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Resumen

Los radicales libres son especies quimicas que presentan al menos un electrén
desapareado en su orbital mas externo, se producen durante las reacciones
metabdlicas y también por exposicion a determinados agentes externos, un exceso
de radicales libres rompen el equilibrio produciendo estrés oxidativo, el dafio causado
por los radicales libres esta implicado en una amplia gama de enfermedades y
desordenes. Una forma de reducir los dafios ocasionados por los radicales libres en
el organismo es mediante la accién de antioxidantes. En los ultimos afios se han
realizado estudios espectrofotométricos y cromatograficos en diferentes extractos de
plantas, con el propdsito de conocer los compuestos y la capacidad antioxidante que
éstas presentan, entre ellas se encuentran especies de la Familia Burseraceae. En el
presente trabajo se evalu6 comparativamente el efecto antioxidante de Beiselia
mexicana en dos épocas del afio (temporada de lluvias y seca). La corteza de B.
mexicana se colectd en el municipio de Aquila, en el estado de Michoacan (México).
El material vegetal resultante del secado de la corteza de B. mexicana se extrajo
mediante la aplicacion sucesiva con hexano, acetona y metanol. A los extractos se
les determind el rendimiento, contenido de fenoles totales, perfil fitoquimico por HPLC
y CG-MS, ademas de la capacidad captadora de radicales mediante los métodos de
DPPH, ABTS** y FRAP. Los extractos con el mayor contenido de fenoles fueron el
acetonico-tseca y €l metanolico-tiuwias, con 223.81 y 76.721 mgEAG/g de extracto. En
el andlisis de la muestras por HPLC detectaron siete compuestos en el extracto
acetonico-tiwias mientras que en el extracto acetonico-tseca fueron seis. En el analisis
de composicion quimica de los extractos hexanicos por CG-MS se identificaron seis
compuestos para el extracto hexanico-tiwias, l0S cuales son principalmente
hidrocarburos saturados, para el extracto hexanico-tseca Se identificaron tres acidos
organicos. La mayor actividad antioxidante frente al radical DPPH la mostraron los
extractos metandlicos de ambas colectas y el acetonico-tseca con valores de 47.22,
28.35 y 21.01 pug/mL respectivamente, los extractos metandlicos de ambas colectas
mostraron mayor actividad antioxidante al reducir el 50% del radical ABTS** en
menores concentraciones (tiwias CAso = 151.80 pg/mL; tseca CAso = 158.65 pg/mL),
para la prueba FRAP los que presentaron mayor capacidad de reduccion férrica
fueron los extractos metandlicos (110.42 y 117.68 pg ET/g), que corresponden con
11.0 y 11.8% de reduccion para las colectas tiwias Y tseca respectivamente. Los
resultados confirman el efecto antioxidante de B. mexicana encontrando una mejor
actividad en los extractos acetonico-tseca y metanolico-tiuwias frente al radical DPPH, y
un mejor desempefio de los extractos metandlicos de ambas colectas frente al radical
ABTS**, lo cual permite la posibilidad de utilizarla en el tratamiento de enfermedades
causadas por estrés oxidativo.

Palabras clave: Burseraceae; Beiselia mexicana; actividad antioxidante; fenoles.
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Abstract

Free radicals are chemical species that have at least one unpaired electron in their
outermost orbital, occur during metabolic reactions and by exposure to certain external
agents, an excess of free radicals break the balance producing oxidative stress, the
damage caused by free radicals are involved in a wide range of diseases and
disorders. One way to reduce the damage caused by free radicals in the body is
through the action of antioxidants. In recent years, spectrophotometric and
chromatographic studies have been carried out on different plant extracts with the
purpose of knowing the compounds and the antioxidant capacity they present,
including species of the family Burseraceae. The present work evaluated
comparatively the antioxidant effect of Beiselia mexicana in two seasons (rainy and
dry seasons). B. mexicana bark was collected in the municipality of Aquila, in
Michoacan’s state (Mexico). The plant material resulting from the drying of B.
mexicana bark was extracted by successive application with hexane, acetone and
methanol. The extracts were evaluated for yield, total phenol content, phytochemical
profile by HPLC and CG-MS, in addition to the radical scavenging capacity by DPPH
, ABTS e + and FRAP methods. The extracts with the highest content of phenols were
acetonic-tary and the methanolic-trains, with 223.81 and 76,721 mgEAG/g of extract, the
analysis of the samples by HPLC detected seven compounds in the acetonic-trains
extract while in the acetonic-tary extract they were six, in the analysis of chemical
composition of the hexanic extracts by CG-MS, six compounds were identified for the
hexanic-trains €xtract, for the hexanic-tary extract, three compounds were identified, The
highest DPPH radical capture activity corresponded to the methanolic extracts from
both collections and the acetonic-tary extract with values lower than 47.22, 28.35 and
21.01 pg / mL respectively, the methanolic extracts from both collections showed
greater antioxidant activity, reducing at 50% of the radical ABTS e + in lower
concentrations ( trains CA50 = 151.80 ug / mL, tary CA50 = 158.65 pg / mL), for the
FRAP test those with the highest iron reduction capacity were the methanolic extracts
(110.42 and 117.68 ug ET /g), which correspond with 11.0 and 11.8% reduction for
the trains and tary collections respectively. The results obtained point to a good possibility

of using B. mexicana for the isolation of phenolic substances with antioxidant activity.

Keywords: Burseraceae; Beiselia; antioxidant activity; phenols.
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Introduccioén

Los radicales libres son especies quimicas (&tomos, moléculas o iones) que
presentan al menos un electrén desapareado en su orbital mas externo y son
extraordinariamente reactivos, se producen durante las reacciones metabdlicas
mientras las células del organismo transforman los alimentos en energia,
especialmente en situaciones de hiperoxia, ejercicio intenso e isquemia y también por
exposicion a determinados agentes externos como las radiaciones ionizantes o luz
ultravioleta. Los radicales libres también se encuentran en el humo de cigarro, las
emisiones de motores que usan combustibles fosiles y los humos industriales
(Konigsberg, 2008).

Si bien las reacciones de 6xido reduccion son importantes, puesto que los seres vivos
obtienen la mayor parte de su energia libre a partir de ellas, un exceso de radicales
libres rompen el equilibrio produciendo el llamado estrés oxidativo (Guerra, 2001). El
dafio causado por los radicales libres estd implicado en una amplia gama de
enfermedades y desordenes, como trombosis coronaria, angina de pecho, fallo

cardiaco, apoplejia, dafo cerebral y envejecimiento (Robert, 2003).

Una forma de reducir los dafios ocasionados por los radicales libres en el organismo
es mediante la accion de antioxidantes, un antioxidante es una sustancia capaz de
neutralizar la accion oxidante de los radicales libres mediante la liberacion de
electrones, estos pueden ser clasificados en dos grupos: los antioxidantes enddgenos
gue son generados por el organismo como el glutatién, el acido alfalipoico, el acido
arico, glutatién reductasa, glutation peroxidasa, superoxido dismutasa, entre otras
enzimas. El segundo grupo comprende los antioxidantes exdgenos, estos se
encuentran en los alimentos e incluyen determinadas vitaminas, oligoelementos,

carotenoides, terpenos y polifenoles (Causse, 2010).

Debido a la diversidad de enfermedades que se han relacionado con el estrés
oxidativo y la generacion de radicales libres, se han creado terapias antioxidantes y
dietas ricas o enriquecidas con antioxidantes que parecen prevenir, o al menos
disminuir, el deterioro funcional organico originado por un el estrés oxidativo (Guerra,
2001). Este efecto protector de los alimentos de origen vegetal se ha atribuido a
diversos nutrimentos y fitoquimicos con actividad antioxidante, lo cual es

frecuentemente olvidado en las recomendaciones alimentarias (Arraya et al., 2006).



