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Existen personas en nuestras vidas que nos hacen felices por la simple casualidad de
haberse cruzado en nuestro camino. Algunas recorren el camino a nuestro lado, viendo
muchas lunas pasar, mas otras apenas vemos entre un paso y otro. A todas las llamamos
amigos y hay muchas clases de ellos.

Tal vez cada hoja de un arbol caracteriza uno de nuestros amigos. El primero que nace del
brote es nuestro amigo papa y nuestra amiga mama, que nos muestra lo que es la vida.
Después vienen los amigos hermanos, con quienes dividimos nuestro espacio para que
puedan florecer como nosotros. Pasamos a conocer a toda la familia de hojas a quienes
respetamos y deseamos el bien.

Mas el destino nos presenta a otros amigos, los cuales no sabiamos que irian a cruzarse en
nuestro camino. A muchos de ellos los denominamos amigos del alma, de corazén. Son
sinceros, son verdaderos. Saben cuando no estamos bien, saben lo que nos hace feliz. Y a
veces uno de esos amigos del alma estalla en nuestro corazon y entonces es llamado un
amigo enamorado. Ese da brillo a nuestros ojos, musica a nuestros labios, saltos a nuestros
pies.

Mas también hay de aquellos amigos por un tiempo, tal vez unas vacaciones o unos dias o
unas horas. Ellos acostumbran a colocar muchas sonrisas en nuestro rostro, durante el
tiempo que estamos cerca. Hablando de cerca, no podemos olvidar a amigos distantes,
aquellos que estan en la punta de las ramas y que cuando el viento sopla siempre aparecen
entre una hoja y otra.

El tiempo pasa, el verano se va, el otofio se aproxima y perdemos algunas de nuestras hojas,
algunas nacen en otro verano y otras permanecen por muchas estaciones. Pero lo que nos
deja mas felices es que las que cayeron contindan cerca, alimentando nuestra raiz con
alegria. Son recuerdos de momentos maravillosos de cuando se cruzaron en nuestro camino.

Te deseo, hoja de mi arbol, PAZ, AMOR Y SALUD. Hoy y siempre.
Simplemente porque cada persona que pasa en nuestra vida es unica. Siempre deja un
poco de si y se lleva un poco de nosotros. Habra los que se llevaran mucho, pero no habra de

los que no nos dejaran nada. Esta es la mayor responsabilidad de nuestra vida y la prueba
evidente de que dos almas no se encuentran por casualidad.

José Luis Borges
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RESUMEN

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) causan dafo oxidante a lipidos, proteinas y acidos
nucleicos promoviendo asi el desarrollo de enfermedades como cancer, artritis reumatoide,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades pulmonares y numerosas enfermedades
neurodegenerativas como enfermedad de Alzheimer y enfermedad del Parkinson. El consumo de
frutas y verduras puede reducir la incidencia de dichas enfermedades debido a la presencia de
antioxidantes, los cuales retrasan o inhiben las reacciones en cadena de la oxidacion de
moléculas organicas.

El mangostan (Garcinia mangostana Linn), miembro de la familia Guttiferae, es un arbol que se
cultiva en bosques tropicales del sudeste de Asia en donde su fruto constituye parte de la
medicina tradicional. El pericarpio o cascara del mangostan es una fuente de xantonas y otras
sustancias que poseen actividades biolégicas como antioxidante, antitumoral, antialérgica,
antiinflamatoria, antibacteriana, fungicida y antiviral.

La a-mangostina fue la primera xantona aislada del pericarpio del mangostan, que también
puede obtenerse de la corteza y el latex. Respecto a su capacidad antioxidante se ha informado
que disminuye la oxidacion in vitro de lipoproteinas de baja densidad inducida por cobre o por
radicales peroxilo y que tiene capacidad atrapadora sobre peroxinitrito. Sin embargo, no se ha
caracterizado la capacidad antioxidante especifica para las EROs por lo que el objetivo de este
trabajo fue evaluar la capacidad atrapadora especifica de a-mangostina sobre las siguientes
EROs: peroxido de hidrégeno (H.O.), radical hidroxilo (OH®), anién superéxido (O,°"), oxigeno
singulete ('O5) y anién peroxinitrito (ONOO"), la cual se expresé como Clsy (concentracién del
antioxidante necesaria para atrapar o inhibir el 50% de la ERO presente o generada en cada
ensayo). Estos valores se compararon con los de diferentes antioxidantes de referencia.

La a-mangostina no presenté capacidad atrapadora sobre las siguientes especies: H,O,, OH®,
'0,, pero si sobre 0, (Clsy = 24.840.7 uM, n=6) sin embargo fue menos efectiva que el
compuesto de referencia, el acido nordihidroguayarético (Clsy = 6.5+£0.4 yuM, n=6) y también
presenté capacidad atrapadora sobre ONOO™ (Clso = 28.8+0.7 uM, n=9) siendo igual de efectiva
que el compuesto de referencia, la penicilamina (Clsy = 23.3+2.9 uM, n=5).

De acuerdo a los resultados de este estudio, a-mangostina atrapa Unicamente O,*~ y ONOQO™,
pero es importante aclarar que la toxicidad de estas especies se debe principalmente a la
generacion de especies mas oxidantes como OH® que es considerada la especie oxidante mas
danina, por lo que los efectos benéficos del mangostan sobre la salud pueden deberse, o

relacionarse, al menos en parte, con su actividad antioxidante hacia O,*~ y ONOO".



1. ANTECEDENTES
1.1 El mangostan.
La fruta del mangostan (Garcinia mangostana Linn), un arbol miembro de la familia
Guttiferae, es llamada la “reina de las frutas” por su calidad reconocida en color, sabor y olor.
El arbol es de lento crecimiento, tiene hojas coridceas, puede llegar a medir 6-25 m de altura
y se cultiva en bosques tropicales, es originario del sudeste de Asia, probablemente de
Malasia, pero actualmente entre los paises productores se encuentran India, Myanmar, Sri
Lanka, Tailandia, Filipinas, Brasil y otros paises centroamericanos y asiaticos.
Los frutos son redondos, de color purpura oscuro a
rojizo cuando es maduro, mide de 4-7 cm de
diametro y pesa de 55-75 g (Figura 1). La corteza o
el pericarpio, de aproximadamente 1 cm de grosor,
rodea la parte comestible, que consiste en 5-7
segmentos de pulpa casi traslicida, blanca, suave y
jugosa con un sabor dulce ligeramente acido.
El pericarpio de la fruta ha sido usado desde hace
muchos afos como parte de la medicina tradicional
en el sudeste de Asia para el tratamiento de
infecciones de la piel, heridas, disenteria, diarrea (Ji
et al., 2007, Weecharangsan et al., 2006, Jung et al.,
2006) y como antiinflamatorio (Gopalakrishnan et al.,
1997).
Diversos estudios experimentales han demostrado que extractos del mangostan poseen
actividad (a) antibacteriana: inhibe el crecimiento de Propionibacterium acnes y
Staphylococcus epidermidis implicados en el desarrollo del acné (Chomnawang et al.,
2007), (b) antioxidante: capacidad atrapadora eficaz de radicales libres (Weecharangsan et
al., 2006), (c) presenta actividad antiproliferativa y apoptotica en lineas celulares de cancer
de mama humano (SKBR3) (Moongkarndi et al., 2004a), (d) actividad neuroprotectora
(Weecharangsan et al., 2006), y (e) antialérgica y antiinflamatoria (Kanati et al., 2002).
Respecto a la actividad antioxidante Gonzalez-Cuahutencos (2007) evalué la capacidad
antioxidante de un extracto acuoso de la cascara del mangostan y del jugo comercial del
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mangostan “XanGo'™” sobre las siguientes especies reactivas: 'O, 0,*", HOCI, H,0, y
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ONOO". Encontré el siguiente orden de eficacia de atrapamiento para el extracto de la
cascara de mangostan O, >ONOO>HOCI>'O, y para el XanGo™ 0,*>ONOO >HOCI.
También encontré que el extracto de la cascara del mangostan es mas efectivo para atrapar
las especies estudiadas que el XanGo™ y demostré que ambos no tienen la capacidad para
atrapar H>O, y que ademas el XanGo™ no tiene la capacidad de atrapar 'O,. Como
perspectivas consideré 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.

En el mangostan se han identificado diferentes compuestos como antocianinas,
benzofenonas glicosiladas (Jinsart et al., 1992; Huang et al., 2001; Nguyen et al., 2005),
taninos (Moongkarndi et al., 2004b), pectinas, resinas, latex (Garrity et al., 2004) y los
principales metabolitos secundarios mas abundantes son las xantonas (Ji et al., 2007; Jung
et al., 2006) cuya variedad y concentracion aumentan con la maduracion de la fruta (Nagy y
Shaw, 1980).

Al estudiar las propiedades medicinales del mangostan, en algunos trabajos, se han aislado
compuestos biolégicamente activos (Jung et al., 2006; Suksamrarn et al., 2003 Suksamrarn
et al., 2006; Sakagami et al., 2005) que en su mayoria son xantonas y que son de interés
debido a su variedad de beneficios sobre la salud (Garrity et al., 2004).

