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Propdésito y método del estudio

Los organismos aerobios poseemos un sistema de defensa en contra de los
radicales libres, producidos principalmente durante la respiracidon celular; sin
embargo factores externos pueden ocasionar un desequilibrio entre las especies
reactivas del oxigeno y nuestro sistema de antioxidantes produciendo un deterioro
celular que resulta en muerte 0 mutagénesis. Esta patologia se ha relacionado con
enfermedades como el Cancer, Alz- Helmer Enf. de Parkinson, Artritis reumatoide,
Enf. Cardiovascular, etc. :

La fitoterapia como medicina alternatlva actualmente es un campo muy
importante de investigacién para expertos en la salud, quienes se han encaminado a
la busqueda de tratamientos efectivos en contra de enfermedades, en donde la
medicina aldpata es limitada.

Las plantas han sido a través de los afios, recursos primordiales para solventar
distintos padecimientos que acaecen al ser humano. La cultura popular mexicana de
la fitoterapia tiene una tradicion de mas de 3,000 afios, reportdndose unas 3,000
especies curativas de las 30,000 especies existentes en nuestro Pais; muchas de este
10% no han sido estudiadas cientificamente

El propésito de-esta investigacion fue realizar un rastreo de plantas de la
regién, con actividad antioxidante, frente a sistemas in vitro de radicales libres.

Se realizd una seleccidn de plantas usadas tradicionalmente en nuestra region,
para combatir sintomas relacionados con el deterioro celular (procesos inflamatorios,
necrdticos, reumaticos, etc). Para este propdsito se realizaron extractos
hidroalcohdlicos y metandlicos primarios, los cuales se probaron por tres métodos.

Los ensayos realizados fueron: captura de radicales libres con el radical libre
DPPH; contenido total de compuestos fendlicos y la inhibicién de la Xantina
Oxidasa, obtenidos de publicaciones cientificas recientes.

Conclusiones y contribuciones:

De las plantas seleccionadas, cinco de ellas mostraron en los tres ensayos, una
actividad antioxidante considerable. A partir del rastreo de plantas llevado a cabo, se
seguiran analizando los extractos en otros sistemas con ¢! fin de comprobar su efecto
beneficioso en enfermedades degenerativas.
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CAPITULO1

INTRODUCCION

Todos los organismos aerobios poseemos un sistema de defensa contra los
productos reactivos del oxigeno (ROS, por sus siglas en ingles Reactive Oxigen
Species). Sin embargo puede presentarse en el organismo un desequilibrio a favor de
estas especies reactivas, produciendo un dafio sobre las macromoléculas, tales como el
dcido desoxirribonucleico (ADN), lipidos, proteinas y carbohidratos, volviendo
vulnerable a la célula y originando su muerte o mutagenesis . La muerte celular ocurre
por el dafio sobre la membrana celular, la cual esta constituida principalmente por
lipidos y proteinas; al dafiarse la membrana pierde su fluidez normal y se produce lisis
(se alteran procesos como traduccion de seftales, secrecion y endocitosis) @ E| dafio al
material genético puede ser tan severo que la célula ya no este capacitada para seguir
ordenado las reacciones bioquimicas que se necesitan para vivir y simplemente muere;
por otro lado puede ocurrir una mutacién en el ADN, que al no ser corregido, puede

traducirse en una neoplasia.

El cancer es una de las enfermedades de mayor importancia en nuestros dias, segun
datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), cada afio se diagnostican mas de
11.000.000 de casos y ocurren 7.000.000 de decesos cada aiio, lo que equivale a 12.5%
de muertes por enfermedad a nivel mundial. Esta enfermedad se define como la
proliferacion descontrolada de una o varias lineas celulares por efecto del dafio al
material genético que sufrid la célula; esta produccidn celular descontrolada trae como

consecuencia, invasividad a tejidos locales y dispersiéon o metastasis a otras partes del



cuerpo. El dafio al ADN en varios tipos de cédnceres, se relaciona directamente con la

exposicion a los agentes reactivos del oxigeno (ROS).

Se sabe ademas, que otras enfermedades con las que se asocian dichos agentes
son: Alz-Heimer, Enfermedades cardiovasculares, Diabetes, Artritis reumatoide
enfermedad de Parkinson, etc. ¢,

Los radicales del oxigeno, y otros agentes oxidantes que ficilmente pueden llegar a

convertirse en radicales (peréxido de hidrégeno, ac. hipocloroso, ozono) se definen
como especies reactivas que contienen uno o mas electrones desapareados, lo que las

convierte en moléculas reactivas e inestables; como consecuencia logran desestabilizar a
moléculas vecinas, tomando electrones de los orbitales atomicos y ocasionando una

reacciéon en cadena generada por una lucha en lograr estabilizacidn, esto resulta en la

descomposicién de dichas moléculas y su oxidacion.

Los radicales libres, pueden ser de procedencia endogena o estar presentes en el
ambiente. Se generan in vivo por la accién metabdlica natural de ciertas enzimas,
[xantina oxidasa (XO), NADPH oxidasa], o por filtracién de electrones de la cadena de
transporte mitocondtial, Los presentes en el ambiente se atribuyen al uso de ciertos
quimicos (humo de cigarrillos), por la accién catalitica de los metales de transicién
(Fe**, Cu") y por radiacién del ambiente, especialmente de la forma de ozono

atmosférico (O3) P,

Las principales especies reactivas del oxigeno y sustancias prooxidantes son:
Oxido nitrico (NO)

Radical hidroxilo (HO")

Peréxido de hidrégeno (H202)

Anién superoxido (Oz2)

Oxigeno singulete ('O2)

Peréxido (ROO)

Ozono (O3)



1.1. Factores Ambientales

El estilo de vida en la actualidad, difiere mucho al que se tenia hace un par de

décadas, situaciones como la expansion de la industria y tecnologia, y el aumento en la
concentracién de masas en las grandes ciudades, ha traido como consecuencia un

cambio en los habitos alimenticios y ocupacionales de muchas personas.

Se han descrito algunos factores ambientales que influyen en la formacion de
radicales libres en el organismo. Estos son, radiaciones ionizantes, contaminantes del
aire (ozono, dxido nitrico, Radén), humo de cigarrillos, exposicién a quimicos en areas
de trabajo, ingesta de algunos farmacos, dietas.bajas en alimentos antioxidantes y estilos

de vida sedentarios, entre otros ¢,

Entre las formas mas peligrosas de contaminacion se deben considerar las
radiaciones. Este tipo de contaminacion ambiental afecta al suelo y a las aguas, y
manifiesta sus efectos a corto plazo, asi como a largo plazo después de muchas
generaciones. Los efectos inmediatos estan caracterizados por las alteraciones de las
membranas celulares, la formacion de radicales libres, la oxidacion de las proteinas de

membrana y de enzimas. Los efectos tardios son aquellos que influyen en el ADN ©),

1.2, Factores Endégenos

Los procesos fisiolégicos normales del organismo, no son de menor consideracion
en el proceso oxidativo. Estos procesos incluyen la cadena respiratoria, produccion de
enzimas en el metabolismo de productos de desecho, y las generadas en respuesta a un

proceso inflamatorio.

