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1. INTRODUCCION

Las plantas medicinales son los recursos naturales mas importantes de la
medicina tradicional. A lo largo de los siglos han sido utilizadas como remedios
para las enfermedades del hombre, debido a que poseen sustancias con actividad
biolégica llamadas metabolitos secundarios; entre éstos compuestos destacan los
compuestos polifendlicos que pueden ser Gtiles como medicamentos o aditivos
alimentarios. En las plantas, estos metabolitos tienen un papel en la prestacion de
defensa contra plagas y patdégenos, proporcionando proteccion contra los rayos
UV vy el estrés, o actuando como atractivos compuestos volatiles de olor o
pigmentos. La aceptacion de la medicina tradicional como una forma alternativa de
cuidado de la salud y el desarrollo de resistencia microbiana a los antibiéticos
disponibles ha llevado a investigar la actividad farmacolégica de las plantas
medicinales. Estos compuestos polifendlicos han sido de principal interés de
estudio por poseer propiedades como: antiagregantes plaquetarios, antirradicales,

antioxidantes, antimicrobianas, antivirales, entre otras.

Existen abundantes fuentes de antioxidantes en diversos tipos de plantas,
vegetales, frutas, hojas, cereales, plantas herbaceas, raices y cortezas (Kahkonen
et al., 1999; Yang et al., 2001). Algunos de los alimentos que se destacan por su

alto contenido en polifenoles son el té, el vino y el cacao.

Las hojas jovenes son la fuente principal de compuestos fendlicos, porque los
sintetizan como defensa contra predadores herbivoros que las prefieren por su
mayor calidad nutricional respecto a las hojas maduras. Sin embargo, eso no
siempre ocurre porque no todos los metabolitos tienen el mismo comportamiento
durante el desarrollo foliar (Loponen et al., 1997; Estiarte et al.,, 1999).
Probablemente las hojas maduras sean mas importantes para las plantas porque
proveen carbohidratos a las estructuras protectoras y a los apices de raiz y tallos
(Krischik y Denno, 1983).




El estado de Chiapas se caracteriza por tener una abundante diversidad
vegetal, dentro de esta flora la planta medicinal Ardisia sp, ha sido ampliamente
estudiada y en la actualidad se conocen aproximadamente 500 especies. Estudios
preliminares reportan actividades anti carcinogénicas, antitumorales, anti
inflamatorias y antivirales de los extractos metandlicos de hojas adultas de Ardisia
sp. En el presente trabajo se evallo la capacidad antioxidante y antiradical que
presentan los principales compuestos fendlicos de los extractos metandlicos de
Ardisia sp.




2. JUSTIFICACION

Actualmente las investigaciones referentes a los compuestos fendlicos y su
actividad biolégica estan en constante desarrollo, los resultados que arrojan en
cuanto a las propiedades benéficas han sido satisfactorios, los antioxidantes
naturales han sido muy bien aceptados entre los consumidores y han
potencializado el mercado de estos productos como complementos
nutricionales. Aunado a esto esta la problematica de la contaminacion
ambiental, la cual tiene mudultiples efectos negativos sobre la salud, como
consecuencia de esto nos exponemos a un sinfin de sustancias quimicas que
provocan diversas enfermedades, sobre todo aquellas relacionadas con los
radicales libres que son causantes de enfermedades en la piel y diversas
afectaciones en el cuerpo humano. Debido a esto, se tiene la necesidad de
buscar nuevas fuentes, sobre todo de origen natural que contrarresten estos
efectos. En la industria alimenticia se requiere de nuevos antioxidantes que
ayuden a preservar la calidad de los alimentos, ya sea solos 0 en sinergia con
los de actual uso. El género Ardisia posee son una fuente rica de compuestos
fitoquimicos biolégicamente potentes, por ejemplo bergenina, ardisina,
quinonas, flavonoides, entre otros, lo que le confiere muchas propiedades
medicinales como son: anticarcinogénica, antiviral, antioxidante,

antinflamatorio, entre otras (Howard, 2012).

El empleo de esta especie o sus constituyentes fitoquimicos no se han
explorado completamente resultando en una subutilizacién de sus propiedades
en la medicina y sobre todo como fuente de alimento. Debido a esto el interés
principal es continuar con las investigaciones de la planta Ardisia sp. , debido
a que sus diversas propiedades medicinales no han sido estudiadas, por lo que
en este trabajo se evaluaran la actividad antioxidante y antiradical de los
principales polifenoles de los extractos metandlicos. Un conocimiento de los
aspectos metabdlicos de los polifenoles contenidos en Ardisia sp. ha de

permitir un mejor entendimiento de los multiples beneficios de estos.




3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General
Evaluar la actividad antioxidante y anti radical de los extractos metandlicos
obtenidos de las hojas adultas de Ardisia sp.

3.2 Objetivos Especificos

*

% Obtener el extracto metandlico a partir del pulverizado de las hojas adultas
de Ardisia sp.

X/

+ Determinar el contenido de fenoles totales en el extracto metandlico
empleando el método colorimétrico de Folin-Ciocalteau.

+» Determinar el contenido de flavonoides totales en el extracto metandlico
empleando el método colorimétrico del cloruro de aluminio.

% Evaluar la actividad antioxidante del extracto metandlico mediante el
ensayo del B-caroteno/acido linoléico.

.

« Evaluar la actividad anti radical del extracto metandlico mediante el ensayo
del DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo).




4. CARACTERIZACION DEL AREA

El proyecto de residencia profesional se desarrolld6 en los laboratorios de
Biotecnologia (Edificio “J”) y de Analitica (Edificio “Z”) del Instituto Tecnolégico de

Tuxtla Gutiérrez, Chiapas; ubicados en la carretera Panamericana Km.1080.

4.1 Politicas y normas

Ser una oferta educativa tecnoldgica suficiente a nivel superior y postgrado, en las
modalidades escolarizadas y abiertas, con perfiles profesionales acorde a los retos
de todas las regiones del pais.

