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Larrea tridentata de dos zonas aridas de México: Andlisis fitoquimico y evaluacion antioxidante

1.0 Resumen

Larrea tridentata (Moc. & Sessé ex DC.) Cov., comunmente conocida como gobernadora, es un arbusto
comun en los desiertos cdlidos del norte de México, pertenece a la familia Zygophyllaceae, la cual
incluye mas de treinta géneros y unas 250 especies. La gobernadora es reconocida por la gran variedad
de propiedades que se le atribuyen. Es por eso que el objetivo de este trabajo es determinar
cualitativamente el contenido fitoquimico y evaluar la capacidad antioxidante de la especie L.
tridentata comparando el contenido de metabolitos secundarios de hojas y ramas de dos localidades
aridas de México

Los extractos hexanicos, de diclorometano y metandlicos de hoja y rama de L. tridentata se obtuvieron
por medio de maceracidn para lograr extraer los diferentes metabolitos secundarios (MS) presentes en
cada una de las muestras con respecto a la polaridad de cada solvente. Posteriormente se realizé una
cromatografia en capa fina (CCF), para identificar la presencia de MS en las muestras. Se emplearon
distintas técnicas de revelado (luz ultravioleta, revelador de productos naturales y sulfato cérico) para

conocer la variedad de compuestos de cada muestra.

Ademas, se realizaron pruebas cualitativas (reaccidn de Molisch, cloruro férrico, Dragendorff, Mayer y
vainillina) con el fin de identificar la presencia de los diferentes tipos de MS, asi como una prueba
cuantitativa de fenoles totales (Folin-Ciocalteu). Otra de las técnicas empleadas fue el estudio
espectroscopico (UV), con el fin de obtener la determinacién cuantitativa y cualitativa de todos los
extractos asi como para detectar compuestos organicos presentes en ellos. La actividad antioxidante
de los extractos se evalud mediante el calculo de la concentracion antioxidante media (CA50) a través

de la decoloracién del radical difenil-picril-hidracilo.

Los extractos hexanicos de ambas partes de la planta (hoja y rama) de L. tridentata de la localidad de
Ensenada fueron los que mostraron mayor ndmero de compuestos en la CCF mientras que los
extractos metandlicos de hojas de San Luis Potosi fueron los que presentaron menor nimero de
compuestos. Los extractos de L. tridentata absorben en la longitud de onda de luz UVB (280 nm) y UVC

(235 nm).

Todos los extractos hexdnicos son ricos en terpenos. Los extractos de diclorometano tienen
compuestos fendlicos y terpenos. Asi mismo, los extractos metandlicos fueron los Unicos que tienen

alcaloides ademas de compuestos fendlicos. Estos resultados corresponden al estudio de ambas

Mufioz, 2015 1
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localidades y de ambas partes de la planta. Los extractos metandlicos de ramas (SLP) mostraron

mayor cantidad de fenoles (30.46%).

Todos los extractos mostraron una eficiente actividad antioxidante, siendo el mas activo el extracto en

diclorometano de ramas de la localidad de San Luis Potosi con una CAs0 de 1.78 £ 0.980 ppm.

Mufioz, 2015 2
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2.0 Introduccién

2.1 Especies reactivas de oxigeno (ERO) y Radicales libres (RL)

En los ultimos afos del siglo XX se generd una verdadera revolucién en el campo de las investigaciones
relacionadas con el estrés oxidativo, sobre todo debido a la relacién que se cree existe entre éste, el
envejecimiento y diversas enfermedades crénicas. Aunque este enigma aun no ha podido ser
descifrado debidamente, el uso de las plantas y de los metabolitos secundarios que en ellas se
encuentran ha sido una de las opciones para encontrar una manera de prevenir o disminuir los dafios
que el estrés oxidativo causa (Hernandez, 2002).

Los radicales libres (RL) son atomos o moléculas que contienen uno o mas electrones no pareados en
el orbital mas externo, lo que produce una gran reactividad en dicha sustancia. De hecho esto da lugar
a que estos RL intervengan con gran eficacia y rapidez en un siniUmero de procesos bioquimicos a nivel
celular. Su gran reactividad es la causante de su toxicidad (Hernandez, 2008). Ademas de ser los
causantes de la reactividad de las especies reactivas del oxigeno (ERO), las cuales incluyen a todos los
metabolitos derivados del oxigeno molecular (O2) que tienen mayor reaccion que el O2 tales como el
radical superdxido (02'), el radical hidroxilo (HO’) y las moléculas no radicales como las del perdxido de
hidrégeno (H202). Las ERO son generadas como producto del metabolismo aerdbico, pero su nivel de
reaccién se incrementa en condiciones de estrés, lo cual resulta ser un peligro para la salud (Rahal et
al., 2014).

2.2 Efectos bioldgicos de las ERO

Las ERO estan involucradas en el desarrollo del cdncer, tanto por efectos directos sobre el ADN como
por la transduccidn de modulacién de sefiales, la proliferacion celular, la senescencia y la muerte
celular. El estrés oxidativo acelera el dafio en el ADN, el cual se puede medir a partir de la ruptura de
la cadena y modificaciones quimicas de las bases de ADN o de desoxirribosa del ADN dafiado, el cual
es por lo general fragmentado, desaminado, dafado y eliminado por oxidacion, lo que hace dificil su
analisis o estudio para poder localizar los dafios (Halliwell y Gutteridge, 2007).

2.3 Mecanismos y defensas antioxidantes

Los efectos bioldgicos de las ERO son controlados en los seres vivos por una gama de mecanismos
fisiolégicos de defensa antioxidante, que involucran a un complejo grupo de procesos, todos
encaminados a evitar el exceso de oxidacion a nivel celular, que es en definitiva, el que causa los
trastornos. A la larga lo que los seres vivos necesitan es mantener un equilibrio interno correcto entre

el nivel de ERO y el de antioxidantes. Existen diversos sistemas de defensa que participan

Mufioz, 2015 3
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directamente, para tratar en todo momento de lograr el equilibrio antes mencionado, dichos sistemas
son: enzimas antioxidantes, enzimas que eliminan o reparan las moléculas que han sido oxidadas y
sustancias antioxidantes especificas (Hernandez, 2008).

Los mecanismos antioxidantes se pueden clasificar de diversas formas:

a) Macromoléculas que acomplejan especies reactivas y evitan su accidn. Por ejemplo, proteinas que
acumulan o transportan metales de transicién, como la transferrina, la hemoglobina y la mioglobina
que transportan el oxigeno (Quintanar y Calderén, 2009).

b) Enzimas antioxidantes con gran afinidad para catalizar con altas velocidades la reaccion de
reduccion parcial de una ERO. Por ejemplo: La superdxido dismutasa (SOD) cataliza la dismutacidn del
0,° a H202; la glutation peroxidasa (GPx) que es una enzima dependiente de selenio y cataliza la
reduccion del (H20:2) o lipoperdxidos (L-OOH) y la catalasa (CAT) que reduce el H202 a H20 (Quintanar y
Calderdn, 2009).

c) Cosustratos antioxidantes son empleados por las enzimas para poder reducir parcialmente a los
RL y a las ERO. Por ejemplo; el glutatidn, es un tripéptido con gran facilidad para ceder electrones
debido a su grupo sulfhidrilo (-SH) y su potencial redox (Quintanar y Calderén, 2009).

d) Enzimas que regeneran sustratos o cosustratos antioxidantes. Por ejemplo, las enzimas que
regeneran al glutation peroxidasa, la vitamina E y el NADPH. El glutation se mantiene casi todo en
forma reducida principalmente a través de glutatidon reductasa (GR). La vitamina E al actuar como
antioxidante se oxida a tocoferilquinona, para regenerar su actividad antioxidante se requiere que se
reduzca nuevamente a vitamina E, tal reduccidn la puede llevar a cabo el ascorbato (vitamina C).

e) Antioxidantes endégenos. Los antioxidantes son moléculas con gran afinidad a los radicales y que
se comportan como compuestos muy susceptibles para que los oxiden las especies reactivas, es decir
ofrecen electrones a las especies reactivas para evitar que estas ataquen a las macromoléculas
necesarias para la funcidn y estructura celular (proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos).
Una vez que los RL reaccionan con los antioxidantes se reducen parcialmente o se unen en forma de
aductos, reduciendo su reactividad y oxidando al antioxidante. Ejemplos de estos antioxidantes en los
organismos son: el glutation, el NADPH, la albumina, el acido urico, la coenzima Q, la bilirrubina y la
melatonina (Quintanar y Calderdn, 2009).

f) Antioxidantes exdgenos. Son antioxidantes que provienen de la dieta, tales como la vitamina E (a-

tocoferol), la vitamina C (acido ascoérbico), el B-caroteno (provitamina A), el cobre, el selenio, el zinc, el
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magnesio, los polifenoles como las catequinas, los licopenos, los flavonoides como la quercetina, y los
taninos (Quintanary Calderdn, 2009).

g) Sistemas de reparacidn. Son sistemas que tratan de recuperar la funcidon de las macromoléculas
danadas, reparar el dano establecido o destruir la macromolécula que pudiera causar dafio a la
economia celular. Por ejemplo, los danos producidos por RL en términos generales marcan las
proteinas para su degradacién. El reconocimiento de los sitios oxidados o halogenados o bien la
exposicion de regiones hidrofébicas determinan el proceso de ubiquitinacién de las proteinas y su
degradacion en el proteosoma. En el caso de los lipoperdxidos se pueden reducir mediante GPx de
fosfolipidos o son eliminados a través de las fosfolipasas como la fosfolipasa _A2_, que aumenta su
actividad durante la agresion oxidativa. Otro ejemplos es cuando el uso extensivo de sistemas de
reparacion o el intenso dafio al ADN puede inducir el proceso de apoptosis, que visto de esta manera
seria la muerte programada cuando la reparacién es imposible o el dafio fue extensivo, protegiendo al
organo y al organismo de dafos locales y sistémicos, incluyendo el desarrollo de células cancerosas
(Quintanar y Calderdn, 2009).

