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1. INTRODUCION
La relacién entre el estrés oxidativo y la salud humana, concretamente en la

patogenia de diversas enfermedades y trastornos, se ha convertido en un
problema grave y, como tal, ha atraido mucha atencion en la comunidad cientifica.
Bajo estrés, el cuerpo humano producird especies mas dafiinas, como especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) (p. ej. radicales anidnico
superéxido, radicales hidroxilo y peroxido de hidrogeno) antioxidantes
enzimaticos [p. ej. superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx) y
catalasa] y antioxidantes no enzimaticos [acido ascoérbico (vitamina C), a-
tocoferol (vitamina E), glutation, carotenoides y flavonoides], que inducen dafio
celular (Krishnaiah et al., 2011). Este efecto aumenta cuando no hay suficientes
antioxidantes para apagar estos radicales dafiinos, por lo tanto, la dieta humana
debe enriquecerse con este tipo de compuestos ya sea de origen artificial o

natural.

Las ROS desempefian un papel importante en el dafio oxidativo del
compartimento celular que conduce a la lesién celular y la apoptosis. Este
fenbmeno (ROS) también es responsable de diversas enfermedades cronicas
como la cardiopatia coronaria, la carcinogénesis y otros problemas de salud
relacionados con la edad avanzada. Las especies de ROS se forman como
productos intermedios y subproductos en el ciclo de produccion de energia en las
mitocondrias en las reacciones en cadena de transferencia de electrones y en el
reticulo endoplasmico, también tiene lugar en neutréfilos y macréfagos durante la
inflamacion y en otros procesos de actividades metabdlicas celulares normales.
Las ROS se producen en respuesta a las condiciones ambientales, como la
radiacion ultravioleta, el tabaquismo, el alcohol y/o las drogas (Hepel y Andreescu,
2015; Marnett 2000).

El estrés oxidativo causa diferentes enfermedades a través de cuatro pasos
criticos: peroxidacion de lipidos de la membrana, oxidacion de proteinas, dafio del
ADN vy alteracion en la reduccion de equivalentes de la célula; lo que conduce a la

destruccion celular y vias de sefializacion alteradas. El ADN es muy susceptible al
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dafio de los radicales libres como *OH, estos pueden reaccionar con el ADN
mediante la adicion o pérdida de &tomos de hidrégeno del resto de azlcar, de
igual forma causa la activacion de la enzima poli (ADP-ribosa) sintetasa que puede
conducir a la fragmentacion del ADN y la muerte celular programada. La
peroxidacion lipidica conduce a la generacion de una gran cantidad de
subproductos toxicos que pueden tener efectos en un sitio alejado del area de
generacion, actian como 'segundos mensajeros’, siendo perjudicial para el
funcionamiento de la célula. Las proteinas también son susceptibles directamente
a los radicales libres, dafiando muchos tipos de proteinas, interfiriendo con la
actividad enzimética y la funcién de la proteina estructural (Sen y Chakraborty,
2011).

Los antioxidantes son sustancias que retrasan, controlan o previenen el inicio y
propagacion de enfermedades degenerativas en el organismo y reducen el
proceso oxidativo (Shah et al.,, 2014). Los compuestos fendlicos inhiben la
reaccion en cadena de la oxidaciéon actuando como donantes de hidrégeno o
aceptores de radicales libres y generando radicales mas estables. Se considera
gue la reaccién de inhibicibn compite con el paso de propagacion de la oxidacién
de lipidos y produce productos estables que no iniciaran nuevos radicales libres ni
provocaran una oxidacion rapida a través de una reaccion en cadena (Shahidi y
Zhong, 2015).

Los antioxidantes naturales se derivan generalmente de fuentes vegetales y su
actividad varia segun la especie vegetal, la diversidad, los métodos de extraccion
y/o procesamiento y las condiciones de crecimiento. Los metabolitos secundarios
mas abundantes son los compuestos fendlicos, que potencian la actividad
antioxidante frente a los radicales libres y otras especies reactivas del oxigeno.
Las plantas estan expuestas a ambientes altamente oxidativos que inducen la
produccion de radicales, por ello han desarrollado un sistema antioxidante basado
en la sintesis de compuestos fendlicos como flavonoides, taninos y otros
metabolitos secundarios. Los flavonoides son un gran grupo de sustancias

polifendlicas tipo CsC3Cs de bajo peso molecular, donde en su gran mayoria
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contienen nudcleos de benzo-y-pirrol, aunque también existen los flavanos,
chalconas y auronas. Son una clase de metabolitos secundarios que cubren mas
de 10,000 estructuras reportadas hasta la fecha, siendo antioxidantes importantes,
especialmente debido a su alto potencial redox; esto les permite actuar como
agentes reductores, donantes de hidrégeno y extintores de oxigeno singlete. Los
flavonoides cumplen muchas funciones en las plantas, incluida la atraccion de
polinizadores, la regulacion del crecimiento, la homeostasis fotosintética vy
respiratoria, y la defensa quimica (Leopoldini et al. 2011; Agati et al. 2012; Singh
et al 2014; Zehiroglu y Ozturk Sarikaya, 2019, Smith y Banks, 1986).

En consecuencia, el aumento de la ingesta de antioxidantes en los seres
humanos a través de la dieta es una forma importante de minimizar dicho dafio
oxidativo. Se sabe que los antioxidantes sintéticos disponibles comercialmente
exhiben una toxicidad grave. Por lo tanto, hay esfuerzos para buscar
antioxidantes naturales, econémicos y efectivos (Ghaffari et al 2014). Se cree
que estos antioxidantes de origen vegetal tienen un mejor efecto biolégico que
los sintéticos, porgue los fitoconstituyentes son parte de las funciones fisiol6gicas
de la flora viva y, por lo tanto, tienen una mejor compatibilidad con el cuerpo

humano.

Existen diferentes especies originarias de América que presentan esta cualidad,
entre las que se pueden encontrar Hyptis suaveolens L. (Lamiaceae) e Ipomoea
batatas L. (Convolvulacea) que presentan un gran contenido de metabolitos
secundarios con actividad antioxidante. También se encuentra la planta
Cyclotrichium origanifolium (Lamiaceae) la cual no es originaria de América si no
de Turquia, que se tomd en consideracion por formar parte de la misma familia
que la primera mencionada, ya que, al no obtenerse la mayor informacion de
resultados por la limitacion de articulos en diferentes bases de datos, esta se

introdujo en el presente trabajo, para complementar el desarrollo del tema.



2. OBJETIVO GENERAL.
Describir y analizar los métodos sobre el poder antioxidante de los flavonoides

aislados de las especies Hyptis suaveolens L. (Lamiaceae), Ipomoea batatas L.

(Convolvulacea) y Cyclotrichium origanifolium (Lamiaceae).

3. OBJETIVOS PARTICULARES.
1. Realizar una revision documental profunda en las fuentes electrOnicas

disponibles.

2. Seleccionar los articulos donde se demuestre la evidencia sobre el poder

antioxidante de los flavonoides en las especies seleccionadas.

3. Analizar y ordenar la informacién de acuerdo con los métodos de evaluacién

antioxidante evaluado por los autores.

4. Lograr una mejor vision sobre el poder antioxidante que pueden llegar a
presentar estos flavonoides gracias al andlisis completo y profundo de los

resultados.

5. Integrar el manuscrito con el analisis de todos los datos colectados.



4. METODOLOGIA.
Para el cumplimiento de los objetivos planteados, la estrategia inicial consistio en

la busqueda de literatura que permitiera entender las bases tedricas sobre los
mecanismos de accion de los flavonoides (seccion 5) y los diferentes métodos de

evaluacion de actividad antioxidante (seccion 6).

Se continuo con la busqueda de articulos cientificos cuyo fin fuera demostrar el
poder antioxidante de los flavonoides encontrados en los géneros Hyptis, I[pomea

y Cyclotrichium, utilizando algunas fuentes de datos como:

Scopus
SciFinder
EBSCO
PubMed
JStor
ThePlantList

Trépicos

vV V. V V V VYV V

Después de la lectura de los documentos encontrados en las diferentes bases de
datos, se seleccionaron aquellos que demostraran las propiedades antioxidantes
de las plantas seleccionadas (seccién 7) en donde se organizan las tres especies

estudiadas.

En la seccidén 8 se presentan los resultados sobre la actividad bioldgica reportada
en las publicaciones seleccionadas para finalmente poder discutir y concluir

(secciones 9y 10).



5. MECANISMO DE ACCION DE LOS FLAVONOIDES
Muchos tipos de antioxidantes con diferentes funciones desempefian su papel en

la red de defensa in vivo. Pueden actuar como captadores de radicales libres,
extintores de oxigeno singulete, inactivadores de peroxidos y otros ROS,
guelantes de iones metalicos, extintores de productos de oxidacién secundaria e
inhibidores de enzimas pro-oxidativas. Es muy importante conocer sus
mecanismos funcionales. Se ha prestado mucha atencién a los mecanismos de
los antioxidantes fendlicos, por lo que se han logrado avances significativos en la
comprension de los mecanismos moleculares que sustentan los efectos
quimiopreventivos de los polifenoles. Muchos compuestos fendlicos y aminas
aromaticas actian como antioxidantes captadores de radicales libres. El potencial
de captacion de radicales libres de los compuestos polifendlicos parece depender
del patron (tanto en nimero como en ubicacion) de los grupos OH libres en el
esqueleto flavonoide. Los polifenoles funcionan eliminando los radicales libres
activos antes de que ataquen moléculas biolégicamente esenciales mediante la
donacién de un atomo de hidréogeno (Figura 1) o un electron (Figura 2) seguido
de la transferencia de protones para dar un compuesto estable y un radical

derivado de antioxidantes (He et al., 2012).

Los flavonoides se encuentran entre los antioxidantes dietéticos mas poderosos,
debido a la eliminacion directa de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno, la
quelacion de metales con actividad redox, la inhibicién de enzimas generadoras de

radicales y la induccién de la expresion de genes antioxidantes enddgenos.



Figura 1 Mecanismo de transferencia directa de hidrogeno (Gark, 2020)
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Figura 2 Mecanismo de transferencia directa de electrones (Gark, 2020)

Desde el punto de vista estructural, los flavonoides consisten en un anillo de
benceno (A) condensado con un anillo heterociclico (C) y un anillo de fenilo (B)
unido al atomo de carbono C2 (Figura 3). Segun las isomerizaciones y los grupos
funcionales se clasifican en chalconas, flavonas, flavonol, flavano, flavanoles,
antocianidinas, flavadioles, antocianidinas, auronas. Si el esqueleto sufre

modificaciones se tiene los derivados isoflavonoide y neoflavonoide.



Figura 3 Esquema de numeracion de los atomos de carbono del nucleo flavano
(Biela et al., 2020)

La actividad de captacion de radicales de los flavonoides esta relacionada
principalmente con el anillo B. Por lo tanto, el nUmero y las posiciones de los
grupos OH ubicados en este anillo juegan un papel crucial. Los compuestos con
un grupo OH en el anillo B son antioxidantes menos potentes, especialmente si la
molécula de flavonoide no muestra la conjugacion con el anillo C o si la flavona
carece de grupo OH en el &omo C3 (Pannala et al., 2001). El tercer grupo OH en
el anillo B (estructura de pirogalol) también puede contribuir a muy buenas
propiedades antioxidantes de los flavonoides (Husain et al., 1987; Lucarini et al.,
2002; Pérez-Gonzalez et al., 2012; Rice-Evans et al., 1996). EI numero total de
grupos OH en una molécula de flavonoide también afecta la actividad antioxidante
de los flavonoides, porque los grupos OH presentes en los anillos A (5-OH, 7-OH)
y C (3-OH), también contribuyen a la actividad captadora de radicales observada
experimentalmente) (Rice-Evans et al.,, 1996). La actividad de los flavonoides
individuales (0 mas generalmente, los antioxidantes fendlicos) no depende
anicamente de su estructura, pero puede verse considerablemente afectada por el
medio ambiente, el tipo de radical eliminado y la cinética de reaccion de un
proceso en particular (Amic et al., 2017; Caicedo et al., 2014; Craft et al., 2012; Di
Meo et al., 2013; Galano et al., 2016; Pérez-Gonzélez et al., 2012; Prochazkova et
al., 2011; Rice-Evans et al., 1996).

Los diferentes anillos del flavonoide presentan propiedades funcionales variadas

en relacion con la antioxidacion. La ubicacion del hidroxilo del anillo B es el
8



determinante mas significativo de la eliminacion de ROS, mientras que la
sustitucion de los anillos A y C tiene poco impacto en las constantes de velocidad

de eliminacién de radicales anionicos superoxido.

