ec.2
(Ap—Aby)
Donde,
Ap = Absorbancia del patron = 2 mL del radical con 50
uL MeOH.

Ab = Absorbancia del blanco 1 =2 mL de MeOH.

Am = Absorbacia de la muestra = 2 mL del radical con
50 uL de muestra.

Ab,= Absorbancia del blanco 2 = 2 mL MeOH con 50
pL de muestra.

Actividad captadora del radical catiéonico ABTS™
[2,2°-azino-bis- (3-etil benzotiazolin-6-sulfonato de
amonio)].

Este ensayo se fundamenta en la cuantificacion de la
decoloracion del ABTS™, debido a la interaccion con
especies donantes de hidrogenos o electrones. La pro-
duccioén del radical se realizo por reaccion de volime-
nes iguales del ABTS 7mM con persulfato de potasio
2,42 mM, seguido de incubacion en oscuridad por 16 h
(16). Se mezclo 1 mL de la solucion del ABTS™ (Ab_,,
=0.7) con 100 pL del extracto total de U. dermestoides
(0,2 mg/mL), la absorbancia de la reaccion se leyd a
734 nm cada minuto hasta completar 10 minutos, usan-
do MeOH como blanco. La actividad captadora del ra-
dical se calcul6 usando la ecuacion 2, donde:

Ap = Absorbancia del patron = 1 mL del radical con 100
uL MeOH.

Abl= Absorbancia del blanco 1 = 1 mL de MeOH.

Am = Absorbacia de la muestra = 1 mL del radical con
100 pL de muestra.

Ab2= Absorbancia del blanco 2 =1 mL MeOH con 100
pL de muestra.

El mismo procedimiento se realizd con las fracciones
eluidas de la columna Amberlita XAD-2. El control po-
sitivo de los ensayos de capacidad captadora de DPPH"
y ABTS™ fue el antioxidante sintético butil-hidroxito-
lueno (BHT) a una concentracion de 0,2 mg/mL.

Analisis de datos.

Todos los ensayos se realizaron por duplicado, los datos
obtenidos se sometieron a un andlisis estadistico uni-
variado utilizando medidas de frecuencia, pruebas de
tendencia central y de dispersion, usando el paquete
estadistico SPSS Statistics 19 para Windows de IBM
(SPSS Inc., an IBM Company, Chicago, H, IL, USA).
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RESULTADOS Y DISCUSION.

Los compuestos fendlicos son potenciales antioxidan-
tes y captadores de radicales libres. En este estudio se
evalué la presencia de fenoles totales en extractos hi-
drométanolico de U. dermestoides, obteniéndose una
concentracion de 22,94 + 0,34 mg AGE/g ES. Adicio-
nalmente, los extractos presentaron actividad captadora
de radicales DPPH" y ABTS™ mayor a la del antioxi-
dante de referencia BHT, a la misma concentracion (0,2
mg/mL) (Tabla 1).

Tabla 1. Capacidad captadora de DPPH' y ABTS™ de extrac-
tos hidrometanolicos totales de U. dermestoides y eluidos de
la columna Amberlita XAD-2. ET= Extracto total; F1= elui-
do con H20; F2= eluido con H,O: MeOH (1:1, v/v); F3=
eluido con MeOH; BHT= butil-hidroxitolueno.

% CR (Media + DE)
Muestra DPPH"30 1min ABTS™ 10 min
ET 90,62 + 1,10 98,11 + 0,84
Fl 15,25+ 0,07 35,82 +2,50
F2 15,83+ 0,1 47,99 + 2,38
F3 27,69 + 0,4 63,20 +3.4
BTH 62,80 0,3 71,0 £ 0,15

Las fracciones eluidas de la columna Amberlita XAD-2
presentaron diferencias en el color, F1 fue incoloro, F2
de color naranja 'y F3 de color rojo (Figura 2), lo cual
sugiere una elucion diferencial de los compuestos fe-
nolicos, siendo mayor en fracciones eluidas con MeOH
(F3). Adicionalmente, F3 presenté mayor actividad
captadora de radicales libres, indicando que existe una
asociacion entre el contenido de compuestos fendlicos y
la actividad antioxidante del U. dermestoides.

r
Eluido 1 Eluido 3
' H20 MeOH
\’K‘

Figura 2. Fracciones fenolicas del extracto hidrometanélico
de U. dermestoides adultos, separadas con Amberlita XAD-2.

