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Resumen

Resumen

Las enfermedades cronico-degenerativas son uno de los mayores retos para las
sociedades modernas en materia de salud. Las estadisticas arrojan que el
tratamiento de estos padecimientos representa una gran parte del presupuesto
gue los paises destinan a las instituciones salud. Entre este grupo de
padecimientos, las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de
muerte a nivel mundial. En décadas recientes se ha comprendido el papel tan
importante que el estrés oxidante juega en su desarrollo, por lo cual la busqueda
de nuevos compuestos y fuentes de antioxidantes, ha sido de gran interés en el

ambito cientifico.

Uno de los usos que los muérdagos han tenido en la medicina tradicional
mexicana, ha sido el de tratamiento de enfermedades cardiovasculares; sin
embargo, su estudio en materia de antioxidantes no ha sido explorado. Por ello
uno de los propésitos del presente trabajo, fue determinar si las especies
Struthanthus quercicola, Psittacanthus calyculatus y Cladocolea loniceroides
tenian potencial antioxidante in vitro, utilizando los extractos metandlicos de cada
especie. Otro objetivo del estudio fue determinar si estas especies de muérdago
poseian catequinas y cuantificarlas en caso de estar presentes.

En nuestros resultados, encontramos que las tres especies de muérdago
estudiadas tenian fenoles en su composicion. Por otro lado, se determiné que
tenian actividad antioxidante al lograr neutralizar los radicales DPPH® y ABTS*".
De igual forma, los extractos metandlicos de Struthanthus quercicola,
Psittacanthus calyculatus y Cladocolea loniceroides lograron reducir el i6n Fe** en
el ensayo FRAP. Por ultimo, podemos sefialar que también tuvieron una buena
actividad inhibitoria de la lipoperoxidacion.

Respecto al contenido de catequinas, se realiz6 una cromatografia de liquidos
de alta eficiencia y los perfiles cromatograficos indicaron que la especie

Struthanthus quercicola contenia al flavan-3-ol (+)-catequina. A través de su
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Resumen

cuantificacion se determin6 que el contenido promedio de (+)-catequina en esta

especie fue de 167.3+2.8 mg/Kg de peso seco.

Estos datos nos llevan a concluir que los extractos metandlicos de Struthanthus
guercicola, Psittacanthus calyculatus, Cladocolea loniceroides, asi como también
la (+)-catequina, son buenos candidatos para conducir ensayos in vivo, que
evallen si presentan una actividad importante en modelos de estrés oxidante. De
igual forma al tener en México una gran variedad de especies de muérdago, se
pueden conducir otros estudios para determinar el potencial antioxidante de éstas.



Introduccion

1. Introduccién

La creciente urbanizacion alrededor del mundo, la mejora del transporte y un
mayor flujo de la informacion, han hecho que millones de consumidores alrededor
del mundo exijan una mayor calidad y seguridad en los alimentos que consumen.
Si bien es cierto que segun cifras de la Organizacion Mundial de la Salud, hoy en
dia las enfermedades cardiovasculares siguen siendo la primera causa de muerte
en el mundo; es también cierto que existe un aumento en las cifras de consumo de
antioxidantes, de suplementos alimenticios y de alimentos que las personas
consideran como mas sanos 0 menos perjudiciales. En Estados Unidos, por
ejemplo, de 1968 al afio 2000, el consumo de carne roja disminuyd en un 17%, la
ingesta de pollo aumentd de 21 al 38%, asi como también frutas y vegetales
tuvieron un aumento de 25% en la ingesta de 1977 a 1999 (Gehlhar y Coyle,
2001).

Estas tendencias responden sin duda, al aumento del interés de las personas
por prevenir enfermedades y mejorar su calidad de vida. En este aspecto, los
antioxidantes juegan un papel central, puesto que en los Ultimos afos, ha existido
una investigacion exhaustiva en el ambito cientifico para conocer el papel que
juegan los antioxidantes en diversas enfermedades. Huang y colaboradores
(2005) reportaron que el numero de publicaciones que se refieren a los
antioxidantes se ha cuadruplicado en una década (1684 articulos en 1993 y 6510
en 2003). Hasta la fecha las investigaciones arrojan que los antioxidantes tienen
un rol importante en el cancer, las enfermedades cardiovasculares, la artritis
reumatoide, la diabetes, en el desarrollo de isquemia en heridas y en desérdenes
neuroldgicos como el Alzheimer y el Parkinson (Valko et al., 2007).

Los antioxidantes estan presentes de forma natural en una gran variedad de
alimentos y bebidas, estos van desde vegetales y frutas hasta chocolates,
semillas, vinos, granos, flores, etc. (Cook y Samman, 1996); es decir, son tan
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Introduccion

ubicuos que practicamente diario consumimos alguno al comer. Esto hace que la
prevencion de algunas enfermedades esté al alcance de la poblacién y no requiera
de consumir forzosamente un suplemento alimenticio o medicamento para mejorar
nuestra calidad de vida.

De igual forma, en la industria existe la intenciébn de encontrar nuevas fuentes
de antioxidantes, de conocer qué fuentes contienen una mayor cantidad de estos,
por su gran interés comercial, no solo para su consumo, sino también en la
investigacion. En el &mbito cientifico, los antioxidantes son Utiles como estandares
para identificacion y cuantificacion, como objeto de estudio en ensayos clinicos y
para evaluar en qué dosis es seguro su consumo por los seres humanos.
Respecto a este Ultimo punto, cabe destacar que la ingesta en exceso de
antioxidantes es también perjudicial para la salud, por lo cual debe orientarse a las

personas adecuadamente sobre su consumo.

En México, el muérdago representa un grave problema para el bienestar de las
poblaciones de arboles. Las especies de muérdago merman la salud del arbolado
llevandolos a veces, hasta su muerte. En el Distrito Federal contamos con una
gran cantidad de especies de muérdago Struthanthus quercicola y Cladocolea
loniceroides en varias delegaciones como son: Benito Juarez, Cuauhtémoc,
Coyoacan, Alvaro Obregén, Cuajimalpa, Tlalpan, Venustiano Carranza y
Xochimilco, segun reporté en el 2007 la Secretaria de Medio Ambiente. Por otro
lado, Psittacanthus calyculatus, es menos abundate que Struthanthus quercicola y
Cladocolea loniceroides; sin embargo, se tienen mas registros de su uso en la

medicina tradicional.

Por estos motivos el estudio de estas especies de muérdago, pueden revelar la
presencia de compuestos que tengan fines terapéuticos o que sean valiosa fuente
de antioxidantes. Esto seria muy importante, ya que puede darseles un uso
practico, a la par que se mejora la salud de las poblaciones de arboles de nuestro

pais.
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2. Antecedentes

2.1 Estrés Oxidante

Las especies reactivas del oxigeno (ERO), asi como también las especies
reactivas del nitrégeno (ERN), son productos del metabolismo celular que cumplen
con ciertas funciones fisioldgicas. Idealmente, los organismos han desarrollado
sistemas de defensa antioxidante que permiten tener un balance entre la
produccién de ERO/ERN y su neutralizacion. No obstante, cuando existe una
sobreproducciéon o una acumulacién de estas especies que va mas alla de las
necesidades inmediatas de la célula, o bien, cuando los mecanismos antioxidantes
fallan, se puede producir dafio oxidativo a moléculas esenciales como son el ADN,
los lipidos y las proteinas que en Ultima instancia repercuten en la integridad
celular y en su éptimo funcionamiento. Este fendmeno es conocido como estrés
oxidante (Cui et al., 2004).

2.1.2 Radicales libres, Prooxidantes y Especies Reactivas

Los prooxidantes y las ERO, se definen de manera general como sustancias
endbégenas o exdgenas, que tienen la capacidad de llevar a cabo la oxidacion de
moléculas, ya sea por la abstraccion directa de los electrones o de forma indirecta
a través de la produccion de especies intermedias altamente reactivas. Los
radicales libres representan una clase de dichas entidades, son especies que
tienen la capacidad de una existencia independiente por un intervalo muy breve de
tiempo que posee uno 0 Mas electrones desapareados (Alexandre et al., 2012).
En la Tabla 1, encontramos un resumen de las principales especies que participan

en el estrés oxidante.

Un electrén despareado es aquél que se encuentra solo en un orbital atobmico o
molecular. Los electrones son mas estables cuando estan apareados en orbitales,
de ahi que los radicales sean menos estables que los no-radicales, aunque hay
variaciones en cuanto a su reactividad.
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Tabla 1. Principales moléculas involucradas en el estrés oxidante (Sorg, 2004).

Nombre Estructura Reacciones principales
Superoéxido e0O-O Reaccion de catalisis de Haber-Weiss,
reciclando los iones Fe**, Cu®*; formacion de
peréxido de hidrégeno o peroxinitrito.
Peréxido de HO-OH Formacion del radical hidroxilo; inactivaciéon
hidrégeno enzimatica; oxidaciéon de biomoléculas.

Radical hidroxilo

oOH

Abstraccién de hidrégeno, produccién de
radicales libres y peroxidos de lipidos;
formacion de tioles.

Ozono

"0-0"=0

Oxidacién de toda clase de biomoléculas,
especialmente aquellas que contienen dobles
enlaces, formacién de ozénidos y aldehidos
citotoxicos.

Singulete de
oxigeno

Reaccién con dobles enlaces; formacion de
perdxidos; descomposicién de aminoacidos y
nucléotidos.

Oxido Nitrico

oN=0

Formacion de peroxinitrito; reacciona con otros
radicales.

Peroxinitrito

O=N-0O-O

Formacion del radical hidroxido; oxidacion de
tioles y grupos aromaticos; conversion de
xantina dehidrogenasa a xantina oxidasa;

oxidacién de biomoléculas.

Radical hipoclorito

ClO

Oxidacién de grupos que contienen amino y
sulfuro; formacién de cloruro.

Radical

Abstraccién de hidrogeno; formacion de
radicales peroxido y otros radicales;
descomposicion de lipidos y otras
biomoléculas.

Radical peroxilo

R-O-Oe

Abstraccién de hidrogeno; descomposicién de
lipidos y otras biomoléculas.

