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RESUMEN.

Durante miles de afios, el hombre ha buscado la manera de sanar o en todo
caso aminorar padecimientos que lo aquejan, de este modo ha recurrido a la
utilizacion de elementos que se encuentran en la naturaleza como lo son las
plantas, de las cuales se derivan una amplia variedad de compuestos quimicos
gue son empleados para la elaboracion de medicamentos que hoy en dia ayudan
a combatir enfermedades.

Tal es el caso de la fruta de la especie Garcinia mangostana conocida con
el nombre de mangostan la cual desde hace muchos afios se ha empleado en la
medicina tradicional como agente de curativo; esta fruta es originaria del Sudeste
de Asia, especificamente en las islas de las Indias Orientales. Asimismo, de
acuerdo a investigaciones cientificas, se ha descubierto que posee una amplia
gama de compuestos biolégicamente activos denominados xantonas, las cuales
entre muchas otras propiedades posee la de ser antioxidante.

En un principio las reacciones en las que participaban los radicales libres
estuvieron fuera del ambito de la medicina y de la biologia, sélo algunos
profesionales estuvieron interesados en este campo; pero hoy en dia en
investigaciones realizadas a través de los afios se ha encontrado que estos
radicales libres estan presentes en forma directa e indirecta con algunas
enfermedades que aquejan al humano, por lo que a ultimas fechas han tomando
gran importancia dentro del ambito de la salud, ya que continuamente estamos
expuestos a estos compuestos, siendo las mas importantes las especies reactivas
de oxigeno y nitrégeno.

En este trabajo se utilizé un jugo comercial cuyo nombre es XanGo™ y uno
de sus ingredientes principales es la fruta del mangostan, por lo que se evalud la
capacidad para atrapar in vitro el radical hidroxilo (OH®), el cual es considerado
una de las especies oxidantes mas dafiinas por su alta reactividad, y que ha sido
relacionado con diversas enfermedades como por ejemplo la artritis reumatoide,
enfermedad de Parkinson, Alzheimer, entre otras.

Al mismo tiempo se evaluo el extracto acuoso del polvo de la cdscara de la
fruta de mangostan, y el dimetilsulfoxido (DMSO), un compuesto que posee la
capacidad de atrapar OH®.

Se empled para este estudio la electroforesis en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE) con el fin de medir la capacidad de los tres compuestos para atrapar
OH?®, exponiendo la albimina sérica bovina (ASB) a la presencia de este radical,
el cual se generé mediante la reaccién de Fenton.



En el analisis electroforético se encontré que el extracto acuoso del polvo
de la cascara de mangostan (Clsp = 0.486+0.006 mg/ml, n= 4) tiene la misma
capacidad de atrapar OH® que el jugo comercial XanGo™ (Clso = 0.628 + 0.085
mg/ml, n=5), sin embargo el mejor compuesto es el DMSO (Clsp, = 0.058 + 0.003
mg/ml, n=4).

Los resultados derivados de este proyecto permiten establecer que el
extracto acuoso del polvo de la cascara de mangostan protege a la ASB del dafio
por OH® (94% de proteccion).



1. ANTECEDENTES.

1.1 Generacion de las especies reactivas del oxigeno (ERO).

1.1.1 Estructura, formacion e importancia del oxigeno en los sistemas
Vivos.

El oxigeno molecular (O;) o dioxigeno es uno de los gases mas importantes
de la Tierra, constituye el 21% de la atmosfera, 89% del peso del agua del mar y
al menos el 47% de la corteza terrestre [Cardenas y Pedraza, 2006].

El oxigeno en su estado basal o de triplete es un birradical, tiene dos Unicos
electrones desapareados (que no estdn unidos entre si, sino por un enlace
covalente), estos electrones se encuentran en orbitales diferentes (en el orbital
n* -pi antienlace-), pero con espines paralelos; estas caracteristicas hacen que le
sea dificil tomar dos electrones libres con giro antiparalelo, por lo que solo recibe
electrones de uno en uno para cada orbital molecular externo [Mathews et al.,
2002].

La mayor parte del oxigeno que utiliza el humano es reducido a agua por la
accion del complejo citocromo oxidasa (complejo IV) (Figura 1), que es el ultimo
complejo de transporte de electrones en la cadena respiratoria mitocondrial, segun
la siguiente reaccion global:

02+4H++4e' 2 H,O

1.1.2 Radical libre.

Un radical libre (RL) se define como cualquier especie quimica, ya sea
atomica o molecular, capaz de existir independientemente, que contenga uno o
mas electrones desapareados (que ocupan por si mismos un orbital molecular o
atomico), ya sea por ganancia o pérdida de un electron de un no radical o por la
ruptura homolitica de una molécula:

Tabla 1. Diferentes formas de generar radicales libres.

X e + X°" |Radical formado por la pérdida de un electron de un no
radical.

Y + ¢ > Y* | Radical formado por la ganancia de un electron de un no
radical.

A:B —— A + B°|Radicales formados por la ruptura homolitica de una
molécula.




1.1.3 Toxicidad del oxigeno y su funcién como precursor de las ERO.

El oxigeno es indispensable para la vida de los organismos aerobios, pero
a altas concentraciones, o bajo ciertas condiciones, a concentracion normal llega a
ser toxico, situacion conocida como paradoja del oxigeno.

La toxicidad del oxigeno se puede explicar por la formacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO), las cuales suelen ser mas reactivas que el oxigeno
en su estado basal de triplete [Hansberg, 2002]. En la Figura 1 se muestra la
produccion de las ERO mediante la reduccién univalente del O,.
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Figura 1. Esquema de la produccion de ERO a través de la reduccién univalente del O,.

Sin embargo, la cadena respiratoria es la principal fuente de produccién de
ERO. En la Figura 2 se muestra la cadena transportadora de electrones y la
produccion de ERO, ademas la defensa antioxidante de la célula [Jezek y Hlavata,
2005].
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Figura 2. Cadena transportadora de electrones y la formacién de ERO.

Las ERO tienen funciones importantes para la célula como:
- Participar en la quimiotaxis,
- En la destruccion de bacterias invasoras por fagocitos,
- Enla biosintesis de moléculas y
- Enla regulacion de apoptosis.

1.1.4 Clasificacion de las ERO.

Las ERO se dividen en dos grupos importantes: los radicales y los no
radicales.



1.1.4.1 Radicales.

- Anién superdxido (0,*).

Se produce cuando el oxigeno acepta un electron, es una especie inestable
y se encuentra en equilibrio con su acido conjugado (radical hidroperoxilo), tiene
muy baja solubilidad, por lo que no difunde lejos de donde se produce.

Participa en la descarga respiratoria (aumento subito del consumo de
oxigeno) de los fagocitos activados, en donde la NADPH oxidasa reduce
parcialmente el oxigeno de la siguiente forma:

NADPH oxidasa
2 0, + NADPH + H* 2 0" + NADP" + 2 H*

De igual manera la xantina oxidasa (XO) es capaz de reducir al oxigeno
para dar el anion radical superdxido de acuerdo a la siguiente reaccion [Cardenas-
Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006]:

X0
Xantina + O, + H,O Acido Urico + O, + H*

- Radical hidroxilo (OH®).

Es considerado una de las especies oxidantes mas dafinas por su alta
reactividad (y por lo tanto su vida media es muy corta), por lo que reacciona cerca
de los sitios en donde se produce.

El OH® puede reaccionar con distintas macromoléculas (proteinas, lipidos y
acidos nucleicos principalmente) [Rios, 2003; Cao et al., 2003].