El anillo B del flavonoide es el mas activo en la propiedad antioxidante en
comparacion con el anilo A y C. Sus grupos hidroxilo son atacados
preferentemente para abstraer el hidrégeno o la transferencia de electrones (Wolfe
y Liu 2008). El anillo B actia como un donante de protones, lo que se atribuye
significativamente a su actividad. También permite la formacion de un radical
relativamente estable mediante la deslocalizacion de electrones entre los grupos
funcionales. Se ha descubierto que el grupo catecol (orto dihidroxi) del anillo B
tiene una importante actividad antioxidante. Esté involucrado en la abstraccion de
hidrogeno y la quelacion de iones metalicos (Leopoldini et al. 2006).

Las principales caracteristicas estructurales de los flavonoides necesarios para la
eliminacién eficaz de radicales se pueden resumir de la siguiente manera (Bors et
al., 1990; Croft, 2006):

a) Una estructura orto- dihidroxi (catecol) en el anillo B, para la deslocalizacion

de electrones (Figura 4).

Figura 4 Estructura orto- dihidroxi (catecol) en el anillo B (Croft, 2006)



b) El doble enlace 2,3 en conjugacion con una funcién 4-oxo en el anillo C

proporciona la deslocalizacion electrénica del anillo B (Figura 5).

Figura 5 2,3-Doble enlace en conjugacion con una funcion 4-oxo en el anillo C
(Croft, 2006)

c) Los grupos hidroxilo en las posiciones 3 y 5 proporcionan enlaces de

hidrégeno al grupo oxo (Figura 6).

Figura 6 Grupos hidroxilo en las posiciones 3 y 5 (Croft, 2006)

Los iones de metales de transicion bivalentes, Fe?* en particular, pueden catalizar
procesos oxidativos, lo que lleva a la formacién de radicales hidroxilo y pueden
descomponer hidroper6xidos mediante reacciones de Fenton y los radicales
lipidicos a través de la descomposicion de hidroperoxidos lipidicos preformados.
Junto con la captacion de radicales libres, los polifenoles pueden atrapar metales y

10



evitar que participen en las reacciones que generan radicales libres; La quelacion
de estos metales puede reducir eficazmente la oxidacién (Figura 7) (He et al.,
2012).

En general, se asume que la capacidad de los flavonoides para quelar el Fe** es
muy importante para su actividad antioxidante, ya que puede ocurrir una
"eliminacién especifica del sitio" (Haenen, 1993). Esto significa que si el Fe?'
todavia es cataliticamente activo, los radicales se forman en las proximidades del
flavonoide, que rodea al Fe?, y se pueden eliminar inmediatamente. En ese caso,
el flavonoide tendria una doble accion sinérgica, lo que lo convertiria en un

antioxidante extremadamente poderoso (van Acker, 1998).

Figura 7 Mecanismo de quelacién de metales de transicion (He et al., 2012).

En la mayoria de los casos los flavonoides que presentan un grupo catecol en el
anillo B, un OH en posicion 3 (el cual puede actuar como un sitio de quelacion o
ser también oxidado) y un doble enlace entre los carbonos 2 y 3 se muestran mas
activos. Cuanto menor es el numero de grupos OH, menor es la probabilidad de
pérdida de hidrégeno y menor la probabilidad de oxidacién del flavonoide y

reduccion del metal (Pérez y Martinez, 2001).

La oxidacién inducida por Fenton es fuertemente inhibida por flavonoides con
arreglos 3 ', 4'-catecol, 4-oxo y 5-OH. Pueden formarse complejos quelantes con

cationes divalentes entre el grupo 5-OH y 4-oxo, o entre el 3'- y 4'-OH. En virtud
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tanto de las propiedades quelantes de metales como de la capacidad de captacion
de radicales, los flavonoides polihidroxilados pueden ofrecer un beneficio
considerable como inhibidores de la reaccion de Fenton in vivo (Cheng y Breen,
2000; Heim et al., 2002)

La inhibicién sobre determinadas oxidasas representa otro de los mecanismos a
través de los cuales los flavonoides ejercen sus actividades antioxidantes. Los
flavonoides inhiben las enzimas responsables de la produccion de superéxido
(O2.), como la xantina oxidasa y la proteina quinasa C. La NADPH oxidasa es un
sistema asociado a la membrana que cataliza la produccion de O ,.” en neutréfilos
activados. El mecanismo de su activacion incluye la interaccion de un agonista con
un receptor especifico en la membrana de los neutrofilos, activaciéon de la
fosfolipasa C con la posterior formacion de segundos mensajeros, que activan la
proteina quinasa C. Esta enzima fosforila la subunidad p47phox de la NADPH
oxidasa, un componente clave de esta enzima, y por tanto provoca la activacion
del estallido respiratorio. Los inhibidores de flavonoides potentes de la proteina
quinasa C poseen una estructura de flavona coplanar con sustituyentes hidroxilo
libres en las posiciones 3 ', 4' y 7 (Prochazkova, 2021; Hanasaki et al., 1994;
Umeki, 1994; Ago et al., 2003; Ferriola et al., 1989).

La xantina oxidorreductasa es un complejo enzimatico que ayuda en la oxidacion
de la hipoxantina a xantina y puede oxidar aun mas la xantina a acido Urico. Este
complejo enzimético, que existe como una fraccion diferente que puede existir en
formas interconvertibles xantina deshidrogenasa y xantina oxidasa, es
responsable de generar especies reactivas de oxigeno (ROS) (van Acker, 1996).
Se ha indicado que los polifenoles inhiben la XO de manera competitiva mediante
la union al sitio activo de la enzima, cuyas actividades inhibidoras son
directamente proporcionales a sus concentraciones. Los flavonoides generalmente
se unen espontaneamente al sitio activo e inducen el cambio conformacional de
XO, bloqueando consecuentemente la entrada de xantina o la difusién de 0%

radical fuera de la bolsa catalitica.
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Se ha concluido que los hidroxilos en las posiciones 5 y 7 del anillo A son
favorables para la inhibicion de la XO, mientras que la hidroxilacion en el anillo B
puede favorecer o no dicha actividad de inhibicién, debido a que dependen mucho
de los patrones de sustitucion intrinsecos que puedan presentar los flavonoides
(Lin et al., 2015; Yuan et al., 2019). La forma en que la presencia de grupos
hidroxilo influye en los efectos inhibidores estd estrechamente relacionada con si
las sustituciones aumentan el impedimento estérico o alteran la interaccion del

flavonoide con el sitio catalitico de XO (Bijo et al., 2015; Van Hoorn et al., 2002).

Ademas de secuestrar radicales libres, quelar iones metalicos e inhibir oxidasas,
los flavonoides son capaces de prevenir las lesiones causadas por los radicales
libres mediante otras formas, como la interaccion con diversas enzimas
antioxidantes, induciendo la expresibn de enzimas mediada por elementos
sensibles a electrofilos (EpRE), como NAD (P) H-quinona oxidorreductasa (NQO1)
y glutation S-transferasas (GST), que son las principales enzimas de defensa
contra los toxicos electrofilicos y el estrés oxidativo (Zhu y Fahl, 2001; Nerland,
2007); reduccion de radicales a-tocoferilo, donde los flavonoides pueden actuar
como donantes de hidrégeno para el radical a-tocoferilo (Hirano et al., 2001); entre

otras.
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6. METODOS DE EVALUACION ANTIOXIDANTE
Las capacidades antioxidantes de las muestras pueden verse influenciadas por

varios factores, como el mecanismo de trabajo y el sistema de prueba, y no
pueden describirse completamente con un solo método. Actualmente se utiliza una
amplia gama de ensayos para evaluar la capacidad antioxidante de las plantas y

los componentes antioxidantes.
* Ensayo de eliminacion de radicales DPPH

El ensayo de eliminacién de radicales DPPH se encuentra entre los métodos mas
utilizados y ofrece el primer enfoque para evaluar la actividad antioxidante. La
molécula 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (a, a-difenil-B-picrilhidrazilo; DPPH) se
caracteriza como un radical libre estable en virtud de la deslocalizacion del
electron libre sobre la molécula en su conjunto, la molécula no se dimeriza, como
seria el caso con la mayoria de los demas radicales libres. La deslocalizacién del
electron también da lugar al color violeta intenso, caracterizado por una banda de
absorcion en la solucion de etanol centrada a unos 517 nm (Figura 8). Cuando se
mezcla una solucion de DPPH con la de un sustrato (AH) que puede donar un
atomo de hidrégeno, entonces esto da lugar a la forma reducida con la pérdida de
este color violeta (la decoloracion actia como un indicador de la eficacia
antioxidante) (Alam et al., 2013).
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Figura 8 La estructura del radical DPPH ¢ y su reduccion por un antioxidante (AO-
H) (Boligon et al., 2014)
La reaccion comienza con una transferencia de electrones, mientras que la
abstraccion del atomo de hidrégeno es una reaccion secundaria lenta que solo se
produce en disolventes que aceptan enlaces de hidrogeno fuertes como el
metanol y el etanol. Como en otros ensayos basados en la transferencia de
electrones, la actividad de barrido esta fuertemente influenciada por el pH vy las
propiedades del disolvente. Una buena opcion para analizar antioxidantes tanto

lipéfilos como hidréfilos es la mezcla 50% (v / v) de agua / etanol.

Segun Manzocco et al. (1998) la muestra objeto de ensayo (0.2 mL) se diluye con
metanol y se afladen 2 mL de solucion de DPPH (0.5 mM). Después de 30 min, se
mide la absorbancia a 517 nm. El porcentaje de captacion de radicales DPPH se

calcula utilizando la ecuacion que se indica a continuacion:
% de inhibicién del radical DPPH= ([Ap - Aa]/ Apr) X 100

Donde Ay es la absorbancia antes de la reaccion y A, es la absorbancia después

de que ha tenido lugar la reaccion.

La actividad antioxidante por el método de eliminacion de DPPH a menudo se
informa como Clsp que se define como la concentracién efectiva del antioxidante
necesaria para disminuir la concentracion inicial de DPPH en un 50%. La Clso se

determina a partir del grafico entre la absorbancia restante de radicales libres y la
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concentracion con cada analisis por triplicado. Cuanto menor sea la Clsp, mayor es
la "eficacia antirradical". Sin embargo, esta expresion tiene una desventaja; mide
la eficacia de un antioxidante para eliminar los radicales libres, pero no la rapidez

con que los elimina.

Los estudios han demostrado que la actividad de DPPH y la concentracion de
antioxidantes no son lineales; entonces, cada muestra necesitaria su propia curva
de calibracion, algo que no es factible y no tiene un buen “ajuste” (Chen et al.,
2013; Carmona-Jiménez et al., 2014). Por lo tanto, la presentacién de los
resultados de Clsp siempre requiere la comparacion con un estandar para
determinar la concentracion de DPPH obtenida de la curva de calibracion debido a
incertidumbres en la determinacién directa (Milardovi¢ et al. 2006). Ademas, los
valores de Clsg calculados como “poder oxidante” no tienen en cuenta el tiempo de

reaccion para alcanzar el equilibrio.

Se ha argumentado que la eliminacion de DPPH no imita el mecanismo de
eliminacion de radicales de los antioxidantes en alimentos reales o sistemas
bioldgicos debido a la falta de radicales de oxigeno en el ensayo (Benzie y Strain,
1999). Por lo tanto, este método se basa en gran medida en la suposicion de que
la actividad antioxidante es igual a su capacidad de donacién de electrones o el
llamado poder reductor. Aunque el ensayo DPPH es simple y no requiere un
tratamiento especial de la muestra, su sensibilidad puede verse afectada por una
serie de factores, como el tipo y la cantidad de disolvente utilizado, la presencia y
concentracion de hidrégeno, iones metalicos y la frescura del reactivo DPPH
(Dawidowicz et al, 2012, Kedare y Singh, 2011, Musa et al, 2013).

Una limitacién importante del ensayo espectrofotométrico de DPPH son los
espectros superpuestos de compuestos que absorben en el mismo rango de
longitud de onda que el DPPH. Por tanto, puede emplearse la espectroscopia EPR
que mide directamente la concentracion de radical DPPH a niveles
submicromoleculares. La deteccion de EPR tiene ventajas sobre la deteccién

espectrofotométrica clasica, no solo para muestras muy coloreadas, sino también
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para muestras que aparecen turbias en el solvente elegido (Gardner et al., 1998;
Shahidi y Zhong, 2015).