Hidroperoxido

R-O-OH

Oxidaciéon de biomoléculas; disrupcion de
membranas biolégicas.

lones de hierro y
cobre

Fe**, cu®*

Formacion de radical hidroxiradical por
reaccion de Fenton y Haber-Weiss.
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2.1.2.1 Especies Reactivas del Oxigeno (ERO)

El oxigeno molecular (O;) es un gas toxico. La razén por la cual los seres
humanos y otras especies aerobias pueden coexistir con este gas, es porque
paralelamente a la evolucion del sistema de transporte de electrones y otros
sistemas enzimaticos que usan el O,, se dio la evolucibn de sistemas
antioxidantes que brindan un mecanismo de proteccion a los efectos téxicos del
O, y sus especies reactivas (Aruoma, 1994). ERO es un término general que se
utiliza para radicales que provienen del oxigeno y otros no-radicales que son
agentes oxidantes o bien, que se convierten facilmente en radicales (HOCI, Oz, O,,
H.0,). Los radicales que provienen del O,, representan la clase mas importante de
especies radicales generadas en los organismos vivos y se generan a través del
metabolismo aerobio principalmente. Otras fuentes importantes son los
peroxisomas, microsomas, la activacion de células de la inflamacién como
macroéfagos, neutrofilos y eosindéfilos, la enzima éxido nitrico sintasa (NOS), asi
como otras enzimas que participan en procesos inflamatorios (Buonocore et al.,
2010).

El O, tiene una configuracién electrénica Unica y es por si mismo un radical. La
adicién de un electrén al O, resulta en la formacion del anién superéxido (0,*), el
cual es considerado la primer ERO. El 90% del O,* intracelular proviene de la
cadena de transporte de electrones mitocondrial. Esta cadena de electrones es la
principal fuente de ATP, por lo cual es esencial para la vida. Otras fuentes
importantes del O,* son la NADPH oxidasa (NOX), la Xantina oxidasa, la
NADPH-> citocromo P450 oxidasa. La reactividad quimica del radical O,* es débil
en medio acuoso; esto aunado al hecho de que su carga electrénica negativa lo
hace incapaz de difundirse a través de la membrana lipidica, hace que el O,*
tenga pocos efectos celulares (Alexandre et al., 2012).

El estado redox de una célula esta estrechamente relacionado al estado de
oxidacion del hierro y esta bajo estricto control fisiol6gico. Se ha propuesto que la
adecuada regulacion del hierro, evita que exista hierro libre intracelular (Fe?); sin
embargo, in vivo, bajo condiciones de estrés, la sobreproducciéon de O,* provoca

~5~
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gue el hierro se libere de moléculas que contienen este metal. La liberacion del
hierro ha sido demostrada para las proteinas transportadoras de electrones [4Fe-
4S] (Liochev et al., 1994).

El Fe?" liberado puede entonces participar en la reaccion de Fenton para
producir el radical *OH:

Fe?* + H,0, » Fe3* + *OH + OH™

Reaccion de Fenton

De tal forma que, bajo condiciones de estrés el radical O,* funge como un
oxidante de las enzimas [4Fe-4S] facilitando la producciéon de *OH a partir de
peréxido de hidrégeno (H-O,), al dejar disponible el iébn Fe* para la reaccién de
Fenton (Valko et al., 2007). De igual forma, el radical O,* participa en la reaccion
de Haber-Weiss, la cual consiste en dos pasos: Primero se lleva a cabo la
reduccion de Fe® por el radical O,°:

Fe3t + 03~ -» Fe?* + 0,

Posteriormente con el ién Fe?* se lleva a cabo la reaccion de Fenton. De tal
forma que la reaccién neta es:
03~ +H,0, > 0,+ °*0OH + OH™

El radical hidroxilo (*OH), es la forma neutra del i6n hidréxido. El *OH tiene
una alta reactividad, lo que hace que sea muy peligroso. Tiene una vida media de
10° segundos, por lo cual reacciona con las moléculas que se encuentren
cercanas a su sitio de origen; ésta es una caracteristica esencial del *OH que al
reaccionar con una molécula siempre generara otro radical. Las especies
resultantes siempre han tenido menor reactividad que el *OH (Aruoma, 1994).
Este radical induce dafos oxidativos celulares severos, como son alteraciones del

ADN, lo que lo hace una especie altamente mutagénica. Otros dafios son la
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peroxidacion de acidos grasos poliinsaturados de la membrana, lo que aumenta su
permeabilidad. El radical *OH reacciona con las proteinas induciendo su

inactivacion irreversible (Alexandre et al., 2012).

Ozono. Aunque este gas sirve como proteccion contra la radiaciéon solar en la
atmosfera, es considerado por algunos como el contaminante del aire mas toxico.
El ozono puede ser formado en laboratorios que usan equipos con lamparas UV
de alta energia, y en el aire urbano, resulta de reacciones fotoquimicas y de la
contaminacion. El tejido mas susceptible de dafio es el tracto respiratorio (Aruoma,
1994).

Acido hipocloroso (HOCI). Aunque no es un radical libre, si es un potente
oxidante. El HOCI ataca primariamente los grupos amino y sulfhidrilo de las
proteinas y puede clorar las bases puricas del ADN (Aruoma, 1994).

Radicales peroxilo. Son formados durante reacciones de oxidacion de lipidos,
tales como la oxidacion de &acidos grasos poliinsaturados que resultan por la
descomposicion de alimentos ricos en grasas. La reaccion puede ser iniciada por
cualquier especie que tenga suficiente reactividad para abstraer el atomo de
hidrogeno de la cadena lateral de los &cidos grasos insaturados como son el &cido
araquidénico y el acido linoléico, en la membrana lipidica. En la ultima década,
han aumentado los estudios que evallan su participacion en fallas en la
reparacion del ADN, activaciéon de protooncogenes, asi como también en la
carcinogénesis (Aruoma, 1994).

El peréxido de hidrogeno (H20,) es una molécula relativamente inactiva que
tiene la capacidad de atravesar las membranas celulares con facilidad y sufrir
transformaciones subsecuentes en la presencia de metales de transicion
(particularmente hierro y cobre), de manera que se generan radicales *OH
altamente reactivos por reacciones de Fenton o0 Haber-Weiss. Estas
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caracteristicas le permiten afectar la integridad de diversas moléculas en el interior
celular (Cochrane, 1991; Halliwell y Gutteridge, 1999).

2.1.2.2 Especies Reactivas del Nitrégeno

El 6xido nitrico (ON®) es generado en los tejidos biol6gicos a través de las 6xido
nitrico sintasas (NOS, por sus siglas en inglés). El ON® es un radical abundante,
gue juega un papel importante en la sefalizacibn de una gran variedad de
procesos bioldgicos que incluyen: neurotransmision, regulaciéon de la presion
sanguinea, mecanismos de defensa, relajaciéon del musculo liso, regulacion

inmune, entre otros (Bergendi et al., 1999).

Durante procesos inflamatorios, las células del sistema inmune cuando llevan a
cabo el estallido respiratorio producen tanto el O,*, como el 6xido nitrico (ON®).
Bajo estas condiciones estas dos especies pueden reaccionar para formar el anién
peroxinitrito (ONOO-), un poderoso oxidante responsable de la nitracion de
proteinas intra y extracelulares como la albumina, proteinas mitocondriales y
enzimas como la superoxido dismutasa (SOD) produciendo asi cambios en su

estructura y funcion (Carr et al., 2000).

2.2. Antioxidantes

La exposicion a los radicales libres obligd a los organismos a desarrollar
mecanismos de defensa. Estos mecanismos que tratan de contrarrestar el estrés
oxidante incluyen: mecanismos de prevencion, de reparaciéon, defensas fisicas y
defensas antioxidantes.

De acuerdo a la definicién propuesta por Halliwell y Gutteridge, un antioxidante
es cualquier sustancia que retrasa, previene o repara el dafio oxidativo a una

molécula blanco.
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2.2.1 Clasificacion de los antioxidantes

Existen varias formas de clasificar a los antioxidantes, las mas comunes son

por el sitio donde ejercen su accion, por su origen y por su fuente.

2.2.1.1 Clasificacion de los antioxidantes segun el sitio donde ejercen su
accion
e Accidn Intracelular: Ejemplos de estos antioxidantes los encontramos en
la SOD, la catalasa (CAT), la glutation peroxidasa (GPx), proteinas que
ligan metales y la glutation transferasa.
e Accién anivel membranal: Vitamina E, B-caroteno y Ubiquinol-10.
e Accién a nivel extracelular: Transferrinas, lactoferrinas, albumina,

vitamina C y &cido urico.

2.2.1.2 Clasificacién segun su origen

% Exo6genos
En este grupo principalmente encontramos:

» Vitamina E: Es el principal antioxidante liposoluble presente en los
tejidos celulares y es considerado la primera linea de defensa contra
la peroxidacion lipidica. Se ha descrito que juega un papel
importante en el buen funcionamiento de las células del sistema
inmune (Pekmezci, 2011). Aun cuando existen varias formas de esta
vitamina, el cuerpo utiliza principalmente el a-tocoferol (Lokman y
Emir, 2011).

» Vitamina C (4cido ascérbico). Utilizada principalmente como donador
de electrones en la hidroxilacion de los residuos de prolina y lisina
del colageno, por ello, ayuda al fortalecimiento del tejido conectivo y
ayuda a la regeneracion de las lesiones. Los humanos no pueden

producir su propia vitamina C, por lo cual, se debe obtener de la
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dieta. Se encuentra en citricos, jitomate, fresas, pimienta, col y hojas
verdes. La vitamina C no puede ser almacenada en el cuerpo, de tal
forma que el exceso es excretado por la orina (Lokman y Emir,
2011). La vitamina C al ser hidrosoluble puede reaccionar facilmente
con radicales libres en fluidos extracelulares (Bendich, 1990). Esta
vitamina es efectiva en neutralizar O,*", H,O,, OH®, HOCI, radicales

peroxilo acuosos y oxigeno singulete (Levine et al., 1999).

» Carotenoides. Son antioxidantes liposolubles que reaccionan con
ERO, asi como también con radicales peréxido. Algunos
carotenoides como a-caroteno, y-caroteno y (-caroteno, pueden ser
convertidos a vitamina A (retinol), que posee igualmente propiedades
antioxidantes. Se encuentran presentes en zanahorias, jitomate,

mantequilla, queso, paprika y salmén rojo (Lokman y Emir, 2011).

> Flavonoides

Presentan una importante actividad antioxidante debido a que son
guelantes de hierro, atrapan radicales libres, asi como también
ejercen su accién inhibiendo algunas oxidasas como: la
mieloperoxidasa, la lipooxigenasa, la ciclooxigenasa y la xantina
oxidasa. Ademas, estimulan otras importantes enzimas antioxidantes
como son la CAT y la SOD (Groot y Rauen, 1998; Sudheesh et al.,
1999).

% Enddgenos
Se pueden a su vez subclasificar en:
v' Enziméticos
—>La enzima mas destacada de este grupo es posiblemente la SOD,
la cual cataliza la reacciéon de dismutacion del O,*, dando como
producto O, y H,0..
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Todos los miembros de la familia SOD utilizan metales de transicion
en sus sitios activos, los mamiferos particularmente usan Cu,Zn-
SOD (extracelular y en el citoplasma) y Mn-SOD (que se presenta en

la mitocondria).