Una de las fuentes de obtencién de fitoquimicos con propiedades antioxidantes son
las plantas de uso medicinal, cuyo uso se remonta al principio de la humanidad. El
ser humano recurria a la naturaleza en busca de alimento y como fuente de sustancias
para conservar la salud, de forma que por acierto y error aprendié a conocer las
plantas que lo curaban; este conocimiento se transmitio de generacion en generacion

y fue incrementandose con la experiencia (Hernandez y Gally, 1981)

El uso de plantas también tiene importantes aplicaciones en la medicina moderna, ya
gue son fuente directa de agentes terapéuticos que se emplean como materia prima
para la fabricacion de medicamentos semisintéticos cada vez mas complejos. La
estructura quimica de los principios activos de las plantas se ha empleado para la
produccion de drogas sintéticas y tales principios se pueden utilizar como marcadores
taxonomicos en la busqueda de nuevos medicamentos en especies filogenéticamente

relacionadas.

Los principios activos de las plantas generalmente pertenecen a alguno de los grupos
derivados del metabolismo secundario, por lo que son llamados metabolitos
secundarios y poseen naturaleza quimica diversa; son compuestos de bajo peso
molecular que tienen importancia ecolégica porque participan en los procesos de
adaptacion de las plantas a su ambiente, como es el establecimiento de la simbiosis
con otros organismos y en la atraccion de insectos polinizadores y dispersores de
semillas y frutos. Ademas, desempefian funciones de defensa frente a condiciones
de estrés bibtico y abiotico, asi mismo, se caracterizan por sus diferentes usos y
aplicaciones como medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes, colorantes,

entre otros (Sepulveda et al., 2003; Avalos y Pérez, 2009).

La sintesis de metabolitos secundarios se induce cuando las plantas son expuestas
a condiciones adversas, tales como el consumo por herbivoros, el atague por
microrganismos, la competencia por el espacio de suelo, la luz, los nutrimentos entre
las diferentes especies de plantas, la exposicion a la luz solar u otro tipo de estrés
abidtico (Sepulveda et al., 2003). Cada uno de los metabolitos secundarios aporta
propiedades especiales y caracteristicas a cada grupo de plantas que los produce.
Algunos aportan sabores o aromas desagradables para los herbivoros, mientras que

otros llegan a provocar su muerte (Valverde et al., 2005).

Se han descrito mas de 30,000 estructuras de compuestos o productos derivados del



metabolismo secundario, los cuales se clasifican en distintas categorias. Segun su
estructura quimica, se reconocen al menos tres grandes grupos de metabolitos
secundarios con distintos efectos: los terpenoides, los compuestos nitrogenados
(alcaloides y glucosidos cianogénicos) y los compuestos fendlicos (Valverde et al.,
2005).

El grupo de los compuestos fendlicos tienen alto interés nutricional, principalmente
por sus propiedades antioxidantes, que se asocian con funciones protectoras en las
enfermedades cardiovasculares y el cancer (Berra et al., 1995). Quimicamente, los
fenoles se definen como sustancias que poseen un anillo aromético con uno o0 mas
grupos hidroxilo. Los compuestos fenélicos se subdividen en varios grupos, entre los
gue se encuentran: fenoles simples, fenilpropanoides, flavonoides, estilbenos,
taninos, lignanos, ligninas y antocianinas (Shahidi y Naczk, 2004). La produccion y
diversidad de estructuras de compuestos fendlicos en las plantas se debe a las

condiciones (factores bidticos y abiéticos) en las que crecen (Sepulveda et al., 2003).

La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos se relaciona con su capacidad
para quelar metales y reducir radicales libres causantes de estrés oxidativo en los
organismos (Porras-Loaiza y Lopez-Malo, 2009). Entre las especies vegetales que
tienen potencial como fuente de produccién y obtencion de compuestos con
propiedades antioxidantes se encuentran las de la Familia Burseraceae (Arriaga,
2011; Bah. M et al.,2014), las cuales son nativas principalmente de América tropical,
pero algunas especies se encuentran en Africa y Asia. La familia comprende 18
géneros y 649 especies que incluyen arbustos y arboles tropicales (The plant list,
2013).

Las especies de la familia Burseraceae, se caracterizan por ser arboles de porte bajo
a medio, muy ramificados con una altura aproximada de 5 a 15 metros, su corteza
varia de gris, amarilla a roja, dependiendo de las especies. Debido a esto, en algunos
lugares se les conoce como cuajiotes rojos o amarillos, algunos tienen la corteza
exfoliante, son caducifolios en la temporada seca y florecen cuando comienza la

temporada de lluvias.

Las especies de la familia Burseraceae que son endémicas de México suman a nivel
genérico el 20% y a nivel de especie el 80%. Los géneros que se encuentran en
México son: Protium (una especie), Beiselia (una especie), Terebinthus (una especie),
Commiphora (dos especies) y Bursera (aproximadamente 80 especies), o que da un
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total de 85 especies (Chézaro et al., 2010).

Por lo mencionado, es evidente que el género Bursera es de los mas representativos
en México por la diversidad de especies con las que se cuenta y ademas es de gran
importancia en la medicina tradicional, debido a que contienen triterpenos y
flavonoides, los cuales pueden conferirle capacidad antioxidante. Este efecto se
encuentra documentado, ya que se han realizado estudios sobre la actividad
antioxidante en extractos de B. simaruba, B. bipinnata y B. copallifera, estos
presentaron una elevada capacidad antioxidante (Arriaga, 2011).

De igual forma, se ha medido la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles
totales de otros representantes de la familia Burseraceae, como Protium
heptaphyllum, Trattinnickia rhoifoila, Tetragastris panamensis y han mostrado efectos
antioxidantes (Tafurt et al., 2015). Sin embargo, hay representantes de la familia
Burseraceae de las cuales no se han realizado estudios para evaluar su potencial
antioxidante, como es el caso de Beiselia mexicana Forman (figura 1 y apéndice 1),
gue es una especie con endemismo estrecho que ha sido descrita Unicamente en
Aquila Michoacéan (figura 2) y es considera especie relicto por sus caracteristicas
morfoldgicas primitivas (Forman, 1989, Becerra 2012, Ramos-Ordofiez 2013; citado
en Medel, 2014).

Figura 1. B. mexicana Forman. a) frutos, b) hojas, c)
tomadas y adaptadas de NaturaLista, Conabio, 2018. http://goo.gl/KPBc43).

corteza, d) tallo. (Imagenes



Aquila, Q
Michoacan

Figura 2. Ubicacidn geografica de B. mexicana. Imagen adaptada de
Naturalista, Conabio, 2018 (Disponible en http://goo.gl/zJCXc7).

B. mexicana estuvo incluida en la Lista Roja de la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (UICN) de 1997, bajo la categoria de “Rara”,
actualmente ya no se encuentra listada, por lo que se encuentra en proceso una
solicitud para incluirla en la NOM-059-SEMARNAT (Medel, 2014).