El ensayo de eliminacion de radicales DPPH también se ha utilizado en
combinacion con otras técnicas para fines particulares. El ensayo de DPPH se
puede combinar con HPLC en linea para un analisis rapido de una gran cantidad
de muestras de antioxidantes, lo que reduce la pérdida de antioxidantes durante
los procesos de purificacion. Los métodos de HPLC-DPPH en linea se basan en la
reaccion posterior a la columna de eluidos antioxidantes con radicales DPPH
(Shahidi y Zhong, 2015). Las muestras de antioxidantes crudos se someten
primero a una separaciéon por HPLC (normalmente en fase inversa), y el eluido
correspondiente a cada pico se hace reaccionar con el radical DPPH a una
velocidad de flujo determinada durante un periodo de tiempo constante (por
ejemplo, 60 segundos), o que da como resultado la pérdida del radical DPPH. y el
antioxidante en si, que puede ser registrado por un detector UV (Kedare et al.,
2011).

* Ensayo de capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC)

El ensayo TEAC fue desarrollado por primera vez por Miller et al. (1993) como un
meétodo simple y conveniente para la determinacién de la capacidad antioxidante
total (TAC). El ensayo mide la capacidad de los antioxidantes para eliminar el
cation radical estable ABTS™ [acido 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico)], un croméforo azul verdoso con absorcion maxima a 734 nm que
disminuye en su intensidad en presencia de antioxidantes. Los antioxidantes
pueden neutralizar el cation radical ABTS™ ya sea por reduccion directa a través
de la donacidn de electrones o por extincion de radicales mediante la donacion de
atomos de hidrégeno, y el equilibrio de estos dos mecanismos generalmente esta
determinado por la estructura antioxidante y el pH del medio (Prior et al., 2005).
Ademas, al igual que el ensayo de barrido de DPPH, el ensayo TEAC también ha

sido cuestionado por su falta de relevancia biologica debido al uso del catidn
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radical ABTS artificial que no se encuentra en los alimentos ni en los sistemas

biolégicos.

El ABTS™ se genera haciendo reaccionar un agente oxidante fuerte (por ejemplo,
permanganato de potasio o persulfato de potasio) con la sal de ABTS (Figura 9).
La reduccién del ABTS™ verde azulado por el antioxidante donante de hidrogeno
se mide por la supresion de su espectro de absorcion de onda larga caracteristico,
durante esta reaccion, el cation del radical ABTS azul se convierte de nuevo a su
forma neutra incolora. El método es rapido y se puede utilizar en una amplia gama
de valores de pH, lo que es util para estudiar el efecto del pH sobre los
mecanismos antioxidantes. Ademas, el radical ABTS™ es estable y soluble en
agua y disolventes organicos, lo que permite la determinaciéon de la capacidad
antioxidante de compuestos/muestras tanto hidréfilos como lipofilos (Boligon et al.,
2014).

Poatssium Persulfate
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Figura 9. Reaccién quimica ABTS (Pannala et al., 2001)
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Sin embargo, TEAC también tiene algunas desventajas importantes. El alto
coeficiente de extincion de ABTS™ (1.50 x 10* Lmol™cm™ a 734 nm (Re et al.,
1999)) limita el rango util de concentracion de antioxidantes que puede analizarse
con precision a concentraciones finales de aproximadamente 1.5-70 pM. Las
concentraciones de antioxidantes fuera de este rango requieren demasiado o muy
poco ABTS™ para obtener mediciones precisas (Apak et al., 2013).
Termodinamicamente, un compuesto puede reducir ABTS™ si tiene un potencial
redox menor que el de ABTS (0.68 V) (Antolovich et al., 2002; Apak et al., 2013).
Muchos compuestos fendlicos tienen potenciales redox bajos y, por tanto,

reaccionan con ABTS™.

Aunque el ensayo TEAC se ha utilizado ampliamente en mdltiples formas, se
cuestiona su utilidad y precision. Apak et al., 2013 recomienda que el TEAC se
utilice con cuidado como ensayo de rutina para medir la actividad antioxidante
relativa de las diferentes clases de fenoles y extractos con antioxidantes mixtos,

asi como para predecir efectos protectores in vivo por las siguientes razones:

. La reactividad con ABTS™ parece estar controlada ante todo por la
accesibilidad estérica de los grupos -OH fendlicos al sitio del radical
ABTS™ mas que por las propiedades quimicas de los antioxidantes de
prueba.

. Tal como se realiza actualmente, el ensayo informa estequiometria pero
no distingue las diferencias en las velocidades de reaccion, que son el
factor de control en las aplicaciones de la vida real.

. El ensayo no se puede utilizar para la construccién de SAR (relaciones
estructura-actividad) o para la clasificacion precisa de antioxidantes,
incluso dentro de clases estructurales.

. Los compuestos que contribuyen en gran medida a la accidon
antioxidante in vivo, incluidas las proteinas y el glutation (GSH),

reaccionan mal o no reaccionan en absoluto con ABTS™.
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Los cationes de radicales ABTS se preparan afiadiendo dioxido de manganeso
sélido (80 mg) a una solucién madre acuosa 5 mM de ABTS (20 mL usando un
tampon de Na/K 75 mM de pH 7). Se construye una curva de calibracion estandar
para Trolox (analogo de vitamina E soluble en agua) a concentraciones de 0, 50,
100, 150, 200, 250, 300 y 350 uM. Las muestras se diluyen adecuadamente de
acuerdo con la actividad antioxidante en tampon Na/K pH 7. Las muestras diluidas
se mezclan con 200 pL de solucién de cationes de radicales ABTS" en placas de
96 pocillos y se lee la absorbancia (a 750 nm) después de 5 min en un lector de
microplacas. Los valores de TEAC pueden calcularse a partir de la curva estandar

de Trolox y expresarse como equivalentes de Trolox (en mM) (Alam et al., 2013).

Dependiendo de las reacciones quimicas involucradas, estos ensayos se
dividen en dos categorias de ensayos basados en la reaccién de
transferencia de atomos de hidrégeno (HAT) y ensayos basados en la

reaccion de transferencia de un solo electron (ET)

* Ensayo de poder antioxidante reductor férrico (FRAP)

El ensayo FRAP es un método tipico basado en ET que mide la reduccion del
complejo ligando de iones férricos (Fe®*") al complejo ferroso (Fe®*) de color azul
intenso (en forma de 2,4,6-tripiridil-s-triazina férrica (TPTZ)) (Figura 10) mediante
antioxidantes en medios &cidos. La actividad antioxidante se determina como un
aumento de la absorbancia a 593 nm y los resultados se expresan como
equivalentes micromolares de Fe* o en relacién con un estandar antioxidante
(Antolovich et al., 2002). A diferencia de otros métodos basados en ET, el ensayo
FRAP se lleva a cabo en condiciones de pH acido (pH 3.6) para mantener la
solubilidad del hierro y, lo que es mas importante, impulsar la transferencia de
electrones. Esto aumentara el potencial redox, provocando un cambio en el

mecanismo de reaccion dominante (Hegerman et al., 1998).
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Se ha argumentado que el ensayo FRAP, en general, como un método no radical
basado en ET, tiene poca relacion con el proceso de extincion de radicales
(mecanismo HAT) que ocurre en los sistemas lipidicos, y tiene poca correlacion
con otras mediciones de la actividad antioxidante. Por lo tanto, se sugiere que este
ensayo podria usarse en combinaciébn con otros métodos para distinguir los
mecanismos dominantes para diferentes antioxidantes (Prior et al., 2005; Shahidi y
Zhong, 2015).

El método FRAP tiene limitaciones, especialmente para mediciones por debajo de
valores de pH no fisiolégicos, es decir, a pH 3.6. Ademas, este método es incapaz
de detectar compuestos polifendlicos y tioles de reaccion lenta (Benzie y Strain,
1999). Ademas, cualquier compuesto (incluso sin propiedades antioxidantes) con
un potencial redox menor que el del par redox Fe (3+) / Fe (2+) puede
tedricamente reducir Fe (3+) a Fe (2+) contribuyendo a un aumento en el valor de
FRAP vy, por lo tanto, induce resultados falsos positivos (Jerkovic y Marijanovic,
2010).

 Ger® C; ;%5 v

Antioxi dante

Figura 10. Mecanismo de reaccién en el método FRAP (Benzie et al., 1996)

Este método también se ha adaptado al lector de microplacas de 96 pocillos, lo
gue proporciona una mejor reproducibilidad y un mayor rendimiento de la muestra.
También se aplicé originalmente al plasma, pero se ha extendido a otros fluidos

bioldgicos, alimentos, extractos de plantas y jugos.
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Se mezclan tres mililitros de reactivo FRAP preparado (solucion 10 mM de TPTZ
en HCI 40 mM, FeCl; 20 mM y tampdn acetato 0.3 M a pH 3.6) con 100 uL de
muestra diluida; la absorbancia a 593 nm se registra después de una incubacion
de 30 minutos a 37 °C (Alam et al., 2013)

* Ensayo de capacidad antioxidante reductora cuprica (CUPRAC)

El ensayo CUPRAC es un ensayo de reduccién de cobre desarrollado como una
variante del ensayo FRAP. Utiliza cobre como oxidante en lugar de hierro en el
ensayo FRAP. El método mide el poder reductor de los antioxidantes para
convertir el ion cuprico (Cu®*) en i6n cuproso (Cu*). De manera similar al ensayo
FRAP, se emplea un ligando para formar un complejo de cobre-ligando para
facilitar la medicién de la absorbancia. La neocuproina (Nc; 2,9-dimetil-1,10-
fenantrolina) es el ligando comunmente empleado en el ensayo CUPRAC. El
complejo Cu?** —neocuproina puede reducirse mediante antioxidantes a Cu*-
neocuproina (Figura 11), que es un croméforo con absorcidn maxima a 450 nm
(Apak et al., 2004).

. — O — -
N N AOX Oxidized N N
HyC \ / CH, \/4 AOX Product H3C \Cu/ CH3 s
‘ 2 ’ - CH
H;C / \ CH,4 H,C / \ 3
=0 O=O
Light blue CUPRAC reagent Yellow-orange product, An., =450 nm

Figura 11. La reaccion de CUPRAC y cromoforo: cation de quelato de Cu (I) -Nc
(los protones liberados en la reaccion son neutralizados por el tampon NH4AC)
(Apak 2013).
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Segln Apak et al. (2008), se afiaden 1 ml de CuCl, 107 M, 1 ml de neocuproina
7.5x107° M y una solucién de NH4CH3COO 1 M en el tubo de ensayo de vidrio.
Luego, se agregan 400 uL de solucidon estandar recién preparada y se diluyen
hasta el volumen final de 4.1 mL con agua desionizada. Este procedimiento se
repite para adiciones de 400 L, 300 uL, 200 L, 100 pL y 50 pyL de soluciones
recién preparadas de la muestra. Las soluciones preparadas se mezclan y se
incuban a temperatura ambiente durante 30 min. La absorbancia a 450 nm se
determina frente a un blanco de reactivo mediante espectrometro (Alam et al.,
2013).

La actividad antioxidante evaluada por diferentes métodos antioxidantes puede
expresarse como equivalente milimol/micromol del estdndar de referencia
utilizado. Los compuestos antioxidantes utilizados como estandar de referencia
incluyen vitamina E, &cido ascorbico, acido galico, BHA, BHT, Trolox, etc. TE
(equivalente de Trolox [TE]) es un parametro ampliamente utilizado para medir la
actividad antioxidante cuando se utiliza Trolox como estandar de referencia para

medir la capacidad antioxidante de las muestras (Dontha, 2016).

Los glucésidos flavonoides deben hidrolizarse a sus agliconas correspondientes
para exhibir plenamente su capacidad antioxidante. Los antioxidantes de reaccion
lenta necesitaban una mayor temperatura de incubacion para completar su
oxidacion con el reactivo CUPRAC (Apak et al., 2008).

Debido al menor potencial redox del reactivo CUPRAC, los azlcares reductores y
el acido citrico, que no son verdaderos antioxidantes sino sustratos oxidables en
otros ensayos similares, por ejemplo, FRAP, no se oxidan con el reactivo
CUPRAC (Apak et al., 2008). Al mismo tiempo, el bajo potencial redox mejora el
ciclo redox, por lo que la reduccién del cobre puede ser un indicador ain mas
sensible de la actividad prooxidante potencial de los antioxidantes (Prior et al.,
2005).
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Apak et al., 2013 describe algunas ventajas del método CUPRAC sobre otros

ensayos similares:

. El reactivo CUPRAC es Ilo suficientemente r4pido para oxidar
antioxidantes de tipo tiol, mientras que el método FRAP no mide ciertos

antioxidantes de tipo tiol como el glutation.