1.2 Xantonas del mangostan.

Las xantonas son metabolitos secundarios que se encuentran comunmente en algunas
familias de plantas superiores, en hongos y en liquenes (Vieira y Kijjoa, 2005). El nucleo de
las xantonas, conocido como 9-xantenona o dibenzo y pirona (Figura 2), es simétrico y esta
sustituido en diferentes posiciones lo que da lugar una gran variedad de estructuras quimicas
con actividades farmacoldgicas y biolégicas (Pinto et al., 2005).

@)
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Figura 2. Nucleo de las xantonas



En diversos estudios fitoquimicos se ha encontrado que el mangostan contiene una variedad
de metabolitos secundarios entre los que se encuentran las xantonas preniladas vy
oxigenadas (Matsumoto et al., 2005). Las xantonas han sido aisladas del pericarpio, de la
fruta completa, del tronco del arbol y de las hojas. También se ha reportado que presentan
actividades biolégicas muy importantes por ejemplo antibacteriana (Inhuma et al., 1996;
Chomnawang et al., 2005), fungicida (Gopalakrishnan et al., 1997), antioxidante (Williams et
al., 1995; Jung et al., 2006), antitumoral (Matsumoto et al., 2005) y antiinflamatoria
(Shankaranaraya et al., 1979; Chairungsrilerd et al., 1996a,b). Entre las xantonas mas
estudiadas (Figura 3) se encuentran las o-, B-, y 7y-mangostinas, garcinona E, 8

desoxigartanina, y gartanina.

O OH —
T
HO O OH

y-mangostina

gartanina garcinona E 8-desoxigartanina

Figura 3. Algunas xantonas del mangostan.

1.3 a-mangostina.

La a-mangostina (Figura 4) es la xantona presente en mayor concentracion en la fruta del
mangostan (Walker E, 2007; Mahabusarakam et al., 2006). Fue aislada por primera vez en
1855 del pericarpio del mangostan y se le dio el nombre de mangostina (posteriormente a-
mangostina). En 1930 Dragendorff y en 1932 Murakami comenzaron a dilucidar su estructura
(Wan, 1973); sin embargo Yates y Stout (1958) fueron los primeros en proponer la correcta
férmula molecular, establecieron su actividad éptica, la naturaleza y posicion de las cadenas
laterales y vias de degradacién. Ademas encontraron que a-mangostina es el residuo de
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color amarillo obtenido del pericarpio de la fruta del mangostan y que se puede aislar de
diversas partes como la corteza, el latex y de diversas partes del arbol del mangostan
(Jefferson et al., 1970; Govindachari et al., 1971; Mahabusarakam et al., 1987). En 1968

Stout et al. presentan evidencias experimentales que confirman la estructura propuesta.

HO O OH

Figura 4. Estructura de a-mangostina

En diversos estudios se ha demostrado que esta molécula tiene actividades biolégicas muy

importantes entre las que se encuentran:

Propiedades antialérgicas y antiinflamatorias.

Los primeros estudios farmacoldgicos de a-mangostina muestran que su administracion oral
e intraperitoneal tiene actividad antiinflamatoria en ratas en las que se indujo edema con
carragenina (Shankaranarayan et al., 1979). Chairungsrilerd et al. (1996a) demostraron en
aorta de conejo que a-mangostina es un agente bloqueador de receptores histaminérgicos,
porque inhibe las contracciones inducidas por histamina. También demostraron que es un
antagonista competitivo del receptor Hy en células del musculo liso (Chairungsrilerd et al.,
1996b) dado que inhibe las contracciones inducidas por histamina de forma dependiente de
la concentracion en presencia o ausencia de cimetidina, un antagonista del receptor de H, de
histamina, pero no afecta el estado de relajacion en aorta de conejo ni en traquea de cobayo
inducida por la estimulacion de los receptores H. de histamina y en las células del masculo
liso de aorta de rata inhibe de manera dependiente de la concentracién la unién de
[®*H]mepiramina, un antagonista especifico para el receptor de histamina Hj.

Propiedades antibacterianas y fungicidas.
linuma et al. (1996) estudiaron los efectos inhibitorios de diversas xantonas aisladas del
pericarpio de la fruta del mangostan contra el crecimiento de Staphylococcus aureus



resistente a meticilina (MRSA por sus siglas en inglés). Se encontr6 que a-mangostina tuvo
la mayor actividad inhibitoria con un valor de concentracion minima inhibitoria (MIC por sus
siglas en inglés) MIC = 1.57 a 12.5 ug/mL.

Suksamrarn et al. (2003) probaron el potencial antituberculoso de xantonas preniladas del
pericarpio de la fruta del mangostan. La a-mangostina exhibié un fuerte efecto inhibitorio
contra Mycobacterium tuberculosis con un valor de MIC = 6.25 ug/mL.

Sakagami et al. (2005) encontraron que a-mangostina fue activa contra Enterococcus
resistentes a vancomicina (VRE por sus siglas en inglés) y MRSA, con valores de MIC = 6.25
y 6.25-12.5 pug/mL, respectivamente. También observaron un sinergismo entre a-mangostina
y gentamicina contra VRE y a-mangostina e hidrocloruro de vancomicina contra MRSA y un
sinergismo parcial entre a-mangostina y los antibiéticos ampicilina y minociclina.
Gopalakrishnan et al. (1997) demostraron la actividad fungicida de varias xantonas aisladas
del pericarpio de la fruta del mangostan y algunas xantonas derivadas de o-mangostina
contra tres hongos fitopatégenos Fusarium oxysporum vasinfectum, Alternaria tenuis, y
Dreschlera oryzae. La a-mangostina presentd una actividad inhibitoria contra los tres
hongos a concentraciones de 1, 10, 100 y 1000 ppm en el medio.

Propiedades antitumorales.
Matsumoto et al. (2003) examinaron el efecto inhibitorio de seis xantonas del pericarpio de la
fruta del mangostan sobre el crecimiento en una linea celular de leucemia humana HL60. Se
examinaron los efectos citotoxicos después de 72 h de incubaciéon con las xantonas a
concentraciones de 5 a 40 pM. Aunque todas las xantonas exhibieron una inhibicién
significativa del crecimiento, a-mangostina fue mas eficaz incluso a dosis mas baja de 10 uM
(a 10 uM se logré una completa inhibicién). También se evalué el efecto de a-mangostina en
el crecimiento de diferentes tipos de lineas celulares de leucemia (K562, NB4 y U937);
aunque no presentd efecto significativo sobre el crecimiento celular a dosis menores a 2 uM,
si inhibié el crecimiento de todas las lineas celulares a 5uM. A una concentracién de 10 uM
de a-mangostina, inhibi6 marcadamente el crecimiento de todas las lineas celulares
estudiadas, especialmente de HL60, NB4 y U937.
Se ha examinado los efectos protectores de a-mangostina en lesiones preneoplasicas en
carcinogénesis de colon de rata inducidas por la inyeccibn subcutdnea de 1,2-
dimetilhidracina (40 mg/Kg de peso corporal). Se demostré que la administracién diaria de o-
7



mangostina en el alimento a concentraciones de 0.02% y 0.05% durante cinco semanas
inhibié en forma significativa la induccién y el desarrollo de dichas lesiones (Nabandith et al.,
2004).

Matsumoto et al. (2005) investigaron los efectos antiproliferativos de cuatro xantonas
preniladas, entre ellas a-mangostina en células de cancer de colon humano DLD-1 y se
encontrd que tres xantonas, incluyendo a-mangostina, inhiben fuertemente el crecimiento de
las células a una concentraciéon de 20 uM y su eficacia antitumoral se correlacioné con el
namero de grupos hidroxilo. También se demostré6 que los efectos antiproliferativos de -
mangostina estan asociados con la induccién de apoptosis.

Al evaluar las propiedades antitumorales de xantonas aisladas del mangostan entre ellas o-
mangostina, en lesiones preneoplasicas de un cultivo de glandula mamaria de raton
inducidas por 7,12 dimetilbenz(a)antraceno, se encontré que a-mangostina inhibe el 50% de
las lesiones preneoplasicas a una concentracién (ICsp) de 1.0 ug/mL (2.44 uM) (Jung et al.,
2006).

Suksamrarn et al. (2006) evaluaron las propiedades citotoxicas de xantonas aisladas del
pericarpio de la fruta del mangostan contra tres lineas celulares de cancer humano,
carcinoma epidermoide de la boca (células KB), cancer de mama (células BC-1) y cancer de
pulmén (células NCI-H187). La a-mangostina exhibio el efecto mas potente contra células
BC-1 con un valor de 1Csy de 0.92 ug/mL, en comparacién con la actividad presentada por el
farmaco elipticina (ICso = 1.46 pg/mL); también tuvo un efecto citotdxico contra las células KB
(ICs0 = 2.08 pg/mL) y NCI-H187 (ICs0 = 2.87 pg/mL).

La o-mangostina también poseen actividad antimalarica in vitro contra Plasmodium

falciparum con un valor ICso = 5.1 uM (Riscoe et al., 2005).

Propiedades antioxidantes.

Fan & Su (1997) caracterizaron las propiedades antioxidantes de a, y y-mangostinas
obtenidas del extracto metandlico de la fruta del mangostan. y la compararon con la actividad
antioxidante de otros compuestos antioxidantes. Utilizando el método del tiocianato férrico
encontraron el siguiente orden de eficacia antioxidante: y-mangostina>butilhidroxianisol>a-

tocoferol>a-mangostina (Pedraza-Chaverri et al., 2008).



