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RESUMEN

Los antioxidantes naturales han atraido la atencién en la medicina preventiva ya que
protegen a los diversos constituyentes celulares de la oxidacion inducida por una excesiva
produccion de especies reactivas y/o una disminucion del sistema antioxidante. La oxidacion
puede causar alteraciones estructurales principalmente en acidos nucleicos, lipidos y
proteinas, lo que puede conducir al desarrollo de enfermedades crénico degenerativas en
humanos como las cardiovasculares, las neurodegenerativas, diabetes y cancer, entre otras.

Por otro lado, la cascara de la fruta llamada mangostan (Garcinia mangostana L.),
originaria del sudeste de Asia, se ha usado en la medicina tradicional de esa region desde
hace muchos afios. Se ha demostrado que tiene diversas propiedades como son:
antioxidante, antimicrobiana, antitumoral, y antiinflamatoria, entre otras. Sin embargo,
respecto a la actividad antioxidante, hasta el momento no se han caracterizado las especies
reactivas de oxigeno y nitrogeno que el mangostan puede atrapar. Tampoco se ha
caracterizado la capacidad atrapadora de un jugo comercial de mangostan llamado XanGo™,
compuesto de la fruta de la fruta entera del mangostan.

Por lo anterior, el propdsito de este trabajo fue la evaluacion de la capacidad
antioxidante especifica del extracto acuoso de la cascara del mangostan y del XanGo™ para
las especies reactivas: acido hipocloroso, peroxido de hidrogeno, anidon superoxido, singulete
de oxigeno y anidén peroxinitrito. Esta actividad antioxidante se expresé como Cls, (la
concentraciéon de muestra a la que se observa el 50% de atrapamiento de la especie reactiva
de oxigeno o de nitrogeno). Los valores de Clsg se compararon con los obtenidos de
diferentes antioxidantes de referencia.

El extracto acuoso del mangostan present6 actividad antioxidante ante las siguientes
especies reactivas: anién superoxido (Cl=9.0£0.75 pg/mL), anidén peroxinitrito
(Cl5p=15.5£0.8 pg/mL), acido hipocloroso (Cl5=290+18 pg/mL) y singulete de oxigeno
(Cl50=1,046£78 pg/mL) mientras que el XanGo™ presentd actividad antioxidante ante el
anion superoxido (Clsp=45+3 pg/mL), anion peroxinitrito (Clsp=147£18 ng/mL), y acido
hipocloroso (Clsp=2,060£74 pg/mL). El extracto acuso del mangostan y el XanGo™ no
presentaron capacidad atrapadora de perdxido de hidrogeno.

El extracto acuoso de la cascara del mangostan y el jugo comercial tienen capacidad
de atrapar diversas especies reactivas. La especie que es mas eficazmente atrapada es el

anién superoxido.
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1. Antecedentes

1.1 Garcinia mangostana L.

Caracteristicas morfolégicas

El mangostan (Garcinia mangostana Linn) es un miembro de la familia Clusiaceae y es un
arbol tropical de lento crecimiento que alcanza una altura de 6 a 25 metros. Este arbol tiene
frutos redondos con didmetro entre 6 y 7 centimetros de un color purpura oscuro a rojizo, con
cascara (pericarpio) de 7 mm de espesor (Fig. 1). La porcion comestible es blanca, suave,
jugosa y con un sabor ligeramente acido y dulce, tiene un agradable aroma y esta dividida en
varios segmentos (de cinco a ocho) (Jung et al., 2006; Marcason, 2006).

Fig. 1. a) rama del arbol del mangostan y b) fruto del mangostan.

Este arbol se distribuye predominantemente en Indonesia, Malasia, Sri Lanka, Myanmar,
Filipinas y Tailandia. Los habitantes de estas areas han utilizado el pericarpio del fruto de
mangostan como parte de su medicina tradicional para tratar heridas e infecciones de la piel
(Mahabusarakam, 1987; Pierce Salguero, 2003), la disenteria amebiana (Garnet y Sturton,
1932; Chopra et al., 1956; Sen et al., 1980), el cdlera, infecciones bacterianas (Moongkarndi

et al., 2004), inflamacion cronica y diarrea (Balasubramanian y Rajagopalan, 1988).

Ademas se ha informado en diversas publicaciones que el mangostan presenta un amplio
espectro de efectos biolégicos: (a) antibacteriano: inhibe el crecimiento de Propionibacterium
acnes y Staphylococcus epidermidis implicadas en el desarrollo de acné (Chomnawang et
al., 2005; Ee et al., 2006), Staphylococcus aureus y Staphylococcus aureus resistente a

meticilina (Linuma et al., 1996), Mycobacterium tuberculosis (Suksamrarn et al., 2003), (b)
4



fungicida: inhibe el crecimiento de Oxysporum vasinfectum, Alternaria tenuis, y Dreschlera
oryzae (Gopalakrishnan et al., 1997); (c) antimalarico: inhibe a Plasmodiun falciparum
(Riscoe et al., 2005), Plasmodium berghei (Fotie, et al. 2003); (d) antitumoral: disminuye la
proliferacion de células de cancer de colon DLD-1 (Matsumoto et al., 2005); (e) muestra
actividad antiproliferativa contra lineas celulares SKBR3 de adenocarcinoma humano de
mama; (f) antileucémico en lineas celulares Humanas HL60 (Matsumoto et al., 2003); (g)
antiulceroso (Moongkarndi et al., 2004); (h) actua como quelante de metales (Pinto et al.,
2005); (i) antiinflamatorio (Pinto et al., 2005); (j) antitrombdtico (Lin et al., 1996); (k) es
bloqueador de receptores de histamina y serotonina (Woo et al.,, 2007) y (I) presenta
propiedades antioxidantes, en la Tabla 1. Se resumen las propiedades antioxidantes

encontradas del mangostan.

Tabla 1. Propiedades antioxidantes del pericarpio del mangostan.

Muestra Propiedad Referencia

Extracto acuoso vy | Atrapan radicales DPPH. Weecharangsan et al,

etandlico de la 2006.

cascara.

Extracto metandlico. | Inhibe lipoperoxidacién y atrapa radical | Garcia et al., 2005.
hidroxilo.

Extracto etandlico. Atrapa radicales ABTS y DPPH. Leong y Sui, 2002.

Xantonas  aislados | Atrapan peroxinitrito. Jung et al., 2006.

del pericarpio.

a-mangostina y otros | Evitan la oxidacion de LDL. Williams et al., 1995;

derivados. Mahabusarakam et al.,

2000

DPPH= (1,1-difenil-2-picrilhidracil) con naturaleza de un radical libre, ABTS = (Acido 2, 2'— azino-bis-(-3-

etilbenziltiazolina-6-sulfénico)) con naturaleza de un radical libre, LDL =lipoproteina de baja densidad.




1.2 Composicion quimica

El mangostan contiene una variedad de metabolitos secundarios, entre los que se
encuentran xantonas preniladas y oxigenadas (Gopalakrishnan et al., 1980; Peres et al.,
2000), antocianinas glicosiladas, benzofenonas glicosiladas y derivados (Jinsart et al., 1992,
Huang et al., 2001), peptinas, taninos, resinas y latex (Garrity et al., 2004) los cuales se han
aislado principalmente del pericarpio y en menor cantidad de la fruta completa, del tronco del
arbol y de las hojas. Ademas en la semilla del mangostan se acumulan niveles significativos
de acidos grasos saturados, especificamente el 46% en peso corresponde a estearatos y el
8% a palmitatos (Hawkins y Kridl, 1998).

En las plantas las xantonas se derivan biosintéticamente de la combinacion de la ruta del
acetato-malonato y sikimato (Jinsart et al., 1992) y constituyen los productos mas estudiados

del metabolismo secundario en el mangostan.

Dependiendo de la naturaleza de los sustituyentes dentro del anillo xanténico se subdividen
en 5 grupos: xantonas oxigenadas simples, glicosidos de xantonas, xantonas preniladas y

sus derivados, xantonolignoides y xantonas miscelaneas (Pinto et al., 2005).

Todas las xantonas presentan un nucleo base, conocido como 9H-xanten-9-ona o dibenzo vy
pirona el cual es simétrico (Fig. 2) y esta sustituido en diferentes posiciones dando lugar a
una gran variedad de estructuras quimicas (Tabla 2). Las xantonas aisladas del mangostan
que mas se han estudiado desde el punto de vista biologico son: la y mangostina, la
mangostina y la a-mangostina (Vieira y Kijjoa, 2005; Pinto et al., 2005; Jiang et al., 2003)
(Tabla 2).

4a

Fig. 2. Estructura del anillo base del nucleo xantonico, presenta dos grupos bencenos unido por una gama

pirona, presentando sistemas conjugados, con una configuracion plana y sin movimiento.



Tabla 2. Ejemplos de xantonas que han sido aisladas del pericarpio del mangostan.

R O OH

Compuesto R’ R® R’
B-mangostina Pre H OH Pre
o-mangostina Pre H H OCHgs; Pre
y-mangostina Pre H H H Pre
Garcinona E Pre H H pre OH H Pre
Garcinona D Pre H H H OH CHs Hac/H\BT/OH
Garcinona C Pre H H H OH H HSCQT/OH
8- Pre H Pre OH H H H
Desoxygartanina
Gartanina Pre H Pre OH H H OH
Mangostanina mcMma H H OH H H H
CH,4

HeCo_—

Pre= 3,3—dimetilalil CHy

El mangostan ha sido usado como ingrediente en varias preparaciones comerciales como
capsulas, suplementos nutricionales y bebidas suplementadas. Algunos ejemplos de estos
productos son: XanGo™, Mangoxan y Vemma, los cuales pueden ser adquiridos via internet
y en tiendas naturistas (Lozoya, 1993).

1.3 XanGo™
El XanGo™ es un suplemento alimenticio, compuesto del puré de la fruta entera de
mangostan y una combinacion de otros jugos de fruta como jugo de manzana, uva, pera,

arandano, frambuesa, fresa, arandano agrio y cereza. También contiene acido citrico,
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sabores naturales, pectina, goma xantana y benzoato de sodio. La informacion nutricional se
presenta en la Tabla 3 (Los datos se obtuvieron del envase primario del XanGo™ vy de
Marcason, 2006).

Tabla 3. Informacién nutricional del XanGo™ (Cantidad por 30 mL).