La formacién de este radical puede darse a partir del acido hipocloroso:

HOCl + 0O, —— OH*® + CI + 'O,

La formacion del OH® también ocurre en la reaccién entre el radical O,” y el
oxido nitrico que es un radical vasodilatador producido por muchas células [Cao
et al., 2003], como se muestra a continuacion:



NO*® + O,

ONOO’ (peroxinitrito)

ONOO™ + H* ONOOH

ONOOH OH®* + NOy

Ademas se forma por reacciones ionizantes sobre el agua:

H-O-H ——— H® + OH°

También se genera facilmente por la reaccién de Fenton y de Haber-Weiss,
como se describe a continuacion.

1.1.4.1.1 Reaccion de Fentony ciclo de Haber-Weiss.

El H,0O, en presencia de metales de transicién como Cu?* o Fe** da lugar a
la reaccion de Fenton con la consecutiva formacion del OH® [Stadtman y Berlett,
1991].

Fe** + H,0, Fe** + OH" + OH

Por otro lado, el O," favorece la produccién de Fe**, como se muestra en
la siguiente reaccion:

02._ + Fes+ O, + Fe 2+

El conjunto de estas reacciones constituye el ciclo de Haber-Weiss
[Halliwell y Gutteridge, 1999]:

Fe** + H,0, ——— Fe® + OH" + OH
02.- + F83+ — 5 0O, + Fe 2*

0, + HO, — " 0, + OH + OH



1.1.4.2 No radicales.

- Oxigeno singulete (*0O,) forma *A.

Se forma por la inversion en el espin de uno de los electrones
desapareados en un orbital molecular externo de la molécula de oxigeno.

La formacion de este no radical se lleva a cabo por fagocitos activados, que
liberan enzimas (como proteasas) y producen ERO para combatir el dafio
ocasionado por agentes extrafios. Las reacciones que se llevan a cabo son las
siguientes [Eberhardt, 2001] :

20, + 2H H,0, + 'O,
HOCI + H,0, HCl + H,O + 'O,
OCI + H,0, H,O + CI + 'O,

- Peroxido de hidrégeno (H,0O-).

Es un oxidante débil y difunde a través de las membranas biolégicas ya que
tiene una gran lipofilicidad. Es producido mediante dos tipos de reacciones:

a) Por la SOD segun la siguiente reaccion:

SOD
20,7 +2H" Oz + H0;

b) En el metabolismo de los aminoacidos a través de un grupo de
flavoenzimas localizadas en el reticulo endoplasmico del higado y rifion, de
acuerdo a las siguientes reacciones [Cardenas y Pedraza, 2006] :

D-aminoacido + H,O + E-FAD a—cetoacido + NH; + E-FADH,

E-FADH, + O, E-FAD + H,0;

L-aminoacido + H,O + E-FMN a—cetoacido + NHz + E-FMNH,

E-FMNH, + O, E-FMN + H,0O,




1.2 Importancia del radical hidroxilo (OH®).

El OH® es una de las especies mas agresivas de las ERO, debido a su alta
reactividad. Su vida media corta es de 10 s y esto hace dificil detectarlo en forma
directa en sistemas vivos [Bensasson et al., 1993].

Es un poderoso agente modificador de proteinas, especialmente de la
estructura primaria y en consecuencia, de las estructuras secundaria y terciaria, en

comparacion con el O,* que suele ser relativamente inactivo.

La combinacion de las especies OH® + O,"+ O, puede causar sélo
fragmentacion de la proteina, en contraste con el efecto del OH® que causa
desnaturalizacion [Davies y Delsignore, 1987].

La presencia de este radical no siempre implica dafio, ya que también es un
buen regulador que ayuda a mantener la homeostasis en la célula y salud de los
tejidos, pero cuando se genera en exceso Y la defensa antioxidante de la célula es
deficiente, este radical interacciona con proteinas, lipidos y acidos nucleicos
causando dafo y en algunos casos enfermedades [Cheng et al., 2002].

Este radical juega un papel directo e indirecto en diferentes patologias
[Cheng et al., 2002; Zeitz et al., 2002], de las cuales podemos mencionatr:

e Isquemia cerebral

e Parkinson

e Artritis reumatoide

e Enfermedades cardiovasculares
e Carcinogénensis

e Apoplejia

1.3 Fuentes generadoras de ERO.

Existen diversas formas de generacion de las ERO, pero la mitocondria es
la fuente principal debido a la cadena de transporte de electrones, en donde las

especies O,", H,0, y OH® son producidas en forma sucesiva por medio de la
reduccién univalente del oxigeno.

Cuando existe la presencia de agentes infecciosos, ciertas células del
sistema inmune muestran un rapido consumo de oxigeno (“el llamado estallido
respiratorio”), lo cual provoca la generacion de especies oxidantes que son
utiizados como sistema de defensa antimicrobiano, diseflado a destruir
microorganismos invasores [Chaible et al., 2005].



En este proceso intervienen varias enzimas como la NADPH localizada en
la membrana citoplasmatica de los fagocitos que al transferir un electrén al O,
produce el radical O,*, cuya reaccién se vio anteriormente en la generacién del
anion superoxido.

El O,* se libera en el interior del fagolisosoma para luego ser dismutado a
H.O, por la SOD, segun la siguiente reaccion:

SOD

20," + 2H" O, + HyO,

Este H,O, generado reacciona con la mieloperoxidasa que también se
encuentra en la membrana citoplasmatica de los fagocitos y que en presencia de
halégenos principalmente el cloro, forma acido hipocloroso (HOCI), a partir de éste
se puede formar el singulete de oxigeno (*O.) segun las siguientes reacciones:

Mieloperoxidasa
H,O, + CI HOCI + H,O

OCI + H,O, '0, + H,O0 + CI

El HOCI es un poderoso agente que destruye a las bacterias en segundos
gracias a las reacciones de halogenacion y oxidacion que produce [Winterbourn et
al., 2006; Roos et al., 2003].

1.4 Estrés oxidativo.

Como se ha sefialado anteriormente, la generacion de radicales libres no es
del todo perjudicial ya que el sistema de defensa del cuerpo los genera para
mantenerlo libre de agentes extrafios como virus, bacterias, hongos, etc.

Pero cuando se pierde el equilibrio entre condiciones oxidantes y defensas
antioxidantes y la generaciéon de ERO sobrepasa la capacidad de neutralizacion,
sobreviene una etapa denominada estrés oxidativo.

El estrés oxidativo se define como un estado de la célula en la cual se
encuentra alterada la homeostasis de o6xido-reduccion intracelular, es decir, el
balance entre prooxidantes y antioxidantes a favor de los prooxidantes. Este
desbalance se produce a causa de una excesiva produccion de especies reactivas
y/o por deficiencia en los mecanismos antioxidantes, conduciendo a dafio en la
célulay en ocasiones a muerte celular.
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1.5 Efecto de las ERO sobre las macromoléculas.

Cuando existe una excesiva produccion de ERO vy el sistema de defensa
(mecanismos antioxidantes) es deficiente provoca dafio oxidativo y puede alterar
muchas macromoléculas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos, lo que implica
que la célula sufra modificaciones estructurales, mutaciones e incluso muerte
celular.

A continuacion se detalla como afectan la produccién de ERO a cada una
de esta macromoléculas y las consecuencias que implica.

biomolécula radical libra

\

Figura 3. Interaccidn de radicales libres con biomoléculas.

1.5.1 Dafio oxidativo a proteinas.

El efecto de las ERO sobre las proteinas es uno de los aspectos mas
criticos del estrés oxidativo ya que puede causar la pérdida de la actividad
catalitica de enzimas (afectando el proceso de respiracion celular), dafios en la
integridad de proteinas estructurales (fragmentacion de la proteina,
entrecruzamientos de cadenas peptidicas) o interrumpir la regulacion de las vias
metabdlicas.