La mitocondria constituye la fuente principal de radicales libres. Este fenémeno se
efectiia a nivel de la cadena de transporte de electrones, que es la ultima etapa de

produccién de protones de alta energia, y cuyo pasaje a través de la membrana interna



mitocondrial genera un gradiente eléctrico que aporta la energia necesaria para formar el
(5)

ATP o adenosina trifosfato

En este proceso de fosforilacion oxidativa, el oxigeno actiia como aceptor final de
electrones, adquiriendo en mas del 95 % de estas reacciones un total de 4 electrones de
moléculas con produccion de 2 moléculas de agua. Una consecuencia directa de este
proceso e€s que entre los nutrientes iniciales y la generacion de energia al final del
proceso, se forman varias moléculas con diferente grado de oxidacion. Algunas de ellas
puede entregar 1 ¢ 2 electrones al oxigeno y producir intermediarios parcialmente

reducidos que son los radicales libres ©.

Los leucocitos polimorfonucleares constituyen una fuente importante de
produccidn de radicales, cuando se activan por diversas proteinas que actiian en conjunto
con ellos (complemento, .interleucinas, etc). Los leucocitos poseen en sus membranas la
enzima NADPH oxidasa generadora de oxigeno que en presencia de hierro se
transforma en el altamente tdxico radical hidroxilo (OH'). Esta situacion se da

particularmente en los procesos inflamatorios ),

La enzima mieloperoxidasa, producida por los neutrofilos, reacciona con el H,O,
proveniente de las células fagocitarias activadas por contacto con particulas extrafias,
formando un complejo enzima-sustrato con una fuerte capacidad oxidativa. El producto
final de esta reaccion es el acido hipocloroso (HOCI). Finalmente el HOC! puede

reaccionar con otra molécula de H;O» y dar lugar al oxigeno singulete,

La xantina oxidasa, enzima que predomina en los endotelios, normalmente depura

las xantinas, y es una fuente importante de Aniones superéxido (0;7) ®,

El ejercicio de alta intensidad induce estrés oxidativo; los mecanismos de este
estrés no se comprenden todavia con claridad, a pesar de que estudios recientes sugieren
que las proteinas hemo podrian jugar un papel importante como iniciadoras y

transductoras del dafio por radicales libres.



Los radicales libres producidos en la fisiologia humana normal, se controlan con
los mecanismos antioxidantes. Sin embargo, como ya se ha mencionado, puede ocurrir
un desbalance, por un estado patoldgico, en donde esta produccién de radicales se

i i . . , 5 . 8
incrementa sustancialmente, ingresandose al estado de estrés oxidativo 8

1.3. Interaccion de Radicales Libres y Biomoléculas

1.3.1. Peroxidacion lipidica

La peroxidacién de los lipidos expuestos al oxigeno es la causa no solo del
deterioro de los alimentos, sino también del dafio a los tejidos in vivo, donde pueden
llegar a ser causa de cancer. Los efectos deletéreos son iniciados por los radicales libres
(ROO, RO, OH) producidos durante la formacién de peroxidos a partir de 4cidos
grasos que contienen grupos metilenos unidos por dobles ligaduras interrumpidas, es
decir, de los acidos grasos polinsaturados que se encuentran en la naturaleza. La
peroxidacion lipidica se iléva a cabo por un mecanismo de reaccidn en cadena, generado
a partir de un radical libre, donde participa como iniciador el radical hidroperdxilo

(ROOH") provocando un suministro continuo de radicales; finalmente una vez oxidados
fos lipidos, ocasionan efectos devastadores desestabilizando la permeabilidad celular y
ocasionando su muerte . El mecanismo de la peroxidacién lipidica se muestra a

continuacion:

1.- Iniciacién: produccién de radicales a partir de un precursor,
ROOH + metal™ —»ROQO" + metal @14 y+
2.- propagacion:

R- + O, —»ROO

3.- Terminacién:
ROO'+ ROO __,ROOR + 02
ROO + R —ROOR
R+ R ——» RR



1.3.2. Oxidacién de proteinas

Todas las cadenas laterales de los aminoacidos que forman parte de las proteinas
son susceptibles de ser atacadas por el radical hidroxilo (OH"), aunque algunas son més
vulnerables que otras como es ¢l caso de las cadenas laterales de la tirosina, fenilalanina,
el triptéfano, la histidina, la metionina y la cisteina. En consecuencia la exposicion de
proteinas a sistemas generadores de radicales libres conduce a modificaciones de la

estructura terciaria, que puede acompafiarse de una ruptura quimica, un incremento en la

susceptibilidad al ataque proteolitico y a la pérdida de la funcidn biologica.

Uno de los radicales mads reactivos a la estructura de proteinas es el 6xido nitrico

(NO). Ademads, se ha sugerido que las proteinas pueden actuar como “atrapadoras” de la

energia quimica liberada por los radicales libres y transferirla a otra molécula @,
1.3.3. Oxidacion de dcidos nucleieos y nucledtidos

La importancia bioldgica de los acidos nucleicos nos obliga a considerar como un
efecto de gran repercusién el que se presenten modificaciones o deleciones de las bases
de la molécula de ADN causadas por la presencia de radicales libres. A semejanza de las
proteinas, parece existir una baja posibilidad del establecimiento de reacciones en
cadena; sin embargo, el dafio puede ser méas significativo, aunque sea muy limitado en
extension y localizacion. La interaccion de radicales libres con el ADN causa cambios
conformacionales, alteracidn de bases y ruptura de una o de la doble cadena y pérdida de
nucleétidos, eludiendo el sistema de reparacién al presentar una mutacién antes de la
replicacion. Las modificaciones de las bases se deben, en gran parte, a los metales de
transicion, fundamentalmente al i6n ferroso, que se encuentra unido al ADN y que en
presencia de peréxido de hidrogeno, genera el hidroxilo que modifica las bases. El
hidroxilo puede atacar tanto purinas como pirimidinas, ademdas de generar rupturas en

las cadenas de ADN .