Contenido energético | 51 KJ 12 kcal
Proteina Og

Grasas (Lipidos) 0g

Sodio 0 mg

Potasio 70 mg
Carbohidratos totales | 3 g

Azucares 29

Este producto se comercializa actualmente en diversos paises mediante un sistema de
comercializacion de redes de mercadeo (multinivel). Diversos usuarios del producto han
descrito algunos de los siguientes beneficios: un sistema inmune en Optimas condiciones,
disminucién de alergias y de inflamacion, aunque también se ha postulado que puede tener
un papel preventivo en diversas enfermedades como el cancer. Estos beneficios no han sido
evaluados aun en ensayos clinicos, asi sus efectos en humanos solamente se presentan
como testimonio de personas que lo han usado. No se ha asociado ningun efecto secundario
adverso a la fruta, al jugo, o a los extractos enteros del mangostan (Ji et al., 2007; Marcason,
2006).

1.4 Oxigeno y la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO)
El oxigeno molecular (O;) o dioxigeno es uno de los gases mas importante de la tierra:
Constituye el 21% de la atmésfera (Tabla 4), 89% del agua de mar y, al menos el 47% de la

corteza terrestre.



Tabla 4. Composicion de gases de la atmésfera.

Componente % presente en el aire
Nitrégeno 78.08
Oxigeno 20.95

Argdn 0.93
Bioxido de carbono 0.03
Neon 0.0018
Helio 0.0005
Cripton 0.0001
Hidrogeno 0.00006
Ozono 0.00004
Xenodn 0.000008

El oxigeno molecular es indispensable para la vida de los organismos aerobios pues es el
ultimo aceptor de los electrones en la cadena respiratoria, proceso indispensable en la
produccion de ATP. El sistema enzimatico de la citocromo oxidasa mitocondrial reduce de

manera tetravalente al oxigeno en agua (Eberhardt, 2001).

A altas concentraciones o bajo ciertas condiciones el oxigeno llega a ser toxico. La toxicidad
del oxigeno se puede explicar por la formacion de las ERO dentro de las cuales estan los
radicales libres. Estas especies son mas reactivas que el oxigeno en su estado basal de

triplete (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2005)

1.2.1 Produccion de especies reactivas

Radicales libres

Un radical libre (RL) es una especie quimica, ya sea atomica o molecular, capaz de existir
independientemente, posee uno o mas electrones desapareados que ocupan por si mismos
un orbital molecular o atdmico. Los RL se forman por ganancia o pérdida de un electron de

un no radical o por la ruptura homolitica de una molécula.

Es importante mencionar que los RL existen como derivados de muchos elementos o
moléculas quimicas. Los mas importantes desde el punto de vista biolégico son los derivados

de oxigeno y del nitrégeno principalmente, aunque también destacan los derivados de



hidrégeno y del carbono, asi como los formados por metales de transicion como el hierro y el

cobre, entre otros.

Una vez que se forma un radical pueden reaccionar con otro radical o con otra molécula por
varias interacciones. La velocidad y la selectividad con que es llevada esta reaccion,
depende de la concentracion del radical, de la deslocalizacion del electron y de la ausencia

de enlaces débiles con otras moléculas presentes junto al radical que pueden interaccionar.

Por otro lado, una especie reactiva es aquella que tiene la energia suficiente para reaccionar
con otras moléculas y ceder parcial o totalmente parte de esa energia. A continuacion se
describen las especies reactivas y radicales libres de mayor importancia a nivel biolégico

(Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2005; Aruoma, 1996).

Singulete de oxigeno ('0,)

Esta especie quimica no posee electrones desapareados; se forma por la inversion en el
espin (invierte su rotacion de giro) de uno de sus electrones en los orbitales moleculares
externos, al recibir una cierta cantidad de energia. De los dos tipo de 'O, (forma 'AO,y '£0,),
el singulete de oxigeno delta ("AO,, 22.4 kcal/mol) es el que tiene mayor importancia
bioldgica que el singulete en forma sigma ('£O,, 37.5 kcal/mol) (Cardenas-Rodriguez vy
Pedraza-Chaverri, 2005; Aruoma, 1996). En sistemas bioldgicos es producido por una gama
de reacciones quimicas, dentro de las que se encuentran la reaccidn entre el acido
hipocloroso y el perdxido de hidrégeno; reacciones catalizadas por enzimas como la
mieloperoxidasa y lactoperoxidasa (Arouma et al., 1996), y por exposicion de los tejidos a la
luz. El tiempo vida media total del 'O, es de 10° s dependiendo de la matriz que se
encuentre a su alrededor (Aruoma, 1996), por lo que puede interaccionar con otras
moléculas transfiriendo esta energia excitatoria o por combinacion quimica.

Los blancos preferenciales del 'O, para reaccionar quimicamente son compuestos con
dobles ligaduras, acidos grasos poliinsaturados o bases de DNA como la guanina (Diplock et
al., 1998).
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Radical anién superéxido (0;° )

Es un RL producido por un gran numero de sistemas enzimaticos como la xantina oxidasa
(XO), NADPH oxidasa (Yap et al., 2007) (Fig. 3), 6xido nitrico sintasa, lipooxigenasa, P4so
oxidasa y citocromo b5, a través de la salida de la cadena respiratoria; por reacciones de
autooxidacion y por vias no enzimaticas en diversos sitios celulares debido a la reduccion
incompleta del oxigeno molecular cuando se adiciona un electron (Schnackenberg, 2002). El
0,* juega un papel central como un intermediario de especies reactivas que son formadas
subsecuentemente, debido a que puede oxidar al acido ascérbico, reducir a los complejos de
hierro tal como la citocromo c vy el acido férrico-etilendiamino-tetraacetico (Fe**), dando como
resultado la formaciéon de otras especies reactivas como el H,O, (Arouma et al., 1996;
Diplock et al., 1998; Xiong et al., 2007).

NADPH + 20, » 20, + NADP* + H*
NADPHoxidasa

Fig. 3. Produccion del O,° por accién de la NADPH oxidasa en presencia de oxigeno.

Radical hidroxilo ("OH)

Es un RL con mayor reactividad que los demas RL de oxigeno y nitrégeno, tiene una vida
media estimada de 10° s (Arouma et al., 1996), se formada in vivo por altas irradiaciones de
energia (rayos X), por rompimiento homolitico del agua o en forma endogena partiendo del
H.O, y un metal que cataliza la reaccion Fenton (M'bemba et al., 2007) (Fig. 4). La alta
reactividad de este radical implica inmediatamente su reaccion con cualquier molécula, en el

lugar en donde es formado (Arouma et al., 1996; Diplock et al., 1998).

Fe?* + H0, — *OH + OH + Fe*

0, +Fe¥* —»  Fe? +0,

H,0,+ 0, —— 5 OH+°OH + O,

Fig. 4. Reaccion de Fenton; produccion de radical hidroxilo.

Peréxido de hidrégeno (H20;)
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Es una especie oxidante formada in vivo cuando el O,* reacciona con otra molécula de
0,*, a pH neutro. Esta reaccion puede ser acelerada cataliticamente por la superéxido
dismutasa (SOD) (Yap et al. 2007) (Fig. 5). El H,O, a bajos niveles es poco reactivo, sin
embargo a niveles altos el H,O, puede atacar a varios sistemas de producciéon de energia
debido a su gran facilidad de difusion entre las células, por ejemplo, desacopla la glicdlisis al

inhibir a la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

El H,O, puede también formar *OH en presencia de metales de transicion y el O,° puede
facilitar la reaccion. El H,O, es eficientemente convertido a agua por la enzima catalasa,
proceso que es el que determina el tiempo de vida media de éste (Diplock et al., 1998;
Arouma et al., 1996).

202._ + 4H" SOD 2H,0,

Fig. 5. Generacion de H,0..

Acido hipocloroso (HOCI)

Es una especie altamente oxidante y productora de reacciones de clorinacién. Se produce en
los fagocitos activados por la accion de la enzima mieloperoxidasa (MPO), ésta en
combinacion con H,O, puede oxidar a los halégenos y a los pseudo halégenos de tiocianato
(SCN’) a sus correspondientes acidos hipo halogenados (Fig. 6). El cloruro es el mejor
sustrato para la MPO; consecuentemente, el acido hipocloroso (HOCI) es el mejor producto
de la oxidacién de la MPO (Yap et al., 2007; Winterbourn et al., 2006; Winterbourn, 2002).

H,O, + ClI™ + H* —wro " HOCI + H,O

Fig. 6. Formacion del HOCI a partir del H,O, + Cl™

El HOCI tiene un pKa de 7.59; asi a pH fisiolégico se presenta una mezcla de las dos
especies, HOCI y OCI (Kawai et al., 2006). EI HOCI tiene la capacidad de atravesar la
membrana celular de los tejidos y blanco reaccionar con biomoléculas intracelulares,
produciendo clorinaciones aromaticas, adicion a dobles ligaduras, formacion de cloraminas y
de aldehidos asi como oxidacion de sulfhidricos y tioéteres (Whiteman et al., 2005). Ademas,

puede reaccionar con el nitrito generando un producto mas citotoxico, el cloruro de nitrilo
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(NO2CI) el cual posee la habilidad de producir clorinacién y nitracion (Yap et al 2007) o

reaccionar con el O," para formar *OH (Winterbourn et al., 2006).

Anioén peroxinitrito (ONOO")

Es un fuerte oxidante estable en solucidn en comparacion con las demas moléculas
oxidantes. Se forma por la interaccién del radical oxido nitrico (NO®) (producido por la oxido
nitrico sintasa) y el O," . Aunque el peroxinitrito no es un radical libre, es mucho mas
reactivo que sus moléculas predecesoras; su vida media es de 10-20 milisegundos (Pacher
et al., 2007), en la célula este puede difundirse e interacciona con nucledfilos y moléculas
con carga positiva, con grupos ricos en electrones, con centros enzimaticos que contienen
metales de transicion: modificando el grupo prostético hemo, tal como la hemoglobina,
mioglobina, citocromo c. También reacciona rapido con complejos de hierro-sulfuro (inactiva
enzimas del metabolismo incluyendo a la aconitasa mitocondrial y la fosfogluconato
deshidrogenasa), puede alterar la estructura de las proteinas y su funcidn por la reaccion con
varios aminoacidos (preferentemente con la cisteina). Disminuye la concentracion de
glutation, induce lipoperoxidacién en lipoproteinas, interfiere con la sefalizacion celular por la
nitracion de residuos de tirosina en proteinas (Pacher et al., 2007; Diplock et al., 1998) lo
cual afecta a proteinas estructuralmente y funcionalmente resultando en la generacién de
antigenos epitopes, cambiando la actividad catalitica de las enzimas, alterando la
organizacion del citoesqueleto y deteriorando la sefalizacion intracelular (Pacher et al.,
2007).

