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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

El uso de las plantas con fines curativos se remonta al principio de la historia
de la humanidad, cuando el hombre recurria a la naturaleza en busca de alimento
y para cuidar de su salud, aprendiendo a conocer las plantas que lo curaban
(Hernandez, 1981). A través de los siglos, culturas como la Griega y la China, por
mencionar algunas, adquirieron conocimientos empiricos sobre las propiedades
medicinales de varias plantas y hierbas, los cuales fueron transmitidos oralmente o
de manera escrita (Rojas-Alba, 2010). Este cumulo de informacion y practicas son
parte de la Medicina Tradicional, la cual es definida por la Organizacion Mundial
de la Salud como “la suma total de todos los conocimientos y practicas, ya sean
explicables o no, que se utilizan para el diagnostico, la prevencion y la eliminacién
de todo desequilibrio fisico, mental o social y que se basan exclusivamente en la
experiencia practica y la observacion, trasmitidos de generacioén en generacién, ya
sea de forma oral o escrita”. Sin embargo, con el auge de la tecnologia e
industria, se abandond esta practica y se volvié cada vez mas frecuente el uso de

principios activos sintéticos para aliviar las enfermedades.

En la actualidad los medicamentos alopaticos enfrentan la problematica de la
falta de abastecimiento para atender los problemas prioritarios de salud, asi como
los elevados costos, e incluso inalcanzables por ciertos sectores de la poblacion.
(Osuna-Torres, 2005). Aunado a esto, la poblacion desconfia de la eficacia de los
medicamentos alopaticos, por lo que el consumo de medicamentos de origen
herbolario se ha convertido nuevamente en una opcién para el tratamiento de
diversos padecimientos en varios paises. Es asi como, desde el ultimo cuarto del
siglo XX, comienzan a aparecer grupos de investigacion cientifica para el estudio
de las plantas medicinales, y ahora reconocidos y promocionados por el programa
internacional de “Promocion de la Medicina Tradicional en los Paises en

Desarrollo” promovido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2012).

Particularmente en México, donde el uso de las plantas medicinales
constituye una tradicion, en 1991 el Instituto Nacional Indigenista emiti6 una

coleccion de monografias de las plantas medicinales de mayor uso en México bajo
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el titulo de “Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana”, el cual fue
reeditado en 2009 por el Programa Nacién Multicultural de la UNAM dentro de
“Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana”. El trabajo concentrado en
esta biblioteca se obtuvo por medio de estudios de campo en las comunidades de
la Republica Mexicana, tomando el testimonio directo de los médicos indigenas.
Lo que dio como resultado una coleccidon de cuadernos que contienen una breve
historia de la comunidad y de la zona de estudio, mapa de localizacion regional,
dibujos de las plantas hechos por personas de las comunidades, ademas de la
descripcidn, habitat, calidad de la planta, localizacion y aspectos ecoldgicos. Se
abunda en los datos sobre el uso medicinal, causas y sintomas de la enfermedad
para la que es empleada la planta en cuestién. Se cuenta hasta ahora con un
listado de 852 especies de plantas medicinales (Argueta et al., 1994; Atlas de la

Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

En el Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana, se enlista el
‘nanche”, cuya denominacion botanica es Byrsonima crassifolia. Este arbol se
encuentra descrito desde los siglos XVI al XX en diversos documentos haciendo
especial alusién a sus diversas propiedades curativas en desordenes de tipo
digestivo como diarrea, disenteria, dolor de estdmago, “empacho®, falta de
digestion, “bilis” y “tapado”. También son muy conocidas sus propiedades para
curar afecciones de la piel como la sarna, el salpullido y las heridas (Atlas de la

Medicina Tradicional Mexicana, 1999).

Por su parte, la Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad (CONABIO) cuenta con una monografia de B. crassifolia, haciendo
una descripcidon fisica y de sus variados usos tradicionales adicionalmente al
medicinal, a continuacion se enlistan algunos de ellos, indicando la parte de la

planta que se usa para dicho fin.

v' Colorante (fruto). La cascara del fruto produce un tinte de color castafo
claro que se usa para pigmentar tejidos de algodon.

v" Combustible (madera). Lefia y carbén.
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v' Comestible (fruto). Se consumen crudos y procesados (bebidas, jaleas,
dulces, nieves, conservas).

v' Construccion (madera). Su madera dura y flexible, fuerte y pesada se utiliza
en la construccion rural y elementos estructurales.

v Curtiente (corteza).

<\

Forrajero (hoja).
v' Maderable (madera). Se emplea en muebles, gabinetes, pisos, torneados,

molduras y marcos para puertas, ventanas y cuadros.

El interés en B. crassifolia se centra en sus propiedades antioxidantes, que
constituyen una alternativa en el tratamiento de las enfermedades cronico-
degenerativas que, segun la Dra. Margaret Chan directora general de la OMS, son

actualmente la principal causa de morbilidad y mortalidad (OMS, 2010).

A la vez cobra especial interés su actividad antibacteriana como alternativa
del tratamiento de las enfermedades orales, incluyendo las caries dentales y
enfermedades periodontales, las cuales ocasionan considerables costos sociales y
economicos (OMS, 2010).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Estrés oxidativo
2.1.1. Generalidades y concepto

Las enfermedades cronico-degenerativas se adquieren como resultado de
una mala alimentacién y el habito de fumar, por mencionar algunas causas;
ademas pueden tener un componente hereditario. Estas avanzan progresivamente
hasta que terminan con la vida de la persona sin que exista alguna cura para
detenerlas. Las enfermedades cronico-degenerativas mas comunes son la
obesidad, diabetes, enfermedades cardiovasculares, hipertensién arterial, cirrosis
hepatica y neoplasias. En todas estas enfermedades se ha encontrado cierto dafio
celular que puede ser ocasionado por diversas causas, entre ellas, el estrés

oxidativo (Nevarez-Aceves, 2006).

El estrés oxidativo es un estado en la cual se encuentra alterada la
homeostasis oxido-reduccién intracelular, es decir hay un desbalance entre los
mecanismos oxidantes y los mecanismos antioxidantes. Cuando las especies
reactivas oxidantes superan las defensas antioxidantes se produce el estrés
oxidativo y como consecuencia hay dafo a las macromoléculas celulares como
proteinas, ADN Yy lipidos. Por ejemplo la lipoperoxidacion, proceso antes descrito,
conduce a la pérdida de las propiedades de la membrana celular por lo que se
asocia como la etiologia de enfermedades como ateroesclerosis y artritis
reumatoide (Rios de Molina, 2003).

2.1.2. Radicales libres y especies reactivas

Los radicales libres son atomos o moléculas que contiene uno o0 mas
electrones desapareados y pueden existir en forma independiente (Diaz-Cruz,
2007). Estas especies se producen durante el funcionamiento normal del
organismo. En el humano, principalmente se originan el radical hidroxilo (OH"), el
radical superdxido (O27), el peréxido de hidrégeno (H202) y el radical peroxinitrito
(NO3’) (Mora, 2002).
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2.1.2.1. Origen

Una fuente de estas especies radicales activas es la mitocondria puesto que
solo el 90% del total del oxigeno inhalado se consume en la cadena respiratoria;
del restante 10%, alrededor del 2%, se transforma en el radical superoxido. Otra
fuente la constituyen los fagocitos activados porque estos producen el superdxido
como mecanismo protector frente a agentes u organismos extrafios. Por ultimo, el
endotelio produce Oxido nitrico como factor relajante durante las reacciones
inflamatorias, mismo que es transformado en el radical peroxinitrito por accion del

radical superoxido (Ferrer-Viant et al., 1999).

Adicionalmente a las fuentes enddgenas, la produccion de los radicales libres
se ve influenciada por factores ambientales externos como son los componentes
del humo del cigarro, los contaminantes ambientales, las radiaciones gamma y la

luz ultravioleta (Lima-Hernandez, 2002).
2.1.2.2. Efectos Nocivos

Con las evidencias anteriores se deduce claramente que los radicales
pueden causar dafo e incluso, la muerte celular por interaccién con las diferentes
macromoléculas. A continuacion se exponen las reacciones entre las

macromoléculas y los radicales libres.

Lipidos. El radical OH" ataca las cadenas laterales de los acidos grasos de
los fosfolipidos membranales originando radicales peroxilo. Los nuevos
radicales tienen la capacidad de atacar los fosfolipidos adyacentes en un
intento por estabilizar su estructura, generandose en una reaccion en

cadena llamada lipoperoxidacion (Velazquez-Paniagua et al., 2004).

Proteinas. Algunas cadenas laterales de los aminoacidos que conforman a
las proteinas son susceptibles de ser atacadas por el radical hidroxilo, en
consecuencia, las proteinas pueden perder su estructura cuaternaria y

finalmente, su actividad bioldgica (Velazquez-Paniagua et al., 2004).
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Carbohidratos. Los monosacaridos oxidados por los radicales libres pueden
combinarse con los grupos carbonilos de las proteinas (Velazquez-
Paniagua et al., 2004).

Acidos nucleicos. La interaccion de los radicales libres con estas moléculas
causa cambios conformacionales por modificacion de las bases
nitrogenadas y pérdida de nucledétidos. Lo anterior conlleva a mutaciones y
carcinogénesis, peéerdida de expresion por dafio a un gen especifico

(Veldzquez-Paniagua et al., 2004).
2.1.3. Sistemas de defensa contra el estrés oxidativo

Los efectos bioldgicos de los radicales libres son controlados en los seres
vivos por una gama de mecanismos fisiologicos, tanto enzimaticos como no

enzimaticos (Ferrer- Viant et al., 1999).
2.1.3.1. Sistemas enzimaticos

En primera instancia, se cuenta con el sistema enzimatico de defensa
antioxidante que esta compuesto por tres enzimas: superoxido dismutasa (SOD),
glutation peroxidasa (GSP) y la catalasa. Estas solo eliminan las sustancias
potencialmente iniciadoras de la oxidacidn y no intervienen en las reacciones

desencadenadas por las especies reactivas (Ferrer-Viant et al., 1999).

La superdxido dismutasa, es una metaloenzima de cobre que convierte al
radical superdxido en peroxido de hidrogeno mediante la reaccion siguiente
(Nacher et al., 2007):

20,7 + 2H" — H,O, + O,

Figura 1. Reaccion catalizada por la SOD.
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La catalasa, ampliamente distribuida, se sitia en los peroxisomas de las
células donde catalizan la descomposicion del peroxido de hidrogeno (Gonzalez-
Torres et al., 2000):

H202 — 02 + Hzo

Figura 2. Descomposicion del peréxido de hidrogeno en especies neutras.

La glutation peroxidasa es otra metaloenzima (dependiente de selenio) que
se localiza en el citosol y en la mitocondria de la célula. Cataliza la reduccion del
peroxido de hidrégeno por medio del glutation (GSH) (Gonzalez-Torres et al.,
2000):

2GSH + H,0, — 2H,0 + GSSG

Figura 3. Descomposicion del peroxido de hidrégeno por el glutatiéon en conjunto
con la glutatién peroxidasa. Reproducido de Gonzalez-Torres et al., 2000.

En la reaccién anterior se obtiene el glutation oxidado (GSSG) que sera
reconstituido por la accién de la glutatiéon reductasa y NADPH (Gonzalez-Torres et
al., 2000; Iglesias-Neira, 2009):

GSSG + NADPH + H"* — 2GSH + NADP*

Figura 4. Regeneracion del glutation oxidado por la glutation reductasa. Modificado de
Iglesias-Neira, 2009.

Ademas se cuenta con proteinas (la ferritina, transferrina y ceruloplasmina)
que se unen a metales que limitan la disponibilidad de hierro necesario para

formar el radical OH™ por la reaccién de Fenton (Ferrer-Viant et al., 1999).
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02.- + F63+ - Fez+ + 02
Fe* + H,0, — Fe** + OH + OH’
02 + H2O — OH +OH

Figura 5. Serie de reacciones en la formacion de EROs, donde se involucra la
reaccion de Fenton.

2.1.3.2. Sistemas no enzimaticos

En segunda instancia, esta la inactivacion no enzimatica que consiste en la
accion de sustancias como la ubiquinona, los tocoferoles, los carotenoides y el
acido ascorbico. Son llamadas “antioxidantes verdaderos” porque intervienen en la
cadena de formacion de los radicales libres, convirtiendo los hidroperéxidos y
radicales en compuestos estables, inactivando a los radicales lipidicos y dando
lugar a la formacion de un radical mas estable, por lo que se denominan
“scavengers”. La efectividad de estos antioxidantes es dependiente de sus
propiedades quimicas como las energias de enlace, la posibilidad de formacion de
distintas estructuras resonantes del radical formado y la susceptibilidad a la
oxidacién, que esta determinado por el valor de su potencial estandar de
reduccion (Ferrer-Viant et al., 1999). Asi como, de su disponibilidad en el organelo

y el lugar de formacién de los radicales libres.