2.4 Efectos de la radiacion UV-B (280 — 320 nm) sobre la morfologia de las plantas

La luz es uno de los factores mas importantes que regulan el crecimiento y el desarrollo de las plantas.
Sin embargo, el aumento de la radiacién ultravioleta-B puede tener un impacto negativo en éstas,
provocando una disminucidn de la fotosintesis y de la produccién de biomasa. Para que la radiacidon
UV-B sea captada y produzca alteraciones en la fisiologia de la planta debe penetrar en la hoja y ser
absorbida por croméforos o moléculas susceptibles al efecto dafiino de esta radiacién. Por lo tanto, lo
cambios morfolégicos y anatémicos son inducidos por la radiacion UV-B y pueden llegar a ser
determinantes en las respuestas de las distintas especies vegetales (Rios, 2009).

Por otra parte, las plantas aclimatadas a condiciones de alta radiacion UV-B, como es el caso de Larrea
tridentata, se caracterizan por tener tallos y ramas cortas, resultando plantas de morfologia mas bien
compacta y de tamano pequefio. Se ha sugerido que el mecanismo por el cual la radiacion UV-B
reduce la longitud del tallo seria la oxidacién de fitohormonas inductoras del tamafio de las células.
Uno de los parametros de crecimiento que es notablemente alterado por un aumento de la radiacion
UV-B es el area foliar (Rios, 2009).

2.5 Mecanismos de defensa ante los efectos de la luz UV-B en plantas

A lo largo de la evolucidn, la radiacién UV-B ha inducido en las plantas diversos cambios anatémicos

gue han permitido modificar su absorcidon y penetracion al interior de las células. Por ejemplo, el
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aumento de ceras y el cambio en la composicion de éstas en la superficie foliar observado en especies
expuestas a UV-B, favorece la reflexion de la luz UV-B desde la superficie foliar y contribuye a reducir la
penetracidon de la radiacién UV-B en las hojas. El aumento del grosor de las hojas es otro de los
cambios anatémicos en plantas expuestas a luz UV-B. Esto se debe al aumento del grosor de la pared
celular como consecuencia de la induccion de sintesis de lignina y otros polifenoles (Rios, 2009).

2.6 Accidn de la luz UV-B sobre procesos fitoquimicos y metabdlicos en plantas

Componentes de la radiacién solar pueden afectar el crecimiento de los cultivos directamente a través
de sistemas de fotosintesis, hasta la regulacién de las vias que producen compuestos de defensa (por
ejemplo, los flavonoides y compuestos fendlicos relacionados o ceras), disminucién del crecimiento
vegetativo, y la disminucién de los tiempos de desarrollo. En contraste, el componente de la radiacién
solar UVB también tiene una gama de efectos sobre la invasién de agentes patdgenos que incluyen
dafio al ADN y de proteinas, afectando asi respuestas metabdlicas y fisioldgicas del organismo (Young
etal., 2012).

Uno de los mecanismos de adaptacion a radiacion UV-B mds documentado es el aumento de la
produccidn de metabolitos secundarios tales como fenoles y flavonoides, los que se acumulan en las
células de la epidermis de diversas especies vegetales, y por ser compuestos que absorben radiacion
entre los 280-360 nm, reducen el efecto deletéreo de la luz UV-B sobre los distintos componentes
celulares (Rios, 2009).

2.6.1 Accion de la luz UV-B sobre procesos metabdlicos en humanos y animales

El ADN es particularmente sensible a radiacion UV-B, debido a que los fotones de la luz ultravioleta
promueven transiciones T-Tt*en las bases nitrogenadas que constituyen los nucleétidos alterando

directamente el establecimiento normal de enlaces quimicos. La fototransformacion producida en el
ADN afecta principalmente a bases de timina adyacentes, las que por efecto de la radiacién forman
estructuras ciclicas denominadas dimeros de ciclobutano de pirimidinas (CPD) (Rios, 2009).

Tanto en las plantas como en los animales la informacién genética que codifica para la gran mayoria de
las proteinas estd codificada en el ADN nuclear. Sin embargo, los cloroplastos y mitocondrias
contienen algo de ADN que codifica unas pocas proteinas. Las especies reactivas pueden danar el ADN
mitocondrial y del cloroplasto; el dafio en el ADN mitocondrial se ha sugerido que es importante en

varias enfermedades humanas y en el envejecimiento (Halliwell y Gutteridge, 2007).
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Por su parte el dafio a las proteinas puede ocurrir por el ataque directo de las ERO o por el dafio
secundario que impliquen ataque de los productos finales de la peroxidacion lipidica.

Las técnicas protéomicas revelan que a menudo solo un pequefio nimero de proteinas estan danadas
cuando las células se someten a estrés oxidativo, aunque los mecanismos de esta selectividad sigan
sin estar claros (Halliwell y Gutteridge, 2007).

Debido a lo anterior, es necesaria la busqueda de productos naturales que puedan actuar como
sustancias que inhiban, retarden o reviertan los diferentes dafios producidos a nivel celular por los
radicales libres o por la RUV (Afaq et al., 2005). Las plantas que viven en zonas de intensa radiacién
solar son ideales para la busqueda de este tipo de sustancias (Garcia-Bores, 2010). Es por eso que se

decidid estudiar la especie L. tridentata.
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3.0 Larrea tridentata (Moc. & Sessé ex DC.) Cov.

L. tridentata, también conocida como Chaparral, Matorral, Creosota, Gobernadora o Hediondilla, es
una planta arbustiva que pertenece a la familia Zygophyllaceae, que incluye mas de treinta géneros y
unas 250 especies (Figura 1) (Jones, 1987). Las especies que caracterizan a esta familia son herbaceas
o raramente lefiosas, a menudo xerdfilas y haldfilas, sus hojas pueden ser opuestas, alternas,
pinnaticompuestas o pinnatiseptas y estipuladas, sus flores son hermafroditas, actinomorfas,
pentdmeras o tetrdmeras: solitarias o dispuestas en cimas y por ultimo sus frutos son capsulares,
esquizocarpicos o carnosos, bayas (http://www.conabio.gob.mx).

L. tridentata es un arbusto comun en los desiertos calidos de Norte América (Sinnott et al., 1998;
Arrieta et al., 2012). Su dominio se ha incrementado en 19 millones de hectareas de tierras que antes
se consideraban pastizales del desierto en respuesta a perturbaciones tales como el pastoreo (Arteaga
et al., 2005).

L. tridentata es de origen sudamericano, con una distribucion discontinua (Lia et al., 2001). Al area
cubierta por gobernadoras, se le denomina chaparral, debido a su tamafio pequefio. Estos chaparrales
son abundantes en las zonas desérticas de los estados mexicanos como San Luis Potosi, Coahuila,
Chihuahua, Durango, Sonora, Zacatecas, Baja California Norte y Sur y en el suroeste de los Estados
Unidos como Arizona, California, Nevada, Texas y Nuevo México (Rzedowsky y Huerta, 1994). La planta
segrega un olor penetrante y tiene un sabor amargo lo cual es desagradable para el ganado y aliin mas

para la fauna silvestre, suele ser tdxico y a veces causa la muerte (Gay y Dwyer, 1998).
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Figura 1. Larrea tridentata (www . fireflyforest.com)

De acuerdo con Rzedowsky (1992) la gobernadora es la planta mexicana mejor adaptada a condiciones
de aridez, ya que puede vivir aun en las condiciones mas extremas que se presentan en México, sin ser
una planta suculenta, ni presentar espinas y ademas ser perennifolia.

L. tridentata se utiliza en una variedad de formas aprovechando sus multiples propiedades.
Tradicionalmente las hojas y las ramas son preparadas en forma de té, para su consumo oral. Este en
México es utilizado como tratamiento de piedras en el rifidn y de la vesicula biliar (Diaz, 1976), asi
como para trastornos digestivos, reumatismo, enfermedades venéreas, herpes, bronquitis, varicela y el
resfriado comun (Sinnott et al., 1998; Arrieta et al., 2012).

3.1 Descripcidn botanica

L. tridentata es un arbusto perennifolio que mide de 1 a 3 m de altura, y raramente alcanza los 4 m.
Los tallos de la planta llevan hojas resinosas, verdes oscuras, con dos foliolos unidos en la base, cada
foliolo de 7 a 18 mm de largo y de 4 a 8.5 mm de ancho. Las flores son de hasta 2.5 cm de didmetro y
tienen cinco pétalos amarillos y con garras. El fruto es una cdpsula redonda, cubierta por una densa
concentracién de canas (Figura 2) (De la Cerda, 1967).

L. tridentata es perenne, conservando la mayor parte de sus hojas a través de la sequia y las bajas
temperaturas dentro de su rango de distribucién, sin sufrir dafios. Heladas periddicas y extremas
pueden contribuir a limitar la distribucién actual de la especie, ya que induce la congelacion del xilema

y la cavitacion (Martinez-Villalta y Pockman, 2002).
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La gobernadora es intolerante a suelos compactos y con alto contenido de fésforo. El tiempo de vida
de la especie esta negativamente correlacionado con la perturbacién y la compactacién del suelo. Este
arbusto crece en los sitios mds secos de México, en terrenos planos, laderas, lomerios bajos
(originados de materiales geoldgicos del cretéacico superior e inferior) y en planicies aluviales. Es un
chaparral que se desarrolla en lugares con temperaturas de 14 a 28°C y presencia de 8 meses de
sequia, en climas aridos (BS) y muy aridos (BW) y en precipitaciones de 150 a 500 mm anuales. La
planta no prospera en zonas de clima isotermo. Los suelos en los que se desarrolla son de profundidad
variable, textura franco arenosa, estructura granular, drenaje interno medio de consistencia friable, de
color café grisdceo, compacto arcilloso, calcdreo, blanco-arenoso, aluvial con pH de 6.8 a 7.6.

(http://www.conabio.gob.mx).

Figura 2. Descripcidn botanica de Larrea tridentata. Las letras en cada panel representan cada una de las
partes que conforman a la planta, A; tallo, B; hojas, C; flor y fruto, D; vista aérea de la flor, E; semilla y flor

(www.fireflyforest.com).
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L. tridentata es una fuente notable de productos naturales los cuales ocupan el 50% del peso seco. En
la resina presente en las hojas se han encontrado los siguientes compuestos: 19 agliconas de
flavonoides, varios lignanos, incluyendo notablemente el antioxidante, dcido nordihidrohuaiarético
(NDGA) (Konno et al., 1990), asi como algunos flavonoides glicosilados, sapogeninas, aceites esenciales
y alcaloides halogenados (Figura 3) (Villamar Argueta, 1994).