Se oxidan preferentemente los residuos de fenilalanina, tirosina, triptéfano,
histidina y metionina y como consecuencia la formacion de grupos carbonilo que
impiden el normal desarrollo de sus funciones (transportadores ionicos de
membranas, receptores y mensajeros celulares, enzimas que regulan el
metabolismo celular, etc.).

El sistema de reparacién de las proteinas solo se limita a los residuos de
metionina, por lo que las proteinas oxidadas deben ser hidrolizadas para evitar su
difusién en la red metabdlica o su interaccion con otras proteinas [Velazquez et al.,
2004].
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1.5.2 Dafo oxidativo a lipidos.

El efecto principal de las ERO sobre lipidos (que son el grupo mas
susceptible debido a la presencia de dobles enlaces en su estructura y ademas
por constituir de manera fundamental el organelo celular mas expuesto que es la
membrana celular) es la lipoperoxidacion.

La lipoperoxidacion es una serie de reacciones en cadena y ocurre cuando
un lipido es expuesto a un agente oxidante como una ERO, como consecuencia
se forma un RL que oxida una cadena insaturada de lipido, y de esta manera la
formacion de un lipido hidroperoxidado y un radical alquilo. El alquilo reacciona
con una molécula de oxigeno y regenera la especie inicial, esta reaccion se repite
consecutivamente.

La lipoperoxidacién trae como consecuencia:

- Alteraciones en la estructura de la membrana, afectando la fluidez y
provocando dafo en su integridad.

- Generacion de especies citotéxicas como malondialdehido y 4-hidroxi-2-
nonenal que funcionan como agentes electrofilicos y que son capaces de
interactuar con proteinas y ADN [Veldzquez et al., 2004; Mathews et al.,
2002].

15.3 Dafno oxidativo al ADN.

La interaccion de las ERO con el ADN provoca reacciones con las bases
nitrogenadas causando cambios conformacionales, alteracion de bases y ruptura
de una o de la doble cadena y pérdida de nucledtidos. Esto conduce a la
produccion de genes mutados y, por ende, de proteinas disfuncionales.

De igual manera, la presencia de las ERO hace que se fragmente el ADN y
provoca la generacion de segmentos internucleosomales, formados por la ruptura
de ADN entre los nucleosomas (estructuras fundamentales para la organizacion
del ADN dentro de los cromosomas), ocasionando con ello alteraciones en las
propiedades funcionales de la cromatina, la cual juega un papel importante en la
regulacion de la transcripcion genética [Velazquez et al., 2004].

El dafio oxidativo al ADN es de suma importancia ya que las bases
nitrogenadas dafiadas pueden generar mutaciones y que a su vez puede resultar
en carcinogénesis, apoptosis, necrosis y enfermedades hereditarias [Rodriguez et
al., 2001].
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1.6 Enfermedades asociadas a las ERO.

Como ya se menciond anteriormente el dafio oxidativo puede lesionar
muchas biomoléculas como lipidos, proteinas y &cidos nucleicos, lo que conlleva a
la produccién de lesiones tisulares y de esta manera a la generacion de diversas
enfermedades. En algunas investigaciones se ha encontrado que cierto tipo de
enfermedades estan asociadas con la presencia de las ERO.

Se conocen mas de 100 enfermedades en las que estan implicados los RL,
en algunas son la causa primaria y en otras aumenta las complicaciones clinicas
(causa secundaria). Algunas enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo
son [Ferrer et al., 1999]:

- Enfermedad de Alzheimer.

Se caracteriza por la disminucién progresiva de la funcion cognitiva y
asociada con una perdida neuronal masiva. En estos pacientes se observa un
aumento significativo de los niveles de lipoperoxidacion y en los niveles de 4-
hidroxinonenal [Kawamoto et al., 2005; Velazquez et al., 2004].

- Enfermedad de Parkinson.

Se caracteriza por temblor de reposo, bradiquinesia (lentitud en los
movimientos voluntarios), rigidez e inestabilidad en el equilibrio y se debe a la
destruccidén de neuronas que contienen neuromelanina, la cual es mas vulnerable
al ataque de ROS cuando existen niveles bajos de glutation y vitamina E, y niveles
altos de hierro libre (prooxidante) [Glaser et al., 2005; Velazquez et al., 2004].

- Esclerosis lateral amiotroéfica.

Es una enfermedad neurodegenerativa que comienza afectando las
neuronas motoras superiores e inferiores que se manifiesta como una debilidad
progresiva en miembros y cara, atrofia, espasticidad, reflejos hiperactivos y
finalmente compromiso respiratorio y muerte. Aproximadamente un 10% de los
casos se heredan de manera autosOmica dominante, en los que tienen
mutaciones en el gen CuzZnSOD, mutaciébn que causa un aumento en la
generacion de radicales libres [Velazquez et al., 2004; Dorado et al., 2003; West et
al., 2004].

- Aterosclerosis.

Es la lesién oxidativa de los lipidos de las paredes de los vasos sanguineos,
mediante peroxidacion lipidica, altera los fosfolipidos y la estructura celular con la
consecuente rotura de la bicapa constitutiva de todas las membranas celulares, 1o
que lleva a la destruccion de las mismas y de esta manera hay engrosamiento y
rigidez de los vasos sanguineos [Violi et al., 2004; Kawashima, 2004; Masnatta et
al., 2003].
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- Cancer.

Estudios indican un aumento del riesgo a ciertos canceres cuando hay
deficiencia de selenio, un elemento antioxidante y cofactor de la enzima
antioxidante glutation peroxidasa.

Se ha demostrado que la SOD puede inhibir la accion de los promotores
tumorales [Behrend et al., 2003; Anesini et al., 2004].

1.7 Sistemas de defensa antioxidante.

En el organismo continuamente se estan generando RL por lo que las
células han desarrollado mecanismos de defensa que las protegen de los efectos
nocivos de éstos, ya sea impidiendo su formacién o tratando de contrarrestarlos
una vez que se han formado y de esta manera evitan efectos toxicos sobre la
célula; lo antes descrito constituye el mecanismo de defensa de los antioxidantes.

Un antioxidante es cualquier sustancia que a bajas concentraciones,
comparado con el sustrato oxidable, retarda o previene significativamente la
oxidacion de este sustrato [Halliwell y Gutteridge, 1999].

Cuando un antioxidante interactia con un RL, el antioxidante cede un
electrén oxidandose a su vez y se transforma en un RL débil no toxico.

anticmciants rachical libra

Figura 4. Interaccion de radicales libres con antioxidantes.

Los antioxidantes se dividen en enziméticos y no enziméaticos.

1.7.1 Antioxidantes enziméticos.

La célula contiene un grupo de enzimas encargadas de la proteccidn contra
dafo oxidativo, algunas de estas enzimas son:
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- Superoxido dismutasa (SOD)

Es una metaloenzima que se presenta en tres formas de diferente
localizacion: la Mn-SOD mitocondrial, CuZn-SOD citosolica y CuzZn-SOD
extracelular.

Esta enzima se encarga de dismutar al O," de acuerdo a la siguiente reaccion:

202._ + 2H° O, + H,0,

- Catalasa (CAT).

Es una hemoproteina que se encuentra en la mitocondria y en los
peroxisomas, en forma secuencial utiliza el H,O, generado por la SOD para formar
H.O y O, segun la siguiente reaccion:

2 H,0O, O, + 2H,0

- Glutation peroxidasa (GPx).