Compartir con la poblacion en general los beneficios de conocimiento, la cultura
cientifica y tecnoldgica; en particular, proporcionar al publico, con la finalidad de
coadyuvar al modelo de desarrollo que el pais reclama, para alcanzar el bienestar

social que demandamos los mexicanos.

4.2  Objetivos de la institucion

Promover el desarrollo integral y armoénico del educando con los demas, consigo
mismo y con su entorno, mediante una formacién intelectual que lo capacite en el
manejo de los métodos y los lenguajes sustentados, en los principios de identidad

nacional, justicia, democracia, cultura, que le permiten una mente y cuerpo sanos.

4.3  Servicios que presta lainstitucion

e Atender la demanda de educacién superior y postgrado con alta calidad
nacional e internacional en las areas industriales, agropecuarias y de servicios,
en todas las regiones del pais, como la forma de auspiciar el desarrollo
regional. Se imparten 8 carreras a nivel Licenciatura, las cuales son: Ingenieria
Bioquimica, Ingenieria Eléctrica, Ingenieria Electrénica, Ingenieria Industrial,
Ingenieria Mecénica, Ingenieria Quimica, Ingenieria en Gestion Empresarial e

Ingenieria en Sistemas Computacionales. Ademas se oferta el postgrado con




la Maestria en Ciencias en Ingenieria Bioquimica y la Maestria en Ciencias en
Ingenieria en Mecatronica.

e Hacer de cada uno de los institutos Tecnoldgicos un instrumento de desarrollo
mediante una estrecha y permanente retroalimentacion con la comunidad, en
especial entre los sectores productivos de vienes y servicios, sociales, publicos
y privados.

e Promover y convocar a los sectores productivos y educativos de cada localidad
para generar y otorgar apoyos materiales y financieros adicionales, requeridos
en la operacion de los planteles.

e Compartir con la comunidad la cultura cientifica tecnoldgica y humanista, asi
como la recreacion y el deporte, mediante los diversos foros y medios con que
cuenta el sistema.

e Oferta de perfiles profesionales que integran las necesidades especificas
regionales, para que el egresado contribuya de manera satisfactoria al
desarrollo de cada comunidad, en especial a la planta educativa.

e Actualizar de manera permanente al personal docente y administrativo, para

favorecer el desarrollo armonico entre toda la comunidad tecnoldgica.

4.4 Descripcion del Departamento de Ingenieria Quimica y Bioguimica

Este departamento se encarga de planear, coordinar, controlar y evaluar las
actividades de docencia, investigacion y vinculacién en las areas correspondientes
a la Ingenieria Quimica y Bioguimica que se imparte en el Instituto Tecnoldgico, de
conformidad con las normas y lineamientos establecidos por la Secretaria de
Educacién Publica, ademas de elaborar el programa educativo anual y el
anteproyecto de presupuesto del departamento y presentarlo a las Subdireccién
Académica para lo conducente. También se encarga de aplicar la estructura

organica autorizada para el departamento de procedimientos establecidos.

4.5 Funciones del departamento de Ingenieria Quimicay Bioguimica

Las funciones del departamento son multiples por lo que tiene que coordinarse

con otros departamentos:




e Coordinar con las divisiones de estudios profesionales y postgrado e
investigacion, la aplicacion de programas de estudios y con el
departamento de desarrollo académico, los materiales y apoyos didacticos
a las asignaturas de las correspondientes a las areas de Ingenieria Quimica
y Bioquimica que se imparten en Instituto Tecnoldgico y controlar el
desarrollo.

e Coordinar con la divisibn de estudios profesionales y postgrado e
investigacion, con el departamento de desarrollo académico, la formulacion
y aplicacién de técnicas e instrumento para la evaluacion del aprendizaje de
las asignaturas correspondientes en las areas de Ingenieria Quimica y
Bioquimica que se imparte en el Instituto Tecnoldgico.

e Coordinar los proyectos de investigacion educativa, cientifica y tecnologica
en las areas de Ingenieria Quimica y Bioguimica que se llevan acabo en el
Instituto Tecnoldgico con el sector productivo de bienes y servicios de la
region, asi como controlar su desarrollo.

e Proponer a la Subdireccién Académica el desarrollo de recurso y eventos
gue propicie la superacion y actualizacion profesional del personal docente
de las éareas de Ingenieria Quimica y Bioquimica, en el Instituto
Tecnoldgico.

e Apoyar a la Division de Estudios Profesionales en el proceso de titulacion
de los alumnos del Instituto.

e Superar y evaluar el funcionamiento del departamento con las demas areas
y con base a los resultados, proponer las medidas que mejoren su
operacion.

e Coordinar las actividades del departamento con las deméas éareas de la
Subdireccion Académica.

e Presentar reportes peridodicos de las actividades desarrolladas a la
Subdireccion Académica.

En el area de Ingenieria Bioquimica se cuenta con laboratorios, los cuales son

utilizados para realizar las actividades experimentales correspondientes a las




distintas materias impartidas en la institucion, asi como para la realizacion de

proyectos de investigacion que se llevan acabo dentro del area.

El presente proyecto de residencia profesional fue realizado en los laboratorios de
Biotecnologia y Analitica, ya que cuentan con los servicios y materiales necesarios
para la realizacion de dicho trabajo.




5 PROBLEMAS A RESOLVER

e Evaluar la capacidad antioxidante y la capacidad antiradical de los extractos
metandlicos de hojas adultas de Ardisia sp. a diferentes concentraciones,
determinando la relacién entre la cuantificacion de compuestos fendlicos y
la efectividad para atrapar radicales libres, mediante el ensayo de [-
caroteno/ acido linoléico (actividad antioxidante) y el ensayo de la
decoloracion del DPPH (actividad antiradical).

e Los extractos vegetales contienen una amplia variedad de fenoles que
varian en su composicién desde &cidos fendlicos simples hasta taninos
condensados, por lo cual es necesario definir los compuestos fendlicos
mayoritarios en el extracto para asi poder explicar su actividad biolégica.

Esto se hara cuantificando fenoles totales y flavonoides totales.

La mayor parte de las técnicas utilizadas para las determinaciones, estan en
funcién de factores como la temperatura, pH, el tiempo de extraccion y la luz,
por lo cual para un rendimiento 6ptimo y datos confiables sobre las

determinaciones se tratara de minimizar en lo posible esos factores.