. El reactivo es mas estable y accesible que otros reactivos cromogénicos
(por ejemplo, ABTS, DPPH).
. Las curvas de absorbancia versus concentracion son lineales en un

amplio rango, a diferencia de las de otros métodos que producen curvas

polinomiales.

. El método puede medir simultaneamente antioxidantes hidrofilos y
lipofilos.

. El método CUPRAC es prominente para medir la capacidad antioxidante

total de fluidos bioldgicos junto con otros métodos de uso comun.

. Ensayo de capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno (ORAC)

El ensayo ORAC mide la capacidad de rotura de la cadena de radicales de los
antioxidantes mediante el seguimiento de la inhibicion de la oxidacion inducida por
radicales peroxilo. En este ensayo, el radical peroxilo producido por un generador
reacciona con una sonda fluorescente dando como resultado la pérdida de
fluorescencia, que se registra con un fluorobmetro. El resultado se expresa
calculando el area bajo la curva de fluorescencia. El método ORAC mide la
capacidad de los antioxidantes para donar atomos de hidrégeno y, por lo tanto, es
un método basado en HAT (Shahidi y Zhong, 2015).

La B-ficoeritrina (B-PE), una proteina aislada de Porphyridium cruentum, fue la
sonda fluorescente empleada inicialmente en los primeros estudios de ORAC

hasta que se descubrié que adolecia de varias desventajas. Al ser un componente
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natural derivado de algas rojas de varias especies, muestra una gran variabilidad
de lote a lote en la reactividad con radicales peroxilo. Ademéas, su union
inespecifica a los antioxidantes polifendlicos y el fotoblanqueo por luz de
excitacion pueden introducir interferencias en la reaccion y, por tanto, una falsa
interpretacion de la actividad antioxidante (Huang et al, 2005, Prior et al, 2005). Se
han identificado sondas alternativas sintéticas no proteicas como reemplazo de B-
PE, entre las cuales la fluoresceina es la sonda fluorescente seleccionada con
mas frecuencia para el ensayo ORAC en décadas. Sin embargo, se ha
demostrado que la fluoresceina experimenta reacciones secundarias y extincion

de la fluorescencia no deseadas (Apak et al., 2013)

La fluoresceina y los derivados de la fluoresceina se excitan a 490 nm y la emision
se mide a 514 nm, segun las caracteristicas de la sonda fluorescente utilizada. En
ausencia de antioxidantes, a medida que ocurre la reaccion, la intensidad de la
fluorescencia disminuye. En presencia de especies antioxidantes, se inhibe la
degradacion de la fluorescencia. El valor de ORAC se calcula a partir del
equivalente de Trolox y se expresa como unidades o valor de ORAC. Cuanto

mayor sea el valor ORAC, mayor sera el "Poder antioxidante".

Los generadores de radicales peroxilo comunmente utilizados en los ensayos
ORAC incluyen un grupo de compuestos azo como el AIBN lipofilo (a, a-
azobisisobutironitrilo), ABAP (clorhidrato de 2,2-azobis (2-amidinopropano) y
AMVN (2,2'-azobis). (2,4-dimetilnaleronitrilo)), y el AAPH hidrofilo [dihidrocloruro
de 2,2'-azobis (2-amidinopropano)] (Becker et al.,, 2004). La generacion de
radicales peroxilo es sensible a la temperatura y se ha informado que es uno de
los principales factores contribuyentes que interfiere con los resultados y la

inconsistencia del ensayo (Prior et al., 2005).

La generacion de radicales peroxilo es sensible a la temperatura y se ha
informado que es uno de los principales factores contribuyentes que interfiere con
los resultados y la inconsistencia del ensayo (Prior et al., 2005). Por lo tanto, es
muy importante controlar y monitorear la temperatura durante el ensayo. Sin

embargo, este problema se ha mitigado bien con el desarrollo de lectores de
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placas de fluorescencia altamente automatizados equipados con una incubadora
(Shahidi y Zhong, 2015).

Como menciona Alam et al. (2016) los ensayos se realizan a pH 7.0 con Trolox
(6.25, 12.5, 25 y 50 pmol/L para ensayos lipofilicos; ensayos hidrofilicos de 12.5,
25, 50 y 100 ymol/L) como estandar y tampoén fosfato 75 mM/L como blanco.
Después de la adicion de AAPH, la placa se coloca inmediatamente en un
contador de etiquetas multiples precalentado a 37° C. La placa se agita de forma
orbital durante 10 sy la fluorescencia se lee a intervalos de 1 min durante 35 min a
la longitud de onda de excitacién de 485 nm. El célculo final de los resultados se
realiza tomando la diferencia de las curvas de areas bajo el decaimiento entre el
blanco y la muestra y/o estandar (Trolox) y expresando esto en pM de

equivalentes de Trolox (TE) por g de peso seco de muestra (uM TE /gramo).

Las AUC (Area bajo la curva, por sus siglas en ingles) de las muestras de prueba
se convierten en equivalentes de Trolox (un congénere soluble en agua del
tocoferol) en comparacion con una curva estandar preparada a partir de las AUC
determinadas en un rango de concentraciones de Trolox; se calcula el area bajo la
curva de disminucion de la fluorescencia (AUC) y el aumento neto del AUC, es
decir, (AUC en presencia de antioxidante) - (AUC en ausencia de antioxidante), se
utiliza para evaluar la capacidad antioxidante. Alternativamente, los TE de la
muestra se pueden calcular a partir de las AUC utilizando las siguientes relaciones
(Ou et al., 2001):

ORAC (U/mL)= [(AUCmuestra - AUCbIanco)/ (AUCTroon - AUCbIanco)] X MTroon/ Mmuestra
ORAC (U/ml_): 50 (dI|UCIén) (AUCmuestra - AUCb|anco)/ (AUCTr0|0X - AUCb|anco)

El ensayo ORAC no estd exento de debilidades, ya que solo mide la actividad
antioxidante contra los radicales peroxilo (RCOO) y no tiene en cuenta las otras

cinco especies reactivas principales de oxigeno.
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7. PLANTAS CON PROPIEDADES ANTIOXIDANTES

Hyptis suaveolens
. clase: Equisetopsida C. Agardh

. subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
. super orden: Asteranae Takht.

. orden: Lamiales Bromhead

. familia: Lamiaceae Martinov

. género: Hyptis Jacq.

Hyptis es uno de los géneros méas grandes con mas de 300 especies de hierbas,
arbustos y arboles pequefios, que pertenece a la subfamilia Nepetoideae de la
familia Lamiaceae. La familia Lamiaceae o Labiatae, conocida popularmente como
familia de la menta, contiene 236 géneros y 6900-7000 especies de plantas
aromaticas, tienen distribucion cosmopolita y se encuentran en casi todos los
ecosistemas terrestres, aungque son mas abundantes en bosques de clima
templado, en zonas montafiosas. Los miembros de esta familia son hierbas
(perennes o anuales), arbustos y arboles. Los tallos son herbaceos, raramente
lefiosos, postrados y ramificados. Las hojas son simples y opuestas, raramente
verticiladas, pecioladas o sésiles, pilosas con aroma caracteristico debido a la
presencia de aceites esenciales aroméaticos (Heywood et al., 2008; Mishra et al.,
2021;).

La familia Lamiaceae es una de las familias de plantas mas importantes con una
gran importancia econémica. Muchos se cultivan como plantas ornamentales, pero
otros se utilizan ampliamente como hierbas culinarias y especias. El espectro de
sus aplicaciones en la medicina popular y moderna es amplio, debido a la
produccion de diversos metabolitos como aceites esenciales, taninos, saponinas y

acidos organicos (Richardson, 1992).

H. suaveolens es una hierba perenne y aromatica de rapido crecimiento, de 0.4 a

2 m de altura con tallos y hojas peludas, con ramas y generalmente lefiosas en la
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base. Las hojas son débiles, de contorno ovalado, punta muy puntiaguda,
generalmente miden 3-5 cm de largo y 2-4 cm de ancho con méargenes
serrulados, opuestas, decusadas y pecioladas. El tallo es cuadrangular,
aterciopelado, grueso y cubierto de pelos largos y pequefios puntos glandulares
erectos. Los peciolos son de 2 a 4 cm de largo y tienen laminas de hojas de 2 a 10
cm de largo y 4 a 6 cm de ancho con margenes dentados irregulares, cubiertos de
pelos glandulares. La inflorescencia esta constituida por paniculas o umbelas
cortas con 2-5 flores zigomorfas de color azul violaceo que surgen en racimos en
las posiciones axilares. El caliz campanulado de 5 dientes varia de 4 a 6 mm de
longitud con una superficie glandular y pubescente marcada por 10 costillas. La
caracteristica corola de dos labios es de color azul que excede la longitud del tubo
del caliz, de 8 a 10 mm de largo (Saha et al., 2017; Li et al., 2020).
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Imagen 1. Imagen de Hyptis suaveolens (L.) POIT.

La planta comienza a florecer temprano a la edad de 2-3 meses y produce
abundantes flores azules en pequefias cimas a lo largo de las ramas que terminan
con hojas reducidas. Las flores son polinizadas por numerosos polinizadores que
conducen a una enorme produccion de semillas (Sharma et al., 2013; Priya, 2015).
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La planta es originaria de los tropicos de América y ahora se considera una
maleza en todo el mundo. También hay muchas distribuciones en la costa sur de
China.

H. suaveolens se encuentra en mas de 50 paises en los siete continentes,
incluidas areas de América del Sur como Brasil, Polinesia, Ecuador, Guayana
Francesa, Perd, Colombia y Venezuela; Regiones centroamericanas como Belice,
El Salvador, el Caribe, Guatemala, Costa Rica y Nicaragua; Paises
latinoamericanos como Honduras; Areas de América del Norte como Puerto Rico,
Jamaica, México, Panama, Trinidad y Tobago, Curazao y Estados Unidos; Paises
africanos como Tanzania, Congo, Benin, Ghana, Sudafrica, Mauricio, Senegal,
Nigeria, Burkina Faso, Guinea Bissau y Kenia. Ademas, también se encuentra en
paises de Oceania como Australia y Nueva Guinea; Paises asiaticos como India,
Bangladesh, Camboya, Tailandia, Indonesia, Libano, Malasia, Vietham y China,
Paises del Pacifico occidental, incluidos Micronesia y Filipinas; areas alrededor del
Océano Indico como Ceilan; Regiones del Pacifico como Melanesia y Fiji; y areas
europeas, incluida Holanda (Li et al., 2020).

Hyptis suaveolens (L.), es una planta aromatica que fue muy cultivada en la época
prehispanica de México debido a que sus semillas son comestibles, actualmente
estd catalogada como "pseudocereal". Esta especie se conoce tradicionalmente
como hierba del burro y tiene una amplia distribucion geogréfica, en la mayoria de
los lugares donde se encuentra es un componente de la vegetacion natural
(Vergara-Santana et al., 2005). Por lo general, crece de forma silvestre en tierras
baldias y a lo largo de los bordes de las carreteras, los canales de agua y los
margenes de los bosques, pero normalmente esta restringido a lugares donde los
suelos han sido profundamente alterados (Sharma et al., 2017). La planta se
caracteriza por un fuerte olor a menta cuando se tritura. Puede crecer
exuberantemente en diversas condiciones ambientales debido a la presencia de
una variedad de compuestos quimicos que le brindan ventajas de adaptacion y

supervivencia (Gadidasu et al., 2011).
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Esta planta posee una enorme variedad de usos médicos como antiséptico,
insecticida, antiparasitario, antifingico y entre otras aplicaciones (Azevedo et al.,
2002; Grassi et al., 2006; Jesus et al., 2013; Malele et al., 2003) asi como, las
propiedades antioxidantes y antibacterianas del aceite esencial de H. suaveolens

obtenido de sus partes aéreas.

H. suaveolens es una hierba medicinal aroméatica caracterizada por la presencia
de diversidad de fitoquimicos como aceites esenciales, fendlicos, di y
triterpenoides, esteroides, flavonoides, etc. que constituyen el perfil quimico de las

plantas (Edeoga et al., 2006).

H. suaveolens constituye un deposito de diversos compuestos polifendlicos y
flavonoides que tienen una propiedad antioxidante eficaz debido a una fuerte
capacidad de eliminacion de radicales segun lo determinado por varios métodos
analiticos que incluyen ABTS (4cido 2,2'azino-bis-

sulfénico) y DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) (Agarwal y Varma, 2013).

