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Estudio de la actividad antioxidante de Myrtillocactus 
geometrizans. 

Resumen 

Se realizó la caracterización de la actividad antioxidante de los extractos de n­

hexano y de etanol al 80 % de tas partes aéreas de Myrtillocactus geometrizans. utilizando 

el método del DPPH", tanto en cromatografia en capa delgada como espectroscópica, con la 

finalidad de aislar e identificar los metabolitos secundarios responsables de dicha actividad. 

Esta especie pertenece a la Familia Cactaceae ampliamente distribuida en la zona central de 

la Republica Mexicana. Las partes aéreas se secaron. molieron y maceraron sucesivamente 

con 11-hexano y etanol al 80 %, para obtener los extractos correspondientes y concentrarlos. 

Se determinó su capacidad para reducir el radical libre DPPH".. a través de ensayos en 

cromatografia en capa fina, y en un espectrofotómetro a 517 nrn. Se encontró mayor 

actividad en el extracto etanólico (EEl). que presentó una CA,°"' de 620.96 ppm. EEl se 

extrajo sucesivamente con éter. acetato de etilo y n-butanol. en orden creciente de 

polaridad. Se concentraron los extractos y el que resultó más activo para reducir el DPPH* 

fue la fase orgánica de acetato de etilo (EEl-2) que presentó un CA50% de 162.16 ppm. 

EEl-2 se fraccionó utilizando cromatografia en columna abierta empacada con silica gel de 

donde se colectaron 4 Cracciones activas (F., F 2 • F 3 • y F 4 ). La más activa fue F2. obtenida 

con una mezcla clorofonno-metanol (95:5 v/v), que presentó un CA,.,.,. de 98.88 ppm. Esta 

fracción se sometió a cromatografia en columna abierta empacada con Sephadex Y se cluyó 

con una mezcla clorofonno-metanol (1 :1 v/v). para obtener cuatro fracciones activas 

(F21.2.J.4 ). De F23 precipitaron cristales amarillos amorfos (C1F2J), que en la prueba 

antioxidante en crornatografia en capa fina. presentaron actividad antioxidante. C 1 F23 se 

identificó como quercetina en base a su identidad cromatográfica con una muestra autentica 

y por el espectro de barrido en UV (200-500 nm) y el desplazamiento de dicho espectro al 

adicionar metóxido de sodio. Este flavonoide presentó un CASO% de 8.6 ppm para la 

reducción de DPPH". Se utilizó a-tocoferol como control positivo con un CA.s0% de 11.8 

ppm. 



l. Introducción 

Las plantas y sus Metabolitos Secundarios (MS) se han estudiado desde hace tiempo 

con muchas finalidades. Su estudio generalmente comienza con el aislamiento de las 

sustancias químicas de la planta a partir de un extracto, para la posterior purificación e 

identificación de sus estructuras químicas por Jos métodos convencionales. Para su 

aislamiento, se emplean técnicas dirigidas que utilizan una o varias pruebas biológicas o 

reacciones quimicas como criterio de selección especifica de los compuestos que interesan 

y que están presentes en un extracto. De esta forma se han aislado miles de compuestos Y se 

han empleado con diferentes enfoques, por ejemplo: quimiotaxonómicos (Gibson y Horak, 

1978); para encontrar fánnacos o estructuras base con las cuales combatir diferentes 

enfermedades; en la búsqueda de agentes antimicrobianos (Kubo y Fujita, 2001), 

antifúngicos (Reyes-Chilpa et al .• 1997), nematócidas (Lacey et al., 1995, Alen et al .• 

2000), entre otras actividades biocídas; como aleloquimicos (Putnam y Tang, 1986), 

algunos de ellos con fines agroqufmicos, para obtener principalmente, moléculas con 

potencial actividad herbicida (Macias et al., 1999; Achnine et al., 1999) e insecticida 

(Alkofahi et al., 1989; Céspedes et al .• 2001 ). En la industria de alimentos, se han estudiado 

para obtener colorantes (Reynoso et al .• 1997), endulcorantes (Kohda et al., 1976; Tanaka. 

1982; VanCk et al., 2000) entre otros usos como aditivos y saborizantes. 

Los productos naturales también han sido estudiados como nutracéuticos (Andlauer 

y FUrst, 2002), debido a que muc'>os de ellos, como los flavonoides, betalainas. glicósidos 

de naftaleno, y antocianidinas entre otros, son consumidos habitualmente en la dieta 

humana y se ha encontrado evidencia de los beneficios que proporcionan en la salud de 

quienes los consumen (Pietta,, 2000; Kanner et al., 2001; Cichewicz y Nair, 2002). Dentro 

de este rubro, los antioxidantes resultan ser importantes nutracéuticos, muchos de los cuales 

han sido aislados de varias especies de plantas. Estos antioxidantes, al estudiarlos in vitro Y 

posterionnente en modelos biológicos experimentales, son capaces ~e reaccionar 

adecuadamente con los radicales libres generados a través de diversos procesos, 

previniendo la oxidación. Estos hechos han propiciado la creación de varias hipótesis en el 

sentido de que estos MS, son efectivos para prevenir enfermedades en las que están 

relacionadas los radicales libres. por ejemplo, en el proceso de inflamación, enfermedades 
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neurodegenerativas y de la piel, cáncer entre otras (Peterson y Dwyer, 1998), que su 

aparición se relaciona con el estrés oxidativo, y que analizaremos mas adelante. 

1.1. Metabolitos Secundarios 

Dentro del vasto universo de la diversidad vegetal, todas las plantas comparten 

ciertas características en cuanto a los elementos básicos con los que sobreviven en su 

medio. Entre estos elementos, podemos mencionar a las sustancias quimicas que participan 

directaJllente en los procesos que les permiten desempeftar sus funciones vitales. A estas 

sustancias les podemos denominar Metabolitos Primarios (MP), dentro de los cuales se 

incluyen monómeros de rnacrornoléculas, como los aminoácidos, azucares, ácidos 

nucleicos y Upidos; neurotransmisores; proteinas que participan en la fotosintesis o en la 

respiración, o en otros procesos metabólicos esenciales ya sea como estructuras de soporte, 

de transporte o como enzimas (Anaya y Cruz-Ortega. 2001). 

Por otro lado, los Metabolitos Secundarios (MS) son todos aquellos compuestos 

orgánicos de origen natural que son producto del metabolismo primario pero que no se 

conocen sus funciones celulares especificas. Generalmente son de peso molecular bajo (< 

1000 Daltones [unidad de masa molecular, equivalente a la masa de hidrógeno]) y de 

estructura compleja. Tienen une gran heterogeneidad quimica y la presencia especifica de 

algún metabolito o familia de MS es muy restringida por lo que son especificas para laxa 

particulares: familias, subfamilias, géneros o especies. Se Connan por reacciones qufmicas 

que sufren sus precursores conducidas por enzimas especificas,. como la oxidación, 

reducción, metilación, introducción de un grupo hidroxilo, ciclación de una cadena, 

remoción de un radical activo, etcétera (Anaya y Cruz-Ortega). Los tres principales 

precursores de Jos MS se muestran en Ja tabla 1~1. 
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Tabla J.1 Principales precursores de Jos diferentes tipos de Metabolitos Secundarios. 

acetil coenzima A 

2 ácido mevalónico 

3 ácido shiquimico 

Por otro lado,. los MS se pueden clasificar de acuerdo a los grupos funcionales que 

poseen (Rice. 1984) quedando de la forma que se muestra en la tabla 1.2. 

Tabla J .. 2 Clasificación química de los Metabolitos Secundarios. 

Clases químicas de metabolitos secundarios más comunes en las plantas. 

1. derivados del acido cmámico 

2. Cumarinas 

3. f"enoles simples 

4. FJavonoides 

S. taninos n10RJ11zables y condensados 

6. terpcnoides y esteroides 

7. ácidos orgamcos. alcoholes de cadena larga. 

aldehídos alifáticos y cctonas 

8. aactonas simples insaturaaas 

9. acidos grasos de cadena larga 

10. naftoqumonas, antraquinonas y quinonas 

complejas 

11. aminoácidos y polipeptidos no esenciales 

12. alcaloides y cianobidrinas 

13. sulfuros y glucós1oos de los aceites de la 

mostaza 

14. purinas y nuclcósidos 

Cabe señalar que existen otras formas de clasificar a los metabolitos secundarios. 

que involucran el origen biosintético o la función ecológica que poseen (Anaya y Cruz­

Ortega. 2001). pero no se muestran por no estar dentro de los objetivos que persigue este 

estudio. 
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1.1.1. Aislamiento de Metabolltos Secundarlos 

Como hemos visto. los MS tienen una extraordinaria diversidad químic~ por lo que 

existen una gran cantidad de métodos y procedimientos para su aislamiento (Dominguez, 

1973). El material vegetal se puede secar para después pulverizarlo. acto seguido., se 

macera con abundante solvente orgánico o agua. para obtener extractos orgánicos de 

diferentes polaridades o acuosos. respectivamente. En el caso de los antioxidantes de origen 

natural,. la mayoría de ellos son de tipo poJifenólicos como flavonoides .. y generalmente se 

requiere un esquema dirigido para su aislamiento a partir del material vegetal. 

