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RESUMEN

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) en cantidades excesivas generan diversas
patologias degenerativas. Una opcidn para prevenir o disminuir los dafios causados por
las ERO es la quimioprevencion mediante productos naturales utilizados en la medicina
tradicional. En el Valle de Tehuacan-Cuicatlan prospera entre el 10% y 12% de la flora
mexicana, la informacion disponible sugiere que la riqueza de recursos vegetales
aprovechados, en dicho sitio, es muy elevada. Entre las especies que forman parte de la
flora del Valle y que son empleadas en la medicina tradicional se encuentran Lippia
graveolens y Bursera morelensis. En el presente estudio se evalué la actividad
antioxidante in-vitro frente al radical DPPH, superdxido e hidroxilo. También se determind
el poder reductor y el contenido de fenoles totales de los extractos metandlicos de L.
graveolens y B. morelensis del Valle de Tehuacan-Cuicatlan. Los resultados muestran
que L. graveolens presentd mayor actividad antioxidante frente al radical DPPH en
comparaciéon con B. morelensis con una capacidad/concentracion eficaz media de (CEso)
de 21.89 pg/mL y 24.83 ug/mL respectivamente, a diferencia de la actividad frente al
radical superoxido, en la cual, B. morelensis presentdé mayor actividad (CEso = 61.11
pg/mL), sin embargo, para las dos pruebas la actividad antioxidante fue menor en
comparacion con la quercetina (estandar de referencia). El poder antioxidante frente al
radical hidroxilo de ambos extractos resulté mayor en comparacion con el acido galico
(estandar de referencia), siendo B. morelensis la especie de mayor actividad. El poder
reductor de L. graveolens fue mayor en comparacion con B. morelensis, aunque menor
con respecto a la quercetina. Finalmente L. graveolens presentd mayor concentracion de
fenoles totales que B. morelensis con 304.28 y 224.90 mg de equivalentes de acido
galico, respectivamente. Por lo cual, los extractos metandlicos de L. graveolens y B.
morelensis presentan actividad antioxidante frente a los radicales DPPH, superoxido e

hidroxilo.




INTRODUCCION

El oxigeno se produjo en cantidades significativas en la atmédsfera terrestre hace
aproximadamente 2 200 millones de afos debido al surgimiento de organismos
fotosintéticos. Actualmente, los niveles de oxigeno en la atmdésfera constituyen el 21%.
Excepto por las especies anaerobias todos los organismos requieren oxigeno para la
produccion eficiente de energia, ya que es el ultimo aceptor de electrones en la cadena
respiratoria, sin embargo, el oxigeno es un gas toxico (Halliwell y Gutteridge, 2007). Los
organismos aerobios pueden sobrevivir en presencia de este gas porque paralelamente
a la evolucién de la cadena trasportadora de electrones se dio la evolucion de sistemas
antioxidantes que brindan un mecanismo de proteccion frente a tal toxicidad (Aruoma,
1994).

La toxicidad del oxigeno se debe principalmente a los productos de la reduccion parcial
del mismo, las especies reactivas de oxigeno (ERO). Entre las ERO se encuentran los
radicales libres, especies quimicas capaces de existirindependientemente con uno o mas
electrones desapareados, como el radical superoxido (O3) y el radical hidroxilo (OH"),
ademas de especies no radicales como el peroxido de hidrégeno (H202) que genera
facilmente radicales libres (Aruoma, 1994; Ray et al., 2012; Carocho y Ferreira, 2013).
En los organismos las ERO se generan de forma natural como consecuencia del
metabolismo aerdbico, a través de la xantina oxidasa, en los peroxisomas, en procesos
inflamatorios, durante la fagocitosis, entre otros. Factores externos como Ila
contaminacion ambiental, la exposicién a radiacion, el consumo de drogas, solventes
industriales, entre otros también promueven su produccién (Carocho y Ferreira, 2013).
Las ERO juegan un papel crucial en los procesos fisiolégicos normales incluyendo la
fosforilacion de proteinas, activacién de factores de transcripcion, diferenciacion celular,
apoptosis e inmunidad celular. No obstante son capaces de deteriorar la funcionalidad
celular cuando se producen en exceso llegando a un estado denominado estrés oxidativo
(Seifried et al., 2007; Rajendran et al., 2014).

El estrés oxidativo se define como un desbalance entre la produccion de ERO vy los

sistemas de defensa antioxidante. Este genera dafio a biomoléculas y esta implicado en




la génesis y el desarrollo de una variedad de patologias como carcinogénesis,

enfermedades cardiacas y neurodegenerativas (Ray et al., 2012).

Las células poseen diversos sistemas de defensa antioxidante que las protegen del dafo
oxidativo causado por las ERO, a través de complejos mecanismos, tales como la
prevencion de las reacciones en cadena, la quelacion de metales de transicion, la
descomposicion de peroxidos y la neutralizacidon del radical mediante la donacién de un
electron o la transferencia directa de un atomo de hidrogeno (Ardestani y Yazdarnparast,
2006). Los antioxidantes son definidos como cualquier sustancia que a bajas
concentraciones previene o retrasa el dano causado por las ERO; estos se clasifican en

enzimaticos y no enzimaticos (Rajendran et al., 2014).

Actualmente, hay un creciente interés en los antioxidantes derivados de células vegetales
especialmente fenoles como quercetina, carnosol, timol, acido galico, taninos, acido
elagico y eugenol, entre otros, no solo porque se utilizan para prevenir la oxidacién de
productos alimenticios, también porque podrian proveer beneficios a la salud humana
atenuando el dafio oxidativo (Halliwel et al., 1995; Ardestani y Yazdarnparast, 2006). Una
fuente potencial de dichos compuestos son las plantas utilizadas en la medicina
tradicional, las cuales representan una alternativa, lo que contribuye a mejorar la calidad
de vida, posponiendo o previniendo el desarrollo de enfermedades degenerativas, a
través del control de las ERO (Embuscado, 2015). En México, aproximadamente el 15%

de la flora total es utilizada en la medicina tradicional (Ocegueda et al., 2005).

El Valle de Tehuacan-Cuicatlan adquiere especial atencién al ser una de las areas mas
importantes de México, debido a la alta riqueza especifica, diversidad biolégica y
endemismos de diversos grupos vegetales (Rios et al., 2004). En esta zona prospera
entre el 10 y 12% de la flora mexicana. Entre las causas de su elevada diversidad
destacan su compleja historia geoldgica, la actual influencia de las zonas biogeograficas,
Neartica y Neotropical, asi como la cercania de areas humedas de varios estados como
Oaxaca y Guerrero. Asi mismo, el Valle se caracteriza por la presencia de un complejo
escenario fisiografico y un diverso rango altitudinal que tiene como consecuencia la

formacién de diferentes tipos de suelo y por lo tanto de vegetacion (Davila et al., 2002).




Ademas, el Valle de Tehuacan-Cuicatlan posee una importante diversidad biocultural, la
informacion disponible sugiere que la riqueza de recursos vegetales aprovechados por
los habitantes locales es muy elevada. En un estudio realizado en una pequefia zona de
esta region se identificaron 280 especies utiles de las cuales 90 fueron reportadas como
medicinales, entre ellas se encuentran Lippia graveolens y Bursera morelensis
(Hernandez, 2005).

L. graveolens, comunmente llamada orégano, es una planta aromatica nativa del
meridiano norte de América, México, Guatemala, Nicaragua y Honduras (Rocha et al.,
2008). Desde tiempos antiguos se han utilizado diversas especies del género Lippia como
analgésicos antipiréticos, antidiarreicos, antifuUngicos, antigenotdxicos, antimicrobianos
vasodilatadores y antihipertensivos (Soto et al., 2012). En 2005, Hernandez vy
colaboradores en un estudio etnobdtanico en Zapotitlan Salinas, Puebla, México
reportaron que la poblacion local utiliza infusiones de la parte aérea de L. graveolens para
tratar enfermedades gastrointestinales y respiratorias. Posteriormente, investigaron la
actividad antibacteriana de los aceites esenciales de L. graveolens (Hernandez et al.,
2009). Sin embargo, la mayoria de los estudios realizados se han enfocado en las
actividades bioldgicas de los aceites esenciales y no en los extractos polares (Rocha et
al., 2008).

Por otra parte B. morelensis es una especie endémica de México distribuida en los
estados de Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro y San
Luis Potosi (Rzedowski et al., 2005). De acuerdo con lo reportado por Hernandez y
colaboradores en 2005, B. morelensis es utilizada por la poblacion para curar heridas.
Ademas Serrano en 2013 demostré que dicha especie presentd actividad cicatrizante,
bactericida y antioxidante, sin embargo, aun son escasos los estudios realizados de B.

morelensis acerca de su actividad bioldgica.




MARCO TEORICO

Radicales libres

Los radicales libres (RL) son especies quimicas capaces de existir de manera
independiente con uno 0 mas electrones desapareados en el orbital externo lo que les
confiere una gran inestabilidad (Halliwell, 2006; Carocho y Ferreira, 2013; Pisoschiy Pop,
2015)

Formacién de radicales libres
La formacion de RL esta dada por dos mecanismos (Gonzales, 2011):

) Ruptura homolitica: generada por termolisis o fotdlisis, ocurre en algunos

enlaces labiles (figura1).

AB - A" +B
Figura 1. Ruptura homolitica.
) Transferencia de electrones: ocurre en moléculas neutras o cargadas (figura
2).

Fe’* + H,0, » Fe’* + OH™ + OH"

Figura 2. Reaccion de Fenton.

Fuentes de radicales libres
Los RL son producidos continuamente de forma endoégena en procesos que incluyen:

respiracion celular, fagocitosis, proceso de inflamacion y durante el ejercicio fisico;
muchos de estos RL son necesarios para llevar a cabo ciertas reacciones biologicas. En
cantidades pequefas funcionan como moléculas de sefializacién involucradas en la
regulacion del proceso de proliferacion celular, apoptosis y expresion genética, ademas
su produccién en fagocitos es esencial como mecanismo de defensa contra varios
microorganismos. Sin embargo cuando se presenta una sobreproduccion de RL puede
generarse dano celular. Factores externos como: radiacion, consumo de drogas,
pesticidas, solventes industriales, contaminacion ambiental y ozono promueven la

produccion de RL (Carocho y Ferreira, 2013).