Ademas, los productos de descomposicion del ONOQO™ son radicales libres. Estos productos
son formados por dos mecanismos (Fig. 7). El primer mecanismo implica la protonacion del
ONOO™ para formar al acido peroxinitroso (ONOOH), el cual experimenta una
descomposicién homolitica y genera al radical didéxido de nitrégeno (*NO,) que es altamente
reactivo y al *OH. El segundo mecanismo es la reaccion entre el ONOO™ y el didxido de
carbono (CO;) para formar nitrosoperoxocarbonato (ONOOCO, ), el cual se puede
descomponer y dar origen al *°NO, y al radical carbonato (CO3* ) (Xiong et al., 2007; Pacher
et al., 2007).
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ND‘\ H* ONOOH — *NO, + *OH
>
ONOO

7N

0, CO, ~ ONOOCO, —+NO, + CO,"

z

Fig. 7. Formacion del peroxinitrito (ONOQ™), a partir del anién radical superoxido de oxigeno (0," ) y 6xido
nitrico (*NO), y sus productos de descomposicion.

Los radicales derivados del ONOO™ (*NO,, *OH y CO3* ) pueden iniciar la lipoperoxidacion
celular por el ataque a acidos grasos insaturados o causar reacciones de carbonilaciéon en
proteinas, por la susceptibilidad de sus aminoacidos. Los tioles pueden ser oxidados también
por estos radicales formados, generando radicales til (RSe) y radicales tiil (RSH¢) que pueden
reaccionar con el oxigeno y promover el estrés oxidativo a través de la propagacion de
reacciones de radicales libres, o reaccionar con *NO y formar nitrosotioles (Xiong et al., 2007;
Pacher et al., 2007).

Resumen de formacion de especies reactivas

En primera instancia durante la reduccién univalente del oxigeno a agua se pueden generar
ERO, debido a los procesos biolégicos naturales o en procesos inmunolégicos. Estas ERO al
interaccionar con enzimas como la MPO y la 6xido nitrico sintasa dan paso a la formacioén de
otras especies como el HOCI, singulete de oxigeno y ERN (Xiong et al. 2007; Yap et al.2007,
Ministerio de salud publica, 2001) (Fig. 8).
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Diéxido de Ni b Radical
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Fig. 8. Generacion de especies reactivas ae oxigeno y ae nirrogeno.

1.3.1 Estrés oxidativo y nitrosativo

La sobreproduccion intracelular de ERO y de ERN puede provocar estrés oxidativo y
nitrosativo. Esta condicion se refiere a un desbalance entre la produccién intracelular de
especies reactivas y los mecanismos de defensa celular (descritos mas adelante). En el
estrés oxidativo y nitrosativo; se presenta un aumento en la produccién de especies reactivas
de oxigeno y/o bien de nitrégeno, una disminucién en los sistemas antioxidantes o de
reparacion, o a una combinacién de estos factores. En esta situacion se presentan dafios de
las macromoléculas por el rompimiento o modificacién de su estructura, ocasionando en
consecuencia alteraciones en la funcion celular o incluso, la muerte de la célula. También se
ha observado que diversos factores ambientales como los contaminantes en el aire y la

radiacion ionizante pueden favorecer el estrés oxidativo y nitrosativo (Yap et al., 2007).

1.3.2 Dualidad fisiologica de las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.
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El estrés oxidativo y nitrosativo ha sido considerado como un accidente del metabolismo
aerobio. Sin embargo, el paradigma ha ido cambiado acerca de las ERO y ERN, puesto que
se han apreciado como moléculas sefalizadoras cuyos productos pueden ser reguladores de
partes de la ruta de la transduccion de sefalizacion celular (Gomes et al., 2006;
Schnackenberg, 2002).

El H,O, regula la expresién de genes a través del factor nuclear B (Diplock et al., 1998;
Hensley et al., 2000). El 'O, forma especies de peréxido implicados en la sefializaciéon (Agon
et al. 2006). EI NO® regula el tono vascular, regula también funciones endoteliales e

inhibicion de agregacion plaquetaria (Gomes et al., 2006).

Ademas, las ERO y ERN también se encuentran implicadas en la respuesta inmune contra
microorganismos Yy sustancias extranas. Dentro del proceso respuesta inmune se encuentra
la fagocitosis que es acompafiado por la activacion del NADPH oxidasa, un complejo
enzimatico que se ensambla en la membrana fagosomal y convierte al oxigeno dentro de
esta en O, (importante defensa antimicrobiana); este puede combinar con NO® y formar
ERN o dismutarse y producir H,O,. Este ultimo es empleado al mismo tiempo por la MPO
dentro del fagosoma, quien cataliza la formaciéon de HOCI partiendo de cloro y H,O,, dando
como resultado que el conjunto de estos procesos confieran caracteristicas liticas al
fagosoma lo que le permite la lisis de los microorganismos fagocitados (Winterbourn et al.,
2006).

1.3.3 Enfermedades asociadas a las ERO y ERN.

Las ERO, ERN y halégenos de cloro, son capaces de causar dafo oxidativo a biomdleculas,
dando lugar a modificaciones quimicas, como: son rompimiento de dobles ligaduras,
entrecruzamientos entre el DNA y proteinas (dafio principalmente en aminoacidos como
cisteina, histidina, metionina, triptéfano y tirosina), modificacién de azucares y lipidos (Jenner
et al., 1998). Aquellos blancos de mayor importancia dependen del tipo de célula sujeta al
estrés oxidativo y como reaccionan ante tal estrés. Los mecanismos de las especies
reactivas han sido implicados en numerosas condiciones clinicas, como daio por isquemia y
reperfusion (infartos al miocardio por fumar y trasplante de 6rganos), defectos en glébulos

rojos, enfermedades autoinmunes, artritis reumatoide, diabetes, aterosclerosis, hipertension,
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enfermedades cardiovasculares, retinopatias, hemorragias oculares, cataratogénesis, dafio
degenerativo retinal (Arouma 1996), cancer (Diplock et al., 1998), enfermedades renales,
hipertrofia vascular y miocardial, y enfermedades neurodegenerativas como Parkinson y
Alzheimer (Butterfield et al., 1997).

1.3.4 Antioxidantes

Definicion

Antioxidante es aquella sustancia que cuando esta presente en bajas concentraciones con
respecto al sustrato oxidable, retrasa o previene significativamente la oxidacion del sustrato.
La capacidad antioxidante Clsy, se expresa como la concentracion del antioxidante necesario
para inhibir el 50% de la formacion de cada especie reactiva, por lo tanto entre menor sea el

Clsp, mayor es la capacidad antioxidante de la muestra (Diplock et al., 1998).

1.3.5 Sistemas antioxidantes, enzimaticos y no enzimaticos
Los organismos han desarrollado una serie de mecanismos de defensa antioxidante, tanto de
naturaleza enzimatica como no enzimatica. A continuacién se describen algunos de estos

antioxidantes.

Antioxidantes enzimaticos

i) La superéxido dismutasa (SOD), enzima que se encuentra en el citoplasma (Cu,Zn-SOD),
en la mitocondria (Mn-SOD) y en el fluido extracelular (Cu-Zn SOD), cataliza la conversion
del O,* a H,0.. ii) La catalasa, la cual se encuentra en las mitocondrias y los peroxisomas,
cataliza la reduccion del peréxido de hidrégeno a agua. iii) La glutation peroxidasa (GPX), es
una selenoenzima presente en varias isoformas, entre las que se encuentran la GPx
citosdlica, la GPx plasmatica y la GPx de fosfolipidos, cataliza la reduccién de perdxidos
empleando dos moléculas de glutatién reducido (GSH). iv) La glutation S-transferasa (GST),
cataliza la conjugacién de GSH con una gran cantidad de compuestos organicos, ademas
puede reducir hidroperéxidos de lipidos por medio de una actividad de GPX
independientemente del selenio y ademas, pueden detoxificar al 4-hidroxinonenal un
producto de la peroxidaciéon de lipidos (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2005). Se

han encontrado dos isoformas GST citosdlica y GST microsomales,
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Algunas funciones antioxidantes indirectas son mediadas por el reestablecimiento de los
niveles de antioxidantes endogenos, este es el caso de la glutation reductasa (GR), enzima
localizada en el citoplasma, que cataliza la reduccion del GSSG a GSH empleando como
coenzima al NADPH. Otra funcion antioxidante indirecta es la prevencion de la formaciéon de
especies reactivas controlando los niveles de aniones como el hierro y cobre, actividad
llevada a cabo por la accién de proteinas que atrapan a estos iones, por ejemplo la ferritina,
la transferrina y la ceruloplasmina (Diplock et al., 1998).

En la Tabla 5 se resumen las enzimas antes mencionadas y las reacciones que catalizan

Tabla 5. Enzimas antioxidantes y reacciones que catalizan

Enzima Reaccion

SOD 20, +2H* 0, + H,0;
CAT 2H,0, 2H,0 + O,

GPx ROOH+2GSH_—____5 GSSG + ROH
GST RX + GSH RSG + HX

GR GSSG + NADPH + H' —> NADP* + 2GSH

ROOH = hidroperoxidos organicos, RX = compuesto organico, GSH = glutatién en forma reducida, GSSG =

glutation en su forma oxidada.

Antioxidantes no enzimaticos.

Los antioxidantes no enzimaticos actuan como moléculas suicidas al neutralizar a un radical
libre, la mayoria de estos son antioxidantes exdgenos. Los mas comunes incluyen al acido
ascorbico (ver seccion antioxidantes de referencia), GSH (ver seccion antioxidantes de
referencia), el alfa-tocoferol (vitamina E), carotenoides, flavonoides, acido urico, bilirrubina y

tioles.
El alfa tocoferol y el beta caroteno son solubles en H,O, que actuan sinérgicamente

previniendo la lipoperoxidacion en membranas biologicas y tienen la capacidad de interrumpir

la lipoperoxidacion en la fase de propagacion.
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El acido urico es el producto final del metabolismo de las purinas en los primates y funciona
como un buen atrapador de radicales peroxilo, O,* , *OH, ONOO", radical oxido nitrico y

ozono (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2005; Diplock et al., 1998).

Antioxidantes de referencia.

La vitamina C, el GSH, el ANDG y la DL-penicilamina, se usaron como antioxidantes de
referencia (Maldonado et al., 2005).

Vitamina C

La vitamina C o acido ascorbico es un agente reductor y antioxidante sintetizado en
vertebrados partiendo del D-glucuronato (Linster y Van, 2007), es soluble en agua con un
pKa de 4.25 por lo que se encuentra en altas concentraciones en muchos tejidos como
ascorbato. En una interaccibn con especies reactivas el ascorbato es oxidado a
dehidroascorbato pasando por un intermediario, el semidehidroascorbato que posteriormente
da paso al dehidroascorbato. El dehidroascorbato es reciclado nuevamente a acido ascorbico
por la enzima dehidroascorbato reductasa, asi el dehidroascorbato es encontrado
nuevamente en pequenas niveles en comparacion con el ascorbato (Halliwell y Gutteridge,
1999).