Williams et al. (1995) encontraron que a-mangostina disminuye la oxidacion, inducida por
cobre o por radical peroxilo, de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) aisladas de plasma
humano. Ellos midieron la oxidacién de las LDL por la produccién de dienos conjugados a
234 nm, por la produccion de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) (una
medida de la oxidacién de los lipidos) y por el consumo de a-tocoferol y encontraron que a-
mangostina disminuye la oxidacién de las LDL, (a) prolonga la fase de latencia (fase lag), (b)
disminuye la produccién de TBARS y (c) disminuye el consumo de a-tocoferol inducido por la
oxidacién de las LDL.

Por otra parte, Jung et al. (2006) midieron la capacidad atrapadora de peroxinitrito (ONOQ™)
de 14 xantonas aisladas del pericarpio de Garcinia mangostana mediante la oxidacién del
compuesto no fluorescente dihidrorodamina 123 (DHR123) por ONOO™ y reportaron que a-
mangostina, junto con 4 xantonas mas, presenté la actividad antioxidante mas eficaz con un
valor de ICsp = 12.2 uM; el resto de las xantonas presentaron un valor de ICso en el intervalo

2.2 a 26.4 uM y utilizaron como referencia el compuesto DL-penicilamina ICsp = 3.1 uM.

1.4 El oxigeno.

El oxigeno molecular (O.) o dioxigeno (porque son dos atomos de oxigeno atémico unidos
por un enlace covalente) es uno de los gases mas importantes de la Tierra. Constituye el
21% de la atmoésfera, 89% del peso del agua del mar y al menos el 47% de la corteza
terrestre. Tiene dos electrones desapareados, este tipo de estructura es llamado estado
basal o estado triplete y significa que el oxigeno es un birradical; sin embargo estos dos
electrones se encuentran en giro paralelo, lo que dificulta tomar dos electrones libres con giro
antiparalelo a la vez, por ello sélo puede recibir estos electrones de uno en uno para cada
orbital molecular externo. Esto explica porqué en su estado basal y a temperatura ambiente
el oxigeno reacciona muy poco y ademas requiere metales (hierro, cobre) o metaloproteinas
con hierro o cobre principalmente (con grupo hemo), que actlan como catalizador en sus
reacciones (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006).

El O, atmosférico es producto de la oxidacién del agua (reaccién 1) llevada a cabo por el
fotosistema Il de las células fotosintéticas durante la fotosintesis (Hansberg, 2002).

2H,0 — 0, +4H" +4e™ (1)

En los organismos aerobios, el oxigeno es el ultimo aceptor de electrones en la cadena
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respiratoria en donde se forma agua. La enzima citocromo c¢ oxidasa, en el complejo IV de
transporte de electrones, reduce completamente el oxigeno a agua (reaccién 2) por la adicién
de cuatro protones y 4 electrones.

+ p—
O,+4H 4e —2H,0 (2
Estos dos procesos establecen un ciclo entre los organismos productores y consumidores de
oxigeno.
A la adicién sucesiva de electrones a la molécula de oxigeno se le conoce como reduccién

univalente (reaccion 3), produciéndose asi especies parcialmente reducidas de oxigeno.

0,—*—0, ——H,0,—*—0H —*“—H,0 (3)

1.4.1 Toxicidad del oxigeno.

La toxicidad del oxigeno se explica debido a la formacién de las especies reactivas de
oxigeno (EROs). Estas especies son mas reactivas que el oxigeno en su estado basal de
triplete. Las principales especies son: (a) las que se producen por la ruptura o la excitacién
del oxigeno: oxigeno atémico(O), ozono(Os) y oxigeno singulete ('Oz) y (b) las especies
parcialmente reducidas: anién superdxido(O.*"), peréxido de hidrégeno(H>02) y radical
hidroxilo (OH®) (Hansberg, 2002).

1.4.2 Las especies reactivas de oxigeno (EROs).

Un radical libre se define como cualquier especie quimica, ya sea atobmica o molecular, capaz
de existir independientemente, que contenga uno o mas electrones desapareados (que
ocupan por si mismos un orbital molecular o atémico). Se pueden formar por diversos
mecanismos como ganancia o pérdida de un electrén de un no radical o por la ruptura
homolitica de una molécula. Son altamente reactivos, asi como inestables, y tienen a
remover un electrén de otras moléculas para obtener estabilidad y de esta manera pueden
adicionarse a otra molécula, actuar como agente reductor (se oxida), como agente oxidante
(se reduce) o puede substraer un H" de las uniones carbono-hidrégeno (C-H) como en los
lipidos (Halliwell, 2006).

Los radicales libres mas importantes desde el punto de vista biol6gico son los derivados del
oxigeno y del nitrégeno principalmente.
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La expresion “especies reactivas de oxigeno” es un término colectivo que involucra no sélo
radicales libres derivados del oxigeno, sino también a los no radicales derivados de la
reduccién molecular del oxigeno y que ademas son muy reactivos, como el H.O, y el acido
hipocloroso (HOCI) (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006).

Toda célula genera EROs continuamente pero no todas las reacciones en las que participan
son del todo nocivas, pues son esenciales para la vida debido a que estan involucradas en
funciones “fisioldégicas” importantes como las de transduccion de sefales, neurotransmision,
relajacién del musculo liso, agregacion plaquetaria, control del sistema inmune, produccion
de energia, fagocitosis, senalizacion celular, entre otras (Gomes et al., 2005). En el musculo
liso vascular controlan el crecimiento de las células musculares y el aumento de su
concentracion puede generar hipertrofia (Obregén, 2008). Forman parte del sistema de
defensa en las células fagociticas (Diplock, 1994); sin embargo cuando se encuentran a altas
concentraciones pueden generar dano al causar la oxidacion de moléculas como lipidos,
proteinas y acidos nucleicos. El balance entre las sustancias pro-oxidantes y las
antioxidantes es el que determina sus funciones fisiolégicas o patolégicas.

A continuacién se describen algunas EROs de interés para este trabajo:

OXIGENO SINGULETE ('0y).

Cuando uno de los electrones desapareados del oxigeno absorbe energia e invierte su
rotacién (giro), se forma el '0,. Existen dos formas del oxigeno singulete: la sigma (Z) que es
un radical libre, debido a que conserva los dos electrones desapareados en los orbitales
moleculares externos 2m*(cada electrédn en un orbital) como en el caso del dioxigeno, la
diferencia radica en que el electrdn tiene giro antiparalelo, y la delta (A), la cual también
posee dos electrones, aunque en este caso se encuentran apareados en un solo orbital 21T,
por lo que no es un radical libre ya que no posee ningun electrén desapareado (Cardenas-
Rodriguez y Pedraza Chaverri, 2006).

Se ha estimado su vida media 10° s dependiendo de la naturaleza de la matriz que se
encuentre a su alrededor, puede interactuar con otras moléculas por la transferencia de su
energia de excitacion o por combinaciéon quimica (Diplock et al.,, 1998), es capaz de
reaccionar con la mayoria de los compuestos celulares. (Hansberg, 2002). Puede oxidar
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directamente proteinas, DNA vy lipidos (Halliwell, 2006). Los blancos preferenciales para
reaccionar quimicamente son compuestos con dobles ligaduras, acidos grasos
poliinsaturados o bases de DNA como la guanina (Diplock et al., 1998).
De la misma forma, la formacién de 'O, es llevada a cabo por fagocitos activados (reaccién
4), los cuales son células que forma parte del sistema inmunoldgico de los seres vivos (por
ejemplo los monocitos y macréfagos) y que son estimuladas cuando ya existe o hay
posibilidad de dafio a las células (Cardenas-Rodriguez y Pedraza Chaverri, 2006).

20, +2H" — H,0,+' 0, (4)
ANION SUPEROXIDO (0,").
Esta especie es producida por diversos sistemas enzimaticos como NADPH oxidasa, xantina
oxidasa (degradacién de purinas) (reaccién 5), ciclooxigenasa y lipooxigenasa, éxido nitrico
sintasa y citocromo P450; por reacciones de autooxidacidén y por via no enzimética por la
transferencia de electrones que reducen de forma univalente al O,, es decir cuando acepta
un electrén. En solucién acuosa puede oxidar al acido ascorbico, reduce a los complejos de
hierro tal como la citocromo ¢ y el &cido férrico-etilendiamino-tetraacético (Fe** EDTA)
(Aruoma, 1994b).

Xantina + Oz + H:0 — > Acido drico + 0" + H* (5)
El O,*" forma parte de la defensa inmune primaria del organismo ya que las células
fagociticas como monocitos y macréfagos producen grandes cantidades de esta especie
como mecanismos de defensa contra organismos extranos (Diplock et al., 1998). Cuando
estas células se activan, el complejo enzimatico de la NADPH oxidasa localizado en la
membrana citoplasmatica, reduce parcialmente al O, generando O>*" en grandes cantidades

(reaccidn 6).

20, + NADPH + H* —2PMeddae 0=+ NADP* +2H™ (6)

PEROXIDO DE HIDROGENO (H»0,).
La mayor parte de esta especie proviene de la dismutacién del O,*" catalizada por la enzima

superdxido dismutasa (SOD) (reaccion 7).
20, +2H" —>-0, + H,0, (7)

Aunque no es un radical libore y es poco reactivo, puede difundir a través de los
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compartimentos celulares y reaccionar con el O,*” en presencia de metales de transicion,
para generar el OH®. Por esta razén se le considera un oxidante importante en las células de
los organismos aerobios. Un grupo de flavoenzimas localizadas en el reticulo endoplasmatico
del higado y el rindn son importantes en el metabolismo de los aminoacidos y producen H20O»
(Cardenas-Rodriguez y Pedraza Chaverri, 2006).