Mecanismos de reaccion de los radicales libres
Los RL son generalmente muy reactivos, buscan con avidez completar su par electronico,

esto se logra mediante dos tipos de reaccion (Li, 2012):

1. Abstraccion de un atomo: Un RL tiene la capacidad de quitar un atomo de
hidrogeno (H) a un enlace C-H de una biomolécula. Debido a que el H tiene un
solo electron, al ser sustraido del enlace C-H el carbono (C) quedara con un

electron desapareado, dando lugar a un radical centrado en el C (figura 3).

OH" + C-H—H,0 + C’

Figura 3. Abstraccion de un dtomo de H por el OH" a un enlace C-H generando un radical centrado en el carbono (C*).

2. Adicion radicalaria: Hay dos tipos de reacciones por adicion de radicales, una

ocurre entre un RL y una molécula no radical; y otra entre dos RL.

e Reaccion de adicién entre un RL (A’) y una molécula no radical (B). Se
produce cuando un RL se une a una molécula no radical formando un

aducto radicular (figura 4).

A’ +B - [AB]*

Figura 4. Reaccion de adicién entre un RL y una molécula no radical.

e Reaccion de adicion entre dos RL. Es generada cuando un RL (A’) se une

a otro RL (B’) formando una molécula no radical (figura 5).

A'+B - AB

Figura 5. Reaccion de adicion entre dos RL.

Especies Reactivas de Oxigeno
Existen muchos tipos de RL, entre estos se encuentran aquellos que se generan con el

oxigeno molecular (O2). El O2 es considerado un RL debido a que presenta un par de
electrones desapareados, sin embargo, es un radical estable ya que dichos electrones
tienen espines paralelos. Si el O2 oxidara una molécula no radical deberia recibir un par
de electrones con el mismo espin cedidos por dicha molécula, no obstante, un orbital
atdbmico o molecular no puede cumplir con dicho criterio, es decir, solo presenta un par

de electrones con espines opuestos. Dicha restriccion genera que el Oz solo pueda




aceptar un electron a la vez y explica porque reacciona lentamente con moléculas no
radicales. En contraste el O2 reacciona rapidamente con otros RL por transferencia de un
solo electrén. No obstante la reduccion parcial de Oz genera RL y moléculas no radicales,

ambas se conocen como especies reactivas de oxigeno (ERO) (figura 6) (Halliwell, 2006).

e o e’ e’ . €
02 — 02 - H 2 02 -» OH -> H 2 O
Oxigeno Anion Peroxido de Radical Agua
molecular superoxido hidrégeno hidroxilo

Figura 6. Formacion de ERO por reduccidon univalente del O,

Existen diferentes tipos de ERO entre las mas conocidas se encuentran (Halliwell, 2006;
Li, 2012; Pisochi y Pop, 2015):

a) Radical anién superéxido (O5)
El O; es un radical cargado negativamente, se genera cuando el O2 es reducido con un

electron (figura 7).

02+1e_—>05

Figura 7. Generacion del radical anion superdxido.

A pesar de ser llamado “superéxido” no es un fuerte agente oxidante debido a su bajo
potencial de reduccion, actia en mayor medida como agente reductor. Sin embargo,
genera dafno a las células, este se relaciona con sus propiedades quimicas asociadas a
las de un RL (Halliwell y Gutteridge, 2007):

e EIO; reacciona con el éxido nitrico (NO°) para formar peroxinitrito (ONOO),

un potente agente oxidante que causa dafio a biomoléculas.

e En presencia de metales de transicion, como el hierro, el O; en conjunto
con el H202, dan lugar al OH* una ERO altamente dafina, dicho proceso
recibe el nombre de reaccion de Haber-Weiss (figura 8).

H,0, + O} = OH" + OH™ + O,

Figura 8. Reaccion de Haber-Weiss.




e Aunque el O; actlia generalmente como agente reductor, algunas veces lo
hace como agente oxidante de los grupos hierro-azufre de varias enzimas,

permitiendo la liberacion del hierro y la inactivacion de la enzima.

« El O} puede sufrir dismutacién generando H202 y Oz (figura 9).

. SOD
0O; + 05 +2H — H,0, + O,

Figura 9. Reaccion de dismutacion del radical superoxido.

El término dismutacién hace referencia a la reacciéon quimica en la cual el

mismo reactante es oxidado y reducido.

b) Peréxido de hidrogeno (H202)
El H202 puede ser generado por dismutacion del O, o por la transferencia de dos

electrones al O2. El H202 no es considerado un RL pues no cuenta con electrones
desapareados, no obstante, puede dar lugar a RL. Varios mecanismos explican el efecto
dafino del H202 (Halliwell, 2006):

e EI H202 reacciona con los grupos tiol (SH) de ciertas enzimas, generando
la inactivacion de estas ultimas.

e La reaccion del H202 con iones metdlicos de transicion como el Fe?* o el
Cu™ produce el radical OH", a dicho proceso se le denomina reaccion de
Fenton (figura 2).

e ElI H202reacciona con el anién Cl- formando acido hipocloroso (HOCI) una
molécula altamente oxidante. Dicha reaccion es catalizada por la enzima
mieloperoxidasa (MPO) (figura 10).

H,0, + CI 25 HOCL + OH"

Figura 10. Reaccion del H,0; con el CI.

c) Radical hidroxilo (OH")
Es considerada la ERO mas reactiva debido a sus potencial redox, por lo que dicho

radical es responsable del dafio oxidativo de la mayoria de las biomoléculas (Halliwell y
Gutteridge, 2007).

Es generado por diversas fuentes (Halliwell y Gutteridge, 2007):




La reduccién del H202 por un electrén induce la formacién del OH*, dicha reduccién
se puede llevar a cabo mediante la reaccién de Fenton (figura 2).

La radiacién ionizante (RI) promueve la lisis del agua generando OH"* (figura 11),
por su parte la radiacion ultravioleta (UV) induce la ruptura homolitica del H20:2
obteniendo como producto OH" (figura 12).

RI . .
H,O = H" + OH
Figura 11. Formacion del OH* por lisis de H;0;,

uv .
H202 — 20H

Figura 12. Formacion del OH* por ruptura homolitica del H,0;.

La reaccion de HOCI con el O; produce OH'. Esta reaccion se presenta como

respuesta en el proceso inflamatorio (figura 13).

HOCI + O; -» O, + CI' + OH’

Figura 13. Formacién del OH* en el proceso inflamatorio.
La protonacion del ONOO- conduce a la formacién de acido peroxinitroso
(ONOOH). La descomposicion de este ultimo produce OH" y radical di6éxido de
nitrogéno (NO5) (figura 14).

ONOO + H" - ONOOH
ONOOH - OH’ + NO;

Figura 14. Formacion del OH* producto de la descomposicion del ONOOH.

d) Oxigeno singulete (02)

Forma energéticamente excitada del Oz, hay dos tipos de '02:('Ag) 102y ('>4*) 102, este
ultimo es un RL de alta energia que presenta corta duracion. Sin embargo, la forma ('Ag)
es a la que usualmente se refieren como oxigeno singulete, no es considerado un radical

libre, y se genera por diversos mecanismos (Halliwell y Gutteridge, 2007):

Reaccién fotosensible. En esta reaccion una molécula fotosensible (FS) es
excitada (FS") por energia luminica, posteriormente la energia de excitacion es

transferida al O2, formandose el 02 (figura 15).




luz *

FS—>FS
FS +0, »'02

Figura 15. Reaccidn fotosensible.

e En células fagociticas durante la explosion respiratoria la NADPH oxidasa reduce
el O2 a O3, el cual sufre dismutacion produciendo H202. La MPO de fagocitos
cataliza la reaccion entre H202 y CI- formando HOCI, este ultimo reacciona con

otra molécula de H202 obteniendo como producto final '0x.

e La lipoperoxidacion genera radicales peroxilos (ROO*), estos reaccionan entre

ellos generando 'O2, alcohol (LOH) y cetonas (LO).

LOO" + LOO" —» [LOOOOL] - LOH + LO +'02

Figura 16. Formacion de 10, en el proceso de lipoperoxidacion.

El 'O2 reacciona por dos vias: |) reaccion quimica directa con sistemas bioldgicos
y 2) por transferencia de energia del '02 a una molécula aceptora sin cambios

quimicos en esta ultima.

Estrés oxidativo
El estrés oxidativo se refiere a una condicion de la célula en la cual los niveles de ERO

sobrepasan la capacidad de los sistemas antioxidantes para contrarrestarlos (Moller et
al., 1996; Ray et al., 2012; Pisochi y Pop, 2015). Dicha condicion puede ser causada por
el incremento en la produccién de ERO o por una disminucién de los sistemas de defensa
antioxidante (Li, 2012).

Dano oxidativo celular
A nivel celular el estrés oxidativo genera dafios que incluyen: disfuncion, senescencia,

transformaciéon y muerte (figura 17). Se asocia a varios procesos patologicos y esta

implicado en el dafo a biomoléculas por ERO (Halliwell et al., 2006).
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ESTRES OXIDATIVO

+ Inactivacién de caspasas por oxidacion

Célula en reposo
Altas concentraciones de antioxidantes

Bajos niveles de EO.

Estimulacion de la proliferacion, implica

. 2+
aumento en la concentracion de Ca
e incrementa la fosforilacion

L 4

Liberacién de metales de transicion que
reaccionan con ERO, comienza dafo a ADN

., 2+ .
y aumento en la concentracion de Ca libre,
debido a dafio oxidativo en canales
transportadores de iones.