En cuanto a estudios de la especie, existen pocos trabajos publicados (Beisel, 1982;

Forman, 1987; Forman et al., 1989), entre ellos se encuentran los siguientes:

Beisel en 1982 public6 un breve articulo en la revista Kakteen und andere
Sukkulenten (“Cactus y otras suculentas”) llamado: La emocionante historia del arbol
de los dioses, donde describe las circunstancias en las que obtuvo este primer
encuentro. Por otra parte, Forman, en 1982, describié a la especie como un nuevo
género; aflos mas tarde, junto a sus colaboradores, amplié la descripcidén del género
y aportd la descripcidbn completa de la morfologia, anatomia, polen y nimero de

cromosomas de B. mexicana, concluyd que esta pertenece a la familia Burseraceae.

Por lo mencionado, es evidente que los trabajos reportados sobre la especie hacen
referencia Gnicamente a su descripcion botanica y no aportan datos cuantitativos de
sus poblaciones, de sus relaciones ecolégicas, de su composicion quimica ni de sus
propiedades bioldgicas. Por lo que en el presente trabajo se evalué comparativamente
el efecto antioxidante de B. mexicana en dos épocas del afio.



Hipodtesis

Existen trabajos en los que se han reportado las propiedades antioxidantes de
algunas especies de la Familia Burseraceae. El efecto antioxidante se atribuye a que
son ricas en polifenoles, los cuales son producidos de manera diferencial en las
especies, de acuerdo con las condiciones ambientales en las que se desarrollan. Por
lo que, al pertenecer Beiselia mexicana a esta Familia, es muy probable que presente

actividad antioxidante.

Objetivos

Objetivo general

Determinar y comparar el efecto antioxidante de la corteza de Beiselia mexicana

colectada en la temporada de lluvias y seca.
Objetivos particulares

* Obtener los extractos hexanico, acetdonico y metandlico de la corteza de B.

mexicana.
« Determinar el perfil fitoquimico de los polifenoles en los extractos.
« Evaluar la actividad antioxidante de los extractos en pruebas in vitro.

« Comparar y relacionar la actividad antioxidante de los extractos con la época de

colecta del material vegetal.



Materiales y Métodos
1. Colecta

La corteza de B. mexicana se colecté en la poblacion de La Virgen, municipio de
Aquila, en el estado de Michoacan (México), en dos temporadas: lluvias (septiembre
2016) y seca (noviembre de 2016). Se depositd un ejemplar de la especie en el

herbario IZTA de la FES lztacala para obtener un nimero de registro.
2. Extraccion

Los extractos hexanico, aceténico y metandlico se obtuvieron mediante el método de
maceracion (Dominguez, 1973; apéndice 2), a partir de 290 y 265 g de corteza, para
las colectas de la temporada de lluvias y seca respectivamente. La seleccion de los
solventes empleados en la extraccion se realizé tomando en cuenta que son solventes
con los que es posible extraer compuestos de diferentes polaridades (baja, media y

alta para el hexano, acetona y metanol, respectivamente).

El material vegetal seco y fragmentado se colocdé en matraces de vidrio y se le
agregaron solventes en orden de polaridad ascendente (hexano, acetona y metanol).
Los extractos se filtraron y el exceso de solvente se destilo a presion reducida,
posteriormente se colocaron en charolas de vidrio para permitir la evaporacion del
residuo de solvente y se determiné el rendimiento total, por diferencia de peso entre
los sélidos obtenidos y el peso seco del material vegetal de partida. Los extractos se

almacenaron en la oscuridad para su posterior uso.
3. Perfil fitoquimico de polifenoles en los extractos
3.1. Cuantificacién de fenoles totales

Para la determinacién de polifenoles totales se us6 el Método de Folin-Ciocalteu
(Singleton y Rossi, 1965; apéndice 3). El reactivo de Folin-Ciocalteu tiene una

coloracion amarilla, que en presencia de un fenol se torna azul.

Se prepar6 una curva de calibracion con &acido galico a partir de una solucién estandar
con una concentracion de 0.2 mg/mL, se tomaron las alicuotas correspondientes para
obtener diferentes concentraciones de acido galico (0, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.10 y

0.12 mg/mL) para un volumen final de 1mL.

Se prepararon soluciones estandar de cada muestra con una concentracion de 0.2
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mg/mL. Se transfirieron 300 pyL de cada una de las concentraciones (acido galico y
sustancia a evaluar) a tubos de ensaye, con 1800 pL de agua destilada,
posteriormente se adicionaron 150 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu a cada tubo.
Después de cinco minutos de incubacion, se afiadieron 450 yL de una solucion de
Na2COs (200 g/L) y agua, hasta completar un volumen de 3000 pL. Los tubos se
incubaron durante dos horas a temperatura ambiente. Cada concentracién se

determino por triplicado.

Tras el tiempo de reaccion, se leyd la absorbancia a 760 nm y se grafico la
concentracion contra la absorbancia. Para obtener la curva patron de &cido gélico, se
realiz6 un analisis de regresién lineal y, a partir de la ecuacién de la recta, se
determind la concentracion de fenoles en cada extracto. Los resultados se expresaron
como miligramos equivalentes de &cido galico por gramo de extracto seco
(mgEAGI/Q).

3.2. Cromatografia liquida de alta presion (por sus siglas en inglés: HPLC)

La determinacion del perfil fitoquimico de los compuestos fendlicos en el extracto se
llevé a cabo mediante HPLC-fase reversa, para ello se utilizd un equipo Hewlett
Packard, modelo 1100, con bomba cuaternaria y detector de arreglo de diodos (DAD),
columna Allsphere ODS-1, 25 cm de largo, diametro 4.6 mm, tamafio de particula 5
um, temperatura de horno 23 °C, velocidad de flujo en gradiente (0-5 min 1 mL/min;
5-20 min 1.5 mL/min) y fase movil isocratica: MeOH:AcOH:H20, en proporcion 30:5:65
y 1% de &cido fosforico. El andlisis de las sefales en los cromatogramas se determin6
en el espectro UV a 280 nm, con el software Chemstation A.09.03.

3.3. Cromatografia de gases acoplada con espectrometria de masas (CG-MS)

El analisis cuantitativo de los extractos hexanicos se realiz6 mediante cromatografia
de gases acoplado con espectrometria de masas (CG-MS), para lo cual se utiliz6 un
cromatografo de gases Agilent Technologies 6850 equipado con columna capilar HP-
5MS (30 m x .25 mm). Las temperaturas empleadas para el analisis fueron: columna,
inyector y detector a 325, 250 y 290 °C respectivamente. El gas acarreador fue helio,
a una velocidad de flujo de 1 mL/min. La muestra se inyectdé manualmente y consistio
en 1 uL del extracto disuelto en hexano (1 mg de extracto en 200 uL de solvente). Las

areas de las sefales detectadas, que corresponden con los componentes de la



muestra, fueron reguladas por integracion electronica. La concentracion relativa de
los componentes individuales de la muestra se baso en el area de los picos de los
cromatogramas. Por otra parte, el analisis de masas se realizé en un espectrémetro
de masas Agilent Technologies 5975C. Las temperaturas de la columna y del inyector
fueron las mismas que las empleadas para el CG. Los espectros de masas se
registraron a 70 eV. Los componentes de los extractos se identificaron por
comparacion de los espectros de masas con la libreria interna de NIST08.L Mass
Spectral (Match > 90%).

4. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se evalué mediante los métodos DPPH (apéndice 4),
ABTS** (apéndice 5) y FRAP (apéndice 6) que consisten en reacciones de Oxido

reduccion, en las que los extractos reducen a los radicales mencionados.