Tiende a formar aductos con algunos carbohidratos, aminoacidos y bases nitrogenadas.
Algunas enzimas, como la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa o la fructosa-1,6-difosfato
fosfatasa del cloroplasto se inactivan con el H>O,. Reacciona lentamente con algunos
cetoacidos como el piruvato o el a—cetoglutarato (Hansberg, 2002).

A bajas concentraciones el H.O. es poco reactivo, sin embargo, a altas concentraciones es
capaz de oxidar los grupos —SH de las proteinas y causar ruptura de las hebras del ADN.

RADICAL HIDROXILO (OH®).

Esta especie se puede formar por la radiacién de alta energia como los rayos X, por divisién
homolitica de la molécula de agua o cuando el H,O, acepta un electron desapareado, por
ejemplo, de un metal de transicién como el Fe?* o el Cu*, se forma el OH® y el i6n hidroxilo
(OH") (reaccién de Fenton, reaccion 8). Este ultimo es inocuo, se protona para formar agua;
en cambio el OH® es considerado una de las especies oxidantes mas dafinas y se estima
que tiene una vida media (10°). La luz ultravioleta puede dividir al H-O, y producir dos
moléculas de OH®. La alta reactividad de este radical implica la reaccién inmediata en el
lugar donde fue generado (Diplock et al., 1998).

Fe* +H,0, — Fe’* +OH" + OH™ (8)

La reaccién del H-O. con el O>* puede formar OH® via reaccién Haber-Weiss (reaccion 9)
(Cheng et al., 2002).

0y +H,0,—"" 50, +OH" +OH" (9)
También se puede formar a partir del acido hipocloroso (HOCI) (reaccién 10).

HOCl+0; — OH" +CIl~ +' 0, (10)

ANION PEROXINITRITO (ONOO").

Este anién puede formarse por la combinacién del radical 6xido nitrico (NO®) y O,*" (reaccién

11). El ONOO™ es un potente oxidante que induce nitracién de tirosina, lipoperoxidacion y
13



citotoxicidad. Se ha encontrado involucrado en varios estados patolégicos (Cardenas-
Rodriguez y Pedraza Chaverri, 2006).

NO® +0;,” - ONOO™ (11)
Durante su descomposicion a pH fisiolégico, el ONOO™ puede producir algunos radicales
libres que son oxidantes fuertes (Figura 5). Estos productos se forman por dos mecanismos.
El primero implica la protonaciéon del ONOQO™ para formar el acido peroxinitroso (ONOOH), el
cual experimenta una descomposicion homolitica y genera dos radicales, OH® y diéxido de
nitrégeno (NO.*), que son altamente reactivos. El segundo mecanismo es la reaccién entre el
ONOO' y el di6xido de carbono (CO,) para formar nitrosoperoxocarbonato (ONOOCO, ), e

cual se descompone para dar NO,* y radical carbonato (CO3*™) (Xiong et al., 2007).

H* ONOOH ——— NO,* + OH°®

N\

0, CO, ONOOCO, ———NO,* + COz* ™

>
ONOO‘>\
Figura 5. Formacién ONOOQ™ y sus productos de descomposicién. Xiong et al., 2007.

1.4.3 Daino producido por las EROs.
Hay tres principales blancos de ataque de los radicales libres en las células:

ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (ADN).

Reaccionan con la desoxirribosa y con las bases nitrogenadas, éstas pueden generar
mutaciones que a su vez pueden resultar en carcinogénesis, apoptosis, necrosis y
enfermedades hereditarias. En relacion con esto, se han detectado mas de 20 tipos de
modificaciones estructurales de las bases (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006).
Existen mecanismos de reparacién del ADN que consisten en una amplia gama de enzimas
que se activan cuando hay modificaciones y reconocen las anomalias en el ADN; reparan el
dafo eliminandolo por escision, resintesis y reincorporacion de filamento del DNA (Halliwell y
Cross, 1994).

LiPIDOS.
El efecto principal es la lipoperoxidacion, que se produce al contacto con los lipidos de la
14



membrana con un agente oxidante, como cualquiera de las EROs. En esta reaccion el radical
libre inicia la reaccion de oxidacibn en cadena de un lipido, formando un lipido
hidroperoxidado y un radical alquilo. El alquilo reacciona con una molécula de oxigeno y
regenera la especie inicial, constituyendo una reaccion en cadena (ciclica). Esta
lipoperoxidacion trae como consecuencia alteraciones en la estructura de la membrana,
afectando su fluidez y provocando dafio en su integridad. La peroxidacion de los lipidos
genera especies como el malondialdehido y el 4-hidroxi-2-nonenal, los cuales son
considerados citotoxicos, ya que pueden funcionar como agentes electrofilicos capaces de
interactuar con otros compuestos celulares, principalmente proteinas y ADN. Cabe
mencionar que la lipoperoxidacion es un proceso identificado en enfermedades
cardiovasculares. Uno de los procesos importantes es la oxidacion de las lipoproteinas de
baja densidad, efecto que se ha correlacionado con la arterosclerosis (Cardenas-Rodriguez y
Pedraza-Chaverri, 2006).

PROTEINAS.

Los efectos son la oxidaciéon de residuos de los aminoacidos, el rompimiento de los enlaces
peptidicos y la agregacion entre proteinas. Este dafno conduce a una modificacion en su
estructura, provocando la pérdida de la actividad catalitica para finalmente interrumpir la
regulacién de las vias metabdlicas. Los sistemas de reparacion se limitan a los residuos de
metionina, por lo que las proteinas oxidadas deben ser hidrolizadas para evitar su difusién en
la red metabdlica o su interaccién con otras proteinas (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-
Chaverri, 2006).

Las proteinas también son susceptibles al ataque por parte de los intermediarios o productos
finales producidos por el dafo de las EROs sobre los lipidos, como es el caso del 4-
hidroxinonenal. Las proteinas dafadas por estrés oxidante no deben ser consideradas como
productos finales, ya que éstas son capaces de dafar otras biomoléculas (Olivares-Corichi et
al., 2006).

Los efectos de las EROs han sido implicados en numerosas condiciones clinicas como:
lesibn por isquemia-reperfusion, cancer, envejecimiento, defectos en glébulos rojos
(paludismo, anemia), artritis reumatoide, enfermedad de Parkinson, retinopatia, dafno retinal
degenerativo (Aruoma, 1996), enfermedades cardiovasculares, diabetes y arteriosclerosis
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(Yokoyama, 2004), enfermedades pulmonares como el sindrome de insuficiencia respiratoria
progresiva, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica y asma (Sierra et al., 2004).

1.4.4. Defensas antioxidantes contra las EROs
La prevencién del dafo por las EROs es de gran importancia pues como ya hemos visto
éstas se producen continuamente en nuestro organismo como parte del metabolismo celular;
sin embargo también se cuenta con sistemas antioxidantes que permiten mantener un control
sobre estas especies para evitar el dafno oxidante.

Se puede definir como antioxidante a cualquier sustancia que cuando esta presente en bajas
concentraciones con respecto al sustrato oxidable, retrasa o inhibe significativamente la
oxidacién de este sustrato (Diplock et al., 1998).

Una forma de clasificar los antioxidantes es: enzimaticos y no enzimaticos. Entre los primeros
existen varias enzimas que cataliticamente remueven las EROs, entre ellas se encuentran

las siguientes:

Superoxido dismutasa (SOD). Cataliza la conversion del O>* a H>O» (reaccién 12). Es una
enzima que se encuentra en el citoplasma (CuZnSOD), mitocondria (MnSOD) y en el fluido
extracelular (CuZnSOD) (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006).

20, +2H* = H,0, +0, (12)

Catalasa. Cataliza la reduccién del H,O, a H>O (reaccion 13). Esta enzima se encuentra en

todas las células aerdbicas principalmente en peroxisomas y mitocondrias.
2H,0, - 2H,0+0, (13)
También tiene actividad de peroxidasa (reaccién 14).
H,0,+R-CH,OH = 2H,0+ R~-CHO (14)
Se encuentra en mayor proporcién en higado y en eritrocitos, ya que aqui se llevan acabo

procesos metabodlicos en los que se producen grandes cantidades de H.O. (Olinescu y
Smith, 2002).
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Glutation peroxidasa (GPx). Cataliza la reduccién de perdxidos organicos empleando dos
moléculas de glutation reducido (GSH). Los productos de la reaccidén son glutation oxidado
(GSSG) y HO (reaccién 15). Es una selenoenzima presente en varias isoformas, entre las
que se encuentran la GPx citosélica, la GPx plasmatica y la GPx de fosfolipidos (Cardenas-
Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006).

H,0, +2GSH — GSSG +2H,0

ROOH +2GSH — GSSG+ROH +H,0 (19)

La existencia de antioxidantes no enzimaticos, incrementa la capacidad del organismo para

defenderse de las EROs. Algunos de ellos son:

Glutation. Es un tripéptido formado por acido glutamico, glicina y cisteina, es uno de los
principales antioxidantes de la célula. En su forma reducida, glutation (GSH) participa en
multiples reacciones y procesos. También se le conoce como tiol por su grupo funcional el
cual le confiere la capacidad de donar electrones. A diferencia de algunas enzimas, el GSH
tiene un grupo sulfhidrilo expuesto facilmente atacado que por las EROs (Olinescu y Smith,
2002).