1.1.2. Estudio Fitoquimico Dirigido 

La investigación de las sustancias químicas presentes en una planta puede realizarse 

de fonna fitoquímica convencional o en forma biodirigida. La primera implica el 

aishuniento del mayor número de metabolitos secundarios. Sin embargo, los extractos, 

.fracciones o compuestos obtenidos de este modo pueden o no presentar actividad biológica. 

Los métodos biodirigidos permiten el aislamiento de sustancias activas. ya que desde la· 

obtención de los extractos se descartan aquellos que son inocuos en el sistema de prueba. 

Se realiza el mismo procedimiento con las fracciones del extracto activo y las activas se 

separan y purifican para lograr la obtención de principios activos (Ghisalberti, 1993; 

Hostettmann, 1997). 

En este estudio se sustituyeron las pruebas biológicas, por reacciones qufmicas que 

nos dan indicio de la actividad antioxidante que estamos buscando y que al igual que los 

estudios biodirigidos nos indican que camino seguir para lograr el aislamiento de los MS de 

nuestro interés. 

A continuación se describirá a un grupo muy importante de MS que por los 

antecedentes bibliográficos que se mencionaran más adelante. se sabe poseen potentes 

actividades antioxidantes, y que están presentes en M. geomelrizans. 
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1.1.3. Los Flavonoldes 

Los flavonoides son metabolitos secundarios de tipo difenilpropanos, que 

generalmente se encuentran como O-glucósidos en sus f"uentes naturales,. aunque también se 

encuentran de forma natural como agliconas y C-glucósidos (Harborne y Baxter, 1999). 

Poseen como unidad básica un esqueleto de 1 S carbonos provenientes del malonit coenzima 

A y del p-cumaril coenzima A, y en su biosintesis, están involucradas numerosas enzimas 

hasta llegar a las chalconas que representan el último intermediario en su biosíntesis. La 

mayoría de los flavonoides se representan como moléculas de tipo C6-C3-C6 , con dos 

anillos aromáticos (A y B) y un heterociclo con oxígeno (C). 

La nomenclatura de estos metabolitos tiene dos sistemas paralelos, el sistemático y 

el basado en los nombres triviales,. este último es el más utilizado en la bibliografia de los 

flavonoides. Los flavonoides se pueden clasificar dependiendo de Ja estructura de su 

esqueleto base,. el cual consta básicamente de un anillo aromático A, un heterociclo C y 

otro anilJo aromático B (ver compuesto 1,. figura 1.1,). Asi,. cuando la estn..actura base posee 

un carboniJo en la posición 4,. el esqueleto se denomina flavanona (compuesto 2). cuando se 

hidroxila la posición 3 se denomina dihidroflavonol (compuesto 3),. cuando se reduce el 

grupo carbonilo de la posición 4 se denomina flavan-3,4-diol (compuesto 4). La formación 

de un doble enlace entre las posiciones 2 y 3 de las flavanonas y de los dihidroflavonoles 

conduce al esqueleto que se denomina flavonas (compuesto S) y flavonoles (compuesto 6),. 

respectivamente. Por otro lado,. el esqueleto de las antocianinas (compuesto 7) posee un 

sistema conjugado de dobles ligaduras en todos los anillos,. que les confieren características 

coloridas típicas moradas. Cuando el anillo C se une a través del carbono 3 o 4 del 

esqueleto general se forman los isómeros isoflavona (compuesto 8) y neoflavona 

(compuesto 9) respectivamente. Cuando el esqueleto de 15 átomos no fonna el anillo C se 

conoce como chalcona (compuesto 10); y cuando el heterociclo fonnado es de S miembros 

se denomina aurona (compuesto 11) (Harborne y Baxter, 1999). 

Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas,. 

encontrándose en muchas familias de inferiores,. como líquenes y musgos; y en casi todas 

las familias de superiores. En otros organismos como hongos,. se han aislado pocas 

moléculas de este tipo, mientras que en bacterias, hasta el dia de hoy,. no hay reportes de su 
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existencia. En animales9 solo se tienen reportes del aislamiento de flavonoides en la 

glándula productora del olor característico del castor canadiense9 y en las alas de algunas 

maripos~ pero su origen no es atribuible a biosíntesis animal, sino de los alimentos que 

estos seres consumen (Harbome y Williams9 2000). 

~··· 
4 

7 

10 

~º~ 
~ o 

2 

5 

8 

11 

3 

6 

9 

Figura 1.1 Estn.Jcturas de los esqueletos más comunes de los tlavonoides. 
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Los flavonoides presentan espectros en UV característicos (entre los 200 y 400 nm) 

para cada tipo de estructura base y para los diferentes patrones de oxidación. debido a la 

conjugación que presentan los dobles enlaces y el carbonilo presentes en los tres anillos de 

la molécula. Además de esto, presentan movimientos característicos en los máximos de 

absorción de sus espectros UV. en presencia de reactivos como metóxido de sodio 

(NaOMe), acetato de sodio (NaOAc), ácido clohidrico (HCI), ácido bórico (H3BOJ), 

cloruro de aluminio (AICh) (Mabry et al., 1970), lo que ayudó a elucidar sus estructuras. 

1.2. Radicales Libres en Sistemas Biológicos 

El ténnino radical libre se utiliza para describir a una especie química, ya sea un 

átomo o un gnipo de átomos con un electrón desapareado. Estas especies químicas se 

comportan como electrófilos. y atacan a especies nucleófilas. Los radicales libres son muy 

reactivos y se encuentran involucrados en muchos procesos. en algunos casos como 

materias primas o intermediarios de una reacción, y en otros como productos de desecho. 

Son utilizados en la industria de síntesis de polímeros, y se producen dentro de los sistemas 

biológicos en muchos procesos fisiológicos. en donde tienen una actividad muy importante. 

Las reacciones de tos radicales libres involucra tres pasos: 

1.- iniciación, 

2.- propagación, y 

3.- terminación 

La gran reactividad de estas especies químicas se debe a que tienen desapareado uno 

o más electrones en la última capa de valencia, lo que conduce a su inestabilidad y por lo 

tanto a su afinidad por un electrón para ocupar el espacio vacio en el orbital. Los radicales 

libres en general tienen un tiempo de vida media muy pequei\a, pero existen radicales libres 

estables como el l,t-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH"). 
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En sistemas biológicos. los radicales libres mas frecuentemente involucrados en los 

procesos fisiológicos se denominan especies reactivas y cuando el electrón desapareado se 

encuentra en el oxígeno se denominan ROS (por sus siglas en ingles Reactive Oxigen 

Species) y cuando se encuentra en en átomo de Nitrógeno RNS (Reactive Nitrogen Species). 

Las especies más importantes, hasta ahora caracterizadas, que están relacionadas 

con procesos fisiológicos se JTIUcstran en la tabla 1.3. 

Tabla 1.3 Principales tipos de Especies Reactivas presentes en sistemas biológicos 

(tomado de Hemández-Luis, 2001) 

Radicales con Oxigeno (ROS) Radicales con Nitrógeno (RNS) 

Nombre del radical Fórmula Nombre del radical Fórmula 

Radical hidroxilo ºOH Radical óxido nítrico NO-

Anión superóxido ·o,- Radical Dióxido de Nitrógeno "No, 

Radical peroxilo ºOOR 

Radical perhidroxilo 0

00H 

Radical alcoxilo "OR 

Estas especies reactivas están relacionadas con el estrés oxidativo, del que 

hablaremos más adelante. 
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1.2.1. Formación in vivo de las Especies Reactivas más Importantes 

1.2.1.1. Especies Reactivas con Oxígeno 

El anión supcróxido se forma como subproducto de la cadena de transporte de 

electrones de mitocondrias y retículo endoplásmico, y en la activación de las células 

fagocíticas. Gracias a la participación del complejo NADPH oxidas~ el cual en su estado 

activado produce el anión como intermediario en el proceso de reducción de una molécula 

de oxígeno a agua, ecuación (1) donde participan varias enzimas (McCord. 2000). 

+21-r ·++r; -lhO +1-1• 
02 + e· -> º02 - + e· -> H202 +e· ----+ HO'" + e· -> H20 (1) 

El radical hidroxilo (HO") se forma a partir del anión superóxido (02 J cuando hay 

trazas de metales de transición como Fe o Cu. Se produce principalmente por reacciones 

catalizadas por iones metálicos según la reacción de Haber-Weiss con metales de 

transición, ecuación (2) y Ja reacción de Fenton. ecuación (3) que se lleva a cabo con el 

anión superóxido (Kehrer, 2000). 

(2) 

(3) 

donde el Fe2 + es generado según la ecuación (4): 

(4) 

Cuando el metal es cobre.. la secuencia de reacciones se lleva a cabo de fonna 

similar a Ja anterior. ecuación (5) (Gutteridge y Wilkins, 1982). 
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(5) 

donde el Cu+ es generado según Ja ecuación (6): 

(6) 

Una segunda forma de producción del radical hidroxilo involucra al anión 

superóxido y al óxido nitrico, ecuación (7). 

·o,.+ No· __. ONoo· + ir;: ONOOH ~ [HO .. N02] __. Ho· + "N02 (7) 

Debido a su alta reactividad y a su vida media tan corta de 10-9 s, el radical hidroxilo 

es la especie más tóxica para el organismo, y su acción se limita a los sitios celulares 

vecinos al lugar donde es generado, por ejemplo membranas plasmáticas., moléculas de 

ADN y proteinas adyacentes. 