(3-etilbenzotiazolina-6-

Composicion Quimica:

Compuesto Caracteristicas Solubilidad Punto de fusién / Tipo de
°C flavonoide
Quercetina-3-O-£- Polvo amarillo Metanol- soluble: - Glucésidos de
D-glucopiranésido Agua y acetato de flavonol
etilo- insoluble
Apigenina Polvo amarillo Metanol- soluble: 347- 348 Flavona
Agua- insoluble
Sorbifolina Medio amarillo con Metanol- soluble: N.A Flavona
blanco, cristales de Agua- insoluble
aguja
Quercetina Polvo amarillo Metanol- 313- 314 Flavonol
microsoluble:
Cloroformo y
acetato de etilo-
insoluble
Kaempferol Polvo amarillo Metanol- 276- 278 Flavona
microsoluble:
Cloroformo y
acetato de etilo-
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insoluble

Genkwanin Polvo amarillo Metanol y agua- 293- 296 Flavona
insoluble
Acido rosmarinico Polvo blanco Agua y metanol- 171- 175 Polifenol
soluble: Acetona-
insoluble
Rosmarinato de Jarabe amarillo Metanol y acetato - Polifenol
metilo de etilo- soluble:

Agua- insoluble

Podofilotoxina Polvo blanco Metanol-soluble: 183- 184 Lignano
Agua- insoluble

Picropodofilotoxina Polvo blanco Acetona- Soluble: 225- 227 Lignano
Agua- insoluble

Tabla 1. Componentes detectados en los extractos de H. suaveolens con datos de
solubilidad y punto de fusién (Tang et al., 2019)

Figura 12. Estructuras quimicas de 1 a 10. 1. Quercetina 3-O-B-D-
glucopirandsido; 2. Apigenina; 3. Sorbifolina; 4. Quercetina; 5. Kaempferol; 6.
Genkwanin; 7. Acido rosmarinico; 8. Rosmarinato de metilo; 9. Podofilotoxina; 10.
Picropodofilotoxina (Tang et al., 2019)
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Métodos analiticos:

Prado en 2004 realizé un andlisis quimico de la semilla de Hyptis suaveolens
(también conocida como Chan) (Tabla 2), partiendo  de una clasificacion de la
semilla, donde desecho las semillas en mal estado o que no se encontraran
completas; luego seleccion6 una parte de la recolectada la cual fue morterizada
hasta obtener particulas finas y se almaceno en un frasco de vidrio con tapa a

temperatura ambiente, dejando asi la otra parte entera para realizar los analisis.

Comenzando con la humedad, coloco 2 g de semilla entera de Chan en un crisol
tarado, metioé el crisol en un horno a 110 °C por 2 % hora, enfri0 y peso6. En
cenizas totales pes6 10 g de semilla en un crisol previamente tarado, seguido de
una calcinacion hasta su carbonizacion sobre una llama baja, para evitar en lo
posible la formacion excesiva de hollin, terminando en un horno de mufla a 500 °C
durante 4 horas; transcurrido el tiempo requerido dejé enfriar a temperatura

ambiente, coloco en un desecador y luego se peso.

Para las Proteinas por el método de Kjeldahl, el describe los siguientes pasos que

sigui6 para su realizacion:

1. Preparacion de la semilla de Chan: Moler la semilla de Chan en particulas

bien finas con un mortero

2. Proceso de digestion: Pesar 0.25 g de semilla molida de Chan, agregarlo a
un balén de 50 ml y llevar hasta la marca de aforo con agua destilada;
transferir a un tubo digestor y agregarle 2 mL de H,SO4 concentrado y 1.5
g de catalizador; después colocar los tubos digestores conteniendo la
muestra en el digestor por 30 minutos hasta que quede un volumen
aproximado de 100 ml; enfriar y diluir cuantitativamente a un volumen

aproximado de 100 mL.

3. Proceso de destilacion: transferir la muestra a un balon de destilacion de

500 mL y agregar 20 mL de NaOH vy destilar; recoger el destilado en un
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Erlenmeyer de 125 mL conteniendo 20 mL de H3BO3; 4% y 5 gotas de

indicador rojo de metilo, observando el cambio de color de rosa a verde.

4. Proceso de valoracion: Al final de la destilacion, valorar con HCl 0.048N;

hasta el viraje de verde a rosa.

Por ultimo para la realizacion de la extraccion de grasa por método de Soxhlet,
pesd 15 g de semilla molida de Chan, la cual transfirio a un balon de 250 mL y
agrego 150 mL del disolvente hexano, procedi6 a colocar el balén en el equipo de
extraccidn Soxhlet por 6 horas; enfrié la mezcla de solvente (hexano) y grasa, filtro
y enjuago con hexano el balén; transfirid la mezcla de hexano y grasa a un balon
previamente tarado y coloco sobre un rotaevaporador para la evaporacion del

hexano presente en la grasa.

Composicion quimica Valores promedio
Humedad 5.26 %
Cenizas totales 9.8 %
Proteina (factor 6.25) 3.75 %
Grasa 11.26 %

Tabla 2. Resultados de humedad, cenizas totales, proteina y grasas de la semilla
de H. suaveolens (Prado, 2004).
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Ipomoea batatas
. clase: Equisetopsida C. Agardh

. subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.

. superorden: Asteranae Takht.

. orden: Solanales Juss. ex Bercht. & J. Presl
. familia: Convolvulaceae Juss.

. género: Ipomoea L.

La familia de la gloria de la mafana (Convolvulaceae) es una familia
impresionante que se cultiva ampliamente por sus valores ornamentales. En las
regiones tropicales y templadas, casi 55 géneros y 1930 especies de
Convolvulaceae estan ampliamente dispersas y son abundantes en América y

Asia tropicales (Sunar et al., 2012).

Miden hasta 1 m o mas de largo; tallo simple, delgado, flexible, sin pelos, rastrero
o crece en forma espiralaza, escasamente ramificado; hojas con peciolos de 3 mm
a 3 cm de largo, limbos de forma variable, oblongo-elipticos a angostamente
oblongos, de 1 a 7 cm de largo por 6 a 40 mm de ancho, enteros o levemente
ondulados, base cordada o sagitada, sin pelos o con pelos largos muy
entrecruzados; flores axilares, solitarias 0 en grupos de 2 6 3, a veces hasta 5;
bracteas de 1.5 a 3 mm de largo, pedunculos de 0.4 a 3.5 cm de largo, pedicelos
mas cortos que los peddnculos; sépalos exteriores elipticos, los interiores
orbiculares, sin pelos o si los hay son largos y muy entrecruzados en el dorso,
coriaceos, de 3 a 5 mm de largo, corola en forma de embudo, blanca o rosada, de
1 a25cmdelargoy de 2 a 3.5 cm de didmetro; filamentos de 4.1 a 5.5 mm de
largo por 0.8 a 1 mm de ancho, estigma de dos ramas alargadas; el fruto es una
capsula ovoide-globosa, de 5 a 7 mm de diametro, 4 valvas; semillas ovoides,

tuberculadas, de 3 a 5 mm de largo, oscuras (Rzedowski, 2001).

El género Ipomoea, con aproximadamente 500-600 especies, comprende el mayor
namero de especies dentro de las Convolvulaceae, ocurre en los tropicos del
mundo, aunque algunas especies también llegan a zonas templadas. Las especies
de este género se distribuyen principalmente por los paises de América del Sur y
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Central (Imagen 2), y territorios de Africa Tropical (Austin, 1996; Cao et al., 2005).
Desde tiempos inmemoriales ha estado en continuo uso para diferentes fines,
tales como, nutricionales, medicinales (El uso mas comdn es para tratar el

estrefiimiento), rituales y agricolas.
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Imagen 2. Distribucion de Ipomoea blatatas en América tropical. (Puntos sélidos =
muestras vistas; circulos abiertos = ubicaciones informadas en la literatura).
(Austin, 1996).

Ipomoea batatas L., comUnmente conocida como batata, es una planta
dicotiledénea perteneciente a la familia Convolvulaceae, que consta de cuatro
partes principales que incluyen la raiz, el tallo, el peciolo (brote) y la hoja, cuya
parte comestible es la raiz tuberosa. Originaria de las regiones tropicales de las
Ameéricas, se distingue por su carne particularmente blanda y su contenido de
nutrientes (Zengin et al., 2017; Islam, 2014). La evidencia disponible muestra que
la batata se origind en los neotrépicos, ya sea en las tierras bajas de América
Central o del Sur, con posterior dispersién a América del Norte, Europa, Africa,
Asia y las islas del Pacifico (Zhang et al. 2000; Gichuki et al. 2003). Los resultados
de los estudios moleculares de la AFLP apoyaron la hipétesis de que América
Central era el centro primario de diversidad y muy probablemente el centro de
origen de la batata y PerU-Ecuador deberia ser considerado como un centro

secundario de diversidad de la batata (Zhang et al., 2000).
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La batata se adapta a una amplia gama de condiciones climaticas, desde los
tropicos célidos y humedos hasta las zonas templadas desde cerca del nivel del
mar hasta los 2000 m de altitud. Tiene tolerancia a las bajas temperaturas en las
altitudes mas altas, pero es sensible a las heladas. Crece mejor en margas
arenosas que estan bien drenados y son fértiles y no tolera el anegamiento y
generalmente se cultiva en monticulos o crestas. Se puede cultivar en suelos
arcillosos, pero el rendimiento tuberoso puede verse afectado. Se puede cultivar

en condiciones semiaridas (Lim, 2016).

|. batatas es reconocido como un alimento necesario para combatir la desnutricion
por su alto valor nutricional y facilidad de cultivo y productividad. Utilizada en todo
el mundo como guarnicién con pescado o carne, la batata también es un clasico
alimento callejero de invierno en el Medio Oriente, China y Filipinas, donde es un
alimento basico en guisos y sopas (Islam, 2006). Ademas de ser rica en vitaminas,
Su raiz contiene carbohidratos complejos, fibra dietética y otros micronutrientes,
incluidos minerales esenciales, como potasio, manganeso, hierro y calcio (Truong,
2007).

El fruto es una capsula globosa que suele constar de un ovario bicelular en cada
l6culo del que se producen dos 6vulos. Los septos falsos pueden dividir cada
l6culo de modo que la fruta parezca una capsula de cuatro células y cuatro
valvulas con una semilla en cada léculo. Los évulos anatroposos son mas o
menos basales y se desarrollan en posicion erecta a partir de placentas axiales en
el angulo interno de cada loculo. La semilla mide aproximadamente 3 mm en su
mayor dimension, negra, algo achatada, con una superficie angular y la otra
toscamente convexa. La cubierta de la semilla es dura y coOrnea, y muy

impermeable al agua (Hayward, 1932).

Hiervas con tallos postrados, ascendentes o entrelazados, de 1-5 m de largo, a
menudo muy ramificados, mas o menos angulares en las formas cultivadas. Hojas
de contorno ampliamente ovado a orbicular, enteras a angulares o profundamente
lobuladas, los l6bulos ampliamente ovados a lineal-oblongos, 4-14 cm de largo,

4-11 cm de ancho, basalmente cordiforme a truncado, el apice agudo, obtuso o
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acuminado, ambas superficies glabras a densamente pubescentes.
Inflorescencias axilares, el peduinculo robusto y anguloso a delgado y terete, méas
cortd a mas largo que el peciolo, de 1 a pocas flores o de varias flores (Austin,
1996).

Flores campanuladas en forma de embudo, atenuadas gradualmente hacia la
base, contraidas bruscamente justo por encima del caliz, de 3-5 cm de largo,
rosadas, lavanda o violaceas, el centro mas oscuro, raramente blanco en algunas
plantas cultivadas, la extremidad con I6bulos obtusos y micronizados o con senos
nasales, muy variable; sépalos subcoriaceos, sublinguales o mas, comunmente
los dos exteriores mas cortos, el exterior oblongo a eliptico-oblongo, 4-9 mm de
largo, el interior eliptico-oblongo a ovado-oblongo, 5-12 mm de largo, todos
agudos a obtusos, micronulados caudados, glabras o densamente pubescentes,
ciliados; estambres con anteras blancas o rosadas, los filamentos glabros excepto
en la base, blancos; ovario generalmente pubescente, raramente glabro; amarillo

nectario a amarillo anaranjado (Austin, 1996).