Es una selenoenzima que se encuentra en el citoplasma y en mitocondrias,
cataliza la reduccién del H,O, a H,O, empleando moléculas de glutation reducido
(GSH) como agente reductor. El glutation oxidado (GSSG) es reducido de nueva
cuenta por medio de la glutation reductasa (GR) en presencia de NADPH y de
esta manera se restablece la cantidad de GSH impidiendo que se agote su
reserva; a continuaciéon se muestran las reacciones mencionadas precisamente
[Rocha, 2005]:

2 GSH + Hy0, GSSG + H,O

GR

GSSG + NADPH + H* GSH + NADP?

1.7.2  Antioxidantes no enzimaticos.
Dentro de este grupo estan aquellos antioxidantes enddgenos y exégenos:
- Acido Urico.
Es el producto final del metabolismo de las purinas y funciona como un
buen atrapador de RL. Cuando el &cido drico reacciona con ERO, se generan

alantoina, &cido ciandrico y parabénico y otros productos [Cardenas y Pedraza,
2006].
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- Melatonina.

Es una neurohormona secretada por la glandula pineal, conocida por su
capacidad para modular la funcion endocrina y circadiana [Reiter, 1980] y
actualmente también se le ha descrito efectos benéficos actuando como barredor
de radicales libres [Reiter, 1995].

Penetra distintas barreras intracelulares, se acumula en los nucleos, donde
protege al ADN de distintos factores de estrés.

In vitro la melatonina actia como un depurador especialmente eficaz del
OH®, ademas de eliminarlo. Es capaz de proteger las células de la toxicidad
molecular desencadenada por el O, en los dafios celulares asociados a la
isquemia- reperfusion.

Se ha demostrado también que estimula a la glutation peroxidasa (GPx)
[Larios, 2004].

- Glutation reducido (GSH).

Protege a los grupos sulfhidrilo de las proteinas de la accion antioxidante de

los RL y tiene la capacidad de reaccionar con el H,O,, O," y el OH®, posee en su
estructura grupos tioles, por lo que tienen un alto poder reductor, por consiguiente,
es un buen antioxidante (puede cederle un electron a los RL, disminuyendo de
esta forma su reactividad). Actda en conjuncion con la GPx [Cardenas y Pedraza,
2006; Klatt y Lamas, 2000; Halliwell y Gutteridge,1999].

- Bilirrubina.
Es un compuesto liposoluble, es el producto de degradacién del grupo
hemo, su precursor es la biliverdina. Es un poderoso atrapador de radicales

peroxilo y de '0,. Cuando se une a la albimina la protege contra el dafio de los
RL [Halliwell y Gutteridge, 1999].

- Tiorredoxina (Trx).

Es un polipéptido, distribuido en el reticulo endoplasmico [Nakamura, 2005].
Esta proteina contiene dos grupos tiol adyacentes en su forma reducida que se
pueden oxidar a su forma disulfuro (S, o0 S-S).
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La Trx puede suplir los electrones en diversas reacciones de Oxido-
reduccién, de la misma manera puede reaccionar con H,O, segun la siguiente
reaccion:

TrX-(SH)2 + 2 H202

Trx-S, + 2 H,O + O,

- Vitamina C (acido ascorbico).

Es un compuesto hidrosoluble que se localiza en el citosol y en los fluidos
extracelulares, tiene la capacidad de aceptar electrones y reaccionar directamente

con el O," y el OH®, es un regenerador de vitamina E [lino et al., 2005].

- Vitamina E (a-tocoferol).

Compuesto liposoluble, la isoforma mas abundante es el a-tocoferol. Es el
antioxidante mas distribuido en los seres vivos. Se encuentra en las membranas
biol6gicas y tiene la capacidad de interrumpir la lipoperoxidacion en la fase de

propagacion. Captura O," y OH® [Schafer et al., 2002].
- Flavonoides.
Comprende un amplio grupo de compuestos polifendlicos cuya base
estructural son anillos aromaticos, su actividad antioxidante radica en su accion

como atrapadores de RL y en su habilidad para quelar metales, y asi inhibir la
peroxidacion lipidica.

- Carotenoides.

El B-caroteno y otros compuestos carotenoides relacionados con la vitamina
A se encuentran principalmente en membrana y poseen dobles enlaces
conjugados. Son antioxidantes liposolubles que también participan en el
atrapamiento de RL (atrapador de singulete), reduciendo la peroxidacion lipidica
[Mathews et al., 2002; Wertz et al., 2005].

- Dimetil sulféxido (DMSO).

Es una molécula cuya estructura quimica la forma un grupo sulféxido, es un
disolvente aproético polar, tiene una constante dialéctrica (capacidad de un
solvente para funcionar como aislante de cargas eléctricas) de 48, es un liquido
organico sin color, soluble en agua y solventes organicos, puede disolver muchas
sales por su gran polaridad [McMurry, 2001].
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Se obtiene de la pulpa de madera de los arboles, como producto secundario
obtenido durante la fabricacién del papel, ha sido utilizado por muchos afios como
vehiculo en concentraciones de 0.1-0.5%, y en el tratamiento de lesiones
dermatoldgicas, urinarias, reumaticas y manifestaciones renales [Xing y Remick,
2005].

Es un antiinflamatorio de accion local, que actia atrapando radicales libres
y bloqueando la sintesis de prostaglandinas, disminuye la agregacion plaquetaria,
en estudios recientes se ha demostrado que posee propiedades antioxidantes
[Pérez et al., 2006], ademas es un efectivo secuestrador e inactivador de OH°,
generando formaldehido y metano como productos de la reaccion [Garcia, 2001].

0 .
HHG’gCHH

Figura 5. Estructura quimica del dimetilsulféxido (DMSO).

1.8 Garcinia mangostanay XanGo™.

La fruta mangostan cuyo nombre cientifico es Garcinia mangostana,
proviene de un arbol tropical que llega a medir entre 6 y 25 m de alto, y se
encuentra distribuido principalmente en la India, Sri Lanka y Tailandia [Jung et al.,
2006], pertenece a la familia Guttiferae [Chopra et al., 1956], y tiene el titulo de “la
reina de las frutas” por poseer un exquisito sabor.

La fruta de esta especie es del tamafio de una mandarina, pesa entre 80 y
140 g y sus componentes son (Fig. # 6):

- Pericarpio (corteza o piel), es suave de ¥ a /s de pulgada de grueso y es
de coloracion purpura.

- Pulpa, consiste de 4 a 8 segmentos oblongos de color blanco, los cuales
poseen un sabor exquisito.

- Semillas, por lo general cada fruta contiene dos o tres semillas de 2 a 1
pulgada de largo [Templeman, 2003].
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e )
Mangostdn - Abierto

Figura 6. Garcinia mangostana

Desde el punto de vista medicinal, el pericarpio del mangostan ha sido
usado por muchos afos para el tratamiento de infecciones de la piel, heridas y
diarrea por muchos afios [Jung et al., 2006]; fue en el afio de 1693 que un médico
de nombre Laurentiers Garcin (cuyo nombre es la base del nombre cientifico
“Garcinia”) estudié las propiedades del mangostan descubriendo que la fruta
ayuda en el tratamiento de diversas inflamaciones intestinales, y a partir de estos
resultados surge la necesidad de estudiar cientificamente la composicion quimica
del mangostan.

Afos después, un cientifico aleman descubrié y aislé del pericarpio del
mangostan una molécula organica [Schmid, 1855] lo que condujo a determinar su
estructura y se encontrd que se trataba de moléculas muy rigidas, con un anillo
conjugado de seis carbonos, con multiples enlaces y con gran actividad biolégica;
este compuesto se identific6 como una xantona [Yates y Stout, 1958].