—>Catalasa (CAT) Forma parte importante del sistema antioxidante
CAT/SOD, el cual actia en presencia de altas concentraciones de
H,O,. Se encuentra en el higado, rifiones y en baja concentraciéon en
tejido conectivo y epitelios. A nivel celular se encuentra en
mitocondria, peroxisomas y en el citosol de los eritrocitos (Gutiérrez,
2002).

—>Glutation peroxidasa (GPx). Enzima que tiene como cofactor al
selenio y que cataliza la reduccion del H,O, y de lipoperéxidos (L-
OOH). Se localiza en: citosol (eritrocitos), lisosomas de neutrofilos,
macrofagos y otras células del sistema inmune (Cisneros,1995).

No enziméaticos

Este grupo esta representado por el acido ascorbico (Vitamina C), a-
tocoferol (Vitamina E), glutation (GSH), carotenoides, flavonoides,
entre otros (Valko et al., 2007). Estos antioxidantes pueden
clasificarse a su vez en antioxidantes de accién indirecta o directa.
Los de accion indirecta son agentes quelantes y los de accion directa
pueden ser aquellos que atrapan radicales libres. (Dorado et al.,
2003).

2.2.1.3 Clasificacién de los antioxidantes por su fuente de obtencién

Naturales: En los dltimos afios han aumentado el namero de
investigaciones orientadas a estudiar plantas que puedan tener
sustancias antioxidantes potenciales; esto se da por el creciente
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interés de las personas de disminuir la ingesta de sustancias
sintéticas. Entre los principales antioxidantes naturales estan el 4cido
ascorbico, los tocoferoles, los flavonoides y los carotenoides.

e Sintéticos: Se emplean principalmente en la industria de los
alimentos como conservadores; sin embargo, son pocos los que se
utilizan ya que debe descartarse la posibilidad que sean toxicos o
carcinogénicos. Los mas utilizados son: butilhidroxianisol (BHA),
butilhidroxitolueno (BHT), galato de propilo (GP) vy terbutil
hidroquinona (TBHQ).

2.2.2 Flavonoides

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular producto del
metabolismo secundario en plantas, que tienen como base el nacleo flavano. Este
consiste en dos anillos aromaticos unidos por una cadena alifatica de tres

carbonos, los cuales normalmente se condensan y forman un anillo pirano (Fig. 1).

Son compuestos ubicuos que encontramos en una gran diversidad de plantas y
alimentos como son: chocolate, té, vino tinto, frutas, nueces, semillas, etc. Los
flavonoides son responsables del color de las frutas y vegetales, aunque también
existen casos de flavonoides incoloros en la naturaleza como por ejemplo, los
rotenoides (Lotito y Frei, 2006).

En la industria han sido utilizados en los ultimos afios como antioxidantes
naturales en aceites para protegerlos de la peroxidacion lipidica, como suplemento
alimenticio y como agente antimicrobiano. Por otra parte, vasto es el estudio que
se ha hecho de sus potenciales efectos biolégicos que incluyen entre ellos
propiedades antivirales, antimicrobianas, antiinflamatorias, antialérgicas, accién
vasodilatadora, inhibiciébn de la peroxidacion lipidica, inhibicion de la agregacion
plaquetaria, asi como también inhibidores de la permeabilidad capilar y de la
actividad enzimatica (como es inhibicién de la ciclooxigenasa y la lipooxigenasa)
(Cook y Samman, 1996).

—_ 12 —_
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Los flavonoides se subdividen habitualmente en flavonas, isoflavonas,

flavonoles, flavanoles, flavanonas y antocianidinas (Tabla 2), en funcién de sus
caracteristicas estructurales (Heim et al., 2002).

O

C

Figura 1. Estructura base de un flavonoide (nucleo flavano).

Tabla 2. Clasificacién de los flavonoides (Heim et al., 2002)

Clase Estructura basica Ejemplos de Fuentes de obtencion
flavonoide en ladieta
- Cilantro, perejil, vino tinto
O i) ) 1
Crisina cascara de frutas, citricos,
Flavonas cascara de jitomate
Apigenina
O .
Rutina
(+)-catequina Té (Camellia sinensis) y
o vino tinto
Flavanoles (-)-epicatequina

OH . .
epigalocatequina
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Naringina Citricos (toronja, limon,
O~ naranja)
Flavanonas Naringenina
i Hesperidina
Hesperetina
Quercetina Brocoli, granada, té negro,
O
cebolla, lechuga, jitomate,
Flavonoles caempferol bayas, aceite de oliva,
OH
cascara de manzana.
(0]
o Genisteina Soya
Isoflavona Genistina
© Daidzina
Daidzeina
Apigenidina Frutas coloreadas (cereza,
O+
AN frambuesa, fresa, uva,
Antocianidinas Cianidina mora azul) y vino tinto
Malvidina

2.2.2.1 Catequinas

Las catequinas se clasifican dentro del grupo de los flavanoles, llamados

también proantocianidinas o flavan-3-oles. Este grupo de flavonoides incluye a la

catequina, epicatequina, galato de epicatequina y galato de epigalocatequina
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(Tabla 3). En la naturaleza, encontramos que estos compuestos estan presentes

en frutas como cerezas, manzanas, ciruelas, fresas; semillas y granos como la

cocoa, vegetales, en el vino tinto, en el té negro, asi como también en el té oolong.

De igual manera, forman protoantocianidinas diméricas, triméricas y oligoméricas

en las uvas, incluyendo la cascara y las semillas (Yilmaz, 2006).

Tabla 3. Estructura y actividad antioxidante de las principales catequinas.

Nombre

Estructura

Actividad

antioxidante

Referencias

reportada
Presenta actividad | (Fukumoto y
estabilizadora  del | Mazza, 2000),
o 0,", OH®, peroxilo,y | (Morel et al.,
Ho o \\\\\\C[ DPPH®. De igual | 1993), (Scott et
(+)-catequina . . forma se ha |al, 1993) vy

OH

OH

reportado que actla
como (quelante de

hierro.

(Yilmaz, 2006).

(-)-epicatequina

HO,

OH
\\\\\\\Oi
- OH

iy, o

Al igual que la (+)-

catequina, la (-)-
epicatequina

estabiliza radicales
0,", OH®, peroxilo y

DPPH".

(Bors y Michel,
1999), (Liu et al.,
2000), (Fukumoto
y Mazza, 2000).

(-)-epigalocatequina

HO.

OH

s
- OH

1y, o

Estabiliza al radical
DPPH?®, inhibe la

lipoperoxidacion.

(Yilmaz, 2006).
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Son més efectivos | (Yanagawa et al.,
que la (-)- | 2003), (Shahidi y

OH
oH epicatequina y la | Alexander, 1998).
o o (+)-catequina en
OH

llevar a cabo la
(-)-galato de K

\ - estabilizacion de
epigalocatequina 3y oH _
o radicales en la
o4 | peroxidacion
OH lipidica.

on Poseen actividad
©i antimicrobiana
HO. O. W .
OH (contra H. pylori)

‘o, e

(-)-galato de
epicatequina o o o
OH
OH

2.3 Muérdago

2.3.1 Generalidades de la familia Loranthaceae

La familia Loranthaceae es la mas grande de las angiospermas parasitas con
950 especies. Se encuentra distribuida en latitudes sur y zonas tropicales. Las
hemiparasitas de esta familia son conocidas popularmente con el nombre de
muérdagos (Norton y Carpenter, 1998). Los muérdagos son especies
hemiparasitarias fotosintéticas que obtienen agua, nutrimentos y soporte de las
plantas a través de estructuras conocidas como haustorios que penetran hasta el
xilema del hospedero; esto provoca el decaimiento del arbol parasitado hasta su
muerte, o bien, lo deja vulnerable a ataques por otros agentes como pueden ser

insectos, hongos y bacterias. Algunos muérdagos crecen sobre las copas de los
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arboles y los arbustos de sus hospederos disminuyendo asi su capacidad
fotosintética (Herrera, 2005). Se encuentran en varios ecosistemas incluyendo
bosques boreales, selvas tropicales y zonas aridas. Mientras algunas semillas de
plantas germinan solo en respuesta a sefiales quimicas del huésped, el muérdago
germina en casi cualquier situacion. Todos los muérdagos toman los nutrientes y
el agua de su hospedero, pero difieren en que no todas las especies toman de
éste el carbono que requieren (Norton y Carpenter, 1998).

Los frutos son carnosos con una capa pegajosa y gruesa de mucilago que
rodea a la semilla, esta capa permite su adherencia a los pajaros, propiciando su
propagacion a los distintos arboles (Pérez et al., 2006).

2.3.2 Distribucidon geogréfica

En recientes afios en México, las poblaciones de arboles que se ven afectadas
por especies de muérdago han ido en aumento. El parasitismo causado por
muérdagos incluye ecosistemas templados y tropicales; se tienen reportados 10
géneros y mas de 151 especies en los diversos ecosistemas de nuestro pais
(Chazaro et al., 1991).

El muérdago se encuentra distribuido en toda la Republica Mexicana, contando
con mayor nimero de especies en Oaxaca, Chiapas y Veracruz (Chazaro, 1987).

Durante un estudio realizado en 2007 por el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), el Colegio de
Posgraduados (COLPOS), la Universidad Autonoma Metropolitana campus
Iztapalapa (UAM-I) y la Secretaria del Medio Ambiente, se llevd a cabo la
identificacion de especies de muérdago presentes en la zona urbana del Distrito
Federal; se encontraron siete especies principales que afectan el arbolado urbano:
Cladocolea loniceroides, Cladocolea diversifolia, Struthanthus interruptus,
Struthanthus quercicola, Struthanthus depeanus, Phoradendron velutinum vy
Phoradendron brachistachium; siendo la especie Struthanthus interruptus la que

presenta mayor incidencia en las &reas verdes urbanas de la zona norte, seguido
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de Cladocolea loniceroides que actualmente se encuentra mas alla del centro del
Distrito Federal.

De igual forma se encontré que la distribucion del muérdago se presenta de
manera predominante en las delegaciones Benito Juarez, Cuauhtémoc vy
Coyoacan, con tendencia predominante hacia las delegaciones localizadas en el
suroeste de la Ciudad de México (delegaciones Alvaro Obregon, Cuajimalpa,
Tlalpan, Venustiano Carranza y Xochimilco). Los géneros de arboles con mayor
infestacion de muérdago son: Fraxinus (fresno), Populus (alamo), Ulmus (olmo),

Ligustrum (trueno), Alnus (aile) y Acacia (acacia) (SMA, 2007).