Tocoferoles

Su actividad se debe a su estructura fendlica que es capaz de estabilizar el
radical tocoferilo resultante de la neutralizacion de los radicales peroxilo (LOO").
El radical tocoferilo puede reaccionar con otro radical tocoferilo para producir un
dimero que es mas estable. La molécula de tocoferol se regenera gracias a

otras sustancias como el ascorbato o el glutation (Ferrer-Viant et al., 1999).
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Ubiquinona

También llamada coenzima Q, se encuentra en la membrana mitocondrial
de las células, donde participa como componente esencial de la cadena
transportadora de electrones. La forma reducida neutraliza radicales peroxilo,
pero con menos eficacia que los tocoferoles. Se encarga de regenerar al a-

tocoferol, segun la siguiente ecuacion (Ferrer-Viant et al., 1999):
QH+TO" — Q +TOH

Figura 6. Regeneracion del radical tocoferilo por la ubiquinona

Carotenoides

Son compuestos liposolubles susceptibles a la oxidacién, por ejemplo al
ataque de radicales peroxilo, los cuales no son capaces de abstraer el
hidrégeno del carotenoide por lo que es adicionado al sistema conjugado y se

da lugar a la formacion de un aducto (Ferrer-Viant et al., 1999).

LOO" + B-caroteno — LOO- B-caroteno’

Figura 7. Reaccién del radical peroxilo con la molécula de B-caroteno para formar el

aducto correspondiente.

Los carotenoides son buenos protectores de la oxidacion lipidica catalizada
por la luz ya que interfiere en la activacién del oxigeno triplete a singulete. El 3-
caroteno no es destruido en este proceso ya que regresa al estado fundamental

disipando la energia en forma de calor (Ferrer-Viant et al., 1999).

Acido ascérbico

El acido ascorbico es hidrosoluble y se encuentra desprotonado bajo
condiciones fisiologicas. El ascorbato dona un electron para producir el radical
semidehidroascorbato que es oxidado después a dehidroascorbato, el cual no

es reactivo (Sanchez, 2001).
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Por otra parte, es importante mencionar que también tiene la capacidad de
secuestrar metales y por lo tanto, de neutralizar la actividad catalitica de los
mismos. También neutraliza EROs como el oxigeno singulete y el radical
superoxido, como se muestra en la reaccion (Ferrer-Viant et al, 1999):

AscH+ X' — Asc” + XH

Figura 8. Estabilizacién del radical libre por el acido ascérbico.

Posteriormente el ascorbato es regenerado por medio de la reduccion en
sistemas enzimaticos por NADPH o NADH.

2.2. Antioxidantes

Un antioxidante puede ser definido como cualquier sustancia que retarda,
previene o remueve el blanco del dafio oxidativo de una molécula (Prochazkova et
al., 2011). Esto lo logra cediendo electrones a los radicales libres para
estabilizarlos y por lo tanto, combaten la degeneracién y muerte de las células. El
radical generado en la molécula antioxidante es inocuo ya que ésta tiene la
capacidad de deslocalizar el electrén gracias su estructura. Su accion la realizan

tanto en medios hidrofilicos como hidrofébicos (Venéreo, 2002).

2.2.1. Clasificacién
Se ha clasificado a los flavonoides bajo diversos criterios como los son: origen,
sitio donde ejercen su accion y la fuente. A continuacion se describe cada

apartado con los ejemplos correspondientes.

a) Segun su origen (Venéreo, 2002).
e Endogenos. Constituidos por los mecanismos de defensa del propio
organismo. Por ejemplo: SOD, GSP, catalasa, tocoferol, ubiquinona,
carotenoides y el acido ascorbico.
e Ex6genos. Son aquellos adquiridos por medio de la dieta. Principalmente se

encuentran:
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v' Vitamina E. Es el antioxidante por excelencia de los medios lipidicos
del organismo. Se encuentra en el aceite de soya, aceite de oliva,
almendra, cacahuate, mantequilla, huevo, leche entera, entre otros
(Lima-Hernandez, 2002).

v' Vitamina C. Es el principal agente antioxidante en los medios acuosos
del organismo. Gracias a su potencial de oxidacion reduccion evita que
en su presencia se oxiden otros compuestos. Debido su naturaleza
hidrosoluble es eliminada del organismo, por lo que debe ingerirse con
frecuencia. Esta vitamina se encuentra en las frutas citricas, los
pimientos crudos, la alfalfa, el perejil, el hinojo, la col de Bruselas, la

coliflor, el kiwi, el hinojo y otras verduras (Lima-Hernandez, 2002).

v’ Flavonoides. Los flavonoides comprenden un grupo de compuestos
polifendlicos ampliamente distribuidos en las frutas y en los vegetales,
asi como en el té negro, el café, la cocoa, la cerveza y el vino rojo (Lima-
Hernandez, 2002). La actividad antioxidante de los flavonoides resulta
de una combinacion de sus excelentes propiedades quelantes de hierro
y secuestradoras de radicales libres, asi como de la inhibiciéon de
oxidasas tales como la lipoxigenasa (LOX), la ciclooxigenasa (COX) la
mieloperoxidasa (MPO), la NADPH oxidasa y la xantina oxidasa (XO).
Otros mecanismos incluyen la inhibicibn de enzimas involucradas
indirectamente en los procesos oxidativos, este es el caso de la
fosfolipasa A2 (FLA2) y la estimulacion de la catalasa y la superdxido

dismutasa (Martinez-Flérez et al., 2002).

b) Segun el sitio donde ejercen su accion (Venéreo, 2002).

Intracelular

v Superéxido dismutasa
v Catalasa

v' Peroxidasa
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v Glutation peroxidasa

v Proteinas que ligan metales

e Membrana
v' Vitamina E
v’ B-carotenos
v Ubiquinol-10

e Extracelulares

v’ Ceruloplasmina
v' Transferinas
v' Lactoferinas

v Albuminas

v Haptoglobinas
v" Vitamina C

v Acido drico

v Vitamina E

c) Segun su fuente (lglesias-Neira, 2009).
o Naturales. Obtenidos principalmente de plantas y vegetales, por
ejemplo, el eugenol, acidos caféico y ferulico, acido clorogénico, apigenina,

por mencionar algunos.

o Sintéticos. Aquellos sintetizados como: ter-butilhidroxitolueno (BHT),
el ter-butilhidroxianisol (BHA) y la ter-butilhidroxiquinona (TBHQ).

2.2.2. Compuestos fendlicos
El interés por los compuestos fendlicos o polifenoles, como benéficos para la
salud, se ha incrementado debido a que se han observado potentes actividades
antioxidantes y atrapadoras de radicales libres en estudios in vitro. Sin embargo,
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su papel in vivo aun no esta claro ya que, su aparicion en plantas como una
mezcla compleja de compuestos polifendlicos crea grandes dificultades en el
analisis de su biodisponibilidad y de sus efectos nutricionales y fisiologicos
(Prochazkova et al., 2011).

Se originan principalmente en las plantas, que los sintetizan en gran cantidad,
como producto de su metabolismo secundario por lo que se pueden encontrar en
una gran variedad de plantas comestibles: frutos, hortalizas, bebidas (como té,
café, cerveza y vino tinto), en el aceite de oliva, en cereales y en algunas semillas.
El aporte de polifenoles en la dieta puede estar entre 50 y 800 mg/dia,
dependiendo del consumo de productos que lo contienen. Un nivel importante de
antioxidantes, se alcanza cuando el consumo es de unos 800 mg/dia, que puede

lograrse con una dieta rica en frutas y hortalizas (Estrella-Pedrola, 2007).

Algunos polifenoles son indispensables para las funciones fisiolégicas
vegetales. Otros participan en funciones de defensa ante situaciones de estrés y

estimulos diversos.

La biosintesis de los polifenoles como producto del metabolismo secundario
de las plantas tiene lugar a través de dos importantes rutas primarias: la ruta del

acido siquimico y la ruta de los poliacetatos (Quifiones et al., 2012).

Los polifenoles constituyen un amplio grupo de sustancias, con diferentes
estructuras y propiedades quimicas y actividad biolégica, englobando mas de
8,000 compuestos distintos. Quimicamente, son sustancias que poseen un anillo
aromatico, con uno o mas grupos hidroxilo. Estos compuestos se pueden clasificar
en diferentes grupos en funcion del numero de anillos fendlicos que contienen y de

los elementos estructurales que unen a los anillos (Manach et al., 2004).

2.2.2.1. Compuestos fendlicos simples
Son basicamente fenoles sustituidos. El patron de sustitucion del anillo

bencénico por grupos —OH se encuentra en posiciones 1,2-, 1,3- y 1,4-. Con tres
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sustituyentes, el patron de sustitucion puede ser 1,3,5-, la cual si se trata de tres
sustituyentes idénticos se llama meta-tri-sustitucion. Como ejemplos se tiene al
resorcinol (1,3-dihidroxibenceno) y el floroglucinol (1,3,5-trihidroxibenceno)
(Vermerris et al., 2006).

2.2.2.2. Acidos fenélicos y aldehidos

Los acidos hidroxibenzoicos se caracterizan por la presencia de un grupo
carboxilo sustituido en un fenol. Como ejemplos estan el acido p-hidroxibenzoico,
acido galico, acido protocatequico, acido salicilico y acido vanilico (Vermerris et
al., 2006).

2.2.2.3. Acetofenonas y acidos fenilacéticos
Las fenonas son compuestos Cs-C, que raramente se encuentran en la
naturaleza. Ejemplos de estos compuestos incluyen a 2-hidroxiacetofenona y

acido 2-hidroxifenil acético (Vermerris et al., 2006).

2.2.2.4. Acidos cinamicos
Hay seis tipos comunes de acidos cinamicos, los cuales comparten un esqueleto
Ce-C3. Todas las plantas contienen al menos tres de estos compuestos. Como
ejemplos estan acido cinamico, acido p-cumarico, acido cafeico, acido ferulico y
acido sinapico. Los acidos cinamicos se encuentran con frecuencia en las plantas
como ésteres del acido quinico, acido siquimico y acido tartarico. Por ejemplo, el

acido clorogénico es el éster del acido cafeico (Vermerris et al., 2006).

2.2.2.5. Cumarinas
Estos compuestos tienen en comun una estructura 2H-1-benzopiran-2-ona,
denominada cumarina. Sobre esta estructura, que se origina biosintéticamente por
lactonizacion del acido cumarico, se disponen sustituyentes de distinta naturaleza
quimica dando lugar a diversos derivados. Practicamente todas las cumarinas,

poseen un sustituyente hidroxilico en posicion 7 ya sea libre o combinado.
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Muchas cumarinas juegan un papel importante en la resistencia a enfermedades y

pestes, asi como en la tolerancia a la radiacion UV (Vermerris et al., 2006).

Tabla 1. Ejemplos de algunos compuestos fendlicos. Disefio de estructuras modificado de

Vermerris et al., 2006.

Clase Ejemplos
OH
Fendlicos simples HO/[ j\OH /@\
Resorcinol HO OH
Floroglucinol
(0]
X O\ OH
Acidos fendlicos y aldehidos O/CH3
OH
. OH
vainillina acido p-hidroxibenzoico
0
Acetofenonas y acidos CHy
fenilacéticos OH
OH o] OH

2-hidroxiacetofenona acido 2-hidroxifenilacético

Acidos cindmicos

HO
(0]
HODW
acido cinamico OH

acido cafeico OH

Cumarinas

X

HO (0] (0]
umbeliferona
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2.2.2.6. Flavonoides
A estos compuestos, miembros del grupo de polifenoles, ademas de su
actividad antioxidante, se les ha atribuido una gran diversidad de efectos
terapéuticos, tales como actividad cardiotonica, antiinflamatoria, hepatoprotectora,

antineoplasica, antimicrobial, entre otras (Prochazkova et al., 2011).

En la naturaleza, las plantas son la unica fuente natural de flavonoides, por
ejemplo, se encuentran en frutas, verduras, semillas, cereales y en algunos

productos manufacturados como la cerveza, el té y el vino (lglesias-Neira, 2009).

De forma general, el anillo B deriva de la ruta del acetato-malonato y el anillo
B proviene de la fenilalanina. Por ultimo, el heterociclo se nombra anillo C
(Iglesias-Neira, 2009).

o)

Figura 9. Estructura basica de los flavonoides. Modificado de Iglesias-Neira, 2009.

A partir de sus variaciones estructurales, los flavonoides se clasifican en 13
subgrupos. Dentro del grupo de los flavonoides propiamente dicho, se destacan
las flavonas, isoflavonas, flavonoles, flavanoles, flavanonas y antocianidinas,
ilustrados en el Tabla 2 (Pérez-Trueba, 2001).
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Tabla 2. Estructuras de los principales flavonoides encontrados en la naturaleza.

Subclase Estructura base Ejemplos Fuente
Apio
Sinensetina Pimenton Drago-Serrano, 2007
Flavona Apigenina Uva Ochoa, 2004
Diosmina Naranja Manach et al., 2004
Luteolina Limon
Cebolla
Quercetina Vino Drago-Serrano, 2007
Flavonol Miricetina Tomate
Caempferol Naranja Martinez-Flores et al.,
OH O 2002
Manzana
Frutas rojas
Manach et al., 2004
R4
Ry
HO. O O . .
Dihidroflavonol o R3 Taxifolina Vino Hidalgo-Torres, 2003
flavanonoles
OH Aromadendrina
OH O
Fustina
Ry
R, .
Naringenina Miel Drago-Serrano, 2007
HO (0] o
Flavanona O Rs Hesperidina Citricos
Isoxanthohumol Tomate Manach et al., 2004
oH o Lapulo
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Tabla 2. Estructuras de los principales flavonoides encontrados en la naturaleza
(continuacion).