Se genera dano oxidativo a mitocondrias
por ERO y por cantidades excesivas de

Ca2+ generando transicion de la
permeabilidad mitocondrial.
Se produce dafio excesivo a ADN, por lo
cual se detiene el ciclo celular o se inicia
apoptosis.

lNiveIes intensos de EO

de su sitio activo.

Aumento en los niveles de EO.

Se activan factores de
transcripcién, como respuesta
adaptativa aumenta los niveles

de sistemas protectores

(enzimas antioxidantes,

chaperonas, ferritina etc.)
haciendo a la célula mas
resistente al estrés oxidativo.
El ciclo celular se detiene para
reparar dafio a ADN.

Fallan los sistemas de
proteccion

Se detiene apoptosis. Las
células sobrevivientes danadas,
el tejido necrotico y los metales
de transicion liberados difunden
el dano a células adyacentes.

Figura 17. Respuesta de la célula al estrés oxidativo (EQ). Adaptado de Halliwell, 2006.

Dano oxidativo a lipidos

El proceso de oxidacion de lipidos por ERO se denomina lipoperoxidacion. Las ERO que

la causan incluyen radicales libres como OH*, RO* y ROO*, también incluyen moléculas

no radicales como ONOO- y '0O2. La lipoperoxidacion genera diversos productos, entre

ellos hidroperoxidos lipidicos que en presencia de metales de transicion pueden ser

convertidos en RO* y ROO. Ademas causa dafo a la membrana celular, asimismo los
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productos de dicho proceso generan dafio a otras biomoléculas como proteinas y acidos
nucleicos (Halliwell et al., 2006; Li, 2012; Pisochi y Pop, 2015).

Dano oxidativo a proteinas
La oxidacion de proteinas se puede dar por oxidacion en residuos de aminoacidos como

cisteina y metionina, o por dafio al centro activo de varias enzimas como oxidacion del
centro hierro-azufre. Las consecuencias del dafo por ERO a proteinas incluye la
alteracién de su estructura y funcioén, su agregacion y el aumento en su degradacién por
proteosomas. Bajo ciertas circunstancias la oxidacién de proteinas por ERO causa la

activacion de enzimas (Halliwell et al., 2006; Li, 2012; Pisochi y Pop, 2015).

Dano oxidativo a acidos nucleicos
El dafio que ejercen las ERO a los acidos nucleicos se manifiesta por modificacion de

bases nitrogenadas, por ruptura de la cadena de nucledtidos y por entrecruzamientos
entre acido nucleico-acido nucleico o acido nucleico-proteina (Halliwell et al., 2006; Li,
2012; Pisochi 'y Pop, 2015).

Las consecuencias del dafio a acidos nucleicos por ERO son principalmente dos: )
después de replicar el acido desoxirribonucleico (ADN) dafado, las células sobrevivientes
sufren alteraciones génicas o aberraciones cromosodmicas, ambos eventos incrementan
el riesgo de desarrollar cancer y, 2) el dafio al ADN interfiere con los procesos de
transcripcion o induce la detencion del ciclo celular ocasionando muerte o senescencia
celular contribuyendo al envejecimiento o al desarrollo de enfermedades (Halliwell et al.,
2006; Li, 2012; Pisochiy Pop, 2015).

Antioxidantes

Existen diversas definiciones del término antioxidante:

En 1995 Halliwell et al., definieron antioxidantes como: “una sustancia que presente en
concentraciones menores a las de un sustrato oxidable reduce o inhibe la oxidacién de

dicho sustrato”.

Khlevnicob et al. (2007) define antioxidantes como: “cualquier sustancia que neutralice

directamente a las ERO o actué de forma indirecta regulando las defensas antioxidantes
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o inhibiendo la produccion de ERO”. En el mismo afio Halliwell los defini6 como “cualquier

sustancia que retrase, prevenga o remueva el dafio oxidativo a una molécula”.

Mecanismo de accién de los antioxidantes
Distintos mecanismos pueden ser empleados por los antioxidantes para proteger a las

células contra el dafo oxidativo (Charles, 2012):

e Previniendo la formacion de ERO (ej. quelacion de metales).
e Por neutralizacién de ERO, actuando como agentes reductores o cataliticos.

e Mediante la reparacion de biomoléculas dafiadas.

Clasificacion de antioxidantes
Los antioxidantes comprenden diferentes tipos de compuestos, por esta razén se

clasifican en dos grupos principales (figura 18): enzimaticos (ej. superoxido dismutasa,
catalasa, glutation peroxidasa) y no enzimaticos que incluyen: cofactores (Q10),
compuestos nitrogenados (acido urico), péptidos (glutation), fenoles (flavonoides, acidos
fendlicos), taninos y lignanos entre otros (Soobratte et al., 2005; Halliwell, 2006; Carocho
y Ferreira, 2013; Pisochi y Pop, 2015; Oroian y Escriche, 2015).
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ANTIOXIDANTES

Enzimaticos No enzimaticos
Enzimas Enzimas Cofactores Vitaminas
rimarias secundarias
d Coenzima Q10 + Vitamina A
*  Superdxido *  Glutation reductasa ) e \itamina E
dismutasa *  Glucosa-6-fosfato Tioles + Vitamina C
+ Catalasa deshidrogenasa .
+  Glutatién peroxidasa Glutation Compuestos
nitrogenados
Carotenoides 9
Acido drico
* [B-caroteno
+ Licopeno Fenoles

* Luteina -
e Zeaxantina ° Acidos fenolicos

¢« Flavonoides
* Taninos

Figura 18. Clasificacion de antioxidantes. Adpatado de Carocho y Ferreira., 2013.
Superdxido dismutasas (SODs). Enzimas que catalizan la dismutacion del O3, es decir,
un O es reducido a H202 y otro es oxidado generando O2 (figura 9). Se conocen
diferentes tipos de SODs; en animales existen SODs que contienen manganeso
(MnSOD) en su sitio activo y se localizan en la matriz mitocondrial, otras contienen cobre
y zinc (CuZnSOD) y se encuentran en el espacio intermembranal de la mitocondria y en
el resto de la célula. Las plantas tienen ademas SODs con hierro (FeSOD) en su sitio
activo y estan presentes en cloroplastos. Las bacterias a menudo presentan MnSOD,
CuZnSOD, y/o FeSOD, algunas contienen niquel. Sin embargo todas las SODs catalizan

la misma reaccién (Carocho y Ferreira, 2013).

Catalasa. Representan a las enzimas involucradas en la descomposicién del H20:2
generando agua y O2. Presentan las tasas mas altas de reaccion ya que una molécula
de catalasa puede descomponer 6 billones de moléculas de H202. En plantas y animales

se encuentran en abundancia en los peroxisomas (Halliwell, 2006).

Glutatién peroxidasa. Enzima que utiliza selenio como cofactor, cataliza la reduccion de

peréxidos organicos a agua (figura 19). El glutation reducido (GSH) funciona como
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donador de electrones en dicho proceso, debido a que contiene grupos tioles, estos son

oxidados, generando puentes disulfuro (Pisochi y Pop, 2015).

H,0, + 2GSSH - GSSG + H,0

Figura 19. Reaccidn que cataliza la enzima glutation peroxidasa.

El glutatién oxidado (GSSG), esta formado por dos GSH ligados por un puente disulfuro,
y pueden ser reconvertidos a GSH con la enzima glutation reductasa (Pisochi y Pop,
2015).

Antioxidantes no enzimaticos
Vitamina A. Carotenoide producido en el higado, resultado de la ruptura del B-caroteno.

Su actividad antioxidante se confiere a su capacidad de combinarse con el ROO- antes
de que se propague la peroxidacion lipidica. Tiene mayores beneficios en piel, ojos y

organos internos (Oroian y Escriche, 2015).

Vitamina E. Presenta ocho isoformas cuatro tocoferoles y cuatro tocotrienoles. El a-
tocoferol es considerado el de mayor potencial antioxidante y el mas abundante en
sistemas biologicos. Su actividad antioxidante se debe a que detiene la peroxidacion
lipidica generando radicales estables incapaces de continuar con el proceso de
oxidacion. El grupo hidroxilo (OH") del a-tocoferol dona un electron al OH*, estabilizando

el radical al formar OH- (Carocho y Ferreira, 2013).

Vitamina C. Incluye dos compuestos con actividad antioxidante: L-acido ascoérbico y L-
acido dehidroascorbico. La vitamina C neutraliza a los OH*, RO y O3, y regenera el a-
tocoferol actuando como agente reductor. Sin embargo a concentraciones altas (0.3 — 20
mM) presenta actividad prooxidante que depende de metales de transicién como Fe?*y

Cu?* a través de los cuales se forma el OH* (Carocho y Ferreira, 2013).

Coenzima Q. Importante transportador de electrones en la cadena respiratoria. Sin
embargo, se ha demostrado que protege la membrana celular y las lipoproteinas del
plasma sanguineo contra el dafio por ERO, ya que previene la formacion de ROO- o los
neutraliza. Otra importante funcion es su capacidad para regenerar el a-tocoferol
(Soobratte et al., 2005).
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Glutation. Tripéptido (glu-cys-gly) que protege a las células del dafio por ERO, debido a
su capacidad de donar electrones. Ademas es importante en la regeneracion de otros

antioxidantes como el ascorbato (Pisochi y Pop, 2015).

Acido urico. Producto final del metabolismo de las purinas, previene la sobreproduccion
de hemooxidantes que resultan de la reaccidon de oxidacidon de hemoglobina por
peréxidos, ademas previenen la lisis de eritrocitos por peroxidacion y es un potente
neutralizador del '0O2 y del OH* (Oroian y Escriche, 2015).

Proteinas de union a metales. Proteinas como transferrina, ferritina, lactoferrina y
ceruloplasmina consideradas como antioxidantes no enzimaticos, debido a que actuan
secuestrando iones metalicos responsables de |la generacion de varias ERO (Carocho y
Ferreira, 2013).