1.2.J.2. Especies Reactivas con Nltr6geno 

La especie reactiva de nitrógeno más importante, el óxido nitrico (NO), participa 

directamente en el control de muchos procesos incluyendo la regulación del tono vascular, 

en la modulación de la neurotransmisión, en la fonnación de la memoria y en actividad 

antimicrobiana. y actúa como segundo mensajero en el cerebro (Moneada et al .• 1991). 

Se Conna principalmente por la actividad de la enzima oxido nítrico sintasa (NOS de 

Nitric Oxide Synthase). y a pesar de las funciones que desarrolla. este radical libre es capaz 

de causar la inhibición de la síntesis de ácido desoxiribonucleico .(ADN) y cuando se 

encuentra en exceso es capaz de generar citotoxicidad (Rosen et al .• 1999). 
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1.2.2. El Estrés Oxldatlvo 

El estrés oxidativo se puede definir como una serie de daños fisiológicos 

provocados por la oxidación celular que causan los radicales libres. El estrés oxidativo se 

presenta cuando hay una sobreproducción de radicales libres (entre ellos el anión 

superóxido, el radical hidroxilo, etc.) y/o peroxido de hidrógeno en la célula,. que provocan 

un desajuste en la relación prooxidante/antioxidante natural de la célula con tendencia 

favorable hacia el primero (Síes, 1991 ), que trae como principales consecuencias 

intracelulares los siguientes fenómenos (tabla 1.4): 

Tabla 1.4 Principales consecuencias a nivel celular del estrés oxidativo (Hernández­

Luis, 2001). 

1 sobreproducción de especies oxidantes; 

2 
descompartamentalización de los complejos iónicos presentes en 

algunas macromoléculas de importancia biológica y 

3 modificación de las defensas contra los radicales libres. -

Para que se den todas o alguna de las modificaciones expuestas. se requieren ciertos 

.factores exógenos y/o endógenos a los que estmnos expuestos los humanos, mostrados en la 

tabla 1.5. 

Es importante señalar que todos los organismos están expuestos de una u otra fonna 

al estrés oxidativo causado por las Especies Reactivas, y para cada tipo de organismo 

existen diferentes f'onnas de actuar en contra de Jos dai\os ocasionados por los radicales 

libres. Así una planta tiene varios factores que propician estrés oxidativo como una elevada 
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tasa de radicación U'VB. sequias prolongadas. depredadores, ozono entre otros (Grassmann 

et al.. 2002). 

Tabla t.S Principales factores que desencadenan el estrés oxidativo en humanos 

(Hemández-Luis. 2001). 

Factores exógenos Factores endógenos 

Dietas ricas en proteinas y lipidos ejercicio fisico exhaustivo 

g Xenobióticos pro-oxidantes 
Si 

:.§ Dietas pobres en antioxidantes 

inflamación crónica 

cáncer 

""'= Dietas ricas en café y alcohol isquemia/reperfusión 

Humo de cigarros estrés psicológico 

~ 
Exposición a o,. NO,, SO,. 

§ hidrocarburos 
.5 
¡¡¡ Exposición a plaguicidas: DDT. paraquat, .s .. a Diuron,. Aldrin, etc. 

Exposiciones ocupacionales 

8 Anticancerigenos 

"' E Psoralenos (furanocumarinas) 
~ 

Radiaciones 

Radiación ionizante, ultraviotCta y microondas 

Adsorben/es dérmicos 

Derivados del psoraleno (pigmentadores) 

Gracias a los estudios en.medicina que se han hecho con radicales libres, se ha 

encontrado que el estrés oxidativo está relacionado con la aparición de diversos males. 

como las enfennedades inflamatorias [artritis (McCord. 1974). vasculitis (Warren et al .• 

J 990). glomerulonefritis (Shah, 1995), lupus eritrematoso (Mohan y Das. J 997)]. 

enfcnnedades relacionadas con la isquemia [enfermedades del corazón (Omar y McCord, 
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1991), ataque fulminante del corazón (Baker et al .• 1998)], síndrome de inmunodeficiencia 

adquirida (SIDA) (Flores et al., 1993), enfisema pulmonar (Wallaert et al., 1993), ulceras 

gástricas (Davies et al., 1992), hipertensión (Kerr et al., 1999), enfermedades neurológicas 

(esclerosis múltiple (Toshniwal y Zarling, 1992). enfermedad de Alzheimer (Lyras et al., 

1997), enfermedad de Parkinson (Cohen, 1984), distrofia muscular (Ragusa et al., 1997)], 

alcoholismo (Dianzani, 1985), enfermedades relacionadas con el hábito de fumar (Asarni et 

al .• 1997), y en general, daiios a la membrana celular. modificaciones a enzimas y prote(nas 

y daño al DNA. Inclusive, también esta involucrado en el envejecimiento (Meydani, 1999) 

y a la generación de cáncer (Halliwell y Gutteridge. 1999). 

1.3. Los Antioxidantes en Sistemas Biológicos 

La oxidación se define como el intercambio de electrones de un átomo a otro bajo el 

esquema general 

oxidación 
REDUCTOR OXIDANTE + ne· 

..-educción 

De acuerdo al esquema. un antioxidante es una especie química que puede 

reaccionar con otra de naturaleza oxidante, y que previene la oxidación de un sustrato. 

1.3.1 Antioxidantes en Humanos 

Los sistemas biológicos no están exentos de las reacciones de oxidación por parte de 

moléculas oxidantes como los radicales libres. por lo que poseen una importante cantidad 

de sistemas antioxidantes. Estos antioxidantes del organismo, se pueden definir como 

ºcualquier sustancia que. cuando se encuentra presente en bajas concentraciones 

comparadas con el sustrato que se puede oxidar, detiene o previene significativamente la 

oxidación de ese sustrato., (Halliwell, 1990). Los sustratos que se pueden oxidar en 

sistemas biológicos incluye todo lo que se puede encontrar en las células vivas, incluyendo 
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proteinas, lipidos, carbohidratos y DNA. Dentro de la diversa protección que muestran los 

antioxidantes está el prevenir tos daños ocasionados por las reacciones de las especies 

reactivas (ROS ó RNS). con las moléculas endógenas. y que incluyen la prevención de la 

formación de esas especies reactivas. la intercepción de las ya formadas y Ja reparación de 

los tejidos dañados. 

Los antioxidantes se pueden clasifican en enzimáticos y no enzimáticos (Tabla 1.6). 

Tabla 1.6 Principales tipos de sistemas antioxidantCs presentes en sistemas bio!ógicos. 

Enzimáticos 

superóxido dismutasas 

GSH peroxidasas 

cata lasa 

NaDPH-quinona 

oxidoreductasas 

cpóxido hidrolasa 

enzimas de conjugación ( UDP-glucoroniltransferasa) 

GSSO reductasa 

sistemas de transporte (exportación de conjugados) 

No enzimáticos 

o-tocoferol (vitamina E) 

ascorbato (vitamina A) 

flavonoides (de la dieta, rutinina. 

querccrina, etc.) 

sintéticos (DHA. BHT) 

P-caroteno 

vitamina A 

urato 

protcinas plasmáticas 

En este caso, nos vmnos a enfocar en los antioxidantes no enzimáticos. y que se 

pueden aislar de plantas, y que para nuestros fines podemos definir como .,.aquellos 

metabolitos secundarios que protegen a los sistemas biológicos contra los posibles efectos 

adversos de las reacciones que pueden causar oxidaciones excesivas .. (Edmonds, 20CM>). 
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1.3.2. Antioxidantes de Origen Vegetal 

En los últimos ai\os, se han estudiado Jos metabolitos secundarios de diferentes 

plantas que poseen actividad antioxidante (Mittler,. 2003). Se ha encontrado en general,. que 

los compuestos fenólicos y polifenóticos, son muy activos (Bravo, 1998). En la tabla 1. 7,. se 

mencionan algunos de los grupos de compuestos polifenólicos más representativos que 

poseen actividad antioxidante, que han sido aislados de varias plantas. 

Dentro de la amplia variedad de metabolitos secundarios de tipo polifenólicos, 

algunos de los más relevantes por sus actividades antioxidantes son los diferentes tipos de 

flavonoides (Burda y Oleszek, 2001). 

Tabla 1.7 Diferentes tipos de Metabolitos Secundarios antioxidantes de tipo polifenólico. 

Nombre Estructura base Ejemplo referencia 

COOH COOH 

Ácidos fcnólicos ó ~*·" 
Kimetal .• 

2002 

OH 

Óy·~ -·y; 1 _,-9 CH3 
Mathiensen 

acctofenonas 
et al .• 1997 

o OH o 

ácidos ~ ~~ Foleyet 

cinámicos COOH 1 .--:::::' -"""' al., 1999 
~ COOH 
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coumarinas 

Estilbenos . 

Flavonoides 

Antocianidinas 

~ 
·~~Aº 

Tabla 1.7 continuación. 

OH . e· ... · '.. 