Para estas pruebas, se evaluaron distintas concentraciones de los extractos, las
cuales se determinaron de acuerdo con la concentracion de fenoles totales de cada
uno de ellos. Para los extractos héxanico se evaluaron concentraciones de 100 a 700

pg/mL, para los acetonicos de 30 a 300 ug/mL y los metandlicos de 10 a 100 pg/mL.
4.1. Método de reduccion del radical DPPH

El método de reduccién del radical DPPH se realiz6 en placas 96 pozos donde se
adicionaron por triplicado 50 pL de los extractos a diferentes concentraciones y 150
pL de una solucion metandlica de DPPH (100 uM). Las placas se incubaron en la
oscuridad a 37 °C. Se ley0 la absorbancia a 515 nm y se determiné el porcentaje de
reduccion del DPPH. El estdndar de referencia fue quercetina y como control negativo
se incluyeron pozos con 200 pL de metanol. La actividad antioxidante se expreso en
porcentaje de reduccion del DPPH y se determind la concentracion antioxidante
media (CAso) (Murillo, 2006).

4.2. Método de reduccion del radical ABTS**

El radical ABTS** se obtuvo a partir de ABTS (7 mM/L) y persulfato de potasio (2.45
mM/L) en proporcion 1:1. La mezcla se dejo 16 horas, a temperatura ambiente y en
la obscuridad. La solucién se diluyo con metanol hasta obtener una absorbancia de
0.7, a 734 nm. Para la determinacién de la actividad antioxidante, se hicieron

reaccionar por triplicado 20 pL de diferentes concentraciones de cada extracto con
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180 pL de la soluciéon ABTS**. Después de 7 minutos de reaccion en la obscuridad se
leyé la absorbancia a 734 nm. Como estandar de referencia se uso Trolox. Finalmente
se calculo el porcentaje de reduccién del radical ABTS** y se determind la

concentracion antioxidante media (CAso) (Re et al., 1999).
4.3. Método de reduccion férrica FRAP

En tubos de ensaye se adicionaron por triplicado 300 pL de cada extracto, en
diferentes concentraciones, y 3700 uL de la mezcla de reaccion FRAP. Después de
10 min de incubacion, a temperatura ambiente, las placas se leyeron a 593 nm. La
absorbancia de las muestras se comparé con una curva estandar de trolox. Los
resultados fueron expresados como mg equivalentes de trolox por gramo de muestra
fresca (MgET/g) (Benzie y Strain, 1999).

5. Andlisis estadisticos

La significancia de los datos se determin6 mediante ANOVA unifactorial, tomando
como factor los extractos. La comparacion en el efecto antioxidante de los extractos
frente a los radicales empleados se analiz6 mediante ANOVA bifactorial (p < 0.05),
en este caso los factores fueron los extractos y los radicales.
La determinacion de la CAso de los extractos sobre los radicales empleados se realizo

mediante andlisis de regresion lineal, considerando una R? > 0.9.
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Resultados y analisis

1. Datos etnoboténicos de la especie de estudio

Cuadro 1. Datos generales de B. mexicana.

Familia

Nombre cientifico
Nombre comdn
Numero de registro
Parte utilizada
Forma de uso
Fecha de colecta

Lugar de colecta
Coordenadas

Altitud
Colector

Buseraceae

Beiselia mexicana Forman

Copal de piedra

IZTA 3218

Corteza

Infusién o agua de uso
Septiembre y Noviembre de 2016
Mpio. Aquila, “La Virgencita”
limites entre las localidades de
Ostula y Aquila, Michoacan.
18°36°52.97”N y 103°29°2.97”0
614 msnm

Héctor Cervantes Maya

2. Extraccion

En los rendimientos de los extractos se obtuvieron resultados distintos en las colectas

de ambas temporadas (P < 0.5). El mayor rendimiento se obtuvo para los extractos

metandlicos de ambas colectas: 60.00 y 25.48 g, para las colectas de la temporada

de lluvias y seca respectivamente, que corresponden con 20.69 y 9.62% (cuadro 2).

Los menores rendimientos fueron los obtenidos para el extracto acetdnico-tiuias y €l

del extracto hexanico-tseca.

Cuadro 2. Rendimiento de los extractos de B. mexicana

Colecta (temporada) Extracto (9) %
Hexanico 5.17 1.78
Lluvias Acetonico 0.74 0.25
Metandlico 60.00 20.69
Hexanico 4.28 1.62
Seca Acetonico 11.71 4.42
Metandlico 25.48 9.62

Los valores de rendimiento en gramos y porcentual se calcularon a partir de 290 y 265 g de corteza
seca y fragmentada, para las colectas de la temporada de lluvias (septiembre de 2016) y la
temporada seca (noviembre de 2016), respectivamente.
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3. Perfil fitoquimico de los extractos

3.1. Determinacion de polifenoles totales

En la evaluacion del contenido total de fenoles, los extractos con el mayor contenido
de fenoles fueron el acetdnico-tseca y €l metanodlico-tiwias, con 223.81 y 76.721 mg
equivalentes de acido galico por g de extracto (mg EAG/g) (cuadro 3), que
corresponden con 2238 y 7.67% de fenoles, respectivamente. Los datos
mencionados se obtuvieron a partir de la curva de calibracién de acido galico, la cual

mostré una R? de 0.99 (figura 3).

Cuadro 3. Determinacion de fenoles totales de los extractos de B. mexicana

Colecta Extracto Fenoles totales % Fenoles
(temporada) (mgEAG/g de extracto) °
Lluvias Hexéanico 1.81 +0.49 0.01
Acetbnico 43.14 +2.96 431
Metanolico 76.72 +0.66 7.67
Seca Hexanico 10.70 £2.48 1.07
Acetonico 223.81 +1.19 22.38
Metanolico 37.51 +0.82 3.75
1.2 - o
£ 1
3
~ 0.8
1]
=
=064
o g
c e
804 -
° y =10.121x + 0.0237
§ 0.2 - R2 = 0.9988
0 ./ T T T T T 1
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

Concentracion (ug/mL)

Figura 3. Curva de calibracion de &cido galico empleada para el calculo de
la concentracion de fenoles totales en los extractos. Valores promedio de tres
repeticiones.
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3.2. Cromatografia liquida de alta presion (por sus siglas en inglés: HPLC)

El analisis por HPLC-fase reversa permitié detectar compuestos similares en los
extractos acetonicos y metandlicos de ambas temporadas, sin embargo, estos se
encontraron en diferentes concentraciones (figura 4). Lo mencionado se pudo
constatar, ya que las sefales de los compuestos en los extractos se detectaron en
tiempos de retencidn similares que varian en abundancia, lo cual es evidente en el

eje Y de los cromatogramas, que indica las miliunidades (mU) de absorbancia.

Asi mismo, se detectaron siete compuestos en el extracto acetonico-tiuwias, Mmientras
qgue en el extracto acetonico-tseca fueron seis (cuadro 4). Por otra parte, para el
extracto metandlico-tiwias S€ observaron siete compuestos y cinco para el metanélico-

tseca (Cuadro 5).

Con respecto a la abundancia, los compuestos que se encontraron en mayor
proporcién fueron los nimeros 3 y 4, que corresponden con los extractos aceténico-
tiwvias Y acetonico-tseca respectivamente, con porcentajes de area de 40 y 29% (cuadro
4). Para los extractos metandlicos, los mas abundantes fueron el 2 y 4,
correspondientes a los extractos acetonico-tiuias Y acetonico-tseca respectivamente,

con porcentajes de area de 23.97% y 16% (cuadro 5).