3.2 Antecedentes de L. tridentata

Barrera en 1981, extrajo en dos fracciones la resina, la primera denominada fraccién liposoluble que
fue extraida con solventes comunmente utilizados en la extraccién de aceites y grasas. Y la fraccion
polar fue extraida con solventes para sustancias hidrofilicas.

Algunas de las aplicaciones de la resina de L. tridentata son mencionados en el Cuadro 1 entre la que
destacan su utilizacidn en la agricultra como fungicida siendo probado in vitro. Asi como también ha
mostrado resultados positivos in vivo contra la viruela del arbol algodonero (Puccina cacabata). Esto
ultimo evitaria el uso de fungicidas con cobre y evitaria la contaminacién de la tierra por sales de
cobre. Finalmente otra aplicacion de la resina de L. tridentata siendo en este caso la fraccidn
liposoluble la cual llena los requisitos de calidad antioxidante para hules naturales y sintéticos.

Mabry y Bohnstedt (1981) y Xue et al. (1988) reportaron en estudios previos que el 0.1% de peso seco
de la planta, se encuentra en forma de aceites esenciales; la fraccidén volatil tiene 67 compuestos que
han sido identificados que constituyen mas del 90% de los aceites del arbusto y el restante 10% es una
mezcla de mas de 300 componentes, principalmente monoterpenocides y sesquiterpenoides
aromaticos. Los productos de la via de acido mevaldnico, shikimico y acidos grasos son los mas
predominantes en las hojas (Cuadro 2). De igual manera se han identificado tres esteroles comunes:
campesterol, estigmasterol y sitosterol (Mabry y Bohnstedt, 1981). Con respecto a los alcaloides, estos
se han aislado de la corteza y las raices pero no de hojas ni flores (Marquez Lara, 1996).

En estudios anteriores con L. tridentata se ha encontrado que entre el 5y el 10% del peso seco de las
hojas corresponde al acido nordihidrohuarético (NDGA), mientras que el 80% de todos los compuestos
fendlicos se encuentra en la resina. En un estudio sobre la distribucion de los productos fendlicos
secundarios se encontrd que las flores, hojas, tallos verdes y tallos lefiosos contienen NDGA, siendo
mayor la concentracidn en las hojas con un 38.3 mg/g, mientras que en los tallos verdes y lefiosos es

de 32.5 mg/g (Hyder et al., 2002).
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Cuadro 1. Aplicaciones industriales de la resina Larrea tridentata (Barrera, 1981)

Fraccion Lipofilica Fraccion polar
Antioxidantes Materiales bioactivos
Adhesivos fendlicos Aplicaciones médicas
Barnices

Estabilizadores celuldsicos

Aplicaciones médicas

(Acido Nordihidroguaiarético) Acido Guaiarético

HO
@ OCH,
CHY
QL.

Acido Dihidroguaiarético

Mufioz, 2015 12



Larrea tridentata de dos zonas aridas de México: Andlisis fitoquimico y evaluacion antioxidante

PN

Limoneno

Campesterol Kaempferol

Figura 3. Lignanos, algunas agliconas de flavonoides (Barrera, 1981) saponinas, alcaloides, aromaticos,

flavonoides y esteroides presentes en la resina de L. tridentata (Agmatine.png)

Mufioz, 2015 13



Larrea tridentata de dos zonas aridas de México: Andlisis fitoquimico y evaluacion antioxidante

Cuadro 2. Principales constituyentes fitoquimicos de Larrea tridentata (Lira-Saldivar, 2008).

Porcentaje del peso seco

Tipo de compuesto

Compuesto

16-21 Lignanos compuestos Acido dihidroguaiarético
Hemi-norisoguaiacina
Acido nordihidroguauarético
Nordihidroguaiacina
5-7 Flavonoides Apigenina
Kaempferol
10-15 Saponinas Larreagenina A
Triterpenos Acido Larréico
0.1-0.2 Monoterpenos volatiles Alfa pineno

Hidrocarbonos 35

Aromaticos

Esteroides

Taninos

Carbohidratos

Delta-3-careno

Limoneno
Benzaldheido
Benzilacetato
Benzilbutano

Metil naftaleno

Beta-sitosterol

Colesterol

Campesterol

Sacarosa

70.1 (de tallos)
16.6

Lipidos

Aminoacidos

Alquil esteres (C46-C56)

Fenilalanina
Isoleucina
Acido glutdmico

Acido aspartico
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Glicina

19.8 mg/ 100 gr

Vitaminas

Caroteno

Vitamina C

13.7

Minerales

Sodio
Potasio
Calcio
Magnesio
Hierro
Azufre

Fésforo
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4.0 Justificacion
Debido a que L. tridentata es un arbusto que se encuentra constantemente expuesta a diversos tipos
de estrés en su zona de distribucion y esto no afecta ni el crecimiento ni el desarrollo de la planta, es
posible que cuente con propiedades fitoquimicas que le favorecen para adaptarse sin importar la
estacion del afio. Ademas, esto podria indicar que contiene compuestos con una eficiente actividad
antioxidante que le permiten protegerse de las altas radiaciones tipo UV-B de su zona de distribucién y
por lo tanto estos compuestos podrian tener el mismo efecto a nivel medicinal o farmacéutico.

4.1 Hipotesis

Debido los cambios climaticos tan extremos a los que se enfrenta la especie L. tridentata en su zona de
distribucién, su composicién quimica se modifica y sus propiedades bioldgicas se alteran.

4.2 Pregunta cientifica

éL. tridentata modificard su actividad antioxidante asi como su composicion fitoquimica en general
dependiendo de la zona de colecta o de las condiciones climaticas en las que se encuentra cada una de

las muestras?
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5.0 Objetivos

5.1 Objetivo general

e Analizar y evaluar el contenido fitoquimico y la capacidad antioxidante de hojas y ramas de la

especie Larrea tridentata de dos localidades aridas de México.
5.2 Objetivos particulares

e Analizar el contenido fitoquimico y comparar los componentes de los extractos de hoja y rama

de la especie L. tridentata de dos localidades aridas de México.
Evaluar y comparar la capacidad antioxidante entre los extractos de hoja y rama de L.

tridentata de dos localidades aridas de México

Determinar cuantitativamente el porcentaje de fenoles presentes en los extractos de hojas y

rama de L. tridentata de dos localidades aridas de México
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6.0 Metodologia

6.1 Colecta

Larrea tridentata se recolecté en dos diferentes zonas, la primera en la localidad El Huizache, que se
encuentra en el estado de San Luis Potosi (SLP), municipio de San Luis Potosi. El cual se localiza entre
los 21°30’y 24°34’ de latitud norte y los 100° 15’ y 102°20’ de longitud oeste (Salas de Ledn et al.,
1999) (Figura 4).

El Huizache en el municipio de Guadalcdzar y Matehuala, los meses mas secos suelen ser de noviembre
a abril (Garcia, 1973). La colecta de L. tridentata se realizd en el mes de diciembre del afio 2012. La
zona de colecta se caracteriza por estar delimitada por un macizo montafioso con rocas sedimentarias
en cuya parte alta se encuentra vegetacion templada, principalmente de pino-encino, con algunas
areas de pastoreo y cultivos. En la parte baja se presenta vegetacion xerodfila tal como matorral
crasicaule, matorral submontafio y pastizal natural. Se caracteriza por presentar especies de
mamiferos endémicos, como las del género de roedores Peromyscus de la familia Cricetidae, son
conocidos como hamster o ratas campestres. El tipo de clima que presenta es semidrido, templado
donde la temperatura media anual es entre 12 y 18°C, la del mes mas frio es entre los -3 y 18°C,
mientras que las mas caliente no llega a los 22°C con lluvias en verano del 5% al 10.2% anual. El tipo
de suelo que presenta es somero, limitado en profundidad por una roca dura continua o por una capa
continua cementada dentro de una profundidad de 10 cm a partir de la superficie

(www.conabio.gob.mx).
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Figura 4. Localizacion geografica de El Huizache, San Luis Potosi, México.

La segunda localidad fue el Valle de Guadalupe en Ensenada (ENS), Baja California que se encuentra en
la carretera federal No. 3, en la terraceria a L.A Cetto (Figura 5). El puerto de Ensenada esta localizado
en la Costa del Océano Pacifico, aproximadamente a 130 Km al sur de la frontera norte entre México y
los Estados Unidos. Fundamentalmente existen dos tipos genéricos de climas: El templado que se
presentan en las partes altas de las sierras y el seco que se localizan en el resto del municipio. El
bosque de Coniferas, el chaparral y el matorral desértico, comprendiendo una superficie aproximada
de 4.8 millones de hectareas (en el estado) de las cuales 164,000 corresponden al bosque

(www.bajacalifornia.gob.mx).

Mufioz, 2015 19


http://www.bajacalifornia.gob.mx/

Larrea tridentata de dos zonas aridas de México: Andlisis fitoquimico y evaluacion antioxidante

Figura 5. Localizacion geografica de Valle de Guadalupe, Ensenada, Baja california.

Una vez colectado el material vegetal se herborizé. Se separéd un ejemplar para su depdsito e
identificacion en el herbario IZTA de la FES- Iztacala de la UNAM.

6.2 Extraccion

Ya en el laboratorio, las hojas y ramas de ambas plantas se separaron y pesaron. Para el material
vegetal colectado en SLP se pesaron 292.9 gr tanto de hojas como de ramas y para el colectado en ENS
se pesaron 67.2 gr de hojas y 45 gr de ramas. Se prosiguid con la maceracién de ambas plantas
colectadas.

Los extractos de los tallos y ramas de L. tridentata se maceraron primero en hexano, dejandolo
reposar ocho dias, posteriormente mediante destilacidon a presién reducida se concentré el extracto.
Se fue cambiando de solvente tomando en cuenta los niveles de polaridad de menor a mayor iniciando
con diclorometano y por ultimo metanol. Se determiné el rendimiento por diferencia de peso de todos

los extractos.
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6.3 Pruebas cualitativas — colorimétricas

6.3.1 Reaccion de Molisch para glucésidos

Este ensayo permite detectar la presencia de hidratos de carbono en una muestra; se basa en la accién
hidrolizante y deshidratante que ejerce el acido sulfurico sobre estos compuestos. Los &acidos
concentrados originan una deshidratacién de los azucares para rendir furfurales, que son derivados
aldehidicos del furano. Los furfurales se condensan con los fenoles para dar productos coloreados
caracteristicos, empleados frecuentemente en el analisis colorimétrico (Figura 6) (Berezov, 1992; Diaz

et al., 2006).