HO OMe 

OH 

OH 

Ngetal .• 

2000 

Wanget 

a/.,2001 

Kim eta/., 

2000 

Nodaetal., 

2002 

En este rubro. hay que mencionar a las betalafnas, otro grupo de compuestos que 

últimamente están teniendo gran auge en su investigación por sus propiedades 

antioxidantes (Kanner et al .• 2001). En la tabla 1.8 se muestran algunos ejemplos de 

betalaínas con propiedades antioxidantes. 
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Tabla 1.8 Algunas moléculas de tipo betalaínas, que se han encontrado con actividad 

antioxidante. 

compuesto Estructura referencia 

HO~ 
N" OOH 

Betanidina ~ .. ~.,_, 
Kanner et al .• 2001 

H-N·-
~ 

Betaxantina -2\ ::: COOH 

O<. . 
Indicaxantina 

~~ Bulera et al., 2002 

. .,_, 

Algunos de tos antioxidantes de origen vegetal más conocidos por sus potentes 

actividades antioxidantes se muestran en la figura 1.2. Estas moléculas se utilizan con 

frecuencia como referencias en algunos de los métodos in vivo e in vitro más utilizados 

para determinar actividad antioxidante de MS. 
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a.-tocofero] 

HO 

ácido nordihidroguaiaretico 

HO OH 

ácido caféico 

HO~ 
1 ...,;:::; ...,;:::; 

HO COOH 

Figura 1.2 Diferentes tipos de moléculas utilizados como referencias en la búsqueda de 

antioxidantes. 
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1.4. Métodos de Estudio in vitro de Antioxidantes 

Estos son algunos de los métodos para determinar la capacidad antioxidante de 

metabolitos secundarios u otras moléculas químicas,. más empleados en la literatura: 

1.4.1. Método del Radical DPPH· 

El DPPH· (l,l-difenil-2-picril-hidrazilo) es un radical libre estable, que fue obtenido 

por primera vez por Goldschmidt (Goldschmidt, 1922, citado en Walling, 1957). Es estable 

a teniperatura ambiente como cristales de color violeta. y en solución con etanol o MeOH,. 

presenta un intenso color violeta. 

Figura 1.3. Estructura del DPPH" 

De la estructura de esta molécula (Figura 1.3) podemos decir que debido al 

paramagnetismo de su electrón no apareado, puede reaccionar como cualquier radical libre, 

y al hacerlo,. resulta en una molécula estable, diamagnética. 

El DPPH·,. presenta un fuerte color violeta en solución con metanol o etanol, que 

cuando reacciona con un antioxidante,. se pierde resultando en una solución de color 

amarilla clara debida a la formación de la difenilpicril hidraeina (DPPH-H). lo que 

representa una clara ventaja para las determinaciones espectroscópicas. pudiendo identificar 

moléculas con potencial antioxidante, a través de este método (Blois, 1958). 
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Este radical ha sido empleado en estudios de moléculas antioxidantes puesto que 

reacciona con una amplia variedad de compuestos como cisteína, glutation, ácido 

ascórbico, tocoferoles, compuestos aromáticos polihidroxilados, aminas aromáticas entre 

muchas otras. Tiene una estabilidad relativamente alta a la autoreducción en soluciones de 

metanol o etanol, presenta reacciones de reducción irreversibles con las sustancias 

antioxidantes, presenta un máximo de absorción en el visible en solución etanólica de S 17 

nm que se pierde al formarse el DPPH-H, que hace de esta molécula un excelente reactivo 

para la investigación. 

1.4.2. Método TRAP (Parámetro Antioxidante Total de Atrapadores de 

Radicales Libres) 

Este método se basa en la disminución de la fluorescencia de la R-ficoeritrina 

debido a que el ABAP (2.2'-azo-bis(2-amidino-propano) hidrocloruro) genera radicales 

libres a 37 ºC. Se mezclan 750 µL de ficoeritrina (100 µL suspendidos en 100 mL de 

solución amortiguadora salina pH 7 .O). 250 µL de solución amortiguadora salina pH 7.0. 50 

µL de solución antioxidante, en una cubeta para medir fluorescencia. y se mantienen a 37 

ºC por 10 min. La reacción de oxidación comienza por la adición de 26 mM de ABAP. El 

decaimiento de la fluorescencia se cuantifica cada S rnin. Los compuestos antioxidantes 

inhiben la descomposición y por lo tanto retardan el decaimiento de la fluorescencia.. El 

ensayo termina cuando la fluorescencia decrece con regularidad. El potencial antioxidante 

de las moléculas quimicas se evalúa con el retardo del consumo de oxigeno. Este método se 

ve interf'erido por protefnas presentes en las muestras y con muestras muy diluidas (Ghiselli 

et al .• 1995). 
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1.4.3. Método del Catión Radical DMPD.+ 

El principio de este método está basado en la reducción del catión radical DMPDº+. 

Una solución 100 mM de DMPD (dihidrocloruro de N,.N-dimetil·p-fenilendiamina) se 

prepara disolviendo 209 mg de DMPD en 1 O mL de agua destilada. Un rnL de esta solución 

se adiciona a 100 mL de solución amortiguadora de acetatos 0.1 M,, pH 5.25. se adiciona 

0.2 mL de una solución de cloruro férrico O.OS M,, resultando en la formación del catión 

radical DMPD"\ de color violeta,, el cual se cuantifica a SOS nm,, y se ajusta a una 

absorbancia de 0.900 +/- 0.1 OO. este radical es estable por 12 horas a temperatura aJTibiente 

y en oscuridad. Un µL de la solución de DMPD"+y 50 µL de la solución antioxidante a 

probar se mezcla por 10 min a 25 ºC. Después, se cuantifica la absorbancia a SOS nm 

(Fogliano et al .• 1999). 

1.4.4. Método de la Capacidad Antioxidante Equivalente de Trolox 

(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) TEAC. 

Este ensayo se basa en la oxidación del ABTS (2.2'-azino-bis-(ácido 3-etilbens­

tiazolino-6-sulfónico)) en la presencia de H202 y metarnioglobina para generar el catión 

radical ABTS-+ (de color azul-verdoso). el cual tiene una A.,,., a 734 nrn. Se realiza el 

experimento antioxidante. en el cual se colocan soluciones de antioxidantes a probar junto 

al ABTS.+ recién formado. para cuantificar la absorbancia continuamente. y comparar esos 

resultados con los obtenidos con trolox (ácido (S)-(-)-6-hidroxi-2,S. 7 .8-tetrarnetil-crornan-

2-carboxílico, es un derivado del a-tocoferol). Todas las soluciones se preparan en solución 

amortiguadora de sales de fosfatos (POS) a pH 7.4 (Miller et al .• 1993). 
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1.4.4.1. Método TEAC con Mn02 

El catión radical ABTS- se prepara filtrando una solución de ABTS (en PBS) a 

través de polvos de dióxido de manganeso. El exceso de Mn02 se remueve pasando el 

filtrado a través de un filtro de jeringa (0.2 µm). Esta solución se diluye con PBS (5 mM, 

pH 7.4) ajustando la absorbancia a 734 nm a 0.700 +/- 0.020, y se preincuba a temperatura 

ambiente por dos horas antes de usarse. 

Un mL de la solución de ABTS- y 200 µL de la solución acuosa de antioxidantes se 

mezclan vigorosamente en tubos de reacción por 30 s y se centrifugan 60 s a 10 000 rpm. 

Se cuantifica la absorbancia de la fase baja a 734 nm (Miller et al •• 1996). 

1.4.4.2. Método TEAC con ABTS y K 20 8 S 2 

Este ensayo se basa en la reducción del ABTS ..... ,. el cual es ronnado mezclando una 

solución stock de ABTS (7 mM en agua) con 2.45 mM de persulfato de potasio. Después 

de 24 h. la solución de ABTS-+ en este ensayo se puede utilizar para medir la actividad 

antioxidante de moléculas lipofilicas e hidrofilicas,. para lo cual se diluye en etanol y agua 

respectivamente hasta obtener ur.a absorbancia de O. 700 +/- 0.020 a 734 nm. Las soluciones 

de antioxidantes se preparan en agua o etanol según sea el caso. Se mezclan 1 mL de 

solución de ABTS- y 100 µL de los antioxidantes por 45 s y se determinan las 

absorbancias a 734 nm (Re et al .• 1999). 
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1.4.5. Comparación de los Métodos Antioxidantes in vitro 

Para detenninar la actividad antioxidante de los metabolitos secundarios a través de 

los diferentes métodos sencillos in vitro que permiten realizar una gran cantidad de 

mediciones y que resultan sencillos y reproducibles,, se analizaron los resultados de las 

evaluaciones antioxidantes a través de varios métodos y utilizando diferentes sustancias 

antioxidantes, representando los diferentes tipos de metabolitos secundarios antioxidantes 

presentes en las plantas (Schlesier et al., 2002). En este estudio, encontraron que el método 

del DPPHº es adecuado para detenninar las propiedades antioxidantes de polifenoles 

representados por el ácido gálico en ese estudio,, y en general. para metabolitos secundarios 

ligeramente lipofilicos,. solubles en solventes orgánicos polares corno metanol. Esto 

constituye un buen antecedente en cuanto a la investigación de las pn>piedades 

antioxidantes de Metabolitos Secundarios y constituyó una buena base para la selección del 

método utilizado en esta tesis. 