La actividad antioxidante del ascorbato se debe a la capacidad que tiene de atrapar

electrones en los grupos de la posicion 2,3 enodiol. (Linster y Van, 2007) (Fig. 9).

CH,OH CH,OH CH,OH ?HQOH
H OH H OH H OH H OH
e} O, O
o ~Co O 0 O _o
W ) H ST S A H Y g
v \ Y -e’, -H . - =
7 > | R -e )
(0] OH "0 OH ~ o 0 —_— /? \0

acido ascorbico Ascorbato Semidehidroascorbato Dehidroascorbato

Fig. 9. Formacion del dehidroascorbato por interaccion del acido ascorbico con ER (DR = dehidroascorbato

reductasa).

El ascorbato tiene la capacidad para atrapar ERO como: HOCI, '0,, H,0,, ‘OH y O,°".
Protege membranas celulares contra el dafo e interviene en la regeneraciéon de otros

antioxidantes como la vitamina E (Diplock et al., 1998, Halliwell y Gutteridge, 1999).
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GSH

Se encuentra intracelularmente en un rango de concentraciones de 0.5 a 10 mM y representa
mas del 90% del total de los compuestos no proteicos de bajo peso molecular que contiene
tioles (Fig. 10), se encuentra mayoritariamente en forma reducida y solo el 5% se encuentra
como glutation oxidado (GSSH) (Harwood et al., 2006).

SH
0 0 %
HOWNH/Q\(NHVH\OH
NH, 0

Fig. 10. Estructura quimica del GSH; compuesto de glicina, cisteina y acido glutamico.

Protege a los grupos sulfhidrico de las proteinas de la accion oxidante del H,O,, HOCI, O,
y el *OH, ademas el GSH es el mayor tiol citosélico, puesto que es cofactor para varias

enzimas detoxificadoras, como ya se menciono anteriormente.

DL-Penicilamina

La DL-penicilamina es un producto de degradacion de la penicilina es un metabolito inerte
contra actividad microbiana, estructuralmente se relaciona con el aminoacido cisteina, por lo
que se la conoce como B, B-dimetilcisteina, compuesto doblemente sustituido con grupos
metilos y un grupo sulfidrilo (Fig. 11), actua como potente quelante de cobre. Presenta accion
antiinflamatorio en algunas formas de artritis (Gupte y Mumper, 2007), es usado para
pacientes con la enfermedad de Wilson, artritis reumatoide y algunos padecimientos de
higado, prolonga el tiempo de protrombina y ascitis (Ala et al., 2007; Serrano et al., 2007).
Ademas es un buen atrapador de ONOO™ (Maldonado et al., 2005).

CH,
HS CH;

H,N COOH
Fig. 12. Estructura de la DL-penicilamina
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Acido nordihidroguaiarético (ANDG)

Es un polifenol (Fig. 12), presente en altas concentraciones en las hojas del arbusto Larrea
tridentata, se encuentra en el suroeste de USA y el norte de México; se utiliza como
antioxidante en productos herbolarios y suplementos alimenticios (Sahu et al., 2006).

Es un atrapador eficaz de ONOO™, '0,, *OH, 0,°~ y HOCI (Floriano-Sanchez et al., 2006).

CH; CHy

HD‘Q)—GHE— CH—CH— CH, ,‘uﬁ—oﬁ

HO OH

Fig. 12. Estructura quimica del ANDG.
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2. Justificacion

En la medicina herbolaria se conoce un gran numero de plantas medicinales. Las cuales
tienen una buena aceptacién en los distintos sectores de la poblacién debido a su eficacia en
el tratamiento de diversas enfermedades. Dentro de esta gama de plantas medicinales la
cascara del fruto de mangostan (Garcinia mangostana L) se le han atribuido una gran
cantidad de propiedades medicinales entre las que destaca su capacidad antioxidante. Sin
embargo, hasta el momento no se han reportado las propiedades antioxidantes in vitro del

mangostan, para varias especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.
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3. Objetivos general
\ Determinar si el extracto acuoso de la cascara del mangostan y el jugo comercial de
mangostan tiene la capacidad de atrapar las siguientes especies reactivas: '0,, 0,7,
HOCI, H,0, y ONOO .

Objetivos particulares.
\ Determinar el valor de Clsy del extracto acuoso de extracto de la cascara del
mangostan y XanGo™ para: '0,, 0,*, HOCI, H,0, y ONOO .

v Determinar el valor de Cls, de los antioxidantes de referencia: GSH, ANDG, vitamina C

y DL-penicilamina, para las especies reactivas mencionadas.

\ Comparar los valores de Cls del extracto de la cascara del mangostan y XanGo™ con

los correspondientes Clsg de los antioxidantes de referencia.
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4. Materiales y métodos

Los reactivos fueron adquiridos de las siguientes compafiias:

Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA): N, N-Dimetil-4-nitrosoanilina (DMNA) # cat.
D17, 240-5, sulfato amoniacal de hierro (ll) hexahidratado # cat. 215406, L-acido
ascorbico # cat. A-1417, hidroxitolueno butilado (BHT) # cat. B-1378, catalasa de
higado de bovino # cat. C-8322, L histidina # cat. H-8000, diéxido de manganeso
(MnQO,) # cat. M-3138, glutation forma reducida (GSH) # cat. G-4251, sal sodica de
naranja de xilenol # cat. 09826, DL- Penicilamina # cat. P5125, 4acido
dietilentriaminopentaacético (DTPA) # cat. D-6518, dimetil sulféxido (DMSO) # cat. D-
5878, nitrito de potasio (KNO;) # cat. P3437, xantina X-0626, acido
nordihidroguaiarético (ANDG) # cat N-1144, azul de nitrotetrazolio (NBT) # cat. N-6876
y xantina oxidasa # cat. X-4376.

J. T Baker (México, D. F): Hidroxido de sodio (NaOH) # cat. 3722, fosfato de sodio
dibasico anhidro (Na;HPO4) # cat. 3828, fosfato de sodio monobasico monchidratado
(NaH,PO,4+H,0), # cat. 3818, hipoclorito de sodio (NaOC!) solucion al 5% de cloro
disponible, # cat. 9416-0 y peréxido de hidrégeno (H,03) en solucién al 30% # cat.
2186.

Mallinckrodt (Paris, KY, USA): Carbonato de sodio (Na,CO3) # cat. 7527.

Cayman Chemical (Ann Arbor, Mi, USA): Dihidrorodamina 123 (DHR) # cat. 85100.

Todos los reactivos fueron grado analitico.

DNP International Inc. Co. (Whittier, CA, EUA): extracto de la cascara del mangostan,
nimero de lote: NPMP37285.

XanGo LLC (Orem, UT, EUA): Jugo Xango™, # de lote S062562 y S062563.

Para realizar las mediciones espectrofotométricas se usd un espectrofotémetro

Beckman Coluter, Du® - 640 y celda de cuarzo de 1 mL de volumen.




5. Desarrollo experimental

5.1 Preparacion de las muestras
Preparacion del extracto de la cascara del mangostan:
1. Se prepararon 10 mL de una solucién al 10% (en agua).
2. Se agité durante 10 min.
3. Se centrifugo a 8,952 x g/10 min. / 4°C.
4

. Se separo el sobrenadante y se cuantifico la capacidad antioxidante.

Preparacion de la muestra de XanGo™
1. El contenido del envase se agitdé para homogenizar el contenido.
2. Se tomaron 1.5 mL del jugo y se centrifugaron a 8,952 x g/10 min. / 4°C.

3. Se separo el sobrenadante y se cuantifico la capacidad antioxidante.

Determinaciéon del contenido de sélidos del extracto de la cascara del mangostan y del
XanGo™,
1. Se midio el peso del recipiente de plastico hasta peso constante
2. Se colocé 1 mL del sobrenadante (de cada muestra) en el recipiente.
3. Se registro el peso (peso inicial).
4. El recipiente se coloco dentro del horno a 50°C durante 12 horas y posteriormente se
coloco en un desecador eléctrico.
5. El recipiente se pes6 varias veces hasta obtener el registro de un peso constante.
6. Este valor se restd al valor de peso inicial y la diferencia fue, la cantidad de sélidos
presentes en 1 mL de extracto de extracto de la cascara del mangostan y en 1 mL de
Xango™.

5.2 Determinacion de la capacidad atrapadora de ONOO™ in vitro

La reaccion para determinar la capacidad atrapadora de ONOO™ se fundamenta en la
oxidaciéon de la dihidrorodamina 123 por la accién de esta especie reactiva, dando como
resultado la formacién de rodamina 123 (Fig. 13), la cual es detectada

espectrofotométricamente a una longitud de onda de 500 nm.
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Si la muestra presenta propiedades antioxidantes, se disminuira o anulara la formacién de la

rodamina 123.

H,N I o} I NH,
H
] COOCH,;
+ ONOO™

Dihidrorodamina 123 Rodamina 123

A =500 nm

Fig.13. Evaluacién de la actividad atrapadora de ONOO™ mediante la oxidacién de la

dihidrorodamina 123 a rodamina 123.

El ONOO™ y DHR usados para la cuantificacion de la actividad antioxidante; se muestra su

preparacion en el apéndice.

Metodologia para medir la capacidad atrapadora sobre el ONOO™
(Tomado de Pedraza-Chaverri et al., 2007)
\ El ensayo se realiz6 como se muestra en la Tabla 6; se hicieron las diluciones

pertinentes de las muestras en agua desionizada

Tabla 6. Procedimiento empleado para determinar la capacidad antioxidante para
ONOO".
Solucién para calibrar el espectrofotometro a 500 nm.

Reactivo ML
Amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 7.4 350
DTPA 1 mM 50
H,O desionizada 60
DHR 50 pM 50
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Preparacion del tubo de referencia

Reactivo WL
Amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.4 350
DTPA 1 mM 50
H.O 50
DHR 50 pM 50
ONOO™ 1.25 mM 10

Preparacion del tubo con muestra

Reactivo ML
Amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.4 350
DTPA 1 mM 50
Muestra 50
DHR 50 uM 50
ONOO™ 1.25 mM 10

\ Para determinar el valor de Clsy se le considerd al tubo de referencia con la maxima
cantidad de DHR 123 formada por la acciéon del ONOO™ (100%), es decir si la muestra
presenta capacidad atrapadora, al compararlo con el tubo de referencia, habra una
disminucién parcial o total de rodamina123 formada por la accion del ONOO™,

\ Durante todos los ensayos el tubo de referencia se tomé como un control interno, el

cual se mantuvo en una densidad Optica promedio de 0.3 unidades de absorbancia.