R Vino
Ry
Flavanol Catequina Chocolate Drago-Serrano, 2007
HO o
O Rs Epicatequina Cocoa
oH Galocatequina Té Manach et al., 2004
OH
Uva
OH
Flavandiol o 0 O Leucocianina
| ntocianidin
eucoantocianidina Vino Hidalgo-Torres, 2003

Leucodelfidina

Leucopelargonina

Antocianidina

Malvidina

Frutas rojas

HO N Pelargonidina Pera Drago-Serrano, 2007

= Delfinidina Uva Manach et al., 2004

OH
OH Peonidina Naranja

Isoflavonoide Genisteina Soya Drago-Serrano, 2007

Daidzeina Leguminosas Manach et al., 2004
Gliciteina Martinez-Flores et al.,

2002
Mentoflavona
Biflavonoide Bilobetina Ginkgo biloba Osorio, et al., 2009
Ginkgetina

Isoginkgetina
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Tabla 2. Estructuras de los principales flavonoides encontrados en la naturaleza

(continuacion).

Granatina
Punicalagina Corteza de Martinez-Flores et al.,
pino 2002
Tanino condensado Punicalina Cibré
. C g Ipres
o proantocianidina . P
Tercataina Semillas de
Terflavina uva
Tergalagina
Tanino hidrolizable OH Rosa
OH
o o Galotaninos Hidalgo-Torres, 2003
HO XN on
Roble
HO o O HO
gol OH
HO oH
o
© ° e} OH
HO 0 ° Eucalipto
HO HO OH
OH

2.2.3. Relacién estructura quimica — actividad antioxidante

La estructura basica de los flavonoides permite una multitud de patrones de

sustitucion por lo que su actividad antioxidante dependera de los grupos

funcionales que posea y de la posicion de los mismos. A continuacion se enlistan

una serie de parametros estructurales que afectan a su actividad (lglesias-Neira,

2009)

a) Grupos hidroxilo. Son fundamentales para la actividad neutralizadora de

radicales libres, por ejemplo, los hidroxilos del anillo B pueden donar facilmente

hidrogenos y electrones a EROs y ERNs. Entre los homdlogos estructurales de
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flavonas y flavanonas, la capacidad neutralizadora de radicales libres e incrementa
de manera linear y curvilinea, respectivamente con el numero de grupos hidroxilo
de su estructura. La formacién del grupo catecol (un —OH en posicién 3’ y en 4’) en
el anillo B, aumenta considerablemente la capacidad antioxidante. También es
importante la presencia de este grupo funcional en la posicion 3 del anillo B,
mismo que al encontrarse sustituido por grupos metilo o unidades de

carbohidratos, carece de actividad ( etal., 2011).

Figura 10. Estructura de catecol (orto-dihidroxi). Modificada etal., 2011.

b) Doble enlace en las posiciones 2-3 conjugado a un grupo oxo en el anillo C.
Dicha conjugacion provee la deslocalizacion electrénica del anillo B
et al., 2011).

Figura 11. Doble enlace 2,3 conjugado a un grupo 4-oxo del anillo C.
etal., 2011.

c) Esterificacion con grupos no glucosidicos. Comunmente se encuentran
esterificados acidos organicos en el hidroxilo de la posicion 3, a los flavonoides

bajo esta forma se les denomina galatos (lglesias-Neira, 2009).
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d) Esterificacion de grupos glicosidicos. La actividad antioxidante de un flavonoide
glicosilado depende de la estructura y la posicion del azucar. La posicidon 3 es la
que con mas frecuencia se conjuga a un azucar, que generalmente es D-glucosa
(Iglesias-Neira, 2009).

e) Grado de polimerizacion. Los fenoles poliméricos presentan una estructura
compleja por lo que aun no se cuenta con correlaciones estructura — actividad.
Aunque existen estudios sobre la capacidad antioxidante y el grado de
polimerizacion de procianidinas, encontrando que los dimeros y trimeros
resultaron mas efectivos que sus respectivos mondémeros contra el radical

superoxido (lglesias-Neira, 2009).

2.2.4. Actividad antioxidante de los flavonoides in vitro
La capacidad antioxidante de muchos flavonoides es mucho mayor que la de
otros antioxidantes como la vitamina C y E. Por ejemplo, el potencial de reduccién
de un electrén del galato de epigalocatequina bajo condiciones estandar es de 550
mV, un valor mas bajo que el del glutation (920 mV) y comparable al del a-
tocoferol (480 mV) (Prochazkova et al., 2011).

Los mecanismos mediante los cuales los flavonoides pueden prevenir dano

causado por radicales libres, son los siguientes (Prochazkova et al, 2011):

1) Atrapamiento directo de las EROs
El atrapamiento se lleva a cabo por donacion de un atomo de hidrégeno,

convirtiendo los radicales inactivos, segun la siguiente reaccion:

21 |



ANTECEDENTES

R RH 0

OH
OH

Fl
Fl

FI-OH

OH

ANA
o} Lii o}

FI Fi

Fl-quinona
FI-O

Figura 12. Atrapamiento de EROs por los flavonoides. El radical libre FI-O" puede

reaccionar con un segundo radical, formandose una estructura estable de quinona.
Reproducida de Prochazkova et al., 2011.

2) Activacion de enzimas antioxidantes

Es otro mecanismo por el cual actuan los flavonoides, que puede ser
combinado con la capacidad atrapadora de radicales. Los flavonoides son
capaces de inducir a las enzimas de destoxificacion de fase Il (por ejemplo, la
NAD(P)H-quinona oxidorreductasa, la glutation S-transferasa y la UDP-glucoronil
transferasa), las cuales son las enzimas de defensa de primera linea contra
toxicos electrdfilos y estrés oxidativo. La regulacion de la expresion génica puede
estar mediada por una respuesta de elemento eletrofilico (EpRE), que es una
secuencia regulatoria que codifica para genes de las enzimas de fase Il. Se ha
encontrado que la capacidad para activar las respuestas via EpRE correlaciona
con las propiedades redox.

3) Actividad quelante de metales

Se sabe que hay flavonoides especificos que quelan Hierro y Cobre por
remocion del factor causal del desarrollo de radicales libres. Tal es el caso de la
quercetina, que puede prevenir el dafo oxidativo inducido con agentes a la
membrana de eritrocitos ya que el dafo a estas células sanguineas produce la
liberacion de hierro en forma libre. Algunos investigadores han propuesto que los

sitios de union en el flavonoide para metales traza se ubica en el anillo de catecol,
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en el hidroxilo de la posicion 3 y los grupos oxo del anillo heterociclico, asi como el

grupo oxo de la posicion 4 y hidroxilo en posicion 5 entre los anillos Ay C.

M
Y
\

Figura 13. Sitios de union para los metales en la estructura del flavonoide. Reproducido
de Prochazkova et al., 2011.

4) Reduccion de radicales a-tocoferilo

El a-tocoferol es el antioxidante de mayor abundancia en la membrana de las
células y en las lipoproteinas de baja densidad (LDL) de humano que protegen las
particulas de lipoproteina del dafio oxidativo. Se ha sugerido que los flavonoides
pueden actuar donando un hidrogeno al radical tocoferilo, mismo que es una
molécula con alto potencial prooxidante. Ademas, poseen una gran capacidad

para retardar la oxidacion de LDL.

5) Inhibicion de oxidasas

Los flavonoides inhiben las enzimas responsables de la produccion de 0%,
como la xantina oxidasa y la proteina cinasa C, aunque también se ha observado
que inhiben a la ciclooxigenasa, la lipooxigenasa, la succinoxidasa microsomal y la
NADH oxidasa.

6) Disminucion de estrés oxidativo causado por 6xido nitrico (ON)

El 6xido nitrico (ON) es importante en el mantenimiento de la dilatacion de los
vasos sanguineos, pero en altas concentraciones puede causar dafo oxidativo. El
ON se produce por la oxidacion de L-arginina, catalizada por la 6xido nitrico
sintasa (ONS). Su toxicidad se debe principalmente al peroxinitrito, que se forma

por la reaccion del ON con O%".
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El mecanismo por el cual se inhiben la actividad de la ONS y la produccion de
ON aun no se ha elucidado, pero se tienen varias teorias acerca de su accion. La
primera se deriva de la propiedad antioxidante caracteristica de los flavonoides por
la cual pueden atrapar EROs. La segunda, se basa en la capacidad de los

flavonoides de actuar como inhibidores de la sefializacion de lipopolisacaridos.

7) Incremento de niveles de acido urico

Se ha demostrado que el consumo de alimentos ricos en flavonoides, aumenta
la cantidad de urato en la sangre, el cual es el mayor contribuyente a la capacidad
antioxidante total del plasma. Sin embargo, el mecanismo por el cual se ejerce la

actividad antioxidante aun no se conoce.

8) Incremento de propiedades antioxidantes de compuestos de bajo peso
molecular

Se han realizado algunos estudios que sugieren que la combinacién, de -
caroteno con naringenina, rutina o quercetina, disminuye el riesgo de una actividad
prooxidante por parte del B-caroteno cuando se somete a ciertas condiciones

como la exposicion a radiacion UV.

2.3. Medicién de la cantidad de compuestos fendlicos

Los métodos usados comunmente para determinar y cuantificar fenoles totales
en alimentos y vegetales son el ensayo de la vainillina y el de Folin-Ciocalteu
(Gutierrez-Avella et al., 2008).

2.3.1. Ensayo de Folin-Ciocalteu
El método se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con
agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato
sédico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos
fosfomolibdico-fosfotungstico. La transferencia de electrones a pH basico reduce

los complejos fosfomolibdico-fosfotungstico en 6xidos cromoégenos de color azul
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intenso, de tungsteno y molibdeno, siendo proporcional este color al numero de

grupos hidroxilo de la molécula (Gutiérrez-Avella et al., 2008).

H3PM12040 + H3P12WO49 —M0gOz3 + W5O23

Figura 14. Reaccion en el ensayo de Folin-Ciocalteu.

2.3.2. Ensayo de la vainillina

Es generalmente reconocido como un método util para la deteccién y
cuantificacion de taninos condensados en plantas debido a su sensibilidad,
especificidad y simplicidad. Sin embargo, puede tener interferencias debidas a
dihidrochalconas y antocianinas. El método se puede usar para cuantificar taninos
condensados en un intervalo de 5-500 pg con precision y exactitud mayor a 1ug.
El método se basa en la condensacion de la vainillina con proantocianinas en una
solucion acidificada. La vainillina protonada, un electrofilo débil, reacciona con el
anillo del flavonoide en la posicion 6 u 8. El producto de esta reaccion se
deshidrata facilmente para dar un color rosa ligero a un intenso rojo cereza. La
estabilidad del color del aducto vainillina-tanino puede incrementarse cuando la luz

es excluida y la temperatura de reaccion es controlada (Sarkar et al., 1976).

CH . OH
3 C;OH HO o
.
+ H HO \/ O OH
HO
Q:> \ o
CHs

OH
Vainillina Tanino OH OH

Producto colorido

Figura 15. Reaccion de identificacion de flavonoides por medio de vainillina sulfurica. Modificado
de Martinez-Vasquez, 2007.
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2.4. Medicién de la capacidad antioxidante

En la literatura se han publicado varios ensayos para determinar la actividad
antioxidante, asi como los mecanismos de los antioxidantes sobre las EROs se
encuentran bien documentados. Esencialmente hay dos tipos de pruebas
antioxidantes: el método quimico que involucra el uso de instrumentos analiticos
(como el espectrofotometro, CG y CLAE) y el método que implica un ensayo
biolégico (como ELISA) (Moon et al., 2009).

2.4.1. Ensayos asociados con la peroxidacion de lipidos

La degradacion oxidativa de los lipidos ha sido estudiada desde varias
perspectivas, el rol de alteracion de los alimentos, oxidacion térmica, auto-
oxidacion y oxidacion con EROs. ElI mecanismo mas conocido de
lipoperoxidacion es el de los acidos grasos insaturados, como el acido linoleico,
acido linolénico, acido araquiddnico y otros acidos grasos w-3 (Moon et al.,
2009).

2.4.1.1. Ensayo del acido tiobarbiturico. El acido tiobarbiturico reacciona
con diversos compuestos carbonilicos formados de la lipoperoxidacion. Se
mide la formacion del aducto malonaldehido-acido tiobarbiturico mediante un
espectrofotometro a 532 nm. Se usa como control positivo a un antioxidante

conocido como la vitamina A o la vitamina C (Moon et al., 2009).

H H
o N O SYN 0 Oy _N___8
_\:O I
+ HN NN A NH
HN
0 OH
o)
TBA MA Aducto MA-TBA

Figura 16. Formacién del aducto MA-TBA. Reproducido de Moon et al., 2009.
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2.41.2. Ensayo de Malonaldehido/Cromatografia de Liquidos de Alta
Eficiencia (MA/CLAE). Se usa la CLAE para determinar la cantidad exacta
de MA formado de la lipoperoxidacion por el método MA-TBA. Se

recomienda para muestras bioldgicas (Moon et al., 2009).