1.5. Empleo de los Antioxidantes como Nutracéuticos 

El término ... nutracéuticoº fue acuñado en 1989 por la Fundación para la Innovación 

en Medicina (New York. USA) para darle un nombre a compuestos sintéticos o aislados de 

fuentes naturales que tenfan efectos en la salud de pacientes que padecían enfennedades 

como cáncer y que consumían regularmente. alimentos que los contenían .. 

Un nutracéutico se puede definir como aquella sustancia que es un alimento o parte 

de un alimento. que proporciona beneficios medicinales o en la salud. incluyendo la 

prevención o el tratamiento de diversas enfermedades (Andlauer y FUrst. 2002). Asl, 

tenemos una amplia variedad de nutrientes aislados. suplementos dietéticos y dictas 

diseñadas genéticamente como alimentos, productos herbales, y productos procesados 

como cereales. sopas o bebidas. 

En este sentido. desde que se relacionó et estrés oxidativo con diferentes 

enfermedades (como la analizarnos en el punto 1.2.3. de esta tesis), se entpezaron a utilizar 

antioxidantes como complementos alimenticios. e inclusive se comenzaron a realizar 
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estudios enfocados a la manipulación genética de alimentos con el fin de modificar el 

contenido de determinados metabolitos secundarios9 como los flavonoides,. presentes en 

plantas que se consumen habitualmente, y que de esta fonna,. pueden proporcionar 

beneficios a quienes las consumen (Dixon y Steele, 1999) 

Los nutracéuticos que más nos interesan son aquellos que por su origen vegetal 

representan verdaderas alternativas de actividad terapéutica o preventiva, y son metabolitos 

secundarios. Así, los metabolitos secundarios de las cactáceas en general, y de M. 

geonietrizans en particular, pueden brindar la posibilidad de encontrar nuevos 

antioxidantes, o representar nuevas fuentes de obtención de otros ya conocidos (Bruni et 

al., 2002), proporcionando un valor agregado a los MS presentes en estas plantas, y 

aumenta las posibilidades de relacionar el uso terapéutico que la planta tiene con la 

presencia de determinados metabolitos secundarios. 

A continuación, hablaremos de la familia de plantas a ta que pertenece M. 

geometrizans y se trataran los aspectos botánicos de esta especie. 

1.6. Las Cactáceas 

La familia de las Cactáceas incluye plantas ampliamente distribuidas en América 

con alrededor de 100 a 11 O géneros y más de 1500 especies. En México están representadas 

por aproximadamente SI géneros y 850 especies ctasificadas9 80 % de las cuales son 

endémicas. 

Está dividida en tres subfamilias: la OPUNTIOIDEAE, con formas de pequcflos 

árboles o arbustos,. representada por cinco géneros y varios subgéneros; la PERESKIOIDEAE, 

de forma arborescente y con hojas conspicuas representada por dos géneros; y por último la 

CACTOIDEAE, la más grande de todas con cerca de 91 géneros y 1300 especies con formas 

arborescentes o globosas (Bravo, 1937). 

Hay que resaltar que a pesar de ta gran abundancia de este tipo de plantas en nuestro 

país, no se han realizado estudios extensos en e1tas. La f"amilia enfrenta un serio problema 
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que pone a muchas especies al borde de la extinción, debido a la pérdida de sus 

ecosistemas, así como la utilización indiscriminada a que se someten, ya que muchas 

especies son apreciadas como ornatos y existe un importante tráfico ilegal de estas, as( 

como también, su utilización como alimentos o materia prima, la mayoría de las veces sin 

ningún programa de regeneración o reintroducción. 

1.6.1. Myrtillocactus geo111etrizans 

1.6.1.1. Caracteristlcas Generales y Claslflcacl6n 

M. geometrizans (Martius) Console, se clasifica siguiendo la propuesta sei\alada por 

la lnternational Organization for Succulent Plant Study (IOS) (figura 2). Es una especie 

endémica de México y se caracteriza por ser de forma arborescente, llegando a medir hasta 

más de 4 m de alto; posee un tronco bien definido, corto; con ramificación abundante que 

forma una copa bastante amplia, hasta de 5 m; tiene numerosas ramas que a su vez se 

ramifican, algo encorvadas, de 6-10 cm de diámetro, de color verde azulado; presenta de 5 

a 6 costillas, redondeadas, de 2-3 cm de alto; las areólas poseen espinas radiales y centrales; 

las espinas radiales (generalmente S). son cortas, de 2-1 O mm de largo y en ocasiones hasta 

de 3 cm, rojizas cuando jóvenes, algo aplanadas o hinchadas en la base; por otro lado, la 

espina central es muy grande, y posee la peculiar característica de ser en fonna de daga, de 

1-7 cm de largo y 6 mm de ancho, negra. Las flores se sitúan en la parte superior de las 

areólas, son pequeñas. de 2.S-3.S cm de ancho, de color blanco verdoso; existen varias en la 

misma areóla; el fruto es pequefto, de 1-2 cm de diámetro, globoso,, purpúreo,, sin espinas. 

Florecen y fiuctifican entre Febrero y Julio (www.semamat.gob.mx) y en algunos sitios 

según reportes de los pobladores, crecen en comunidades casi únicas denominadas 

garambullales. 
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SISTEMÁTICA 
ANGIOSPERMAS 

r--1----1 
DICOTILEDÓNEAS MONOCOTILEDÓNEAS 

.---'----i 
CARIOPHYLALLES OTROS 40 ÓRDENES 

r--1----1 
CACTACEAE OTRAS 11 FAMILIAS 

r--1----1 
CACTOIDEAE OTRAS 2 SUBFAMILIAS 

1 

TRIBU PACHYCEREEAE 
1 

GÉNERO Myrtíllocactus 
1 

ESPECIE geometrlzans (Martius) Consola. 

Figura 1.3. Sistemática de M. geometrizans. 

Es importante sei\alar que esta especie no se encuentra en peligro de extinción. por 

lo que este trabajo no afecta de ninguna fonna la población de garambullos en la localidad 

donde se recolectó. 

1.6.1.2. Sinónimos 

Cereus geometrizans Mari. 
Cereus pugioniferu.s Lem. 
Cereus gladiator Otto et Dietr. 
Cereus garambe/lo Haage 
Cereus geometrizans pugioniferu.s Salnr-.Dyck 
Cereus geometrizans quadrangularispinus Lem. 
Myrtillocereus geometrizans (Mart.) Canso/e var.pugioniferus (SD) Frie et 
Kreuz. 
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1.6.1.3. Nombres Comunes 

Garambullo en comunidades del centro de México, padre nuestro, tnu dichi 

noni (Mixteco, Oax.), too dichi noni (mixteco, Oax.). 

1.6.1.4. Localización 

Está amplia.tnente distribuida en el territorio nacional, encontrándose en los Estados 

de Aguascalientes, Durango, Guerrero, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacán, 

Nuevo León, Oaxac~ Puebla, Querétaro, San Luis Potosí, Tarnaulipas, Veracruz y 

Zacatecas (Arias et al. 1997). 

1.6.l.S. Usos 

De esta planta se aprovechan como alimento las flores y los frutos, que la gente de 

las comunidades recolect~ ya sea de ejemplares domesticados o de garmnbullos silvestres. 

Las flores se consumen en platillos con huevo, y los frutos se consumen frescos, en 

conserva como mermelada o fonnando parte de bebidas. 

Por otro lado, según reportes de los pobladores, se utilizan los tallos en emplastos 

para curar inflamaciones y otras enfermedades cutáneas (www.semarnat.gob.mx). 
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11. Antecedentes Fitoquímicos 

2.1. Metabolitos Secundarios Aislados 

Estos son los estudios fitoquimicos que se han realizado de M. geometrizans desde 

1957 (tabla 2.1 ). 

Tabla 2 .. 1 Estructuras de los MS que conforman los antecedentes fitoquirnicos de 
M. geometriza11s 

Parte 
Metabolito aislado estructuras Referencia trabajada 

Cultivo de Colomasy tejido de betalainas No determinadas 
tallos Bulanl, 1977 

indicaxanthina 1, o.::::. N 

Frutos y 
~ 

betanina 2, 1 
cultivos de Colomas et al.,, 
tejido de 

~º~ 
1978 

tallos 

H H0 ~ N 

phyllocactina 3. -~ 
2 
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Tabla 2.1 continuación. 

Tallos y 
espinas 

Frutos 

qucrcctina 4 0 

kacmpfcrol 5. 
isorhamnctina 6. 

beta lamas 

4 

HO 

HO 

6 
No determinadas 

OH 

OH 

Burret et al., 
1982 

Reynoso et al., 
1997 
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Tabla 2.1 continuación. 

Parte Metabolito aislado estructuras Referencia 
trabajada 

Ácido cochálico 7 

7 

c1do myrtilogén1co 8 

Partes Djerassi et al., 

aéreas 1957 

H,C 

""' 8 

Longispinogenina 9 

2.2. Otros Antecedentes 

En otro estudio se caracterizó el comportamiento de cultivos celulares de tejido de 

tallos, encontrando que tienen la capacidad de oxidar el A2-careno, por lo cual los autores 

suponen que en los tejidos del garan'lbullo se pueden sintetizan sesqui- y diterpenoides, lo 

cual no ha sido comprobado aún (Gil et al .• 1995). 
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Por otro lado, se estudió la composición de su mucilago, encontrando que este 

polímero estaba constituido por rharnnosa (50.3 %), galactosa (19.2 %). xilosa (4.9 %) .. 

arabinosa (4.1) y ácido galacturónico (21.5 %) (Pérez et al., 1994). 