5.3 Determinacion de la capacidad atrapadora in vitro para el HOCI

El HOCI, se prepar6 a partir de una solucion de NaOCI, ajustando a un pH de 6.5 con acido
sulfurico 0.6 M. El fundamento de esta deteccion esta determinacion se basa en la
degradacion de la enzima catalasa al interaccionar con el HOCI, dando como resultado la
modificacion del espectro de catalasa al hacer un barrido espectrofotométrico de 370 a 450

nm.

Si la muestra presenta propiedades atrapadoras para el HOCI, entonces el espectro de la

catalasa no se modificara significativamente con respecto al de la catalasa sola (Fig. 14).
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Fig. 14. Patron espectrofotométrico de la catalasa en ausencia de HOCI (linea negra), en presencia de HOCI

(linea discontinua) y catalasa, HOCI y muestra antioxidante (La linea punteada).

La preparacion de HOCI, es descrita en el apéndice.

Metodologia para medir la capacidad atrapadora sobre el HOCI
(Tomado de Aruoma y Halliwell, 1987).
1. Preparacion de las muestras: se hicieron las diluciones pertinentes de los muestras a
probar en agua desionizada, en cada uno de los experimentos.
2. Se realizo el analisis espectral de la catalasa a una longitud de onda de 370-450 nm,
posteriormente se hizo el analisis espectral de la catalasa + HOCI (catalasa
degradada) y por ultimo se probd la muestra con capacidad antioxidante, las

cantidades de mezcla de reaccion (Tabla 7).
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Tabla 7. Procedimiento empleado para determinar la capacidad antioxidante para la especie

reactiva de acido hipocloroso.

Tubo de referencia de la catalasa intacta

Reactivo uL
Catalasa 49.8 uM 150
Amortiguador de fosfatos 300
50 mMpH 7.4

HOCI18 mM -

Tubo de la catalasa degradada por la accion del HOCI

Reactivo pL
Catalasa 49.8 uM 150
Amortiguador de fosfatos 150
50 mMpH 7.4

HOCI 18 mM 150

Tubo de muestra

Reactivo uL

Catalasa 49.8 uM 150
Muestra 150
HOCI 18 mM 150

3. Para determinar la capacidad antioxidante de las muestras se tomd en
consideracion, el pico maximo de absorbancia de la catalasa (404 nm). La
diferencia de la absorbancia de la catalasa intacta y la absorbancia de la catalasa
degradada a la misma longitud, corresponde a la maxima cantidad de dafio (100%)
que se puede producir, debido a la accidon del HOCI. Por lo tanto para hacer la
cuantificacion de la capacidad antioxidante se hizo la diferencia entre la
absorbancia de la catalasa intacta y la absorbancia de la catalasa parcialmente
degradada (con muestra) por el HOCI, y se compararon, como se muestra a

continuacion.
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AA = abS Muestrax 100/ abS Control

En donde abs. muestra = AbScat- abScAT + HOCI + muestra

Y abs. control =@bScaT — @abscar + Hoc

4. Durante el ensayo se utiliz6 como control el tubo de referencia con un delta de
densidad optica a 404 nm de 0.25 abs.

5.4 Determinacion de la capacidad in vitro para la especie '0,.

El fundamento de la determinacion de la capacidad atrapadora para '0, considera que la
especie 'O, reacciona con la histidina formando un compuesto reactivo que al reaccionar con
DMNA (Fig. 15) provoca la disminucién de la absorbancia a 440 nm de la DMNA (aclaracion).

Para esta técnica el '0, se genero a partir de la reaccion del NaOCl y H,0..

NaOCI + H,0, — » '0,+NaCl +H,0

0, + Histidina + DMNA > DMNA
A =440 nm

Fig. 15. Determinacién de la capacidad atrapadora para la especie '0,

Si la muestra tiene capacidad atrapadora sobre el '0,, entonces impedira la disminucién de
la absorbancia de la DMNA a 440 nm (Pedraza-Chaverri et al., 2005).

Metodologia para medir la capacidad atrapadora sobre el 0,
(Tomado de Floriano-Sanchez et al., 2006).

1. Preparacién de muestras: se hicieron las diluciones pertinentes de las muestras a
evaluar en agua desionizada.
Para determinar la capacidad atrapadora de la muestra hacia '0,, se siguié el
siguiente procedimiento.
\ Para el tubo control se usaron dos tubos. Al primer tubo se le midi6 la absorbancia

inicial de la DMNA (o), para esto se le agreg6 la mezcla de reaccion a excepcién
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del NaOCl y el volumen se completé a 1 mL con amortiguador de fosfatos 60 mM y
se ley6 inmediatamente. El segundo tubo se usé para determinar la absorbancia
de la DMNA degradada, para esto se le agrego toda la mezcla de reaccién y se
incubo a temperatura de 25°C durante 40 min. y se ley6 a 440 nm (Tabla 8).

\ Para determinar la capacidad antioxidante de la muestra se usaron dos tubos. El
primer tubo contenia la muestra a evaluar y los componentes de la mezcla de
reaccion a excepcion de NaOCI; el volumen se completé a 1 mL con amortiguador
de fosfatos 60 mM. Un segundo tubo (ts4) contenia la muestra y la mezcla de
reactivos para generar el '0,, se incubo a temperatura ambiente durante 40 min y

se ley6 a 440 nm.

Tabla 8. Procedimiento empleado para determinar la capacidad antioxidante para 'O,

Procedimiento usado para los tubos control.

Reactivo Tubo to (uL) Tubo t4o (UL)
Amortiguador de fosfatos 600 500

60 mM pH 7.1

H.O 100 100
Histidina 150 mM 100 100

H,O, 100 100

DMNA 150 mM 100 100
NaOCI150 mM - 100

Procedimiento usado para los tubos con muestra.

Reactivo Tubo to (L) Tubo t4o (uL)
Amortiguador de fosfatos 600 500

60 mM pH 7.1

Muestra 100 100
Histidina 150 mM 100 100

H.0, 100 100

DMNA 150 mM 100 100
NaOCI150 mM - 100
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\ se determiné el porcentaje de atrapamiento al comparar el tubo control, contra el tubo
con muestra y se calculd el porcentaje de atrapamiento, como se muestra a
continuacion.

AA = Aabs. muestra X 100/ Aabs. control

En donde AAbs. = abs.Tg —abs.T4g

V Durante el ensayo se utilizd6 como control el tubo de referencia con un delta de

densidad optica a 440 nm de 0.9.

5.5 Determinacion de la capacidad atrapadora O,* in vitro
En este ensayo se genero el O,* por la accion de la xantina oxidasa (Fig. 16) y se basa en

que el O,* reduce al NBT formando formazan el cual absorbe a 560 nm.

0 0

H
J[N)tw Xantina oxidasa . N
| A !
H

H

v

Xantina + 20, Acido Urico + 20,

:

+ 20,
Azul de nitrotetrazolio Formazan
A =560 nm

Fig. 16. Formacién del O,* generado por el sistema xantina-oxidasa.

Si la muestra presenta capacidad antioxidante hacia esta especie reactiva entonces la
formacién del formazan se vera disminuida considerablemente con respecto al tubo de

referencia; ademas, de que la produccién de acido arico se mantendra constante.
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Metodologia para medir la capacidad atrapadora de O,"

(Tomado de Floriano-Sanchez et al., 2006).

1. Preparacion de muestras: se hicieron las diluciones pertinentes de las muestras a
probar en amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.0.
2. Para determinar la capacidad atrapadora de O,* se sigui6 el procedimiento resumido

en la Tabla 9.

Tabla 9. Procedimiento para determinar la capacidad antioxidante para el radical superoxido.

Reactivo Tubo al 100% (uL) Tubo con muestra (uL)
Xantina 0.5 mM 250 250

NBT 150 uM 100 100

Amortiguador de fosfatos 50 150 100

mM pH 7.0

Muestra - 50

Xantina oxidasa 840 U/L 50 50

NBT= Azul de nitrotetrazolio

3. Iniciada la reaccion se ley6é cada minuto, durante 3 minutos a una longitud de onda de
295y 560 nm.

4. Para determinar la capacidad antioxidante se procedié a tomar en cuenta el delta de
absorbancia del tubo al 100% y compararlo con las deltas de absorbancia de las

muestra, por medio de la siguiente operacion.

AA = Aabs. myestra X 100/ Aabs. control 100%

En donde los AAbsorbancia (Aabs.) se calculan restando la absorbancia al To —=T¢, T1 -T2y T2

—T3 y se determina el promedio de las 3 mediciones.

5. Durante el ensayo se utilizé como control una delta de densidad optica a 560 nm de
0.05 y una delta de densidad o6ptica a 295 nm. de 0.1.
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5.6 Determinacion de la capacidad atrapadora de H;O,in vitro

En esta técnica el H,O, se midi6é de forma indirecta; el fundamento del ensayo considera que
el H,O, presente en el medio de reaccién, oxida al ion ferroso (Fe?*) a su forma férrica (Fe*").
El i6n férrico se une entonces a la sal sédica de naranja de xilenol y forma un complejo

colorido que absorbe a una longitud de onda de 560 nm (Fig. 17).

Fe®* + H,0, »Fe** + HO® + HO™
Fe® + naranja de xilenol » Complejo colorido
A =560 nm.

Fig. 17. Medicion de H,O, usando la técnica de Fe*-naranja de xilenol (FOX).

Si la muestra presenta propiedades atrapadoras para H20,, entonces no habra oxidacién del
Fe?* y por lo tanto no habra produccion de Fe®*, que pueda reaccionar con la sal sédica de
naranja de xilenol

Metodologia para medir la capacidad atrapadora del H20,
(Tomado de Long et al., 1999).
1. Se prepararon las muestras en agua desionizada.
2. Se preparé una solucién de H>O, de concentraciéon de 50 mM y 500 mM
3. Se agregaron 50 uL de cada dilucién de la muestra, y 50 pL de una disolucién de H,0-
50 mM en un tubo de vidrio (Tabla 10). Posteriormente se incubaron a diferentes
tiempos (0.5 horas, 1 hora y 4 horas) a temperatura ambiente. El mismo procedimiento
se siguié con la concentracion de H20O2 500 mM.

Tabla 10. Reactivos empleados en cada tubo, para determinar la capacidad antioxidante

contra H,0..

Reactivo Blanco (uL) Muestra (uL)
H20 S
H202 50 50

Muestra e 50
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4. Transcurrido el tiempo de incubacién se les agregaron 900 uL de reactivo de FOX y se
dej6 incubando durante 30 minutos mas. Pasado este tiempo se leyd a una longitud
de onda de 560 nm.

5. Para evaluar si los compuestos degradan H;O,, la absorbancia de cada muestra se
compar6 con un blanco, el cual fue preparado bajo las mismas condiciones que las
muestras, al cual solo se completo el volumen con agua desionizada.