6 ALCANCESY LIMITACIONES

6.1 Alcances

En el desarrollo del proyecto se logré evaluar la capacidad antioxidante y
antiradical del extracto metandlico de Ardisia sp. mediante analisis
espectrofotométricos, demostrando asi que los metabolitos secundarios (fenoles y

flavonoides) le confieren las propiedades benéficas que ya conocemos.
6.2 Limitaciones

A lo largo del proyecto se presentaron algunas limitaciones que iban desde
condiciones ambientales que afectaban las muestras, hasta la falta de material y
reactivos empleados en las pruebas, ya que sin estos era muy dificil comenzar con

las determinaciones en los tiempos establecidos.
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7. FUNDAMENTO TEORICO

7.1 Ardisia

Aproximadamente 500 especies de Ardisia se encuentran en las regiones
tropicales y subtropicales del mundo. Varias de esas especies han sido
utilizadas como plantas ornamentales, alimentos y medicinas. Por confusiones
taxondmicas, la identificacion correcta y la adquisicion de materiales de plantas

siguen siendo dificiles para algunas especies.

Tabla 1 Clasificacién taxondmica de Ardisia sp.

Nombre cientifico Ardisia sp.
Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Primurales
Familia Myrsinaceae
Género Ardisia

El huitumbillo como también es llamado es un arbol que llega a medir hasta 10
m de alto (Figura 1), de corteza grisacea, hojas alternas a ovadas o elipticas,

lampifias de flores blancas, y frutos redondos pequefios.

El género Ardisia es abundante y se encuentra distribuido desde Norteamérica
hasta Sudamérica. En México se localiza en Jalisco, Querétaro, Oaxaca,
Veracruz y Chiapas. En el estado de Chiapas se encuentra distribuido
principalmente en los municipios de Escuintla, Ocozocoautla de Espinosa,

Independencia, han sido identificadas siete especies de Ardisia endémicas del
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estado, entre las que destacan A. tacanensis Lundell, A. chiapensis
Brandegee, A. escallonioides, A. crenata Sims, A. compressa, entre otras.
Debido a la deforestacion y la quema de bosques y matorrales que se presenta
cada afo, estos arbustos tienden a desaparecer (Molina-Maldonado et al.,
2012). En el Estado las flores de esta planta son utilizadas como adorno y el
fruto es comestible, mientras que en el centro del pais es utilizada como
medicina para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales y respiratorias
(Indili-Cruz, 2011).

Figura 1 Hojas y Frutos de Ardisia sp

Aunque las especies de Ardisia son una fuente rica de compuestos
fitoquimicos biolégicamente potentes, tales como bergenina y ardisina, la
utilizaciéon de éstas especies 0 sus constituyentes fitoquimicos no se han
explorado completamente resultando en una baja aplicaciéon de sus usos.
Dentro de las propiedades medicinales de éste género estan el cancer (Ardisia
cornudentata Mez.), la diarrea (Ardisia crispa, Ardisia odontophylla Wall. y
Ardisia villosa Roxb), la hepatosis (Ardisia villosa) y el reumatismo (Ardisia
crassa CB Clark, Ardisia crispa, Ardisia odontophylla y Ardisia villosa). La tabla
2 muestra las diversas propiedades medicinales de las especies Ardisia que se

han descrito en la literatura en los ultimos 20 afios. A pesar de la diversidad
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taxonomica y fitoquimica del género, sélo un numero limitado de especies de

Ardisia han sido investigados por sus propiedades medicinales o describen en

detalle en la literatura (Mejia y Kobayashi, 2005).

Tabla 2 Propiedades medicinales de la especie Ardisia (Mejia y Kobayashi, 2005).

Especies

Propiedades medicinales

Partes usadas de
la planta

Ardisia arborescens

Febrifugo

Desconocida

Ardisia colorata

Enfermedad hepdtica, tos y diarrea,

Desconocida

Antioxidante

Frutos

Ardisia compressa

Varias enfermedades hepaticas

Hojas

Ardisia cornudentata

Antinflamatorio y analgésico

Toda la planta

Ardisia crenata

Contracciones de Utero, Agregacion

Rizomas

Agregacion plaquetaria y disminucién de
presion arterial

Toda la planta

Inhibicion de cAMP

Raices

Actividad antitrombina

Desconocida

Ardisia crispa

Antimetéstica y antitumoral

Desconocida

Ardisia elliptica

Antibiético

Hojas

Antiviral

Ramas

Ardisia iwahigensis

Actividad citotoxica

Ramas y hojas

Ardisia japonica

Inhibicion 5-Lipoxigenasa y antialérgica

Rizomas

Anti-VIH

Partes aéreas

Antioxidante

Toda la planta

Anticarcinogénico (pancreatico y otros tipos)

Toda la planta

Diabetes mellitus Tipo 2

Toda la planta

Ardisia mamillata

Infeccién de vias respiratorias y trastornos
menstruales

Raices

Ardisia pusilla

Funcion inmunoldgica y actividad antitumoral

Desconocida

Ardisia sieboldii Inhibicién 5-Lipoxigenasa Corteza
Ardisia silvestris Célico y malestar estomacal Hojas
Ardisia teysmanniana Antimicrobiana Hojas
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Indili-Cruz (2011) reporta actividad antimicrobiana de extractos de hojas y frutos
de Ardisia sp sobre dos bacterias (Staphylococcus aureus y S. epidermis). Los
extractos acuosos de las hojas de Ardisia compressa inhibieron la carcinogénesis
de higado en células de ratas (Gonzalez de Mejia et al. 2002) y tuvieron efecto
supresor en células de cancer de colon (Gonzélez de Mejia et al. 2006). En Ardisia
japonica se ha encontrado bergenina, un glucosido triterpénico que tiene actividad
moderada contra el virus VIH (Piacente et al. 1996) y contra el virus PTP1B (Li et
al. 2005). Un estudio quimico preliminar en Ardisia escallonioides, nativa de
Chiapas, demostré que existe la presencia de glucésidos triterpénicos en las hojas
jovenes de esta planta desarrollada en su habitat natural (Molina- Maldonado et al.
2006).