H H 3 H0 .
1 1
OH{C———C-OH / \
> \
| CHO
HC-OH OH-C-H ©
CH;OH CHO CH;OH
hexosa hidroximetilfurfural
! f
OH{C ———CIOH ;l'lzﬂ \
HG:OH OH.C:H > o~ CHO
H CHO H
pentosa furfural

Figura 6. Formacién de furfurales (Diaz et al., 2006)

Los monosacaridos como ya se mencioné anteriormente al entrar en contacto con un medio acido se
deshidratan dando origen a los anillos de furfural, mientras que los oligo y polisacaridos también
sufren estas reacciones, ya que el medio 4cido favorece la hidrdlisis previa del enlace glicosidico.
Aungue es una prueba especifica de monosacaridos, los oligo y polisacaridos también dan positivo, ya
gue en medio acido se hidroliza el enlace glicosidico.

Se disponen de diferentes técnicas, dependiendo del reactivo utilizado (a-naftol) (Figura 7) (Berezov,

1992; Diaz et al., 2006).
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Procedimiento:
1) Enun tubo de ensaye a temperatura ambiente se deposita la solucién problema (extracto de L.
tridentata (5 mg en 5 ml)) y reactivo de Molisch (Mezclar a-naftol al 5% y etanol)
2) Se afade 2 gotas de H2504 por las paredes del tubo

3) Encaso de ser una reaccidn positiva un anillo de color violeta se separara del H2SO4

OH
OH—CH — CH—OH 3 H:O
I | SO H, cc
onch, “omno CHO HOH,C 0 CHO 2 Hmﬂ
Hexosa Hidroxinme tilfurfural \
Comple jo
OH—CH — CH—OH 3H,0 Coloreado
I | SO, H, ¢c¢
N 7 2 a—Nafiol
oHHo~  CHO CHO ‘
Pentosa Furfural

Figura 7. Reaccion de Molisch (Diaz et al., 2006)

6.3.2 Reaccion con cloruro férrico para fenoles

Los fenoles sencillos se caracterizan por su solubilidad en los alcalis e insolubilidad en bicarbonato
sédico, aunque debemos tener presente que ciertos fenoles sustituidos (por ejemplo, el p-nitrofenol)
son acidos mas fuertes que el fenol. La mayor parte pero no todos de los fenoles dan complejos
fuertemente coloreados con las sales férricas. La coloracién con el cloruro férrico es un ensayo de
aplicacion en el reconocimiento de fenoles. Ocasionalmente, el color dado por un fenol con el FeCl3
puede servir de ayuda para la determinaciéon de la estructura. La pirocatequina y otros o-hidroxi

derivados del benceno dan coloraciones verdes (Figura 8) (Geissman, 1974).
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Figura 8. Reaccion del FeCl3 con un fenol (McMurry, 2001)

Procedimiento:
1) Diluir los extractos (5 mg en 5 ml) en cada uno de los solventes con los que fueron macerados
2) Agregar gotas de solucion de coluro férrico diluido (saturado).
3) Lareaccion sera positiva si se obtiene una coloracién roja, azul, verde o purpura.
6.3.3 Reaccion de Dragendorff y Mayer para alcaloides
Las técnicas de reconocimiento son basadas en la capacidad que tienen los alcaloides en estado de sal
(extractos acidos) de combinarse con el yodo y metales pesados como bismuto, mercurio, tugsteno
formando precipitados (Acosta, 2008).
En la practica, se utilizan reactivos generales para detectar alcaloides como: bicloruro de mercurio y
yoduro de potasio (reactivo de Mayer), los alcaloides se detectan como un precipitado blanco o de
color crema soluble en 4cido acético y etanol.
También se usa el tetrayodo bismuto de potasio (reactivo de Dragendorff), donde la presencia de
alcaloides se detecta por la formacion de un precipitado naranja rojizo cuando se la adiciona este

reactivo a una solucion acida de alcaloides (Figura 9) (Acosta, 2008).

4 -
HX

.. 4+ -
R3N R3NH X
Alcaloide base Alcaloide sal

Figura 9. Reaccion de los alcaloides en funcidn del pH (Acosta, 2008)
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Puesto que los alcaloides son compuestos de cardcter bdsico, su solubilidad en los diferentes solventes
varia en funcién del pH, es decir segln se encuentre en estado de base o de sal:

En forma de base, son solubles en solventes organicos no polares como benceno, éter etilico,
cloroformo, diclorometano y acetato de etilo, entre otros. En forma de sales, son solubles en solventes

polares como agua, soluciones acidas e hidroalcohdlicas (Figura 10) (Acosta, 2008).

o) HCI 5%
= |
. NH; 5%
N O THB% CHy
(|3H3 M€ H
higrina higrina
(base) (sal)

!

Soluble en CH,CI,

!

Soluble en H,O

Figura 10. Solubilidad de los alcaloides (Acosta, 2008)

Procedimiento para el reactivo Dragendorff

(Mezclar 8 gr de nitrato de Bi(NOs)s;+ 5H,0 en 20 ml de HNOs al 30% con una solucion de 27 gr de

Kl en 50 ml de agua):

1) Diluir los extractos (5 mg en 5 ml) en cada uno de los solventes con los que fueron macerados

2) Agregar gotas del reactivo resbalando por las paredes del tubo

3) Lareaccidn sera positiva si se observa la formacién de un precipitado color naranja-rojizo
Procedimiento para el reactivo Mayer (Disolver 1.3 gr de HgCl2 en 60 ml de agua, agregar 5 gr de Kl y
aforar a 100 ml):

Se repiten los pasos 1y 2 del procedimiento para el reactivo de Dragendorff. La reaccion serd

positiva si se observa un precipitado arenoso de color blanco o color crema.
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6.4 Método cromatografico

La cromatografia en capa fina (CCF) es una técnica analitica rapida y sencilla, la cual permite
determinar el grado de pureza de un compuesto, comparar muestras y realizar el seguimiento de una
reaccion (www.uam.es).

Los extractos se analizaron por CCF mediante cromatofolios de aluminio cubiertos con gel de silice
(0.2mm de espesor). Como agentes cromogénicos se emplearon: a) Revelado con luz UV a 254 y 366
nm, b) Solucién de sulfato cérico en acido sulfurico concentrado (Garcia-Bores, 2010), c) revelador de
productos naturales (RPN) y d) 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPHe). La CCF se realizd con el fin de
lograr identificar la variacidn de compuestos presentes en cada uno de los extractos de ambas partes
de la planta. El uso de diferentes agentes cromogénicos permitié conocer las caracteristicas
fitoquimicas, asi como la abundancia de compuestos especificos dentro de cada una de las muestras.
6.5 Estudio espectroscopico

La espectroscopia ultravioleta utiliza la radiacidn del espectro electromagnético cuya longitud de onda
estd comprendida entre los 100 y los 400 nm; su efecto sobre la materia organica es producir
transiciones electrénicas entre los orbitales atomicos y/o moleculares de la sustancia. Se utiliza
habitualmente en la determinaciéon cuantitativa y cualitativa de soluciones de iones metdlicos de
transicién y para detectar compuestos organicos conjugados (McMurry, 2001).

Los barridos en la regién UV del espectro electromagnético se obtuvieron pesando 5 mg de cada uno
de los extractos diluidos en 5 ml de cada uno de los solventes con los que fueron macerados y de esa
forma se determinaron los picos maximos de absorcidon (Amax) (McMurry, 2001). El equipo utilizado
para esta técnica fue el “T80+ UV/VIS SPECTROMETER, PG, Instrument, Ldt.”.

6.6 Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM)

La cromatografia de gases (CG) y su acoplamiento con la espectrometria de masas (EM); constituyen
una herramienta potente para separar, identificar y cuantificar los componentes volatiles y
semivolatiles de mezclas complejas (Gutiérrez y Droguet, 2002).

Cromatografia de gases

En la CG, la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna cromatografica. La elucion
se produce por el flujo de una fase mavil de un gas inerte, y a diferencia de la mayoria de los tipos de
cromatografia, la fase movil no interacciona con las moléculas de la muestra; su Unica funcién es la de

transportar la sustancia a través de la columna.
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Existen dos tipos de cromatografia de gases: la cromatografia de gas-sélido y la cromatografia de gas-
liquido. La cromatografia gas-liquido tiene gran aplicacién en todos los campos de la ciencia y su
denominacion se abrevia como cromatografia de gases (CG). La CG se basa en la distribucion de la
muestra entre una fase mévil gaseosa y una fase liquida inmovilizada sobre la superficie de un sdlido
inerte (Gomis, 2008).
Espectrometria de masas
La espectrometria de masas (EM), es una técnica de analisis cualitativo, de amplia utilizacién para la
determinacién de estructuras organicas, por si sola o en combinacidn con otras técnicas de
espectrofotometria (Gomis, 2008).
La EM estd basada en la obtencién de iones a partir de moléculas orgdnicas en fase gaseosa; una vez
obtenidos estos iones, se separan de acuerdo con su masa y su carga, y finalmente se detectan por
medio de un dispositivo adecuado. Un espectro de masas serd, en consecuencia, una informacion
bidimensional que representa un parametro relacionado con la abundancia de los diferentes tipos de
iones en funcién de la relacion masa/carga de cada uno de ellos. La presencia y abundancia en el
espectro de determinados tipos de iones, identificables a partir de su masa, serd en funcién de la
estructura quimica de cada compuesto (Gomis, 2008).
El equipo utilizado para esta técnica fue el cromatdgrafo “Agilent Technologies, 6850, Network GC
Systems” y “Agilent Technologies, 5975C, VL MSD, con detector de triple eje”.
6.7 Actividad antioxidante
La capacidad de atrapar radicales libres del extracto y los compuestos aislados de L. tridentata se
determiné midiendo el grado de decoloracidn de una solucién metandlica de la 2,2-difenil-1-picril-
hidracilo (DPPHe, Sigma D-9132) al 250 uM. El radical libre de la difenilpicrilhidracina tiene un maximo
de absorcidon a los 517nm, cuando es reducido por un compuesto antioxidante la coloracidn

desaparece (Figura 11) (Garcia-Bores, 2010).