1.4. Antioxidantes

Un antioxidante se define como aquella sustancia que presente en bajas

concentraciones, y expuesta a un sustrato potencialmente oxidable, disminuye

significativamente o previene la oxidacion de ese sustrato; una gran cantidad de estos se

presenta en el reino vegetal en forma de compuestos polifendlicos‘®,

La importancia que han logrado cobrar los antioxidantes como “preventores del
envejecimiento” nacid a partir de la observacién de una relacién directa entre personas
que llevaban una dieta rica en frutas y vegetales y la disminucion de padecimientos tales

como enfermedades cardiovasculares y distintos tipos de canceres, encontrando

sustancias que tienen la capacidad de reducir los agentes oxidantes que producen el

envejecimiento.

Hace varias décadas se reconocié que los antioxidantes de origen exdgeno
(consumidos en la dieta) se encuentran abundantemente en el reino vegetal, en forma de
compuestos fenolicos; desde entonces muchos estudios se han enfocado en productos

vegetales de consumo comin ®!%19,

Este tema en la actualidad ha cobrado mayor importancia entre especialistas de la
salud quienes han recurrido a las plantas con el fin de conseguir antioxidantes mas

potentes que los ya conocidos.

El sistema de defensa antioxidante humano consiste en un sistema enzimatico y
otro no enzimatico. El primero incluye enzimas tales como superdxido dismutasa
(SOD), glutation peroxidasa (GSHPx), glutation reductasa, catalasa entre otras. El
segundo se divide en dos grupos: los de origen enddgeno y los proporcionados en la
dieta. El glutation reducido (GSH), &cido Grico y albimina son algunos de los
antioxidantes enddgenos, mientras que las vitaminas C, E, Beta Caroteno y los

compuestos polifendlicos como los flavonoides representan los antioxidantes principales
de la dieta (.



También se pueden clasificar a los antioxidantes con respecto a su mecanismo de

accion en dos clases; los primarios o preventores, 'y los secundarios que capturan los

radicales.

Los primarios, previenen la formacién de nuevos radicales, convirtiéndolos en
moléculas menos perjudiciales antes de que puedan reaccionar, o evitando la formacidn
de radicales a partir de otras moléculas, Por ejemplo la enzima glutatién peroxidasa, que
convierte el perdxido de hidrégeno y los peréxidos lipidicos en moléculas inofensivas
antes de que formen radicales libres. Las catalasas, la glutatidén reductasa, y las proteinas
que se unen a los metales como la ferritina y transferrina, limitan la disponibilidad de

hierro necesario para formar el radical hidroxilo.

Los secundarios tienen la funcién de capturar los radicales libres evitando la
reaccidén en cadena, por ejemplo, la vitamina E, C, carotenos, 4cido Urico, albumina,

melatonina, compuestos fenolicos etc e,

1.5. Flavonoides como antioxidantes.

Muchos estudios han mostrado que la actividad antioxidante de las plantas se debe
a la presencia de flavonoides "', Estos compuestos estan ampliamente distribuidos en el
reino vegetal, sobre todo en las partes aéreas de las plantas. Los flavonoides se
encuentran en las vacuolas de las células vegetales y salen al citoplasma celular para

realizar su funcién.

Quimicamente, los flavonoides son difenilpropanos (Cs-C;3-Cs) y consisten en un
anillo de benceno (A) condensado con un anillo de seis miembros (C), el cual es
substituido con un gi‘upb fenilo (B) (fig. 1)'(”.- La rutina y la quercitina son ejemplos de

flavonoides.



En las plantas actian como antioxidantes, antimicrobianos, fotorreceptores,
repelentes, atractores visuales etc. Muchos estudios sugieren que los flavonoides
manifiestan diversas actividades bioldgicas, como antialérgicos, antiinflamatorios y
antivirales, pero la actividad mas interesante es su poder antioxidante, la cual se debe a
la capacidad de reducir la formacion de los radicales libres o bien, de capturarlos. La
actividad antioxidante in vitro de los flavonoides ha sido estudiada ampliamente,
surgiendo una relacion importante entre la estructura de los flavonoides y su capacidad
antioxidante. Dicha capacidad in vive de los flavonoides, estd menos documentada
debido a que no se conoce bien comoe actiia en los humanos. Los flavonoides ingeridos
son degradados a varios acidos fendlicos, algunos de los cuales todavia poseen la
habilidad de capturar radicales libres. Los flavonoides absorbidos y sus metabolitos,
pueden jugar un papel importante in vivo. Esto se ha demostrado experimentalmente a

través de la cuantificaciéon de antioxidantes en plasma después de la ingesta.*"™

Fig. 1. Estructura basica de un flavonoide

Los compuestos polifendlicos pueden actuar como antioxidantes por diferentes
mecanismos:
1) Capturando radicales libres, 2) disminuyendo el oxigeno singulete,

3) Quelando metales de transicion, 4) inhibiendo enzimas
1.6. Evaluacion de la actividad antioxidante
Una gran cantidad de publicaciones reporta la actividad antioxidante de plantas de

uso comun distribuidas en todo el mundo o de regiones endémicas. En base a los

mecanismos de accidn se han desarrollado una gran diversidad de métodos para su



estudio. los procedimientos més utilizados son: la captura de radicales libres con DPPH
(1,1-difenil-2-picrilhidrazilo),"!62D |5 jnhibicién de enzimas (xantina oxidasa,
Lipooxigenasa, Ciclooxigenasa),(13152223) |3 cuantificacién de fenoles totales con el
reactivo Folin-Ciocalteau, “* la medicién de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico
(TBARS),” la oxidacién de lipidos mediante la utilizacion de liposomas, ?7 Ia
capacidad en equivalentes Trolox utilizando ABTS [Acido 2,2'-azinobis(3-

(1,24) (1.8)

etilbenzotiazolin-6-sulfénico)], la disminucion del oxigeno singulete,

=3 entre otras.

quimioluminisencia utilizando el sistema HRP-luminol-H>O,,

Cabe mencionar que si bien, se han llegado a establecer varios mecanismos de
accion de antioxidantes, es aun dificil establecer un método que evalué confiablemente
la capacidad antioxidante, debido a que el area de los antioxidantes es todavia un tema

complejo, y los resultados de los estudios publicados varian considerablemente @9,

Sin embargo, en todo el mundo se realizan estudios de un gran nimero de plantas y
alimentos de tipo vegetal para conocer sus propiedades antioxidantes y como
consecuencia se han elucidado mas de 8.000 estructuras que poseen este tipo de efecto
antioxidante. De hecho se han sintetizado otros compuestos que logran potenciar la
actividad presentada por el compuesto original. Sin embargo falta mucho por mostrar y
en un futuro se pretende contar con compuestos que sirvan como terapia o prevencion de
distintos sistemas celulares que se ven afectados por destruccidn tisular, que conlieven

este tipo de mecanismos.