Cuadro 4. Datos del HPLC-fase reversa correspondiente a los extractos acetonicos de la
colecta en temporada de seca y de lluvias

No. TR % Area A max (nm)
Lluvias Seca Lluvias Seca Lluvias Seca
1 2.38 2.449 9.09 28.421  222,280™ 288
2 2.48 2.668 10.29 9.918 224,282 286 ™
3 3.34 2.922 40.28 3.804 230, 280 P 228,288
4 3.76 3.217 9.13 29.339 228,280™ 216, 230, 290 v
5 4.309 3.539 16.59 22.337 230,278,310V 230,290
6 4.73 4.188 6.25 6.045 230, 278, 312V 232, 290"
7 7.59 1.89 216, 266, 304 IV

TR: tiempo de retencion; A max: absorbancia maxima; fp: Fenilpropaniode; flv: Flavonoide
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Cuadro 5. Datos de HPLC-fase reversa (A = 280 nm) correspondiente a los extractos
metanolicos de la colecta en temporada de seca y de lluvias.

No. TR % Area A max (nm)
Lluvias Seca Lluvias Seca Lluvias Seca
1 2.37 2.376 16.41 0.2725 280 216,282
2 2.46 2.617 23.97 15.188 280 286
3 3.27 3.204 17.73 0.2722 230,280 230,290
4 3.46 3.52 16.10 16.828 228,280 230290
5 4.33 4.185 5.64 6.074 228, 278 290
6 4,72 - 9.12 - 232,280 -
7 6.66 - 11 - 226, 280

TR: tiempo de retencidon; A max: absorbancia maxima; fp: Fenilpropaniode; flv: Flavonoide

mUA.
500 |

400 |

Extractos
acetonicos 300

2007

tlluvias

100 7 tseca

2 4 6 8 10 12 14 min

Extractos mUA,
metnoélicos

800

6007
4001
2001 tIIuvias
tseca
0 1 T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 min

Figura 4. Comparacion HPLC-fase reversa de los extractos acetonicos y metandlicos
en la temporada de Iluvias y seca (ODS, A=280 nm).
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En cuanto a la composicién quimica de los extractos, de los compuestos detectados
en el extracto acetonico-tiwias €l 24.73% corresponde a flavonoides, mientras que el
75.27% corresponden fenilpropanoides (figura 5a), en el caso del extracto acetonico-
tseca UN 29% de la composicion corresponde a flavonoides y 71% son fenilpropanoides
(figura 5b).

En el caso de los extractos metandlicos de ambas temporadas el 100% de su

composicion corresponde con fenilpropanoides (figura 5¢ y 5d).

a) Extracto acetonico t;,,;,, c) Extracto metandlico t;,

b) Extracto aceténico t,,,, d) Extracto metandlico t,,,,

[ Fenilpropanoides [ Flavonoides

Figura 5. Comparacion del perfil de compuestos fendlicos en los extractos de B. mexicana.
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3.3. Cromatografia de gases acoplado con espectrometria de masas (CG-MS)

En el andlisis de la composicion quimica de los extractos hexanicos, se identificaron
seis compuestos para el extracto hexanico-tiuwias, de los cuales destaca el oximax-N-
2-trifluorometil-fenil-piridina-3-carboxamida, con 2.57% de abundancia (cuadro 6 y
anexo 1), el resto de los compuestos son hidrocarburos saturados, tales como

tetradecano, hexadecano, octadecno y eicosano.

Para el extracto hexanico-tseca Se identificaron tres compuestos, de los cuales el acido
metil-éster-cis-13-octadecendico presento el mayor porcentaje de abundancia, con
0.98% (cuadro 6 y anexo 1), los dos compuestos restantes fueron identificados como

acido palmitico y &cido linoléico.

Cuadro 6. Datos obtenidos por cromatografia de gases acoplado con espectrometria de
masas (CG-MS) de los extractos hexanicos.

Colecta Abundancia
(Temporada) No. TR (%) Compuesto
Lluvias 1 10.529 0.26 tetradecano
2 12.274 0.62 hexadecano
3 13.826 0.46 octadecano
4 15.231 0.32 eicosano
5 21.531 2.57 oximax-N-2-trifluorometil-fenil-piridina-3-
carboxamida
Seca 1 14.737 0.81 acido palmitico
2 15.898 0.52 acido linoléico
3 15.924 0.98 acido metil-éster-cis-13-octadecenoico

TR: tiempo de retencion (min).

16



4. Actividad antioxidante
4.1. Método de reduccion del radical DPPH

Los extractos acetonicos y metandlicos mostraron efecto antioxidante al reducir el
radical DPPH con valores de CAso menores a 200 pg/mL. Los que presentaron mayor
actividad fueron los metandlicos de ambas colectas y el acetonico-tseca, cON valores
menores de 47.22, 28.35 y 21.01 pg/mL respectivamente (cuadro 7 y figura 6). Los
extractos que mostraron mayor porcentaje de reduccion del radical fueron el
acetonico-tseca Y €l metandlico-tseca con 98 y 90%, en las concentraciones de 60 y 80

pg/mL respectivamente (Figura 6b y c)

Por otra parte, los extractos hexanicos unicamente redujeron al radical DPPH un 30%
con las concentraciones evaluadas (70 a 700 pug/mL) (figura 6a), por lo que la CAso,
calculada mediante el modelo de regresion lineal, fue muy alta en comparacién con

los valores obtenidos con los demas extractos.

Cabe mencionar que los extractos mostraron diferencias significativas en la actividad
antioxidante con respecto al estandar de referencia (quercetina), del que se determin6
una CAso de 5.3 pg/mL, este valor es menor comparado con los obtenidos para los
extractos de B. mexicana (P < 0.5).

Cuadro 7. Actividad antioxidante de los extractos de B. mexicana sobre el radical DPPH

Colecta (temporada) deﬁiﬁ;gﬁzia Extracto CAso (ng/mL)

Quercetina 5.30

Lluvias Hexanico 3349.44

Acetonico 148.75
Metanélico 47.22

Seca Hexanico 2921.51
Acetobnico 21.01
Metanélico 28.35
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Figura 6. Comparacion del efecto antioxidante de los extractos de B. mexicana,
de ambas colectas, sobre el radical DPPH.
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4.2. Método de reduccioén del radical ABTS**

La prueba solo fue realizada para los extractos acetonicos y metandlicos debido a la
baja capacidad antioxidante mostrada por los extractos hexanicos. Los resultados de
esta prueba se muestran en el cuadro 8 y en la figura 7, donde se observa que los
extractos metandlicos de ambas colectas mostraron mayor actividad antioxidante, al
reducir el 50% del radical ABTS** en concentraciones menores (tiuwias CAso = 151.80
pg/mL; tseca CAso = 158.65 pg/mL), en comparacion con los extractos acetonicos, los

cuales mostraron valores de CAso mayores a 250 pg/mL.

Los extractos mostraron diferencias significativas en la actividad antioxidante con
respecto al trolox (P<0.5), empleado como estandar de referencia, del que se obtuvo
un valor de CAso de 5.3 pg/mL, este valor es menor comparado con los obtenidos

para los extractos de B. mexicana.

Cuadro 8. Actividad antioxidante de los extractos de B. mexicana sobre el radical ABTS®**

Colecta Estandar de Extracto CAso (ng/mL)
(temporada) referencia
Quercetina 5.20
Lluvias Acetdnico 280.55
Metandlico 151.80
Seca Acetbnico 254.84
Metandlico 158.65
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Figura 7. Comparacion del efecto antioxidante de los extractos a) acetonicos
y b) metanélicos de ambas colectas de B. mexicana, sobre el radical ABTS®".
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4.3. Método de reduccion férrica FRAP

Para la prueba de reducciéon del ion férrico (FRAP) los extractos de B. mexicana
obtenidos de ambas colectas mostraron valores similares (cuadro 9). Los que
presentaron mayor capacidad de reduccion férrica fueron los metandlicos, con valores
de 110.42 y 117.68 mgET/g, que corresponden con 11.0 y 11.8% de reduccién para

las colectas tiuvias Y tseca respectivamente.