Vitamina C. Se localiza en el citosol y en fluidos extracelulares (Cardenas-Rodriguez y
Pedraza-Chaverri, 2006). Este compuesto interactia directamente con las EROs, ademas
restaura las propiedades antioxidantes de la vitamina E y del GSSG. Representa la
proteccibn mas efectiva contra la lipoperoxidacién en plasma. Es efectiva para atrapar
especies como el 0,*”, HO, y OH® (Olinescu y Smith, 2002).

Vitamina E. Es el principal antioxidante liposoluble y su principal funcién es mantener la
integridad de la membrana celular (Olinescu y Smith, 2002).

Esta vitamina estd compuesta de varios tocoferoles, de los cuales, el a-tocoferol es el que
presenta mayor capacidad atrapadora (Eberhadt, 2001). Tiene la capacidad de interrumpir la

lipoperoxidacién en la fase de propagaciéon (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006).

Estudios epidemiol6gicos indican que la ingesta de frutas y verduras se asocia con una
menor incidencia de enfermedades cronicas como cancer, enfermedad de Alzheimer,

enfermedad del Parkinson, enfermedades cardiovasculares, entre otras, lo cual se atribuye a
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la combinacién 6ptima de fitoquimicos como antioxidantes naturales y compuestos bioactivos
presentes en estos productos (Nicoli et al., 1999; Aruoma, 2003; Velioglu et al., 1998; Jung et
al., 2006).

1.4.5. Estrés oxidante.

Es la situacién en la que se pierde el balance entre condiciones oxidantes y defensas
antioxidantes, puede ser resultado de la (a) disminucién de los niveles de antioxidantes o de
reparacién por ejemplo las mutaciones afectan la actividad de enzimas antioxidantes (SOD,
glutation peroxidasa) o toxinas que agotan las defensas antioxidantes y/o (b) incremento de
la produccion de EROs por ejemplo ante la exposicién de niveles elevados de O,, toxinas
gue por si solas son especies reactivas (por ejemplo NO,*), también por activacién excesiva
de los sistemas de produccién de estas especies (células fagociticas) en enfermedades
crénicas (Halliwell y Whiteman, 2004).

Bajo estas condiciones se presentan danos de las macromoléculas por el rompimiento o
modificacién de su estructura, trayendo como consecuencia una alteracién en la funcién o

incluso muerte celular (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006).

18



2. JUSTIFICACION

La toxicidad del oxigeno se debe a la produccidén excesiva de las EROs que causan dafio a
los acidos nucleicos, lipidos y proteinas promoviendo asi el desarrollo de enfermedades
degenerativas mediadas a través de estrés oxidante. Una alternativa para aumentar la
capacidad del organismo para defenderse de esta condicion es la ingesta de antioxidantes
exo6genos. Dado que la a-mangostina es la principal xantona del mangostan y presenta entre
otras actividades biologicas, capacidad antioxidante, es necesario realizar estudios para
caracterizar con detalle esta capacidad especifica contra las EROs: H:0,, OH®, 0,°", 05, y
ONOO".

19



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Evaluar la capacidad antioxidante especifica de la a-mangostina ante las EROs: H,O,, OH®,

0,"", '0,, y ONOO'™.

3.2 Objetivo particular:
Determinar y comparar el valor de Clsy de la a-mangostina con los Clsy de los antioxidantes

de referencia.
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4. MATERIALES.

La a-mangostina que se us6 en este trabajo fue aislada en un trabajo previo para tesis de
Licenciatura (Gonzalez-Cuahutencos, 2007).

Los reactivos fueron adquiridos de las siguientes companias:

Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA): N, N-Dimetil-4-nitrosoanilina (DMNA), sulfato
amoniacal de hierro (Il) hexahidratado, L-Acido ascérbico, hidroxitolueno butilado (BHT),
catalasa de higado de bovino, L-histidina, diéxido de manganeso (MnQO,), glutatién forma
reducida (GSH), sal sédica de naranja de xilenol, DL-Penicilamina, acido
dietilentriaminopentaacético (DTPA), dimetil sulféxido (DMSO), nitrito de potasio (KNO,), azul
de nitrotetrazolio (NBT) y xantina oxidasa.

J. T Baker (México, D.F.): Hidroxido de sodio (NaOH), fosfato de sodio dibasico anhidro
(NaoHPOQO,), fosfato de sodio monobasico monohidratado (NaH.PO4*H>O), hipoclorito de
sodio (NaOCI) solucién al 5% de cloro disponible y peréxido de hidrégeno (H>O.) en solucion
al 30%.

Mallinckrodt (Paris, KY, USA): Carbonato de sodio (NaxCQOg).

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

Todos los reactivos fueron grado analitico.

Para realizar las mediciones espectrofotométricas se usé un espectrofotometro Beckman
Coulter, modelo DU®640 y para realizar las mediciones de fluorescencia se usé un

espectrofluorometro Biotek Synergy HT.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1 Determinacion de la capacidad atrapadora de H,O. in vitro.

FUNDAMENTO: El H,O, presente en el medio de reaccién oxida al ién ferroso (Fe**) a su
forma férrica (Fe**) el cual se une a la sal sédica de naranja de xilenol y forma un complejo
colorido que absorbe a una longitud de onda de 560 nm (Figura 6).

Si la muestra presenta un efecto atrapador ante el HOz entonces el Fe?* no se oxidara y por
lo tanto no habra Fe** que pueda reaccionar con la sal sédica de naranja de xilenol y la

formacién del complejo colorido disminuira respecto al control.

Fe?* + H,O, = Fe® + OH® + OH™ (reaccién de Fenton)

Fe® + Naranja de Xilenol ——complejo colorido Ama =560 nm
Figura 6. Capacidad atrapadora de H2O..

Metodologia

En un tubo eppendorf de 1.5 ml se mezclé una solucién de H,O, 75 uM (1:1 v/v) con agua
destilada (tubo control: 0% atrapamiento) o con diferentes concentraciones de a-mangostina
(de 0—2.5 mM) el volumen final de la mezcla fue 100 pl y se incub6 por 30 min a temperatura
ambiente. Se anadieron 0.9 ml del reactivo de FOX; se dej6 incubar 30 min a temperatura
ambiente y se midié absorbancia a 560 nm (Floriano-Sanchez et al., 2006; Medina-Campos
et al., 2007).

Para preparar el reactivo de FOX se mezclan 9 volumenes de hidroxitolueno butilado 4.4 mM
en metanol grado HPLC con 1 volumen de una solucién de naranja de xilenol 2.56 mM vy
sulfato ferroso amoniacal en H,SO4 0.25 M.

Se utilizé piruvato de sodio (0-10.2 mM) como compuesto atrapador de referencia ante H>O..

Para determinar la capacidad atrapadora de H>O, se considera que el valor de absorbancia
obtenido en el tubo control es debido al 100% de H,O, presente ya que no tiene el
compuesto antioxidante que lo degrade y los valores obtenidos con la muestra se comparan
con respecto a este tubo control.
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Capacidad atrapadora de HoO2 (%)= {1—(’"“”’”‘}}100
aos

control

5.2 Determinacion de la capacidad atrapadora de OH® in vitro.

FUNDAMENTO: Los OH® generados por la reaccién del complejo hierro/EDTA con H,O, en
presencia de acido ascoérbico, descomponen a la desoxirribosa formando una mezcla
compleja de productos que con calentamiento a pH acido, forman el malondialdehido y es
detectado por su capacidad de reaccionar con el acido tiobarbiturico (TBA); formando asi un
cromoégeno que absorbe a una longitud de onda de 532 nm (Figura 7).

Al adicionar atrapadores de OH® compiten con la desoxirribosa por los radicales producidos y
por lo tanto la formacién del cromégeno disminuye (Halliwell et al., 1987; Aruoma, 1994a).

1.- Generacién de OH*: Fe™* — EDTA + H,0,—— Fe’* —EDTA+OH ™ +OH"
2.-Degradacion de 2-desoxirribosa por OH*

OWO
OH pH bajo

-3 Productos de descomposicidén —Ab malondialdehido

+

LSS CHLY D f A,

Cromogeno Amax = 532 nm acido tiobarbitarico

Figura 7. Capacidad atrapadora de OH* por el método de la desoxirribosa.

Metodologia

Para la mezcla de reaccién se utilizé acido ascérbico 0.2 mM, desoxirribosa 0.56 mM, H,O, 1
mM, amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.4, a-mangostina en diferentes concentraciones
(0-4.8 uM) o amortiguador de fosfatos 15 mM pH 7.4 (tubo control: 0% atrapamiento). La
reaccion inicia con la adicién de EDTA 0.208 mM/ FeCls 0.2 mM; el volumen hasta este punto
fue de 1 mL. Se incubd a 37°C por 1 h. Después se anadié 1 mL de la solucién TBA (26
mM)/HCI (2.08%)/acido tricloroacético (15%)/Deferoxamine mesylate (0.33 mM) y esta
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mezcla se calenté a 100°C durante 10 min (en un bafno con aceite). Se dejé enfriar a
temperatura ambiente y se midié absorbancia a 532 nm.