NO, Nno, (¢
ON— —N—N( + AOH - ON— V— N- NC + AO’
Nno, no,

Figura 11. Reduccion del radical 2,2-difenil-1 picril-hidracilo
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Para determinar la capacidad antioxidante media (CA50) de los extractos metandlicos y de
diclorometano de L. tridentata de ambas localidades se obtuvo el porcentaje de decoloracién del
DPPHe de cada una de las concentraciones de los extractos (2 a 50 ppm). El porcentaje de
decoloracién se calcula de acuerdo a la siguiente ecuacién (Villaio et al., 2007):
% de decoloracion = 1-(absorbancia del problema/absorbancia del blanco) X 100

La CAs0, expresa la cantidad necesaria de un antioxidante para reducir en un 50% al radical DPPHe
(Garcia-Bores, 2010). Valores bajos de CAs0 indican un mayor potencial antioxidante. Como sustancia
de referencia se utilizé quercetina (0.5 a 200 ppm). Como blanco se utilizé metanol.
La prueba estadistica de ANOVA de dos factores (P < 0.05) se realizd para demostrar si existen
diferencias significativas con los datos de decoloracién media de cada uno de los tratamientos tanto
de las partes de la planta (hoja y rama), como de las distintas localidades (ENS y SLP).
6.8 Cuantificacion total de fenoles - Prueba cuantitativa
Los métodos usados comunmente para determinar y cuantificar fenoles totales en alimentos vy
vegetales son el ensayo de la vainillina y el de Folin-Ciocalteu. El método de Folin-Ciocalteu 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-fosfotingstico. La transferencia de electrones a pH basico reduce los
complejos fosfomolibdico-fosfotlungstico en éxidos, cromdgenos de color azul intenso, de tungsteno y
molibdeno, siendo proporcional este color al nimero de grupos hidroxilo de la molécula (Gutierrez et
al., 2008). La intensidad del color azul se mide espectrofotométricamente a 760nm. Los resultados se
expresan como equivalentes de acido galico que es utilizado como estandar de referencia (Serrano,
2007). El espectrémetro utilizado fue el “T80+ UV/VIS spectrometer, PG, Intrument Ltd.”.
Procedimiento:

1) Pesar 5 mg de cada uno de los extractos y de acido galico. Diluir cada uno en 75 ml; los

extractos en metanol y el acido galico en agua destilada.
2) Preparar una curva patréon con acido gélico, a partir de la solucion estandar (paso 1).
3) Tomar las alicuotas correspondientes para obtener diferentes concentraciones de acido galico
(0.1,0.2,0.4,0.6,0.8,1 y 5 mg/ml) para un volumen final de 3ml.
4) Para las repeticiones, llenar con 4ml de agua destilada y pasar de la curva previamente

preparada 1ml a cada tubo de las repeticiones
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5) Para el andlisis en los extractos, se prepard de igual manera una curva de calibracion a partir
de la soluciéon estandar (paso 1).

6) Repetir el paso 3. Las concentraciones dependieron del tipo de extracto a analizar. Extractos
metandlicos: 0.5 mg/ml. Extractos hexanicos y en diclorometano; 0.25, 0.5, 1y 3 mg/ml.

7) Repetir paso 4.

8) Una vez hechas las diluciones en cada una de las repeticiones se agrega a todos los tubos
500ul de reactivo de Folin, 1.5 ml de carbonato de sodio

9) El volumen final fue de 10 ml por tubo.
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7.0 Resultados y discusion

7.1 Datos de herbario del material vegetal

La determinacion de la especie fue realizada por la M. en C. Ma. Edith Lépez Villafranco, responsable
del Herbario IZTA de la FES-Iztacala. Los datos correspondientes se encuentran en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Datos de herbario de Larrea tridentata:

Nombre Cientifico Familia Nombre popular No. de registro
Larrea tridentata Creosota,
(Moc. & Sessé ex DC.) Zygophyllaceae Gobernadoray 21401ZTA
Cov. Hediondilla.

7.2 Rendimiento de los extractos

Al realizar la maceracion de cada una de las partes de L. tridentata de ambas localidades se obtuvieron

los siguientes rendimientos (Cuadro 4).

Cuadro 4. Rendimiento de los extractos de Larrea tridentata.

L. tridentata Rendimiento (%)

Extracto Peso seco (gr) Hexano | Diclorometano Metanol

Material vegetal

SLP, hojas 292.9 1.02 13.31 23.56
SLP, ramas 292.9 0.14 9.56 15.70
ENS, hojas 67.2 0.33 5.95 11.85
ENS, ramas 42.5 0.56 14.12 11.76

Los extractos metandlicos de L. tridentata de ambas localidades fueron los que presentaron mayor
rendimiento, coincidiendo también con un porcentaje mayor en las hojas de ambas. Mientras que el
extracto de ramas de diclorometano fue el Unico de esta polaridad que presenté el rendimiento mas
alto. Es a partir del primer resultado que se puede considerar la presencia de compuestos como
agliconas de flavonoides, lignanos y el acido nordihidrohuaiarético (NDGA), ya que en estudios

anteriores, éstos han sido encontrados en la resina de las hojas por Konno et al en 1990.
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Laresinaes una secrecidn organica que producen muchas plantas, es muy valorada por sus
propiedades quimicas. Esta es una mezcla compleja de terpenos, acidos resinicos, dcidos grasos entre
muchos otros productos naturales, producida por un organismo vivo encontrado en la naturaleza que
tiene generalmente una actividad farmacoldgica o bioldgica para su uso en el descubrimiento de
farmacos y drogas (Gutiérrez y Estévez, 2009). La proporcion de cada componente es funcion de la
especie arbdrea y el origen geografico. Valores tipicos son: 60-75 % de acidos resinicos, 10-15 %
de terpenos y 5-10 % de sustancias varias y agua (Hernandez, 2009).

El alto contenido fitoquimico sobretodo en las hojas resinosas, podria ser uno de los factores a los que
se le atribuyen la eficiente distribucion de la especie L. tridentata. Es en esta parte de la planta, donde
pueden ser detectados los metabolitos secundarios. Las hojas resinosas proveen una segunda linea de
defensa en varias plantas, ya que pueden ser un obstaculo para la alimentaciéon de insectos (Lira-
Saldivar, 2003).

Lo mds importante es que al menos el 50% de las especies de angiospermas, contienen metabolitos
secundarios extras a los antes mencionados, presentes en la resina como esteroides, flavonoides
metilados, etc. en la superficie de las hojas mezclados en las resinas (Dey y Harborne, 1997). Estas
sustancias tienen propiedades de proteccién y estructural como es el caso de los lignanos, a los cuales
se les atribuye también la actividad antioxidante ante radicales libres en las plantas (Croteau et al.,
2002).

Los tallos de L. tridentata tienen hojas resinosas (Figura 12) (De la Cerda, 1967). Una de las
modificaciones en aquellas plantas que se encuentran altamente expuestas a radiacién ha sido el
aumento de ceras y resinas asi como el cambio en la composicion de éstas en la superficie foliar, ya
gue esto favorece la reflexidon de la luz UV en las hojas y contribuye a reducir la penetracion de la
radiacidn (Rios, 2009).

Esto concuerda con el estudio realizado por Dey y Harborne en 1997 en donde menciona que la resina
presente en L. tridentata tiene un alto contenido de flavonoides tales como el NDGA y a los que

también atribuyen la actividad repelente para insectos y ganado ademas de antioxidante.
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Figura 12. Hojas de L. tridentata
7.3 Pruebas cualitativas — colorimétricas
Este método fue empleado para la identificacion de productos naturales como: glucésidos, terpenos,
fendlicos y alcaloides. Los resultados obtenidos se pueden observar en el Cuadro 4.
Los extractos macerados en hexano de ambas partes de la planta y de ambas localidades dieron
positivos con vainillina (fuerte coloracién purpura) y fueron negativos en las demas pruebas, por lo
gue los extractos hexdnicos de ambas localidades son ricos Unicamente en terpenos.
Por su parte, los extractos en diclorometano de ambas partes de la planta y de ambas localidades
mostraron una reaccion positiva para la prueba con cloruro férrico (fenoles) asi como con vainillina
(terpenos). El extracto de ramas diclorometano de la localidad de SLP fue el Unico positivo para
Molisch (glucdsidos), lo que podria tratarse de flavonoides glicésidos.
Por ultimo, los extractos metandlicos de ambas partes de la planta y de ambas localidades mostraron
reacciones positivas con cloruro férrico (fenoles). Ademas de ser los Unicos extractos en ser positivos
para Dragendorff (alcaloides). Siendo los extractos de la localidad de SLP los que dieron reacciones con
mayor coloracion (Cuadro 5) y también los de mayor rendimiento.
El tipo de compuestos encontrados con mayor frecuencia en todos los extractos de L. tridentata de
ambas partes de la planta y de ambas localidades en las pruebas colorimétricas fueron los fendlicos.
Recordando que uno de los fenoles mas importantes presentes en la especie es el NDGA. Este es uno
de los antioxidantes mejor conocidos y que dicho por Seigler y colaboradores en 1974 es el compuesto
que mas predomina en la resina de las células cercanas a las capas epidermales superiores de las hojas

y tallos.
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La concentracién de NDGA es cerca del 50% de la resina que forma parte de un 10 a 15% de peso seco
de las hojas (Sakakibara et al., 1976; Lira-Saldivar, 2003). Este resultado permite conocer la polaridad
afin del NDGA, ya que fueron los extractos de diclorometano y metanol los que dieron positivo a la
reaccion con el FeCl3 para fenoles.

Estudios revelaron que la concentracién de NDGA puede reducirse por la contaminacién ambiental
provocada por concentraciones elevadas de ozono (Gonzales-Coloma et al., 1988; Lira-Saldivar, 2003).
El NDGA y su quinona son de los principales compuestos quimicos presentes en la planta, los cuales
actuan como repelente de herbivoros (Janzen et al., 1977; Greenfield et al., 1987; Rundel et al., 1994;
Lira-Saldivar, 2003). Este fuerte antioxidante se presenta en todas las especies de Larrea (Gisvold,
1948; Downum et al., 1988; Lira-Saldivar, 2003).