6. Durante el ensayo se utilizé como control el tubo de blanco.

Anidlisis estadistico
Para comparar la capacidad antioxidante de las muestras objeto de estudio con los
compuestos de referencia, se uso el programa de estadistica Graph Pad Prism version 3.02,
San Diego, CA, EUA.

Los datos se expresan como el promedio + error estandar de la media. Se comparé el
extracto acuoso de la cascara del mangostan y el XanGo™ contra los compuestos de
referencia, usando un ANOVA seguido de una prueba de Dunnett. También se realiz6é una t

de Student para comparar a dos grupos. Un valor de p<0.05 se considero significativo.
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6. Resultados y discusion

Para determinar la capacidad atrapadora del extracto de la cascara de mangostan y del
XanGo™ se hicieron varias diluciones, y aquellas que mostraron una dependiente
concentracion-respuesta fueron las concentraciones que se usaron para determinar el valor
de C|50.

Para determinar los valores de Clsg de las distintas especies reactivas, se calcularon a partir
de una recta ajustada por el método de minimos cuadrados, tomando el semilogaritmo de la

concentracion vs. el por ciento de atrapamiento (Aruoma y Halliwell, 1987).

Peso constante
Se determind que el extracto acuoso de la cascara del mangostan presentdé una cantidad de
solidos de 21.0 mg/mL y el XanGo™ 105.0 mg/mL.

6.1 Analisis espectrofotométrico del extracto de la cascara del mangostan y del
XanGo™

En la Fig. 18 se muestra el barrido espectrofotométrico del extracto del mangostan y del
XanGo™, como se puede observar ambas muestras no interfieren con los ensayos para
determinar la capacidad antioxidante de las distintas especies reactivas, debido a que la
longitud a la cual comienzan a presentar absorcion esta dado en el rango de 300-200 nm.
Ademas, se observa que tanto el extracto del mangostan y el XanGo™ presentan una
composicion similar ya que en los dos casos se obtuvieron dos maximos de absorbancia a
278y 212 nm.

3.9000 [ T 212 ) ! g : f T e

[ahs1 + _ _ _ Extracto de la céscara del mangostan a concentracion de
: 0.2 moghmlL

T R T T i b e e R R R 1 T A A BT a1 T e

b.o088

N

.0 Wavelangth inm 500.0

- .
=}
- = —

Fig. 18. Comparacion de los espectros del extracto de la cascara del mangostan y XanGo™.
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6.2 Ensayo para medir actividad atrapadora de HOCI

En al Fig. 19 se muestran los espectros obtenidos del ensayo de catalasa-HOCI. En el panel
A se presenta al analisis espectral de la enzima catalasa, usando como antioxidante de
referencia a la vitamina C. La linea A corresponde al espectro de la catalasa sin degradar,
mientras que en la linea H se muestra a la catalasa con HOCI (degradada), y en las lineas de
la B a la G, se muestran diferentes concentraciones de vitamina C. El conjunto de las lineas
B-G nos muestra que la catalasa esta protegida por la accion de la vitamina C, puesto, que al
aumentar las concentraciones de vitamina C, la catalasa se va degradando aun menos y por

lo tanto su espectro va siendo muy similar al que solo presenta la catalasa sin degradar.

En el panel B se observa al analisis espectral de la catalasa, con el extracto de la cascara del
mangostan, la linea A corresponde a la catalasa sin degradar, la linea G corresponde a la
catalasa degradada por la accién del HOCI y las lineas B-F muestran a la catalasa con HOCI
y muestra; se observa que al estar presente la muestra hay un efecto de inhibicion del HOCI
puesto que el espectro de la catalasa, se encuentra mas parecido al de la catalasa sin

degradar.

El panel C muestra a la catalasa con XanGo™: la linea A muestra a la catalasa intacta,
mientras que en la linea G se muestra a la catalasa degradada por la accién del HOCI, y en
las lineas B a F se observa la sefal de la catalasa en presencia de diferentes
concentraciones de XanGoTM, mostrando el efecto protector del XanGo™ sobre la catalasa,

al atrapar al HOCI.
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Fig. 19. Espectros del ensayo de la actividad atrapadora

mangostan y XanGo'", sobre la proteccion a la catalasa.

para HOCI, de la vitamina C, extracto de la cascara del
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Capacidad atrapadora para HOCI

En la Fig. 20 se muestra el efecto protector de la vitamina C (panel C), extracto de la cascara
del mangostan y XanGo™ (panel A y B), se tomd en consideracion la longitud de onda de
404 nm, longitud maxima de absorcion de la catalasa. Los datos son expresados como
porcentaje de atrapamiento y se compararon con el tubo de referencia. La presencia del
extracto de la cascara del mangostan, el XanGo™ y la vitamina C, disminuyen

significativamente la concentracion de HOCI, en forma dependiente de la concentracion.

90+
100+ * A B

*

754

*
504
*
25 *
0
0 140 230 350 470 700 0 875 1400 1750 2330 3500
Extracto de la cascara del mangostan [ug/mL] XanGo™ [ug/mL]

Actividad atrapadora HOCI,(%)

Actividad atrapadora HOCI, (%)

100+

Actividad atrapadora HOCI, (%)

0 180 700 1060 1410 2820
Vitamina C, [pg/mL]

Fig. 20. Efecto mostrado por el extracto de la cascara del mangostan (A), XanGo™ (B) y vitamina C(C) sobre la
capacidad de atrapamiento de HOCI. Los datos estan expresados como media + EE. n = 6. *p<0.001 vs. Control

(concentracion 0 mM).

Capacidad de atrapamiento de HOCI de la vitamina C, el extracto de la cascara del
mangostan y el XanGo™

En la Fig. 21 se presentan los resultados obtenidos para la vitamina C, el extracto de la
cascara del mangostan y el XanGo™ de la capacidad de atrapamiento de HOCI

significativamente la produccion de HOCI en intervalos de 290-700 ug/mL extracto de la
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cascara de mangostan y 2,100-3,500 pg/mL XanGo™. En el caso de la vitamina C usado
como antioxidante de referencia inhibié al HOCI significativamente en intervalos de 1,200-
2,800 pg/mL.

Se muestra ademas, que el extracto de la cascara del mangostan y la vitamina C, presentan
unas rectas con menor pendiente con respecto al XanGo™ y por lo tanto se ve reflejado en

su capacidad antioxidante.

100 A
90 S
80 S

70 A

Actividad atrapadora de HOCI
(%)
iy |
=
|
H \
|_

40 -
Q Vitamina C
30~ - [] Extracto de la ciscara del mangostin
0 ) / B M XanGoTM
10 +
I:I T T T T
1] oo 1800 2700 3600

Concentracién, [pg/ml]

Fig. 21. Actividad atrapadora de HOCI. Los datos estan expresados como promedio + EE, n = 6.

Capacidad de los antioxidantes para atrapar HOCI

En la Fig. 22 se muestra la comparacion estadistica de los valores de Clsy para el extracto de
la cascara del mangostan, el XanGo™ y la vitamina C. Se observa que el extracto de la
cascara del mangostan y el XanGo™ tienen diferencia estadistica significativa con respecto

al control que es la vitamina C.
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El extracto de la cascara del mangostan fue 4.2 veces mas efectivo que la vitamina C para
atrapar a la especie reactiva de HOCI, mientras que el XanGo™ es 0.6 veces menos efectivo

que la vitamina C, para atrapar al HOCI.

2250 - Muestra Clsp (mg/ml)
2000 Extracto de la 0.290 % 18
1750 cascara del
1500 mangostan
- -
£ 7% XanGo™ 2.060 + 74
2 1000 . .
= Vitamina C 1.210 + 94
7504
500 -
*
250
0_
Vitamina C XanGoM Extracto de mangostar

Fig. 22. Comparacion de los valores de Clsg. *P<0.001 vs. Vitamina C. Los datos estan expresados como
promedio + EE, n = 6.

6.3 Capacidad atrapadora de la especie ONOO™ del extracto de la cascara del
mangostan y del XanGo™

En la Fig. 23 se muestra la capacidad del extracto de la cascara del mangostan, XanGo™
(panel A y B) y de la DL-penicilamina (panel C) para atrapar ONOO™. Los datos se
expresaron en porcentaje de atrapamiento de ONOO™ y se compararon con el tubo de
referencia. Ademas, las tres muestras presentaron una dependiente de la concentracion, en

los rangos analizados; y disminuyeron significativamente la produccion de rodamina 123.

1004 A
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254
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L[]

0 4196 8.392 16.784 20.98 27.973333381.96 104.9

Actividad atrapadora ONOO", (%)
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0 6563 105 140 210 300 525
Extracto de la cascara del mangostan [ug/ml] XanGo™ [ng/mi]
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Fig. 23. Efecto mostrado por el extracto de la cascara del mangostan (A), XanGo™ (B) y DL-penicilamina (C)
sobre la capacidad de atrapamiento del peroxinitrito. Los datos estan expresados como promedio * error

estandar, n = 6. p<0.001 vs. control (concentracion 0 mM).

En la Fig. 24 se presenta el comportamiento del extracto de la cascara del mangostan,
XanGo™ y DL-penicilamina usado como referencia para atrapar el ONOO™. Las
concentraciones en la que se ve significativamente la inhibicién del ONOQO™, comienza en un
rango de 15.49-105.0 pg/mL (extracto de la cascara de mangostan), 147.2-525.0 ug/mL
(XanGo™) y para DL-penicilamina 2.46-5.97 pg/mL.

Se observa que la DL-penicilamina presenta una mayor capacidad de atrapamiento puesto
que su pendiente es uniforme, mientras que en el caso del extracto de la cascara del
mangostan y XanGo™ describen comportamientos menos lineales que la DL-penicilamina,
por lo que el efecto atrapador del extracto de la cascara del mangostan y XanGoTM para

atrapar el ONOO™ formado, es menos efectivo que la DL-penicilamina.
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Fig. 24. Actividad atrapadora de ONOO™. Los datos estan expresados como promedio + EE, n = 6.

En la Fig. 25 se muestra la comparacién de los valores de Clsy del extracto de la cascara del
mangostan, XanGo™ y DL-penicilamina para la especie reactiva de ONOO™. Se muestra
diferencia estadistica significativamente entre el XanGo™ y la DL-penicilamina, mientras que
el extracto de la cascara de mangostan y la DL-penicilamina no se encontré diferencia
significativamente estadistica por medio de la prueba de ANOVA con una p>0.05, aunque al
realizar un analisis de t de student, se encontré que presentaba diferencia significativa entre
estos dos grupos con una p<0.05.