7.2 Metabolitos secundarios

El metabolismo en los organismos vivos, es un gran grupo de reacciones
bioguimicas catalizadas y reguladas por enzimas que producen energia en forma
de ATP, producen sustancias necesarias para el crecimiento y el desarrollo de

tejidos, y ayudan al organismo a sobrevivir en circunstancias diferentes.

Los compuestos producidos en el metabolismo se llaman metabolitos, estos
pueden ser primarios o secundarios, dependiendo del origen biosintético y funcion
bioguimica de dichos compuestos. Los primarios son los esenciales para todas las
formas de vida, estos compuestos incluyen los carbohidratos, grasas, proteinas y
acidos nucleicos que son necesarios para crear y mantener la vida. Por lo general
estan involucrados en la regulacion de la energia de los organismos, con el
crecimiento y desarrollo de los tejidos. En cambio los metabolitos secundarios son
mas limitados, en las plantas pueden tener un papel en la prestacion de defensa
contra plagas y patdégenos, proporcionando proteccion contra los rayos UV y el
estrés, o actuando como atractivos compuestos volatiles de olor o pigmentos. Las
reacciones que implican metabolitos secundarios producen una enorme seleccion
de compuestos, algunos de ellos sustancias que pueden ser farmacolégicamente

activos en humanos y utiles como medicamentos o aditivos alimentarios.
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Las vias de modificacion y la sintesis de hidratos de carbono, proteinas,
grasas y acidos nucleicos son los mismos en todos los organismos, ademas de
variaciones menores. Ademas, la biosintesis de la mayoria de los metabolitos
secundarios comienza a partir de un grupo relativamente pequefio de compuestos,
gue se modifican en un numero ilimitado de compuestos a través de varias vias de

sintesis (Figura 2) (Auriola y Huopalahti, 2003).

CO, +H.O

Polisacaridos v Acidos nucleicos

ﬂ fotosintesis

Carbohidratos _____.=-:_'\ Ruta pentosa fosfato Ligninas,
' cumarinas,

Y fenoles,

|_| glucolisis | :
RV ! \Eritrosa 4.p / flavonoides

. COOH
Fosfoenolpiruvato

Acido Shikimico P
L
i v Ho " on

Aminoacidos aromaticos OH

Acido pirivico

ﬂ HOOC /J\“‘

—®  Aminoacidos alifaticos

Acetil-Col
l_\ \_. Alcaloides, proteinas, enzimas
-
CoAS 3

Policétidos y acidos grasos

Acido
mevalonico

-
¢ Polifenoles, prostaglandinas,
COoH o antibioticos macrociclico

Terpenoides, esteroides, carotenoides

Figura 2 Esquema general de la ruta metabdlica de los metabolitos secundarios (Auriola y
Huopalahti, 2003)

A continuaciéon se enlistan los principales precursores de los metabolitos
secundarios:
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> Acido Shikimico. El acido shikimico, por la ruta metabdlica que lleva su
nombre, da origen a muchos compuestos aromaticos, entre ellos los
aminoacidos, los 4cidos cinamicos y algunas estructuras polifendlicas.

» Acetato. Es el precursor de los acidos grasos y de los policétidos en la ruta
del acetato-malonato, y los terpenos o isoprenoides son sintetizados en la
ruta del acetato-mevalonato.

» Aminoacidos. Son precursores de los alcaloides y de los antibidticos
peptidicos.

» Acetil- Coenzima A. Es el precursor de los terpenos naturales, las
unidades de acetato activo (acetil-Coenzima A) se condensan vy
transforman para originar &cido mevaldnico, unidad de cinco atomos de

carbono, especifica de la biosintesis de terpenos.

7.2.1 Principales grupos de metabolitos secundarios

7.2.1.1 Terpenos

Los terpenos o terpenoides son derivados por fusion repetitiva de cinco
atomos de carbono y unidades ramificadas basadas en esqueleto del isopentano.
Estos mondmeros generalmente son referidos como unidades de isopreno porgue
la descomposicién térmica de muchas sustancias terpenoides produce al gas
alqueno isopreno como producto. Ademas, bajo ciertas condiciones quimicas
adecuadas pueden inducir al isopreno a polimerizarse en mudltiplos de cinco
carbonos, generando numerosos esqueletos terpenoides. Son clasificados por el

namero de unidades de cinco carbonos que contienen.
7.2.1.2 Compuestos nitrogenados

Los alcaloides son los compuestos basicos que contienen nitrdgeno y estan
ampliamente  distribuidos en grupos de diferentes plantas. Son
farmacoldgicamente activos, se derivan de los aminoacidos que contienen uno o

mas atomos de nitrégeno heterociclicos. Normalmente son agrupados sobre la
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base del anillo presente en el sistema (Figura 3). Muchos de los alcaloides se
derivan directamente de los aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina, y

triptéfano (Croteau et al., 2000).

® ) ®
N M =
H H N
pirrolidina piperidina piridina
H
N
G A
M M M
pirredizidina indolizidina tropano quinolizidina
0
T
Coy O CO
N = IN
H N M
H
i inoli isoquinolina
indol quinolina q acridona

Figura 3 Clases de alcaloides (Croteau et al., 2000).

Los alcaloides en las plantas sirven como agentes quimioprotectores,
antiherbivoros o como reguladores del crecimiento, por lo tanto el hombre ha
utilizado a los alcaloides a lo largo de la historia en forma de extractos de plantas
para venenos, narcoticos, estimulantes y medicamentos. Debido a éstas
propiedades se ha abusado de estos compuestos, por ejemplo los mas comunes;
quinina, cafeina o la nicotina, los mas potentes; la cocaina, morfina y estricnina
(Croteau et al., 2000).