Antioxidantes derivados de las plantas
Carotenoides. Grupo de pigmentos naturales sintetizados por plantas y algunos

microorganismos. Se dividen en dos grupos: carotenoides hidrocarbonados conocidos
como carotenos (licopeno, B-caroteno), y carotenoides oxigenados conocidos como
xantofilas, zeaxantina y luteina. La principal propiedad antioxidante de los carotenoides

se debe a su habilidad para neutralizar el 'Oz (Oroian y Escriche, 2015).

Fenoles (figura 20). Compuestos aromaticos producto del metabolismo secundario de
plantas, constituyen uno de los grupos de productos naturales mas numerosos con
aproximadamente 8000 diferentes estructuras fendlicas conocidas hasta la fecha. Se
clasifican en: acidos fendlicos, flavonoides, taninos, estilbenos, cumarinas, lignanos,
quinonas y otros de acuerdo al numero de anillos fendlicos y de elementos estructurales

enlazados a estos anillos (Carocho y Ferreira, 2013).

A B OH

OH
HO ] OH
|

OH

Figura 20. Estructura quimica de un fenol (A) y un flavonoide (B)
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e Acidos fendlicos. Se dividen en dos categorias de acuerdo a su estructura:
derivados de acido benzdico y derivados de acido cinamico. Estos compuesto se
estructuran por un anillo bencénico unido a un grupo carboxilo (acido benzoico) o
por un acido propendico (acido cinamico). Los principales acidos hidroxibenzoicos
incluyen acido galico, acido p-hidroxibenzodico, acido vanilico, acido siringico,
dentro de los acidos hidroxicinamicos se encuentran acido ferulico, acido cafeico,
acido p-cumarico, acido sinapico, todos esto presentan actividad antioxidante

principalmente contra OH", O; y ROO- (Carocho y Ferreira, 2013).

¢ Flavonoides. Grupo de compuestos cuya estructura base consiste en un esqueleto
de difenilpropano (CeCs3Cs). Las principales subclases de flavonoides son:
flavonas, flavonoles, flavanoles, chalconas, flavononas, isoflavonoides vy
antocianinas. Sus propiedades antioxidantes se deben principalmente a los grupos
hidroxilo que actuan como agentes reductores. Ademas activan enzimas
antioxidantes, inhiben oxidasas, e incrementan los niveles de acido urico y de

moléculas de bajo peso molecular (Oroian y Escriche, 2015).

e Taninos. De acuerdo a su estructura se clasifican en: taninos hidrolizables
(polimeros heterogéneos formados por acidos fendlicos y azucares) y taninos
condensados (polimeros de antocianidina), son poderosos antioxidantes debido a

que presentan gran numero de grupos hidroxilo (Oroian y Escriche, 2015).

e Lignanos. Compuestos formados por dos o0 mas unidades de fenilpropanoides,
presentes en plantas en forma libre y como glicésidos. Son uno de los dos grupos
principales de fitoestrogenos y funcionan como antioxidantes (Carocho y Ferreira,
2013).

Género Bursera
El género Bursera esta representado por arboles y arbustos semi-suculentos de uno a

mas de 15 metros de alto, de hojas alternas, simples a bipinadas, deciduas la mayor parte
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del afio, variables en tamafo y forma aun en la misma planta, la floracion ocurre
generalmente al inicio de la época de lluvias. La mayor parte de las especies son didicas.
Se trata de un grupo exitoso dentro de la comunidad del bosque tropical caducifolio,
aunque también se puede encontrar en matorrales xerdfilos. Dadas estas caracteristicas
su distribucién se restringe al continente americano, siendo México su centro de
diversidad con un total de 82 especies, de las cuales 70 son endémicas, aunque queda
un amplio contingente por descubrir, estudiar y describir (Ledn y Pérez, 2010). La mayor
parte de las especies mexicanas de Bursera se establecen en la vertiente pacifica de la
republica, con una concentracién maxima en la cuenca del rio balsas (Rzendowski et al.,
2004).

El género Bursera es un componente muy importante de la vegetacion de México. Desde
el punto de vista ecolégico domina la selva baja caducifolia principalmente en lugares no
perturbados. Ademas otro aspecto significativo del género es el uso medicinal, artesanal

y ritual del cual es objeto (Loeza et al., 2013).

Dentro de la medicina tradicional algunas especies del género Bursera son utilizadas para
tratar ciertos malestares. Asi B. galeottiana es utilizada como desinfectante, analgésico
y para sellar el ombligo de recién nacidos (Arias et al., 2000), B. simaruba se emplea para
el alivio de diarrea y resfriados (Rojas y Rodriguez, 2008), ademas los extractos
etandlicos de B. graveolens son utilizados para lavar heridas y en forma oral son
utilizados contra el asma y la diarrea (Robles et al.,, 2005); con base en dichos
antecedentes se han realizado varias investigaciones con especies del género Bursera
que evaluan diferentes actividades bioldgicas, y que buscan dilucidar los metabolitos
secundarios responsables de dichas propiedades. En 2005 Zuniga y colaboradores
aislaron los compuestos volatiles de varias especies mexicanas del género Bursera,
reportando al limoneno y linalol como los compuestos con mayor abundancia. A su vez,
Robles et al., (2005) demostraron que B. graveolens mostrd actividad antiinflamatoria.
Por otra parte Queiroga et al., (2007) investigaron que el linalol extraido de B. aloexylon
presenté actividad antibacterial frente a Staphylococus aureus. Finalmente Rojas et al.,
(2012) aislaron podofilotoxina de B. fagaroides reportando actividad citotoxica para dicho

compuesto.

18



En cuanto a la actividad antioxidante de dicho género, son escasos los estudios que se
han realizado. Loeza y colaboradores en 2013 mencionaron que debido al alto contenido
en terpenos, principalmente limoneno, varias especies del género Bursera tienen
propiedades antioxidantes. Rafikul et al., (2014) reportaron que B. serrata presenta
capacidad reductora. Por otra parte, Sanchez et al., (2001) y Bah et al., (2014) reportaron

actividad antioxidante para B. simaruba.

Bursera morelensis Ramirez
Esta especie se conoce comunmente como copalillo o cuajiote. Es un arbol didico de 3 a
10 metros de alto, el tronco llega a medir hasta 40 centimetros de diametro, presenta una
corteza exfoliante rojiza en laminas delgadas, hojas imparipinadas de 5 a 11 cm de largo
y de 1.5 a 4.5 cm de ancho, peciolos acanalados de 1 a 2 cm de largo, folidlos sésiles o
subsésiles de 7 a 22 mm de largo y de 1.4 a 25 mm de ancho, apice agudo, margen
entero, nervadura central evidente, flores masculinas dispuestas en inflorescencias
racimosas hasta de 5 cm de largo, flores femeninas generalmente solitarias rara vez en
pares o en paniculas cortas, fruto trivalado y oblicuamente ovoide. Florece de abril a junio
y permanece sin hojas entre noviembre y mayo. Se distribuye en un rango de altitud que
va de los 600 a los 1500 msnm, se presenta con mayor abundancia en la parte oriente
de la cuenca del Balsas, particularmente en Guerrero, Oaxaca y Puebla. En Oaxaca se
extiende hacia los rios Tehuantepec y Papaloapan, se encuentra en menor abundancia

en San Luis Potosi, Guanajuato, Queretaro e Hidalgo (Rzedowski et al., 2004).
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Figura 21. B. morelensis Ramirez. A. rama con hojas y frutos; B. flor
masculina desprovista de 2 pétalos y de 5 estambres; D. flor femenina
en vista externa; E. flor femenina desprovista de un pétalo y de varios
estaminodios; F. hueso. Tomado de Rzendowski et al., 2004.

B. morelensis es utilizada en la medicina tradicional; su resina es empleada como
tratamiento de infecciones causadas por hongos y bacterias en la piel, ademas la corteza
macerada en alcohol o en infusién es utilizada para la curacion de heridas (Serrano,
2013).

Con respecto a la actividad bioldgica de esta especie son escasos los estudios realizados.
Jolad et al.,, (2006) aislaron desoxipodofilotoxina y 5°desmetoxidesoxipodofilotoxina,
liganos con actividad citotdxica. En 2011, Lépez y colaboradores reportaron que el aceite
esencial de dicha especie presentd actividad bactericida frente a Vibrio cholerae y
fungicida frente a Fusarium monoliforme y Rhyzoctonia lilacina. Serrano en 2013
demostrd la actividad antinflamatoria y Rodriguez, (2014) la actividad amebicida del
extracto metandlico. En cuanto a su actividad antioxidante, Serrano en 2013 reporto

actividad antioxidante del extratcto metandlico frente al radical DPPH.
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Género Lippia
El género Lippia esta representado aproximadamente por 200 especies de arboles y
arbustos, distribuidos en Centro y Sudamérica ademas de algunos lugares de Africa
tropical. Dentro de dicho género se encuentran un gran numero de especies utilizadas en
la medicina tradicional, principalmente contra enfermedades gastrointestinales y
respiratorias (Betancour, 2012). En estudios realizados, estas especies presentan
actividades analgésicas, antiinflamatorias, antifungicas, diuréticas, antihipertensivas,

antivirales y antiespasmadicas (Pascual et al., 2001).

Lippia graveolens Kunth

Lippia graveolens conocida comunmente como orégano, es un arbusto de hasta 3 m de
altura, a menudo con corteza exfoliante. Las ramas son cortas y pilosas, presenta hojas
opuestas, ovales y anchas de entre 2 a 5 cm de largo con bordes enteros o ligermante
dentados, peciolo delgado de 2 mm a 1 cm de largo, las flores se encuentran agrupadas
en forma de espigas cortas conicas o cilindricas, de 4 a 12 mm de largo en las axilas de
la hojas sobre pedunculos de 2 a 15 mm de largo, bracteas comunmente ordenadas en
4 hileras generalmente son ovaladas o lanceoladas, el caliz de 1 a 2 mm de largo,
glandular y velloso, corola blanca a amarilla con tubo de 3 a 6 cm de largo, frutos
pequefios y encerrados en el caliz. Florece de julio a enero (Rzedowski y Rzedowski
2002).