Por lo que el extracto de la cascara del mangostan es 6.3 veces menos efectivo para
atrapador ONOO™ que la DL-penicilamina, el XanGo™ es 58.8 veces menos efectivo que
actividad que la DL-penicilamina para atrapar al ONOO™. Y ademas, 9 veces menos efectivo

que el extracto de la cascara del mangostan.
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Fig. 25. Comparacion de los valores de Clsy para el extracto de la cascara del mangostan, el XanGo™ y la DL-
penicilamina. *P<0.001 vs. DL-penicilamina y "p<0.05 vs. DL-penicilamina. Los datos estan expresados como
promedio * EE, n = 6.

6.4 Capacidad atrapadora para la especie '0,

En la Fig. 26 se muestra los resultados obtenidos para el ensayo de atrapamiento para el
'0,, el panel A corresponde al extracto de la cascara del mangostan y el panel B
corresponde al GSH usado como antioxidante de referencia, en los dos casos se observa un
atrapamiento significativo hacia la especie 'O,. Ademas, de que presentan un

comportamiento concentracion-respuesta.
El XanGo™ en esta determinacion, no indujo una disminucion del 'O, en ninguna de las

concentraciones evaluadas (0.11 g/mL-22 ug/mL) por lo que el Xango™ no presenta ninguna

capacidad atrapadora para esta ERO.
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Fig. 26. Efectos del extracto de la cascara del mangostan (A) y GSH (B) sobre el atrapamiento del '0,. Los

datos estan expresados como promedio + EE, n = 6. *p<0.001 vs. Control (concentracion 0 mM).

En la Fig. 27 se presenta el comportamiento grafico del extracto de la cascara del mangostan
y del GSH; los rangos de concentraciones en donde se observa significativamente la
inhibicion del 'O,, son de 1046.2-2098 pg/mL y 1039.3-4609.1 ug/mL; para el extracto de la

cascara de mangostan y el GSH, respectivamente.
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Fig. 27. Actividad atrapadora para el singulete de oxigeno. Los datos estan expresados como promedio + EE,
n=6.

El analisis comparativo de los valores de Clsg permitié establecer que no existe una

diferencia significativa (Fig. 28) entre el extracto de la cascara del mangostan y el GSH. Por
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lo tanto la efectividad para atrapar al '0, del extracto de la cascara del mangostan es similar

a la del antioxidante de referencia.

1250+ Muestra Clso ( ug/ml)
1000~ extracto de la 1046.12 +78.44
cascara del
- 7504 .
£ mangostan
2 5004 GSH 1039.91 + 54.69
250
0
GSH Extracto de mangostan

Fig. 28. Comparacion de los valores Clsq del extracto de la cascara del mangostan y GSH, para el singulete de

oxigeno. Se utilizo una prueba estadistica de t de student para realiza la comparacién de los dos grupos con
una *p<0.05. Los datos son expresados como promedio + EE, n = 6.

6.5 Radical superéxido
En la Fig. 29 se muestra la capacidad del extracto de la cascara del mangostan, XanGo™
(panel A y B) y ANDG usado como antioxidante de referencia (panel C) para atrapar al O,* .

Los datos se expresaron en porcentaje de atrapamiento del O,* y fueron comparados con el
tubo de referencia.
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Fig. 29. Comportamiento del extracto de la cascara del mangostan (A), XanGo™ (B) y ANDG (C). Sobre el

atrapamiento del O,* . *p<0.001 vs. Control (concentracion 0 mM). Los datos son expresados como promedio *
EE, n=6.

Las tres muestras evaluadas previenen significativamente la reduccion del NBT, en un rango
de 9.0- 46 pg/mL, 45.2-105.0 pg/mL y 2.2-5.0 pg/mL (Fig. 30), para el extracto, el XanGo™ vy
el ANDG, respectivamente.

Se observa que el ANDG presenta una mayor capacidad de atrapamiento a las
concentraciones usadas puesto que su tendencia es uniforme, mientras que en el caso del

extracto de la cascara del mangostan y XanGo™ describen comportamientos menos lineales.

La interaccion de las muestras con la xantina oxidasa, no modificaron el comportamiento de

esta, pues no se vio afectada la producciéon de acido urico, la cual fue constante en cada

ensayo realizado.
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Fig. 30. Actividad atrapadora para el radical superéxido. Los datos estan expresados como promedio + EE,

n==~6.

En la Fig. 31 se muestra la comparacion de los Clsy del extracto de la cascara del

mangostan, XanGo™ y ANDG. Se observa una diferencia significativamente estadistica entre

el extracto de la cascara del mangostan, y XanGo™ contra el ANDG. El extracto de la

cascara del mangostan es 4.1 veces menos efectivo para atrapar 0,° que el ANDG,

mientras que el XanGoTM es 20.8 veces menos efectivo que el ANDG.
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Muestra Clsp (ug/mL)

extracto de la 9.0+x0.75

cascara del
> mangostan
1 XanGo™ 452 +2.9
301 ANDG 217 £0.13
204
10+
0

NDGA XanGo™ ixtracto de mangostal

Fig. 31. Comparacion de los valores de Clsy del extracto de la cascara del mangostan XanGo™ y ANDG.

*P<0.001 vs. ANDG. Los datos estan expresados como promedio + EE, n = 6.

6.6 Peroxido de hidrégeno

El extracto de la cascara de mangostan vy el XanGo™ no mostraron capacidad atrapadora
para el H,O, a las concentraciones empleadas (mangostan en un rango de 21 mg/mL-7
ug/mL y el XanGo™ en un rango de 105 mg/mL -35 ug /mL) y a tiempos de monitoreo de 30
minutos, 1 hora y 4 horas con concentraciones de H,0, de 25 y 250 mM al final del ensayo.
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7. Resumen de resultados

El analisis espectrofotométrico nos demuestra que el extracto de la cascara del
mangostan y XanGo™ presentan una composicién similar, a las longitudes de onda de
278 nm y 212 nm. Ademas, la presencia de éstos no interfieren en los ensayos para
determinar su capacidad antioxidante.

El HOCI fue atrapada por el extracto de la cascara del mangostan con Clsg de 290 *
18 pg/mL, mientras que en caso el XanGo™ presentd un Clsy de 2060 + 74 pMg/mL. Al
realizar la comparacion de sus Clsg con la vitamina C, se encontrd que el extracto de
la cascara del mangostan es mucho mas efectivo para atrapara al HOCI, mientras que
el XanGo™ tiene menor capacidad atrapadora que la vitamina C.

El ONOO™ fue atrapado por el extracto de la cascara del mangostan con una Clsg
15.49 + 0.76 pg/mL y por el XanGo™ con un Clsy 147.20 + 8.89 pg/mL. Al comparar
sus Clso con la de la DL-penicilamina se encontré que el extracto de la cascara del
mangostan tiene una menor capacidad que la DL-penicilamina para atrapar al ONOO™
y el XanGo™ tiene una menor capacidad de atrapamiento que el polvo del mangostan
y una gran diferencia al compararlo con la DL-penicilamina.

El 'O, fue atrapado por el extracto de la cascara del mangostan con un Clsy 1046.12 +
78.44 ug/mL. El XanGo™ no tuvo la capacidad de atrapar a esta especie reactiva. Al
comparar los Clsp del GSH con el del extracto de la cascara del mangostan, se
encontré que el extracto de la cascara del mangostan tiene la misma efectividad que
el GSH para atrapar al '0,.

El O,* fue atrapado por el extracto de la cascara del mangostan con un Clsy de 9.0 +
0.75 pg/mL y el XanGo™ con una Clsp 45.2 + 2.9 pg/mL. Al comparar sus Clsy con el
ANDG se encontré que el extracto de la cascara del mangostan y XanGo™ tienen una
menor capacidad para atrapar el O,* que el ANDG.

El extracto de la cascara del mangostan y XanGo™, no tienen la capacidad para

atrapar al H,0,
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Tabla 11. Resumen de la capacidad del extracto de la cascara del mangostan y XanGo™

para atrapar especies reactivas y compuesto de referencia.

Muestra '0, 0" ONOO™ HOCI H,0,
Extracto de la 1046 £ 78 9.0+£0.75 15.49 + 0.76° 290 + 18* No atrapa
cascara del (6) (6) (6) (6) (3)
mangostan
XanGo™ No atrapa 452+29 147 + 8.9* 2060 + 74* No atrapa

(3) (6) (6) (6) (3)
DL-Penicilamina 246 = 0.08

(6)
Vitamina C 1210 + 94
(6)

GSH 1039 + 54

(6)
ANDG 217 £+ 0.13

(6)

Los datos estan expresados como la media + EE del Clsy (ug/mL). El numero de datos esta entre paréntesis:
GSH: glutatién reducido, '0,: singulete de oxigeno, O," : anién superdxido, ONOO™ anién peroxinitrito, HOCI:
4cido hipocloroso, H,0,: peréxido de hidrégeno. *p<0.001 vs. antioxidantes de referencia y ‘p<0.05 vs.

antioxidantes de referencia.
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8. Conclusiones

\/

Los resultados derivados del presente estudio indican que tanto el extracto de la
cascara del mangostan como el XanGo™ tienen la capacidad de atrapar las especies
reactivas: HOCI, O, y ONOO™. Asi mismo se demostré que ambos no tienen la
capacidad para atrapar el H,O,. También se determin6é que el XanGo™ no tiene la
capacidad para poder atrapar al '0,.

El extracto de la cascara del mangostan es mas efectivo para atrapar a las especies
estudiadas que el XanGo™.

El extracto de la cascara del mangostan es mas efectivo que el compuesto
antioxidante de referencia para atrapar HOCI, y presenta la misma efectividad que el
compuesto antioxidante de referencia para atrapar el 'O,. En el caso del O,* y del
ONOQO7, el extracto de la cascara del mangostan tiene una menor capacidad que el
antioxidante de referencia.

El orden de eficacia de atrapamiento para el extracto de la cascara del mangostan es
el siguiente: 0,*~ >ONOO~>HOCI >'0, y para el XanGo™ es 0,* >ONOO>HOCI.

El presente trabajo constituye una aportacion para justificar las propiedades

antioxidantes que se le atribuyen al mangostan.

9. Perspectivas

1. Determinar las propiedades antioxidantes de las xantonas presentes en el
mangostan para determinar cual de ellas es la que presenta mayor capacidad

antioxidante para cada una de las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.

2. Se considera necesario realizar estudios mas detallados con modelos in vivo para
adquirir un conocimiento mas profundo acerca de los mecanismos por medio de
los cuales el mangostan y el XanGo™ pueden disminuir las especies reactivas de

oxigeno y nitrégeno.
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10 Apéndice

Sintesis del ONOO™ de acuerdo a Beckman et al., 1994. A continuaciéon se describe la
preparacion de la solucién stock.