Los resultados con el extracto total de U. dermestoides
muestran correspondencia entre los ensayos con DPPH
y ABTS"". Por el contrario, cuando se analizaron los re-
sultados con las fracciones F1, F2 y F3, no se observo
correspondencia entre los dos métodos, una explicacion
para esto podria ser el pH acido de las fracciones. En
este sentido, se ha comprobado que la aplicacion del
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método con DPPH" esta limitada a condiciones de pH
neutras y alcalinas, mientras que el método con ABTS™*
es efectivo a un rango amplio de valores de pH (17).
Por lo anterior, el pH acido de las fracciones separadas
con Amberlita pudo afectar la reaccion con el DPPHe.
Adicionalmente, el ensayo cinético muestra que la cap-
tacion del radical ocurre mas rapido con el ABTSe+, en
comparacion con el DPPH", obteniéndose el siguiente
orden de reaccion: ET > F3 > F2 > F1.
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Figura 3. Ensayo cinético de captacion del DPPH'. ET= Ex-
tracto total de U. dermestoides; E1, E2 y E3 = fracciones elui-
das de la columna Amberlita XAD-2 con H,0, H,0: MeOH
y MeOH, respectivamente.
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Figura 4. Ensayo cinético de captacion de ABTS™. ET= Ex-
tracto total de U. dermestoides; E1, E2 y E3 = fracciones elui-
das de la columna Amberlita XAD-2 con H20, H20: MeOH
y MeOH, respectivamente.

A pesar de las diferencias en los porcentajes de cap-
tacion de radicales libres, ambos métodos, DPPH y
ABTS, mostraron que los extractos hidrométanolicos
de U. dermestoides, presentan actividad antioxidante.
A la fecha son pocas las investigaciones publicadas que
demuestren el efecto antioxidante de insectos comesti-
bles y este es el primer reporte de actividad captadora
de radicales libres de extractos del coledptero U. der-
mestoides y sus fracciones fendlicas. Estudio similares
reportaron actividad antioxidante de extractos metand-
licos de pupas del escarabajo Serrognathus platymelus
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castanicolor (18) y extractos etanolicos y acuosos de
escarabajos adultos de la especie Holotrichia paralle-
la Motschulsky (19). Otras investigaciones se han en-
focado en la identificacion y aislamiento de proteinas
de coleopteros con actividad antioxidante, uno de ellos
demostro la presencia de la enzima antioxidante supe-
roxido disimutasa (SOD) en extractos acuosos del esca-
rabajo U. dermestoides (20); otro estudio reportd pre-
sencia de una proteina antioxidante soluble, en larvas
del escarabajo Zophobas morio (21).

El efecto anti-inflamatorio atribuido al consumo de U.
dermestoides podria ser explicado, en parte, por la acti-
vidad antioxidante de compuestos fenodlicos presentes
en el cuerpo del escarabajo. Una investigacion previa
publicada por nuestro grupo identificé al 4-etil-resorci-
nol en el extracto metandlico de U. dermestoides (22).
Se ha reportado que compuestos con grupos sustituyen-
tes hidrofobicos en la posicion C4 del resorcinol son
antioxidantes y potentes inhibidores de la actividad tiro-
sinasa, una enzima que cataliza la oxidacion de fenoles
(23, 24). Por lo anterior se propone que este compuesto
podria contribuir al efecto anti-inflamatorio del extrac-
to hidrometandlico del U. dermestoides.

Adicionalmente, la mayor actividad captadora de radi-
cales DPPH" y ABTS™ del extracto total del escarabajo,
indica que otros compuestos no fendlicos contribuyen
apreciablemente con el efecto antioxidante.

CONCLUSIONES

Los extractos hidrometandlicos de U. dermestoides
presentan actividad captadora de radicales libres, lo
que estaria relacionado con la presencia de compues-
tos fendlicos en el extracto. Este resultado sugiere que
los escarabajos adultos de U. deremestoides podrian
usarse como recurso nutracéuticos para aliviar las en-
fermedades inducidas por estrés oxidativo y como adi-
tivo antioxidante para la industria de los alimentos; sin
embargo, se requiere de mayor investigacion para iden-
tificar los compuestos directamente responsables de la
actividad.
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