Las hojas de la batata son ricas en polifenoles, con contenidos entre 21.4 'y 2.70%,
segun una encuesta de 40 cultivares (Sun et al., 2014). Ademas, los polifenoles de
la hoja de la batata mostraron muchas actividades biol6gicas que promueven la
salud, que incluyen antioxidantes, hipoglucemiantes, antiinflamatorios vy
antitumorales (Islam, 2006; Wang et al., 2016). Las actividades bioldgicas
promotoras de la salud presentes en las hojas de la batata estan asociadas
principalmente con acidos fendlicos y flavonoides (Dzah et al., 2020; Wang et al.,
2016).
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Imagen 3. Ipomea batatas.
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Composicion quimica:

Numero Compuestos

1 Acido galico

Catequina

Acido clorogénico

Acido p- OH benzoico

Epicatequina

Acido siringico

2
3
4
5 Acido vanilico
6
7
8

Acido benzoico 3- OH

9 3- OH- 4- MeO benzaldehido
10 Acido p- cumarico

11 Rutina

12 Acido sinapico

13 Acido t- fertlico

14 Naringina

15 Acido 2,3- di MeO benzoico
16 Acido benzoico

17 Acido o- cumarico

18 Quercetina

19 Acido t- cinAmico

20 Naringenina

Tabla 3. Compuestos fendlicos de extractos de hojas de |. batatas (pug/mg de
extracto) (Zengin et al., 2017) (modificado).

Métodos analiticos:

En el trabajo hecho por Sun et al., (2014) sobre la evaluacion de la composicion
nutricional de la hoja del camote (Ipomea batatas), determinaron el contenido de
proteina cruda, grasa cruda, cenizas totales y humedad (Tabla 4). Utilizaron hojas
de 40 cultivares de batata, obtenidos del Instituto de Investigacion de la Batata de
la Academia China de Ciencias Agricolas (Xuzhou, China), de las cuales sus
temperaturas promedio durante el periodo de crecimiento de 2012 fueron las
siguientes: 8 °C en marzo, 16 °C en abril, 22 °C en mayo, 27 °C en junio, 26 °C en
julio y 26 °C en agosto. Todas las muestras se trituraron en un triturador comercial

y se almacenaron a 20 °C en bolsas de aluminio selladas.
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El contenido de humedad lo midieron siguiendo los estandares ASAE (ASAE,
1983); Brevemente, secaron al horno triplicados de muestras de hojas de camote
a 103 °C durante 72 h, transfirieron a un desecador y dejaron enfriar a temperatura
ambiente; los pesos de las muestras los registraron en una balanza digital. El
contenido de cenizas se determiné pesando muestras de hojas antes y después
del tratamiento térmico (550 ° C durante 12 h). Métodos AOAC (Association of
Analytical Chemists), 2000.

Tanto el contenido de grasa bruta como el de la proteina cruda se determinaron de
acuerdo con los métodos de la AOAC, 960.39 y 976.05 respectivamente,

agregando a este ultimo un factor de conversion de nitrdgeno a proteina de 6.25

Composicién quimica (g/100q) Valores promedio
Humedad 86.5 FW
Cenizas totales 11.03 DW (1.88 FW)
Proteina (factor 6.25) 23.89 DW (2.99 FW)
Grasa 3.69 DW (0.46 FW)

Tabla 4. Resultados de humedad, cenizas totales, proteina y grasas de la semilla
de I. batatas (Sun, 2014).

FW= Fresh weight (peso registrado inmediatamente cuando se cosecha un

producto).

DW= Dry weight (peso registrado después de secar el tejido vegetal a

temperaturas superiores a la temperatura ambiente).
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Cyclotrichium origanifolium
e clase: Equisetopsida C. Agardh

e subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
e superorden: Asteranae Takht.

e orden: Lamiales Bromhead

e familia: Lamiaceae Martinov

e género: Cyclotrichium mandenova & Schengelia

El género Cyclotichium perteneciente a la familia Lamiaceae esta representado en
la flora turca por nueve especies, dos de las cuales son endémicas. Algunas de
estas especies son C. niveum, C. origanifolium, C. glabrescens, C. leucotrichum,
C. stamineum, C. depauperatum, C. longiflorum y C. straussii de las cuales C.
niveum y C. origanifolium son endémicas (Davis, 1998). Las especies de
Cyclotrichium se han utilizado como agente aromatizante en alimentos, asi como
en té de hierbas. Cyclotichium se ha utilizado tradicionalmente como sedante,
relajante, carminativo y para el tratamiento de trastornos respiratorios (Cetinus et
al., 2007).

El género Cyclotrichium se conocen localmente como "dag™ nanesi", "kiz otu",
"ko"pek nanesi”, "karabas, otu" y "nane ruhu”, se distribuyen en Turquia, Libano,
Irak e Iran (Imagen 4) (Dirmenci et al. 2010). Los estudios ecoldgicos han
demostrado que C. origanifolium es la Unica especie endémica del Mediterraneo y
se distribuye desde Turquia hasta el Libano, mientras que otras especies se
distribuyen cerca en la interseccién de las fronteras turca, irani e iraqui (Beyrouthy

et al. 2013).

Los estudios han revelado que los aceites esenciales de Cyclotrichium son ricos
en compuestos fendlicos y alcohdlicos y monoterpenos. El a-pineno y el B-pineno
(monoterpenos biciclicos), son compuestos quimicos importantes en las plantas
Cyclotrichium (Kilic et al. 2007). Los monoterpenos ciclicos como el limoneno y el
pulegona y los monoterpenos no ciclicos como el terpineno se han purificado a

partir de especies de Cyclotrichium. Ha sido informado por Guzel et al. que C.
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origanifolium es rico en compuestos flavonoides como isosakuranetina, eriodictyol,

luteolina, apigenina y naringenina (Guzel et al., 2017).
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Imagen 4. Mapa de distribucidon de especies de Cyclotrichium en Turquia, Libano,
Irdn e Irak (Yazdanshenas y Tafrihi, 2021).

Segun la ultima descripcién genérica de Harley et al. (2004), todas las especies de
Cyclotrichium son subarbustos perennes, pelos simples o dendroides; hojas
enteras o dentadas; inflorescencia de cimas auxiliares, a veces pedunculadas muy
breves, formando tiros terminales de 6 a muchas flores verticillas, generalmente
remotas; brécteas, al menos las mas bajas en forma de hoja, superiores
pequefias, discretas, bractéolas +/- discretas, mas pequefias que el caliz
equivalente; céliz débilmente con 2 labios, 5 l6bulos (3/2), l6bulos triangulares
subulados, I6bulos posteriores generalmente mas cortos que el anterior, caliz-tubo
cilindrico, recto o ligeramente curvado, 13 nervios, garganta pilosa; corola
resupinada, 2 labios, 4 I6bulos (3/1), blanca o lila, labio posterior (inferior) entero o
emerginado, labio anterior (superior) 3 I6bulos, ligeramente deflexionado, I6bulo
mediano mas grande, corola tubo retorcido, anulado, cerca del medio; estambres
4, +/- iguales, extendidos largos, anteras elipsoides, tecas 2, paralelas, distintas
con conectivo corto; estigma-l6bulos desiguales, +/- subulados, I6bulo posterior

mas largo; disco débilmente lobulado; nueces ovoides, lisas, glabras.
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C. origanifolium mide hasta 25 cm, hirsutas o glabras, con glandulas sésiles o
subsésiles; hojas ovadas a ovado-orbiculares, 6—15 x (4-) 5-13 mm, hirsutas, con
glandulas sésiles o glandulas subsésiles; bractéolas tan largas como el tubo del
caliz, 4-5 mm, lanceoladas-acuminadas a subuladas; caliz claramente bilabiado,
4.5-7.5 mm, levemente curvado, glabro a densamente hirsuto, dientes superiores
0.8-1.5 mm, dientes inferiores, 1.2—2.5 mm; Corola de 8 a 12 mm (Dirmenci et al.,
2010).

El tamafio de la nuez es de 1.7 a 2 x 0.8 a 1 mm y tiene una forma ovoide
estrecha. Son de color amarillo, marrén palido y tienen lineas marrones
longitudinales en la superficie dorsal. La superficie esculpida es reticulada. La
capa de nuez estd compuesta por células poligonales mas o menos redondeadas,
normalmente céncavas y rodeadas de engrosamientos continuos de la pared

anticlinal (Kaya et al., 2015).

44



Composicion quimica:

Compuestos RT %
a- Pineno 8.940 0.81
3- Pineno 12.592 6.70
Sabinena 13.105 1.15
Limoneno 17.269 1.16
Eucalipto 17.820 5.96
p-mentano-3,8-diol 21.242 0.20
p- cimol (p- cimeno) 21.603 0.13
3- octanol, acetato 25.168 0.22
3- octanol 28.633 0.31
Tirpenol 33.673 0.08
Isomentona 36.229 2.08
Isocitronela 38.029 1.77
Linalool 38.785 0.21
Biciclo [3.1.1] hepta- 3- ona, 2, 6, 39.968 21.28

6- trimetil-, (1.0, 2 B, 5.a)
Acetato de metilo 40.281 0.84
3- undycene 41.560 0.97
Neoisimentol 42.359 2.15
2- ciclohexano- 1- ol, 1- metil-4- (1- 43.031 15.42
metiletilo), -cis
Neoiso (iso) pelogol 44.555 1.99
Pulegona 42.221 16.15
D- Neoisomentol 46.788 7.73
a- Terpineol 47.141 0.28
Propionato de Mirtenilo 48.434 1.84
Acetato de linalilo 48.660 0.49
Borneol 49.110 0.94
2- Isopropil 4- metil- hexano- 2 50.403 1.50
enol

Acetato de trans- pinocarullo 52.581 1.34
Mirtenol 54,511 0.73
Piperitenona 62.635 0.14
Oxido de cariopinileno 66.318 0.60
Timol 75.450 0.99
Carvacrol 76.948 3.73

Tabla 5. Composicién quimica del aceite esencial de C. origanifolium (Suleyman

et al., 2013).
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Imagen 5. Cyclotrichium origanifolium.
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8. RESULTADOS

Hyptis suaveolens:

Ghaffari y colaboradores en 2014, realizaron la evaluacién antioxidante utilizando
los métodos DPPH, ABTS y FRAP, ademas obtener el contenido de flavonoides
presentes en dicha planta. Como primera parte recolectaron las partes aéreas
frescas de H. suaveolens en el mes de febrero de 2012 en Mysore, India y fueron
autenticadas por un taxbnomo de plantas. Tamizaron las plantas sanas y lavaron
minuciosamente para eliminar el polvo adherido y se secaron a la sombra. Las
plantas secas se pulverizaron en un triturador mecénico y se extrajeron en serie
50 g de polvo grueso con hexano, acetato de etilo y metanol utilizando un aparato
Soxhlet. El disolvente extraido se filtr6 y se evaporé hasta sequedad en un
evaporador ultrarrapido y los extractos secos se recogieron y almacenaron en el

frigorifico para estudios adicionales

El contenido de flavonoides lo determinaron mediante el método de cloruro de
aluminio (AICI3) (Chang et al., 2002), obteniendo un valor de 28.58 + 1.74 (ug
equivalentes de quercetina / mg extracto). La mezcla de reaccion consistio en 1.0
ml de extracto, 0.5 ml AICI; (1.2%), y 0.5 mL de acetato de potasio (120 mM). Se
dej6é reposar la mezcla durante 30 min a temperatura ambiente y se midié la

absorbancia de la mezcla de reaccion a 415 nm.

En el método DPPH, prepararon diferentes concentraciones de HSME (Hyptis
suaveolens extracto de metanol), mientras que la concentracion de DPPH fue de
300 uM en la mezcla de reaccion. La mezcla de reaccidon contenia 5 pL de
muestras de prueba y 95 pL de DPPH en metanol. Estas mezclas de reaccion se
depositaron en placas de microvaloracion de 96 pocillos y se incubaron a 37 °C
durante 30 min. La absorbancia se midié a 517 nm. Se utilizd &cido ascorbico
como control positivo, mientras que el porcentaje de actividad de eliminacion de
radicales tras el tratamiento de la muestra se determiné por comparacion con un

control tratado con metanol, utilizando la siguiente ecuacion:
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Eliminacion de radicales (%) = [(Ac — As)/Ac] x 100

Donde A es la absorbancia del control (tratado con metanol) y A es la

absorbancia de los antioxidantes en el extracto crudo y estandar (Figura 13).