Cuadro 9. Actividad antioxidante de los extractos de B. mexicana sobre el i6n férrico

Colecta (Temporada) Extracto mgET/g % de reduccion
férrica

Lluvias Hexanico 18.34 +0.06 1.83
Acetdnico 63.46 +0.19 6.34

Metanolico 110.42 +8.55 11.0

Seca Hexanico 10.06 +0.28 1.00
Acetdnico 76.60 + 6.74 7.66

Metandlico 106.09 + 3.04 10.6

mgET/g: mg equivalentes de Trolox por gramo de extracto.
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Discusion

La especie Beiselia mexicana tiene importancia etnobotanica y econémica para la
poblacibn humana en la que se encuentra. En el presente trabajo se evalud la
actividad antioxidante de los extractos de la especie colectada en diferentes épocas
del afo, los resultados mostraron diferencias notables, lo que permite evidenciar que

los extractos metandlicos son productos de uso potencial como agentes

antioxidantes, como se detalla a continuacion.

Respecto a los rendimientos, los extractos metandlicos mostraron mayor rendimiento,
en comparacién con los acetdnicos y hexanicos (cuadro 2), lo que indica que la
especie presenta una alta proporcion de compuestos polares. En cuanto al contenido
de compuestos fendlicos en los extractos, se obtuvo que la concentracion de este
grupo de metabolitos secundarios en la corteza de B. mexicana presentd una alta
variacion, que fue desde 1.81 hasta 223.81 mgEAG/g de extracto, y que los extractos
acetonicos y metanolicos mostraron mayor concentracion de fenoles, en comparacion

con los hexanicos.

La mayor concentracién de compuestos fendlicos la presentd el extracto acetonico-
tseca, cON 223.81 MgEAG/(g, seguido del extracto metandlico-tseca con 37.51 mMgEAG/g.
Los resultados obtenidos son diferentes, en comparacion con lo mencionado por otros
autores, quienes han reportado mayor concentracion de compuestos fendélicos en los
extractos metanolicos, como lo es el trabajo de Prabhakar y colaboradores, en el
2017, quienes trabajaron con tallos de Bursera penicillata y reportaron una cifra de

174.9 mgEAG/g para el extracto metandlico.

De igual forma, se observaron diferencias en las concentraciones de compuestos
fendlicos entre las distintas temporadas de colecta, ya que se obtuvo mayor
concentracion en los extractos de las muestras colectadas durante la temporada seca.
Las diferencias mencionadas pueden atribuirse a los factores biéticos y abioticos con
los que interactua la planta. Respecto a lo mencionado, Gracia, en el 2009, reporto
gue durante la temporada seca las especies vegetales sintetizan una mayor cantidad
compuestos fendlicos, como los flavonoides, los cuales son importantes para el
desarrollo y buen funcionamiento de las plantas al protegerlas contra agentes
agresores externos del medio en el que se desarrollan, como la radiacion UV, los

microorganismos y animales herbivoros. En este caso, al existir condiciones mas
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agresivas para la especie durante la temporada de seca, esta podria verse en la
necesidad de generar una mayor cantidad de fenoles para ayudarse a resistir los

diversos agentes externos.

En los andlisis por HPLC se pudo observar la presencia de grupos fendlicos en los
extractos acetonicos y metandlicos obtenidos de la corteza de B. mexicana.
Especificamente, en los extractos acetdnicos se detectaron flavonoides y
fenilpropanoides, en comparacion con los metanolicos, en los cuales Unicamente se
detectaron fenilpropanoides. Las proporciones de los grupos de fenoles mencionados
fueron muy similares para los extractos obtenidos de la corteza colectada en ambas
temporadas (29% flavonoides y 71% fenilpropanoides en el extracto acetonico-tseca y
24.73% flavonoides y 75.27% fenilpropanoides en el extracto acetonico-tiuvias; 100%
fenilpropanoides en ambos extractos metandlicos), lo que sugiere que la sintesis de
estos grupos de metabolitos secundarios no se ve afectada por los factores abioticos
con los que interactla la especie, sin embargo, la estructura quimica de los
flavonoides y fenilpropanoides en los extractos si puede ser diferente, lo que se
evidencia por los resultados obtenidos de la actividad antioxidante, ya que el extracto
acetonico-tseca fue el que mostrd la mayor actividad antioxidante (CAso = 21.01 ug/mL
para el radical DPPH). La alta concentracion de fenoles totales en los extractos
acetonicos y metandlicos sugieren, en primera instancia, el potencial antioxidante que

se puede esperar de los extractos obtenidos de la corteza de B. mexicana.

De acuerdo con los resultados de la cromatografia de gases, realizada a los extractos
hexanicos, seis compuestos fueron identificados en el extracto hexanico-tiuias Yy tres
en el extracto hexanico-tseca (cuadro 6). Los compuestos encontrados fueron, en gran
parte, hidrocarburos saturados en el extracto hexanico-tiwias Y acidos organicos en el
hexanico-tseca. En este sentido, la baja concentracion de fenoles en los extractos
mencionados explica el bajo poder antioxidante presentado en las pruebas
realizadas, ya que los compuestos fendlicos representan uno de los principales
grupos de metabolitos secundarios cuya concentracidbn se correlaciona con la

capacidad antioxidante que tienen las especies vegetales (Kuskoski et al., 2005).

En el caso particular de las especies del género Bursera, se han reportado
principalmente grupos de fenoles como fenilpropanoides y flavonoides (Bah et al.,

2014), a los cuales se les atribuye la actividad antioxidante, sin embargo, es

23



importante mencionar que pueden presentarse interacciones antagonistas o
sinergistas entre compuestos fendlicos y otros grupos de metabolitos secundarios,

gue pueden potenciar o inhibir la actividad antioxidante (Guevara et al, 2017).

En el presente trabajo el efecto antioxidante de los extractos fue evaluada por tres
métodos, debido a que los compuestos antioxidantes pueden actuar por multiples
mecanismos, dependiendo del sistema de reaccion o el tipo de radicales libres que
se forman en los sistemas bioldgicos (Palomino et al., 2009). Los extractos acetdnicos
y metanolicos mostraron actividad antioxidante con valores de CAso menores a 200
pHg/mL, lo que sugiere que son buenos agentes antioxidantes, de acuerdo con lo
reportado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas

en inglés) (Gardziella et al., 2000).

En la prueba de reduccion del radical DPPH, la mayor actividad antioxidante se
observo en el extracto acetonico-tseca, que de igual manera fue el que presentd mayor
contenido de fenoles totales, lo que hace evidente la relacién existente entre el
contenido de fenoles y la actividad antioxidante. Sin embargo, en las pruebas de la
actividad de los extractos frente al radical ABTS*" y con el reactivo FRAP, los
extractos metandlicos presentaron mayor poder antioxidante en comparacién con los

acetonicos.

La diferencia en la actividad antioxidante de los extractos frente a los radicales DPPH
y ABTS** se puede deber a que el radical DPPH es mas selectivo que el radical
ABTS** y, a diferencia de este Uultimo, no reacciona con los flavonoides carentes de
grupos hidroxilo en el anillo B, ni con acidos aromaticos que contengan un solo grupo
hidroxilo (Palomino et al., 2009), de esta forma la reactividad de los compuestos

presentes en los extractos aportan informacion relevante sobre su naturaleza quimica.