2.3.3 Importancia de su estudio

A nivel mundial, los muérdagos de la familia Loranthaceae son empleados en la
medicina tradicional (Ratera y Ratera, 1980). Entre las propiedades que se han
reportado para los miembros de esta familia de plantas destacan los estudios de
Zee Cheng (1997), asi como también los de Park y colaboradores (1998, 1999)
donde se describen propiedades antitumorales. También encontramos reportes de
propiedades inmunomodulatorias en los estudios de Ferndndez y colaboradores
(1998); de actividad antiinflamatoria en las investigaciones de Hostanska y
colaboradores (1995). Finalmente en la literatura podemos hallar evidencia de
algunos muérdagos de la familia Loranthaceae con actividad antimicrobiana
(Amabeoku et al., 1998) y antihipertensiva (Fukunaga et al, 1989; Taira et al.,
1994).

2.3.4 Compuestos reportados en especies de muérdago (Loranthaceae)

Diversos estudios realizados a distintas especies con el fin de obtener sus
propiedades quimicas y farmacoldgicas, han reportado que éstas presentan
compuestos de distinta naturaleza como son flavonoides, alcaloides, lectinas,

viscotoxinas, histamina y polisacaridos (Winterfeld y Dorle, 1942; Yataro, 1941,
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Sajner y Veris, 1958; Graziano et al., 1967; Jordan y Wagner, 1986; Fukunaga et
al., 198; Sinha et al., 1999; Park et al., 1999).

2.3.5 Struthanthus quercicola

Sus caracteristicas botanicas son las siguientes: lampifio, ramas lisas y
cilindricas que se van haciendo mas delgadas hacia el final de éstas; hojas casi
opuestas, ovoides, puntiagudas, pecioladas (que se unen al tallo principal
mediante un tallo propio), laminares, con venacion reticulada; racimos axilares;
flores casi unidas al tallo, opuestas, con anteras cilindricas que se fijan a la base
(Don, 1934)

Se ha observado en Struthanthus quercicola la parasitacion preferente de
truenos (Ligustrum lucidum y Ligustrum japonicum), jacarandas (Jacaranda
mimosaefolia), alamillos (Populus spp.), ahuehuetes (Taxodium mucronatum),
limén (Citrus limon), sauce llorén (Salix babylonica), alamo blanco (Populus alba)
(Fig. 2), dlamo americano (Populus deltoides) (AMA, 2009), entre otros.

Una vez que germina la semilla en el hospedero, el parasito forma ramas
propias que se pegan a las ramas de los arboles, uniéndose a éstas a través de
los haustorios (Fig. 3). Las ramas se van ramificando en forma dicotomica,
formando un follaje denso, que llega a cubrir la copa del hospedero (Fig. 4) (Pérez,
et al., 2006).

Para esta especie en particular, no hay registro de su uso en la medicina
tradicional. Sin embargo, cabe destacar que para Struthantus venetus (especie
gue comunmente se confunde con Struthanthus quercicola) encontramos registros

de su uso para tratar la tos y producir sedacion (Pérez, 2004).
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Figura 2. Populus alba parasitado por Struthanthus quercicola (AGN s.f.)

Figura 3. Haustorios de Figura 4. Hojas de Struthanthus
Struthanthus quercicola quercicola

formados sobre rama de

Lingustrum lucidum.

~20~



Antecedentes

2.3.6 Cladocolea loniceroides

Los principales estados donde tiene presencia son: Distrito Federal, Estado de
México, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos y Oaxaca, parasitando alrededor
de 22 especies de arboles distintas (Chazaro, 1987).

Cladocolea loniceroides presenta arbustos dioicos, parasitos de plantas
lefiosas, con tallos cilindricos o aplanados, erguidos o volubles; hojas laminares
alternas; flores dispuestas en racimos, de tal forma que todas las flores quedan a
la misma altura (corimbos); presentan inflorescencias (Fig. 5). Pueden presentar
raices epicorticales (que les permiten formar los haustorios secundarios) sobre el
tallo, en la base de la planta o estar ausentes. Las semillas tienen un promedio de
germinacién de 21 dias (Alvarado y Saavedra, 2005).

Cuando la semilla de esta especie se implanta, el embrién forma el haustorio
hacia el interior del arbol y hacia la superficie del tronco grueso, ramificandose en
abundancia en forma dicotdmica, cada rama forma entonces nuevas ramas, donde

cada una tiene abundantes hojas (Pérez et al., 2006).

El caso mas conocido de parasitacion por esta especie de muérdago en nuestro
pais, se dio en la poblacién de ahuejotes (Salix bonplandiana y Salix humboltiana)
de la zona chinampera de Xochimilco, donde Cladocolea loniceroides disminuyé

considerablemente el vigor y estética de los arboles (Saavedra et al., 2005).

Para Cladocolea loniceroides, no se encuentra documentado en la literatura un
uso en la medicina tradicional. Sin embargo, estudios realizados por Serrano y
colaboradores, han determinado que tiene actividad antioxidante y efecto
citotoxico (Serrano et al., 2011).
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Figura 5. Imdgenes de Cladocolea loniceroides A. Fruto B. Flores C. Hojas

2.3.7 Psittacanthus calyculatus

Es una planta hemiparastia que crece en una gran variedad de plantas
silvestres o cultivadas, que abarcan las familias Rutaceae, Leguminosae,
Febaceae, Conniferae, Fagaceae, Myrtaceae (Eucaliptus) y Pinaceae, las cuales
en su mayoria son arboles de frutos o que son utilizadas por su madera (Fig. 7).

Se han encontrado arboles parasitados por Psittacanthus calyculatus en

Guanajuato, Guerrero, Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca,

~22 ~
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Puebla, Querétaro, Quintana Roo, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tamaulipas,
Tlaxcala, Veracruz y Yucatan (Villasefior, 1998).

Sus caracteristicas botanicas son las siguientes: presentan tallos verdes
angulados, generalmente muy ramificados; sus hojas son opuestas, de color verde
oscuro, con consistencia de cuero, tienen forma eliptica, son algo curveadas y su
inflorescencia es terminal; las flores son vistosas, formado por un triadas, tiene sus
botones caracteristicamente curveados, alrededor de 4 cm de largos ensanchados
en la parte superior y presentan un color rojo a anaranjado (Fig. 6).

Durante afios, Psittacanthus calyculatus ha sido empleada en la medicina
tradicional mexicana. En Oaxaca y Puebla, es frecuente su uso en trastornos
ginecobstétricos. En Oaxaca, también se emplea para la menorragia, la
esterilidad y como antiabortivo, la planta entera se remoja en agua o aguardiente y
se administra por via oral. En Quintana Roo, para curar las inflamaciones se

muele la planta.

Se dice en la medicina tradicional que el remedio hecho con este injerto, tiene la
propiedad de "enfriar la sangre"”, restaurando asi el equilibrio frio-calor del cuerpo;
por lo tanto, evita el aborto, recupera la fertilidad y detiene las hemorragias
menstruales. También se cree que puede ser (til para sanar heridas (inclusive
para desinfectarlas), aliviar inflamaciones, salpullido y quemaduras; de igual forma
se dice que detiene las hemorragias, y es util para curar los rifiones, la diabetes y
contra la caida del cabello.

En Tabasco preparan un té, con las hojas, para beberlo contra los parasitos.
Este té, elaborado junto con raiz de calaguala, lo usan contra la diarrea. Las hojas
s6lo machacadas con agua, las ocupan para lavar los 0jos en casos de
conjuntivitis (UNAM, 2009).

En un estudio farmacolégico, un extracto de Psittacanthus calyculatus
recolectado de Prosopsis laevigata, produjo una mayor vasorelajacion que la
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inducida por la acetilcolina. A pesar de que se tienen varios usos de esta especie
en la medicina tradicional, la fitoquimica de la planta esta pobremente
documentada (Bah et al., 2011).

Figura 6. A: Hojas y flores de Psittacanthus calyculatus. B: Flores de
Psittacanthus calyculatus. San Miguel de Allende, México. Tarrant, D. 2007.

LA RN

Figura 7. Parasitacion de un arbol por Psittacanthus calyculatus. Mazamitla,
Jalisco, México. Costea, M. s.f.

~ 24 ~
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2.4 Determinaciéon del contenido de fenoles totales con el reactivo de Folin-
Ciocalteu

El ensayo de Folin-Ciocalteu se basa en la transferencia de electrones en
medio alcalino, la transferencia se da de los compuestos fendlicos a los complejos
de acidos fosfomolibdicos/fosfotlingsticos de tal forma que se crean complejos de
color azul. La naturaleza quimica del reactivo de Folin-Ciocalteu no se conoce con
precision; sin embargo, se cree que reacciones reversibles de reducciones
secuenciales de uno o dos electrones llevan a la aparicion del color azul,
posiblemente por (PMoW11040)*. Basicamente se cree que el molibdeno es el que
mas facilmente se reduce en el complejo, con lo cual se da una reacciéon de

transferencia de electrones entre los reductores y el Mo(VI) (Huang et al., 2005).

Mo(VI) + e - Mo(V)

Los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu en
condiciones basicas, ajustando la solucibn a pH—~10 con carbonato de sodio
(Huang et al., 2005).

2.5 Evaluacién de la capacidad antioxidante

2.5.1 Método de neutralizacion del radical libre 2,2-difenil-1-picril-hidracilo
(DPPH?®)

El ensayo DPPH se basa en que un donador de electrones puede actuar como
antioxidante.
En esta prueba se evalla la capacidad antioxidante de la muestra ante el radical
2,2-difenil-1-picril-hidracilo (DPPHe) midiendo espectrofotométricamente la
desaparicion de éste. ElI DPPHe muestra una absorbancia mdxima a una longitud
de onda de 517 nm, presentando un caracteristico color morado. Una vez que el
radical adquiere un radical hidrogeno del antioxidante, se forma el DPPH y el color

de la solucién se vuelve amarillo (Fig. 8). La reaccidén es estequiométrica con
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respecto al numero de atomos de hidrégeno que se absorben, de ahi que la
reaccion se pueda monitorear mediante la disminucion de la absorbancia a 517
nm (Moon y Shibamoto, 2009).

Q (Antl0X|dante) Q
/NOZ \

O,N >
\
NO,
Radical 2,2-difenil-1-picril- 2,2-difenil-1-picril-
hidracilo (DPPH®) hidracilo (DPPH)

Figura 8. Reaccion entre el DPPH® y el antioxidante para formar el DPPH.