Diversos estudios han revelado que el mangostan posee una gran variedad
de xantonas, provenientes principalmente del pericarpio ademas se ha
demostrado que algunas de ellas tiene una funcién biolégica especifica [Jung et
al., 2006], a continuacién en la Tabla 2 se muestran algunas que ya han sido
estudiadas:
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Tabla 2. Ejemplo de algunas xantonas aisladas de la fruta del mangostan.

Xantona*

o-mangostin

B—mangostin

y-mangostin

Cudraxantona G

Garcimangosona
B

Garcinona D

Garcinona E

Gartanina

1-isomangostin

Mangostinona

Mangostenona A

Tovofilina B

* Aisladas del pericarpio.

Estructura

Actividad

bioldgica
Antioxidante
Antibacteriana

Antifangica

Antibacteriana
Antifingica
Antioxidante
Antiinflamatoria

Antioxidante

Antioxidante

Antibacteriana
Antifingica
Antioxidante

Antioxidante
Antifingica
Antioxidante

Antioxidante

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana

Referencia

Yates y Stout, 1958.
Williams et al., 1995.

Mahabusarakam et al., 2000.

Suksamrarn et al., 2003
Jung et al., 2006.
Gopalakrishnan et al., 1997.

Jefferson et al., 1970.
Suksamrarn et al., 2003.
Gopalakrishnan et al., 1997.
Jung et al., 2006.

Nakatani et al., 2004.

Jung et al., 2006.

Sen et al., 1980.
Jung et al., 2006.

Sen et al., 1986.
Suksamrarn et al., 2003.
Gopalakrishnan et al., 1997.
Jung et al., 2006.

Dutta et al., 1987.

Jung et al., 2006.

Govindachari et al., 1971.
Gopalakrishnan et al., 1997.
Jung et al., 2006.

Mahabusarakam et al., 1987.

Jung et al., 2006.

Asai et al., 1995.
Suksamrarn et al., 2003

Suksamrarn et al., 2002.
Suksamrarn et al., 2003

Huang et al., 2001.
Suksamrarn et al., 2003
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Algunas de estas xantonas poseen actividad fungicida [Gopalakrishnan et
al., 1997], antibacteriana [Traidej et al., 2005; Voravuthikunchai y Kitpipit, 2005;
Suksamrarn et al., 2003], antioxidante [Jung et al., 2006; Leong y Shui, 2002],
antitumoral [Matsumoto et al., 2003, 2004; Ho et al., 2002], antimalarica [Riscoe et
al., 2005], antiinflamatoria [Nakatani et al., 2004; Gopalakrishnan et al., 1980] y
antialérgica [Nakatani et al., 2002].

Recientemente, se han elaborado productos derivados de Garcinia
mangostana y son utilizados como suplementos alimenticios, ya que se ha
descubierto que la fruta posee la propiedad de ser un potente antioxidante [Jung et
al., 2006].

XanGo™ es un jugo que esta elaborado con el puré de la fruta entera del
mangostan, es decir, las semillas, el pericarpio y la pulpa de la fruta son parte de
la preparacion del jugo, ademas de otros ingredientes; en la Tabla 3 se muestra la
composicién del jugo comercial (Figura 7) y cuyo namero de patente es: US
6,730,333 B1 [Garrity et al., 2004].

Tabla 3. Ingredientes del jugo comercial del
mangostan (XanGo™).

COMPOSICION DEL JUGO DEL
MANGOSTAN.

Jugo de Garcinia mangostana.

Jugo de manzana.

Jugo de pera.

Jugo de uva.

Jugo de bayas.

Jugo de frutilla.

Jugo de arandanos.

Jugo de frambuesa.

Jugo de cereza.

Acido citrico.

Sabor natural.

Pectina.

Puré de pera.

Goma de xantano.

Benzoato de sodio.

Figura 7. Jugo comercial XanGo ™.
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2 JUSTIFICACION.

Diariamente estamos expuestos a infinidad de compuestos que son
perjudiciales para nuestra salud, como es el caso de contaminantes ambientales
(ozono, humo de cigarrillo), el oxigeno mismo, radiaciones e incluso, nuestro
propio organismo es generador de compuestos altamente reactivos ya sea en los
procesos normales del metabolismo o ciertos procesos del mecanismo de defensa
contra agentes extrafios. Esto conlleva a la pérdida de la homeostasis del cuerpo
por la generacion de radicales libres.

En los ultimos afos ha crecido el interés por proteger al organismo contra
las ERO ya que estudios recientes han demostrado que se encuentran
relacionados en la generacibn de muchas patologias que afectan diversos
sistemas como el circulatorio, el nervioso, el esquelético y el respiratorio, entre
otros, que si no se controlan o se detectan a tiempo, pueden provocar la muerte.

En este trabajo se midi6 la capacidad atrapadora del radical hidroxilo,
considerado dentro de las ERO la especie mas reactiva, recientemente se ha
reportado que esta relacionado con ciertas enfermedades como el Alzheimer,
Parkinson, algunos tipos de cancer, dafio por isquemia y reperfusién, entre otros;
otra de sus caracteristicas importantes es que tiene una vida media muy corta por
lo que es muy dificil de estudiarlo.

La fruta del mangostan ha sido utilizada por muchos afios como agente
terapéutico para ciertos padecimientos, y es por eso que ha crecido el interés por
conocer su composicién, encontrdndose de esta manera que posee sustancias
activas denominadas xantonas, las cuales se encuentran principalmente en el
pericarpio de la fruta; también se ha descubierto que una de sus caracteristicas
importantes es la de poseer la propiedad antioxidante.

En el presente estudio se analizo el extracto acuoso de la cascara de la
fruta del mangostén, con el fin de determinar si puede proteger a la ASB ante la
presencia del OH®, y de esta manera establecer que cumple su funcién como
agente antioxidante.

Dentro del mercado existe una amplia variedad de productos que fungen
como antioxidantes; un ejemplo lo constituye el XanGo™ que esta elaborado con
la fruta entera del mangostan, es decir, en su composicion esta presente el
pericarpio, las semillas y la pulpa, por lo que también se determiné su capacidad
de atrapar el OH®.
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3 HIPOTESIS.

Existen evidencias de que el OH® es la mas reactiva de las ERO ya que
ocasiona alteracion en lipidos, proteinas y al ADN; de tal manera que ha crecido el
interés por encontrar compuestos que nos protejan de la presencia de este radical.

La fruta del mangostan se ha utilizado en la medicina tradicional como
agente curativo para diversos padecimientos; una de sus tantas caracteristicas es

la de poseer propiedades antioxidantes, por lo tanto, se espera que el extracto sea
capaz de neutralizar al radical hidroxilo.

4 OBJETIVOS.

General.

Determinar si el extracto del pericarpio de Garcinia mangostana y el jugo
comercial XanGo' tienen la capacidad de atrapar el OH®.

Particulares.

Determinar el valor de Clso para el OH® del extracto acuoso de la cascara
de mangostan y del jugo comercial XanGo™ 'y compararlos con el antioxidante
DMSO, del cudl ya ha sido reportada su actividad atrapadora de la especie OH®.
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5 MATERIALES Y METODOS.
5.1 Reactivos.