Esta especie es abundante en algunos matorrales xerdfilos y del bosque tropical
caducifolio. Se distribuye desde los 300 a los 1200 msnm, desde el suroeste de Estados
Unidos hasta Costa Rica. En México L. graveolens se encuentra a lo largo del litoral del
Golfo, en la vertiente del Pacifico, en la Peninsula de Yucatan, en las depresiones y valles
interiores (Balsas, Tehuacan, Istmo de Tehuantepec), en las zonas aridas de Tamaulipas

e Hidalgo asi como en el desierto Chihuahuense (Rzedowski y Rzedowski 2002).

L. graveolens es utilizada como condimento alimenticio y en la medicina tradicional para
aliviar el dolor abdominal, infecciones estomacales y enfermedades respiratorias,
ademas, se emplea como antinflamatorio y abortivo (Arias, et al., 2000; Pascual, et al.,
2001). Los estudios de L. graveolens se enfocan principalmente a la actividad biolégica

de sus aceites esenciales; son escasos los estudios dirigidos a los extractos, sin
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embargo, en estos se han encontrado diversidad de flavonoides y fenoles (Rastrelli et al.,
1998; Arcila et al., 2004; Long- Ze et al.,, 2007), principales responsables de sus
propiedades antioxidantes (Rocha et al., 2008; Soto et al., 2012)
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HIPOTESIS

Las especies vegetales del Valle de Tehuacan-Cuicatlan estan expuestas a condiciones
ambientales extremas, lo que propicia en ellas la produccién de radicales libres, y a su
vez la activacion de mecanismos de defensa, como la sintesis de metabolitos
secundarios antioxidantes, por lo tanto, los compuestos de las plantas utilizadas en la

medicina tradicional del Valle de Tehuacan-Cuicatlan presentaran actividad antioxidante

OBJETIVO

Evaluar la actividad antioxidante in-vitro, y determinar el contenido de fenoles totales de

algunas plantas utilizadas en la medicina tradicional del Valle de Tehuacan-Cuicatlan.
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MATERIAL Y METODO

1. Material vegetal y extractos
Las partes aéreas de L. graveolens (IRA 28) se colecté en el paraje Rincon de la Monja,
en Zapotitlan de las Salinas, Puebla. Con respecto a la corteza de B. morelensis (IZTA
42123), esta fue colectada en las cercanias de la localidad de San Rafael, en el municipio
de Coxcatlan, Puebla. Ambas especies fueron colectadas en el mes de sepriembre de
2013.

Los extractos metandlicos se obtuvieron a partir de 1 kg de las partes aéreas de L.
graveolens y la corteza de B. morelensis, por maceracion con metanol y posterior
concentracion a presion reducida. Finalmente se lavaron con hexano obteniéndose las

fases hexanicas y los extractos metandlicos libres de grasa.

2. Actividad antioxidante
El efecto antioxidante de los extractos metandlicos de L. graveolens y B. morelensis se

evalué mediante 4 métodos diferentes.

Actividad neutralizadora del radical difenil-picril-hidrazilo (DPPH")

Este ensayo se llevo a cabo de acuerdo con lo descrito por Lépez y Denicola, 2013
basado en la reduccion del radical DPPH por el extracto a evaluar. EI DPPH es un radical
que presenta una coloracién purpura con un maximo de absorcién a 515 nm, cuando este
es reducido por un compuesto antioxidante la coloracion se torna amarilla. Para llevar a
cabo dicho método, se realizaron diluciones de cada uno de los extractos (10-60 ug/mL),
enseguida se agregaron 50 uL de cada dilucién a 150 yL de una solucién de DPPH (250
MM) disuelto en metanol, dicha mezcla se incubd a temperatura ambiente por 30 minutos
en obscuridad, finalmente se midi6 la absorcion a 515 nm. Como control positivo se utilizé

quercetina (1-10 pg/mL).

Los datos se expresaron como porcentaje de decoloracion, obtenido mediante la

siguiente formula:

% de decoloracion= AbSmuestra/ AbspppH X100
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Con el porcentaje de decoloracion se obtuvo la concentracién eficaz media (CEso), es
decir, la cantidad necesaria de un antioxidante para reducir en un 50% los radicales libres,

por lo tanto, un valor bajo de (CEso) representa una alta capacidad antioxidante.

Radical superoxido

Este ensayo se realizé de acuerdo con lo descrito por Alam et al., 2013. El O; fue
generado por reaccidn no enzimatica, con la reaccion de metosulfato de fenanzina (PMS)
0.1 mM en presencia de NADH (1 mM), éstos radicales reducen el azul de tetrazolio
(NBT) 100 pM presentando un maximo de absorcion de 560 nm. En este caso el extracto
compite con el NBT por los radicales superoxido inhibiendo la reaccion. La mezcla de
reaccion consistio de 3 mL de buffer de Tris-HCI (16 mM pH 8) con 0.5 mL de NBT (0.3
mM), 0.5 mL de la solucion de NADH (1 mM), 1 mL del extracto a evaluar (10-100 ug/mL)
y 0.5 mL de buffer Tris-HCI (16 mM pH 8). La reaccién fue iniciada con la adicion de 0.5
mL de PMS (0.12 mM), posteriormente se incubo a temperatura ambiente por 5 minutos,
finalmente se midié la absorbancia a 560 nm. Como control positivo se utilizé quercetina
(1-10 pg/mL). Los datos se expresaron como porcentaje de decoloracion y en términos
de (CExso).

Radical hidroxilo

El efecto antioxidante frente al radical hidroxilo se basa en la reaccién de Fe3* + EDTA +
H202 en acido ascoérbico para generar un flujo constante de radicales hidroxilo. Estos
radicales degradan la molécula de desoxiribosa, los productos reaccionan con calor y
acido tiobarbiturico generando un cromoégeno rosado el cual presenta un maximo de
absorbcién a 532 nm. Si un compuesto antioxidante se agrega a la mezcla de reaccion,
éste inhibe la degradacion de la desoxiribosa, a través de la neutralizacion del radical
hidroxilo, evitando la formacién del cromédgeno rosa. La mezcla de reaccion consistio de
100 pL de desoxiribosa previamente disuelta en buffer KH2 PO4-KOH pH 7.4, 500 uL de
extracto (0.063-1 ug/mL), 200 pL de EDTA (1.04 mM) y (200 uM) cloruro férrico (1:1 v/v),
100 uL de H202 (1 mM) y 100 pL de acido ascérbico (1mM), enseguida se incubd la
mezcla a 37 °C por 1 hora, posteriormente se adiciond 1 mL de acido tiobarbittrico y 1mL

de acido tricloroacético y se incubd por 15 minutos a 100 °C, por ultimo se midié la
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absorbancia a 532 nm (Alam et al., 2013). Como control positivo se utilizdé acido galico

(1-10 mg/mL). Los resultados se expresaron en términos de CEso.

Poder reductor

En este método descrito por Alam et al., 2013 compuestos antioxidantes reaccionan con
el ferrocianuro de potasio (Fe3*), acido tricloroacético, y cloruro férrico, dicha mezcla tiene
una absorcion maxima de 700 nm. La mezcla de reaccion consistié de 2.5 mL de buffer
de fosfatos (0.2 M pH 6.6) y 2.5 mL de KsFe (CNe) (1% w/v) afiadidos a 1 mL de la muestra
del extracto (4-20 ug/mL), posteriormente se incubd a 50 °C por 20 minutos enseguida
se agregaron 2.5 mL de acido tricloroacético y se centrifugd a 3000 rpm durante 10
minutos, se recupero el sobrenadante y se agregaron 0.5 mL de FeCls, finalmente se
midio la absorbancia a 700 nm. Como control positivo se utilizé quercetina (1-5 mg/mL).
Los resultados se expresan en términos de absorbancia. El incremento en la absorbancia

de la mezcla de reaccion indica mayor poder reductor.

3. Cuantificacion de fenoles totales
El método de Folin-Ciocalteu (Sinlgeton et al., 1999) fue utilizado para determinar el

contenido de fenoles totales de cada extracto. Dicho método se fundamenta en la
reduccion del fosfomolibdato y el fosfotungstato en medio alcalino por parte de los fenoles
contenidos en los extractos, formando un complejo azul que se puede detectar a 750 nm.
Para lo cual se prepard una curva de calibracién con acido galico (10-60 mg/L).
Posteriormente 100 pL de cada extracto se mezclaron con 900 uL de agua destilada,
500pL de reactivo de Folin-Ciocalteu y 1.5 mL de carbonato de sodio (20%), dicha mezcla
se incubd a temperatura ambiente por 2 horas, enseguida se midio la absorbancia a 750
nm. Los resultados se expresaron en mg de equivalentes de acido galico/ g de extracto
(mg de EAG/g de extracto).

Analisis estadistico

Los resultados representan el promedio de 3 repeticiones independientes de cada

experimento y fueron analizados mediante analisis de varianza de un factor.
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RESULTADOS

La actividad antioxidante de los extractos se expresa como la concentracion eficaz media
(CEso) es decir, la concentracion del extracto capaz de neutralizar el 50% de radicales
libres. Por lo tanto, se considera que el valor de CEso es inversamente proporcional a la

capacidad antioxidante.

Efecto neutralizador del DPPH*
La capacidad de los extractos metandlicos de L. graveolens y B. morelensis para

neutralizar el radical DPPH* se determiné midiendo el porcentaje de decoloracion de este

ultimo con diferentes concentraciones de cada extracto y obteniendo el valor de CE-so.