1.7. La Herbolaria como Medicina Alternativa.

Desde hace algunos afios la investigacidén de plantas medicinales ya no es vista
como un folklore, sino, como una relevante actividad cientifica, ya que las plantas
medicinales son una alternativa viable en el desarrollo de nuevas técnicas terapéuticas,
en la obtencién de nuevas moléculas bioactivas que se manifiesten en diferentes

mecanismos de accién @7,
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El desarrollar nuevos medicamentos a partir de plantas medicinales, se justifica
debido a que la probabilidad de encontrar nuevas moléculas en las especies vegetales
utilizadas por la medicina tradicional es notablemente alta, asi como su posibilidad de

expresar diferentes mecanismos de accidn, ofreciendo una nueva estrategia terapéutica.
Q@7

En el resurgimiento de la importancia de las plantas medicinales como fuente de
potenciales terapéuticos, son los paises del primer mundo quienes invierten grandes
cantidades de dinero en la investigacidon farmacoldgica de plantas medicinales,

obteniendo la materia prima vegetal de los paises tropicales generalmente en desarrollo
27

La investigacion de plantas medicinales abarca diferentes disciplinas: la
Etnomedicina, la Farmacologia, la Fitoquimica, la Toxicologia, la investigacién clinica,

la Biotecnologia y el disefio de medicamentos @7,

Hoy se cuenta ya con grandes obras, catalogos, colecciones, bancos de datos sobre
medicina tradicional, sus recursos humanos, sus recursos naturales, plantas medicinales,

y organizacién social de médicos tradicionales 7,

La OMS reconocid la importancia de este recurso terapéutico y generd un
programa de reconocimiento y promocion de la medicina herbolaria y en 1990 promovio

una serie de recomendaciones para la regularizacion de los medicamentos herbolarios.

La Secretaria de Salud en el Pais, reconoce que muchas de las plantas medicinales
ampliamente conocidas por la poblacidn, estan siendo utilizadas como fitofarmacos y
que esta practica cada dia tiene mayor relevancia, por lo que ha construido el marco
para la regulacion de estos productos (medicamentos herbolarios) para lo cual ha
formado diversos instrumentos como la propuesta del nuevo Reglamento de la Ley
General de Salud en materia de control sanitario de actividades, establecimientos,

productps y servicios en el cual se precisa la manera en que estos productos son
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tratados. El nuevo reglamento reconoce tres tipos de medicamentos: El quimico

farmacéutico, el homeopatico y el herbolario e,

El medicamento herbolario como nuevo concepto “Es el producto elaborado con
material vegetal o algin derivado de éste, cuyo ingrediente principal es la parte aérea o
subterranea de alguna planta o0 extractos o ftrituras asi como: jugos, resinas, aceites
grasos y esenciales presentados en forma farmacéutica. Su uso terapéutico estd basado
en el conocimiento tradicional o popular y su efectividad y seguridad estan establecidas

en la literatura nacional como internacional” 7,

1.8. Medicina Tradicional Mexicana

En Meéxico la cultura popular de la fitoterapia tiene una tradicion de mas de 3,000
afios, reportandose unas 3,000 especies curativas de las 30,000 especies existentes en

nuestro Pais. Sin embargo, una gran mayoria no han sido estudiadas cientificamente, @

ademas la mayor parte de las publicaciones sobre herbolaria mexicana, provienen del

centro del Pafs.

Por otra parte, la regidon del Norte del Pais cuenta con una gran variedad de flora
que se ha adaptado y crecido bajo las condiciones climéticas tan singulares de nuestra

region y muchas de estas especies no han sido estudiadas todavia.
1.9. Justificacion

Las enfermedades degenerativas han mostrado un aumento creciente en los Gltimos
afios, la etiologia de dichas enfermedades esta relacionada intimamente con la presencia
de radicales libres. La disposicion de terapias alternas y novedosas contribuiria a mejorar

la calidad de vida de los pacientes. Por esto se considerd importante iniciar el rastreo de

la actividad antioxidante de plantas del Noreste de México.
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1.10. Objetivo General

Evaluar la actividad antioxidante de seis plantas del Noreste de México.

1.11. Objetivos Especificos

1.-Seleccionar plantas del Noreste de Meéxico reportadas por sus propiedades

antioxidantes.
2.-Obtener extractos primarios de las especies seleccionadas.

3.-Evaluar la actividad antioxidante de los extractos, a través de los ensayos:
a)  Revelado de CCF con DPPH. .
b) Reduccién de DPPH por UV-'Vis.
¢) Determinacion de fenoles totales.

d) Inhibicion de la Xantina Oxidasa.
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CAPITULO II

MATERIAL Y METODOS

2.1. Reactivos

Los siguientes reactivos fueron adquiridos comercialmente en la compaiiia CTR y

son de grado analitico: metanol, etanol, acido acético glacial, acetato de etilo, acido

formico, acetona. De la compafiia Sigma Aldrich se adquirieron los productos:
pirocatecol, xantina, xantina oxidasa, quercitina, rutina, fosfato monobasico de potasio,

fosfato dibasico de potasio, carbonato de sodio. EI DPPH (1,1-difenil,2-picrilhidrazilo)

y el reactivo de Folin Ciocalteu fueron adquiridos de Fluka,

2.2. Material

Pipetas automaticas Transferpette de 50, 100, 1000 pl.

Cubeta de cuarzo de 1 m! y | em de trayecto Optico.
Cromatofolios de silica 60 F 254

Cuba de vidrio 20 X 21 em.
2.3. Equipo
Balanza digital (Scout Pro) OHAUS

Potenciometro (061) Beckman
Vortex (MS1) Minishaker IKA

14



Ultrasonido (3510) BRANSON
Licuadora Man _
Espectrofotometro (DU 7500) Beckman
Rotavapor (011) Buchi

Balan;a analitica (GR-120) A&D, Co.

Agitador mecanico (unimax 1010) Heidolph
2.4. Seleccion y Recolecciéon de Plantas

Bajo la valiosa ayuda del Biologo Humberto Sanchez, se seleccionaron plantas de

la region con propiedades antioxidantes.

Un espécimen de cada planta se envié al Herbario Institucional de la Facultad de

Ciencias Biologicas de la UANL, para confirmar su identificacién.