Se utilizaron reactivos de las siguientes casas comerciales (entre corchetes
se indica el nimero de catalogo):

e Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA):
Albumina sérica bovina (ASB) [A4503], acido ascérbico [A7506], dimetil sulfoxido
(DMSO) [D5879], acrilamida [A3553], bis-acilamida [M7279], trizma base [T6066],
TEMED [T9281], persulfato de amonio [A3678], glicina [G8898], azul de
Coomassie R-250 [B0149], lauril sulfato de sodio (SDS) [L4509], mercaptoetanol
[M7154], azul de bromofenol [B5525] y glicerol [G5516].

) e J. T. Baker (Xalostoc, Estado de México, México):
Acido etilendiaminotetra-acético (EDTA) [8993], &cido tricloroacético (TCA) [0414],
fosfato de potasio monobdasico [3246] y fosfato de sodio dibésico [3828].
e Mallinckrodt (México, DF, México): H,O, [5240].
Todos los compuestos utilizados fueron de calidad grado reactivo.

El jugo de mangostan (XanGo™) se adquiri6 de Xango LLC, (Lehi, UT,

EUA) y el polvo de mangostan de DNP International Inc. (Whittier, CA, EUA).
5.2 Preparacion de las muestras.

Las muestras de jugo comercial de XanGo™ se prepararon de la siguiente
manera: el contenido de la botella se agitd, se separ6 una alicuota de 1.5 ml en un
tubo Eppendorfy se centrifugé a 10,000 rpm a 4°C por 10 min.

Las muestras de extracto acuoso del polvo del mangostan se obtuvieron de
la siguiente manera: se prepararon 10 ml de una solucién al 10% en agua
destilada. Esta solucion se agité en vortex por 10 min, se separ6é una alicuota de
1.5 ml en un tubo Eppendorfy se centrifugd a 10,000 rpm por 10 min a 4°C.

En ambos casos se us6 una centrifuga de la marca Beckman modelo J2-21
y el rotor rotor JA-18.1 (r=10.5 cm), se obtuvo el sobrenadante y se hicieron

diluciones con amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.4.

El antioxidante de referencia evaluado fue DMSO.

24



5.3 Evaluacion de la capacidad atrapadora sobre el OH®.

La ASB se expuso a la accién del OH® (generado mediante la reaccion de
Fenton) y la magnitud del dafio a esta proteina (degradacion) se visualizé en
geles de poliacrilamida mediante la tincion con azul de Coomassie y se cuantifico
mediante un analisis densitométrico.

La adicién de un compuesto atrapador de OH®* como el DMSO al sistema
impidio la degradacién de la ASB, lo que demostrd que el dafio fue provocado por
este radical.

54 Ensayo.

En la siguiente tabla se indican los componentes (y sus volimenes) para
generar el dafio a la ASB por el OH®:

ASB 1% | Amortiguador de | Solucion Solucion Muestra H,O, 2%
(ml) fosfatos 50 mM A 1X A 2X (ml) (ml) (ml)
pH 7.4 (ml) (ml)
Control 1 0.25 0.25
Control 2 0.25 -- 0.25 0.01
Muestra 0.25 0.125 0.125 0.01

Solucion A IX: Acido ascorbico (1.6 mM)/EDTA (0.8 mM)/(NH4) 2Fe(SO.),
(0.8 mM).

El control 1 es la referencia donde la ASB no ha sufrido dafio por el OH®,
ya que no esta presente.

Por otro lado, el control 2 es la referencia donde se expone el maximo dafio
provocado por el OH® a la ASB.

Todos los componentes se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 ml, se
mezclaron y la reaccion se dej6é a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Se adicionaron 0.25 ml de TCA al 10%, se agit6 en vortex y se centrifugé a
5,000 rpm por 30 min a 4 °C.

El sobrenadante se desechd y el precipitado se disolvié en 0.5 ml de NaOH
0.1 M.
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5.5 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).

En un tubo Eppendorf se mezclaron 0.008 ml del resuspendido (que
corresponden a 40 ug de ASB) y se mezclaron con 0.008 ml del amortiguador de
carga 1X. Esta mezcla se coloc6 en agua hirviendo por 1.5 min para
posteriormente colocarse en un pozo del gel de poliacrilamida para realizar la
electroforesis en una camara Myghty Small Il SE 250 (Amersham Pharmacia
Biotech, Piscataway NJ, EUA) a 20 mA (por cada gel) por aproximadamente 2.5 h.

Para visualizar las bandas de ASB, los geles se tifieron con una solucién de
azul de Coomassie (azul de Coomassie al 0.2%; metanol al 45%, acido acético al
10%) durante 3 h a temperatura ambiente. Para eliminar el exceso de colorante
los geles se colocaron en una solucion de metanol al 45% y &cido acético al 10%.

La imagen de cada gel se digitaliz6 con ayuda de un escaner Hewlett
Packard modelo 2200 y el area de cada banda de ASB se cuantificé con el
programa Sigma ScanPro version 4.

Con los valores de areas obtenidos mediante el analisis densitométrico, el
porcentaje de dafio a la ASB se determindé mediante la siguiente formula:

(Areaass+muestra+oHe - Ar€a asp+OHe)
x 100

Areansg - AreaasgioHe

Considerando que el 100% de dafio corresponde a 0% de capacidad
atrapadora, a 100 se le restd el valor obtenido con la férmula anterior para
determinar el porcentaje de capacidad atrapadora.

Con los valores de porcentaje de capacidad atrapadora y la concentracion
de las muestras se hicieron gréficas para calcular el valor de Cls (la concentracion
de la muestra a la cual se logra el 50% de atrapamiento del OH®) mediante un
analisis de regresion lineal realizado en el programa Excel 97 para Windows.

5.6 Analisis estadistico.

Las comparaciones de la capacidad atrapadora se realizaron con el
programa de estadistica Prism 3.02 (GraphPad, San Diego, CA, EUA). Se utilizé
la prueba paramétrica t-Student no pareada, donde se compararon los valores de
Clsp de cada compuesto, con el fin de discernir si son iguales las muestras entre

si. Los datos estan expresados como media + error estandar de la media.

Los valores de p<0.05 se consideraron significativos.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1 Implementacion de la técnica de electroforesis.

La técnica de electroforesis SDS-PAGE ya se encontraba establecida de
forma general en el laboratorio, que dependiendo de la proteina de interés las
cantidades manejadas para esta técnica oscilan de entre 10-100 ug. El primer
paso para este trabajo fue hallar las condiciones en las que se pudiera ver el
efecto concentracion-respuesta, por lo que se inicio con 37.5 ug de ASB, de esta
manera se obtuvo el primer gel (Figura 8A), como se observa la cantidad de
proteina es muy baja, asi que se opté por aumentar al doble la cantidad de ASB,
es decir, a 75 ug (Figura 8B), caso contrario ahora la cantidad de proteina fue
excesiva. Después de varios ensayos se encontrd la concentracion adecuada
donde se pudiera ver el efecto esperado que fue de 40 ug (Figura 8C). Por otro
lado se realizaron diferentes pruebas para demostrar que la proteina no se
degradaba por las condiciones del ensayo, para evitar interferencia con los
resultados (geles no mostrados).

A B C

Figura 8. Perfil electroforético de la ASB a diferentes concentraciones: (A) 37.5 ug, (B) 75 ug y
(C) 40 png.

Una vez que se implantaron las condiciones de proteina se manejaron las
muestras objeto de estudio, en donde se evaluaron a diferentes concentraciones
hasta encontrar aquellas en donde se pudiera ver el efecto concentracidon-
respuesta, y solo se consideraron los datos representativos que mostraron este
comportamiento para calcular el valor de Clsy, descartandose aquellos datos en
los que a concentraciones bajas no se observd ningun efecto o la respuesta
permanecié constante.
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6.2 Generacion del sistema de reaccioén.