La presencia de alcaloides en los extractos metandlicos de ambas partes de la planta fue un resultado
gue no se esperaba, pues los Unicos antecedentes de alcaloides los presentdé Marquez en 1996, los

cuales fueron aislados de la corteza y de las raices, pero no de hojas ni de flores.
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Cuadro 5. Reacciones colorimétrica de los extractos de hojas y ramas de L. tridentata

SLP ENS

SOLVENTES PRUEBAS Hojas Ramas Hojas | Ramas

Molisch (Glucésidos) - - - -

FeCls (Fenoles) - - - -

Hexano Mayer (Alcaloides) - ) ) )

Dragendorff (Alcaloides) - - - -

Vainillina (Terpenos) + + + +

Molisch (Glucésidos) - + - -

FeCl3 (Fenoles) + + + +

Diclorometano Mayer (Alcaloides) - - - -

Dragendorff (Alcaloides) - - - -

Vainillina (Terpenos) + + + +

Molisch (Glucésidos) - - - -

FeCl3 (Fenoles) + + + +

Metanol Mayer (Alcaloides) - - - -

Dragendorff (Alcaloides) + + + +

Vainillina (Terpenos) - - - -

+Reaccidn positiva; - Reaccidn negativa.
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7.4 Cromatografia en capa fina (CCF) de los extractos (hexanicos, diclorometano y metanol) de hoja
y rama de L. tridentata
Como se menciond anteriormente, la CCF es una técnica analitica rapida y sencilla, la cual permite
comparar los componentes quimicos de diversas muestras (www.uam.es). Al realizar la técnica se
logré observar en las placas que los extractos hexanicos y en diclorometano de ambas partes de la
planta recolectada en la localidad de Ensenada (Figura 13, imagenes A y B) fueron los que mostraron
mayor diversidad de compuestos. Esto debido al numero de bandas presentes en el perfil
cromatografico.
En este trabajo, el reconocimiento de metabolitos secundarios se realizd por medio de pruebas
preliminares, las cuales son una prueba cualitativa de caracterizacién consistente en una reaccidn
guimica que produce alteracion rapida en la estructura molecular de un compuesto, por ejemplo la
modificacion de un grupo funcional, la formacién de un aducto o un complejo, lo cual genera como
resultado una manifestaciéon sensible como el cambio de coloracién, un precipitado o el
desprendimiento de un gas, lo cual indica la presencia o ausencia de un metabolito secundario en
particular (Mora et al., 2012).
Para el reconocimiento de los metabolitos secundarios se requiere el uso de reveladores o agentes
cromogénicos, ya sean universales, que como su nombre lo dice, permitird la manifestacion de
cualquier tipo de compuesto presente en la muestra a analizar, como es el caso de el sulfato cérico. El
cual al someterlo a calor torna de coloracion amarillenta a café oscuro. Por otro lado, existen los
reveladores especificos, que permitiran la manifestacién de un solo grupo de MS, o para revelar la
presencia en general de éstos en una muestra. Tal es el caso del revelador de productos naturales
(RPN), el cual produce una reaccion fluorescente bajo la luz UV. Otro ejemplo de agente cromogénico,
es el radical DPPHe que permite mostrar aquellos compuestos que lo reducen, es decir que tiene
actividad antioxidante, tornando las marcas de color violeta a amarillo. La eleccion de los reveladores
se basa en el tipo de estudio e interés de cada investigador, en este caso los tres tipos de reveladores
de MS antes mencionados, fueron los que se utilizaron durante este trabajo.
Las placas obtenidas en el perfil cromatografico mostraron que L. tridentata comparte la presencia de
compuestos quimicos, en diferentes proporciones con respecto a la parte de la planta y de la localidad

en donde fue recolectada, sin importar el agente revelador utilizado.
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Esto indica que el contenido fitoquimico de la especie, no es dependiente de la ubicacién, distribucién
o condicidn ambiental. Y, que por lo tanto, L. tridentata cuenta con metabolitos secundarios que le
brindan proteccién ante el estrés al que ésta se someta en su zona de distribucion. Ademas de ser una
fuente notable de compuestos fitoquimicos y con una variedad de propiedades bioldgicas y

medicinales.

Figura 13. Cromatografia en capa fina (CCF) de ambas partes de L. tridentata y de ambas localidades. Ay B)

CCF de extractos hexanicos y en diclorometano de hojas y ramas de ambas localidades, revelada con sulfato
cérico, C) CCF de extractos metandlicos de hojas y ramas de ambas localidades, revelada con sulfato cérico,

Dy E) CCF de extractos hexanicos y en diclorometano de hojas y ramas de ambas localidades, reveladas con

RPN, F y G) CCF de extractos hexanicos y en diclorometano de hojas y ramas de ambas localidades
reveladas con DPPHe. Simbologia ((H) hojas, (R) ramas, (SLP) San Luis Potosi Y (ENS) Ensenada).

7.5 Absorcion en luz UV

Todos los extractos de L. tridentata mostraron un pico maximo de absorciéon a los 235 nm, ademas de
compartir un segundo pico de absorcién a los 280 nm ((Figura 14), espectro del extracto de hojas de la
localidad de SLP en diclorometano), lo cual podria tratarse del lighano NDGA, ya que de acuerdo a
Neiss y Allen en 1991 encontraron que este compuesto absorbe a los 281 nm en la regién de luz tipo
UV-B (Figura 14).

Debido a lo anterior L. tridentata no contiene MS capaces de absorber en la regidon UVA, pero si en la
UVB y UVC. La UVC, es altamente germicida. El mecanismo de UVC para la inactivacion selectiva de los
microorganismos es causar dafio celular mediante la induccién de cambios en la estructura quimica del

ADN (Gupta et al., 2012).
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La presencia del NDGA en los extractos de L. tridentata comprueba lo dicho por Hyder et al en el
2002; el NDGA se encuentra entre el 5y el 10% de peso seco y con mayor porcentaje en hojas (38.3
mg/g) que en ramas (32.5 mg/g).

Por otro lado, los extractos hexanicos (Figuras 15) de ambas partes de la planta y de ambas localidades
(SLP y ENS) no mostraron ningun otro pico de absorcion mas que el de 235 nm. Esto puede ser debido
a la polaridad del extracto asi como a la polaridad del lignano NDGA, que recordando los resultados
obtenidos en las técnicas colorimétricas con FeCl3 para fenoles la polaridad del NDGA va de
medianamente a altamente polar. Por lo que no se espera encontrarlo en los extractos hexanicos.

Los espectros correspondientes a los demas extractos se encuentran en el apéndice.

uvC UvB

NDGA

0.8 ]
0.8 ]

0.4 ]

022
200.0 220 240 260 280 300 320 340 360 3680 4
nm

Figura 14. Espectro en luz UV del extracto de hojas en diclorometano de la localidad de SLP
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Figura 15. Espectro en luz UV del extracto de hojas en hexano de la localidad de SLP
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7.6 Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM) de los extractos de hoja y
rama de L. tridentata de dos zonas aridas de México

La técnica fue realizada Unicamente con los extractos hexdnicos de hojas y ramas de ambas localidades
(ENS y SLP), debido a las caracteristicas de polaridad de los extractos.

A continuacién se muestran los cuadros comparativos de los diferentes compuestos encontrados asi
como los cromatogramas de los extractos de L. tridentata (Cuadros 6, 7y 8) (Figuras 17, 18, 19y 20).
Con respecto a los extractos hexanicos de hoja y rama de L. tridentata recolectada en la localidad
de ENS, se pueden observar tres compuestos quimicos diferentes que se comparten entre ambos

extractos (hoja y rama) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Compuestos quimicos compartidos entre los extractos hexdnicos de hoja y rama de L. tridentata

colectada en ENS.

Tiempo
de Compuesto quimico Extractos Porcentaje
retencién ENS (%)
6.026 HOJAS 12.783

nonano, 3-metil-5-propil-heptacosano, acido
6.379 RAMAS 12.210

oxalico, 6-etil-3-octil heptil éster

5.795 HOJAS 10.690

decano, 2,2-dimetil-dodecano, 2, 2, 11, 11-
6.520 RAMAS 10.098

tetrametil-tetradecano, 2, 2-dimetil

5.338 HOJAS 10.460

octano, 2,6-dimetil-hexano, 2, 2, 5-trimetil-
6.764 RAMAS 9.838

undecano, 3, 6-dimetil

Aun cuando los extractos hexdnicos de ambas partes de la planta colectada en ENS compartieron la
presencia de complejos, los extractos de hojas presentaron el porcentaje mas alto. Este resultado
confirma, que la mayoria de los compuestos fitoquimicos responsables de las propiedades
biolégicas y medicinales que se le atribuyen a L. tridentata estan presentes en las hojas y en la

resina de éstas, tal y como lo menciona Dey y Harborne en 1997.
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Con respecto a los extractos hexdnicos de ambas partes de la planta colectada en SLP compartieron
la presencia de compuestos, siendo los extractos de hojas los que de nuevo mostraron los valores

mas altos (Cuadro 7).

Cuadro 7. Compuestos quimicos compartidos entre los extractos hexanicos de hoja y rama de L. tridentata

colectada en SLP.

Tiempo
de Compuesto quimico Extractos Porcentaje
retencion SLP (%)
5.153 HOJAS 12.735
decano, 2,2-dimetil-dodecano, 2, 2, 11, 11-
5.154 RAMAS 12.716
tetrametil-tetradecano, 2, 2-dimetil
5.378 HOJAS 10.570
heptano, 2, 2-dimetil-hexano, 2, 2, 5-trimetil-
5.384 RAMAS 9.792
hexano, 2, 2, 3-trimetil

Existe un compuesto que comparten los extractos hexanicos de hoja y rama de ambas localidades:
decano, 2,2-dimetil-dodecano, 2, 2, 11, 11-tetrametil-tetradecano, 2, 2-dimetil. Al observar el

Cuadro 8, la localidad que mostré mayor porcentaje de este compuesto compartido fueron los

recolectados en la localidad de SLP.

Cuadro 8. Compuestos quimicos compartidos entre los extractos hexanicos de hoja y rama colectada en ENS

con los extractos de hoja y rama de L. tridentata colectada en SLP.

Extractos Porcentaje Extractos Porcentaje
Compuesto quimico SLP (%) ENS (%)
decano, 2,2-dimetil- HOJAS 12.735 HOJAS 10.690
dodecano, 2, 2, 11, 11-
tetrametil-tetradecano, RAMAS 12.716 RAMAS 10.098
2, 2-dimetil
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Ademas de compartir compuestos volatiles que en general son hidrocarburos lineales, existe uno
en particular que se presenta en todos los extractos aunque con diferente porcentaje, el acido

oxalico (Cuadro 9).