Se utilizé manitol (0-20 mM) como compuesto atrapador de OH®.

Para calcular la capacidad atrapadora de OH® se consideré al valor de absorbancia obtenido
en el tubo control como maxima formacién de cromdgeno debido a la presencia del 100% de
OH* formado y los valores obtenidos con las muestras se comparan con respecto a este

control.

abs

Capacidad atrapadora de OH® (%)= {1—(’"“”’”‘}}100
a Smm‘ml

5.3 Determinacion de la capacidad atrapadora de O,°" in vitro.
FUNDAMENTO: La xantina oxidasa cataliza la oxidacion de hipoxantina a xantina y de

xantina a acido urico, generandose ademas O, el cual reduce al NBT (las sales de
tetrazolio son indicadores coloridos muy sensibles a reacciones enzimaticas redox) y se
forma entonces un producto insoluble colorido (formazan) que absorbe a una longitud de

onda de 560 nm (Figura 8).
O

ZT

xantina oxidas

HN \> /‘* \ OQ\H |N/Eo

O
H F4 . Ve .
Xantina Acido urico
NO O N NO O N

e Q 9
T e e

Azul de nitrotetrazolio (NBT) formazan Amax= 560 nm

=z

Figura 8. Determinacién de O,*" por la actividad de la xantina oxidasa.

Sin embargo es importante considerar que el compuesto a analizar no afecte la actividad de
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la xantina oxidasa, lo que en consecuencia evitaria la generacién del O.* y la reduccién del
NBT. Para ello es necesario medir la generacién de acido Urico a una longitud de onda de
295 nm (Pedraza-Chaverri et al., 2004; Floriano-Sanchez et al., 2006). Bajo esta perspectiva,
un compuesto que atrapa O,*" disminuye la reduccién del NBT (y la produccién de
formazan), sin interferir con la actividad de la xantina oxidasa, es decir con la generacion de

acido Urico y de O2* (Medina-Campos et al., 2007).

Metodologia

El sustrato (400 L) de la reaccidn fue preparado con xantina 23 uM, carbonato de sodio 20
uM, NBT 29 uM, amortiguador de fosfatos 18 mM pH 7.0 y se mezclé con 50 pL de
amortiguador de fosfatos 6 mM pH 7.0 (tubo control: 0% atrapamiento) o con 50 pL de
diferentes concentraciones de a-mangostina (de 0-100 uM). La reaccién se inicié con la
adicion de 50 pL de una solucién (168 U/L) de xantina oxidasa. Se sigui6 el desarrollo de la
reaccion mediante la medicién de absorbancia a 295 nm (para la formacién de acido Urico) y
a 560 nm (para la formacion de formazan) cada minuto durante 3 minutos y estableciendo
como referencia (tubo control) para cada ensayo que la diferencia de absorbancia/minuto a
560 nm fuera de 0.05.

Se utilizé el acido nordihidroguaiarético (NDGA) (de 0-27 uM) como atrapador de Ox*".

Para determinar la capacidad atrapadora de O, se calcularon los deltas de absorbancia a
560 nm del tubo control que corresponde a la maxima formacion de formazan debido a la
presencial del 100% de O,°*” generado y los datos obtenidos con las muestras se compara

con las deltas de absorbancia de dicho control.

Capacidad atrapadora de O2* (%)= {1—(%}}100
aos

control

en donde Aabs = absorbancia/minuto

5.4 Determinacion de la capacidad atrapadora de 'O, in vitro.

FUNDAMENTO: El 'O, generado a partir de NaOCI y H»O,, produce la disminucién de
absorbancia (decoloracion) del compuesto N,N-dimetil-p-nitrosoanilina (DMNA) es cual es
utilizado como atrapador selectivo de 'O, (Pedraza-Chaverri et al., 2004; Floriano-Sanchez et
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al., 2006; Medina-Campos et al., 2007). La reaccién entre la DMNA y el 'O, se permite
durante 40 min a temperatura ambiente (Figura 9).
Si el compuesto a analizar tiene una capacidad atrapadora ante 'O, entonces la DMNA no se

decolorara.

NaOCl + H,0,—> O, + NaCl + H,0

HyC - CHs H,Cy - CHs

3

decoloracion

Lo

NO NO
Dimetilnitrosoanilina Amax = 440 nm

Figura 9. Capacidad atrapadora de 'O; a través de la decoloracién de DMNA.

Metodologia

La mezcla de reaccién se prepard con amortiguador de fosfatos 45 mM pH 7.1, histidina 10
mM, H>O, 10 mM, NaOCI 10 mM, amortiguador de fosfatos 3 mM pH 7.1 (tubo control: 0%
atrapamiento) o diferentes concentraciones de a-mangostina (de 0-25 uM); al adicionar la
N,N-dimetil-p-nitrosoanilina 1 mM se mide absorbancia a 440 nm (1p). Se deja incubar a
temperatura ambiente durante 40 min y se mide absorbancia a 440 nm (t40).

Para determinar la capacidad atrapadora de 'O, se considera la diferencia de absorbancia
(absorbancia al tiempo ty — absorbancia al tiempo t4) del tubo control* como el maximo
decoloramiento del DMNA debido a la presencial del 100% de 'O, generado vy las diferencias
de absorbancia (to-tso) Obtenidas con las muestras se comparan con las del tubo control.
*Para cada ensayo se establecid que la diferencia de tp-t40 a 440nm del tubo control fuera de
1.0.

Capacidad atrapadora de 'O, (%)= {1 - (iabs’”"em]x}loo
aos

control

en donde Aabs = abs ty —abs t49
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5.5 Determinacidén de la capacidad atrapadora de ONOO™ in vitro.

FUNDAMENTO: El ONOO™ provoca la oxidacién de la dihidrorodamina 123 produciendo la
rodamina 123 que es un compuesto fluorescente y tiene una A excitacion= 505 NM Yy A emisisn=
529 nm (Kooy et al.,, 1994; Medina-Campos et al., 2007; Floriano-Sanchez et al., 2006)
(Figura 10).

Si la muestra presenta propiedades antioxidantes, se disminuird o anulara la formacion de la
rodamina 123.

HCl+ KNO, — HNO, + KCI

H,0, + HNO, —°"_ONOO™ + H,0
H,N O NH, H,N O NH,+
O ooe
H

] COOCH, g COOCH,

123 Dihidrorodamina 123 Rodamina
(fluorescente)

GENERACION DE PEROXINITRITO:

DETECCION:

Oxidacioén

Y

A excitacion = 505 nm
A emision = 529 nm

Figura 10. Capacidad atrapadora de ONOQO™ a través de la oxidacion de DHR 123

Metodologia

Para hacer este ensayo fue necesario sintetizar el ONOO™ de la siguiente manera: En un
bafo de hielo se realiza permitiendo durante 1 segundo la reaccion entre 5 mL de una
solucién acida de H>O, 0.7 M (en HCI 0.6 M) con 5 mL de KNO. 0.6 M. La reaccion se
detiene afadiendo 5 mL de NaOH 1.2 M frio. El H>O, residual de la mezcla se remueve
pasando la solucién a través de una columna de MnO; previamente lavada con NaOH 1.2 M
(Medina-Campos et al., 2007). La solucion de ONOO™ se guarda en tubos eppendorf de 1.5
mL en alicuotas de 0.5 mL protegida de la luz a -80°C, hasta su uso.

La concentracion de ONOO™ se determind espectrofotométricamente a 302 nm antes de
realizar cada ensayo usando el coeficiente de extinciéon molar de 1,670 M'cm™ (Medina-
Campos et al., 2007).
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Para medir la capacidad atrapadora de ONOO™ se utilizé la siguiente mezcla de reaccidén 165
puL de amortiguador de fosfatos 75 mM pH 7.4, 25 uL de DTPA 100 mM, 25 pyL amortiguador
de fosfatos 75 mM pH 7.4 (tubo control: 0% atrapamiento) é a-mangostina en diferentes
concentraciones (de 0-450 uM), 35 pL de dihidrorodamina-123 50 uM (preparada a partir de
una solucién concentrada de DHR-123 28 mM en DMSO). La reaccién comenzé con la
adicién de 10 pL de ONOO™ 1.25 mM. Estos dos ultimos reactivos se mantuvieron en hielo y
protegidos de la luz hasta antes de adicionarlos a la mezcla de reacciéon. Se midid
fluorescencia (UF) usando A excitacion de 485/20 nm y una A emisisn de 528/20 nm con una
sensibilidad de 35, en un espectrofluorometro Biotek Synergy HT.

Para calcular la capacidad atrapadora de ONOQO™ se considerd la fluorescencia del tubo
control* como la maxima cantidad de rodamina 123 formada por la accién del 100% de
ONOO™ generado sobre la dihidrorodamina 123. Si la muestra presenta capacidad

atrapadora, habra una disminucién parcial o total de la rodamina 123 formada.

Capacidad atrapadora de ONOO™ (%){1—(%}}100

control

*En todos los ensayos se utilizé un control espectrofotométrico en la mezcla de reaccion en

ausencia de ONOO, es decir la absorbancia a 500 nm fue de 0.3.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos estan expresados como promedio + error estandar (EE). Los datos se compararon
contra el tubo sin a-mangostina o compuesto de referencia usando un analisis de varianza de
una via (ANOVA) seguido de una prueba de Dunnett.