En la figura 23 se muestra la eficacia en la decoloracion de la solucién de DPPH" por
parte de ambos extractos y del estandar de referencia que fue quercetina. El efecto del
extracto de L. graveolens frente al DPPH' en un principio se presenté con un aumento
significativo en el porcentaje de decoloracion, sin embargo, entre 22 y 28 ug/mL no se
presentaron diferencias significativas, llegando a presentarse una disminucién en el
porcentaje de decoloracion en 28 ug/mL. No obstante, con el siguiente incremento en la
concentracion del extracto, el porcentaje de decoloracion volvio a aumentar hasta llegar
a un punto maximo de decoloracién de 71.5% en 32 pg/mL. En cuanto a B. morelensis
su eficacia en la decoloracién del DPPH' presenté un comportamiento dependiente de la

concentracion alcanzando un punto de decoloracion maxima de 63.4% a 32 pg/mL.

En lo que respecta al estandar de referencia presentd un punto maximo de decoloracion
de 90.78 % a 10 ug/mL, esto indica que ambos extractos presentan menor eficacia para

neutralizar el radical DPPH* con respecto a la quercetina.
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Figura 22. Porcentaje de decoloracién de DPPHe de los extractos metandlicos de L. graveolens (1) y B.
morelensis (1), ademas de la quercetina (ll1) Las letras sobre cada marcador indican diferencia significativa
P < 0.05 con respecto a las diferentes concentraciones de cada especie.
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Con respecto a la actividad antioxidante de ambos extractos frente al DPPH" en términos
de CEso se observa en la tabla 1 que el extracto de L. graveolens (21.89 + 0.63) presento
mayor capacidad para neutralizar el radical DPPH® con respecto al extracto de B.
morelensis (24.83 + 0.76) con diferencia significativa entre ellos. Sin embargo, dichos
valores son significativamente mayores en comparacion con la quercetina (5 £ 0.15) lo
cual indica que ambos extractos muestran menor actividad antioxidante frente al radical

DPPH® en comparacion con este flavonoide.

Tabla 1. Capacidad neutralizadora del DPPH" en términos de CEs por parte de los extractos
metandlicos de L. graveolens y B. morelensis ademas del control quercetina.

Concentracion eficaz media

SUSTANCIA
(ug/mL)
Extracto metanolico de L. graveolens 21.89 £ 0.63*
Extracto metanolico de B. morelensis 24.83+ 0.73*
Quercetina 5.00 + 0.15*

*diferencia significativa P<0.05.

Actividad neutralizadora del O3
En la figura 24 se ilustra la habilidad de los extractos y de la quercetina para atrapar al
radical O3 . Los resultados representan el porcentaje de decoloracion de la mezcla de
reaccion generada en el ensayo del O; . Se observa que la capacidad de los extractos de
L. graveolens y B. morelensis para atrapar al O; fue dependiente de la concentracion,
alcanzando un punto maximo de decoloracion en 130 pg/mL de 70.97 y 77.69 %
respectivamente, con diferencia significativa entre ambos valores. Por lo cual el extracto
de B. morelensis fue el que presenté mayor capacidad para neutralizar el radical O.
Ademas, se observa que el estandar de referencia presentd un punto maximo de
decoloracion de 81.9 % a 10 pg/mL, esto indica que ambos extractos son menos

eficientes en la neutralizacion del radical O, con respecto a la quercetina.
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Figura 23. Porcentaje de decoloracion de la mezcla de reaccidn generada en el ensayo del O3 por parte de
los extractos metandlicos de L. graveolens (1) y B. morelensis (Il), ademas de la quercetina (lll), evaluados
a diferentes concentraciones. Las letras sobre cada barra indican diferencia significativa P < 0.05 con
respecto a las diferentes concentraciones por cada especie.
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Por otra parte la actividad antioxidante frente al O, en términos de CEso de ambos
extractos y de la quercetina se muestra en la tabla 2, donde se observa que el extracto
de B. morelensis (61.11 £ 2.04) presentd un valor menor de CEso con respecto al extracto
de L. graveolens (86.61 + 5.26), existiendo diferencia significativa entre dichos valores.
Esto indica que el primero tiene mayor capacidad antioxidante en comparacion con el
segundo, con lo anterior se confirma lo mostrado en la figura 24.

Tabla 2. Capacidad atrapadora del O3 en terminos de CEso por parte de los extractos
metandlicos de L. graveplens y B. morelensis ademas del control quercetina.

SUSTANCIA Concentracion eficaz media
(ug/mL)
Extracto metanolico de L. graveolens 86.61 £ 5.26*
Extracto metanolico de B. morelensis 61.11 £ 2.04*
Quercetina 591 +0.58*

*diferencia significativa P<0.05.

Sin embargo, los valores de CEso de los dos extractos son significativamente mayores en
comparacion con el de la quercetina (5.91 + 0.58). Es decir, ambos extractos presentaron

menor poder antioxidante frente al radical O3 con respecto al estandar de referencia.

Efecto neutralizador del OH«
La capacidad de los extractos de L. graveolens y B. morelensis para neutralizar al radical

OH" se ilustra en la figura 25 con el porcentaje de decoloracion de la mezcla de reaccidn
generada. En esta figura se observa que ambos extractos son capaces de neutralizar al
radical OH'. Esta capacidad aumenta conforme incrementa la concentracién, sin embargo
dichos aumentos no son significativos. Ademas tanto el extracto de L. graveolens como
el de B. morelensis a una concentracion de 1 uyg/mL alcanzan un punto maximo de

porcentaje de decoloracion de 64.99 y 70.39 % respectivamente.

Con respecto al acido galico, este presentdé un punto maximo de porcentaje de
decoloracion de 65.70% a 1 ug/mL, lo anterior comparado con ambos extractos indica
que L. graveolens presenté menor actividad antioxidante frente al radical OH", a diferencia

de B. morelensis que mostré mayor capacidad antioxidante frente a dicho radical.
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Los valores de CEso de ambos extractos mostrados en la tabla 3, confirman lo dicho
anteriormente B. morelensis (0.362 + 0.25) tiende a presentar mayor capacidad
antioxidante frente al OH" con respecto a L. graveolens (0.387 = 0.15) sin diferencia

significativa entre ellos.

Tabla 3. Capacidad neutralizadora del OH’ en terminos de CEs, por parte de los extractos
metandlicos de L. graveolens y B. morelensis ademas del control acido galico.

SUSTANCIA Concentracion eficaz media
(ug/mL)
Extracto metanolico de L. graveolens 0.387 £ 0.15
Extracto metanolico de B. morelensis 0.362 £ 0.25
Acido gélico 0.438 +0.28

*diferencia significativa P<0.05.

Por otra parte el acido galico mostré un valor de CEso superior a los de ambos extractos,
sin embargo no existen diferencias significativas entre tales valores, por lo tanto ambos

extractos son igual de eficaces que el acido galico.

Poder reductor
El poder reductor de los extractos de L. graveolens y B. morelensis se evaluo a través de

su habilidad para reducir el idn férrico (Fe3*) a ion ferroso (Fe?*) mediante la donacion de
un electron. La capacidad reductora de ambos extractos y de la quercetina se muestra
en la figura 26. El incremento en la absorbancia indica mayor poder reductor. En dicha
figura se observa que el poder reductor de ambos extractos es dependiente de la
concentracion, sin embargo, el extracto de L. graveolens mostré significativamente mayor
capacidad reductora con respecto al extracto de B. morelensis. A pesar de que los valores
de absorbancia en un principio no mostraron diferencias significativas, a una
concentracion de 12.5 ug/mL se evidencia que los valores de absorbancia del extracto
de L. graveolens son significativamente mayores a los de B. morelensis llegando ambos
a un punto maximo de absorbancia de 1.128 y 0.60 nm respectivamente en una

concentracion de 20 pg/mL.
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Figura 25. Poder reductor de los extractos metanolicos de L. graveolens y B. morelensis y del control quercetina. .

En cuanto al poder reductor de la quercetina, esta alcanzé un punto maximo de
absorbancia de 0.96 nm en 4 ug/mL, por lo tanto, ambos extractos presentaron menor

poder reductor en comparacion con el estandar de referencia.

Fenoles totales
La actividad antioxidante de los extractos de L. graveolens y B. morelensis

probablemente se deba al contenido de fenoles de cada extracto. Es por esto que se
determind el contenido de fenoles totales de cada extracto. Los resultados se muestran
en la tabla 4. En ella se observa que el extracto de L. graveolens presentd mayor
concentracion de fenoles en comparacién con el extracto de B. morelensis 304.28 y

224.91 mg de EAG/g de extracto respectivamente.

Tabla 4. Contenido de fenoles totales.

Fenoles totales (mg de equivalentes de

Extracto acido galico (EAG)/gramo de extracto)
L. graveolens 304.28 + 0.02
B. morelensis 224,91 £ 0.04
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DISCUSION

La evaluacion de la capacidad antioxidante in vitro requiere el uso de diversos métodos
que proporcionen informacién diferente y complementaria (Lozano, 2010). Debido a lo
anterior en el presente trabajo se eligieron cuatro métodos distintos en basa a algunos
de los criterios propuestos por Prior et al., 2005 para la determinacion de la capacidad
antioxidante in vitro, dichos criterios incluyen: |) ensayos técnicamente simples, Il) un
punto final definido y con un mecanismo quimico, Ill) instrumentacién de facil
disponibilidad, VI) con buena reproducibilidad, V) utilizacion de moléculas biolégicamente

relevantes y V) adaptable al analisis.

Efecto neutralizador del DPPH*
EI DPPH"* no es un radical biolégicamente relevante, sin embargo, se encuentra entre los

métodos que evaluan la actividad antioxidante utilizados con mayor frecuencia, debido
en gran parte a que no requiere preparacion especial, es simple y rapido, ademas de ser
un radical estable y comercial, por lo cual, este ensayo da un primer enfoque para evaluar
la actividad antioxidante (Abdeelaty et al., 2014). Dicho método se basa en la reduccién
del DPPH" a través de la transferencia de electrones y la donacién de atomos de
hidrogeno por parte del compuesto antioxidante, la reaccién produce un cambio de

coloracion que actua como indicador de la eficacia antioxidante (Williams et al., 1995).