Cuadro 9. Porcentaje de acido oxalico presente en los extratos hexanicos de ambas partes de L. tridentata y

de ambas localidades Ensenada (ENS) y San Luis Potosi (SLP).

Extractos hexanicos Porcentaje de acido
de L. tridentata oxalico (%)
ENS hojas 12.738
ENS ramas 12.210
SLP hojas 0.363
SLP ramas 9.793

Los extractos que mostraron mayor porcentaje de acido oxdlico fueron los de hoja (12.738%) y
rama (12.210%) de la localidad de ENS, mientras que el extracto de hojas de la localidad de SLP fue
el que presentd el valor mas bajo (0.363%) de acido oxalico.

Es importante recalcar que con respecto al peso utilizado de cada parte de la planta de cada
localidad: (292.9 gr de hojas y ramas de la localidad de SLP; y 67.2 gr de hojas y 45 gr de ramas de
la de ENS). Los extractos de la localidad de ENS fueron los que mostraron mayor cantidad de acido
oxalico con una menor cantidad de material vegetal.

El acido oxalico (Figura 16) se encuentra en una amplia variedad de plantas como la acedera, el
ruibarbo, la remolacha y sobretodo en la espinaca asi como en las plantas pertenecientes a la
familia Oxalis (Kayashima y Katayama, 2002). Estudios han revelado que el acido oxalico suprime in
vitro la peroxidacion de lipidos de una manera dependiente de la concentracion.

Ademas, el acido oxalico reduce la tasa de oxidacidn de 4cido ascérbico en presencia de H202y Cu
(2+). Estos resultados sugieren que el acido oxalico esta disponible como un antioxidante natural,

(Kayashima y Katayama, 2002).
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Dey y Harborne en 1997 mencionan que el acido oxalico tiene un papel importante en la quelacién
de metales pesados. Esto solo comprueba la eficacia que podria tener el uso farmacéutico y
medicinal de L. tridentatata como neutralizador de RL al actuar como antioxidante o como
qguelante.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la CG-EM, donde se observé similitud de los porcentajes
y de los compuestos presentes en ambas partes de la planta y localidades, se puede decir que L.
tridentata no es dependiente de la localidad ni de la estacién de afio para que su contenido
fitoquimico se vea afectado y a la vez favorecer a su reproduccidn y distribucidn tan particular.

Este resultado complementa lo antes obtenido en la técnica de CCF, donde los extractos no
muestran cambios en el perfil cromatografico a pesar del agente cromogénico utilizado. La
presencia de unos u otros compuestos no es variable, todo esto debido al porcentaje en el que se

encuentran los compuestos en el peso seco o en la resina de la planta.
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Estructura del acido oxalico Estructura del decano
CHj
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Figura 16. Estructuras de los compuestos quimicos presentes en L. tridentata (medicinanaturalciantifica.org)
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Figura 17.Cromatrograma del extracto hexanico de hoja de L. tridentata, recolectada en ENS.
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Cuadro 10. Datos del cromatrograma del extracto hexanico de hojas de L. tridentata,

recolectada en ENS.

Tiempo de Factor de

retencion Nombre del compuesto identificacion
(min) (%)
6.379 Heptano, 2,2-dimetil-hexano, 2,2,5- 12.968

trimetil-hexano, 2,2,3-trimetil

6.026 Nonano, 3-metil-5-propil- 12.783
heptacosano. Acido oxalico, 6-

etiloct-3-il heptil éster.

5.795 Decano, 2,2-dimetil-dodecano, 10.690
2,2,11,11-tetrametil-tetradecano,
2,2-dimetil.

6.520 Octano, 2,6-dimetil-hexano, 2,2,5- 10.460

trimetil-undecano, 3,6-dimetil.
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Figura 18.Cromatrograma del extracto hexanico de ramas de L. tridentata, recolectada en ENS.
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Cuadro 11. Datos del cromatrograma del extracto hexanico de ramas de L. tridentata, recolectada en

ENS.
Tiempo de Factor de
retencién (min) Nombre del compuesto Identificado identificacion
(%)

6.379 Hexano, 2,2,5-trimetil-heptano, 2,2-dimetil- 12.464
heptano, 2,2-dimetil.

6.026 Nonano, 3-metil-5-propil-pentadecano.  Acido 12.210
oxalico, 6-etiloct-3-il isobutil éster.

5.795 Decano, 2,2-dimetil-dodecano, 2,2,11,11- 10.098
tetrametil-undecano, 2,2-dimetil.

6.520 Undecano, 3,6-dimetil-octano,2,6-dimetil- 9.838
heptano, 4-etil-2,2,6,6-tetrametil.

Muioz, 2015 46



Larrea tridentata de dos zonas aridas de México: Andlisis fitoquimico y evaluacion antioxidante

A b u N d a " o e
T e S o B E R ON A DO R A O O S . N d
s LA s =
=2 6 o o o o
= a4 o o o o
= = o o o o | a4 o o =
5 . a &6 a4
= o o o o o
=2 82 o o o o ]
S N =
Z2 66 o o o o ]
Z a o o o o ]
s e = =
=2 =2 O o o o ]
Z O o o o o ]
1 8 o o o o |
1 6 o o o o |
1 a o o o o
= . = 6 =
=
1 =z o o o o I T S S ©
1 o o o o o |
=TT T CormT "
s s o
/|44 FIEE = Y R B
4 O O O =2 . a =z 7 - 45.493
1 - s e L2 =2 s
= =2 o o a Ta == . 2. Z. 2
ST e T D,
S chacochscontuh oS AL e S s R e e
=2 . 044 o5 .06 .0 7 .08 .0 S .CciA O .1 A .aA = .1 =B .4

Figura 19. Cromatrograma del extracto hexanico de hojas de L. tridentata, recolectada en SLP

Mufoz, 2015 47



Larrea tridentata de dos zonas aridas de México: Andlisis fitoquimico y evaluacion antioxidante

Cuadro 12. Datos del cromatrograma del extracto hexanico de hojas de L. tridentata, recolectada en SLP.

Tiempo de retencion Factor de
(min) Nombre del compuesto identificacion
Identificado (%)
5.153 Decano,?2,3,8-trimetil-octano,2,4,6- 12.735
trimetil-nonano,3-metil-5-propil
4,993 Tetradecano,2,2-dimetil- 10.420
pentano,2,2,3,4-tetrametil-
heptano,2,2,4-trimetil-
5.378 Heptano,5-etil-2,2,3-trimetil- 10.570
heptano,2,2-dimetil-octano,2,6-
dimetil-
5.461 Hexano,2,2,5-trimetil-decano,?2,5,6- 10.160
trimetil-hexano,2,2,5-trimetil-
5.622 Decano,3,7-dimetil-butano,?2,2- 9.685
dimetil-butano,2,2-dimetil-
5.994 1-octano,2-butil-tetradecano,1- 0.363
chloro-acido oxalico, alilundecil
éster
6.103 Acido oxalico, ciclobutildodecilester 0.273
hidroxilamina, O-decil-acido oxalico,
ciclobutilnonil éster
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Figura 20. Cromatrograma del extracto hexanico de ramas de L. tridentata, recolectada en SLP.
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Cuadro 13. Datos del cromatrograma del extracto hexdnico de ramas de L. tridentata, recolectada en SLP.

Tiempo de

retencion (min)

Nombre del compuesto Identificado

Factor de

identificacion

(%)
5.154 Heptadecano,2,6,10,14-tetrametil undecano,4,6-dimetil- 12.716
undecano,2,8-dimetil
4,993 Decano,2,2-dimetil-tetradecano,2,2-dimetil-heptano,2,2,4- 10.581
trimetil-
5.468 Decano,?2,2-dimetil-octano,2,2,6-trimetil-octano,2,4,6- 10.464
trimetil-
5.622 1-hexanol,5-metil-2-(1-metiletil)-decano,3,7-dimetil-acido 9.793
oxalico,2-etilhexilnonil éster
5.384 Heptano,5-etil-2,2,3-trimetil-pentano,3-etil-2,2-dimetil- 9.792

hexano,2,2,5,5-tetrametil
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7.7 Actividad antioxidante

Los extractos de L. tridentata mostraron valores variables de capacidad antioxidante media (CAso), en
general su actividad antioxidante fue efectiva. Entre menor sea el valor de la CAso la actividad
antioxidante sera mas eficiente (Cuadro 14).

Como se puede observar los extractos con valores bajos fueron: extracto metandlico de ramas de SLP
(2.05 + 0.973 ppm), diclorometano de ramas de ENS (1.97 + 0.996 ppm) y el extracto que mostré
diferencia significativa con un valor de CAso de 1.78 + 0.980 ppm fue el extracto de ramas de
diclorometano de SLP. Es importante recalcar que estos extractos de L. tridentata presentaron valores
mas bajos en comparacién con el control quercetina (Figura 21), la cual obtuvo una CAso de 2.17 +
0.931 ppm.

La quercetina es un flavonol que se encuentra presente en altas concentraciones tanto en frutas como
las manzanas y verduras como la cebolla, ademas del té verde. Es el flavonoide mas abundante y el
mas habitual en la dieta humana, destacando por su elevada actividad antioxidante. A partir de él se
obtienen otros flavonoides, como la rutina o la naringenina (Carper, 1993).

Los extractos de L. tridentata con valores intermedios fueron el metandlico de hojas de SLP (4.70 +
0.994 ppm) y el de hojas en diclorometano de ENS (4.98 £ 0.997 ppm).