7.2.1.3 Compuestos fenélicos

Los polifenoles son compuestos que se caracterizan poseer en su estructura
quimica un anillo aromatico de al menos 6 carbonos que lleva uno o0 mas grupos
hidroxilo (Figura 4). Los fenoles se dividen en varios grupos diferentes, que se

distinguen por el nimero de atomos de carbono constitutivos en conjuncién con la
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estructura del esqueleto fendlico basico (fenoles simples (C6)), acidos benzoicos,

fenilpropanoides (C6C3) y flavonoides (Croteau et al., 2000).

anillo

N
W fenil

OH hidroxilo

Figura 4 Estructura de fenol

Los flavonoides son pertenecientes a un grupo de los compuestos fendlicos, que
se clasifican como flavonoles, flavononas, flavonas, flavanoles y las isoflavonas de
acuerdo con las posiciones de los sustitutos presentes en la molécula. Estos
compuestos se encuentran propagados en la fotosintesis de las células vegetales,
se pueden hallar en frutas, verduras, nueces, semillas, tallos y flores, asi como el
té, el vino, el propdleo y la miel. La funcién de los flavonoides en las flores es
proporcionar colores atractivos para los polinizadores de plantas. En las hojas,
estos compuestos tienen la funcién de promover la supervivencia fisioldgica de la
planta, que lo protege de, los hongos patdgenos y la radiacion UV-B. Ademas,
estan implicados en la fotosensibilizacion, transferencia de energia, las acciones
de las hormonas de crecimiento de plantas, el control de la respiracion y la

determinacion de la fotosintesis, la morfogénesis y el sexo.
7.2.2 Propiedad antioxidante y antiradical de los compuestos fendlicos

El oxigeno esta asociado a las condiciones de vida aerobia, representa la fuerza
motriz para el mantenimiento del metabolismo y viabilidad celular, al mismo tiempo

gue puede causar un peligro potencial debido a las especiales caracteristicas de
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este gas, responsable de la formacion de intermediarios parcialmente reducidos,
dotados de una alta reactividad, llamados especies oxigénicas reactivas (ROS, de
sus siglas en inglés), los cuales son radicales libres, es decir especies moleculares
activadas, dotadas de un electron desapareado en un nivel energético superior y

gue les confiere una alta e indiscriminada reactividad (Hernandez y Prieto, 1999).

Las ROS pueden ser radicales (ion superoxido (O2), radical hidroxilo
('OH), alcoxilo (RO"), piroxilo (ROO") y oxido de nitrogeno (NO’) y no radicales
(peroxido de hidrogeno (H202), oxigeno molecular (‘O2) y peroxinitrito (ONOO").
Ademas pueden tener un origen tanto enddégeno como exogeno. Las fuentes
enddgenas pueden ser; la cadena respiratoria, donde la reduccion monovalente de
la molécula de oxigeno da lugar a la formacién de la mayoria de estos
compuestos, las células fagocitarias (neutréfilos, monocitos o macréfagos) que
utilizan el sistema de la NADPH oxidasa generando directamente ion superéxido
(027). La autooxidacibn de compuestos de carbono reducido (aminoécidos,
proteinas lipidos, glicidos y &cidos nucleicos), y la activacion catalitica de diversas
enzimas del metabolismo intermediario (hipoxantina y xantina oxidasa, aldehido
oxidasa, monoamino oxidasa, ciclooxigenasa, lipoxigenasa). Las fuentes
exdgenas de radicales libres pueden ser: ambientales (radiacion electromagnética,
luz solar, ozono, tabaco), farmacoldgicas (xenobioticos, drogas) o nutricionales
(Gonzalez et al., 2001).

Una herramienta util contra el estrés oxidativo, es que el organismo responde con
la defensa antioxidante, de ahi el interés que existe, hoy en dia, por estos agentes,
definidos como cualquier sustancia que, cuando est4d presente en bajas
concentraciones comparado con el sustrato oxidable, disminuye significativamente
o inhibe la oxidacion de ese sustrato, protegiendo a los sistemas bioldgicos frente
a los efectos perniciosos de las reacciones que causan estas oxidaciones
excesivas (Michalak, 2006).

Se debe destacar que hay una gran diferencia entre actividad antirradical y
actividad antioxidante y que no necesariamente coinciden. La actividad antirradical

se caracteriza por la capacidad de los compuestos para reaccionar con los
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radicales libres (en una sola reaccion de radicales libres) y la actividad
antioxidante representa la capacidad de inhibir el proceso de oxidacion (que por lo
general, al menos en la caso de los lipidos, es un conjunto de reacciones
diferentes) (Tirzitis y Bartosz, 2010).

La concepcion de la accion antioxidante de los compuestos fendlicos no es nueva,
como anteriormente se mencioné los compuestos fendlicos poseen esta actividad
debido a su gran tendencia a quelar metales, los grupos hidroxilo y carboxilo que
poseen estos, tienen la capacidad de unirse especialmente al hierro y al cobre.
Las raices de las plantas expuestas a muchos metales pesados transpiran altos
niveles de compuestos fendlicos, los cuales pueden inactivar iones de hierro por
Su accion quelante y adicionalmente la eliminacion de la superdxido (Michalak,
2006).

g
antioxidante radical libre

Figura 5 Un antioxidante es un donador de electrones que neutraliza o estabiliza a los radicales libres
(Velazquez-Paniagua et al., 2004)
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8 METODOLOGIA

8.1 Recolecta del material vegetal

La planta Ardisia sp. fue colectada aleatoriamente en ecosistemas naturales del
municipio de Ocozocoautla de Espinoza, Chiapas, México; cuyas coordenadas
geograficas son 16° 45" N y 93° 22" W. Las muestras colectadas se transportaron
en bolsas de plastico negras protegidas de la luz al laboratorio de Biotecnologia
del Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez para su posterior tratamiento.

8.2 Procesamiento del material vegetal

Las muestras colectadas se limpiaron y enjuagaron con abundante agua, se
secaron con toallas de papel y se separaron los diferentes érganos en partes
aéreas (tallos y hojas) y raices, se congelaron vy liofilizaron; posteriormente las
muestras fueron molidas por separado en un mortero y el pulverizado se deposité
en frascos de color ambar con tapa y almacenados en oscuridad a temperatura

ambiente.
8.30Dbtencidén del extracto metanolico

Se pesaron 20g del material pulverizado y se colocaron en un frasco color @mbar
de 1L. Dado que los compuestos fendlicos y flavonoides son de naturaleza polar
se utilizé metanol para su extraccion en un volumen de 450 mL. Con el fin de
liberar los compuestos fendlicos contenidos en la membrana celular la mezcla fue
sometida a sonicacion por 2 horas a temperatura ambiente, se filtr6 al vacio
usando papel Whatman No.1 y posteriormente se centrifugd a 4,000 rpm durante
15 minutos.