111 • .Justificación 

Las plantas han proporcionado muchos de los fármacos empleados actualmente y 

muchas moléculas base para sintetizar otros tantos (Rarnachandra Rao y Ravishankar., 

2002) .. proporcionando una gran diversidad de estructuras químicas activas. y ofreciendo 

alternativas viables para la obtención de principios activos contra diversas enf"ennedades., 

con novedosos mecanismos de acción o que disminuyen la toxicidad o los efectos adversos 

que los actuales causan. Por la relación que se ha encontrado entre el consumo de 

antioxidantes de origen natural y la prevención de diversas enfermedades (Ross y Kasum .. 

2002).. muchos de los estudios que se realizan en la actualidad en diversos centros de 

investigación. están encaJJlinados a obtener metabolitos secundarios antioxidantes. 

Los antecedentes fitoqu(micos de Myrtil/ocactus geometrizans .. nos inf"onnan que se 

han aislado Metabolitos Secundarios que. por otro lado.. están reportados como 

antioxidantes. hechos que nos permiten realizar el estudio dirigido de las partes aéreas para 

obtener solamente tos antioxidantes. 

Es importante destacar que en la literatura no se ha reportado ningún estudio de 

actividad antioxidante de las partes aéreas de esta especie y este trabajo nos otorga la 

oportunidad de contribuir al conocimiento de la fitoquímica de la planta y a dar un valor 

agregado a sus metabolitos secundarios. 
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IV. Hipótesis 

Si M. geometriza11s, crece y se desarrolla en ambientes semiáridos, sometidos a un 

elevado de estrés oxidativo, producirá en sus tejidos Metabolitos Secundarios de tipo 

polifenólicos con actividad antioxidante. 

V. Objetivos 

5.1 General 

Conocer a través de un estudio fitoquímico dirigido, cuales Metabolitos Secundarios de tipo 

polifenólicos de las partes aéreas de Myrlil/ocactus geometrizans, poseen actividad 

antioxidante, a través de la reducción del radical libre DPPH". 

5.2 Particulares 

1.- Caracterizar la actividad antioxidante de los extractos de n-hex y de etanol al 80 % de 

Myrtillocactus geometrizans utilizando el método del DPPHº. 

2.- Aislar, purificar e identificar, por los métodos más convenientes, los metabolitos 

secundarios antioxidantes del extracto que resulte más activo. 

3.- Caracterizar Ja actividad antioxidante de los metabolitos secundarios aislados. 
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VI. Materiales y Equipo 

Todos los reactivos empleados para la realización de este trabajo, fueron obtenidos 

comercialmente. El radical DPPH" (1,l-difenil-2-picril-hidrazilo). sulfato de sodio anhidro 

(Na2S04), cloruro de sodio (NaCI), sephadex LH 20 para cromatografla (25-100 µm) y a­

tocoferol (2,S,7,8-tetrametil-2-(4' ,8', 12•-trimetiltridecil)-6-cromanol) se compraron de 

Sigma-Aldrich Química, S.A. de C.V., Toluca, México. El n-hexano (n-hex), cloroformo 

(CHCh). acetato de etilo (AcOEt), metano] (MeOH). Etanol (EtOH), éter dietllico (Et20). 

n-butanol (n-but), las cromatoplacas analíticas de silica gel GF254 para cromatografia en 

capa fina. y la silica gel grado 60 (70-230. 60A º) para cromatografla en columna. de 

Merck-Mexico, S.A.,. Mexico. 

Para concentrar a presión reducida los diferentes extractos,. se utilizó un 

rotavaporador BUchi RE l 11 con baño de agua con temperatura variable; para la 

cuantificación de la reducción del DPPHº y para la obtención y registro del espectro de 

barrido en el UV de 200 a 400 nm del MS aislado. se utilizó un espectrofotómetro 

Spectronic modelo Génesis S,. y un aparato Fisher-Johns con termómetro hasta 300 ºC, para 

la medición de la temperatura de fusión. 

VII. Parte Experimental 

7.1. Material Vegetal 

Las partes aéreas de Myrtillocactus geometrizans se recolectaron en enero del 2001 

a la altura del kilómetro 20 de la carretera federal Pachuca-Actopan. 

Se secaron completamente a temperatura ambiente y posteriormente se pulverizaron 

en un molino para obtener 934 gramos de material seco y molido. 
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7 .2. Obtención de los Extractos Primarios 

Con el fin de extraer los metabolitos secundarios antioxidantes, las partes aéreas 

secas y molidas se colocaron en un recipiente de vidrio, para su maceración adicionando 10 

L de n-hex por 48 horas a temperatura ambiente, se filtró y se separaron tos filtrados para 

repitir la maceración con el residuo vegetal. Posterionnente, este residuo vegetal se maceró 

con 4 L de etanol al 80% por 48 h a temperatura ambiente, después de lo cual se filtró, para 

separar el filtrado y se repitió la operación (esquema 7.1). 

Extracto de 
n-hex EHl 

Partes aéreas secas 
y molidas 

n-hex Etanol acuoso 
(80"/o) 

Concentrar en 
vacio 

Extracto de 
EtOHEEl 

Esquema 7 .. 1 Procedimiento para la obtención de los extractos orgánicos a partir del 

material vegetal seco y molido. 

Los filtrados de n-hex y EtOH acuoso al 80 % se concentraron por separado en un 

rotavapor a presión reducida, obteniendo un residuo color café amarillento. espeso. viscoso. 

sin olor que corresponde a EH 1 y un residuo acuoso de color amarillento que corresponde a 

EE 1 .. respectivamente. Los pesos de estos extractos se muestran en la tabla 7 .1. 

Tabla 7.1 Cantidades finales de los extractos. después de concentrarlos a presión 

reducida. EH J se pesó en una balanza analitica y EE 1 se midió su volumen en una probeta. 

Extractos primarios 

EHI 1 EEl 

22.89 ± 0.005 g 1 1.9 L 
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7 .3. Determinación de la Actividad Antioxidante 

7.3.1. Ensayo Antioxidante Autobiográfico en Cromatografia en Capa 
Fina (CCF) 

De cada extracto o compuesto se realizó una CCF en cromatofolios de aluminio de 

silica gel utilizando el sistema de elusión adecuado en cada caso. Una vez que se desarrolla 

la cromatografia, se aplica unifonnemente en la superficie de la cromatoplaca una solución 

al 0.1 % (p / v) de DPPH" en metanol como reactivo revelador. Se observa un color violeta 

intenso en la superficie aplicada. Si existen Metabolitos Secundarios antioxidantes. 

aparecen manchas de color amarillo de diferentes intensidades que van del pálido al intenso 

dependiendo de la naturaleza química del compuesto antioxidante (Céspedes et al., 2002). 

La aparición del color amarillo se debe a la reducción del DPPHº en presencia del o 

los compuestos antioxida11tes se debe a la formación de difenilpicril hidracina (DPPH-H). 

(Blois. 1958). 

7.3.2. Ensayo Antioxidante en Espectrofotómetro UV 

Se prepararon soluciones stock de los extractos. fracciones. sub-fracciones y 

compuestos que se probaron.,. con los disolventes apropiados (n-hex. AcOEt. MeOH. éter. 

etc.). para realizar diluciones y obtener las concentraciones necesarias. para aftadir alicuotas 

de 50 µL a S rnL de una solución rnetanólica de al 0.004% (rn/v) y obtener las 

concentraciones finales reportadas en las gráficas que más adelante se ilustran. La mezcla 

de reacción se agitó por 30 min .. para después .. determinar la absorbancia a S 17 nm. Se 

utiliza a-tocoferol como referencia positiva a una concentración final de SO ppm y el 

disolvente utilizado en cada muestra junto con la solución metanólica de DPPH* como 

blanco. Cada determinación se realiza por triplicado y se obtiene el promedio. 

El porcentaje de reducción del DPPHº se calculó de acuerdo a la siguiente fónnuta: 
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% de reducción= 100 x (1-absorbancia de la muestra/ absorbancia del blanco) 

y se determina la concentración antioxidante del SO % (CAs0%) de una gráfica Dosis­

Respuesta (% de DPPH. reducido Vs concentración de antioxidante). 

7 .4. Estadística 

Los datos recopilados de los experimentos de reducción del DPPH. se trataron en el 

programa Origin 5.0, para obtener los promedios, -desviaciones estándar. curvas dosis­

respuesta y los valores de Concentración Antioxidante 50 % (CAs0%) a partir de las curvas 

dosis-respuesta. 

VIII. Resultados y Discusión 

8.1. Determinación de la Actividad Antioxidante de EHl y EEl 

Después de concentrar los extractos a presión reducida, se realizó el ensayo 

antioxidante para detenninar en que extracto se concentraban los metabolitos con actividad 

antioxidante. 

Se realizó CCF de cada uno de los extractos (para EHI. silica gel fase normal y n­

hex-AcOEt 7:3 (v/v); para EEI. silica gel fase nonnal y MeOH-AcOEt 9:1 (v/v). revelada 

una con DPPH"). encontrando manchas antioxidantes en ambos extractos, siendo más 

intensas y amarillas, las manchas del extracto etanólico. 