El sistema de reaccion para inducir la generaciéon de OH® fue por medio de
la reaccién tipo Fenton, que se lleva a cabo entre un metal de transicion (Fe?") y
H,05:

Fe** + H,0, > Fe* + OH + OH°

El EDTA es importante para este sistema, ya que forma un complejo con
Fe?* el cudl cataliza la reaccién, con otros metales como por ejemplo el Cu®* no es
necesario su adicion [Kocha et al., 1997].

Una vez formada, la especie reactiva oxidé a la ASB provocando su
degradacion completa como se ve en la figura 9 (segundo carril) en cambio
cuando el OH® no se genera la proteina no sufre dafio (primer carril).

A =)

Figura 9. Gel SDS-PAGE que muestra a la ASB en (A) ausencia y (P) presencia de OH®, en el
primer carril la proteina no ha sufrido degradacién, pero en el segundo el dafio es completo.

6.3 Evaluacién antioxidante del extracto acuoso del mangostéan.

Con el fin de determinar las condiciones del extracto acuoso en el cual
muestre capacidad antioxidante se evaluaron diferentes concentraciones: 10%,
20%, 40% y 60%, en la figura 10 se muestra que a mayor concentracion del
extracto se observa menor proteccién antioxidante, esto puede ser debido a que a
altas concentraciones puede ser toxico [Suksamrarn et al.,2006].
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Figura 10. Perfil electroforético de la ASB tratada con OH* en presencia de 10, 20, 40 y 60% de
extracto de mangostan. Los geles muestran las bandas de la proteina en (A) ausencia, (P)
presencia de OH"® y diferentes concentraciones de extracto acuoso de mangostan.

Con base en lo anterior se utilizé la concentracion minima (10%) para ver
el efecto antioxidante contra el radical hidroxilo, ya que presenta una mejor
respuesta que en las demas donde se pierde el efecto, de este dato partimos para
hacer diluciones hasta encontrar aquellas en que el extracto ya no protegiera a la
proteina del OH®.

Para determinar la capacidad antioxidante de un compuesto es necesario
obtener la Clsp, que se define como la concentracion del compuesto, en el cual
puede atrapar el 50% de una especie reactiva en particular, por ello para
determinar dicho valor y compararlo con el compuesto de referencia se determino
la concentracion de solidos en un mililitro de muestra concentrada.

Establecidas las condiciones del ensayo para el extracto de mangostan se
corrieron geles SDS-PAGE (n=5), de esta forma en la figura 11A se observa
perfectamente el comportamiento concentracion-respuesta, donde el efecto es
directamente proporcional a la concentracion del extracto, y por otro lado, se
puede apreciar en el perfil electroforético que existe un dafio total a la proteina
cuando el OH® esta presente en el medio (segundo carril).

Extrapolando los datos en forma grafica mediante el analisis densitométrico
en la Figura 11B se ve que el extracto alcanzd aproximadamente 90% de
atrapamiento del OH® a la concentracién de 5.14 mg/ml, en cambio a partir de la
concentracion 0.51 mg/ml el efecto ya no cambid siendo constante para
concentraciones mas bajas. Estos datos son los que se consideraron para calcular
el valor de Clso.
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Figura 11.

A. Gel SDS-PAGE del extracto acuoso del mangostan tefiido con azul de Coomassie, donde
se muestra la banda representativa de la ASB en (A) ausencia y (P) presencia de OH® y en
presencia de OH® con diferentes concentraciones de extracto.

B. Efecto de la capacidad atrapadora de OH® del mangostan. Los datos estan expresados
como media + EE. n=5.

6.4 Evaluacion antioxidante de XanGo™

Para determinar la concentracion Optima del producto comercial se
realizaron diferentes diluciones, comenzando con wuna alicuota tomada
directamente del frasco, ya que como se trata de un producto terminado este fue
el punto de partida. En primera se utilizaron diluciones muy amplias que fueron
desde 1:5 a 1:400 (Figura 12), en donde se vio que a mayor dilucion ya no se
aprecia respuesta ni proteccion a la ASB, en base a diversos ensayos Yy
disminuyendo el rango de diluciobn se encontraron aquellas concentraciones en
donde se observé mejor respuesta (Figura 13).
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A + - - - -
P - + + + + + + + + +
XanGo™ (ml) - - S/D 15 1:50 1:100 1:150 1:200 1:300 1:400

Figura 12. Perfil electroforético de la ASB tratada con OH® utilizando diferentes diluciones de
XanGo™. Los geles muestran las bandas de la proteina en (A) ausencia, (P) presencia de OH® y
diferentes concentraciones de jugo de mangostan.

UL LLLLL

A + + + + + + + + +
P - + + + + + + + +
XanGo™ (ml) - - S/ID  1:10 1:20 1:30 1:40 1:50 1:100

Figura 13. Perfil electroforético de la ASB tratada con OH* utilizando diferentes diluciones de
XanGo™. Los geles muestran las bandas de la proteina en (A) ausencia, (P) presencia de OH® y
diferentes concentraciones de jugo de mangostan.

Para conocer las concentraciones en gramos de XanGo'", y de esta forma
comparar resultados con los demas compuestos se obtuvo el peso de los sdlidos
en un mililitro de muestra concentrada, estos resultados son los que se manejaron

para calculos posteriores.
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Una vez que se establecieron las condiciones del ensayo para esta muestra
se corrieron geles SDS-PAGE (n=5), observando en la figura 14A que el jugo
presenta el mismo efecto concentracion-respuesta, pero no protegié totalmente a
la ASB del OH".

En la figura 14B se puede ver que XanGo'™ atrapa aproximadamente un
94% al OH® a una concentracion de 25.73 mg/ml de acuerdo al analisis
densitométrico y siendo la concentracién mas baja de atrapamiento de 0.25 mg/ml
donde atrap6 aproximadamente 20%.
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Figura 14.
A. Gel SDS-PAGE de XanGo™ tefiido con azul de Coomassie, donde se muestra la banda
representativa de la ASB en (A) ausencia, (P) presencia del OH® y en presencia del OH®
con diferentes concentraciones de XanGo .

B. Efecto de la capacidad atrapadora del jugo de mangostan (XanGo™) sobre la generacién
de OH°. Los datos estan expresados como media+EE. n=5.
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Es importante sefialar que de acuerdo a la Tabla 3 donde se detallan los
ingredientes de XanGo™, el benzoato de sodio es un componente de este jugo,
que ademas de ser utilizado como conservador de alimentos ha mostrado
también tener capacidad antioxidante [Yamaguchi et al., 2006], es por eso que se
determind la concentracion presente por fotometria de flama y se establecié que
tiene una concentracién de 0.13392 g de benzoato de sodio por cada 100 ml de
XanGo™,

Para descartar que el efecto antioxidante que mostr6 XanGo™ pudiera
deberse a la presencia del benzoato de sodio, se corrieron geles SDS-PAGE
(n=3) de forma comparativa manejando el jugo y benzoato (a la concentracion
presente en el jugo) a las mismas condiciones del ensayo y se pudo observar que
si hay proteccion a la ASB, es decir, se presenta el efecto concentracion-
respuesta, pero es menor en comparacion con la de XanGo™ (Figura 15A).

Extrapolando estos datos en forma gréfica (Figura 15B) se aprecia mas esta
diferencia a una dilucion 1:20 el efecto protector del benzoato de sodio casi
desaparece, en cambio con XanGo™ a esta dilucién todavia existe cerca de un
70% de proteccion, por lo que se puede decir que el benzoato de sodio participa
de forma minima como protector de la ASB cuando esta presente el OH® en el
medio.