Los extractos se concentraron con un rotavapor Buchi R-120 a una temperatura de
45 °C; el residuo se resuspendio en 20 mL de metanol para su almacenamiento a -

20°C hasta su uso.
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8.4Determinacion del contenido de Fenoles Totales (método colorimétrico de
Folin-Ciocalteau)
La concentracion de fenoles totales se determiné por el método descrito por
Singleton & Rossi (1965) utilizando &cido galico como referencia, el cual se
fundamenta en el empleo del reactivo de Folin-Ciocalteau, que mezcla acidos
fosfotungstico y fosfomolibdico, los cuales se reducen para oxidar a los fenoles, en
una mezcla de 6xido de tungsteno y molibdeno, transformando la solucién a color
azul. Esta coloracion presenta su absorcion maxima alrededor de los 765 nm y es

proporcional a la concentracion de compuestos fendélicos en la muestra.

A 0.05 mL de muestra se le adicionaron 2.1 mL de agua destilada y 0.25 mL del
reactivo de Folin-Ciocalteau, después de mezclar durante un minuto se afiadieron
0.5 mL de una solucion de carbonato de sodio (Na,CO3) al 20% y 2.1 mL de agua
destilada. La mezcla se dejo en reposo durante 2 horas a temperatura ambiente y
en oscuridad. La absorbancia fue medida a 765 nm.

Los resultados se expresan como mg de equivalentes de &cido galico/g de
muestra. Para ello se obtuvo la correspondiente recta patron obtenida tras aplicar
el método a soluciones de acido gélico de concentraciones conocidas: 0, 150,
300, 450, 600, 750, 900, 1050 ppm (figura 6).
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Figura 6 Curva patrén de Acido Gélico

8.5Determinacién del contenido de Flavonoides Totales (método

colorimétrico de Cloruro de Aluminio)

Para determinar el contenido de flavonoides totales se utiliz6 la formacion del
complejo flavonoide-AICl; en medio metandlico (Chang et al., 2002), los extractos
fueron previamente diluidos en proporciones de 1:100 para obtener lecturas de

absorbancia dentro de las curvas de calibracion (figura 7).
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Figura 7 Reaccion de quelacion del ion Al3+ con flavonoides
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A 0.5 mL de muestra diluida se agregaron 1.5 mL de metanol al 95%, 0.1 mL de
cloruro de aluminio (AICI3) al 10%, 0.1 mL de acetato de potasio 1 My 2.8 mL de
agua destilada. La mezcla se incub6 en oscuridad a temperatura ambiente por 30
min, finalmente la absorbancia fue medida a 415 nm.

El contenido de flavonoides totales fue calculado como mg equivalentes de
quercetina/g de extracto comparando los datos con una curva patron de una
solucién stock de 0.1 mg-mL™ de quercetina, obtenida disolviendo 5 mg en 50 mL
de metanol y diluyendo a 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 y 100 ug-mL™.
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0.3
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0.2

0.1

0.0
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-0.1
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Figura 8 Curva patron de Quercetina

8.6 Evaluacion de la actividad antioxidante (método colorimétrico de B-
caroteno/acido linoléico)

La prueba se fundamenta en la proteccion contra la oxidacion de una emulsién de

B—caroteno y acido linoléico expuesta a un medio oxidante. En presencia de una

sustancia antioxidante la emulsion se estabiliza o se decolora muy lentamente, sin

embargo, en ausencia de un antioxidante la emulsion se decolora rapidamente
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(Burda y Oleszek; 2001). Es decir la actividad antioxidante es evaluada, segun su
efecto protector sobre la decoloracién de la emulsion de B-caroteno-Acido linoléico

bajo el efecto combinado de la luz, oxigeno y calor.

Emulsidn de 8-caroteno
swacidodlinolelcotm. @@= 209090909090 27 TTOTTEETmTEETEEmEmemEs
\ Decoloracidn minima de la

emulsion monitoreada a
470nm

Presencia de un
antioxidante

Figura 9 Esquema de la reaccion colorimétrica de la emulsién de B-caroteno y acido linoléico en presencia
y ausencia de sustancias antioxidantes

Se inicié con la preparacion de una solucion B-caroteno-Tween 20 (denominada
solucién A) de la siguiente manera: Se adicionaron 2.5 mL de Tween 20y 2.5 mL
de una solucién stock de B-caroteno (2 mg'mL™) a un matraz aforado de 25 mL, el

volumen fue completado con cloroformo y se refriger6 hasta su uso.

A un matraz Erlenmeyer se le adiciond 1 mL de solucién (A), tras retirar el
cloroformo por evaporacién se agregaron 10 uL de &cido linoléico y 25 mL de agua
destilada (previamente saturada de oxigeno y con una temperatura de 50 °C). La
emulsion se mantuvo en agitaciébn a una temperatura de 65°C durante toda la
determinaciéon. Todas las determinaciones se llevaron a cabo por triplicado. Al
transcurrir 4 min se agregé 100 pL de muestra o estandar, este tiempo fue
considerado como teero. Las lecturas se tomaron a 470 nm a los tiempos: 0, 10, 30,
60, 90 y 120 minutos.

Se prepar0 otra emulsion (denominada control) de la misma forma descrita
anteriormente pero sustituyendo la muestra por la misma cantidad del disolvente

en que estan diluidas, en este caso metanol.

Para calibrar el espectrofotometro a 470 nm se empled una solucion obtenida a

partir de la mezcla de 10 pyL de acido linoléico, 100 uL de Tween 20 y 25 mL de
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agua destilada (oxigenada y calentada a 50°C) en un matraz Erlenmeyer, dicha
solucién fue sometida a agitacion vigorosa a una temperatura de 65°C durante 10
minutos.