Las plantas se cortaron de manera cuidadosa a fin de no alterar sus metabolitos, se
dejaron secar por varias semanas a temperatura ambiente, en un lugar libre de humedad,

posteriormente se separaron en hojas, tallos, raices y flores, se molieron y conservaron

en bolsas de plastico para su posterior extraccion.
2.5. Extraccion

Se realizaron extracciones metandlicas (damiana, calabacilla, hojasen) y etandlicas

90% (flor de pefia, nogalillo, centaurea) como se muestra en la Tabla I

En todos los casos el extracto se recuperd. en un matraz bola y se evapord a
sequedad en rotavapor cuidando que la temperatura del bafio no fuera mayor a 37 °C. El
extracto se recuperd con un poco de solvente y se colocd en una caja petri hasta
sequedad a temperatura ambiente. Finalmente se almacend en un frasco oscuro, se selld

con nitrégeno gaseoso ¥ se mantuvo en refrigeracion (2-4°C).
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Tabla I. Procedimientos para extraccion.

Planta Parte Material VSolvente Volumen | Tiempode | #de | Referencia
utilizada | en polvo total agitaciéon |extracc.
(2)
Hojas 160 (30)
Damiana Tallos 100 Metanol 14L 20 min, y 3
- luego en
Raiz 86.7 reposo 24h
Hojas 100 (30)
1.4L 20 min, y
Calabacilla Tallos 140 Metanol luego en 3
Raiz 100 reposo 24h
Hojas 100 (30)
Tallos 100 20 min, y 3
Hojasen Metanol 1.4L luego en
Raiz 100 reposo 24h
Flor 204 Metanol 260ml
Flor de Hojas 63.0 Etanol:H,O 20 min (29)
pefia 9:1 630 ml 1
Hojas 100 (29)
1
Nogalillo IL 90min, a
Etanol:H,O 116 rpm
Fruto 58.0 9:1 580ml
Corteza 98.0 980ml
Centaurea . 100 Etanol:H,O 90 min a (29)
Flor 9:1 1L 116 rpm 1

2.6. Captura de Radicales Libres con DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo)

Los ensayos realizados para evaluar la capacidad antioxidantes de los extractos

basados en la captura de radicales libres con DPPH, fueron descritos anteriormente por
E.H. Naik y cols. (2001) €9 y Juma B. y cols @V
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2.6.1. Revelado de Cromatografia en Capa Fina

1 mg de extracto se disolvié en Iml de etanol, posteriormente se sembraron 10pul
de la solucién en una cromatoplaca de silica 60 F 355. Se utilizd quercitina (Img/ml)
como control positivo. La cromatografia se desarrollé utilizando como fase movil
acetato de etilo: dcido formico: acido acético: agua (100:11:11:27). Los solventes se
mezclaron uno a uno en el orden mencionado, agitando constantemente para su dptima
disolucién. La placa se retird y se dejo secar por 10 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente se reveld con DPPH (2 mg/ml en etanol), utilizando un aspersor manual para

el rociado de la placa. Después de 30 minutos se observaron las manchas claras en

contraste con el fondo morado de la placa.

Los 15 extractos, se sembraron junto coﬁ el control positivo en la placa
cromatografica en el siguiente orden:
Turnera diffusa ,hoja.
Turnera diffusa, tallo.
Turnera diffusa, raiz.
Cucurbita spp., hoja.
Cucurbita spp., raiz.
Cucurbita spp., tallo.
Fluorensia cernua, hoja.

Fluorensia cernua, tallo.

£ D B s W e

Fluorensia cernua, raiz.

. Fluorencia cernua, flor.

—t —
— O

. Selaginella pilifera, hoja.

et
X

. Juglans mollis, hoja.

fam—
W

. Juglans mollis, fruto,

14. Juglans mollis, corteza.
15. Centaurea americana, flor.

16.-Quercitina (control)
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2.6.2. Medicion Espectrofotométrica (Uv-Vis)

Se prepararon soluciones de cada uno de los extractos a una concentracién de 1
mg/ml en etanol y una solucién de DPPH de 0.2mg/ml en etanol. En un tubo de ensaye
se colocaron 0.5 ml de solucion del extracto y se adicionaron 0.5 ml de solucién DPPH.
Se agitaron y dejaron reaccionar en la oscuridad durante 30 min. La medicién
espectrofotométrica se realizo a una longitud de onda de 517 nm, en una celda de cuarzo

de 1 cm de trayecto Optico y capacidad de 1 ml. Se utilizaron como control positivo

quercitina y rutina. La reduccién del DPPH se calculé a partir del cambio de absorbancia

del reactivo con etanol (control) mediante la siguiente ecuacion:

% reduccion = (Abs de ctrl.) - {Abs de mta.) X 100
Abs de ctrl

2.7. Determinacion de Fenoles Totales.

La cantidad de Fenoles Totales se determiné de acuerdo al método descrito por
Charanjit Kaur y cols.(2001). 49 Brevemente, 100 pl de solucion del extracto (1 mg/ml
en etanol), se disolvieron en 3 ml de agua destilada, se agregaron 0.5 ml del reactivo
Folin-ciocalteau, y se dejo reposar 3 min, y posteriormente se adicionaron 2 mi de
solucion de carbonato de sodio (20 %). Los tubos se mezclaron por inmersion y se
dejaron reposar durante una hora. Finalmente se leyé la absorbancia a 650 nm. Como
control positivo se utilizd pirocatecol. E! contenido total de fenoles se expresd como

gramos (g) de pirocatecol, por cada 100g de muestra, segln la siguiente ecuacion:

Abs de la mta) x 100

Absorbancia
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2.8. Inhibicion de Xantina Oxidasa

Para este ensayo enzimatico se colocd xantina oxidasa (24 mU), amortiguador de
fosfatos pH de 7.4 (50 mM), extractos a concentraciones entre 10 y 150 ug/ml (disueltos
en etanol) y xantina (25 uM), en un volumen final de 1 ml. Se siguid la aparicidon de
acido arico a una longitud de onda de 292 nm (Uv-Vis), de acuerdo al procedimiento

descrito por A. Russo y cols. (2002) 9

En la celdilla de reaccion se puso la solucién buffer, la enzima y posteriormente el
extracto, esta solucion se leyd como blanco. Se comenz6 a leer inmediatamente después de

agregar el sustrato (xantina). El tiempo de lectura fue de tres minutos, con intervalos de

lectura de 30 seg. La celdilla se mantuvo a una temperatura de 24°C.