2.41.3. Ensayo de Malonaldehido/Cromatografia de Gases (MA/CG). Se
derivatiza el MA por lo que el producto puede ser analizado especificamente
por CG equipado con un detector de fésforo-nitrégeno (NPD) (Moon et al.,
2009).

241.4. Ensayo del dieno conjugado. Se monitorea
espectrofotométricamente la formacion del dieno conjugado a partir de un
acido graso poliinstaurado, con una absorcion caracteristica a 234 nm (Moon
et al., 2009).

2.41.5. Ensayo de blanqueamiento del B-caroteno. Se forma un radical
peroxilo a partir de acido linoléico, el cual reacciona con el B-caroteno para
formar un radical estable de [B-caroteno, reduciéndose la cantidad de B-
caroteno en el medio y monitoreando su desaparicién a 470 nm (Moon et al.,
2009).

B-caroteno LOO® Aducto LOOe / B-
Antioxidante Aducto LOO® / Antioxidante

Figura 17. Formacion de los aductos de 3-caroteno y antioxidante con el radical peroxilo.
Reproducido de Moon et al., 2009.

2.4.2. Ensayos asociados con la transferencia de electrones y radicales
2.4.2.1. Ensayo del 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). El DPPH" es uno
de los pocos radicales organicos estables de nitrégeno que se comercializan
en el mercado. El método se basa en la teoria de que un antioxidante es un

donador de hidrogenos. El efecto antioxidante es proporcional a la
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desaparicion de DPPH" en la muestra. Se mide la desaparicion del radical
DPPH del medio de reaccion por medio de espectroscopia de resonancia de
espin electronico (ESR), RMN y UV (Moon et al., 2009).

. RH (antioxidante )
0w ..0 Q ( ) Oy Q
SN E
. NH
~N
. R 0. /o\©
0) /O@ Nnt +Z
~nt +Z N N
N N Il I

Il | o o
Figura 18. Reaccion entre DPPH' y molécula antioxidante. Modificado de Moon et al.,
2009.

24.2.2. Ensayo del 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonato de
amonio (ABTS). Ha sido ampliamente utilizado debido a que puede
realizarse tanto en fase acuosa como en fase lipidica. Originalmente el
meétodo se basaba en la activacion de la metahemoglobina por H,O, en
presencia del ABTS. Ahora se emplea el radical catidnico de ABTS que es
estable, de una coloracion azul-verde, producido a partir de la oxidacién de
ABTS con K,S;0s. La actividad antioxidante de carotenoides, compuestos
fendlicos y algunos componentes del plasma, se determina por la
decoloracion del ABTS'*, mediante un espectrofotometro a 734 nm (Moon et
al., 2009).

(o] (0]
HOL 3\ -OH
Vi S S A\
S
N N
> HacJ
HaC
ABTS
B ‘K2SZOS .
(0] (0]
HO\ // \ /OH

Figura 19. Formacién del radical catiénico de ABTS con persulfato de sodio. Modificado de Moon
etal., 2009.
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2.4.2.3. Ensayo del Poder Antioxidante/Reductor de hierro (FRAP). Se
produce el complejo Fe*- 2,4 6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) que puede ser
reducido a la forma Fe?* por un antioxidante, bajo condiciones acidas. Se
observa la aparicion de un color azul intenso cuya absorcion se mide a
593nm (Moon et al., 2009).

B g -
DR YQ EE O\( YQ
P N\ N N
N| Ny Fi\% Antiosidante + ¢ 5
ST
OM MR

Figura 20. Formacion del complejo (Fe -TPTZ) a partir del (Fe3+ TPTZ). Reproducido de Moon et
al., 2009.

2.4.2.4. Ensayo de Oxidacion de hierro-Anaranjado de Xilenol (FOX). El
Fe?* es oxidado por un oxidante, como los hidroperdxidos para formar el ién
férrico, seguido del tratamiento con naranja de xilenol para dar el complejo

Fe* -xilenol de color azul-purpura, que absorbe a 550 nm (Moon et al., 2009).

Ox__OH

2+ 3+
Fe' —= F&' —

Figura 21. Formacion del complejo Fe3+-naranja de xilenol a partir de Fe®* por un oxidante, seguido
del tratamiento naranja de xilenol. Modificado de Moon et al., 2009.
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2.4.2.5. Ensayo del tiocianato férrico (FTC). Este ensayo es similar al FOX,
con la diferencia de la formacion del complejo, el cual se forma con tiocianato

y se monitorea con el espectrofotdmetro a 500 nm (Moon et al., 2009).

2.4.2.6. Ensayo del aldehido/acido carboxilico. A pesar de ser poco
empleado, resulta ser muy conveniente para evaluar los efectos de los
antioxidantes contra fendmenos de oxidacién lentos que ocurren por
periodos prolongados de tiempo. EI mecanismo de reaccion propone la
conversion del alquilaldehido al acido carboxilico, en presencia de radicales
(Moon et al., 2009).

2. 5. Enfermedades periodontales
2.5.1. Concepto
La enfermedad periodontal esta constituida por un grupo de cuadros
clinicos de etiologia infecciosa que producen lesiones inflamatorias con una

elevada capacidad destructiva local del tejido (Raspall, 2006).

2.5.2. Factores que influyen en el desarrollo de la enfermedad periodontal

Existen diversos factores que inducen y favorecen la enfermedad
periodontal como los agentes irritantes, la placa dental y el sarro, los
materiales de restauracion, desechos de alimentos y la respiracion bucal.
(Raspall, 2006). De todos los factores mencionados, la placa dental es el
principal agente etiolégico de las caries y las enfermedades periodontales
(Sepa, 2009). Siendo la placa dental una biopelicula, de la cual se describira a

continuacion.

2.5.3. Biopeliculas
2. 5. 3. 1. Concepto
En cualquier parte de la naturaleza, una biopelicula es una comunidad microbiana
sésil, caracterizada por células irreversiblemente unidas a una sustancia o

interfase y entre si, embebidas en una matriz extracelular de sustancias
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polimerizadas producidas por ellas y que exhiben un fenotipo alterado con

respecto al grado de multiplicacion celular y transcripcion de genes (Negroni,

2009).

2. 5. 3. 2. Caracteristicas

Las biopeliculas presentan caracteristicas relevantes, como:

Heterogeneidad fisiolégica. Dentro de la biopelicula se observa un amplio
rango de micronichos, separados unos de otras por minimas distancias,
pero con ambientes sumamente contrastantes por ejemplo la tension de O,
y COg, pH, entre otras. Por lo tanto, células de la misma especie bacteriana
pueden tener estados fisioldgicos diferentes y se pueden encontrar
especies bacterianas diferentes con distintas necesidades fisioldgicas. Esta
heterogeneidad explica, en parte, la mayor resistencia de las bacterias
cuando crecen en una biopelicula (Sepa, 2009).

Fenotipos. Cuando una bacteria crece siendo parte de una biopelicula
(forma sésil), manifiesta un fenotipo diferente al que presentan cuando
crecen suspendidas en un medio liquido (planctonica). Los fenotipos de las
bacterias que crecen en la biopelicula les confieren una mayor resistencia a
los antimicrobianos e incluso, la resistencia se mantiene aunque se hayan
desprendido de la biopelicula, la cual se ilustra en la Figura 22 (Sepa,
2009).

Capacidad adaptativa. En condiciones desfavorables, la biopelicula puede
involucionar a estadios anteriores y en cuanto se presentan las condiciones
favorables, se desarrollan nuevamente (Sepa, 2009).

Resistencia a los antimicrobianos. La biopelicula es mas resistente a los
antimicrobianos probablemente debido a que estos llegan en menores
concentraciones (no efectivas para eliminar a las bacterias) a las zonas
profundas de la biopelicula, a la proteccion de la matriz extracelular, a la
produccién de enzimas que inactivan los antibacterianos, entre otros (Sepa,
2009).

Seriales en la biopelicula. Las bacterias inmersas en la biopelicula se

comunican mediante sefiales quimicas e intercambio de material genético.
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Esta comunicacion tiene influencia sobre la resistencia a antibacterianos,
produccion de factores de virulencia y en la estructura de la propia
biopelicula (Sepa, 2009).
2. 5. 3. 3. Estructura
Las biopeliculas se organizan en forma de colonias adheridas a diferentes
superficies, ya sean blandas, animadas e inanimadas. Estan formadas por 15-25%
de células y 75-85% de agua y matriz extracelular, generalmente contienen
polisacaridos, aunque también pueden encontrarse proteinas, acidos nucléicos,
fibrina y calcio. Los microorganismos de la comunidad conviven, cooperan y se
comunican por sistemas de sefales denominados “quorum sensing”, que regulan
la expresion de genes (Negroni, 2009).

Formacitn de una biopelicula madura;

‘ intersticios de agua.
‘§ Contacto célula a L
Celulas célula més fuere
plancionicas ¥ formacion de

micro-colonia

Figura 22. Etapas de la formacién de una biopelicula sobre una superficie biolégica. Reproducida
de Negroni, 2009.

Se ha descrito que la estructura de la biopelicula estd formada por dos
estructuras principales:
- La capa salival o pelicula adquirida, formada por proteinas y glucoproteinas y
carece de bacterias. Tiene un grosor aproximado de 1-2 ym.
- La capa formada por microorganismos y polimeros extracelulares. Comprende

dos procesos: la colonizacion primaria y la colonizacion secundaria.

Colonizacion primaria
Una vez establecida la pelicula adquirida, comienzan a depositarse las primera
poblaciones bacterianas. Esta biopelicula suele estar compuesta por 20-30

especies bacterianas distintas (Ver Figura 23). Mientras el resto de los factores se
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mantienen constantes, las bacterias se encuentran en equilibrio; en caso contrario
(consumo de azucares, bajo pH, mala higiene bucal), se produce un desequilibrio
en la poblacion y se favorece el desarrollo de especies que estaban en bajo
numero (S. mutans y lactobacilos). Los colonizadores iniciales presentes en
mayores proporciones son los estreptococos y actinomicetes. S. mitis, S. oralis y
S. sanguinis presentan adhesinas de alta afinidad con los componentes de la
pelicula salival adquirida. Ademas, poseen la capacidad para producir IgA-1,
(proteasas no producidas por S. mutans), que confieren una ventaja para
comportarse como pioneros en el establecimiento de la comunidad bidtica que

constituye la biopelicula.

Treponema spp.

P. gingivalis

3® Colonizadores (Gramnegativos) T. forsythia
Prevotella venticola
P intermedia

T forsythia

Fusobacternum

2° Colonizadores (Gramnegativos)
F. nuclealum

(Especies puente, se unen a otras

bacterias)

il
P. intermedia L V. afypica

1% Colonizadores (Gramnegativos) A. naestundii

Streptoccocus spp.

P. acnes
n

S oral'rs
S sarrgumr.s

S mitis S gordomrl \;S gordonii

i WY

Superficie dental

Figura 23. Tipos de bacterias involucradas en la colonizacion de una superficie dental. Modificada
de Negroni, 2009.

Colonizacion secundaria
En ésta etapa, la biopelicula sufre modificaciones estructurales y aumenta en
grosor y complejidad. Adicionalmente, se producen fendénenos de coadhesion

interbacteriana intraespecifica e intergenérica. La coadhesion intraespecifica se
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debe a los constituyentes de la saliva S. sanguinis, S. oralis y A. naeslundii, a
través de los polisacaridos extracelulares (PEC) de S. mutans y A. naeslundii. La
adhesion intergenérica se da através de los constituyentes de la superficie de las
bacterias de diferentes géneros y especie asociados a fimbrias, tal es el caso de la
agregacion entre A. naeslundii y estreptococos orales.

2.5.4. Caries dental

2.5.4.1. Concepto

La caries dental se puede definir como una enfermedad microbiologica
infecciosa que resulta en la destruccion localizada de los tejidos duros calcificados
dentarios (esmalte, dentina, cemento). Es causada por la produccion de acidos por
las bacterias y se manifiesta por el oscurecimiento y reblandecimiento progresivo
de dichos tejidos, con su posterior pérdida (Palma-Cardenas et al., 2007).

2.5. 4. 2. Etiologia

Para explicar el origen de la enfermedad de la caries y sus lesiones, se
recurre al diagrama de Keyes (Diagrama 1), que considera a la caries como una
enfermedad donde deben intervenir tres factores al mismo tiempo: huésped,

microbiota y dieta.

Bacterias

D1entesss?_sceptlbles cariogénicas de la
aliva placa dental

Huésped_, Microbiota

VN

Rica en aztcares
simples

Diagrama 1. Diagrama multifactorial de Keyes. Modificado de Sacyl, 2006.
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2. 5. 4. 3. Microorganismos relacionados a la caries dental

Los principales microorganismos relacionados con la caries dental son:

Streptococcus mutans, participa en el desarrollo inicial de la enfermedad ya
que produce ciertas condiciones favorables para otros microorganismos. En
segundo lugar se encuentra a S. sobrinus.

Lactobacillus spp. y Actinomyces spp. que participan en la progresién de
las lesiones establecidas.