La actividad antioxidante se calcul6 de acuerdo al porcentaje de inhibicion de
degradacion del B-caroteno relativo a un control, empleando la velocidad de

degradacion, segun la ecuacién de Dawidowicz & Olszowy (2010):

DR,. — DR
%AA = [%] x 100
c

En donde:

%AA = porcentaje de actividad antioxidante.

DR, = velocidad de degradacién del B-caroteno en el control = {[In (a/b)]/t}.

DR, = velocidad de blanqueamiento del B-caroteno con extracto o estandar = {[In
(a/b)]/t}.

a = absorbencia en teero.

b = absorbencia a un tiempo definido (por ejemplo a 10, 20,..., hasta 120 min.).

t = tiempo (minutos).

8.7Evaluacién de la actividad antirradical (Ensayo del DPPH 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo).
Este método se basa en la reduccion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH?¢) por los antioxidantes de la muestra. EI compuesto DPPH se caracteriza
por poseer un electron desapareado que es un radical libre, estabilizado por
resonancia. Por esta propiedad, el DPPH se utiliza como material de referencia
para determinar el poder antioxidante de una sustancia por captura de radicales
libres. Presenta una coloracion violeta intensa que absorbe radiacion a 517 nm,
por lo que su concentracion se puede determinar por métodos espectrofométricos.
En el ensayo se determina la concentracion inicial de DPPH y la concentracion
resultante una vez que se ha afadido el posible antioxidante, que se traduce en la
disminucién de la coloracion violeta a amarillo de la solucion debido a la cesion de

electrones de la especie antioxidante.
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Figura 10 Esquema de la reaccidon colorimétrica de DPPH* en presencia de un compuesto con actividad
antirradical

Los resultados se expresan como ICsg, que representa la cantidad de muestra (pL)
gue reduce la absorbancia de la solucion de DPPH en un 50%. Asi, un menor
valor de ICsp indica mayor actividad antioxidante, porque se requiere menos
cantidad de la muestra para disminuir en 50% la absorbancia de la solucion de
DPPH. Se prepar6 una solucién de DPPH (6.01 mM) en metanol grado HPLC y
2.7 mL de esta solucion fue adicionada a 300 pL de muestra, los tubos se
mantienen en la oscuridad durante 30 minutos y se lee la absorbancia a 517 nm.
El espectrofotometro se calibr6 con metanol. La muestra se comparé con la lectura
de un blanco control y de un blanco con muestra, el primero se prepard
mezclando 2.7 mL de DPPH con 300 pL de metanol; la segunda solucién contenia
2.7 mL de DPPH y 300 pL de muestra.El experimento se desarroll6 por triplicado.
El porcentaje de inhibicién se calcul6 de la siguiente manera:

A
%AAr = [1 — (A—1>] x 100
2

Donde:

A= absorbancia de la muestra

A:= absorbancia del blanco control

A= absorbancia del blanco con muestra

A partir de las cinéticas de disminucion de DPPH* se grafican los valores
asintoticos de absorbancia en funcién de las concentraciones para cada extracto.

De éstas curvas se calcula la concentracion media efectiva (ICsp).
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9 RESULTADOS Y DISCUSION

9.1Cuantificacion de fenoles totales y flavonoides totales

El contenido de fenoles y flavonoides es un pardmetro importante que
establece tanto la calidad del material como su potencial bioldgico, en especial
para la actividad antioxidante. Pues se ha reportado que estos compuestos
pueden actuar interrumpiendo la reaccion de oxidacion de lipidos, inhibiendo las
reacciones de quimioluminiscencia y capturando varias especies reactivas de
oxigeno (ROS).

En la cuantificacion de fenoles totales que se hicieron al extracto metandlico de
Ardisia sp. los resultados arrojaron un contenido de 79.83 mg de acido galico/ g de
muestra seca (Tabla 3). El extracto presentdé un contenido de flavonoides totales

de 7.62 mg/g de muestra seca.

Tabla 3 Contenido de fenoles y flavonoides totales en el extracto metandlico de Ardisia

Metabolito Concentracion
Fenoles totales 79.83 mg de acido galico/g de muestra
seca
Flavonoides totales 7.62 mg de quercetina/g muestra seca

Indili-Cruz (2011) reporta un contenido de fenoles y flavonoides totales en
extractos metanolicos de Ardisia sp de 180.17+12.55 mg EAG/g MS y 102.02+5.71
mg EQ/g MS, respectivamente. De acuerdo a esto, el contenido fendlico
encontrado en el estudio realizado con el mismo género y bajo las mismas
condiciones de ubicacion y etapa fenolégica de recoleccién del presente afio 2013
es 56% menor a lo obtenido en el estudio del afio 2011. Se descartan las
condiciones ambientales como principal factor del decremento en el contenido
fendlico por que, como hemos mencionado, las muestras fueron colectadas en las
mismas condiciones que en el estudio previo. Podemos atribuir, entonces, a que
las hojas adultas de Ardisia sp estaban entrando en una etapa de senescencia al
momento del tratamiento de extraccion, pues autores como Rugna et al, (2008) y
Kumar et al., (2012) expresan que a medida que las plantas van creciendo, los

compuestos fendlicos se van almacenando en las vacuolas de las hojas,
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aumentandose el contenido de compuestos fendlicos; pero éstos tienden a

disminuir conforme la planta entra en un estado de senescencia.

A pesar de esto, los valores encontrados en el estudio son mayores que los
reportados en extractos metandlicos de plantas como Cymbopogon citratus
(zacate limon) y Ardisia compressa, del primero Yoo et al., (2007) reportan
contenidos de fenoles totales de 6.62+0.13 mg EAG/g de hojas y de flavonoides
totales de 4.16 + 0.20 mg EQ/g de hojas; mientras que de la segunda planta,
Chandra y Gonzalez De Mejia (2004) reportan un contenido fendlico de
16.79+1.22 mg EAG/g MS que es un 21% menor que lo encontrado Ardisia sp.