El extracto metandlico de L. graveolens es capaz de neutralizar al DPPH* presentando
un valor de CEso de 22.670 pug/mL esta concentracion refleja hasta 5 veces mayor eficacia
antioxidante en comparacion a lo descrito en el estudio de Rocha et al. (2008) usando
extractos metandlicos de las partes aéreas de L. graveolens de los Estados de
Guanajuato, Querétaro y Puebla, en donde se encontraron valores de CEsode 207.96 +
1.43, 152.76 + 1.48 y 172.58 + 1.47 ug/mL respectivamente. Por su parte Soto y
colaboradores (2012) estudiaron el efecto antioxidante del extracto acuoso de L.
graveolens del Estado de Coahuila reportando la mayor actividad antioxidante a 160
pg/mL. Dicho valor es mayor al encontrado en el presente trabajo que fue de 32 ug/mL
esto indica que el extracto metandlico de L. graveolens evaluado en este trabajo tiene
mayor potencial antioxidante. Las variaciones del potencial antioxidante que se observan

entre plantas de distintos estados probablemente se debe a que L. graveolens presenta
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una composicion y cantidad de metabolitos secundarios que dependen de la zona
geografica, factores climaticos, altitud, época de cosecha y su estado de crecimiento
(Soto et al., 2012).

Ademas, Gonzales et al., (2007) reportaron un valor de CEso de 16. 40 + 1.31 pg/mL y un
punto maximo de actividad de 91.5% a 100 ug/mL para el extracto metandlico del tallo de
L. graveolens del Estado de Durango. Lo anterior permite suponer que la actividad
antioxidante de L. graveolens varia de acuerdo a la parte de la planta evaluada, siendo

menos eficaz la parte aérea.

Por otra parte, la habilidad del extracto de L. graveolens para neutralizar el DPPH® resultod
ser mayor en comparacion con ciertas especies del género como L. pseudoteha y L.
hermanioides, (CEso= 89 y 39 ug/mL) y menor con respecto a L. alba, L. rubella y L.
sidoides (CEso= 9, 7, 5 yg/mL) (Fabri et al., 2011). Tomando en cuenta lo anterior se
podria considerar a L. graveolens entre las especies del género Lippia con mediano

potencial antioxidante frente al radical DPPH".

Cabe destacar que el extracto metandlico de L. graveolens evaluado en el presente
estudio presenté una disminucion significativa del porcentaje de decoloracion en 28
pg/mL (Figura 23), lo cual podria deberse a un efecto prooxidante del extracto o a la
presencia de sustancias capaces de absorber en la region de luz visible del espectro

electromagnético cercana a los 517 nm (Garcia, 2010).

Con respecto al extracto metandlico de B. morelensis, resultd ser capaz de neutralizar al
DPPH® de manera dosis-dependiente (Figura 23). Obteniendo una CEso de 24.83 + 0.73
pg/mL (tabla 1). Sin embargo dicho valor es mayor en comparacion con la CEso de 3.05
Mg/mL reportada para la particion metandlica de esta especie (Serrano, 2013). Es decir,
la capacidad para neutralizar el DPPH" del extracto métanolico de B. morelensis evaluado
en este trabajo es menor en comparacién con lo reportado para la particibn metandlica
de esta especie, esto podria indicar que el efecto antioxidante se debe principalmente a

compuestos altamente polares entre ellos algunos fenoles.

A diferencia de lo anterior el extracto de B. morelensis presenté mayor eficacia para

neutralizar el DPPH* en comparacién con otra especie del género, B. serratum, cuyo valor

36



de CEso reportado es de 52 ug/mL (Prakash et al., 2013). También resulté mas eficaz con
respecto a un compuesto llamado podofilotoxina (CEso 396.75 pg/mL) lignano presente
en varias especies del género (Rojas et al., 2012; Riyaz et al., 2013), y del cual deriva la
desoxipodofilotoxina presente en B. morelensis (Jolad et al., 2006). A ambos compuestos
se les atribuyen diversas propiedades biologicas como citotoxicidad, efectos

antinflamatorios, y antioxidantes (Zhang et al., 2010; Zhang et al., 2010).

Es importante considerar que los extractos de ambas especies estudiadas presentaron
menor capacidad para neutralizar el radical DPPH* con respecto al estandar de referencia
(Tabla 1).

Se debe tomar en cuenta que parte de las variaciones entre los valores de CEso obtenidos
en el presente trabajo y los reportados para la misma especie en otros estudios, también
podrian estar relacionadas con la diferencia de condiciones en las cuales se llevaron a
cabo los ensayos. Om y Tej en 2009 realizaron un analisis de las publicaciones recientes
que utilizaron el método del DPPH" para estimar la actividad antioxidante, encontrando
multiples protocolos los cuales difieren en la concentracion del DPPH®, el tiempo de

incubacion y tipo de solvente.

El DPPH" se encuentra entre los radicales libres centrados en atomos de nitrégeno que
reaccionan con fenoles a través de dos mecanismos distintos: 1) por abstraccién directa
de atomos de H de los compuestos fendlicos y 2) por transferencia de electrones del fenol
al DPPH". La contribucién de alguno de estos mecanismos dependera de la naturaleza
del solvente. Generalmente en solventes apolares predomina el primer mecanismo,
mientras que en solvente polares como el metanol utilizado en esta prueba prepondera

el segundo (Villano et al., 2006).

El intervalo de tiempo necesario para completar la reaccion de neutralizacidon del radical
DPPH" depende en gran medida de la muestra. La aplicacion de tiempos cortos de
incubacion podria subestimar los valores de la actividad antioxidante esto ocurre
frecuentemente con extractos de plantas o compuestos aislados que presentan una
reaccion lenta frente al DPPH*. Tal como sucede con el acido galico, cuando se mide la

reaccion después de 30 minutos de incubacion la CEso presenta un valor de 0.272 uM
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valor que representa una actividad antioxidante 7.5% menor que la presentada después
de 2 horas de incubacién. Estas diferencias se aprecian pequefias pero resultan

significativas desde el punto de vista estadistico (Om y Taj, 2009).

Por otro lado, la concentracion inicial del DPPH* es también un factor que afecta la
estimacion de la actividad antioxidante por el DPPHe.. Se ha demostrado que un
incremento en la concentracién inicial de DPPH*, incrementa el consumo de este por
parte del antioxidante. Como resultado de estas diferencias en las condiciones de la
reaccion los valores de CEso de los compuestos antioxidantes son extremadamente

variables entre los distintos trabajos reportados (Fadda et al., 2014).

Actividad neutralizadora de O;
El O es generado como resultado de la reduccion univalente del O2. El aumento en la

produccion de dicho radical es consecuencia de diferentes procesos metabdlicos, este
altera a biomoléculas. El dafio por O, es muy selectivo, generalmente involucra
reacciones con otros radicales como NO* o iones hierro; produce principalmente dafio a
membranas, aunque también inactiva enzimas y genera otros radicales libres (Halliwell y
Gutteridge, 2007). En el presente trabajo el O; fue producido por una reaccién no

enzimatica en la cual los compuestos antioxidantes compiten con el NBT por el O3

En el caso del extracto metandlico de L. graveolens no hay estudios que reporten su
habilidad para neutralizar el O, siendo este el primero, en el cual se evidencia su
capacidad para neutralizar dicho radical, aumentando su eficacia conforme aumenta la
concentracion (Figura 24), obteniendo una CEso de 86.61 + 5.26 yg/mL (Tabla 2). Sin
embrago dicha capacidad es inferior a la reportada para otra especie del género, L.
citriodora, de la cual se obtuvo una CEso de 22.8 ug/mL (Valentao et al., 2002). Ademas
se ha reportado que el compuesto naringenina presente en el extracto de L. graveoelens
muestra baja eficacia neutralizando el O; (Turkkan et al., 2012). Lo anterior sugiere que

el extracto metandlico de L. graveolens exhibe baja eficacia neutralizando el O3 .

En lo que se refiere al extracto metandlico de B. morelensis tampoco existen reportes de
la capacidad de esta especie para neutralizar el O, . Por lo tanto los resultados aqui

presentes son los primeros en su tipo. Estos muestran que B. morelensis es capaz de
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neutralizar al O3, dicha capacidad es dependiente de la concentracion, obteniendo una
CEso de 61.11 £ 2.04 yg/mL (Tabla 2). Esta capacidad es mayor en comparaciéon a lo
reportado por Prakash et al., (2013) para B. serratum (CEso = 2.96 mg/mL), y con respecto
al compuesto podofilotoxina (275.3 pug/mL) cuya capacidad neutralizadora del O fue

determinada generando dicho radical por reduccién electroquimica del O3 (Riyaz, 2013).

Actividad neutralizadora del OHe
Debido a sus propiedades redox el OH" es considerado la ERO con mayor reactividad,

es tan alta que en sistemas bioldgicos reacciona rapidamente con las biomoléculas de su
alrededor generando RL de inestabilidad variable (Lozano, 2010). En el presente estudio
el OH' se genero a través de la reaccion de Fenton (figura 2). Este radical descompone
la desoxirribosa, por lo cual, los compuestos antioxidantes adicionados a la mezcla de

reaccion compiten con la desoxirribosa por el OH* (Aruoma, 2003).

El extracto metandlico de L. graveolens mostré ser capaz de neutralizar el OH*
incrementando su capacidad conforme aumenta su concentracién, aunque dicho
incremento no es significativo (Figura 25). Esto probablemente se deba a que el OH*
reacciono con bajas concentraciones del extracto llegando a alcanzar a 1 ug/mL 64.9 %
de eficiencia, obteniendo un valor de CEso de 0.387 + 0.15 ug/mL (Tabla 3). Dicho eficacia
es mayor en comparacion con lo reportado para otras especies del género como L. alba
que a 100 yg/mL present6 una eficacia de 9.06 % (Ramos et al., 2002), y L. citriodora
que a 4 pg/mL mostré una eficacia de 38.3% (Valentao et al., 2002). Lo anterior y el bajo
valor de CEso permite suponer que el extracto metanolico de L. graveolens es un efectivo

neutralizador del OH*

Con respecto al extracto metandlico de B. morelensis, este mostré6 ser capaz de
neutralizar el OH' de forma concentracion dependiente, sin encontrarse diferencias
significativas entre las distintas concentraciones empleadas (Figura 25) y obteniendo una
CEso0 de 0.362 £ 0.25 pg/mL (tabla 3). Dado que dicho valor es bajo comparado con lo
reportado para otras especies de la familia Burseracea (Atawoodi et al., 2009) se puede

considerar a B. morelensis como un potente neutralizador de OH".
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Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas entre los extractos de ambas
especies ni con respecto al estandar de referencia, esto indica que los extractos
metanolicos de L. graveolens y B. morelensis presentan alta capacidad neutralizadora
del OH".