Calculos:
La actividad enzimaética se define como la transformacion de 1 umol de sustrato o la
formacion de 1umol de producto por minuto durante la reaccién enzimética y se expresa en

unidades internacionales por ml (Ul/ml). Para obtener la actividad enzimatica se multiplica

el cambio de Abs/min por un factor (F), que resulta de la siguiente ecuacién:

F= 1/g (vol. en la cubeta)( dil. de la enzima)

Donde:
£ = absortividad molar = 9.2 x 10°

Dil = dilucién de la enzima en la cubeta.
El porcentaje de actividad se calcula refacionando la actividad enzimatica sin el extracto, y

la que se obtuvo con la presencia deél extracto; una vez conociendo el porcentaje de

actividad se calcula por diferencia el porcentaje de inhibicion.
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CAPITULO III

RESULTADOS

3.1. Seleccion de Plantas

Para la seleccion de las plantas se realizé una bisqueda bibliografica y se

consultd al experto Botanico Biol. Humberto Sanchez. Se seleccionaron seis plantas y se

recolectaron de diferentes puntos de la Regién (Tabla II). Especimenes secos y bien:

cuidados, se enviaron al Herbario Institucional de la Facultad de Ciencias Biologicas de

la Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn, para la identificacion y/o comprobacion de la

especie de cada planta.

Tabla II. Seleccidon y Recoleccion de Plantas

Nombre cientifico Nombre ¢omin Lugar de Recoleccion | Folio
Turnera diffusa Damiana Cadereyta, N. L. 2872
Cucurbita spp. Calabacilla Garcfa, N. L. ™
Fluorensia cernua Hojasen Ramos Arizpe, Coah. *)
Selaginella pilifera Flor de pefia Villaldama, N. L. 18458
Juglans mollis Nogalillo Villaldama, N. L. 17854
Centaurea americana | Centaurea Villa de Santiago, N. L. 17624

(*) A Un no han sido clasificadas.
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3.1.1. Turnera diffusa (Damiana)

Planta herbacea de la familia de las turneraceas que mide entre 30 y 70 cm de

altura. Su tallo es ramoso con hojas alternas ovaladas y aromaticas. Las flores son

pequefias de color blanco o amarillo.
Uso tradicional: anti-anémica, conceptiva, actlla en contra de la frigidez e

impotencia, diurética, contra malestar menstrual, problemas de prostata, tdnico general y

cerebral @,

3.1.2. Cucurbita spp. (Calabacilla)

Planta anual de la familia de las cucurbitaceas, su tallo es rastrero o trepador; las
hojas rugosas el fruto globoso de pulpa fibrosa y firme.
Uso tradicional: fortificante y tonico cerebral, deshace los calculos renales y

disminuye el ardor de vejiga causado por “arenillas”, previene el cancer estomacal, actia

contra problemas de préstata quemaduras, irritaciones de piel y sarna ¥,
3.1.3. Fluorensia cernua (Hojasen)

Arbusto de la familia de las compuestas que mide un metro de altura. Sus hojas son
elipticas, agudas y aromaticas, de dos a tres centimetros de largo y de sabor muy
amargo.

Uso tradicional: contra problemas estomacales, ayuda a poner en orden los

procesos digestivos @,

3.1.4. Selaginella pilifera (Flor de peiia)

Planta herbacea de 15 a 20 cm de alto con las hojas obtusas, con un pelo largo en
el 4pice.

Uso tradicional: Bebidas y licores: se adiciona al tesgiiino. La infusion de esta

planta se toma contra célicos y enfermedades gastrointestinales ¢,
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3.1.5. Juglans mollis (Nogalillo)

Arbol de la familia de las juglandaceas, que alcanza 15 metros de altura. Su

madera es dura rojiza y parda, con hojuelas ovales y puntiagudas.

Uso tradicional : Las hojas se utilizan en cataplasmas contra el reumatismo. El
cocimiento de las hojas favorece la cicatrizacion de las llagas rebeldes, alivia las aftas,

leucorrea y ademés se emplea como antiescrofuloso. Para curar intoxicaciones, se usa la

infusién de las hojas. El mesocarpio del fruto se usa para las ronchas, aplicando una

cataplasma en la parte afectada 2,

3.1.6. Centaurea americana (Centaurea)

No se ha descrito en la literatura las propiedades de esta especie, sin embargo se

han encontrado propiedades antimicrobianas y fitotoxicas de ese genero &%,

3.2. Extractos de las plantas

Los porcentajes de recuperacion para los extractos metandlicos estuvieron entre

5.1y 20.1 % mientras que los hidroalcéholicos fueron de 0.47 a 10.1 %. ( Tabla IIl.)
3.3. Reduccién de DPPH. Cromatografia en Capa Fina.

De los quince extractos analizados, seis mostraron actividad en este bioensayo:
tallo y raiz de Damiana, hoja, fruto y corteza de Nogalillo y flor de Centaurea (Figura 2}
(véase lista de extractos pagina 17)
3.4. Reduccion de DPPH. Determinacion UV-Vis,

Se determiné la decoloracién de DPPH a 517 nm y se calculo el porcentaje de

reduccion de cada uno de los extractos, frente al radical libre (Tabla V). Todos los

experimentos se realizaron por triplicado y se muestra el promedio junto a su desviacién
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estandar. Once extractos primarios mostraron actividad antioxidante importante. Los

extractos que sobrepasan el 50% de reduccion son: 1-3 y 8-15.

Tabla III. Porcentajes de recuperécién.

Planta |Parte utilizada|% Recuperacion
1 |Damiana Hoja 15.80 %
2 |Damiana Tallo 8.40 %
3 [Damiana Raiz 5.40 %
4 [Calabacilla Hoja 5.60%
5 [(Calabacilla Raiz 6.30 %
6 |Calabacilla Tallo 5.10%
7 Hojasen Hoja 20.10 %
8 [Hojasen Tallo 10.30 %
9 [Hojasen Raiz 15.60 %
10 [Hojasen Flor 6.80 %
11 [Flor de Pefia Hoja 0.47 %
12 [Nogalillo Hoja 8.70 %
13 |[Nogalillo Fruto 1.72 %
14 Nogalillo Corteza 7.40 %
15 Centaurea Flor 10.10 %
1 2 3 4 5 € 7 8 9 10 11 12 13 14 15 @

Figura 2. Cromatografia en Capa Fina, revelada con DPPH (2 mg/ml)
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3.5, Determinacion de Fenoles Totales

Los resultados de la determinacion de Fenoles Totales en

los extractos

demostraron que al menos 8 extractos contienen una cantidad superior a 4g de

catecol/100g de muestra (Tabla V). Cada uno de los extractos se realizaron varias veces,

y se muestra el promedio de tres de ellos con su desviacién estandar.

Tabla IV. Porcentaje de Reduccién de DPPH.