9.2 Actividad antirradical del extracto metan6lico mediante el Ensayo del DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo)

Varios métodos han sido desarrollados para la evaluacion de la eficacia
antioxidante. Debido a que muchas especies activas y mecanismos de reaccion
estan involucrados en procesos de estrés oxidativo, no hay un método simple que
se puede considerar como universal y cuantifigue con precision la capacidad
antioxidante (Frankel y Finley, 2008). En general, estos métodos se basan en la
capacidad de los antioxidantes para captar radicales libres, el modelo de captura
del radical estable DPPH* es uno de los mas usados (Villano et al. 2007). Se
analizaron diferentes concentraciones de extracto para calcular dicho valor, la
figura 11 muestra el porcentaje de actividad antirradical (%AAr) obtenido. Se
observa que a la concentracion de 1.125 mg-mL™ hay una mayor captacién de
radicales libres. Esta alta actividad antioxidante del extracto metandlico se debe a

la alta presencia fendlica, tal como se muestra en la figura 12.
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Figura 11 Actividad Antirradical de extractos metandlicos de Ardisia sp a diferentes concentraciones: C1=

1.125 mg/mL; C2= 0.5625 mg/mL; C3= 0.04 mg/mL; C4= 0.03mg/mL
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Figura 12 Contenido de fenoles totales (mg/mL) en las diferentes concentraciones de Ardisia sp: C1= 1.125

mg/mL; C2= 0.5625 mg/mL; C3= 0.04 mg/mL; C4= 0.03mg/mL

La alta inhibicion del DPPH- en el extracto metandlico de Ardisia sp podria

deberse al &cido galico, ya que un estudio por Vilapakkam et al. (2011) demostré
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que el acido galico tiene efecto antioxidante en ratas diabéticas inducidas por
winster. Ademas, la presencia de acido galico en especies de Ardisia ha sido
reportada anteriormente; Sumino et al. (2002) informaron la existencia de acido
galico en los frutos de Ardisia colorata mientras que De Mejia et al. (2006)
mencionan que Ardisia compressa contiene acido galico.

Se encontré el valor de ICs, = 0.169 mg-mL™ para el extracto metanélico de
Ardisia sp (1.125 mg-mL™). La figura 13 compara este y los valores de los
estandares BHT, quercetina y rutina. Cabe destacar que la literatura indica que un
menor valor de ICsy expresa mayor actividad antioxidante, por lo que el valor que
exhibié el extracto de Ardisia sp. es superior al del antioxidante comercial BHT
(ICs0= 0.511 + 0.032 mg-mL™) expresando una mejor captacion de radicales libres;
sin embargo los estandares quercetina y rutina que presentaron ICsp = 0.020 +
0.002 mg-mL'1 y 0.025 + 0.004 mg-mL‘1 , respectivamente, son mejores

inhibidores del DPPH- que el extracto de Ardisia sp.
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0.5
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IC50 (mg/mL)
o
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0 —r
Ardisia sp BHT Quercetina Rutina

Figura 13 Comparacion de la Actividad Antirradical en términos de 1C50 (mg/mL) entre los extractos de
Ardisia sp y los estandares BHT, quercetina y rutina
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9.3 Actividad antioxidante del extracto metanélico mediante el Ensayo del -

Caroteno/Acido Linoléico.
Los resultados del método del B-caroteno/acido linoléico estan representados
en la figura 14 por los valores de actividad antioxidante (%AA) obtenidos a

partir de las diferentes concentraciones del extracto metandlico de Ardisia sp.
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Figura 14 Actividad Antioxidante de extractos metandlicos de Ardisia sp a diferentes concentraciones

El extracto de concentracion 5 mg-mL™* exhibi6 una actividad antioxidante
promedio de 82.88%, por haber en él la mayor cantidad de compuestos fendlicos
(0.39915 mg-mL™).

La figura 15 compara los valores de ICsy de las diferentes concentraciones del
extracto, confirmandose que la concentracién de 5 mg-mL™es la que presenta una
superior actividad antioxidante, pues su valor es menor comparado con los demas
(ICso = 0.0050 mg-mL™).
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Figura 15 Valores de IC50 para las diversas concentraciones de Ardisia sp

Comparando este resultado con los estandares BHT (ICso = 0.060 + 0.003 mg-mL~
1Y 'y quercetina (ICsp =1.12 + 0.04 mg-mL™) se demuestra que el extracto
metanodlico de Ardisia sp es una excelente alternativa antioxidante por presentar
un menor valor de ICs, asegurando una alta capacidad para reaccionar con los

radicales libres e inhibir el proceso oxidativo.
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10 CONCLUSIONES

e Los extractos metandlicos de las hojas adultas de Ardisia sp poseen un
contenido de fenoles y flavonoides de 79.83 mg EAG/ g MS y 7.62 mg EQ/
g MS, respectivamente.

e El extracto metandlico de concentraciéon 1.125 mg-mL* presentd una
mayor actividad antirradical que el antioxidante comercial BHT, debido al
bajo valor de 1Cs exhibido (ICsp = 0.169 mg-mL™) pues un menor ICs indica
mayor capacidad captadora de radicales libres. Sin embargo los estandares
quercetina y rutina son mejores inhibidores del DPPH" que el extracto de
Ardisia sp.

e El extracto metandlico de concentracién 5 mg-mL™ demostré una actividad
antioxidante superior al de los estandares BHT y quercetina, debié a su
bajo valor de ICso= 0.0050 mg-mL™.

e Las propiedades antioxidantes y antirradicales del extracto estan asociadas
a la presencia de compuestos fendlicos que ejercen su accion a través del
rompimiento de la reaccion en cadena de los radicales libres por donacién
de un atomo de hidrégeno. Dando como resultado que a mayor presencia
de estos compuestos, mayores capacidades secuestradoras de radicales
libres y de inhibicion del proceso oxidativo.

e Estos resultados sugieren que el consumo de estos extractos podria tener
los mismos efectos beneficiosos para la salud que han presentado otras
plantas medicinales, ademas de su posible uso como materia prima para la
obtencién de antioxidantes naturales de utilidad en la industria alimentaria y

farmacéutica.
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