La capacidad antioxidante se expresé como Clsy que es el valor de la concentraciéon de o-
mangostina o del compuesto de referencia (UM o mM) que es capaz de atrapar o inhibir el
50% de la ERO presente o generada en cada ensayo. Mientras mas pequefio sea el valor de
Clsp mas eficaz sera la capacidad de antioxidante del compuesto (Floriano-Sanchez et al.,
2006; Medina-Campos et al., 2007). Para analizar y graficar los datos se utilizé el software
Graphpad Prism versién 3.0.

Pruebas de solubilidad.

Debido a que la a-mangostina es insoluble en agua se realizaron pruebas de solubilidad en
diferentes disolventes acetona, dimetilsulfoxido (DMSQO), etanol y metanol para determinar la
maxima concentracién de a-mangostina que se podria analizar en los ensayos antioxidantes,

asi mismo se analizé si el disolvente interferia en el ensayo.

6.1 Determinacion de la capacidad atrapadora de H,O..
En este ensayo se utilizé como compuesto de referencia al piruvato que reacciona con el
H.O, actuando asi como atrapador de esta especie (reaccién 16) (Halliwell y Gutteridge,

2001).
o)

0
HC)ST/ONa + HO0, — HC)J\ + *co, + Ho  (16)
3

3 ONa
O

En la Figura 11 se muestra que el piruvato atrapa H.O. en forma dependiente de la
concentracion. La capacidad atrapadora fue significativa a 0.67-10.18 mM de piruvato. El
valor calculado de Clsp es 1.18+£0.1 mM, lo cual nos indica la concentracion necesaria para

atrapar el 50% del H,O, presente.
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Figura 11. Capacidad atrapadora del piruvato sobre H,O, Los datos estan expresados como
promediotEE (n=9) *p<0.001 vs 0 mM.

Para analizar a-mangostina, fue necesario averiguar los disolventes que se podian utilizar en
este ensayo, por lo que se determind la solubilidad de acuerdo al volumen y concentracion

de H>O, requeridos en el ensayo (Tabla 2).

Tabla 2. Solubilidad de a-mangostina con el H,O»

[a-mangostina] (mg/mL) | [a-mangostina] (mM) | Solubilidad con H2O. | Disolvente
2.6 6.3 Si etanol
0.5 1.2 Si metanol
0.5 1.2 Si acetona

Para este ensayo se prepard una solucion concentrada de a-mangostina en etanol puro ya
que como se indica en la tabla anterior, dicho disolvente permitia analizar una mayor
concentracion del compuesto sin que precipitara con el H,O, y a partir de la solucion
concentrada se realizaron diluciones en agua, de tal manera que el etanol también se diluyo;

las concentraciones que finalmente se analizaron se resumen en la Tabla 3.
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Tabla 3. Concentraciones analizadas de a-mangostina y etanol.

n=6 Intervalo de concentraciones
o-mangostina en etanol 0.5uM-2.5mM
etanol 22 yM-21 M

La a-mangostina no presenté capacidad atrapadora de H»O., en las concentraciones
analizadas, con 30 minutos de incubacién. Al mismo tiempo se analizé una serie que
contenia las diferentes concentraciones de etanol en las que se disolvié a-mangostina y se

determiné que este disolvente tampoco presentaba capacidad atrapadora de H,O..

6.2 Determinacion de la capacidad atrapadora de OH".

Se utilizé manitol como atrapador de OH®. En la Figura 12 se muestra que el manitol atrapa
OH* en forma dependiente de la concentracién. La capacidad atrapadora fue significativa a
0.5-20 mM de manitol. El valor calculado de Clsy es 2.9+0.2 mM.

Figura 12. Capacidad atrapadora del manitol sobre OH®. Los datos estan expresados como
promedio + EE (n=5) *p<0.001 vs 0 mM.

Para realizar este ensayo se prepard una solucion concentrada de a-mangostina en etanol
puro y a partir de ésta se realizaron diluciones por lo que el etanol también se diluy6. Se
31



analiz6 una serie que contenia Uunicamente etanol en las diferentes concentraciones de en
que se disolvi6 a-mangostina (Figura 13, barras blancas) y otra serie que contenia o-
mangostina disuelta en etanol (Figura 13, barras negras). Las concentraciones analizadas se

resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Concentraciones analizadas de a-mangostina y etanol.

n=7 Intervalo de Concentraciones
etanol 0.1 -8.6 mM
o-mangostina en etanol 0.01- 0.97 uM

En la Figura 27 se muestra que ambas series atrapan OH® en forma dependiente de la
concentracion, sin embargo, dado que el porcentaje de atrapamiento en cada una de las
concentraciones analizadas es el mismo y que ambas series tienen la misma concentracion
de etanol, se concluye que el efecto atrapador mostrado por la serie correspondiente a la o-

mangostina es causado por la presencia de etanol.

o

Il o-mangostina/EtOH *
[ etanol —

&
*
)

= BN W A~ th Oy = o
2 © & &

*

*

Capacidad atrapadora de OH® (%)

o iDi AL

[a-Mang, )M - O - 001 - 003 - 009 - 032 - 097
[etano,mM ~ 0 010 028 086 2838 866

Figura 13. Capacidad atrapadora de Etanol y a-mangostina/Etanol sobre OH®. Los datos

estan expresados como promedio + EE (n=7) *p<0.001 vs 0 mM.

32



Se analiz6 hasta una concentracion de a-mangostina 4.8 uM en etanol 43.3 mM sin
embargo, aunque esta concentracion de a-mangostina es aproximadamente 5 veces mayor,
Unicamente se alcanza un porcentaje de atrapamiento de 80%.

Se calculé la capacidad antioxidante de las dos series, respecto a la concentracion de etanol,
para hacer la comparacioén estadistica. El valor calculado de Clsg es 1.6+0.1 mM para la serie
que sblo contenia etanol y Clsp = 1.7£0.3 mM para la serie que contenia a-mangostina
disuelta en etanol. En la Figura 14 se comparan los valores de Clso y se puede observar que
no hay diferencia significativa por lo se concluye que el efecto observado es debido
unicamente al disolvente (etanol) y que en las concentraciones analizadas, la a-mangostina
no atrapa OH®.

También se realizaron pruebas utilizando como disolvente acetona, metanol y
dimetilsulfoxido y en todas se obtuvo el mismo efecto que el etanol.

Figura 14. Capacidad atrapadora de a-mangostina/Etanol y Etanol sobre OH®. Los datos

estan expresados como promedio = EE (n=7).

La reaccion con OH® se puede clasificar principalmente de tres tipos: abstraccion de
hidrégeno, adicién del radical a una molécula y transferencia de electrén. La reaccion OH*®
con el manitol y etanol es un ejemplo de abstraccién de hidrégeno. En donde el OH® le quita
un atomo de hidrégeno a la molécula para formar agua, dejando un electrén desapareado en
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un atomo de carbono, posteriormente este radical puede participar en mas reacciones o
unirse con otro radical mediante un enlace covalente.

Como se sabe la reaccidén de un radical con una molécula produce un nuevo radical, el cual
puede ser mas, menos o igual de reactivo que el radical original, dando asi inicio a
reacciones en cadena. Los radicales producidos por reacciones con OH® son usualmente
menos reactivos (Halliwell y Gutteridge, 2001).

6.3 Determinacion de la capacidad atrapadora de O,"".

En este ensayo se utiliz6 como compuesto de referencia al NDGA, que es un polifenol
obtenido del arbusto Larrea tridentata. Es un atrapador eficaz de ONOO™, '0,, OH®, O,*,
HOCI (Floriano-Sanchez et al., 2006). En la Figura 15 se muestra que el NDGA atrapa O,*~
en forma dependiente de la concentracidén. La capacidad atrapadora fue significativa 4.63-
26.98 uM de NDGA.

g .
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S s | @
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0 2.77 483 694 1389 2698
[NDGA], :M

Figura 15. Capacidad atrapadora del NDGA sobre O,*" Los datos estan expresados como
promedio + EE (n=6) *p<0.001 vs 0 mM.

El valor calculado de Clso es 6.5+0.4 uM. EI NDGA no afecta la actividad de la xantina
oxidasa ya que también se puede observar en la Figura 29 que la generacion de acido Urico,

y por tanto de O,*", permanece constante usando diferentes concentraciones de NDGA.
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Es necesario aclarar que el NDGA se disolvio en DMSO 0.63-12.73 mM y se demostrd que
en estas concentraciones este disolvente no atrapa O.* y que no afecta la actividad de la

xantina oxidasa.

Para realizar este ensayo se prepar6 una solucion concentrada de a-mangostina en DMSO
puro y a partir de ésta se realizaron diluciones por lo que el DMSO también se diluyé; el
intervalo de concentraciones que se utiliz6 de este disolvente fue 8.7-127.3 mM y se
demostré que en estas concentraciones no atrapa O>*" y que no afecta la actividad de la

xantina oxidasa.

En la Figura 16 se muestra que a-mangostina atrapa O.*" en forma dependiente de la

concentracion. La capacidad atrapadora fue significativa a 20.4-100 uM de a-mangostina.

= Clsy=24.8+0.7 uM
| N - 100
* 100 " 4
o o
] [+]
-: w '75 _:"
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[ 1o]
w [1+]
J 50 %0 3
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'c -,
8 25 25 =
- o — ‘0

0 66 204 250 @ 334 1000

[a-mangostina], uM

Figura 16. Capacidad atrapadora de a-mangostina sobre O,*" Los datos estan expresados

como promedio + EE (n=6) *p<0.001 vs 0 mM.