2.5.2 Actividad inhibidora del radical 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina)-6
sulfonato de amonio (ABTS™)

En este ensayo el cation radical se genera a través de la oxidacion del ABTS
por el persulfato de potasio (K»S,0s). El radical ABTS®" presenta un maximo de
absorbancia a 734 nm y presenta un cambio de coloracion tras haber reaccionado
con el antioxidante, de tal forma que el remanente del radical no neutralizado
puede ser cuantificado (Fig. 9). La absorbancia de la mezcla de reaccion del
ABTS*" y el antioxidante se comparan con la absorbancia del estandar de Trolox y
los resultados se expresan en términos de capacidad antioxidante equivalente a
Trolox (TEAC) (Moon y Shibamoto, 2009).
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HO3S SO3H

Ty

CH,CH3 CH,CH3
+K2S5,08

HO,S soH b
CHZCHg CHZCHg

Figura 9. Formacion del radical ABTS®*

2.5.3 Ensayo del poder antioxidante/reductor del ion férrico (FRAP)

El complejo Fe(ll)(TPTZ).Cl; (donde TPTZ es 2,4,6-tripiridil-s-triazina) en
condiciones de acidez, al reaccionar con un antioxidante se reduce a Fe*-TPTZ,
dando como resultado un color azul intenso con un maximo de absorbancia a 593
nm (Fig. 10). De tal forma que el efecto antioxidante (habilidad reductora) se
puede conocer monitoreando la formacién de Fe**-TPTZ con un espectrofotémetro
a dicha longitud de onda (Moon y Shibamoto, 2009).

QS G

A N\* A N N
Fe:"‘ v~ 6
5 4 S
\ Antioxidante
Complejo 2, 4, 6-tripiridil- (+e) Complejo 2, 4, 6-tripiridil-s-
triazina férrico (Fe*-TPTZ) triazina ferroso (Fe*-TPTZ)

Figura 10. Reaccion de reduccién del complejo Fe**-TPTZ.
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2.5.4 Ensayo de blanqueamiento de B-caroteno

Se basa el hecho de que lipidos como el acido linoléico forman el radical
peroxilo (LOO®) en presencia de ERO y O,. Este radical reacciona con el B-
caroteno para formar el radical estable B-caroteno en la solucion de ensayo. Si
esta presente un antioxidante en la solucion, reacciona competitivamente con el
LOQ®. Por ello los efectos antioxidantes se monitorean con facilidad por el
blanqueamiento del color en la solucién prueba con un espectrofotometro a 470

nm, que representa la absorbancia tipica del B-caroteno (Tsuchihashi et al., 1995).
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3. Justificacioén

De acuerdo a la OMS se ha determinado que las enfermedades
cardiovasculares (ECV) son una de las principales causas de muerte en el mundo.
Este organismo reporta que en 2008 murieron por esta causa alrededor de
17.3 millones de personas, lo cual representa un 30% de todas las muertes
registradas en el mundo. Las enfermedades cardiovasculares afectan por igual a
ambos sexos, presentando una mayor incidencia en paises de bajos y medios
ingresos (OMS, 2008).

Sin embargo, mientras en la mayoria de los paises con dietas ricas en grasas y
carbohidratos se ve una correlacion positiva entre estos habitos y las ECV; en el
sur de Francia, donde los habitantes cominmente se alimentan de mantequilla,
pan y muchas proteinas, curiosamente se observé que tenian una gran
longevidad, asi como también, baja incidencia en ECV. Este hecho se conoce
como la Paradoja Francesa y se ha observado en otras poblaciones del
mediterraneo. Al realizar estudios epidemioldgicos se revel6 que estas
poblaciones igualmente consumen una alta cantidad de flavonoides en su dieta a
través de vegetales, vino tinto y frutas; por lo cual, su alto consumo de grasas, los
afecta en menor medida que al resto de las personas (Burr, 1995).

En México, la prevencion de enfermedades no forma una parte importante de la
cultura de la poblacion, siendo comun que las personas desde la infancia coman
en exceso, tengan una pobre ingesta de vegetales y una baja actividad fisica. A
estos factores de riesgo, se le puede sumar el tabaquismo, con lo cual se
incrementa la posibilidad de qgue muchos mexicanos padezcan sobrepeso,
hipertensién e hiperlipidemia, los cuales son factores clave para desarrollar una
ECV.

Por todo lo anterior, en los ultimos afios se ha llevado a cabo una investigacion

intensa para entender mejor como se desarrollan las enfermedades
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cardiovasculares, asi como también, se han orientado esfuerzos hacia la
prevencidn y la obtencion de tratamientos mas eficaces. Parte importante de estas
investigaciones va dirigida hacia el estudio de los flavonoides y sus actividades
antioxidantes. Esto es muy importante, ya que estos estudios pueden revelar
cuales son los alimentos que mayor cantidad de flavonoides tienen y que estan al
alcance de la poblacion, de tal forma que pueda fomentarse su consumo. De igual
forma, encontrar especies vegetales que aunque no se consuman habitualmente,
tengan una cantidad importante de antioxidantes, permitiria reconocer fuentes
potenciales de aislamiento de estos compuestos; hecho que resulta de interés en

la investigacion y en la industria farmacéutica.

En la medicina tradicional los muérdagos han sido utilizados principalmente
para tratar enfermedades cardiovasculares, cancer, como antiséptico y como
remedio contra la alopecia (Rodriguez et al., 2003). Por otro lado, en la literatura
encontramos que existen varios compuestos reportados para los muérdagos de la
familia Loranthaceae como son: flavonoides, alcaloides, lectinas y viscotoxinas,
histamina y polisacaridos (Winterfeld y Dorle, 1942; Yataro, 1941; Sajner y Veris,
1958; Graziano et al., 1967; Jordan y Wagner, 1986; Fukunaga et al., 198; Sinha
et al., 1999; Park et al., 1999).

En nuestro grupo de investigacibn en un estudio previo se aislé como
responsable de la actividad vasorrelajante encontrada en Psittacanthus

calyculatus al flavan-3-ol catequina.

Con base en estos antecedentes se plante6 como objetivo primordial del
presente proyecto de investigacion determinar la concentracion de catequina en
los extractos metandlicos de Struthanthus quercicola, Cladocolea loniceroides y
Psittacanthus calyculatus.

Para el cumplimiento del objetivo principal se plantearon los siguientes objetivos

particulares:
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Revisiéon bibliografica de la informacion disponible de las especies de
muérdago  Struthanthus quercicola, Cladocolea loniceroides vy
Psittacanthus calyculatus.

Realizar extractos metandlicos de las especies a evaluar para poder
llevar a cabo los estudios de potencial antioxidante, asi como de
identificacion de catequinas a través de una Cromatografia Liquidos de
Alta Eficiencia (CLAE).

Llevar a cabo el aislamiento de la (+)-catequina encontrada mediante
CLAE en la especie Struthanthus quercicola.

. Cuantificar las catequinas en la fraccidn Fpa de Struthanthus quercicola
por medio de CLAE.
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4. Desarrollo Experimental

4.1. Andlisis cromatograficos

Los andlisis de cromatografia de capa fina (CCF) se realizaron segun las
técnicas convencionales, utilizando diversos sistemas de elucién y placas de
aluminio de diversas dimensiones, las cuales estan recubiertas con gel de silice
(60 F2s4 Merck, malla 3.5-7.0 ASTM) de 0.25 mm de espesor. Las placas se
visualizaron bajo luz ultravioleta (onda corta, 254 nm y onda larga, 365 nm) y
posteriormente fueron reveladas con vainillina sulfdrica al 1% seguido de
calentamiento (aproximadamente 110°C) hasta la visualizaciéon completa de los
compuestos.

Se llevaron a cabo dos cromatografias en columna abierta (CCA). La primera se
realizé sobre gel de silice Kieselgel 60 Merck con tamafio de particula 0.063-0.200
mm, 70-230 mesh ASTM empacado en columna abierta de vidrio y utilizando
como fase movil una mezcla de AcOEt:MeOH de polaridad creciente. La segunda
cromatografia se realizd6 sobre Sephadex LH-20 (Merck) empacado en una
columna de vidrio (3.5 x 50).

4.2 Determinacion de las constantes fisicas, espectroscépicas vy
espectrométricas

Los analisis espectroscépicos y espectrométricos se realizaron en la Unidad de
Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI) en el Edificio B de la Facultad de
Quimica de la UNAM. Los espectros de resonancia magnética nuclear para protén
(RMN-'H, 400 MHz) y carbono 13 (RMN-"C, 100 Hz) se realizaron en un equipo
Varian modelo VNMRS. Los espectros de masas se determinaron en un Thermo
Electron DFS (Double Focus Sector) introduccion directa a 70 eV. Los espectros
se realizaron utilizando metanol deuterado (CD3;OD) y tetrametilsilano (TMS) como

referencia, reportando los desplazamientos quimicos en ppm.
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4.3 Material Vegetal

La especie de muérdago Struthanthus quercicola utilizado en este estudio fue
recolectado a partir de un trueno (Ligustrum lucidum) parasitado. Por otro lado, la
especie Cladocolea loniceroides se obtuvo de un fresno (Fraxinus uhdei)
parasitado. Esta recoleccion se llevé a cabo en la zona del Instituto de Quimica en
el Campus de Ciudad Universitaria, Coyoacan, Distrito Federal. La especie
Psittacanthus calyculatus se recolecté a partir de Prosopsis laevigata (Mesquite)
en el Jardin Botanico de la Universidad Autbnoma de Querétaro, Santiago de

Querétaro, México.

Una muestra de referencia de los materiales vegetales se resguardan en el
laboratorio 111 del conjunto E de la Facultad de Quimica de la UNAM. El material
vegetal fue identificado como Struthanthus quercicola y Cladocolea loniceroides
por el bidlogo Bonifacio Don Juan del Jardin Botanico Faustino Miranda UNAM.
Por otra parte, la especie Psittacanthus calyculatus fue identificada por la Dra.
Mahinda Martinez de la Universidad Autébnoma de Querétaro.

4.4 Obtencién de los extractos

4.4.1 Proceso de extracciéon para las especies Cladocolea loniceroides y
Psittacanthus calyculatus

Las hojas de los muérdagos se dejaron al aire libre para su secado y
posteriormente se molieron con un molino C4. Tras este proceso, se maceraron
las hojas secas por 72 h en MeOH. El material vegetal se separé por filtracion y
los extractos resultantes se concentraron al vacio independientemente. El
disolvente fue recuperado y se repitio el proceso dos veces mas. Como resultado
de este proceso se obtuvieron los extractos de Cladocolea loniceroides y
Psittacanthus calyculatus. Los extractos se identificaron con las claves Cly y Pcw.