Parte
Planta utilizada % Reduccién
1 [Damiana Hoja 753+58
2 Tallo 86.8+5.3
3 Raiz 85.8+3.0
4 Calabacilla Hoja 9.6+ 7.8
3 Raiz 127+ 13.0
6 Tallo 23.1 + 10.1
7 Hojasen Hoja 27.9+ 84
8 Tallo 88.1+4.3
9 Raiz 85.1+ 5.4
10 Flor 51.3+9.7
11 Flor de Peiia Hoja 76.8+2.6
12 Nogalillo Hoja 80.9 +7.9
13 Fruto 809+ 74
14 Corteza 91.1 +1.0
15 Centaurea Fior 772 +6.5
Quercetina Control 78.6
Rutina Control 96.2
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Tabla V. Fenoles Totales

-lg pirocatecol/ 100
Planta Parte utilizada g de extracto
1 'Pamiana Hoja 3.0+ 1.5
2 Tallo 41+19
3 Raiz 1.5+ 0.8
4 |Calabacilia Hoja 14+ 1.4
5 Raiz 0.8+1.1
6 Tallo 1.9+1.3
7 [Hojasen Hoja 1.5+1.1
8 Tallo 5.1+ 1.0
9 Raiz 29+ 1.7
10 - Flor 46+238
11 Flor de Pefia Hoja 4.6+ 1.4
12 Nogalillo Hoja 13.3+£3.0
13 Fruto 6.8+ 3.6
14 Corteza 23.0+0.9
15 Centaurea Flor 10.5+4.6

3.6, Tnfitbicion de Xaiitine: Oxidasa

Se determiné la actividad de la enzima xantina oxidasa en presencia y ausencia de
extracto y se calculd el porcentaje de inhibicién de la actividad (Tabla VI y VII). En
estos experimentos se utilizaron diferentes concentraciones de los extractos y se
realizaron por triplicado. Los resultados se reportan como promedio de tres
experimentos y su desviacion estandar. Siete extractos primarios fueron muy activos a

bajas concentraciones y cuatro mas mostraron una actividad moderada a concentraciones

de 50 a 150 pug/mL.
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Tabla VI. Porcentaje de Inhibicién de Xantina oxidasa a 10, 20 y 30ug/m! de extracto

Extracto 10pg/ml 20ug/ml. 30ug/mil.
2 Damiana, tallo 407+110| 208+0.7 | 21.4+6.3
3 |Damiana, raiz 309+60 | 248+1.0 | 74 +55
4 |Calabacilla, hoja 205+11.9 | 21.8+12.7 | 552+ 26.4
S [Calabacilla, raiz. 246+46 | 1774+17.8 | 32.5+£96
6 [Calabacilla, tallo 47.7 +10.3 | 23.7+ 2.1 21.2+16
14 |Nogalillo, corteza 106+ 0 18.9+8.1 | 224 +15.0
15 |[Centaurea, flor 19.9+209 | 289+8.0 | 38.3+24

Quercetina 64.6 85.4 86.6

Tabla VII. Porcentajes de inhibicién de Xantina Oxidasa a 50, 100 y 150ug/ml de

extracto.
Extracto S0ug/mi 100ug/ml 150pg/ml
1 Damiana, Hoja 31.9+122 | 488+ 116 | 49.1 +21
7 [Hojasen, hoja 226+132| 126+45 | 11.1+74
8 [Hojasen, tallo 136.0+106 | 486+ 185 | 56.9 + 13.7
8 Hojasen, raiz NI NI NI
10 [Hojasen, flor 16.3 + 1.14 NI NI
11 [Flor de Pefia, hojas 108+58 |258+10.1; 31.7+55
12 |Nogalillo, hoja 471 +130| 80+76 NI
13 Nogalillo, fruto 152+ 11.0|24.3+144| 200+ 129
Quercitina 87.7 100 100

NI = No activo a estas concentraciones
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CAPITULO1V

DISCUSION

En el presente trabajo se eligieron plantas del Noreste del pais, ya que la mayor

parte de los estudios que se reportan en la literatura estan enfocados a plantas del centro

(28)

y sur; siendo especies distintas a las de nuestra regién. La seleccién se realizd bajo

criterios etnofarmacologicos y quimiotaxonémicos.

El criterio etnofarmacoldgico se llevé a cabo con la ayuda del Bidlogo Humberto
Sanchez Vega, quien orientd sobre las posibles plantas localizadas en la region con

actividad antioxidante, a partir de una lista de plantas que se obtuvo de una busqueda

bibliografica.

La identificacién de especies relacionadas taxonomicamente con otras plantas de
las cuales ya se ha reportado su actividad antioxidante constituye el criterio
quimiotaxonomico. Ademas proporcion¢ instrucciones sobre la recoleccién,.seﬂalando
la manera cuidadosa con que se deben desprender las plantas del suelo, con el fin de no
alterar los metabolitos, asi como la manera de conservacién; para este propdsito se
recomendd extenderlas y mantenerlas en un lugar libre de humedad y dejar secarlas

completamente, para posteriormente ser extraidas.
La identificacion final de las especies recolectadas, fue realizada por el Herbario

Institucional de la Facultad de Ciencias Biologicas de la U, A. N. L . (Tabla II). Hasta el

momento no se ha logrado identificar con certeza las plantas calabacilla y hojasen, ya
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que es necesario obtener fotografias de las plantas que estén con flor y obtener todo el

especimen completo.

Las plantas Damiana, Calabacilla y Hojasen se extrajeron con metanol. Esto en

base a lo reportado por Molina G. y cols. =0

quienes indican que se usa metanol como
sistema extractante de plantas en general, ya que con este se asegura arrastrar
compuestos polares y medianamente polares. Ademas muchos de los estudios
preliminares para comprobar actividad antioxidante en plantas se realizan con extractos
metanélicos % 171931 E[ porcentaje de recuperacién més alto que se obtuvo utilizando
este solvente, fue de 20.1 % correspondiente a las hojas de Florencia cernua (hojasen),

mientras que el mas bajo fue de 5.1 % que pertenece al tallo de Cucurbita spp.
(calabacilla) (Tabla III).

Por otra parte, las plantas Juglans mollis (nogalillo), Selaginella pilifera (flor de
peifia) y Centaurea americana (centaurea) se extrajeron con una mezcla etanol:agua

(2]

(9:1), en base a lo reportado por Orozco Hayek y cois. quien menciona haber

obtenido un mayor porcentaje de récupetacion con este sistema, ademas se logra obtener
un rango mdas amplio de polaridades de los compuestos, al utilizar esta mezcla de
solventes. Otra razén por la cual se eligié este sistema de extraccidon es que varios
articulos reportan extracciones etanélicas de plantas, con el fin de probar su actividad

¢ 10,

antioxidante 13,16 Como se indica en la Tabla III, los porcentajes de recuperacion

variaron desde 0.47 % (hojas de Selaginella pilifera) hasta 10.10 % (flor de Centaurea

americana),

Queda claro que no se pueden comparar los porcentajes de recuperacion
obtenidos de diferentes plantas y con diferentes solventes, sin embargo en este trabajo se

obtuvieron mejores porcentajes de recuperacion con la extraccion metandlica.