Poder reductor
El poder reductor de un compuesto es considerado un buen indicador de su potencial

antioxidante debido a que la donacion de electrones es uno de los medios por los cuales
los antioxidantes combaten a los RL. En el presente estudio la capacidad reductora de
los extractos se determiné basandose en su habilidad para reducir al Fe*3 a Fe*? mediante
la donacién de un electron. Cabe destacar que el poder reductor de los compuestos esta
relacionado con la hidroxilacion de los compuestos fendlicos, y son los flavonoides los

que poseen gran habilidad para donar electrones (Lue et al., 2010)

El extracto metandlico de L. graveolens mostro ser capaz de reducir al Fe*3; presentando
un punto maximo de absorcion de 1.128 nm a 20 yg/mL (Figura 26), dicho valor es
superior a lo reportado para otras especies del género como L. alba, L. rubella y L.
sidoides, las cuales a 110, 109 y 107 pg/mL alcanzan 0.5 nm de absorcién (Fabri et al.,
2011). En base a lo anterior se puede suponer que el extracto metandlico de L.

graveolens es un eficaz donador de electrones.

En lo que se refiere al extracto metandlico de B. morelensis, este fue capaz de reducir al
Fe*3 con un punto maximo de absorcion de 0.6 nm a 20 ug/mL (Figura 26). Tal capacidad
es superior a la reportada para B. serratum la cual a 125 ug/mL presenté valores de
absorbancia superiores a 0.5 nm (Rafikul et al., 2014). Lo anterior indica que el extracto

metandlico de B. morelensis es eficiente donando electrones.

Se debe considerar que la eficiencia de ambos extractos para donar electrones fue menor

en comparacion con el estandar de referencia.

Un punto importante a tomar en cuenta ademas de la habilidad de ambas especies para
reducir el Fe*3 es el producto de esta reaccion, es decir el Fe*2, un potente agente pro-
oxidante, por lo que los resultados mostrados con respecto al poder reductor de ambos

40



extractos no solo muestran la capacidad de estos para donar electrones, también son

evidencia de sus efectos prooxidantes (Magalhaes et al., 2008).

Fenoles totales
Los compuestos fendlicos poseen diversos efectos biolégicos incluyendo antibacterial,

antiinfalamatorio,  antialérgico, = hepatoprotector,  antitromboético, antiviral vy
anticarcinogenético, muchos de estos efectos han sido atribuidos a sus propiedades
antioxidantes (Soobrate et al., 2005). Los mecanismos a través de los cuales ejercen su
accion antioxidante resultan de una combinacion de su capacidad quelante, de su
habilidad para inhibir oxidasas y de su capacidad para neutralizar RL (Perez, 2003); esta
ultima se basa principalmente en las propiedades 6xido reduccion de los grupos OH y la
relacion estructural de los diferentes grupos funcionales (Lozano, 2010). Debido a lo
anterior se midié el contenido de fenoles totales de los extractos metandlicos de L.

graveolens y B. morelensis.

El extracto metandlico de L. graveolens mostréo poseer altas concentraciones de
compuestos fendlicos (304.28 mg de EAG/g de extracto). Tal concentraciéon es superior
a lo descrito por Rocha et al., (2008) para los extractos metandlicos de L. graveolens
colectados en Guanajuato, Querétaro y Puebla cuyas concentraciones fueron 211 £ 2.5,
270.25 + 41y 265.42 + 2.9 mg de EAG/g de extracto respectivamente. Esto podria
explicar porque el extracto de L. graveolens utilizado en el presente trabajo resulté ser
mas eficaz en la neutralizacion del DPPH® comparado con lo reportado por Rocha y
colaboradores (2008).

Ademas el contenido de fenoles totales de L. graveolens también resulté ser mayor en
comparacion con algunas especies del género como L. pseudo-thea y L. hermanioides
(93 y 133 mg de equivalentes de acido tanico) y menor con respecto a otras como L. alba,
L. rubela y L. sidoides cuyas concentraciones fueron 334, 406 y 695 mg de equivalentes
de &cido tanico (Fabri et al., 2011). Esto coincide con lo obtenido en el ensayo de

neutralizacion del DPPH-".

Es importante mencionar que existen reportes de los compuestos fendlicos presentes en

L. graveolens; tales como: &cido rosmarinico, naringenia, kaempferol, luteolina,
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pinocembrina, laphachenol taxifolina y galangina (Long-Ze et al., 2007; Garcia et al.,
2012; Pascual et al., 2001)

Con respecto al extracto metandlico de B. morelensis este presentd una concentracion
de fenoles totales (224.91 mg de EAG/g de extracto) menor en comparacién con lo
reportado por Serrano, 2013 (504.54 mg de EAG/g de extracto) para la particion
metandlica del extracto de B. morelensis. Esto podria explicar porque el extracto de B.
morelensis utilizado en el presente estudio presento menor capacidad para neutralizar al

DPPH® en comparacion con el utilizado por Serrano.

Contrario a lo anterior, el extracto metandlico de B. morelensis presentd mayor
concentracion de fenoles con respecto a lo reportado para otra especie del género, B.
serrata, cuya concentracion fue de 55.53 mg de EAG/g de extracto (Rafikul, 2014). Este
mismo presentd menor poder reductor en comparacion con B. morelensis, por lo cual se

puede atribuir el poder reductor de esta especie al contenido de fenoles totales.

Es importante mencionar que el extracto de L. graveolens resulté ser significativamente
mas eficaz en la neutralizacion del DPPH" y el poder reductor con respecto al extracto de
B. morelensis, lo cual, se atribuye a la superioridad de L. graveolens en el contenido de
fenoles totales. De acuerdo con Magalhaes et al., (2008) en diversos estudios se ha
mencionado que existe una fuerte correlacion entre el efecto neutralizador del DPPH" y

el contenido de fenoles totales y entre este ultimo y el poder reductor.

Finalmente, es importante mencionar que ambos extractos presentan capacidad
antioxidante frente a los DPPH’, O3, ademas del poder reductor, sin embargo esta es
significativamente menor en comparacioén con la quercetina Sin embargo, se debe tomar
en cuenta que la quercetina es un compuesto puro a diferencia de los extractos que son

una mezcla de diferentes compuestos.
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CONCLUSIONES

e Los extractos metanolicos de L. graveolens y B. morelensis tienen actividad
antioxidante.

e Los extractos metandlicos de L. graveolens y B. morelensis son capaces de
neutralizar el radical DPPH®, sin embargo dicha capacidad es menor con respecto
a la quercetina.

e L. graveolens es mas eficiente en la neutralizacion del radical DPPH® en
comparacion con B. morelensis.

e Los extractos metandlicos de L. graveolens y B. morelensis tienen la capacidad de
neutralizar el radical O3 , aunque dicha capacidad es menor en comparacién con
la quercetina.

e B. morelensis fue mas eficiente en la neutralizacion del radical O en comparacion
con L. graveolens.

* Los extractos metandlicos de L. graveolens y B. morelensis son igual de eficaces
que el acido galico neutralizando el radical OH".

e Los extractos metanolicos de L. graveolens y B. morelensis tienen poder reductor,
aunque este es menor con respecto a la quercetina.

e L. graveolens tiene mayor poder reductor en comparacion con B. morelensis.

e L. graveolens contiene mayor concentracion de fenoles totales con respecto a B.
morelensis.

e Existe una relacion entre el contenido de fenoles totales del extracto metandlico
de L. graveolens y B. morelensis con su capacidad para neutralizar el radical

DPPH" y su poder reductor.
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APENDICE

Zona de colecta
Valle de Tehuacan-Cuicatlan

El Valle de Tehuacan-Cuicatlan se localiza en la parte sureste del Estado de Puebla y
noreste del Estado de Oaxaca, cubriendo un area total de 10,000 km?, conformada por
dos zonas fisiograficas la Sierra Madre del Sur y el Eje Neovolcanico Transversal,
representa un complejo mosaico fisiografico con valles internos separados por

numerosas cordilleras (Villasefior et al., 1990).

Figura 26. Ubicacién geogrdfica del Valle de Tehuacdn-Cuicatldn. (Tomado de Blancas et al., 2010)

El clima es principalmente semiarido, con una temperatura media anual de 21° C y una
precipitacion media anual de 300-500 mm (Villasefior et al., 1990). La aridez de la region
se debe al efecto de sombra orografica que produce la Sierra Madre Oriental (Davila et
al., 2002).

El Valle presenta una alta heterogeneidad ambiental que incluye 36 tipos de vegetacion,
siendo los principales la selva baja caducifolia, bosque de encino y matorral xerdfilo
(Villasenor et al., 1990). Por su diversidad y endemismos esta region fue declarada en

1998 como reserva de la biosfera, ya que cuenta con el 10% de la flora de México (Davila
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et al., 2002), con aproximadamente 2700 especies de plantas vasculares, de las cuales
808 especies son utiles para la poblacion local. Incluye ademas una alta diversidad
cultural con siete grupos étnicos indigenas que poseen amplios conocimientos respecto
a la utilizacion de plantas nativas. Por lo tanto, el Valle de Tehuacan-Cuicatlan podria

estar entre las zonas mas ricas de México, en cuanto a plantas utiles (Casas et al., 2001).
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