Candida albicans, es capaz de sobrevivir y proliferar en medios acidos.
Otros estreptococos: S. salivarus, S. mitis, S. anginosus, S. gordonii, S.
oralis y S. sanguinis, tienen baja capacidad para descender el pH.
Actinomycetes, poseen la capacidad de formar lévanos a partir de

sacarosa.

2. 5. 4. 4. Factores de virulencia de los microorganismos relacionados con

caries dental (Negroni, 2009).

Acidogénesis. Los azucares son metabolizados por la via glicolitica y
finalmente se produce acido lactico, principalmente; es asi como se alcanza

un pH entre 4.5-5.5, critico para el proceso de desmineralizacion.

Acidofilia. Un pH acido favorece el crecimiento de S. mutans e inhibe
simultaneamente el de microorganismos comensales como S. sanguinis, S.

gordoniiy S. oralis.

Sintesis de polisacaridos extracelulares, principalmente através de

enzimas denominadas glucosiltransferasas.

Sintesis de polisacaridos intracelulares, se almacena glucégeno como

fuente de glucosa ante la falta de ingreso de ésta.
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¢ Sintesis de proteinas que ligan glucano, son proteinas asociadas a su
pared celular y son importantes para la acumulaciéon de S. mutans en
presencia de sacarosa, al formar un puente que une las superficies

celulares de los microorganismos a la matriz extracelular de polisacaridos.

o Adhesinas. S. mutans presenta adhesinas de superficie de la familia Spa,
también llamada de antigeno I/Il, participan en el proceso de adherencia a

las glicoproteinas salivales y otros microorganismos.

¢ Proteina asociada a la pared celular (WapA), permite la adhesion a las

caras libres de la pieza dental.

2.5.5. Antimicrobianos
2.5.5.1. Generalidades
Una gran variedad de agentes antimicrobianos se utilizan en la clinica para el
control de los microorganismos bucales relacionados con la biopelicula de la placa
dental. Los mas probados han sido los antibidticos, los detergentes catidnicos, las
enzimas, los halégenos, los iones metalicos, los extractos vegetales y los

compuestos fendlicos (Negroni, 2009).

A continuacién se enumeran las caracteristicas de una agente antibacteriano
ideal:

- Debe eliminar rapidamente la placa organizada

- Debe inhibir la formacién de nueva placa

- No debe ser toxico

- No debe poseer efectos secundarios adversos

- Debe tener caracteristicas organolépticas aceptables

- No debe ser inactivado por productos de los microorganismos o del

huésped
- No debe originar resistencia bacteriana

- Debe alterar minimamente la biota normal

36 |



ANTECEDENTES

- No debe ser carcinogénico

Los antibidticos indicados con mas frecuencia contra las enfermedades
periodontales son los siguientes: penicilina, amoxicilina, amoxicilina/acido
clavulanico, clindamicina, metronidazol, tetraciclinas, azitromicina, eritromicina,
espiramicina, claritromicina, y hasta quinolonas.

A pesar de la gran cantidad de compuestos disponibles, se tiene mayor interés
en los agentes que actuan directamente contra mecanismos de adherencia
especifica (clorhexidina) o interfiiendo sobre le metabolismo bacteriano

(fluoruros).

2.5.5.2. Clorhexidina
Quimicamente, es una biguanidina (Figura 24). Es soluble en agua y en
alcohol. Se dice que es el antiséptico topico ideal, debido a su persistente
actividad sobre la piel con el uso continuo, un efecto muy rapido y una minima
absorcion. A bajas concentraciones, exhibe un efecto bacteriostatico, mientras que
a altas concentraciones es bactericida (Tannir et al., 1994).

HN NH
HN . S—NH HN—4  NH
NH HN

HN NH

Cl Cl

Figura 24. Molécula de clorhexidina

A pH fisioldgico, es una molécula dicatidnica, con la carga positiva distribuida
sobre los atomos de nitrogeno, por la tanto es capaz de adsorberse sobre

superficies con cargas negativas como lo son las paredes celulares bacterianas.
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Aunque también se adsorbe sobre la cavidad bucal, en dientes y mucosa, que
posteriormente actuan como reservorios (VADEMECUM, 2010).

Su actividad antimicrobiana se debe a que desestabiliza y penetra las
membranas de las células bacterianas. Precipita el citoplasma e interfiere con la
funcion de la membrana, inhibiendo la utilizacion de oxigeno, lo que ocasiona una
disminucion de los niveles de ATP y la muerte. En las bacterias Gram-negativas,
la clorhexidina afecta la membrana exterior permitiendo la liberacion de las
enzimas periplasmaticas (VADEMECUM, 2010).

En resumen, la clorhexidina previene la formacion de la biopelicula de tres
maneras (VADEMECUM, 2010):

i. Interferencia en la formacion de la pelicula adquirida, al bloquear los grupos
acidos de las glicoproteinas salivales, disminuye la adsorcion de éstas a la
superficie del esmalte.

i. Alteracion de la adherencia de las bacterias a la pelicula adquirida por
competencia con el ion calcio.

iii.  Precipitacion de factores de aglutinacion en saliva y desplazamiento del

calcio de la matriz de la biopelicula.

2.5.6.3. Fluoruros
Actuan sobre la célula bacteriana y alteran el crecimiento por inhibicién de su
metabolismo energético. Su actividad se ve altamente influenciada por el pH del
medio, siendo mayor cuanto mas bajo sea el pH. El fluoruro de hidrogeno (HF)
cruza la membrana y se introduce en el citoplasma, donde la molécula se disocia
(Negroni, 2009):
HF - H" +F

Figura 25. Disociacion del fluoruro de hidrégeno.

El fluoruro interfiere sobre la glucdlisis al unirse a la enolasa, alterando el
metabolismo de los carbohidratos. Otro mecanismo de accion es la inhibicidn de la

adherencia bacteriana, la cual varia con la concentracion, a una concentracion de
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1-30 ppm inhibe la formacion de la pelicula adquirida al modificar las cargas
electrostaticas de la superficie del esmalte y altera la adsorcion de aminoacidos de
la saliva; mientras que a una concentracion de 200-500 ppm, el F" se une al calcio
de la saliva e impide que éste actue como puente en la colonizacién inicial
(Negroni, 2009).

2. 6. Byrsonima crassifolia
2.6.1. Sinonimia
Byrsonima cumingana Juss.; Byrsonima fendleri Turcz.;, Byrsonima
panamensis Beurl.; Byrsonima pulchra Sessé & Moc. ex DC.; Malpighia crassifolia
L.; Malpighia pulchra Sessé & Moc.

211 E N 11 E AN 11 2 1} 1t

“changugu’, “chi”, “nance agrio”, “nanche”, “nanchi”, “nancen”, “nanche de perro’,

11

‘nananche’, “nantzin” (OFI/CATIE, Manual de Arboles de Centroamérica, 2003).

2.6.2. Descripcion
Es un arbol pequefo y torcido de 3 a 7 m de altura, perenne, produce flores de
noviembre a junio y sus frutos maduran de julio a octubre (OFI/CATIE, Manual de

Arboles de Centroamérica, 2003).

Figura 26. Detalle de la corteza de B. crassifolia.
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2.6.3. Distribucion Geografica

Originario de Mesoameérica, en México se distribuye ampliamente en toda la
zona tropical, desde el sur de Tamaulipas y este de San Luis Potosi hasta Yucatan
y Quintana Roo, en la vertiente del Golfo y de Sinaloa hasta Chiapas, en el
Pacifico. También se le puede encontrar por todo Centroamérica hasta Paraguay.
Es muy comun en la sabana venezolana y también en areas costeras del noreste
de Brasil. Se cultiva en el sur de California y la costa occidental de México
(OFI/CATIE, Manual de Arboles de Centroamérica, 2003).

Figura 27. Distribuciéon del nanche en América. Modificado de http://ntsavanna.com/nance-macho/

2.6.4. Usos
Las flores del nanche producen polen y un aceite que es recolectado por
ciertas abejas (Centris spp.). La mezcla de polen y aceite es usado para alimentar
la cria de las abejas. Estas mismas abejas son polinizadoras de muchas otras
especies de arboles (OFI/CATIE, Manual de Arboles de Centroamérica, 2003).
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Los frutos se consumen crudos, en dulces, refrescos, jaleas, confituras,
almibares, vinos y como saborizante para helados (OFI/CATIE, Manual de Arboles

de Centroamérica, 2003).

La corteza tiene propiedades medicinales, y es usada para promover la
menstruacion, tratar resfriados, hongos en la piel, diarrea, fiebre, indigestién,
tuberculosis y mordeduras de serpiente (Argueta et al., 1994; Atlas de la Medicina

Tradicional Mexicana, 2009).

2.6.6. Reportes sobre B. crassifolia
Se han realizado estudios con diversas partes del arbol. A continuacion se
enlista un resumen del trabajo de cada grupo de investigadores y en la Tabla 3, se

ilustran algunos de los compuestos aislados por los mismos.

Se ha analizado el extracto metandlico de las hojas, encontrando e
identificando 22 compuestos, entre ellos triterpenos (acido betulinico, acido
oleandlico), esteroles (B-sitosterol y su glucdsido), seis flavonoides (catequina,
hiperina, epicatequina, quercetina), un éster aromatico y aminoacidos (alanina,
prolina). De algunos de ellos, se probo la actividad espasmogénica en fundus de
rata (Bejar et al., 1995).

Se estudid la fraccion de diclorometano derivada del extracto metandlico de la
corteza, encontrando [(-amirina, betulina, acido betulinico, acido oleanolico,
quercetina, (-)-epicatequina, acido galico y [B-sitosterol con el fin de evaluar la
capacidad antimicrobiana contra Streptococcus mutans y Porphyromonas

gingivalis (Rivero-Cruz et al., 2001).

Se probé la fraccidn de acetato de etilo de las raices contra varias bacterias,
encontrandolo activo en el caso de Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas

aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella flexnari, Staphylococcus aureus,
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Staphylococcus epididermis, Streptococcus pneumoniae y Micrococcus luteus
(Martinez-Vazquez et al., 2004).

Se caracterizaron compuestos como (-)-epicatequina, quercetina, 1,2-di-O-
miristoil-3-O-(6-sulfo-a-D-quinovopiranosil)-glicerol (1), (25)-1,2-di-O-(8-
hexadecenoil)-3-O-(6-sulfo-a-D-quinovopiranosil)-glicerol (2), (+)-catequina, 1,2-di-
O-(8-hexadecenoil)-3-O-(6-sulfo-a-D-quinovopiranosil)-glicerol  (4), entre otros,
todos ellos provenientes del extracto metandlico de las hojas (Rastrelli et al.,
1997).

Se encontraron en las fracciones de diclorometano y acetato de etilo del
extracto etandlico de la corteza, trimeros de procianidinas: 3-O-galoil-(+)-
epicatequin-[40—8]-3-O-galoil-(+)-epicatequin-[4a—8]-(+)-epicatequina, 3-O-galoil-
(-)-epicatequin-[4a—8]-3-O-galoil-(+)-epicatequin-[4a—8]-(+)-epicatequina; dos
dimeros: 3-0O-galoil-(+)-epicatequin-[4a—8]-3-O-galoil-(+)-epicatequina, 3-O-galoil-
(+)-epicatequin-[4a0—8]-  3-O-galoil-(+)-epicatequin-4a-benziltioéter  (6), (+)-
epicatequin-[40—6]-(+)-epicatequina (7) y mondmeros: (+)-epicatequina (8), 3-O-
galoil-(+)-epicatequin-4a-benziltioeter (5), catequina y acido galico (Geiss et al.,
1995).

Se realiz6 una cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
de un homogenizado del fruto, del cual identificaron 46 compuestos volatiles, entre
ellos: hexanoato de etilo (9), acido butanoico, acido hexanoico (10) y metil butirato
(11) (Alves et al., 2003).

Se evalu6 la actividad del extracto metandlico de la corteza contra los
promastigotes de Leishmania mexicana encontrando que dentro de un grupo de
18 plantas colectadas en la Peninsula de Yucatan, el extracto de la corteza es uno

de los diez mas potentes con una Clso < 50 ug/ mL (Peraza-Sanchez et al., 2007).

42 |



ANTECEDENTES

Tabla 3. Compuestos reportados que se han aislado de B. crassifolia.

Nombre del Estructura Autores
compuesto
/Na
O\s\
1,2-di-O-miristoil-3- 0 M Rastrelli
O-(6-sulfo-a-D- o © CHs | ot al
quinovgpiranosil)- H%O j’*( CHs 199'7’
glicerol OH ¢, W
/Na
Ox CH
\S 3
(25)-1,2-di-O-(8- o (\/\/>:(\/\/V
hexadecenoil)-3-O- 0 © H H
HO Hi .
(6-sulfo-a-D- HO o o Rastrelli
quinovopiranosil)- OH /) \/\/\/>:(\/\/\/ ’ et al.,
glicerol H " 1997
OH
AVAVAVAVAVAVAVA
1,2-i-O-palmitoil- | HO O % | Rastrell
3-0-(p-D- or WAMANA,, | e
glucopiranosil)- 0 CH, 1997
glicerol
[or
. " VALV
1,2-di-O-(8- 0 y Rastrelli
hexadecenoil)-3-O- 0 H t al
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glicerol H \/\/\/>:(\/\/v
H H
Geiss et
3-O-galoil-(+)- al., 1995
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Tabla 3. Compuestos reportados que se han aislado de B. crassifolia (continuacion).