En el segundo método, disolvieron ABTS en agua hasta una concentracion de 7
mM, para proceder como primer punto, en la produccién del cation radical ABTS
(ABTS™) lograndose al hacer reaccionar la solucion madre de ABTS con
persulfato de potasio 2.45 mM (concentracion final) y dejando que la mezcla
reposara en la oscuridad a temperatura ambiente durante 12-16 h antes de su
uso. La solucion de ABTS™ se diluyé con etanol/metanol hasta una absorbancia
de 0.70 (x 0.02) a 734 nm y se equilibré a 30 °C. Se utiliz6 metanol como control
negativo. Después de la adicion de 1.0 ml de ABTS diluido™ soluciéon (A734 nm =
0.700 £ 0.020) a 10 yL de HSME y estandar de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) en metanol, la absorbancia se tomé a 734
nm, exactamente un minuto después mezcla inicial y hasta seis min utilizando el
espectrofotometro. Se calculé el porcentaje de inhibicion, al igual que en el ensayo
DPPH (Figura 13).

Por altimo, el reactivo FRAP recién preparado se mantuvo a 37 °C en un bafio de
agua. Este reactivo se prepar6 mezclando 10 mM de TPTZ en HCI 40 mM, 20 mM
FeCl; y tampon acetato 0.3 M (pH 3.6) en una proporcion de 1: 1: 10. Se afiadi6
una alicuota de 25 pL de HSME a 475 pl de reactivo FRAP. La mezcla se incub6 a
37 °C durante 30 min. La absorbancia se leyd a 593 nm usando un
espectrofotometro UV-Vis. La capacidad reductora se calculdé con referencia a la
reaccion dada por FeSO, * 7H0.
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Figura 13. DPPH (a) y ABTS (b) actividad de eliminacion de radicales del extracto
de metanol de H. suaveolens (HSME) con acido ascérbico y equivalencia de &cido
6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) (en pg). HSME exhibio
actividad antioxidante con una Clsg de 7.49 y 12.43 ug, respectivamente. Datos
expresados como media + DE junto con regresién y correlacion (n = 3) (Ghaffari et
al., 2014).

Otro estudio realizado por Sanchez-Aguirre y colaboradores en 2020, con material
recolectado en la region central de Veracruz, México (selva tropical de tierras
bajas, latitud 18 ° 45'38 " N, longitud 96 ° 27’38 " O, altitud 27 m) en octubre de
2018, obtuvieron la evaluacion antioxidante de la hoja de Hyptis suaveolens por el
método DPPH, con la particularidad de la variacién en la concentracién de los

disolventes utilizados.

Después de la recoleccion, el espécimen fue depositado en el herbario de la
Facultad de Biologia (Universidad Veracruzana) en Cordoba, México. Se secaron
500 g de hojas a 32 °C en una habitacion cerrada durante dos semanas y se
trituraron en un polvo fino. El polvo se vertié en un matraz de fondo redondo de 4 L
para su maceracion a temperatura ambiente durante tres dias con 2 L del
correspondiente disolvente (etanol, acetato de etilo, triclorometano, hexano y
agua) (Tabla 6).

Se traté 1 ml de muestra de extracto (5 mg/mL) con 2 mL de soluciéon de DPPH de
24 ppm. La mezcla se agitd y se incub6 en un lugar oscuro durante 20 min a
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temperatura ambiente. La absorbancia de la muestra se midié a 515 nm frente a
un blanco. La curva de calibracion se preparé siguiendo el mismo procedimiento
sin agregar extracto. Los resultados se expresan en % de DPPH reducido. El I1Cs
de la actividad antioxidante se calculé a partir de regresion logaritmica de los

resultados (Tabla 7).

Metabolitos Hexano Triclorometano Acetato de Etanol Agua
secundarios etilo

Alcaloides - - +

+ |

Cumarinas - - +

+ |

Flavonoides - - -

+ ]

Fenilpropanoides - - -

Saponinas - - - -

+
+[+]

Taninos - - -

Terpenoides + + = - -

(+) = Positivo, (-) = Negativo

Tabla 6. Cribado fitoquimico de los extractos (Sanchez-Aguirre et al., 2020).

Extracto mg GAE/ g % de DPPH reducido Clso (ug/ mL)
Etanol 336.496 = 0.005 27.56 £5.76 3.57 £0.04
Etanol acidificado 335.664 + 0.005 36.85£3.17 3.38 £ 0.01
Etanol- agua 50:50 330.33 £ 0.01 32.25 £ 4.68 3.47 £ 0.02
Etanol- agua 70:30 334.33 + 0.004 80.76 £ 1.20 2.73 £ 0.005
Agua 253.68 + 0.03 44.44 + 3.02 3.22 £0.01

Equivalente de acido gélico (mg de GAE / g de extracto seco).

Tabla 7. Evaluacion de la actividad antioxidante en extractos de Hyptis suaveolens
(Sanchez-Aguirre et al., 2020).

Mozhiyarasi y Anuradha en 2018, de igual manera presentan en su trabajo el
método DPPH para los extractos de la planta, aunque esta vez utilizando otro tipo
de disolventes y ver como este afecta en los resultados. Recolectaron hojas
frescas de Hyptis suaveolens (L.) Poit de Kannukudi, Thanjavur (DT), Tamilnadu,
India. Las hojas de las plantas se secaron a la sombra. Los materiales secos se

tamizaron mecanicamente en polvo utilizando malla 80 y se almacenaron en un
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recipiente hermético. Se prepararon extractos acuosos, metanol, éter dietilico,

cloroformo y etanol de acuerdo con la metodologia de la farmacopea india.

Para la actividad de eliminacién de radicales de DPPH, se prepararon soluciones
madre de extractos a la concentracidon de 1 mg/mL. Se afiadi6 1 mL de cada
extracto en un volumen igual a una solucién metandlica de DPPH (0,1 mM). Toda
la mezcla de reaccidn se incuba durante 30 min a temperatura ambiente. La
absorbancia se registré a 517 nm (Tabla 8). Se utilizd6 acido ascérbico como
estandar (Blois, 1958).

Método Extractos de la planta
Agua Etanol Metanol Eter Cloroformo | VitaminaC
dietilico
DPPH (%) 30.3+0.5 60.4+0.4 50.5+0.5 55.2+0.56 31.5+0.5 65.5+0.5

Tabla 8. Actividad antioxidante de varios extractos de hoja de Hyptis suaveolens
Linn (poit) (Mozhiyarasi y Anuradha., 2018) (modificada).
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Ipomoea batatas:
Huang y colaboradores en 2013 analizaron la actividad antioxidante simplemente

del extracto flavonoide de las hojas en su totalidad, sin un aislamiento e
identificacion de estos por si solos, utilizando como método el DPPH. Las hojas de
la batata las recolectaron de las tierras de cultivo de los suburbios de Nanchang,
las cuales lavaron suavemente y secaron, luego se molieron con un ultramicro
pulverizador (Zhejiang Wenling, China) y se tamizaron a través de una pantalla de
malla 200, luego se almacenaron en bolsas de polietileno selladas y se guardaron
en un secador para su uso. El polvo de hojas de boniato se pretratd mediante
extraccion Soxhlet con éter dietilico para eliminar la grasa, los pigmentos y las
impurezas solubles en grasa. Luego se sec6 en un horno a 50 °C durante 2 h, y se

almacen6 en una secadora para su uso.

La extraccion flavonoide se realiz6 sumergiendo 10,0 g de polvo pretratado en 400
mL de etanol al 70% (v/v) durante 12 h en un refrigerador a 4 °C, luego se
homogeneizaron a 30 MPa mediante un homogeneizador de valvula. La emulsion
se tratdé con un homogeneizador DHPM a 100 Mpa dos veces. Luego se extrajo
mediante reflujo a 75 °C durante 2 h dos veces, seguido de enfriamiento y
centrifugacion a 4000 rpm durante 10 min. El sobrenadante fue el extracto crudo
pretratado por DHPM (MC). El extracto crudo de etanol (EC) se preparé usando
los mismos métodos que antes, sin embargo, sin pretratamiento usando DHPM. El
extracto crudo de etanol con postratamiento de DHPM (ECM) se obtuvo aplicando
100 Mpa DHPM en EC dos veces.

El extracto crudo de muestras de flavonoides se purifico con resina de absorcién
macroporosa LKOO1 en una columna cromatogréafica (¢ 16 mm x 400 mm). Las
muestras se eluyeron utilizando etanol al 70% (v/v) como eluyente a una velocidad
de flujo de 1.5 mL/min, y el eluyente se recogié a una velocidad de flujo de 2
mL/min. Las muestras purificadas correspondientes de MC, EC y ECM fueron
MCP, ECP y ECMP, respectivamente (Tabla 9).

Para la evaluacién antioxidante, se agregaron 2 mL de 200 ug / mL de DPPH a 2
mL de diversas concentraciones (10-80 pg/mL) de muestras de flavonoides en
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etanol al 70% (v/v). La mezcla de reaccion se incubd durante 30 min a

temperatura ambiente en la oscuridad. La actividad de eliminacion de radicales de

DPPH se determind midiendo la absorbancia a 517 nm usando un

espectrofotometro y utilizando la siguiente ecuacion:

Actividad de barrido= [Ag — (As — Al Ao

Donde As es la absorbancia con presencia de DPPH y muestras; Ao es la

absorbancia con presencia de DPPH y etanol al 70% (v/v) y Ac es la absorbancia

con presencia de muestras y etanol al 70% (v/v) (Figura 14 y 15).

Muestras

CE

ECM MC ECP ECMP MCP

Concentracién
(mg/ 100 mL)

44.3+0.1

42.8+0.1 58.4+0.1 316.2+0.2 314.4+0.2 346+0.3

Tabla 9 El contenido de flavonoide total en diferentes extractos. (Huang et al.,
2013)
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Figura 14. Actividades de barrido en DPPH de muestras crudas y rutina (Huang et

al., 2013).
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Figura 15. Actividades de barrido en DPPH de flavonoides y rutina (Huang et al.,
2013).

Luo y colaboradores en 2021 por su parte, demostraron la actividad antioxidante
de diez flavonoides aislados en esta planta, los cuales identificaron y procedieron
a realizar la evaluacién por los métodos ABTS, DPPH y FRAP. El material utilizado
fue proporcionado por Haileda Food Co., Ltd. (Beijing, China) a mediados de
agosto de 2018. Las hojas de camote se sembraron con la practica de produccion
estandar en la granja experimental de la compafiia en Beijing. Las temperaturas
medias durante el periodo de crecimiento de 2018 fueron: 8 °C de marzo, 16 °C de
abril, 22 °C de mayo, 27 °C de junio, 26 °C de julio y 26 °C de agosto. Las hojas
frescas se lavaron, se liofilizaron, se pulverizaron superfinos en polvo, luego se
tamizé a través de una pantalla de malla 100. El polvo se envaso en bolsas de
papel de aluminio y se almacend a 4 °C para evitar la luz hasta que se necesitara,

un méaximo de 3 afos.

La extraccion de polifenoles crudos de las hojas de la batata se realiz6 mediante
extraccion con solvente de etanol asistida por microondas ultrasonica.
Brevemente, el polvo de hoja de batata (20 g) se extrajo con una solucion de
etanol al 70% (v/v) (400 mL) durante 76 s a 57 °C usando un extractor ultrasénico
asistido por microondas CW-2000. Después de centrifugar la mezcla a 1500 x g

durante 15 min a 4 °C usando una centrifuga refrigerada de alta velocidad GL-

54



21M. EIl residuo se volvio a extraer dos veces mas como se describio
anteriormente. La extraccion de polifenoles en bruto se obtuvo después de que los
sobrenadantes se combinaron y concentraron en un evaporador rotatorio RE-
5000E.

El SPLF (flavonoides foliares de la batata) se purificO mediante extraccion liquido-
liquido (Liu et al.,, 2019). Brevemente, se mezclaron 150 mL de solucion de
polifenol crudo con 300 mL de éter de petréleo en un embudo de decantacion y se
agitod bien. Después de 30 min, la fase acuosa se separod y se extrajo usando 300
ml de acetato de etilo durante otros 30 min. La fase de acetato de etilo se
concentrd al vacio usando el evaporador rotatorio y se liofilizé para obtener SPLF
(Figura 16, 17 y 18).

La soluciébn madre de ABTS se prepar6 mezclando ABTS 7 mM y persulfato
potdsico 2.45 mM en volumenes iguales. Después de 12 a 16 h a temperatura
ambiente (25 £ 2 °C), la soluciébn madre se diluy6 con etanol al 70% hasta una
absorbancia de 0.7 (£ 0.2) a 734 nm utilizando un espectrofotometro. Luego, las
diferentes soluciones de muestra (0.15 mL, 0.005-2 mg/mL) se mezclaron con 2
mL de solucion ABTS diluida y se hicieron reaccionar durante 6 min a temperatura
ambiente. La absorbancia se midi6 a 734 nm y se utilizaron acido ascérbico y
EGCG como controles positivos. Los resultados (Tabla 10) se obtuvieron con la

siguiente ecuacion:
Capacidad de barrido (%)= (1- A1/ A2)/ A, X 100

Donde A; es la absorbancia de la solucién de reaccion de muestra y A, es la
absorbancia de etanol al 70%. La concentracién que da los resultados como ICsg
para ABTS eliminacion de radicales se calculé utilizando un ajuste de curva no

lineal (ajuste sigmoidal).