El valor calculado de Clsp es 24.8+0.7 uM. Se observa que a-mangostina no afecta la
actividad de la xantina oxidasa (Figura 16) puesto que la generacién de &cido Urico
permanece constante en las diferentes concentraciones de a-mangostina analizadas,

indicando que asi también la produccién de O,*” permanece constante.
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Figura 17. Capacidad antioxidante de O,*". Los datos estan expresados como promediotEE.

En la Figura 17 se presenta la comparacion estadistica de la capacidad antioxidante del
NDGA y de a-mangostina, se observa que hay diferencia significativa entre éstas ya que se
requiere menor concentracién de NDGA para atrapar el 50% de O.*" generado por lo que su

actividad antioxidante es mayor.

Figura 18. Comparacion estadistica de los valores Clso de NDGA y a-mangostina. Los datos
estan expresados como promediotEE, *p< 0.001.

En la Figura 18 se muestra la comparacion estadistica de los valores de Clsy de o-

36



mangostina y del NDGA. EI NDGA fue 3.8 veces mas efectivo que a-mangostina para atrapar
0,*".

6.4 Determinacion de la capacidad atrapadora de '0..

En este ensayo se utilizé al glutation como compuesto de referencia, el cual es uno de los
principales antioxidantes de la célula y que posee un grupo sulfhidrilo expuesto facilmente
atacado por las EROs. Es un atrapador de 'O, y O,*~ (Floriano-Sanchez et al., 2006).

En la Figura 19 se muestra que el GSH atrapa 'O, de forma dependiente de la
concentracion. La capacidad atrapadora fue significativa a 2.5-10 mM de GSH. EIl valor
calculado de Clsg es 2.9+0.1 mM.

Figura 19. Capacidad atrapadora de GSH sobre 'O,. Los datos estan expresados como
promedio + EE (n=7) *p<0.001 vs 0 mM.

Para la realizacion del ensayo se preparé una solucion concentrada de a-mangostina en
etanol, a partir de ésta se realizaron diluciones en agua por lo que el etanol también se

diluyd. Las concentraciones que finalmente se emplearon se resumen en la Tabla 5.
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Tabla 5. Concentraciones analizadas de a-mangostina y etanol.

n=4 Intervalo de Concentraciones
o-mangostina en etanol 0.3—-25uM
etanol 0.13-10.8 mM

La o-mangostina no presentd capacidad atrapadora de 'O, en las concentraciones
analizadas. Al mismo tiempo, se analizd una serie que contenia las diferentes
concentraciones de etanol en las que se disolvidé a-mangostina y se determin6é que tampoco

presentaba capacidad atrapadora de 'O..

6.5 Determinacion de la capacidad atrapadora de ONOO™.
En este ensayo se utilizé DL-penicilamina como compuesto de referencia que es un producto

de degradacién de la penicilina y es un buen atrapador de ONOO™ (Medina-Campos et al.,
2007). En la Figura 20 se muestra que la penicilamina atrapa ONOO™ de forma dependiente
de la concentracién. La capacidad atrapadora fue significativa a 9-450 uM de penicilamina. El

valor calculado de Clsp es 23.3£2.9 uM.

Figura 20. Capacidad atrapadora de penicilamina sobre ONOQO™. Los datos estan expresados

como promedio + EE (n=5) *p<0.001 vs 0 mM.
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Para la realizacién del ensayo se prepard una solucidon concentrada de a-mangostina en
DMSO puro y a partir de ésta se realizaron diluciones en agua, por lo que el DMSO también
se diluyo; el intervalo de concentraciones que se utilizé de este disolvente fue 2.5-51 mM y

se demostré que en estas concentraciones no atrapa ONOO™ .

En la Figura 21 se muestra que a-mangostina atrapa ONOO™ de forma dependiente de la

concentracion. La capacidad atrapadora fue significativa a 20-144 uM de a-mangostina.

Figura 21. Capacidad atrapadora de a-mangostina sobre ONOQO™. Los datos estan

expresados como promedio = EE (n=9) *p<0.001 vs 0 mM.
El valor calculado de Clsp es 28.8£0.7 uM. En la Figura 22 muestra la comparaciéon de la

capacidad antioxidante de o-mangostina y del NDGA. Se puede observar que no hay

diferencia significativa entre éstos
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Figura 22. Capacidad atrapadora de ONOO™. Los datos estan expresados como promedio *
EE.

En la Figura 23 se presenta la comparacion estadistica de la capacidad antioxidante de

penicilamina y de a-mangostina sobre ONOO, se observa que no hay diferencia significativa

ente éstas, por lo que la capacidad antioxidante es igual para estos compuestos

Figura 23. Comparacion estadistica de los valores Clsy de penicilamina y a-mangostina. Los

datos estan expresados como promedio + EE.
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La determinacion de la capacidad atrapadora de las EROs se realizé utilizando
principalmente métodos espectrofotométricos, una desventaja que se presenté fue la
limitante de concentracion y esto debido a la nula solubilidad de a-mangostina en agua ya
gue por ejemplo en la determinacién de OH® se evalué una concentracion maxima de o-
mangostina 4.8 uM debido a que al utilizar mayores concentraciones precipitaba; sin
embargo en la determinacién de la capacidad atrapadora de O,*” y ONOO-, ésta fue
significativa a partir de 20 uM de a-mangostina, para ambas especies.

En la determinacion de la capacidad atrapadora de ONOQO™, originalmente se realizaban
mediciones espectrofotométricas, la mayor concentracion que se podia evaluar era o-
mangostina 36 UM y ademas no presentaba capacidad atrapadora; en cambio cuando se
realizaron mediciones de fluorescencia con esta misma concentracion, se obtuvo un
porcentaje de atrapamiento del 60%. De acuerdo a todo lo anterior, es necesario evaluar la
capacidad atrapadora con mayores concentraciones de o-mangostina utilizando otros
métodos en donde no se tenga interferencia por el tipo de solubilidad como en fluorescencia.

De acuerdo a los resultados a-mangostina atrapa Gnicamente O.*” y ONOO™ sin embargo
cabe aclarar la importancia de estas especies, fundamentalmente porque ambas generan
otras que son mas reactivas.

De manera natural el organismo produce grandes cantidades de O.* considerado
relativamente benigno pues es inactivado por proteinas de hierro-azufre y por tanto no
reacciona con la mayoria de las moléculas bioldgicas; sin embargo cuando el hierro es
liberado de las proteinas el O,*” puede producir OH® y si reacciona con NO*® puede producir
ONOO™ (Winterbourn y Kettle, 2003), el cual es un oxidante mas fuerte que sus precursores,
puede reaccionar con un amplio intervalo de moléculas incluyendo DNA, proteinas y lipidos
por lo que se ha implicado en diversas enfermedades que incluyen arteriosclerosis,
inflamacién y enfermedades neurodegenerativas; ademas como ya se menciond esta
especie sufre descomposicién a pH fisiolégico y produce oxidantes fuertes como NO.°,
CO3*~ y OH°.

Ambas especies generan OH® que es considerado una de las especies oxidantes mas
daninas, pues se ha postulado que desempenan un papel directo o indirecto en varias
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condiciones patolégicas como la isquemia cerebral, la enfermedad de Parkinson, artritis
reumatoide, enfermedades cardiovasculares y la carcinogénesis también esta implicado en
diferentes procesos como la mutagénesis y envejecimiento (Cheng et al., 2002). Por lo tanto
los efectos benéficos del mangostan sobre la salud pueden deberse, o relacionarse, al
menos en parte, con su actividad antioxidante hacia O,*” y ONOO™.

También es importante considerar que un compuesto evaluado en un experimento in vitro
no necesariamente presentara el mismo comportamiento in vivo; por lo que en este caso las
propiedades antioxidantes de a-mangostina pueden deberse a diferentes mecanismos como
la induccion de enzimas antioxidantes actuando asi como un antioxidante indirecto, por tanto
se considera necesario también evaluar la capacidad antioxidante en modelos in vivo.
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7. CONCLUSIONES.

La o-mangostina no tiene la capacidad de atrapar H.O,, OH® y 'O, con la metodologia
usada.

La a-mangostina tiene la capacidad de atrapar las EROs: O.*" y ONOO". Estas dos especies
son de gran importancia ya que son precursoras de especies mas oxidantes como: OH*

Se determiné un valor de Clsp = 24.840.7 uM de a-mangostina para O,*", sin embargo es
menos efectiva que el NDGA Clso= 6.5+0.4 uM.

Se determind un valor de Clsp = 28.8 = 0.7 uM de a-mangostina para ONOQO™ y es igual de

efectiva que la penicilamina Cl50=23.3 £ 2.9 uM.
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8. PERSPECTIVAS.

1.- Evaluar la capacidad antioxidante de la a-mangostina por otros métodos fluorescentes
para comprobar que no tiene la capacidad de atrapar las EROs: H,O,, OH® y 'O..

2.- Evaluar la capacidad antioxidante de la a-mangostina en modelos in vivo con el fin
conocer los otros mecanismos por los cuales presenta propiedades antioxidantes.

3.- Evaluar las propiedades antioxidantes de las otras xantonas presentes en el mangostan;
determinando su capacidad atrapadora de las EROs.
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