Desarrollo Experimental

4.4.2 Proceso de extraccion para la especie Struthanthus quercicola

Las hojas de muérdago (Struthanthus quercicola) se dejaron al aire libre para su
secado y posteriormente se molieron con un molino C4. Se obtuvieron 423.07 ¢
de hojas tras la molienda, que se dejaron macerar por 72 h en MeOH. El material
vegetal se separd por filtracién y el extracto resultante se concentré al vacio,
obteniéndose un sélido viscoso café oscuro. El disolvente fue recuperado y se
repitié el proceso de maceracién-concentracion. Al final se obtuvo un solo extracto

gue fue etiqguetado con la clave Squ (Diagrama 1).
4.4.3 Fraccionamiento primario

El sdlido resultante Squ (20.33 @), se resuspendié en una mezcla H,O-MeOH
(90:10), posteriormente fue sometido a un fraccionamiento primario llevando a
cabo una particion con 250 mL de hexano, este paso se realizé por triplicado. Las
fracciones obtenidas de la particion se concentraron al vacio y se identificaron
como Fpiy Yy Fpan. A continuacion, la fraccion Fpiy fue sometida a un
fraccionamiento con 250 mL de AcOEt, llevdndose a cabo este proceso por
triplicado. Las fracciones obtenidas, se concentraron y se identificaron con las

claves FplAy Fpoa.

4.4.4 Fraccionamiento secundario

La fraccion Fp2a (2.189) fue sometida a un fraccionamiento secundario mediante
una cromatografia en columna abierta, utilizando gel de silice como adsorbente y
como sistema de elucién, se emplearon mezclas de AcOEt-MeOH de polaridad
creciente. De este fraccionamiento se obtuvieron 71 fracciones de 50mL, las
cuales se concentraron al vacio por separado. El fraccionamiento fue monitoreado
por cromatografia en capa fina y las fracciones que presentaban similitud
cromatografica se unieron para formar seis grupos de fracciones primarias (Tabla
4).



Desarrollo Experimental

Tabla 4. Resumen de las fracciones obtenidas a partir de la fraccién Fpoa

Sistema de elucién | Fracciones Reunidas | Clave
1 Fwmi
2-3 Fwmn
4-21 Favini
ACOEt:MeOH 22-33 P
34-37 Fuvv
38-71 Fmvi

4.4.5 Obtencién de la (+)-catequina, a partir de la fraccién Fy

La fraccién Fyy (0.4331 mg) se disolvié en una minima parte de MeOH. Se mont6
una columna de Sephadex LH-20 y se vertid la fraccion disuelta en la columna. La
fase movil empleada fue MeOH. Se obtuvieron 26 fracciones de 15 mL las cuales
fueron reunidas por similitud cromatogréfica en cuatro grupos de fracciones (Tabla
5). De la fraccion Fy.1 precipitdé un compuesto color amarillo claro (So-coo1) que fue
identificado por técnicas espectroscopicas y espectrométricas como (+)-catequina
(Diagrama 1). RMN-'H (400 MHz, MeOH- dg) 5 (ppm): & 4.81 (s, H-2); 4.17 (m, H-
13); 5.95 (d, J= 2.4, H-6); 5.92 (d, J= 2.4, H-8); 6.98 (d, J= 2.0 H-2"); 6.76 (d, J=
8.0, H-5%); 6.81 (dd, J= 8.0, 2.0, H-6"), H-4a (J= 16.4, 3.6), H-43 (J= 16.4,3.6).
RMN-*3C (100 MHz, MeOH-dg) & (ppm): 156.56 (C-7), 156.22 (C-9), 155.93 (C-5),
144.50 (C-3'), 144.34 (C-4’), 130.85 (C-1’), 117.98 (C-2"), 114.47 (C-6"), 113.89 (C-
57), 98.66 (C-10), 94.97 (C-6), 78.45 (C-3), 78.43 (C-3), 66.06 (C-2), 27.83 (C-4)
(Davies, et al., 1996).

Tabla 5. Resumen de las fracciones reunidas durante el fraccionamiento de Fy.

Sistema de elucién | Fracciones Reunidas | Clave
1-12 Fwmi-1

13-16 Fumi-2

Metanol 1721 Fors
22-26 Famii-a
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Hojas de Struthanthus quercicola

1)Molienda (molino Cy)
2) Maceracion en MeOH por 72h
3) Filtracién y concentracion

Extracto de Struthanthus quercicola

Sam
4) Resuspensiéon en mezcla agua-MeOH.
5) Particion con 250mL Hexano (x3).
6) Concentrar
Fase acuosa Particion de Hexano
Fpin Fpon

7) Fraccionamiento con 250mL de AcOEt (x3).
8) Concentracion

I:PlA I:P2A

9) Fraccionamiento secundario (gel silice y
sistema de elucion de AcOEt-MeOH de
polaridad creciente).

FMI FMII FMIII FMIV FMV FMVI

10) Fraccionamiento terciario (Sephadex LH-20 y MeOH como fase mavil).

I:MII-l I:MII-Z I:MII-E’; I:MII-E’;

So-coo1

(+)-Catequina

Diagrama 1. Proceso de obtencion de (+)-catequina a partir del material vegetal

de la especie Struthanthus quercicola.
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4.5 Determinacion del contenido de fenoles totales por el método de Folin-
Ciocalteu

Se utiliz6é el método descrito por Singleton y colaboradores (1965) con algunas
modificaciones. En una placa de ELISA DE 96 pozos se adicionaron por triplicado
160 uL de H,O desionizada por pozo, 20 uL de cada extracto de muérdago a 1
mg/mL en metanol y 20 uL del reactivo de Folin. Esta solucion se dejé reposar en
la oscuridad por 8 minutos, posteriomente se adicionaron 10 yL Na,COzal 20% vy
la mezcla de reaccion se dejo reposar por 1 h en la oscuridad. Transcurrido este
tiempo, se realizd una lectura en el espectrofotometro a una longitud de onda de

760 nm. Se realiz6 una curva de calibracion con estandares de acido galico.

4.6 Evaluacion de la actividad antioxidante

A través de evaluar la capacidad para estabilizar el radical DPPH y el cation
ABTS, y de la capacidad reductora del Fe** (FRAP) se determiné si los extractos
indicados poseen capacidad antioxidante. Para el ensayo del radical DPPH vy
ABTS se obtuvieron los TEAC y porcentaje de inhibicion del radical, mientras que
para el ensayo de FRAP se obtuvieron equivalentes de acido ascorbico. Para cada
ensayo, se prepararon disoluciones de los extractos a una concentracion de 1
mg/mL en metanol. Unicamente para el caso de FRAP la concentracion de los
extractos se hizo a 0.1 mg/mL en metanol.

4.6.1 Método de neutralizacion del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracil
(DPPHs)

Se utilizé la metodologia descrita por Mohamad y colaboradores (2004) con
modificaciones. En una placa de ELISA de 96 pozos se adicionaron 100 uL de una
soluciéon de DPPH 0.208 mM con 100 pyL de cada extracto de muérdago por
triplicado. Se dej6 reposar la placa con la mezcla de reaccion por 20 min en la

oscuridad y transcurrido el tiempo, se ley6 la absorbancia de los pozos a una
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longitud de onda de 515 nm. Se realiz6 una curva de calibracion con estandares
de Trolox.

4.6.2 Ensayo de decoloracion del radical cationico ABTS™

Se utiliz6 el método descrito por Thaipong y colaboradores (2006) con
modificaciones. Para la produccion del radical ABTS™, se mezclaron volimenes
equivalentes de una disolucion acuosa de ABTS 7 mM y una disolucion de K,S,0sg
2.45 mM; se dejaron reposar en la oscuridad por 18 h a temperatura ambiente. En
una placa de ELISA de 96 pozos se adicionaron 180 pL de la solucién del radical
ABTS™ y 20 pL de cada extracto de muérdago por triplicado. Posteriormente la
reaccion se dejo reposar en la oscuridad por 8 min y transcurrido este tiempo se
realiz6 una lectura de la placa en un espectrofotometro a una longitud de onda de

734 nm. Se realizd una curva de calibracién con estandares de Trolox.

4.6.3 Poder Antioxidante de Reduccién Ferrica (FRAP)

Se utilizdé el método descrito por Pérez-Jiménez y colaboradores (2008) con
modificaciones. Se prepar6 una disoluciéon con TPTZ 10 mM, FeCl; 20 mM y
solucién amortiguadora de acetatos 300 mM a pH = 3.6, de esta disolucion se
tomaron 180 pL y fueron afiadidos a 20 pL del extracto de muérdago
correspondiente por triplicado en una placa de ELISA de 96 pozos. Se dej6o
reposar la mezcla de reaccidén por 30 min a temperatura ambiente. Finalmente, se
realizé una lectura en espectrofotdmetro a 593 nm. Se realizé una curva de

calibracion con estandares de acido ascorbico.
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4.6.4 Capacidad para neutralizar la lipoperoxidacion por medio del ensayo de
blanqueamiento de 8 caroteno

Se utilizé la metodologia descrita por Wang y colaboradores (2008) con algunas
modificaciones. Se prepar6 una emulsion de B-caroteno 1.0 mg/mL en CH.CI,,
acido linoléico, Tween 40 y H,O desionizada. Por triplicado en tubos de ensayo se
mezclaron 80 yL de cada extracto de muérdago y 2 mL de la emulsion de B-
caroteno, Tween 40, acido linoléico y agua. Se leyo la absorbancia del tiempo cero
en un espectrofotometro a 470 nm. Posteriormente, la mezcla de reaccion se
sometié a bafio maria (50°C) por 1 h, transcurrido este tiempo se leyé nuevamente
la absorbancia a 470 nm. Utilizando como blanco de lectura una emulsion de &cido
linoléico, Tween 40 y H,O desionizada. El estandar utilizado en el ensayo fue una
disolucion de Trolox 0.5 mg/mL.

4.7 ldentificaciéon y cuantificacion de (+)-catequina por cromatografia de alta

eficiencia

Todos los ensayos se llevaron a cabo en un cromatégrafo de liquidos de alta
eficiencia Shimadzu modelo 10AVP que posee un detector UV dual. La columna
utilizada fue Purospher® STAR. RP-18 endcapped, 5 um. La deteccién del equipo
se ajustd a 254 y 278 nm.

4.7.1 Identificacion de la presencia de (+)-catequina

Para la identificacion de la (+)-catequina en los extractos metandlicos de
Struthanthus quercicola, Cladocolea loniceroides y Psittacanthus calyculatus, se
prepararon disoluciones de 40 mg/mL de los extractos y 200 pg/mL de los
siguientes estandares: (+)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-galato de epicatequinay
(-)-galato de epigalocatequina. La fase mévil utilizada fue una mezcla ternaria de
H,O-MeOH-H3PO4 en una proporcion de 946.5:50:3.5. El flujo de la fase movil fue
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de 0.8 mg/mL, el volumen de inyeccion fue 10 yL y la temperatura de la columna
se fij6 a 25°C.