3-O-galoil-(+)-
epicatequin-
6 | [40—8]-3-O-galoil-
(+)-epicatequin- OH _
4a-benziltioéter Geiss et
al., 1995
galoil
OH s
(+)-epicatequin- Geiss et
[4a—6]-(+)- al., 1995
epicatequina Ho ‘ on
(0]
HO
(L,
OH
OH
OH
O Geiss et
HO 0 al., 1995
(+)-epicatequina O
OH
OH
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Tabla 3. Compuestos reportados que se han aislado de B. crassifolia (continuacion).

H,C
CH,
9 Etilhexanoato Alves et
¢ al., 2003
HO
H,C
10 | Acido hexanoico Alves et
o al., 2003
HO
H,C
11 Metilbutirato o) Alves et
H,C—O al., 2003
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3. JUSTIFICACION

Descubrimientos recientes en el campo de la medicina reportan numerosas
enfermedades relacionadas con los radicales libres. El riesgo de enfermedades
debidas al estrés oxidativo esta relacionado con los estilos de vida no saludables,
la contaminacién, el humo del cigarro, las sustancias de abuso y el estrés. La
sobreproduccion de radicales libres pueden atacar y dafar irremediablemente
tejidos del cuerpo humano contribuyendo de manera sinérgica con diferentes
enfermedades degenerativas. A pesar de que el cuerpo contiene un complejo
sistema de defensa antioxidante, se ha demostrado que hay otros compuestos con
una actividad antioxidante mucho mas eficiente que los antioxidantes endégenos.
En este contexto es necesario el andlisis de los productos de origen vegetal con la
finalidad de encontrar los compuestos responsables de la actividad antioxidante.

Dentro de los antioxidantes, se apunta con gran solidez a los compuestos
fendlicos que solamente son encontrados en las plantas. En este sentido el
nanche representa una fuente importante de compuestos con capacidad
antioxidante. Estudios previos han demostrado la capacidad antioxidante del fruto
del nanche per se y del jugo preparado a partir de este, sin embargo no existen
reportes sobre la capacidad antioxidante de la corteza, que es la parte del nanche
ma utilizada en la medicina tradicional para preparar remedios. Por lo tanto, uno
de los objetivos del presente trabajo es determinar la capacidad antioxidante del
extracto de la corteza del nanche.

Por otra parte, estudios recientes han determinado una correlacion positiva
entre las enfremedades de la cavidad oral y el estrés oxidativo.
Desafortunadamente los tratamientos existentes para erradicar los agentes
etiolégicos, las bacterias, no son eficaces, sin mencionar que pueden tener efectos
secundarios adversos. Asi pues, la busqueda de nuevos compuestos naturales
con actividad antioxidante y antibacteriana se ha incrementado notablemente en
los ultimos afnos. En este contexto se planted el estudio de la corteza del nanche

como una fuente potencial de compuestos antioxidantes y antibacterianos.

46 |



OBJETIVOS

4. OBJETIVOS

Objetivos generales

1.

Determinar la actividad antioxidante del extracto metandlico total obtenido a
partir de la corteza de B. crassifolia.
Determinar la actividad antimicrobiana del extracto total y de las fracciones

obtenidas a partir del extracto metandlico total de B. crassifolia.

Objetivos particulares

1a. Determinar la capacidad antioxidante del extracto metandlico por
diversos métodos reportados en la literatura, con el fin de establecer su
potencial antioxidante.

1b. Realizar el fraccionamiento del extracto metandlico por métodos
cromatograficos convencionales.

1c. Determinar la capacidad antioxidante de las fracciones obtenidas del

extracto metandlico por los métodos utilizados para el extracto.

2a. Determinar la actividad del extracto metandlico sobre el crecimiento de

la bacteria cariogénica Streptococcus mutans.

2b. Determinar la actividad del extracto metandlico sobre el crecimiento de

la bacteria cariogénica Streptococcus mutans.
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5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
5.1 Métodos generales de analisis
5.1.1. Analisis cromatograficos

Los andlisis de cromatografia en capa fina (ccf) se realizaron segun las
técnicas convencionales, utilizando diversos sistemas de elucion y placas de
aluminio de varias dimensiones, las cuales estaban recubiertas de gel de silice (60
Fos4 Merck, malla 3.5-7.0 ASTM) de 0.25 mm de espesor. Las placas se
visualizaron bajo luz UV (onda corta, 254 nm y onda larga, 365 nm) y
posteriormente, se revelaron con un agente cromdgeno (vainillina sulfurica 1%),
sometido a calentamiento hasta la completa visualizacion de los compuestos.

La cromatografia en columna abierta se realizd sobre resina Sephabeds
(Mitsubishi®), con dimensiones 20 x 10 cm y como fase movil metanol, etanol y
etanol/agua (1:1).

5.1.2. Determinacion de las constantes espectroscopicas
La resonancia magenética nuclear proténica (RMN-'H) se realizé en un aparato
Unity-Inova, operado a una radiofrecuencia de 400 MHz. El disolvente usado

para la disolucién del compuesto fue CD3;OD.

5.2. Material vegetal

La especie vegetal objeto de este estudio (B. crassifolia) se obtuvo del Mercado
de Sonora en la Ciudad de México. Fue autentificada por el Dr. Robert Bye del
Instituto de Biologia de la UNAM. Un ejemplar de referencia se depositd en el
Herbario del Instituto de Biologia (MEXU).

5.3. Tratamiento previo del material vegetal
A la corteza colectada se le retird hojas y todo aquel material extrafio. Se sometio

a molienda y se peso en balanza granataria (980 g).
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5.4. Estudio fitoquimico de Byrsonyma crassifolia
5.4.1. Obtencion del extracto hexanico
La corteza se colocd en un recipiente de vidrio con 4 L de hexano y se
macero por un periodo de 24 h. El material vegetal se separ6 del disolvente por
filtracidn. El extracto obtenido se concentrdé a presion reducida hasta obtener un
solido.
5.4.1.1. Obtencioén e identificacion de la mezcla de a y B-amirina
A partir del extracto hexanico obtenido, precipité un solido sélido blanco que
fue soluble en CH,Cl,. Este sdlido se separd y se purificd por recristalizacion a
partir de una mezcla de CH2Cl, y MeOH (9:1). El s6lido obtenido de la operacién
anterior, se identific6 como una mezcla de a-amirina y B-amirina al compararse por
ccf con estandares auténticos proporcionados por el Dr. Arturo Navarro.
5.4.1.2. Deteccion e identificacion del lupeol
La deteccion e identificacion del triterpeno lupeol en el extracto hexanico se
realiz6 mediante ccf por comparacion con un estandar auténtico de lupeol
proporcionado por el Dr. Arturo Navarro con el sistema de elucién apropiado.
5.4.2. Obtencion del extracto metandlico
En un recipiente de vidrio se deposito la corteza desengrasada con hexano y
se adicionaron 4 L de metanol por 72h (Mac1). El material vegetal se separ6 del
extracto por filtracion. Este proceso se repitié dos veces durante 96 h.
5.4.2.1 Fraccionamiento primario del extracto metandlico derivado de la
corteza desengrasada de B. crassifolia
Se pesd 122.24 g del extracto metandlico total seco en un vaso de
precipitados, al cual se le adicionaron 500 mL de H,O desionizada hasta la
disolucion del extracto para adsorberlo a la resina por medio de agitacion. El
contenido se depositd en la columna abierta, se recibié la fase acuosa (Fase
acuosa) en un matraz, se concentro y se guardo. Posteriormente, se afiadio 400
mL de EtOH a la columna, la fase correspondiente se colectdé (Fase EtOH) y se
evaporo el disolvente. Se continud la desorcidn de la resina con una mezcla de
300mL de EtOH/H,0O 1:1. Las dos fases colectadas se compararon por medio de

ccf en un sistema de elucion AcOEt/HCOOH/H,O 18:1:1, revelado con vainillina
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sulfurica, encontrando que son similares y reuniéndolas para evaporar el
disolvente y pesar en balanza analitica (20.1847 g).

A continuacién, se eluy6é la columna con MeOH, fracciones de 50 mL,
obteniendose 34 fracciones en total. De las cuales, se combinaron ocho fracciones
en una sola fraccion denominada Fxl, por tener perfil cromatografico similar.
Después se colectaron tres fracciones de 50 mL, reunidas en FxIX; nueve
fracciones de 12 a 20, en FxXIl; las fracciones 21 a 23, en FxXXI; la fraccion 24;
las fracciones 25 a 32, en FxXXV vy las fracciones 33 y 34, en FxXXXIIIl. A cada
fraccion principal se le retird el disolvente por medio de un rotaevaporador y se
peso. Se utilizé un sistema de elucion AcOEt/HCOOH/H,O 18:1:1 y se reveld con

vainillina sulfurica.

5.4.2.2. Obtenciodn e identificacion de (-)-epicatequina

En FxXIll se identificd, por ccf y comparacion con el estandar, a la (-)-
epicatequina. Misma que se purifico y posteriormente se identificé como tal por
medio de RMN-"H y por comparacion de sus constantes espectroscopicas y
espectrométricas con las descritas en la literatura para la (-)-epicatequina
(Schroeter, et al., 2006). (-)-epicatequina: [a]p-16° (MeOH), RMN-'H (400 MHz,
CD;OD): 64 6.81 (1H,d, J=1.8, 29, 6.78 (1H, dd, J=6.9, 3.0,5%), 6.75 (1H, d,
J=6.9,3.0,6°), 5.96 (1H,d, J=2.4,6), 5.93 (1H,d, J=2.4, 8), 4.83 (1H, s, 2), 4.21
(1H,m,3), 2.73 (1H,dd, J=16.5, 4.3, 4B), 2.73 (1H, dd, J=16.5, 4.3, 4a). RMN *C
(100 MHz, CD3;0D): 6:158.0 (C-7), 157.9 (C-5), 157.6 (C-9), 146.0 (C-3), 145.9
(C-49, 132.4 (C-1°), 119.5 (C-2°), 115.9 (C-6°), 115.4 (C-5'), 110.2 (C-10), 96.5 (C-
6), 96.0 (C-8), 80.0 (C-3), 67.5 (C-2), 29.5 (C-4).
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En el Diagrama 2 se muestra un resumen del proceso de la obtencion del extracto

y posterior fraccionamiento.

98Cg de corteza

de B. crassifolia

Amirina

*Maceracion conhexano por 24 h
*Filtracion

Extracto hexanico

Residuo vegetal

*Maceracion
Filtracion
}

conMeOH por956h

Residuo vegetal

Extracto metanalico total

+Fraccionamiento con
Sephabeads, columnaabierta

Fase MeOH Fase ELOH

Fase ELOH/H:0 1:1

resina

| FxlX || Fx X1 || Fx XXI || Fa XXIV || Fx XXV || Fx XXX || Fa XXX || Fa XXXV |

Epicaleguina

Diagrama 2. Proceso de la obtencion y fraccionamiento del extracto metandlico de

nanche.

5.5. Determinacion del contenido de antioxidantes

5.5.1. Determinacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

Se utilizé la metodologia descrita por Singleton y colaboradores (1965). Se
agregd 800 pL de H,O desionizada, 100 yL de reactivo Folin y 100 pyL de la
disolucion de etanol al 50% del extracto total o de la fraccion, por triplicado y se
50 uL de
Na,COs3 al 20% y se guardd la mezcla de reaccién en la oscuridad por 1 hora. Por

reposé por 8 minutos en la oscuridad. Finalmente, se adicionaron
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ultimo, se realizé una lectura en el espectrofotometro a una longitud de onda de
760 nm.
5.6. Ensayos de capacidad antioxidante

La evaluacion de la actividad antioxidante se realizé por medio de la
capacidad de neutralizacion del radical DPPH y del cation ABTS y el ensayo de
FRAP. Con la metodologia descrita por Cheng y colaboradores, se calcularon: la
Concentracion Inhibitoria 50 (Clsg), el Area Bajo la Curva (ABC) y la Eficiencia
Antirradical (EA) como parametros para cuantificar dicha capacidad antioxidante.
Ademas se calculd la Capacidad Equivalente a Trolox® (TEAC), segun lo
describen Silva y colaboradores (2007).

5.6.1. Ensayo del 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH')

Se utilizd el método descrito por Mohamad y colaboradores (2004) con
algunas modificaciones. La mezcla de reaccién consistio en 100 pL de una
disolucion 0.208 mM de DPPH y 100 uL de una disolucion metandlica del extracto
total metandlico y de la fraccién, y una disolucion metandlica de la referencia de (-
)-epicatequina y del estandar de Trolox®, cada una de ellas por triplicado. Se
monitoreo la reaccion por medio de un espectrofotémetro a 515 nm.