Se realizó la evaluación espectroscópica de los dos extractos hasta 1000 ppm, 

obteniendo un comportamiento de la reducción de DPPH dosis-dependiente, 

37 



100 

90 

ao 

~ 70 

-8 
60 

~ 
50 

40 

"ª 30 
-8 
* 20 

10 

o 
o 200 400 600 800 1000 

COI ICS lb ación de los extractos [ppm) 

Gráfica 8.1 % de reducción de EHI y EEI a diferentes concentraciones. Barras 

de error al 5 %. EHl extracto de n-hex, EEl extracto de etanol al 80 %. 

Podemos observar que el extracto de etanol presenta una mayor actividad 

antioxidante que el extracto de n-hex, lo que corresponde a lo observado en la CCF, en 

donde se aprecian más manchas con actividad antioxidante y más intensas en el extracto de 

etanol que en el de n-hex. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

38 



100 

90 • ~~1 80 • 
g¡ 70 

-8 
60 

1 50 

40 

"ª 30 
-8 

* 20 

10 

200 400 600 800 1000 

COI ICBI lb ación de las el<lraclDs (pprtjl 

Gráfica 8.2 Porcentaje de reducción de DPPH" de EH! y EEI a diferentes concentraciones. 

Barras de error al S %. 

De la interpolación de esta grafica se obtuvieron los CAs0% mostrados en la tabla 

8.t. 

Tabla 8.1 Valores de los obtenidos CAs°"' para los extractos, obtenidos de la gráfica 8.2. 
NO= no determinado, puesto que el valor máximo de inhibición de EHl fue menor al SO 
%. 

EHI EEI 
CAs0% [ppm] ND 620.96± 

En base al valor de 592.2 ppm de la CA~()%,,. determinamos continuar trabajando con 

el extracto de etanol. No se determinó el CA~ del extracto de n-hex debido a que no 

presentó una actividad mayor al SO % de reducción del DPPH" presente en la solución de 

prueba. 
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8.2. Fraccionamiento Primario de EEI 

Al extracto acuoso se adicionaron 100 mL de agua destilada y se extrajo con éter (3 

x 800 mL), AcOEt (3 x 800 mL), y n-butanol (3 x 800 mL). de tal fonna que se obtuvieron 

extractos de polaridad creciente. La fracción acuosa residual se dejó evaporar a temperatura 

ambiente hasta completa sequedad (ver esquema 8.1 ). 

Extraer con 
éter 

EEl-1 

Extraer con 
AcOEt 

EEt-2 

EEI 

ai\adir agua 

Extraer con 
n-butanol 

EEt-3 
RAc 

Esquema 8.J Procedimiento para la obtención de los extractos EEl-1,. EEl-2, EEl-
3 y R Ac (Residuo acuoso) a partir del extracto de etanol. 

Se pesaron las cantidades obtenidas de los diferentes extractos, que se muesttan en 

Ja tabla 8.2. 

Tabla 8.2 Pesos de los extractos obtenidos a partir de EE 1. 

Extracto EEl-1 EEJ-2 EEJ-3 RAc 
Cantidad (g) 11.27 ± 0.005 14.01 ± 0.005 58.84±0.05 284.3 ± 0.005 
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8.3. Determinación de la Actividad Antioxidante de las 

Fracciones de EEl 

De igual forma a la antes explicada se realizó CCF de cada uno de los extractos 

mostrando cada una de las placas diferentes patrones de actividad antioxidante, resultando 

la fracción EEJ-2 Ja que presenta mayor cantidad de manchas amarillas de mayor 

intensidad. 

Se procedió a realizar el ensayo espectroscópico con EEl-1, EEJ-2, EEI-3 y R Ac 

hasta 500 ppm para detenninar sus CAsOo/a y determinar cual o cuales son tos más activos. 

100 -EE1-1 
-EE1-2 

90 -EE1-3 
80 -Rl>c 

~ 
70 

60 
-8 

~ 
50 

40 

-8 
30 

?fl. 20 

10 

100 200 300 400 500 

CDI ICQ lb aci6o [ppm) 

Gr:iflc• 8.3 % de reducción de DPPH" de los diferentes extractos. en donde se 

muestra el efecto dependiente de la concentración. Barras de error al S %. 
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En la gráfica 8.3 se puede observar que todas las muestras en este experimento, 

tienen un efecto dosis-dependiente, resultando EEl-2 el más activo, aunque EEt-3, que 

tiene compuestos más polares. también presenta actividad aunque menor que la de acetato. 

EEl-1 y R Ac, no muestran una actividad notable. por Jo que se asume que Jos 

compuestos antioxidantes que nos interesan, están contenidos en Jos extractos de acetato y 

n-butanol. 

Para poder determinar Ja fracción más activa se graficaran los resultados de tal 

forma que se pueda obtener Ja CAs0% y asi determinar con cual extracto se continuará el 

estudio (gráfica 8.4). 

• EE1-1 
100 • EE1-2 

• EE1-3 
90 ... RAc 
80 

~ 70 

-8 
60 

1 
50 

40 

-8 
30 

~ 20 

10 

100 200 300 400 500 

COI IOBl llració.1 [ppm] 

Granea 8.4 Efecto de los diferentes extractos sobre la reducción del DPPH" a 

diferentes concentraciones. BarTaS de error al S %. R Ac =residuo acuoso. 
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Una vez obtenidos Jos valores de Jos CAs0% para cada uno de Jos extractos, 

observamos el efecto de la concentración de los diferentes extractos sobre la reducción del 

DPPHº , que se comporta de forma dosis-dependiente. 

EEJ-1 y R Ac no presentaron actividad mayor al 50 % por lo que no se pudo 

determinar su CAs°" ... Los resultados se muestran en la tabla 8.3. 

Tabla 8.3 Valores de CAs0% para los diferentes extractos, obtenidos a partir de la 
gráfica 8.4. ND = no detenninado, debido a que la actividad mostrada no f"ue mayor al 50 
%. 

CA,.,.,.[ppm] 

1 EEl-1 ND 
1 EEl-2 162.16 
1 EEl-3 308.17 
1 RAc ND 

De esta tabla observamos que los extractos que mayor actividad presentaron a las 

concentraciones evaluadas son EEl-2 y EEl-3, siendo más activo el primero, por lo que en 

base a los antecedentes fitoqufmicos de la planta que nos indican la presencia de 

flavonoides, y a los resultados obtenidos, se decidió trabajar con EEl-2 por ser el más 

activo y en donde podríamos encontrar compuestos del tipo antes mencionado. 

8.4. Fraccionamiento de EEl-2 

EEl-2, que presentó la mayor actividad antioxidante, se trabajó de la Corma que a 

continuación se describe y que se muestra en el esquema 8.2. 

S g del extracto de.EEl-2 disueltos en AcOEt, se adsorbieron en aproximadamente 

1 O g de silica gel, para realizar una cromatografla en columna abierta con silica gel como 

adsorbente, para proceder a eluir como mezclas de CHCb y MeOH comenzando por CHCIJ 
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100%, hasta MeOH 100 %. Se obtuvieron fracciones de 250 mL, las cuales se concentraron 

en un rotavapor a presión reducida. Se utilizó CCF de cada una de las fracciones reveladas 

con DPPHº para identificar la presencia de Jos compuestos antioxidantes y de esta manera 

seguir la evolución de la cromatografia, hasta obtener las fracciones con compuestos 

antioxidantes. 

EEl-2 

Silica gel 

CHCtrMeOH 
10"/o 

Esquem11 8.2 Esquema para el fraccionamiento del extracto EEl-2. C-M = CHC'3-MeOH. 

Se obtuvieron las fracciones Fl. F2. F3 y F4. utilizando identidad cromatográfica 

para agruparlas de la siguiente manera: de 1 - 14. corresponden a Fl; de 15 -38 a F2; <le 39 

- 62 a F3; de 63-94 aF4. 
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8.5. Determinación de la Actividad Antioxidante de las 
Fracciones de EEJ-2. 

El seguimiento de la cromatografia en columna se realizó con ayuda del ensayo 

autobiográfico en CCF siguiendo la metodología descrita, para seleccionar las fracciones 

que c~ntenían compuestos antioxidantes. Los resultados de la cromatografia nos indican 

que la fracción que concentra Jos compuestos antioxidantes Cuc F2, sin descartar F3 que 

también presentó manchas de color amarillo intensas. Para saber con cual fracción se 

continuaría trabajando se recurrió a la prueba espectroíoto"!étrica, dando los resultados que 

a continuación se representan en la gráfica 8.5. 
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Gráfica 8.5 Efecto de las diferentes fracciones de EE 1-2 sobre la reducción de DPPHº a 
dif'erentes concentraciones. Barras de error al S %. 
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Esta gráfica nos pennite visualizar que efectiva.mente, la fracción que presentó 

mayor actividad frente al DPPH" fue F2, con la que se continuó trabajando con el fin de 

aislar los metabolitos secundarios antioxidantes presentes en ella. 