En el caso de los extractos hexanicos, éstos presentaron valores de CAso de 3349.44
y 2921.51, para los extractos tiwias Y tseca respectivamente frente al radical DPPH,
estos valores son muy superiores a los que se requieren para que los extractos
puedan considerarse buenos antioxidantes, lo que permite afirmar que los extractos
hexanicos no poseen actividad antioxidante. Ademas, el contenido de fenoles totales
en los extractos hexanicos fue muy bajo en comparacion con los metandlicos y
acetonicos, lo que evidencia la relacion entre el contenido de fenoles y la actividad

antioxidante en los extractos vegetales.
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Los resultados del presente trabajo concuerdan con Moustapha y colaboradores,
guienes en el 2014 reportaron que el extracto hexanico, obtenido de la corteza de
Bursera simaruba, produjo un poder reductor insignificante para los ensayos DPPH,
ABTS*"y FRAP.

Por otra parte, los extractos metandlicos y aceténicos presentaron una mayor
actividad antioxidante en las pruebas DPPH y ABTS**, en comparacién con lo
reportado por otros autores, como Prabhakar et al., quienes en el 2017 reportaron
gue el extracto etandlico de Bursera penicillata mostr6 valores de CAso de 131.75 y
149.34 pg/mL, frente a los radicales DPPH y ABTS** respectivamente. En su estudio
mencionaron que el extracto metandlico mostré el mayor poder antioxidante de los

extractos que evaluaron.

A diferencia de lo mencionado, en el presente estudio los valores mas altos de CAso
fueron los obtenidos por los extractos acetonico-tseca (21.01 ug/mL) y metandlico-tseca
(28.35 pg/mL). Los resultados reportados por Prabhakar et al y los obtenidos en el
presente estudio muestran que los extractos acetdnico y metandlico de B. mexicana
poseen mayor actividad antioxidante, en comparacién con otras especies del género
Bursera, lo que permite sugerir que la especie tiene importancia medicinal confirmada

y que puede ser usada como antioxidante.

Estos resultados indican que el uso de los extractos de la corteza de B. mexicana
puede ayudar a generar medicamentos, con el fin de reducir los radicales producidos
en las células y generados por las reacciones propias del metabolismo en las que
interviene el oxigeno molecular y trazas de iones metalicos, tales como Fe*3y Cu*?,
gue atacan los dobles enlaces de acidos grasos poliinsaturados, dando como
consecuencia la produccion de diferentes radicales (Gonzalez, 2006). Un ejemplo de
esto es la peroxidacion de lipidos de las membranas biologicas, proceso conocido
como lipoperoxidacion, que tiene como producto final al malondialdehido. La toxicidad
de este producto se debe a su alta reactividad con proteinas y ADN para formar
productos modificados de bases nitrogenadas como la pirimidopurinona, que es

altamente mutagénica y carcinogénica (Gutiérrez et al., 2014).

Los resultados contribuyen con informacion relevante que amplia el conocimiento de
las propiedades medicinales de B. mexicana que permite evidenciar el efecto

antioxidante de la especie al interaccionar con diferentes condiciones ambientales. La
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evaluacion de la actividad antioxidante de la especie abre un parteaguas para la
investigacion dirigida a la obtencion de productos del metabolismo secundario con
propiedades antioxidantes en la especie, lo que es de importancia debido a la
problemética mundial que representan las enfermedades causadas por estrés
oxidativo, como el cancer de la que se ha reportado un aumento en la incidencia de

casos, tanto en México como en el mundo.
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Conclusiones

Los extractos Beiselia mexicana posee actividad antioxidante.
Los extractos con mayor rendimiento fueron los metandlicos.

El extracto acetonico-tseca mostrd el mayor contenido de fenoles totales (22.38%),
seguido de los metandlicos de ambas colectas (7.67 y 3.75% para tiwias Y tseca

respectivamente).

Las proporciones de los grupos de fenoles en los extractos fueron muy similares
para los extractos obtenidos de la corteza colectada en ambas temporadas.

Los fenoles en los extractos acetdnicos son fenilporpanoides y flavonoides; en los

extractos metandlicos son Unicamente fenilpropanoides.

El extracto hexanico-tiwias €Std constituido principalmente por hidrocarburos

saturados; el hexanico-tseca contiene principalmente &cidos organicos.

Los extractos acetdnico-tseca Y metanolico-tiwias presentaron la mayor actividad

antioxidante frente al radical DPPH.

Los extractos metandlicos de ambas colectas mostraron mayor actividad

antioxidante frente al radical ABTS** y mayor poder reductor frente al iobn Fe*3.

La concentracién de compuestos fendlicos en los extractos mostré una relacion
directa con la actividad antioxidante, ya que el extracto aceténico-tseca presento la

mayor capacidad antioxidante y el mayor contenido de fenoles totales.

Los resultados confirman el efecto antioxidante de B. mexicana y sugieren la
posibilidad de utilizarla en el tratamiento de enfermedades causadas por estrés

oxidativo.
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Apéndice 1

Descripcion botanica de B. mexicana

B. mexicana es un arbol resinifero de 8 a 10 m de alto, posee un tronco de hasta 1 m
de diametro, de corteza coriacea y coloracion rojiza a marron oscuro, armada
lateralmente con protuberancias puntiagudas en la base de los peciolos, estos ultimos
poseen un largo de 7mm aproximadamente, los cuales persisten a la caida de hojas.
La corteza vieja se torna de color gris, las hojas son estipuladas, imparipinnadas y
deciduas; la hoja terminal presenta un peciolo que es mas extendido
dorsoventralmente en la base, las hojas laterales son sésiles y con margenes
dentados (Forman et al., 1989).

La planta es dioica con inflorescencia axilar, pseudorracemosa, presenta flores
masculinas cimosas compuestas de 1-3 fasciculos, y flores femeninas a lo largo del
eje (Forman et al., 1989) (figura 7). El fruto es dehiscente, presenta un exocarpo
delgado con abundantes tricomas
glandulares 'y 11-13 lineas de
dehiscencia, cuando el fruto madura las
lineas de dehiscencia se abren dejando
ver de 10 a 12 pirenos separados por
tabiques mesocarpicos, al centro del fruto
se observa una columnela amplia (Forman
et al., 1989 y Ramos-Ordofiez et al.,
2015). El embrion es recto, de color
blanco, los cotiledones son planos y
enteros. La germinacién es epigea, el
hipocotilo es elongado y las primeras

hojas son simples (Forman et al.,1989)

Figura 7. B. mexicana. A: inflorescencia
masculina. B: flor masculina. C y E: flor
femenina. D: inflorescencia femenina.
F: seccion transversal del ovario. G, H, I, J:
estructuras del fruto. (Forman et al. 1989;
dibujo de C. Grey-Wilson; citado en Daly et
al., 2010).
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Apéndice 2

Método de maceracion (Dominguez, 1973)

El método de maceracion consiste en la obtencion del extracto con solventes
organicos a partir del material vegetal. Para ello se coloca el material vegetal seco y
pulverizado en un matraz y se agrega el solvente apropiado, de acuerdo con el
extracto que se desea obtener (hexano, acetona, metanol, etcétera).