Por su parte el extracto metandlico de ramas de L. tridentata de la localidad de ENS fue el que obtuvo
el valor mds alto de CAso0(14.97 £ 0.991 ppm) y por lo tanto la menor actividad antioxidante. Seguido

por el de diclorometano de hojas de la localidad de SLP (9.70 + 0.984 ppm).
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Cuadro 14. Capacidad antioxidante media (CAs0) de acuerdo con la decoloracién del DPPHe de los distintos

extractos de L. tridentata y del control, quercetina. *Valores que mostraron mayor actividad antioxidante

p<0.05.
Sustancia Capacidad antioxidante media
(CA50 ppm)
Extracto metandlico de hojas, SLP 4.70 £ 0.994
Extracto metandlico de ramas, SLP 2.05 +0.973*
Extracto metandlico de hojas, ENS 3.71 £ 0.856
Extracto metandlico de ramas, ENS 14.97 + 0.991
Extracto en diclorometano de hojas, SLP 9.70+0.984
Extracto en diclorometano de ramas, SLP 1.78 + 0.980*
Extracto en diclorometano de hojas, ENS 4,98 + 0.997
Extracto en diclorometano de ramas, ENS 1.97 £+ 0.996*
Quercetina 2.17+0.931
OH
x OH
HO O | =
|
OH
OH O

Figura 21. Estructura quimica de la quercetina

Las graficas a continuacidn representan la media de cada uno de los tratamientos. En la figura 22,
se presentan los extractos en diclorometano. Se puede observar que entre los extractos de hojas
y ramas de la localidad de SLP vy el de hojas de la localidad de ENS, existen diferencias
significativas entre ellas, mientras que el extracto de ramas de ENS y el control (quercetina), son
iguales estadisticamente. Por su parte en la figura 23, se puede observar que todos los extractos

tienen diferencias significativas entre ellos y con el control.
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Figura 22. Extractos de L. tridentata en diclorometano y del control, quercetina

(SLP: San Luis Potosi; ENS: Ensenada).
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Figura 23. Extractos de L. tridentata en metanol y del control, quercetina

(SLP: San Luis Potosi; ENS: Ensenada).
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Las plantas vasculares sintetizan una gran cantidad de moléculas orgdnicas, como consecuencia de
su metabolismo secundario. Los fenoles son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en
el reino vegetal, su concentracién en la planta es variable a lo largo del ciclo vegetativo. Estos
compuestos participan en diversas funciones, tales como la asimilacion de nutrientes, la sintesis
proteica, la actividad enzimatica, la fotosintesis y la defensa ante los factores adversos del
ambiente y las propiedades antioxidantes de los alimentos de origen vegetal (Paladino, 2010).

La caracteristica antioxidante de los fenoles se debe a la reactividad del grupo fenol (Figura, 24)
(Kahkonen et al., 2001; Robbins, 2003).

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto comun (Cé-
C3-C6), formado por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano
(heterociclico). Los 4tomos de carbono en los anillos Cy A se enumeran del 2 al 8, y los del anillo B
desde el 2’ al 6’ (Figura 24). La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las
propiedades redox de sus grupos hidroxifendlicos y de la relacién estructural entre las diferentes
partes de la estructura quimica. Esta estructura basica permite una multitud de patrones de

sustitucion y variaciones en el anillo C (Martinez et al., 2002).

OH

Figura 24. Estructura quimica de fenol y flavonoide

L. tridentata cuenta con compuestos quimicos como el acido oxalico que como se mencionaba
anteriormente tiene un papel importante en la quelacién de metales pesados (Dey y Harborne,
1997) y el cual potencializa la actividad antioxidante de la especie. Ademas de ser éste uno de los
compuestos con mayor porcentaje en uno de los extractos de L. tridentata en la CG-EM.

L. tridentata tiene propiedades antioxidantes tan eficientes e incluso mejores que la quercetina;
Por lo tanto L. tridentata podria ser una excelente opcion para trabajar en el area farmacéutica y

medicinal como neutralizador de radicales libres.
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7.8 Cuantificacion total de fendlicos

El porcentaje de fendlicos presentes se calculd en cada uno de los extractos de ambas partes de la
planta y de ambas localidades los cuales se muestran en las figuras a continuacién (Figuras 38,39y
40). Con el fin de poder comprobar la cantidad de polifenoles presentes en L. tridentata y poder
relacionar la presencia de estos con la actividad reductora o antioxidante antes evaluada.

Los resultados obtenidos de los extractos de ambas partes de la planta y de ambas localidades
obtenidos con metanol muestran que el extracto de ramas de la localidad de SLP fue el que tiene
la concentracion mas alta (30.46%), mientras que el de menor concentracidn fue el de hojas de la

localidad de SLP (16.3%) (Figura, 25).
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Figura 25. Grafica de porcentaje de fenoles totales presentes en los extractos de ambas partes de la planta

en metanol de ambas localidades (SLP: San Luis Potosi; ENS: Ensenada).

Por su parte para los extractos obtenidos con hexano (Figura, 26), el extracto que mostré mayor
concentracidon fue el de ramas de la localidad de SLP (10.3%), mientras que el de menor

concentracidn fue el extracto de ramas de la localidad de ENS (1.73%).
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Figura 26. Grafica de porcentaje de fenoles totales presentes en los extractos de ambas partes de la planta

en hexano de ambas localidades (SLP: San Luis Potosi; ENS: Ensenada).

Por ultimo para los extractos obtenidos con diclorometano (Figura 27), el extracto que mostré
mayor concentracién fue el de ramas de la localidad de ENS (26.86%), mientras que el de menor

concentracion fue el de hojas de la localidad de ENS (5%).
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Figura 27. Grafica de porcentaje de fenoles totales, presentes en los extractos de ambas partes de la planta

en diclorometano, de ambas localidades (SLP: San Luis Potosi; ENS: Ensenada).
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Como se puede observar los extractos de las dos partes de la planta y de ambas localidades
obtenidos con metanol fueron los que presentaron mayor concentracién, mientras que los
extractos obtenidos con hexano fueron los que mostraron menor concentracién de fendlicos.
Estos resultados concuerdan con las pruebas colorimétricas (Cuadro 5). En donde los extractos de
ambas partes de la planta y de ambas localidades obtenidos con diclorometano y metanol, dieron
positivos a la reaccion (+).

Los fendlicos fueron los metabolitos secundarios con mayor aparicion en la mayoria de los
extractos de L. tridentata. Siendo el NDGA el mas importante por su alto contenido en hojas y
tallos y por el cual se le atribuyen tantas propiedades medicinales y su efectiva actividad
antioxidante a la especie. Por lo que era de esperarse que en la prueba de cuantificacion de
fendlicos, este resultado fuera significativo.

Yildrim y Mavi en el 2000, trabajaron sobre hojas y semillas de Rumex crispus L., conocida
comunmente como acedera, verificando que el poder reductor de los extractos aumenta con la
concentracién de los mismos, presentando una correlacion estadisticamente significativa (r= 0.99)
entre los compuestos fendlicos totales y el poder reductor. También establecieron correlaciones
estadisticamente significativas entre el contenido de fenoles totales y la capacidad de capturar
radicales libres como el DPPHe. Asi a medida que el contenido de fenoles totales aumenta, el
poder reductor aumenta.

El poder reductor de un compuesto depende de la capacidad de transferir electrones del propio
compuesto; por lo tanto, puede servir como un indicador significativo de su potencial actividad
antioxidante (Paladino, 2010).

Con respecto a la correlacion de la cantidad de fenoles y la actividad antioxidante de un
compuesto L. tridentata no cumple con esta caracteristica. Por otro lado, L. tridentata mostré una
capacidad reductora eficiente ante el radical DPPHe, lo cual se ve reflejado en su actividad

antioxidante justo como lo menciona Paladino en el 2010.
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8.0 Conclusiones
Evaluacion Fitoquimica
Rendimiento
e Los extractos de hojas y ramas de L. tridentata macerados en metanol fueron en general
los que mostraron mayor rendimiento. Por lo tanto, la mayoria de los compuestos

presentes en L. tridentata son de polaridad alta.

Pruebas colorimétricas — Cualitativas
e Todos los extractos hexdnicos son ricos en terpenos.
e Los extractos en diclorometano tienen fendlicos y terpenos.

e Los extractos metandlicos fueron los Unicos que tienen alcaloides ademas de fendlicos.

Técnica cromatografica (CCF)

e Los extractos hexanicos y en diclorometano de ambas partes de la planta de la localidad
de Ensenada mostraron mayor nimero de compuestos en el perfil cromatografico que los
extractos de las dos partes de la planta de la localidad de SLP.

e Los extractos metandlicos de hojas de la localidad de San Luis Potosi mostraron menor

numero de compuestos en el perfil cromatografico, con respecto a los demas extractos de

esta localidad

Espectrometria con luz UV

e Los extractos de L. tridentata mostraron un mismo pico de absorbancia a los 235 nm y
otro a los 280 nm con excepcién de los extractos hexanicos de hoja y rama de ambas

localidades.

Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM)
e La composicién quimica de los extractos hexanicos de ambas partes de la planta y
localidades son similares.

e El acido oxalico es uno de los componentes principales de los extractos hexanicos de L.

tridentata.
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Actividad antioxidante
e Todos los extractos de L. tridentata mostraron una eficiente actividad antioxidante
comparado con la quercetina
e Los extractos mas activos de L. tridentata colectada en SLP fueron los de ramas en
diclorometano y metanol. En el caso de la localidad de ENS, fue el de ramas en

diclorometano.

Cuantificacion total de fenoles
e los extractos metandlicos de ramas de L. tridentata de la localidad de San Luis Potosi
mostraron la mayor cantidad de fenoles con un 30.46%
e Los extractos hexdnicos de hojas de L. tridentata de la localidad de Ensenada mostraron la
menor cantidad de fenoles con un 1.73%.
Conclusion General
e La relacidn de los resultados de la actividad antioxidante y de la cuantificacién de fenoles
permite deducir que el contenido fitoquimico de L. tridentata es similar en ambas

localidades y que es sobre todo rico en este tipo de productos naturales.
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Apéndice

Espectros de Absorbancia en luz UV de los extractos de L. tridentata
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Figura 28. Espectro en luz UV del extracto de hojas en metanol de la localidad de SLP
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Figura 29. Espectro en luz UV del extracto de ramas en metanol de la localidad de SLP
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Figura 30. Espectro en luz UV del extracto de hojas en metanol de la localidad de ENS
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Figura 31. Espectro en luz UV del extracto de ramas en metanol de la localidad de ENS
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Figura 32. Espectro en luz UV del extracto de ramas en diclorometano de la localidad de SLP
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Figura 33. Espectro en luz UV del extracto de hojas en diclorometano de la localidad de ENS
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Figura 34. Espectro en luz UV (2 mg / 5 ml) del extracto de ramas en diclorometano de la localidad de ENS
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Figura 35. Espectro en luz UV del extracto de ramas en hexano de la localidad de SLP
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Figura 36. Espectro en luz UV del extracto de hojas en hexano de la localidad de ENS
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Figura 37. Espectro en luz UV del extracto de ramas en hexano de la localidad de ENS
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