4.7.2 Cuantificacién de (+)-catequina

Se prepararon disoluciones de la fraccion Fpoa de Struthanthus quercicola con
una concentracion de 40 mg/mL. Las condiciones cromatogréaficas fueron las
mismas que las utilizadas en la identificacién de la presencia del compuesto. De
igual forma se prepar6 una curva de calibracion del estandar de (+)-catequina con
seis concentraciones distintas (10, 50, 100, 500, 750 y 1000 pg/mL). Este

procedimiento se realiz6 por triplicado.



Resultados y Discusion

5. Resultados y Discusion

5.1 Aislamiento de la (+)-catequina a partir de las hojas del muérdago

La seleccion del muérdago se realiz6 con base en el amplio uso de esta
especie en la medicina tradicional (criterio etnomédico), y en especifico por su uso
en el tratamiento de diversas enfermedades cardiovasculares como hipertension,
como antiséptico topico, para la alopecia y para la diabetes mellitus (Bah et al.,
2011). Teniendo en cuenta esto, se decidi6 entonces realizar un estudio
fitoquimico del muérdago centrdndose principalmente en las especies
Struthanthus quercicola, Psittacanthus calyculatus y Cladocolea loniceroides el
cual se enfocé en determinar la capacidad antioxidante de los extractos de las
hojas en todos los casos y la cuantificaciéon de la (+)-catequina aislada como

compuesto mayoritario.

El proceso de maceracién con MeOH permiti6 obtener un extracto total de
naturaleza viscosa de color verde obscuro (20.33 g). Este extracto fue sometido a
un fraccionamiento primario con particiones sucesivas con hexano vy
posteriormente, la fraccibn acuosa resultante (Fpiy) Se particion6 con AcOEt

obteniéndose asi dos fracciones primarias (Diagrama 1).

La fraccion Fpoa fue sometida a un fraccionamiento secundario por métodos
cromatograficos utilizando mezclas de AcOEt-MeOH en gradiente de polaridad

creciente. Este proceso nos permitié obtener seis fracciones secundarias.

Finalmente, la fraccion Fy, fue sometida a un fraccionamiento terciario con
cromatografia en Sephadex LH-20 y MeOH como fase movil. Asi, fue posible

aislar a partir de la fraccion Fy.1 el compuesto So-coos-

El compuesto Sq.coo1 S€ caracterizdo mediante la comparacion de sus constantes

espectroscopicas y espectrométricas como la (+)-catequina. Las constantes se
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compararon con las reportadas en la literatura para el compuesto (Davies et al.,
1996). La confirmacion de la identidad de la (+)-catequina se realiz6 comparando
su tiempo de retencion en Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia con el de
un estandar de (+)-catequina (Sigma Aldrich). En la Figura 11, se ilustra el

espectro de RMN obtenido de la (+)-catequina aislada.

H-6’
H-6
H-2’
H-8
H-3
H-5’
4o 4B
o T \ \ \
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0

Figura 11. RMNH de la (+)-catequina
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5.2 Determinacién del contenido de fenoles totales por el método de Folin-
Ciocalteu

Para cuantificar el contenido total de fenoles en las muestras, se elabord una
curva de estandares de Trolox® (Figura 12) donde se interpolaron las
absorbancias obtenidas para cada muestra. Los resultados del analisis se

resumen en la Tabla 6.

y=1,7727x-0,0017
R2=0,9974

0,9
0,8

Absorbancia

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Concentracion (mg/mL)

Figura 12. Curva de calibracion de acido galico para el ensayo de fenoles
totales

Tabla 6. Resultados del ensayo de cuantificacién de fenoles totales

Muestra Concentracion
equivalente de

acido galico

(mg/mL)
Extracto metandlico Psittacanthus 0.342 +0.007
calyculatus (Pcy)
Extracto metandlico de Cladocolea 0.277+0.001
loniceroides (Cly)
Extracto metandlico de tallos de 0.544+ 0.042
Struthanthus quercicola
Extracto metandlico Struthanthus 0.495+0.012
guercicola (Sqwm)
Fraccion Fpoa 0.690+0.030
Struthanthus quercicola
Infusion de hojas Struthanthus 0.859+ 0.117
guercicola
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La muestra que presentd un mayor contenido de fenoles fue la infusion de
Struthanthus quercicola, seguido de la fraccion Fpa. Por otro lado, el extracto
metandlico de Cladocolea loniceroides tuvo el menor contenido de fenoles de
todas las muestras analizadas. De manera general se observa que en la especie
Struthanthus quercicola hay un mayor contenido de fenoles que en las otras dos,
lo que es probable que tenga relacion con el hecho de que en esta especie se

haya logrado aislar, identificar y cuantificar al flavonoide (+)-catequina,
5.3 Evaluacion de la actividad antioxidante

5.3.1 Método de neutralizacién del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH®)

Para este ensayo se elabor6é una curva estandar de Trolox® (Figura 13), en
donde las absorbancias de cada una de las muestras fueron interpoladas con el fin
de obtener el TEAC (concentracién equivalente de Trolox®). Los resultados del

ensayo para las muestras se encuentran en la Tabla 7.

0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0

y =-0,0044x +0,4281
R2=0,9961

Absorbancia

0 20 40 60 80 100

Concentracion Trolox mM

Figura 13. Curva estandar de Trolox® empleada para el ensayo de neutralizacion
del radical DPPH*®
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Tabla 7. Resultados del ensayo de neutralizacién del radical DPPH*®

Muestra TEAC (mM)

Extracto metandlico Psittacanthus 81.048+0.305
calyculatus

Extracto metandlico de Cladocolea 76.098+0.000
loniceroides (Cly)
Extracto metandlico Struthanthus 74.270+0.132
guercicola (Sgw)

Fraccion Fpoa 83.257+0.424
Struthanthus quercicola

Extracto metandlico de tallos de 80.135+0.499
Struthanthus quercicola

Infusién de hojas Struthanthus 81.429+0.609

guercicola
100
80 r - - i .
o
260
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Extracto Extracto Extracto  Fraccion FP2A  Extracto Infusion de
metandlico metandlicode metandlico Struthanthus metandlico de hojas
Psittacanthus  Cladocolea  Struthanthus  quercicola tallos de Struthanthus
calyculatus  loniceroides  quercicola Struthanthus  quercicola
(CIm) (Sgm) quercicola

Figura 14. Actividad inhibitoria del DPPHe. Los datos se encuentran expresados
como la media y el error estandar de la media.

Las muestras presentaron valores muy similares de TEAC, solo en el caso de
los extractos Sqy y de Cladocolea loniceroides se observa que su concentracion

equivalente de Trolox® son las mas bajas de todas las muestras.
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Todas las muestras lograron inhibir considerablemente la concentracién del
radical DPPH®, no existen diferencias importantes entre las muestras respecto al

nivel de inhibicién (Figura 14).

Este ensayo nos sugiere que de manera general las muestras del ensayo

poseen la capacidad de donar hidrégenos para neutralizar al radical.

5.3.2 Ensayo de decoloracién del radical catiénico ABTS™

En la Figura 15 se presenta la curva de calibracidn realizada para obtener los

valores de TEAC, mismos que se encuentran agrupados en la Tabla 8.

0,7 |
0,6 4 y =-0,001x + 0,6146
R2=0,9911
0,5 .
§ 0,4
803
2
2 0,2
0,1
0
0 100 200 300 400 500 600 700
Concentracion de Trolox (mM)

Figura 15. Curva estandar de Trolox® para el ensayo de decoloracion del radical
catiénico ABTS™
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Figura 16. Actividad inhibitoria del radical catibnico ABTS®. Los datos se
encuentran expresados como la media y el error estandar de la media.

Tabla 8. Resultados del ensayo de decoloracion del radical cationico ABTS™

Muestra

TEAC(mM)

Extracto metandlico
Psittacanthus calyculatus
(PCM)

584.715+2.814

Extracto metandlico de
Cladocolea loniceroides (Cly)

585.403+4.764

Extracto metandlico
Struthanthus quercicola (Sgw)

589.528+3.094

Fraccion Fpaa
Struthanthus quercicola

585.403+5.088

Extracto metandlico de tallos
Struthanthus quercicola

587.122+0.688

Infusiéon Struthanthus
guercicola

582.653+3.828

Los valores de TEAC arrojan que todas las

muestras tienen la capacidad de

inhibir al radical cationico ABTS®* (Tabla 8). No existen diferencias apreciables en
la capacidad para estabilizar el radical entre muestras de las tres especies, ni

entre las muestras de Struthanthus quercicola (Fig. 16), esto puede sugerir que de
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manera general que compuestos presentes en el muérdago tienen un buen

potencial de fungir como fuente de hidrogenos para estabilizar radicales.

De igual manera, al no haber variaciones en el TEAC, el nivel de inhibicion de
ABTS®" es casi igual para todas las muestras. Esto se puede observar a partir de

la Figura 16.

5.3.3 Poder Antioxidante de Reduccién Férrica (FRAP)

De la realizacion de la curva estandar de acido ascorbico se obtuvo la Figura
17. Las absorbancias de las muestras fueron interpoladas para asi obtener la
capacidad de la muestra para reducir al i6n férrico (Fe**). En la Tabla 9 estan los

resultados agrupados.

0,6

y =0,0022x + 0,075
05 R2 = 0,9995
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Figura 17. Curva estandar de acido ascorbico para el ensayo FRAP

Tabla 9. Resultados del ensayo Poder Antioxidante de Reduccién Férrica (FRAP)

Muestra Concentracion equivalente
de acido ascérbico (mM)

Extracto metandlico Psittacanthus 136.364+8.436
calyculatus (Pcy)

Extracto metandlico de Cladocolea 54.697+5.716
loniceroides (Cly)

Extracto metandlico Struthanthus 184.091+3.027
guercicola (Sqw)
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Fraccion Fpoa 546.818+14.367
Struthanthus quercicola.
Extracto metandlico de tallos de 619.091+20.228
Struthanthus quercicola
Infusion de hojas Struthanthus 193.182+2.957
guercicola

En este ensayo se obtuvieron diferencias significativas entre muestras. Asi,
observamos que las muestras fraccidn Fp,a y €l extracto de tallos de Struthanthus
guercicola, presentan el mayor potencial reductor de todas las muestras (de mas
del doble). Psittacanthus calyculatus (Pcy) tuvo una mayor actividad reductora que
Cladocolea loniceroides (Cly), pero para ambas especies ésta resulté muy inferior
gue la fraccién Fpa 0 que el extracto metanodlico de tallos de Struthanthus

guercicola.