Se ha puntualizado la problematica para evaluar la actividad antioxidante,

22)

debido a que es un tema complejo; realizar la evaluacidon con distintos métodos

confiere un punto para obtener resultados con mayor validez. En esta Tesis se utilizaron
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tres ensayos para determinar la actividad antioxidante de extractos: secuestro de
radicales libres con DPPH, determinacién de Fenoles Totales e inhibicién de Xantina
Oxidasa; estos ensayos se eligieron a partir de una gran variedad de ensayos descritos

en la literatura por su sencillez y bajo costo.

Inicialmente se emple6 la técnica de Cromatografia en Capa Fina, con el objetivo
de analizar la presencia de antioxidantes utilizando el revelador 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH), un radical libre estable, que reacciona con agentes reductores
(antioxidantes). El reactivo DPPH tiene un color morado; al aparearse los electrones
cambia a amarillo. ®V Los resultados demostraron. la actividad de seis de los quince

analizados (Figura 2); en este procedimiento se utilizd quercitina como control positivo.

Por otro lado, se utilizé este mismo radical [ibre estable para realizar la
determinacion cuantitativa del porcentaje de reduccién del DPPH, por medio de
espectrofotometria UV-Vis, El DPPH provee informacién de la reactividad con
compuestos antioxidantes, por medio del mecanismo de captura electrénica. El DPPH
tiene un color morado cuando su electrdn no esta apareado, cuando el radical libre llega
a estar apareado, al estar en contacto con el antioxidante, resulta una coloracién amarilla,
la cual se mide a 517 nm. Y Como se muestra en la Tabla IV, once de los 15 extractos
analizados, mostraron un porcentaje de reduccién mayor a 50%, incluyendo las seis que

demostraron la actividad antioxidante por Cromatografia en Capa Fina.

El segundo ensayo realizado en el presente trabajo fue la determinacion de
fenoles totales utilizando el reactivo de Folin Ciocalteau. Este reactivo se reduce en
presencia de compuestos fendlicos, a pH basico, formando compuestos cromdgenos que
pueden ser medidos espectrofotometricamente a 650nm. El contenido de fenoles totales,
como ya se ha mencionado, estd estrechamente relacionado con la presencia de
antioxidantes en forma de flavonoides®®. Generalmente, los resultados son expresados
en mg de pirocatecol por'IOO gr de muestra; por ejemplo Charanjit K. y cols.
reportaron hasta 399.8 mg de pirocatecol presentes en 100g de material fresco de Menta

spicata. Los resultados obtenidos en esta investigacion estuvieron entre 0.8 g de
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pirocatecol presentes en 100 g de extracto de la raiz de calabacilla hasta 23 g de

pirocatecol por cada 100 g de extracto en la corteza de Nogalillo (Tabla V).

‘Finalmente se realizo el bioensayo de la inhibicién de X.0 como indicador de la
actividad antioxidante. Esta es una enzima compleja que contiene molibdeno, flavin
adenin dinucieotido (FAD), y otros metales que actiian en conjunto para metabolizar
compuestos del catabolismo de las proteinas. La xantina oxidasa actia sobre la xantina,

convirtiéndola en 4cido Urico, el cual es producto de desecho de las purinas. Durante
esta reaccion la XO produce una gran cantidad de compuestos reactivos de oxigeno (O,

), ¥ se ha comprobado que algunos compuestos como los flavonoides inhiben la
actividad de dicha enzima. Los flavonoides que son estructuralmente semejantes al
sustrato, xantina, son degradados por la XO, y los metabolitos resultantes de la reaccion,
se unen fuertemente al sitio de accion de la enzima y la inhiben; a estos metabolitos se

les a llamado “ productos suicidas”. ¢?

Russo y cols. ¥ han reportado un porcentaje de inhibicion de hasta 95.5 %
cuando trabajaron con un extracto de propolis a una concentracién de SOpg/ml. En la
Tabla VI se describen los porcentajes de inhibicion a concentraciones que van de
10pg/ml hasta 150ug/ml. Los extractos mas activos fueron siete (Tabla VI) los cuales se
analizaron a concentraciones bajas entre 10 y 30ug/ml, €stos tuvieron porcentajes de
inhibicion entre 7.4 y 55.2%; mientras que los extractos evaluados a concentraciones de
50-150pg/ml, tuvieron una actividad moderada, inhibiendo desde un 8% hasta un

56.9%; sin embargo, los extractos obtenidos de rafz y flor de Hojasen y de hojas de

Nogalillo, no inhibieron ain a estas concentraciones.

Por otro lado los articulos publicados presentan una tendencia dosis-efecto, sin
embargo como lo muestran nuestros resultados, algunos de los extractos (2, 3,6, 7, 10y
12) por el contrario presentaron mejor inhibicion a concentraciones menores; este hecho
puede deberse a interferencias causadas por el gran nimero de compuestos presentes en
los extractos primarios, ocurriendo asi, un impedimento en el sitio alostérico de la

enzima,

30



Este método resulta ser muy especifico ya que las moléculas deben ser
estructuralmente semejantes al sustrato, a diferencia del DPPH que es muy general y que

evalua la presencia de agentes reductores en general.

Debido a las particularidades de cada procedimiento o ensayo empleado es
recomendable analizar los compuestos activos frente a diferentes procedimientos in vitro
€ in vivo y correlacionar dicha actividad con una dosis efectiva, que por el contrario no

afecte a los tejidos, con reacciones opuestas prooxidantes, Tal como describen Kurisawa

y cols, @ W

y Cos y cols. '/, los compuestos no pueden ser clasificados como
antioxidantes por el hecho de presentar dicha actividad en determinado sistema porque

puede actuar como prooxidante en otro,
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

Todos los extractos analizados de Nogalillo, Damiana, Centaurea, Flor de pefia y los

extractos de tallo y raiz de Hojasen, produjeron buena actividad en el ensayo con DPPH.

Todas las plantas analizadas contienen una gran cantidad de fenoles totales,

particularmente las partes aéreas.

Siete extractos resultaron ser muy activos en el bioensayo con xantina oxidasa.

La raiz y flor de Hojasen y las hojas de Nogalillo no inhiben la actividad de xantina

oxidasa.
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CAPITULO VI

PERSPECTIVAS

Obtener fracciones de los extractos mas activos por medio de técnicas cromatograficas.

Determinar la actividad antioxidante de los extractos y las nuevas fracciones, en otros

sistemas in vitro.
Evaluar la actividad antioxidante en ensayos con distintas lineas celulares humanas,

Determinar la toxicidad de los extractos.
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