A.
- -
A + + + + + + + +
P - + + + + + + +
XanGo™ (Dilucién)* - - sSD - 110 - 120 -
Benzoato de sodio (Dilucion)** - - - S/D - 1:10 - 1:20
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EFECTO DE BENZOATO DE SODIO vs XANGO
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Figura 15.

A. Gel SDS-PAGE comparando el efecto protector del benzoato de sodio con XanGo™ .
* Las concentraciones de XanGo™ utilizadas son (S/D) 25.73 mg/ml, (1:10) 2.57 mg/ml,
(1:20) 1.28 mg/ml
**|_as concentraciones de benzoato de sodio son (S/D) 0.3282 mg/ml, (1:10) 0.0328 mg/mi
y (1:20) 0.016 mg/ml.

B. Comparacion del efecto protector del benzoato de sodio con la concentraciéon presente en
el jugo y XanGo™. Los datos estan expresados como media+EE. n=3

6.5 Evaluacion antioxidante del compuesto de referencia: DMSO

Para fines comparativos de la capacidad antioxidante se utiliz6 DMSO, un
compuesto que anteriormente se habia reportado que tiene capacidad
antioxidante, ademas de conocerse el valor de Clso de acuerdo a la literatura
[Floriano-Sanchez et al. 2006], con este dato se inicio para llevar a cabo la técnica
que, de igual manera después de diferentes ensayos, se encontraron aquellas
concentraciones en las que se observara mejor respuesta.

En la Figura 16A se presenta el gel SDS-PAGE y se puede observar que el
DMSO puede atrapar el OH®* sin embargo no inhibi6 por completo el dafio,
mostrando una respuesta directamente proporcional a la concentracion; para este
compuesto hubo mayor rango de concentraciones utilizadas.
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En la Figura 16B se muestran los datos obtenidos mediante el analisis
densitométrico a partir de los cuales se calculé el valor de Clso; como se puede
observar el DMSO alcanza aproximadamente un 98% de atrapamiento a 3.14
mg/ml, por otro lado, a la concentracién 0.03 mg/ml la capacidad atrapadora es de
aproximadamente 40% y a concentraciones mas bajas se pierde el efecto.
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Figura 16.

C. Gel SDS-PAGE del DMSO tefido con azul de Coomassie, donde se muestra la banda
representativa de la ASB en (A) ausencia, (P) presencia del OH® y en presencia de OH®
con diferentes concentraciones de DMSO.

D. Efecto de la capacidad atrapadora de OH® del DMSO. Los datos estan expresados como
mediatEE. n=4.
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6.6 Analisis estadistico de la capacidad antioxidante.

En forma general en la figura 17 vemos representados en forma gréfica los
valores de Clso de las tres muestras, podemos decir que el mejor atrapador de
OH* es el DMSO, mientras que XanGo™ se requieren aproximadamente 10 veces
mas para obtener el mismo efecto del DMSO. Por otro lado, los valores de Clsg
del extracto acuoso del mangostan y de XanGo™ son similares.

ST *

0507

IC 5 [Mgiml]

0.00

DM SO XanGo™ Mangostan

Figura 17. Valores de Cls, de DMSO (n=4), XanGo™ (n=5) y mangostan (n=4). Los grupos
marcados son significativamente diferentes *P<0.05 vs DMSO y ** P<0.0001 vs DMSO.

Los datos mostrados en la Tabla 4 son los valores de Clso de las muestras
en estudio, y confirman que el DMSO es el mejor antioxidante con capacidad de
atrapar OH® bajo las condiciones manejadas es el presente trabajo.

Tabla 4. Tabla comparativa de los valores de Cls, de los compuestos analizados, presentados
como media + EE.

Compuesto Clso (mg/ml)

Mangostan 0.486 + 0.006
n=4

DMSO 0.058 + 0.003
n=4

XanGo'™" 0.628 + 0.085
n=5

Benzoato de sodio 0.064 + 0.032
n=3
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CONCLUSIONES.

El extracto acuoso del mangostan, el jugo XanGo™ y el DMSO tienen
capacidad para atrapar OH®.

El extracto acuoso del mangostan y el jugo XanGo™ presentaron
capacidad similar para atrapar OH® (los valores de Clsp son semejantes).

En comparacion con el compuesto de referencia, el extracto de mangostan
y XanGo™ poseen ocho y diez veces respectivamente menos capacidad
antioxidante.

La capacidad antioxidante del jugo comercial XanGo™ puede explicarse en
cierta forma debido a que en su composicién esta presente la fruta del
mangostan, aunque no se puede asegurar rotundamente debido a que el
jugo posee otros ingredientes.

Se comprob6 mediante esta técnica que el DMSO cumple su funcién como
agente antioxidante como ya se habia reportado en la literatura.
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8 APENDICE.

= Amortiguador de carga IX.
Tris-HCI, 50 mM, pH 6.8
Dithiotreitol 2100 mM
SDS 2%

Azul de bromofenol al 0.1%
Glicerol al 10%

= Amortiguador de electroforesis (Tris glicina IX, pH 8.3):
Tris base 25 mM
Glicina 250 mM
SDS 0.1%

e Gel separador al 12%:
a) 2.5 ml de H,O
b) 3.04 ml de acrilamida al 30%
c) 1.9 mlde Tris 1.5 M pH 8.8
d) 0.076 ml de SDS al 10%
e) 0.076 ml de Persulfato de amonio al 10%
f) 0.003 ml de TEMED

e Gel concentrador al 5%:
a) 1.4 mlde H,O
b) 0.33 ml de acrilamida al 30%
c) 0.25mlde Tris 0.5M pH 6.8
d) 0.02 ml de SDS al 10%
e) 0.020 ml de persulfato de amonio al 10%
f) 0.002 ml de TEMED

= Soluciéon A (acido ascorbico 3.2 mM/EDTA 1.6 mM/(NH,4):Fe(SO,), 1.6
mM) 2X.
a) 0.01124 g de acido ascorbico
b) 0.01193 g de EDTA
c) 0.01252 g de sulfato de hierro amoniacal.
d) 20 ml de amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4

= Solucion A (acido ascorbico 1.6 mM/EDTA 0.8 mM/(NH,4).Fe(SO4), 0.8
mM) 1X:
a) 7.5 ml de solucién A 2X
b) 7.5 ml de amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4
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= ASB 1%:
a) 0.1 g de ASB
b) 10 ml de solucién A 1X

=  Solucién de azul de Coomassie:

a) 0.4 g de azul de Coomassie
b) 20 ml de acido acético glacial
c) 90 ml de metanol

d) 90 ml de H,O

= Solucion decolorante:
a) 20 ml de acido acético glacial
b) 90 ml de metanol
d) 90 ml de H,O
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9 ABREVIATURAS.

ADN Acido desoxirribonucléico

ASB Albdmina sérica bovina

CAT Catalasa

Clso Concentracion inhibitoria media

DMSO Dimetilsulfoxido

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EE Error estandar

ERO Especies reactivas de oxigeno

GM Garcinia mangostana

GPx Glutation peroxidasa

GR Glutation reductasa

GSH Glutation reducido

GSSG Glutation oxidado

HOCI Acido hipocloroso

MnSOD Superoxido dismutasa dependiente de manganeso
NADP* Dinucleétido de nicotinamida adenina fosfato
NADPH Forma reducida del dinucleétido de nicotinamida adenina fosfato
OH* Radical hidroxilo

RL Radical libre

SOD Superoxido dismutasa

XDH Xantina deshidrogenasa

XO Xantina oxidasa

TCA Acido tricloroacético

Trx Tiorredoxina
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