1. Se prepard una solucion de H,O, 0.7 M en HCI 0.6 M.

2. Se monté una columna de MnO; colocando 4 g en una columna de vidrio de longitud
de 5 cm, en cuya punta se colocé un tapén de algodon para evitar la salida de MnO; y
la columna se lavé con NaOH 1.2 M frio.

3. La sintesis de ONOO™ se realizd de la siguiente manera: En un vaso de precipitado se
agregaron 5 mL de NaOH 1.2 M y se dej6 agitando en un bafio de hielo. En tubos por
separado se colocaron 5 mL de solucion de H,O, 0.7 M en HCI 0.6 My 5 mL de KNO;
0.6 M. Posteriormente se agregaron casi de manera simultanea el KNO, y el H,O; (en
ese orden).

4. ElI H,0O, residual se removié pasando la solucién a través de la columna de MnO..

5. La solucion de ONOO™ se dividié en volumenes de 0.5 mL que se colocaron en tubos

Eppendorf de 1.5 mL y se guardaron a -80°C, hasta su uso.

Soluciéon de trabajo de ONOO™ 1.25 mM

La concentracién de ONOO™ se determind antes de cada ensayo midiendo la densidad éptica
de una dilucion 1:50 a 302 nm, usando un coeficiente de extincion molar de 1,670 M'em™.
Se prepard una solucion 1.25 mM en H,O. Durante el ensayo esta solucién se mantuvo en

frio y protegida de la luz.

Solucién stock de DHR 28 mM y solucion de trabajo de DHR 50 uM
1. Se prepararon 0.206 mL de una soluciéon de DHR123 28 mM en DMSO al 95% y se
guardo en congelacion y protegida de la luz.
2. A partir de la soluciéon de DHR123 28 mM se prepard una solucién 50 uM con H,O que

fue la que se uso en cada ensayo.

Preparacién de HOCI
En cada ensayo se produjo y cuantificd la concentracion de HOCI, de acuerdo al siguiente
procedimiento:

1. Se mezclé 1 mL de NaOCI con 3.3 mL de amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4.
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2. El pH de la mezcla se ajusté a 6.5 agregando H,SO,4 250 mM
3. La concentracion de HOCI se determind a 235 nm, usando un coeficiente de extincion
molar de 100 M cm™.

4. Se preparé una solucion 18 mM.

Preparacion del reactivo de FOX
Reactivo de FOX: (metanol 90%; naranja de xilenol 100 uM; hidroxitolueno butilado 4 mM y

acido sulfurico 250 mM).

Mezclar 9 volumenes de reactivo 1 con 1 volumen de reactivo 2.

Reactivo 1 = Hidroxitolueno butilado 4 mM en metanol grado HPLC:

0.015686 g de hidroxitolueno butilado en 18 mL de metanol

Reactivo 2 = naranja de xilenol 1 mM y sulfato ferroso amoniacal 2.56 mM

1.52 mg de naranja de xilenol

2.0 mg de sulfato ferroso amoniacal

Disolver ambos en 2.0 ml de H,SO4 250 mM

Mezclar todo el volumen de ambos reactivos (en este ejemplo son 20 mL) para formar el
reactivo FOX

Xantina 0.3 mM
Se calienta 1000 mL de agua destilada y se agregan 0.0456 g de xantina. Se disuelve la

xantina calentando (sin llegar al punto de ebullicién) con agitacion y protegida de la luz. Al
final se afora a 1000 mL con agua destilada y se guarda en un frasco ambar a temperatura

ambiente.

Xantina oxidasa 840 U/L
Para preparar 2 mL de un lote con 0.16 U/mg de sdlido se necesitan 10.5 mg de xantina

oxidasa, como se muestra en el calculo.

0.16 U—-1mg 5250 mg — 1000 mL
840 U — X mg xmg—2mL
x = 5250 mg x=10.5 mg

Preparacion de amortiguadores
Amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 7.4.
Na;HPO, 8.604 g

NaH,PO4 5.434 g
54



Se ajusta el pH y se afora con agua desionizada a un litro.

Amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.4.
Na,HPO, 4.313 g
NaH,PO,4 2.707 g

Se ajusta el pH y se afora con agua desionizada a un litro.

Amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.0.
Na,HPO,4 2.707 g
NaH,PO44.26 g

Se ajusta el pH y se afora con agua desionizada a un litro.
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11. ANEXO

Como parte complementaria del presente estudio, se procedié a realizar la separacion e
identificacion de la xantona mas abundante en el mangostan, la a-mangostina (Jung et al.,
2006; Ee et al., 2007; Suksamrarn et al., 2006) para posteriores analisis.El procedimiento que

se realiz6 fue el siguiente:

11.1 Preparacion del extracto organico de G. mangostana L.

El polvo del pericarpio del mangostan con el que se prepard el extracto se obtuvo de
Tailandia molido y seco. Un Kilogramo de polvo se llevo a un proceso de maceracién con una
mezcla de CH,Cl,—MeOH 1:1 durante 15 dias a temperatura ambiente, se utilizaron 4 litros
de la mezcla. El extracto resultante se filtr6 y se concentrd al vacié a presién reducida en un
rotaevaporador. Con este procedimiento se obtuvieron 161.3 g del extracto crudo

concentrado de color café oscuro (extracto seco, Fig. 32).

Fig. 32. Extracto crudo del mangostan, con un sistema de extraccion CH,Cl,: Metanol.

12.2 Fraccionamiento primario del extracto organico de G. Mangostana L.

Se fraccionaron 160 gramos del extracto integro en una columna abierta empacada con 4
litros de gel de silice (proporcion 1:10). Como fase movil se utilizaron mezclas de CH,Cl—
hexano en diversas proporciones (Tabla 12). Se recolectaron 51 fracciones de 800 mL cada
una, las cuales se agruparon por sus caracteristicas cromatograficas en 7 fracciones

primarias F4-F7. Este proceso se resume en el esquema 1.
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Polvo de la cascara del
mangostan
(1 Ka.)
1. extraccion con CH,Cl,: MeOH (1:1),
via maceracion, 3 veces durante 3

semanas
2. Filtracién y concentracion al vacio

Residuo vegetal

Extracto
organico
CH2C|2: MeOH
(1:1)

Cromatografia en columna
abierta, Hexano:CH,Cl..

F1-F7

Esquema 1. Proceso de fraccionamiento y separacion primario del polvo de la cascara del mangostan.

Se realizd la reunidn pertinente de las fracciones por el monitoreo de estas mediante

cromatografia de placa fina (Fig. 33).
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Fig. 33. Placas de cromatografia en placa fina (altura 10 cm.).

Después de este paso se procedidé a concentrar a las fracciones hasta obtener polvos a los
que posteriormente se les determino el punto de fusion y para compararlo con los puntos de
fusién publicados en la literatura (Ji et al., 2007; Ee et al., 2006; Jung et al., 2006).
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Tabla 12. Proporcién del sistema de elucién usado para la separacion de la a-mangostina

Sistema de | Proporcion | Fracciones | Fracciones | Clave Peso (g) | Punto de
elusién obtenidas | reunidas fusion (°C)
Hexano/CH,Cl, | 6:4 1-15 1-6 Fs1 0.1552 *
Hexano/CH,Cl, | 5:5 16-21 7-10 Fs2 0.4204 *
Hexano/CH,Cl, | 4:6 21-26 11-15 Fs3 2.4463 *
Hexano/CH,Cl, | 3:7 27-34 16-17 Fs4 0.7113 116-156
Hexano/CH,Cl, | 2:8 35-40 18-22 Fs5 0.8 153-155
Hexano/CH,Cl, | 1:9 41-44 23-30 Fs6 1.5194 *

CH,Cl, 100 45-51 31-50 Fs7 31.5744 °179-180

°Fraccion donde se obtuvo el a-magostina. * No se tomo6 el punto de fusién de estas fracciones, puesto que no

presentaban mancha en la placa cromatografica.

A los polvos que presentaron puntos de fusion similares se les analizé por cromatografia de
liquidos de alta resolucion (CLAR), sus tiempos de retencién (tomando como punto de

deteccién a 320 nm), Ademas se les realiz6 el espectro al UV del rango de 220-400.

La a- mangostina se detecto en las fracciones 31-51. Por medio de los analisis realizados en
cromatografia en placa fina y CLAR se comprobd la pureza del compuesto. Sélo se realizé la
comparacion con algunos parametros informados en la literatura como tiempo de retencion,
punto de fusién y picos caracteristicos al UV (Figs. 34 y 35) (Jung et al., 2006; Ee et al.,
2006). Como ultima prueba se realizé un analisis de resonancia magnética nuclear protonica

(RMNH) (Fig. 36), la cual se compard6 con la informada en la bibliografia.

CROMATOGRAMA POR CLAE DEL SOLIDO 32
CARACTERIZADO POR RMN’H COMO LA a-MANGOSTINA.

200

AU

000

1.00 200 300 400 600 6.00 100 800
Mevgtes

CONDICIONES DE ANALISIS: COLUMNA SYMMETRY C,,
(Sum) ; Fase movil: MeOH (100%) TFA 1%; Flujo: 0.4
mL/min; Deteccién 320 nm.

Fig. 34. Andlisis del CLAR en el que se demuestra una sefial y el tiempo de retencion caracteristico de la a-
mangostina a 320 nm.
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Fig. 35. Andlisis del espectro al UV de la a-mangostina obtenida (primer grafica). En la parte izquierda se

presenta a la grafica obtenida de la literatura (Ji et al., 2007) y es presentada para comparar con la obtenida en
este trabajo.

Fig. 36. Espectro de la a-mangostina por RMNH. Se muestran los picos caracteristicos descritos en la literatura
(Ee et al., 2006).
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Resumen

La o- mangostina se obtuvo de las fracciones 31-51 como un polvo amarillo amorfo con un
rendimiento de 3.15%, con un punto de fusion de 179-180°C. Los analisis cromatograficos
permitieron determinar la pureza del compuesto; asi mismo, la CLAR revelo un tiempo de
retencion 3.5 minutos, usando una columna simétrica Cqg; con una fase moévil de MeOH
(100%), TFA al 1% y con un flujo de 0.4 mL/min.

En el barrido espectrofotométrico al UV, se obtuvieron dos picos de longitud maxima bien
definidos en 246.3 y 315 nm. Por medio del analisis de RMNH se encontraron sefales
caracteristicas de las de la alfa mangostina como las descritas por Ee et al. (2006) en & 13.8,

56.8,566.25,85.25,564.10,83.8,563.40,561.8,2,561.79y 6 1.65.

El andlisis comparativo de las constantes fisicas y espectroscopicas obtenidas en el presente
estudio, con las reportadas en la literatura (Jung et al., 2006; Ee et al., 2007; Ji et al., 2007)

confirman la identidad de la a-mangostina.
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