El extracto metandlico de Struthanthus quercicola (Squm) y la infusion de
Struthanthus quercicola tienen capacidad reductora pero en menor medida que el
extracto de tallos y que la fraccion Fp,a de Struthanthus quercicola; sin embargo,
su actividad fue mayor que la presentada por los extractos de las otras dos
especies de muérdago estudiadas.

El hecho de que todas las muestras hayan presentado actividad en este
ensayo, nos sugiere que acttian ante el Fe** bajo el mismo mecanismo de donar
electrones para reducirlo, aunque algunas especies son mas efectivas que otras

en realizar este proceso.

Dentro de la misma especie Struthanthus quercicola, las diferencias observadas
nos ensefian acerca de la variabilidad entre las distintas partes de la planta; ya
gue los extractos obtenidos de una parte del material vegetal (sean hojas, tallos,
flores o frutos), pueden tener una composicion muy diversa y por ende una

actividad diferente.
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5.3.4 Ensayo de blanqueamiento de B-caroteno

Los valores de absorbancia registrados para cada muestra al tiempo cero y tras
1 h, se compararon con la absorbancia registrada para el control de Trolox® a las
mismas condiciones. De esta comparacidbn se obtuvieron porcentajes de la

actividad inhibitoria que se agrupan en la Tabla 10.

Tabla 10. Resultados del ensayo de blanqueamiento de 3-caroteno

Muestra % Actividad
Inhibitoria
Extracto metandlico Psittacanthus 24.731+1.242
calyculatus (Pcy)
Extracto metandlico de Cladocolea 54.301+1.862
loniceroides (Cly)
Extracto metandlico Struthanthus 57.885+10.093
guercicola (Sqw)
Fraccion Fpoa 56.452+4.199
Struthanthus quercicola
Extracto metandlico de tallos de 54.839+5.922
Struthanthus quercicola
Infusion de hojas Struthanthus quercicola | 66.487+3.703

Este ensayo tiene como fin medir la capacidad de la muestra para inhibir la
peroxidacion de lipidos. En el caso de las especies de muérdago observamos que
la mejor inhibicion se llevd a cabo por la infusiébn de hojas de Struthanthus
guercicola y la mas pobre la tuvo el extracto metandlico de Psittacanthus
calyculatus. En promedio la inhibicién fue de 52%; sin embargo, a pesar de estos
resultados, no hay diferencias importantes entre los resultados obtenidos de
inhibicién entre los extractos, pero es claro que las muestras son capaces de

llevar a cabo la inhibicion de la peroxidacion lipidica.
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5.4 Cromatografia de liquidos de alta eficiencia

5.4.1 Identificacién de la presencia de catequinas

Se eligié un método de cromatografia de liquidos, para llevar a cabo el andlisis
del contenido de catequinas en las especies de muérdago estudiadas en el
presente trabajo. Se llevd a cabo la inyeccion de las muestras metandlicas
Struthanthus quercicola (fraccidn Fpya), Psittacanthus calyculatus (Pcy) vy
Cladocolea loniceroides (Cly) en el cromatégrafo de liquidos con el fin de obtener
los perfiles cromatogréficos de cada especie. Posteriormente se inyectaron
estdndares de (+)-catequina (Sigma Aldrich), (-)-epicatequina, (-)-galato de
epicatequina y (-)-galato de epigalocatequina. De esta manera, a través de los
tiempos de retencién obtenidos y los perfiles cromatograficos de las muestras (Fig.
19 a Fig. 25), se pudo conocer si las especies de muérdago contenian alguna de
las catequinas; esto después nos permitié cuantificar la catequina identificada en
el extracto y en el material vegetal realizando una curva estdndar de (+)-

catequina.
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Figura 19. Cromatograma del estandar de (+)-catequina (Sigma Aldrich) (200 ug/mL) en condiciones normales de

operacion. Tiempo de retencion = 14.405 min.
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Figura 20. Cromatograma del estandar de (-)-epicatequina (200 ug/mL) en condiciones normales de operaciéon. Tiempo

de retencién = 36.647 min
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Figura 21. Cromatograma del estandar de (-)-galato de epicatequina (200 yg/mL) en condiciones normales de operacion.
Tiempo de retencion = 44.154 min.
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Figura 22. Cromatograma del estandar de (-)-galato de epigalocatequina (200 pug/mL) en condiciones normales de
operacion. Tiempo de retenciéon = 38.035 min.
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Figura 23. Cromatograma del extracto metandlico de Psittacanthus calyculatus (Pcy) (40 mg/mL) en condiciones
normales de operacion (A = 278 nmy A = 254 nm; temperatura de columna: 25°C; velocidad de flujo = 0.8mL/min; fase
movil H,O:MeOH:H3;PO4 (946.5:50:3.5) y volumen de inyeccion = 10uL).
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Figura 24. Cromatograma del extracto metandlico de Cladocolea loniceroides (Cly) (40mg/mL) en condiciones normales

de operacion.
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Figura 25. Cromatograma de la fraccion Fpya de Struthanthus quercicola (40 mg/mL) en condiciones normales de

operacion. Tiempo de retencion del pico de identificacion de (+)-catequina = 13.681 min.
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Al realizar la comparacion entre los perfiles cromatograficos que se obtuvieron
de las muestras y con los tiempos de retencién (Tgr) obtenidos de los estandares,
se observa que la fraccidon Fpya de Struthanthus quercicola es la Unica muestra
donde se identific6 una de las catequinas (Fig. 19 y Fig. 25). La catequina
identificada fue la (+)-catequina; esto era algo esperado, dado que como se
menciono anteriormente, a partir de esta fraccion se llevo a cabo el aislamiento del
compuesto. El tiempo de retencion del estdndar fue de 14.405 min (Fig. 19) y para
el pico identificado como (+)-catequina fue de 13.681 min en la fraccion Fpoa (Fig.
25); por lo cual, aunque los tiempos de retencion no son idénticos, la identificacion
se considera como valida ya que se acepta una variacion en los Tg del 10% segun

el método.

5.4.2 Cuantificacién de (+)-catequina en los extractos

Una vez que se identificé la (+)-catequina en la fraccién Fpya de Struthanthus
guercicola, se inyectaron estandares de este compuesto a distintas
concentraciones, se obtuvieron las areas para cada concentracion y se trazé una
curva de calibracion (Fig. 26). Posteriormente, se interpolaron los valores de las
areas obtenidas en la fraccion para el pico del compuesto; de esta forma se pudo
cuantificar el contenido de (+)-catequina primero en la fraccién y después en el
peso seco del material vegetal.

Figura 26. Curva de calibracion de (+)-catequina.
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El contenido promedio de (+)-catequina en la especie Struthanthus quercicola
fue de 167.3£2.8 mg/Kg de peso seco. Un estudio realizado en 2011 por el
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA), reporta el contenido de
flavonoides, entre ellos catequina, de varias frutas de consumo comudn. Se
observan altos contenidos de catequina en frutas como: las zarzamoras
(Vaccinium spp.) 371+247.1 mg/Kg; la uva negra 101.4+29.1 mg/Kg; chabacano
(Prunus armeniaca) 36.7+4.6 mg/Kg; platanos (Musa acuminata Colla) 61.0+£5.3
mg/Kg; arandanos crudos (Viburnun opulus) 290.4 mg/Kg; vino tinto de mesa
71+1.9 mg/Kg; semillas de uva 746.3+57.8 mg/Kg.

En otro estudio realizado por Tsanova-Savova y colaboradores (2005) se
reporté contenido de (+)-catequina en varias frutas en Bulgaria. Importantes
cantidades se encontraron en: manzana 9.3 mg/Kg; durazno 12.3 mg/Kg;
chabacano 73.4 mg/Kg; ciruela 33.1 mg/Kg; cereza 15.1 mg/Kg; frambuesa 13.6
mg/Kg; zarzamora 20.9 mg/Kg; fresa 31.1 mg/Kg; mora azul 16.6 mg/Kg; uva
blanca 58.9 mg/Kg y el mayor contenido se encontr6 en la uva negra 108.3 mg/Kg.
Los resultados se expresaron en el estudio como mg de (+)-catequina por Kg de
peso fresco. Las frutas se analizaron con piel y semillas.

Si bien no se puede hacer una comparacion directa entre el contenido de (+)-
catequina encontrado en Struthanthus quercicola y los resultados de los trabajos
citados, si podemos sefalar a partir de estos estudios, que el contenido del

compuesto en esta especie de muérdago es importante.
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Todos los extractos analizados de las especies de muérdago Psittacanthus
calyculatus, Struthanthus quercicola y Cladocolea loniceroides, asi como la
fraccion Fpoa, demostraron tener fenoles en su composicion. Por otro lado,
presentaron actividad antioxidante e inhibitoria ante los radicales DPPH® vy
ABTS**. De igual forma, estas muestras lograron reducir el i6n Fe** en el ensayo

FRAP. Finalmente tuvieron una buena actividad inhibitoria de la lipoperoxidacion.

De las tres especies s6lo en Struthanthus quercicola se logré identificar por
CLAE la presencia del flavonoide (+)-catequina, misma que fue cuantificada en la
fraccion Fpoa ya que de esta misma muestra se llevd a cabo la obtencién del
compuesto. La presencia de una catequina en la especie Struthanthus quercicola,
puede explicar el que haya tenido una mejor reduccion del ion férrico, un mayor
contenido de fenoles y mejor inhibicion de la lipoperoxidaciéon que Cladocolea
loniceroides o Psittacanthus calyculatus.
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7. Perspectivas

Aislar otros compuestos de las especies de muérdago analizadas y evaluar
su actividad antioxidante.

Obtener mediante ensayos cinéticos la capacidad neutralizante relativa
ante el radical usando areas bajo la curva.

Obtencion de la Concentracién Inhibitoria 50 de los compuestos que
puedan obtenerse de las especies de muérdago y compararlas con los
reportes de otros antioxidantes en la literatura.

Ya que el muérdago es un parasito que amenaza la salud de los bosques,
pueden analizarse otros muérdagos comunes como son: Cladocolea
diversifolia, Struthanthus interruptus y Struthanthus depeanus, de tal forma
gue pueda describirse la fitoquimica de la especie, encontrar nuevos
compuestos y evaluar su actividad antioxidante.

Realizar estudios in vivo de la (+)-catequina y compuestos que puedan
obtenerse posteriormente para evaluar si tienen actividad importante en

modelos de estrés oxidante (especialmente de ECV).
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