5.6.2. Ensayo del 2,2-azinobis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS™)

Se utiliz6 el método descrito por Thaipong y colaboradores (2006) con
modificaciones. Para producir el radical ABTS”®, se mezclaron en misma
proporcién de volumen las disoluciones acuosas de ABTS en concentracion 7 mM
y de KyS205 2.45 mM, la mezcla de reaccion se conservo en la oscuridad por 16
horas a temperatura ambiente. En una placa ELISA de 96 pozos se adiciond
180uL de la disolucién del radical y 20 yL de la disolucién acuosa de metanol al
50% de la prueba (extracto total metandlico, fraccidn, estandar o referencia). La
reaccion se monitoreé por medio de un espectrofotometro a 734 nm, cada 10

segundos por 8 minutos.
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5.6.3. Poder antioxidante/reduccion de Fe** (FRAP)

Se utilizé el método descrito por Pérez-Jiménez y colaboradores (2008) con
modificaciones. Se preparé la disolucién de trabajo con solucion amortiguadora de
acetatos 300 mM a pH= 3.6, TPTZ 10 mM y FeCl; 20 mM, en una proporcion
20:2:2 respectivamente. De la disolucion anterior se tom6 180 uL y se adicionaron
en una placa ELISA de 96 pozos junto con 20 pL del extracto total metandlico. Se
incubd por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se realizd la
lectura en espectrofotometro a 593 nm.

5.7. Capacidad para neutralizar la lipoperoxidacién por medio del ensayo de
blanqueamiento de B-caroteno

Se utilizd el método descrito por Wang y colaboradores (2008) con
modificaciones. Se prepard una mezcla de reaccion que consiste en una emulsion
de B-caroteno de 1.0 mg/mL en CH)Cl,, acido linolénico, Tween 40 y H,O
desionizada, a la cual se adicioné la disolucion acuosa de metanol al 50% del
extracto total metandlico o de la fraccién. Se realizo la lectura de tiempo cero en el
espectrofotdmetro a 470 nm y posteriormente se sometié la mezcla de reaccién a
Bano Maria a 50°C por 1 hora, al cabo de la cual se realiz6 la segunda medicion,
utilizando como blanco una emulsion de acido linolénico, Tween 40 y H,O

desionizada. Como estandar se usé Trolox® 0.5 mg/mL.

5.8. Determinacion del efecto de los extractos y compuestos puros sobre el

crecimiento de Streptococcus mutans

5.8.1. Microorganismos de prueba
Por ser uno de los principales patdégenos de la cavidad bucal, se utilizo el
microorganismo Streptococcus mutans (ATCC 10499). Se reactivaron 50 pL de
bacteria S. mutans en caldo infusion de cerebro corazén (BHI) por un periodo de
24 h,a 37°C.
5.8.2. Preparacion de las muestras
Se disolvieron entre 2 y 3 mg de cada fraccién en 1000 yL de una mezcla de
EtOH/H,0 al 25%.
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5.8.3. Procedimiento general

Se tomd 50 pL del caldo de 24 horas y se transfirid a un tubo de ensaye con
5mL de caldo BHI fresco por duplicado (C= 1%) y se incubaron por 4 horas a
37°C. De este ultimo medio se tomaron 480 uL para diluirlos en 30 mL de caldo
BHI, del cual se transfirio 1 mL a una celda de plastico para realizar una lectura en
el espectrofotdmetro a 600 nm, obteniendo %A= 0.012, de modo que cada pozo
contenia aproximadamente 5 x 10* UFC.

Se sembrdé la bacteria de concentracién conocida en caldo BHI y glucosa al
1.0% en presencia de una disolucion acuosa del extracto total metandlico o de las
fracciones en una placa ELISA de 96 pozos. Cada muestra se coloco por triplicado
y se realiz6 una dilucion seriada con medio BHI.

Como control positivo se utilizdé gluconato de clorhexidina al 0.012%; como
control de esterilidad, caldo BHI y como control de disolvente, etanol al 25%. Se
incub6 a 37°C por 24 horas. Los resultados se obtuvieron al cabo de 24 horas de
incubacion. Se calculd a la concentracion minima inhibitoria para cada dilucion de
prueba.

5.8.4. Determinacion de Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)

La determinacién de las concentraciones minimas inhibitorias se realizé de
acuerdo a la metodologia descrita por Hernandez y colaboradores (2012),
utilizando el método de microdilucién en placa de 96 pozos.

El valor de CMI fue definido como la minima concentracién del compuesto de
prueba que no permitié el desarrollo de la bacteria, que visualmente se interpreta

como la ausencia de turbidez en el medio.
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6. RESULTADOS
6.1. Determinacion del contenido de antioxidantes
6.1.1. Determinacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu
Para calcular la concentracion de fenoles totales, se preparé una curva patron
de acido galico (r= 0.9955), los resultados se expresan en equivalentes de acido

galico y son presentados en la Tabla 4.

1.4
y =0.0065x - 0.0518

An-aacc

2
1.2 R*=0.9955

0.8

0.6

0.4

0.2

0 . T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Figura 28a. Curva patron de acido galico para la determinacién de fenoles totales en las
muestras de prueba. Figura 28b. Coloraciones en la determinacion de fenoles totales.
Tubo de ensayo de la izquierda: control negativo, tubo de ensayo de la derecha: muestra
de extracto metandlico.
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Tabla 4. Contenido de fenoles totales determinados para el extracto total metandlico y
para cada fraccion.

Muestra Eq. Galico (mg Acido galico/g muestra)
Extracto total metandlico 61.1
Fraccion IX 24.3
Fraccion XIlI 48.8
Fraccion XXI| 52.8
Fraccion XXIV 56.2
Fraccion XXV 56
Fraccion XXX 49.5
Fraccion XXXIII 40
Fraccion XXXIV 424

Se observa que la mayor cantidad de fenoles totales se encontré en el extracto
metandlico total. Las fracciones XXI, XXIV y XXV presentan concentraciones

cercanas a la encontrada en el extracto metanodlico total.

6.2. Ensayos de capacidad antioxidante
6.2.1 Ensayo del DPPH
Se determind la capacidad de atrapamiento del radical libre calculando la

cantidad de DPPH remanente durante 30 minutos, mediante la siguiente férmula:

%DPPH'remanente = Amuestra / ADPPH- X100

Figura 29. Coloraciones en el ensayo de atrapamiento del radical DPPH. El color morado
indica la presencia del radical estable no neutralizado, mientras que el color amarillo
indica la neutralizacién del mismo.

En la Figura 30 se muestra la disminucion de la absorbancia en el transcurso
del tiempo, para las diferentes concentraciones del extracto metandlico total, del

estandar de Trolox®, (-)-epicatequina, quercetina y acido galico.
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Figura 30. Curva temporal de la neutralizacién del radical DPPH.

Para cuantificar la capacidad atrapadora del

radical se calcularon los

parametros: Area Bajo la Curva (ABC), Concentracién Inhibitoria 50 (Clsp),
Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox® (TEAC) y Eficiencia Antirradical

(EA), presentados en la Tabla 5. Destacando que el TEAC del extracto metandlico

total es similar al del Trolox®.

Tabla 5. Resumen de los parametros de actividad antioxidante para el extracto

metandlico, el estandar Trolox y las sustancias de referencia para el ensayo de DPPH.

Sustancia de prueba ABC TEAC (mM) | Clso (mg/mL) EA (mL/mg min)
Exto MeOH nanche 491.3 1.01 0.050 20
(-)-epicatequina 2482 6.97 0.006 333.3
acido galico 1623.7 3.34 0.930 2.2
quercetina 1613.8 3.32 1.49 0.3
Trolox® 884.208 1.00 0.014 11.9
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6.2.2 Ensayo del ABTS™
Se determind la capacidad de atrapamiento del radical libre calculando la

cantidad de ABTS™ remanente durante 10 minutos, segun la siguiente férmula:

%ABTS°+remanente = Amuestra / AABTS°+ X 100

Figura 31. Coloraciones en el ensayo de atrapamiento del radical ABTS™. El color azul-
verde indica la presencia del radical estable no neutralizado, mientras que la ausencia de
color indica la neutralizacion del mismo.

En la Figura 32 se muestra la disminucion de la absorbancia respecto al
tiempo, para el extracto metandlico total a diferentes concentraciones, asi como

del estandar de Trolox®, (-)-epicatequina, quercetina y acido galico.
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Figura 32. Curva temporal de la neutralizacion del radical ABTS.
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Para cuantificar la capacidad neutralizadora del radical se calcularon los
parametros: Area Bajo la Curva (ABC), Concentracién Inhibitoria 50 (Clso),
Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox® (TEAC) y Eficiencia Antirradical
(EA) mostrados en la Tabla 6.

Tabla 6. Resumen de los parametros de actividad antioxidante para el extracto metandlico
(C= 0.002 mg/mL), el estandar Trolox y las sustancias de referencia (C= 0.01 mg/mL)

para el ensayo de ABTS.

Sustancia de prueba ABC TEAC (mM) | Clsp (mg/mL) | EA (mL/mg min)
Exto MeOH nanche 676.66 7.06 0.057 0.022
(-)-epicatequina 525.6 5.48 0.053 0.039
acido galico 1959.1 20.45 0.014 0.149
quercetina 1524.7 15.91 0.031 0.058
Trolox® 559.6 1.00 0.060 0.012

6.2.3. Poder antioxidante/reducciéon de Fe** (FRAP)

Para esta determinacion se prepararon dos curvas patron de los antioxidantes
de referencia en medio acuoso, una de acido ascorbico (r= 0.9945) representada
en la Figura 33 y otra de Trolox® (r= 0.9997), en la Figura 34.
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Figura 33. Curva patrén de acido ascorbico para el ensayo de FRAP.
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Figura 34. Curva patron de Trolox® para el ensayo de FRAP.

En la Figura 35 se ilustran las diferentes coloraciones observadas en el

ensayo; el color azul indica la formacion del complejo colorido por reduccion del

hierro, mientras que la ausencia de color indica que éste no se formo.

Para evaluar la capacidad antioxidante mediante este ensayo, se interpol6 en
las curvas patron los valores de absorbancia para obtener y expresar los
resultados en equivalentes de Trolox® y equivalentes de acido ascorbico, los

cuales se muestran en la Tabla 7. Los resultados muestran que, mediante este

Figura 35. Coloraciones en el ensayo de FRAP.

ensayo, todas las muestras poseen una actividad antioxidante similar.
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Tabla 7. Resumen de los parametros de actividad antioxidante para el extracto metandlico
y las sustancias de referencia para el ensayo de FRAP (C= 0.5 mg/mL).

Sustancia de prueba | Eq. Trolox® (umol/L) Eq. Ac. Ascérbico (umol/L)
Exto MeOH nanche 1,176 5,332
(-)-Epicatequina 1,243 5,634
Acido galico 1,280 5,801
Quercetina 1,235 5,597

6.3. Capacidad para neutralizar la lipoperoxidaciéon por medio del ensayo de
blanqueamiento de B-caroteno

Se calculd la actividad antioxidante (%AA) respecto a un control de H,O
desionizada, mediante el uso d ela sigiente formula:

%AA= 100 DR. —DRs
DR,

Donde:

DR.= Rapidez de degradacién del control
DRs=rapidez de degradacién en presencia de la muestra

;“' *_u ‘1‘
-
Figura 36. Coloracion en el ensayo de blanqueamiento de (-caroteno. En el tubo de

ensayo de la izquierda se muestra la decoloracion total del B-caroteno (control negativo) y
a la derecha, disminucién del color del B-caroteno (extracto metandlico).
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En la Tabla 8 se muestra el %AA obtenido para el extracto metandlico total, las
fracciones derivadas de éste y para el estandar Trolox®. Se muestra que se
necesita 4 veces mas de concentracién de cualquiera de las fracciones o del

extracto total para alcanzar la misma capacidad antioxidante de lipidos.

Tabla 8. Pardmetros de capacidad antioxidante de lipidos (%AA) mediante el ensayo de
blanqueamiento de [3-caroteno.

C (mg/mL) %AA

Extracto MeOH
nanche 2 87.88
Fx IX 2 79.71
Fx Xl 2 90.47
Fx XXI 2 91.61
Fx XXIV 2 94.07
Fx XXV 2 96.64
Fx XXX 2 96.81
Fx XXXIII 2 97.02
Fx XXXIV 2 85.75
Trolox® 0.5 90.41

6.4. Actividad sobre del crecimiento de Streptococcus mutans
6.4.1. Determinacion de la CMI
Se realiz6 el promedio de las tres lecturas donde se registré la inhibicion como
ausencia de turbidez del medio de cultivo, tal como se muestra en la placa ELISA
de la Figura 37. En la Tabla 9 se muestran los valores obtenidos para cada

muestra evaluada.
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Tabla 9. Concentraciones minimas inhibitorias calculadas para el extracto total metandlico

total, las fracciones primarias y el flavan-3-ol aislado.

CMI
Fraccion Streptococcus mutans (ug/mL)

Exto. total MeOH 98.4**
FxI ND*

Fx IX 725**

Fx Xl 338**

Fx XXI 344**

Fx XXIV 319**

Fx XXV 350**

Fx XXX 356**

Fx XXXl 394**

Fx XXXIV 344**

(-)-epicatequina 25.0**

*ND= No se registré inhibicién
** Se observo precipitado en el fondo del pozo
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Figura 37. Placa ELISA donde se muestra la inhibicion del crecimiento de S. mutans por
las fracciones del extracto metandlico en la primera hasta la tercer columna y se muestra
la turbidez en los pozos G y H del control negativo.