La fonna en que se presenta la curva de reducción del DPPH" nos permite ver que la 

reducción se lleva a cabo de una forma dosis-dependiente, por lo que asumimos que a 

mayor concentración de los metabolitos presentes en F2, existe una mayor cantidad de 

DPPH" reducido, y a pesar que el porcentaje de reducción no es total a 500 ppm, si se lleva 

a cabo de fonna cuantitativa para asumir que existe una concentración adecuada del o los 

metabolitos presentes en esa fracción. 

A continuación se muestra la gráfica 8.6, la cual nos permite determinar la CAs0% de 

las fracciones evaluadas. 
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Gr60ca 8.6 Efecto de las diferentes fracciones de EEl-2 sobre la reducción de 

DPPH". Barras de error al 5 %. 
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De esta gráfica podemos inferir que el efecto dosis dependiente que las diferentes 

fracciones tienen sobre la reducción del DPPH" es diferente para cada una,. lo que se puede 

atribuir a Ja diferente naturaleza de Jos Metabolitos Secundarios presentes. sin que esto nos 

de aJgún indicio del tipo de moléculas que contengan. Se obtuvieron los valores de las 

CAso% para cada una de esas f'racciones, mostrados en Ja tabla 8.4. 

Tabla 8.4 Valores obtenidos de la interpolación de la gráfica 8.6. NO no 
determinado, puesto que el % de reducción del radical no fue mayor al SO %. 

CA,"" [ppm] 
1 Fl 412.44 
1 F2 98.88 
1 F3 234.14 
1 F4 ND 

En esta tabla,. se describen los valores de los CAs0%. El obtenido para F2, es mucho 

menor que el de FJ, lo cual nos permite seleccionar sin lugar a dudas a F2 para continuar 

con el estudio. por ser la más activa,. y por tanto,. en la que se pueden concentrar los 

metabolitos secundarios antioxidantes más activos. 

8.6. Fraccionamiento de F2 

La totalidad de F2 (0.739 g) se separó en una columna abierta, empacada con Sephadex 

como fase estacionari~ de 32.5 x 3.5 cm, y se eluyó con una mezcla de CHCh-MeOH (1:1 

v/v) a una velocidad de flujo de 1 mL / min,. para obtener cuatro diferentes fracciones (F21 

[1-189 mL]. F22 [190-279 mL], F23 [280-420 mL] y F:Z. [421-630 rnL]) según su identidad 

cromatográfica en capa fina,. de los cuales todos poscian actividad antioxidante al ser 

revelados con DPPH" (esquema 8.3). 

Asi mismo. se observó que el menos complejo de las cuatro fracciones fue F22. 

Además,. precipitaron de fonna espontánea,. cristales amorfos de color amarillo a los cuales 

se les asignó la clave C1F23. Resultó relevante para los fines que perseguiamos,. el que 
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estos cristales presentaran actividad antioxidante. Se procedió a purificar este MS, para su 

posterior identificación. 

F2 

sephadex 

Actividad 
antioxidante 

dc:CtF23 

Esquema 8.3 Procedimiento para el aislamiento de CIF23. 
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8.7. Purificación e Identificación de CIF23 

Los cristales se separaron de las aguas madres para recristalizarlos utilizando ºpar 

de disolventesn (n-hex-MeOH), para aislar 13 mg de cristales amorfos de color ainarillo 

(rendimiento: 0.26%), los cuales no fundieron a 300 ºC, por lo que no se pudo obtener su 

temperatura de fusión. Presentó un Rfde 0.719 (AcOEt 100%). Se probaron tres diferentes 

sistemas de elución para determinar por cromatografía que el rnetabotito aislado se 

encontraba puro. puesto que en los tres sistemas solo presentó una mancha. 

Al realizar un espectro de barrido en UV de 200-500 nm !(espectro UV-1. apéndice 

1), se confinna que es un flavonoide por presentar la fonna caracteristica de estos 

compuestos en esta técnica.. además de presentar el desplazamiento característico de un 

flavonol en presencia de tres gotas de NaOMe (0.025 m/v, sodio metálico en MeOH) 

mostrado en el espectro UV-2. 

No fue necesario el empleo de otras técnicas para Ja determinación estructural de la 

molécula debido a que en la literatura están reportados los datos de muchos flavonoides., y 

al realizar una búsqueda exhaustiva se encontraron valores idénticos de temperatura de 

füsión, Rf. espectro de UV y desplazamiento con NaOMe para el flavonol denominado 

trivialmente quercetina., y el metabolito aislado se comparó con una muestra auténtica., 

dando los mismos resultados (tabla 8.5). 

Tabla 8.5 Valores de las crestas obtenidas de la literatura para quercetina. en 

comparación con las obtenidas para C 1 F23 en MeOH. 

MeOH MeOH +NaOMe +NaOMe 

(reportado) (experimental) (reportado) (experimental) 

Crestas., nm 255 256.0± o.os 247 247.0±0.05 

269 270.0±0.05 321 322.0±0.05 

301 302.0±0.05 - -
370 372.0±0.05 - -
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La zona en que se encuentra localizada la banda denominada 1 para los flavonoles, 

corresponde de 320 a 380 nm, señalando la literatura una sola y bien definida cresta, 

mientras que para la banda denominada 11, la zona señalada es de 240 a 270, con la 

característica de separarse en una cresta muy definida y otra que no alcanza a desarroJlarse, 

quedando como hombro, señales características de un flavonol 3 • ,4 • dihidroxilado. 

El desplazan:tiento que sufrió la banda 1 al adicionarse NaOMe es indicativo de un 

patrón de oxidación 3,3\4" trihidroxilado libres, que en el caso de ClF23 son idénticos para 

el flavonol denominado qucrcetina . 

Estos resultados también corroboran con los antecedentes fitoquímicos de la planta. 

ya que se reportó con anterioridad el aislamiento de quercctina de las partes aéreas de M. 

geonietrizans como lo revisarnos en el segundo numeral de este trabajo. 

6.8. Actividad Antioxidante de C1F23 

Se realizó el ensayo espectrofotométrico para determinar la actividad antioxidante 

de CIF23 (quercetina), encontrando el mismo comportamiento que para la muestra 

auténtica. Los resultados se muestran en la gráfica 8.7. donde la reducción del DPPHº se 

comporta de manera dosis-dependiente con casi un cien por ciento de reducción del radical 

libre utilizado en el ensayo. 

so 



100 1 • C1F2, j 

40 eo so 100 

000 ...... aOón (ppm) 

gráfica 8.7 Representación gráfica de la actividad antioxidante de CIF23 medido a través 

de la reducción del radical DPPH .• Barras de error al S %. 

La CAs0% para este metabolito aislado fue de 8.76 ppm,. que es menor que la mostrada por 

el control positivo utilizado en este ensayo,. el a-tocoferol que fue de 27.S ppm. 

Con estos resultados, estamos aislando, identificando y caracterizando la actividad 

antioxidante de un MS presente en Myrti/locactus geometrizans, aunque existen otros 

metabolitos que no se aislaron,. y que representan una oportunidad de seguir trabajando esta 

planta. 
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IX. Conclusiones 

Se obtuvieron los extractos de n-hex y etanol (80%) de las partes aéreas de M 

geonzetrizans,, planta perteneciente a las cactáceas llamada vulgannente garambullo. Se 

verificó la existencia de metabolitos secundarios antioxidantes en dichos extractos,. siendo 

mayor la actividad y concentración de estos en el extracto etanólico. Después de su estudio 

dirigido a través de la actividad antioxidante se obtuvo un compuesto puro,. cristalino de 

color amarillo,. con una CAs0% de 8.6 ppm,. que es menor que el a-tocoferol (27.5 ppm) 

utilizado de ref"erencia. Se identificó a este flavonoide como quercetina por sus datos del Rf 
en diferentes sistemas de elusión,. espectro de barrido UV en MeOH y adicionando NaOMe, 

comparándolo con los datos de la literatura y con una muestra auténtica. De estos 

resultados podemos decir que se cumplieron los objetivos general y particulares planteados, 

pero resulta importante seftalar que no es el único MS con actividad antioxidante en esta 

plant~ por Jo que se requiere mayor investigación en este sentido de las diferentes 

fracciones y sub-fracciones obtenidas. 

Los datos obtenidos aportan evidencia suficiente para confinnar la hipótesis 

planteada, debido a que se aisló un MS de tipo polifenólico con potente actividad 

antioxidante. Sin embargo, se necesita profundizar más en el aishuniento, purificación y 

determinación estructural del resto de los metabolitos secundarios presentes·en los extractos 

de esta planta. 
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X. Perspectivas 

El estudio fitoquimico de esta planta constituye un buen acercamiento para Ja 

comprensión del uso tradicional que se le da a esta planta en algunas comunidades del 

centro de México. La presencia de quercetina y otros metabolitos explica de fbrma parcial 

la actividad antioxidante del extracto de etanol acuoso de las partes aéreas de M. 

geometrizans, y asi mismo, puede explicar en forma parcial, Ja actividad antiinflamatoria de 

los emplastes de Ja plant~ por lo queda abierta la investigación futura en ese sentido. 

Queda abierta la puerta para realizar la búsqueda de los MS responsables de la 

actividad antioxidante de las flores y de los frutos de esta planta, puesto que se conoce que 

de esas partes del garambullo, se han aislado betalafnas y flavonoides. y podrían tener 

actividad antioxidante. 
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Espectro UV-1. Espectro UV de barrido de CIF23, en MeOH, de 200 a 500 nm 
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