Se deja reposar durante24 horas, se filtra el extracto y se evapora el exceso de
solvente a presion reducida. La extraccion se realiza cuantas veces sea necesario
para obtener el maximo rendimiento. Finalmente se permite que el solvente se
evapore totalmente, el extracto se pesa y con ello se determina el rendimiento del

extracto, expresandolo en gramos y en porcentaje.
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Apéndice 3

Método de Folin-Ciucalteu (Singleton y Rossi, 1965)

El método de Folin-Ciucalteu se utiliza para determinar los fenoles totales en una
muestra organica. El reactivo de Folin-Ciucalteu tiene una coloracion amarilla que, en
presencia de un fenol, se torna azul. La intensidad del color azul se mide
espectrofotométricamente a 760 nm. Los resultados se expresan como mg
equivalentes de acido galico, que es utilizado como estandar de referencia. En el
presente trabajo el método se llevé a cabo de la siguiente manera: se preparé una
curva de calibracion con acido gélico, a partir de una solucion estandar con una
concentracion de 0.2 mg/mL, se tomaron las alicuotas correspondientes para obtener
diferentes concentraciones de acido galico (0, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.10 y 0.12
mg/mL) para un volumen final de 1 mL. Para el andlisis de fenoles totales en los
extractos, se prepararon soluciones estandar de cada muestra con una concentracion
de 0.2 mg/mL. Se coloco una alicuota de 300 puL de cada muestra en tubos de ensayo
con 1800 pL de agua destilada, posteriormente se adicionaron 150 pL del reactivo de
Folin-Ciocalteu a cada tubo. Después de cinco minutos de incubacion, se afadieron
450 pL de una solucion de Na2COs (200 g/L) y agua, hasta completar un volumen de
3000 pL. Los tubos se incubaron durante dos horas a temperatura ambiente. Cada
concentracion se determind por triplicado. Después del tiempo de reaccion, se
determind la absorbancia a 760 nm y se graficé la concentracion contra la
absorbancia. Para obtener la curva patron de acido galico, se realizé un analisis de
regresion lineal y se interpol6 la absorbancia de las muestras a evaluar. Los
resultados se expresaron como miligramos equivalentes de acido galico por gramo

de extracto seco.
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Apéndice 4

Método de reduccion del radical DPPH (Método modificado de Murillo, 2006)

El método de reduccién del radical DPPH se utiliza para evaluar la actividad
antioxidante de las sustancias de interés (compuestos 0 extractos) y consiste en una
reaccion de oxido-reduccion en la que el radical DPPH se reduce al aceptar un
electron de la sustancia antioxidante. La reaccion puede observarse por el cambio de
color, de \violeta intenso a amarillo claro, que puede medirse
espectrofotométricamente a 515 nm.

En el presente trabajo el procedimiento fue el siguiente: en una placa de 96 pozos se
adicionaron por triplicado 50 ul de los extractos a diferentes concentraciones, a cada
pozo se adicionaron 150 pyLde una solucion metandlica de DPPH cuya concentracion
final fue de 100 uM. La placa se incubd en la oscuridad y se mantuvo en agitacion
constante durante 30 min a 37 °C. Una vez transcurrido el tiempo, se leyo la
absorbancia a 515 nm en un lector de ELISA. Se determin6 el porcentaje de
decoloracion del DPPH, correspondiente con el porcentaje de reduccion. Como
estandar de referencia se utilizd quercetina (2 a 20 pyg/mL) y como blanco se
incluyeron pozos con 200 uLde metanol. La actividad antioxidante sobre el DPPH se
expresd como porcentaje de reduccion y se calculd con la siguiente formula:

% de reduccion= (C-E/C) * 100

Donde: C = Absorbancia del DPPH; E = Absorbancia de los pozos con extractos

(Mezcla DPPH + compuesto problema).
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Apéndice 5
Reaccion con el radical 2,2'-azino-bis (3-etil benzotiazolin- 6- sulfonato de
amonio (ABTS**) (Método modificado de Re et al., 1999)

La capacidad antioxidante de los extractos se evalla mediante la cuantificacion de la
decoloracion del radical cationico ABTS**, lo cual se debe a su reduccion al
interaccionar con moléculas donantes de hidrégeno o de electrones. El radical
cationico ABTS™ es un croméforo color verde-azulado, estable que absorbe a una
longitud de onda de 734 nm y se genera por una reaccion de oxidacion del ABTS

(2,2'-azino-bis- (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato de amonio) con persulfato de potasio.

El radical ABTS** se produce utilizando una mezcla de reaccién que contiene solucion
de ABTS (7 mM/L) y solucion de persulfato de potasio (2.45 mM/L) en agua destilada.
La solucion de trabajo se prepara mezclando las dos soluciones stock en cantidades
iguales y se deja 16 horas a temperatura ambiente en la obscuridad. La disolucion
ABTS** se diluye mezclando 1 mL de solucion ABTS** con 60 mL de metanol para
obtener una absorbancia de 0.7 + 0.02 unidades a 734 nm. En tubos de ensaye se
hacen reaccionar por triplicado 300 pL de la muestra de extracto o fraccion con 2700
pL de la solucion ABTS**. La mezcla resultante se agita y se permite su reaccion en
la obscuridad por 7 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se lee la absorbancia
de la mezcla de reaccion a 734 nm (se mide el cambio de absorbancia a 734 nm de
la soluciébn ABTS** cuando alcanza el estado estacionario). El Trolox se usa como
estandar de referencia el cual se prepara en metanol al 80% y se prepara bajo las
mismas condiciones del extracto. El porcentaje de reduccién del radical ABTS** se
calcula con la formula:

% reduccion = (Ac-Am)/Ac x 100

Donde: Ac = media aritmética de la absorbancia del control; Am = la media aritmética de la absorbancia

de la muestra.

Se reporta la CAso del compuesto antioxidante frente al radical ABTS*. La
disminucién de la coloracion es expresada como el porcentaje de reduccion de
ABTS**,
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Apéndice 6
Poder antioxidante de la reduccién férrica (FRAP por sus siglas en inglés)
(Método modificado de Benzie y Strain, 1996)

El método FRAP determina la capacidad antioxidante de forma indirecta. Se
fundamenta en la capacidad de los compuestos antioxidantes de donar un electron al
Fe3* (oxidado) para pasar a Fe?* (reducido). EI complejo férrico-2,4,6-tripiridil-s-
triazina (TPTZ) incoloro es reducido al complejo ferroso coloreado. Se trata de un
método espectrofotométrico ya que se mide la absorbancia del Fe?*. De tal manera
que cuanto mas antioxidante es la sustancia mayor es la reduccién y mayor es la

concentracion de Fe?* y es mas alta la sefial de absorbancia.

En este ensayo se preparan las siguientes soluciones:
a) 300 mM de amortiguador de acetato pH 3.6 (acetato de sodio trihidratado/acido
aceético glacial).
b) 10 mM TPTZ (2,4,6-tripiridol-s-triazina) en 40 mM de HCI
c) 20 mM FeCls

Procedimiento:

Las soluciones descritas se mezclan en una relacion a:b:c 10:1:1 (v/v/v) para obtener
la mezcla de reactivos FRAP, la cual debe mantenerse durante todo el proceso en un
bafio a 37 °C. En tubos de ensaye se adicionan por triplicado 300 pL de extracto (100
pMg/mL) y 2700 pL de la mezcla de reactivos (FRAP), el blanco consiste en 300 pL de
agua destilada y 2700 uL de reactivo FRAP. Los tubos se incuban 10 min a
temperatura ambiente y se lee a una absorbancia de 593 nm. La absorbancia final de
las muestras se compara con la una curva estandar de trolox. Los resultados se

expresan como mg equivalentes de trolox por gramo de extracto (mgET/Q).

33



Anexo 1

Cromatogramas (CG-MS)
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Figura 8. Cromotagrama obtenido del analisis por CG-MS a los extractos hexanicos. Colecta
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