63 |



DISCUSION DE RESULTADOS

7. DISCUSION DE RESULTADOS

La preseleccion de la especie B. crassifolia se realizd6 con base en su amplio
uso en la Medicina Tradicional para el tratamiento de infecciones de la cavidad
oral, resfriado, tratamiento de heridas, dolor de cintura y enfermedades

relacionadas con el estrés oxidativo como la diabetes y afecciones renales.

7.1. Determinacion del contenido de antioxidantes
7.1.1. Determinacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

La determinacion de la cantidad de fenoles totales presentes en el extracto
derivado de la corteza del nanche se realiz6 utilizando el método de Folin-
Ciocalteu, el cual es considerado uno de los mejores y mas antiguos meétodos para
determinar el potencial antioxidante en productos naturales (Prior et al., 2005).
Como resultado del proceso se encontré que tanto el extracto metandlico de
nanche como las fracciones contienen compuestos fendlicos en cantidades
significativas.

Al comparar el contenido de fenoles totales del extracto de la corteza del
nanche (6,110 mg AG/100 g muestra) con los contenidos descritos en la literatura
para bebidas y frutos con reconocida actividad antioxidante y alto contenido de
fenoles totales, se encuentra que el extracto metandlico de nanche y fracciones
derivadas de éste, presentan un mayor contenido de fenoles totales que la
cascara de uva roja (1,060 mg AG/100 g muestra), el té negro (194.1 mg AG/L
muestra) (Chaves et al., 2002) y el vino tinto (2,570 mg AG/L muestra) (Frankel et
al., 1995).

7.2. Determinacioén de la capacidad antioxidante
Para determinar la capacidad antioxidante del extracto se utilizaron los
ensayos de DPPH', de ABTS" y de FRAP. La sustancia de referencia que se
utilizé para comparar y cuantificar la capacidad antioxidante de los compuestos o
extractos de prueba es el acido (+)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-

carboxilico (Trolox®). Con relacién a éste se calcul6 la TEAC (Capacidad
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Antioxidante Equivalente a Trolox®), la cual indica el numero de radicales de
DPPH o ABTS™ consumidos por una molécula de antioxidante (Roginsky et al.,
2005).

También se determind la Clsp, que es la concentracion, del antioxidante o
compuesto de prueba requerido para reducir la cantidad de DPPH o ABTS™ en un
50% de su concentracion original y que nos permite caracterizar el poder
antioxidante de la muestra (Habsah et al., 2010; Roginsky et al., 2005).

Otro parametro utilizado para describir la capacidad antioxidante fue el area
bajo la curva (ABC), la cual indica la rapidez y eficiencia de la reaccion de
atrapamiento del radical (Apak et al., 2007).

Por ultimo, se calculé la eficiencia antirradical, como medida del atrapamiento
del radical (Cheng et al., 2006).

Es importante destacar, que un valor mayor de los parametros ABC, TEAC y
EA, indican la presencia de un mayor numero de moléculas antioxidantes y por
ende, de mayor actividad antioxidante. En el caso de la Clsp, se espera un menor
valor ya que se requiere que una minima concentracion de muestra de prueba

inhiba una mayor cantidad de radicales.

7.2.1. Ensayo del DPPH

La neutralizacion del radical DPPH se lleva cabo por dos mecanismos:
transferencia de un atomo de hidrogeno (HAT, por sus siglas en inglés hydrogen
atom transfer) y por transferencia de un proton (ET, electron transfer). Sin
embargo la reaccion que se lleva en mayor medida es la ET (Ou et al., 2005).

Los valores de TEAC reportados en la Tabla 4 indican que el extracto
metandlico de nanche captura una cantidad de radicales comparable al Trolox®.
Los valores de TEAC obtenidos para los compuestos puros se encuentran en un
rango de 3.32mM a 6.97mM lo cual es indicativo de una mayor actividad
antioxidante relativa al Trolox®.

Por otra parte, con relacién a las Clsp, se observa que el extracto metandlico
de nanche posee capacidad antioxidante comparable a la del Trolox®, ya que se

necesita una concentracion similar para neutralizar la misma cantidad de
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radicales. Mientras que los compuestos puros, presentes en el extracto de corteza,
poseen una Clsp menor, destacando la (-)-epicatequina. Este compuesto, junto con
la quercetina, ha sido reportado como uno de los antioxidantes mas eficaces
pertenecientes al grupo de los flavonoides (Kurihara et al., 1995). La (-)-
epicatequina, ademas de poseer el esqueleto basico de los flavonoides, en el
anillo B presenta la funcion catecol, la cual de acuerdo a la literatura, es esencial
para una alta actividad antioxidante. Los hidroxilos poseen la capacidad de quelar
metales que desencadenan el estrés oxidativo y dan la estabilizacién del aroxi-

radical por deslocalizacién electronica (Prochazkova et al., 2011).

OH OH
ROO

[

R O0O—H R o)
R o

Figura 38. Estabilizacion del aroxi-radical en el anillo B de los flavonoides. Reproducido
de Kurihara et al., 1999.

7.2.2. Ensayo del ABTS

Los valores de TEAC resumidos en la Tabla 6 indican que, el extracto
derivado de la corteza del nanche posee una potencia cinco veces menor a la de
los compuestos puros acido galico y la quercetina, ya que éstos ultimos consumen
una mayor cantidad de radicales el extracto metandlico total. Sin embargo, su
potencia es mayor que la del Trolox® y similar a la (-)-epicatequina.

Es importante destacar que la Clsp del extracto metandlico de nanche es
similar a la del estandar de Trolox® y a la del compuesto puro (-)-epicatequina y
mayor que la Clsp obtenida para el acido galico y la quercetina. Por lo que los
compuestos puros acido galico y quercetina son capaces de neutralizar al radical
ABTS de una manera mas rapida que el extracto.

Por otra parte, con respecto a la eficiencia antirradical, la cual, correlaciona los
valores de TEAC y de Clsp se puede destacar que estos valores se encuentran en
congruencia con reportes previos hallados en la literatura (Cheng et al., 2006).

Este valor describe la relacion entre ambos parametros e indica que para que un
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compuesto sea considerado como un buen atrapador debe tener valores de TEAC
altos y Clso bajos (Cheng et al., 2006).

7.2.3. Ensayo de FRAP

Con el ensayo de FRAP se evalua uno de los mecanismos por los cuales los
antioxidantes realizan su accion, este es la transferencia de un electréon. El poder
de reduccion parece estar relacionado con el grado de hidroxilacion y medida de
conjugacion de los compuestos polifendlicos (Pulido et al., 2000).

En la Tabla 4 se presentan, a manera de resumen, los resultados obtenidos
para el ensayo. Los valores altos de equivalentes de acido ascorbico y de
equivalentes de Trolox® indican que el extracto metandlico posee una capacidad
donadora de electrones similar a las referencias puras. Por lo que el extracto
metandlico actua mediante la transferencia de atomos de hidrégeno de

electrones.

7.3. Capacidad para neutralizar la lipoperoxidacion por medio del ensayo
de blanqueamiento de B-caroteno

Una manera de evaluar la actividad antioxidante de los polifenoles es
mediante la inhibicion de la autooxidacion de los lipidos. Este proceso se lleva a
cabo mediante la donacion de un atomo de hidrégeno a los radicales peroxilo para
estabilizarlos (Roginksy et al., 2005).

Segun los resultados obtenidos, tanto el extracto como las fracciones
primarias poseen la capacidad para evitar que la oxidacién del B-caroteno, lo cual
se reflejé en una disminucion de la absorbancia y por lo tanto, un alto porcentaje
de actividad antioxidante (% AA).

Por otra parte, es importante destacar que aun cuando el extracto y las
fracciones primarias poseen una buena capacidad para retardar el proceso de
lipoperoxidacion, su eficacia es menor a la determinada para el control positivo
Trolox®.
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7.4. Relacion de los ensayos de capacidad antioxidante
Se observa que los valores de ABC son mayores en el ensayo de ABTS
puesto que este radical reacciona indistintamente con cualquier donador de —H,
que puede no estar contribuyendo a la actividad antioxidante (Roginsky et al.,
2005). Sin embargo, en el caso de los compuestos puros, se encuentra que los
valores de ABC son muy similares, lo cual es congruente dado que siempre se

tienen los mismos donadores de hidrégenos en la molécula.
Para el caso de las Clso, los valores de estas en el ensayo de DPPH son
mayores que en el ensayo de ABTS debido a la falta de especificidad mencionada
para el ultimo radical: neutraliza mayor cantidad de radicales, por lo que

aparentemente se necesita mayor cantidad de antioxidante.

La diferencia en los parametros calculados para los ensayos muestra que los
antioxidantes reaccionan dependiendo la naturaleza radical, lo cual concuerda con
lo descrito por Prior et al. (2005) quienes ademas exponen que la actividad de los

compuestos fendlicos depende del medio de reaccion.

7.5. Determinacion del efecto de los extractos y compuestos puros sobre el
crecimiento de Streptococcus mutans
Por medio del ensayo biolégico, se establecié que el extracto metandlico
preparado a partir de la corteza de B. crassifolia inhibe el crecimiento de S.
mutans, uno de los principales agentes etioldgicos de la caries. La determinacion
del potencial antibacteriano del extracto metandlico derivado de la corteza de B.
crassifolia se realizé utilizando el método de microdilucidon en placa de 96 pozos
segun la metodologia descrita por Hernandez y colaboradores (2012). Los
resultados obtenidos indican que el extracto total posee una CMI de 98.4 pg/mL.
En este sentido, Wu y colaboradores (2002) consideran que un extracto
vegetal es activo contra S. mutans si la CMI es menor a 1000 pg/mL. Por lo que el

extracto metandlico total puede considerarse activo contra la bacteria de prueba.
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Posteriormente, el extracto se someti6 a un fraccionamiento y como
resultado se obtuvieron nueve fracciones las cuales se evaluaron con el mismo
bioensayo utilizado para determinar la actividad del extracto. El proceso permitio la
deteccion de siete fracciones con actividad antibacteriana moderada (Fx XIlI-Fx
XXXIV).

Se observa que la actividad de extracto es mayor que la de sus fracciones,
esto puede deberse a la existencia de una variedad de compuestos que actuan

sinérgicamente para inhibir el crecimiento de S. mutans.
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8. RESUMEN Y CONCLUSIONES

El presente trabajo de investigacion permitio el aislamiento de una mezcla de
los triterpenos o y B-amirina y la deteccion mediante cromatografia en capa fina
del triterpeno lupeol a partir del extracto hexanico derivado de la corteza de
Byrsonima crassifolia. Por otra parte, el estudio quimico del extracto metandlico de
la corteza del nanche condujo al aislamiento del flavan-3-ol (-)-epicatequina a
partir de la fraccién XIII.

Se encontré que el extracto metandlico de la corteza de B. crassifolia posee
una potente actividad antioxidante. En el caso del ensayo del DPPH, se obtuvo un
TEAC de 1.01 mM, Clsgp de 0.05 mg/mL y EA de 20 mL/mg min, que son
comparables con los valores obtenidos para el Trolox® (TEAC de 1.0 mM, Clso de
0.0514 mg/mL y EA de 11.9 mL/mg min). Por otra parte, en el ensayo del ABTS,
se encontro el patron similar al obtenido para el DPPH con un TEAC de 7.06 mM,
Clso de 0.057 mg/mL y EA de 0.022 mL/mg min y para el estandar Trolox® valores
de TEAC de 1.0 mM, Clso de 0.06 mg/mL y EA de 0.012 mL/mg min. En el caso de
tercer ensayo realizado, FRAP, los valores de equivalentes de acido ascorbico
(5332uM) y de equivalentes de Trolox® (1176uM) concuerdan con los resultados
obtenidos en los ensayos de DPPH y ABTS. Por ultimo, se encontr6 que el
extracto total metandlico y las fracciones poseen la capacidad para retardar la
peroxidacion de lipidos, con %AA que oscilan en un rango de 79.71% - %96.64,
que fueron determinados mediante el ensayo de blanqueamiento del -caroteno.

La presencia del flavan-3-ol (-)-epicatequina explica de manera parcial la
potente actividad antioxidante observada en el extracto metandlico.

Por otra parte, se realizé el ensayo de actividad sobre el crecimiento de la
bacteria cariogénica Streptococcus mutans, con el cual se detecté que el extracto
metandlico logro inhibir el crecimiento de la bacteria con una CMI de 98.4 pg/mL.
De igual manera, se detectd que las fracciones primarias derivadas del extracto
poseen la capacidad de inhibir a la bacteria con CMIs entre un rango de 319-725

pug/mL.
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9. PERSPECTIVAS

- Continuar con el estudio fitoquimico de corteza del arbol, con la finalidad de

aislar otros componentes con capacidad antioxidante.

- Determinar el mecanismo de inhibicion de radicales del extracto y

compuestos puros.

- Determinar la concentracion a la cual el extracto metandlico tiene ejercer

efecto prooxidante.
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