Para DPPH, la muestra se disolvio en etanol al 70% y se diluydé a diferentes
concentraciones (0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2 mg/mL). Las
soluciones de muestra (0.15 mL) se mezclaron con una solucion de DPPH (3 mL,

0.2 mM, etanol al 70%) y se mantuvieron en la oscuridad a temperatura ambiente
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durante 30 min. La absorbancia se midié a 517 nm, se utilizaron acido ascorbico y
EGCG como controles positivos. Los resultados (Tabla 10) se trataron con la

ecuacion:
Capacidad de barrido (%) = (A1 — Az)/ A2 x 100

Donde A; es la absorbancia de etanol al 70% y A, es la absorbancia de la solucion
de reaccién de muestra. La concentracion que da los resultados como ICsy para
DPPH de eliminacion de radicales se calculo utilizando el ajuste de curva

sigmoidal no lineal.

El reactivo FRAP se preparé mezclando una solucién de TPTZ 10 mM (disuelta en
HCI 40 mM), una solucion de FeCl; 20 mM (disuelta en tampén acetato 0.3 M a pH
3.6) y tampdn acetato 0.3 M en una proporcion de 1: 1: 10 (v: v: v), y luego la
mezcla se incubd durante 30 min en un bafio de agua a 37 ° C utilizando el
oscilador de inmersion. Las soluciones de muestra (0.15 ml) se mezclaron con
2.85 ml de reactivo FRAP. Después de 30 min, se midi6 la absorbancia de la
mezcla a 593 nm con etanol al 70% como blanco. La cuantificacién se realizé
mediante una curva de calibracion de estandares Trolox (T), y la ecuacién de
regresion lineal fue y = 0.0029x + 0.017, R, = 0.9918. La actividad de FRAP se
expres6 como g T equivalentes (E) / g de muestra en peso seco (Tabla 10).

Compuestos Capacidad FRAP (g TE/ Clso (pg/ mL)
dw) ABTS DPPH
Rutina 2.840.1 103+1 93.6+0.4
Hiperdsido 5.2+0.2 50+3 764
Isoquercitrina 5.0+0.2 60+1 58.5+0.2
Astragalina 0.01+0.00 124+1 7.2620.04 (x10°)
Quercetina 13.1+0.0 8.86+0.2 36+1
Kampferol 4.6+0.2 34+1 791
Diosmetina 0.23+0.00 59+1 870+10
Jaceosidina 0.36+0.02 36+1 1.28+0.00 (x107)
Crisina 0.01 +0.00 132+1 1.62+0.00 (x10°)
Pectolinarigenina 0.01+0.00 17.4+0.4 1.67 +0.00 (x10°)

g de equivalente de Trolox/ g de muestra en peso seco (g TE/ dw)
Tabla 10. Las capacidades antioxidantes de los acidos fendlicos de la hoja de la

batata y los compuestos flavonoides de la hoja de la batata (Modificada) (Luo et
al., 2021).
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Figura 16. Cromatogramas de rutina, hiperdsido e isoquercitrina (Luo et al., 2021).

Figura 17. Cromatogramas de astragalina, quercetina y kampferol (Luo et al.,
2021).
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Figura 18. Cromatogramas de diosmetina, jaceosidina, crisina y pectolinarigenina
(Luo et al., 2021).
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En un trabajo realizado por Fu y colaboradores en 2016, demostraron el contenido
fendlico total que esta planta posee, y el porcentaje que representan los
flavonoides en este, variando el porcentaje y el solvente de la extraccion
utilizados, haciendo de igual manera la evaluacion antioxidante con el método
DPPH. Recolectaron 50 kg de hojas de camote fresco (Ipomoea batatas) de las
tierras agricolas de los suburbios de Nanchang (China) en noviembre de 2013.
Las hojas frescas se lavaron suavemente, se secaron y se molieron en polvo
mediante un ultramicro pulverizador. Todos los polvos se pasaron a través de un
tamiz de malla 60, se almacenaron en bolsas de polietiieno selladas y se

mantuvieron en un refrigerador a -20 °C.

En este estudio, agua, metanol/agua (50%, 70% y 90% v/v), etanol/agua (50%,
70% y 90% v/v) y acetona/agua (50%, 70% y 90% v/v) se utilizaron como
disolventes. Para cada disolvente, se mezclaron 5.0 g de polvo seco con 100 mL
de disolvente y se colocaron en una incubadora agitadora a 150 rpm durante 12 h
a temperatura ambiente (25 + 1 °C). La mezcla se centrifug6 a 621.6 g durante 10
min, el residuo se volvid a extraer en las mismas condiciones. Los sobrenadantes
se combinaron y completaron hasta 250 mL, luego se retiraron 10 mL de solucion

de muestra y se guardaron para los siguientes ensayos quimicos.

El contenido total de flavonoides (TFC) se determind mediante el método
colorimétrico de AICI; (Do et al., 2014) (Tabla 11). Brevemente, 2.0 mL de
solucion de extracto adecuadamente diluida se mezclé con 2.0 mL de 2% (m/v)
AICl; « 6H,0. 10 m mas tarde, se midi6 la absorbancia a 430 nm frente a un
blanco. Se us6 quercetina (2.0-12.0 pg/mL) como estandar, los resultados se
expresaron como mg de equivalentes de quercetina por gramo de material seco
(dried material, DM) de hoja de camote (mg QE / g DM).

Brevemente, se mezclaron 2.0 mL de solucién de muestra diluida con 2.0 ml de
solucion de DPPH (0.1 mM en etanol al 95%). La absorbancia (A;) se midio a 517
nm con disolvente de extraccion individual como blanco después de 30 min de
incubacion a temperatura ambiente en la oscuridad. Los datos (Figura 19) se

trataron con la siguiente ecuacion:
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|DppH %= ([Ao - (A1 - Az)]/ Ao) X 100

Donde Ay es la absorbancia del grupo de control (la solucidbn de muestra se

reemplaz6 por disolvente de extraccion), A, es la absorbancia del blanco de

muestra (la solucion de DPPH se reemplazd por etanol al 95%). Se utilizé acido

ascorbico como control positivo. Todos los resultados se realizaron por triplicado y

se expresaron como mg de equivalentes de acido ascoérbico (VCE) por gramo de

material de hoja de camote seco (mg VcE / g DM).

Solvente Rendimiento del Contenido Flavonoles (mg Antocianinas (mg
extracto (%) fenolico total (mg QE/ g DM) c-3-gE/100 g DM)
CAE/g DM)
50 % Metanol 324 +0.1 33.6+1.2 1.0+£0.1 13.8+1.0
70% Metanol 27.6+0.2 37.5+0.3 1.6+0.0 20.9+2.0
90% Metanol 25.7+0.4 31.5+0.6 2.8+0.1 202+1.7
50% Etanol 27.7+0.2 39.6+1.7 1.3+0.0 23.8+1.0
70% Etanol 27.2+0.1 35.4+1.2 3.4+0.0 36.5+1.0
90% Etanol 20.3+0.5 25.0+0.8 3.0+0.0 12.7+1.7
50% Acetona 33.4+04 43.8+0.7 1.4+£0.1 13.7 £ 3.5
70% Acetona 28.9+0.5 42.0 £ 0.6 3.0+£0.3 169+1.4
90% Acetona 20.7 £0.1 309+1.2 3.3+0.1 10.7 £ 3.0
Agua 22.0+0.3 23.3+0.9 0.6 +0.0 21.6+1.8

Tabla 11. Contenido de extractos de hojas secas de camote empleando diferentes
disolventes. Abreviaciones: CAE: Equivalentes de acido clorogénico. QE:
Equivalentes de quercetina. C-3-gE: Equivalentes de cianidina-3-glucésido. DM:
material seco (Fu et al., 2016).
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(Fu et al., 2016).
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Cyclotrichium origanifolium:
Tepe y colaboradores en 2005 realizaron un trabajo de demostracion de la

actividad antioxidante de las hojas de esta planta mediante el método DPPH,
donde su principal objetivo fue observar como esta actividad se veria afectada por
el cambio de disolventes de polaridad variable. Las plantas de C. origanifolium se
recolectaron de la meseta de So6gutligél (1000 m), Duzigi-Osmaniye, Turquia,
cuando florecieron (finales de julio de 2001). El espécimen del voucher fue
identificado por el Dr. Erol Donmez en el Departamento de Biologia, Universidad
Cumbhuriyet, Sivas-Turquia y ha sido depositado en el Herbario del Departamento
de Biologia, Universidad Cumhuriyet, Sivas-Turquia (CUFH-Voucher No: ED
6365).

Las partes aéreas de C. origanifolium secadas al aire y finamente molidas se
sometieron durante 3 h a destilacion en agua utilizando un aparato tipo Clevenger
(rendimiento 2.17%). El aceite se sec6 sobre sulfato de sodio anhidro y, después
de la filtracién, se almacen6é a + 4 °C hasta que se ensay0 y analizo.
Seguidamente se continué con la preparacién de los extractos de materiales
vegetales desodorizadamente (eliminacion de compuestos que provocan malos
olores), triturados y secados al aire, utilizando diferentes disolventes como se

muestran a continuacion:
. Preparacion del extracto de agua caliente desodorizada (DeHW)

Una vez completada la hidrodestilacion, el liquido retenido se recogio y se liofilizo.
Este procedimiento proporcioné extracto de agua caliente desodorizado (DeHW)

con un rendimiento del 30.96% (p/p) (Dapkevicius et al., 1998).

. Preparacion del extracto de metanol desodorizado (DeMeOH)

El solido retenido de la hidrodestilacion se seco y se volvid a extraer con metanol.
El extracto resultante (DeMeOH) (15.96%, p/p) se fracciond con agua y cloroformo

(CHCI3) para obtener subfrecciones desodorizadas solubles en agua (DeMW)
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(6.86%, p/p) e insolubles en agua (cloroférmico desodorizado) (DeMC) (7.71%,
p/p) (Dapkevicius et al., 1998).

. Preparacion de los extractos de hexano (HE), diclorometano (DCM) y
metanol (MeOH)

Se extrajo una porcion (100 g) de material vegetal seco con hexano (HE) (4.19%,
p/p), seguido de diclorometano (DCM) (1.46%, p/p) y metanol (MeOH) (12.08%,
p/p)) en un aparato Soxhlet (6 h para cada disolvente) (Sokmen et al., 1999).

Todos los extractos obtenidos se liofilizaron y se mantuvieron en oscuridad a + 4

°C hasta su uso.

Para la realizacion del método DPPH se afadieron 50 pL de diversas
concentraciones de los extractos en metanol a 5 mL de una solucién de metanol al
0.004% de DPPH. Después de un periodo de incubacion de 30 minutos a
temperatura ambiente, se leyo la absorbancia frente a un blanco a 517 nm. La
inhibicion de radicales libres DPPH en porcentaje (I %) se calcul6 de la siguiente

manera:

1%= (Ablanco — Amuestra/ Ablanco) X 100

Donde Apanco €S la absorbancia de la reaccion de control (que contiene todos los
reactivos excepto el compuesto de prueba), y Amwesra €S la absorbancia del
compuesto de prueba. Concentracion del extracto que proporciona una inhibicion
del 50% (ICsp) se calculd el porcentaje de inhibicion forma gréafica representada
frente a la concentracion del extracto. Las pruebas se realizaron por triplicado
(Figura 20).
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Figura 20. Las concentraciones de los extractos de C. origanifolium (HE, DeMC y
DeHW no tienen actividad; 17.100 £ 0.5 uyg/mL de aceite esencial proporcionaron
una inhibicién del 50%) y el control positivo que proporciond una inhibicién del
50% en el ensayo DPPH (la desviacion estandar de cada parametro fue
demasiado pequeiia) (Tepe et al., 2005).

Afos mas tarde Guzel y colaboradores, en 2017, lograron asilar algunos de los
flavonoides que contienen estas hojas, realizando a cada uno su evaluacion
antioxidante por los métodos DPPH, ABTS y FRAP, demostrando cual es su
potencial individualmente en este aspecto. El material vegetal se recogié de Hatay,
Samandag, Turquia. Después de que el Prof. Dr. Ahmet licim, del Departamento
de Biologia de la Universidad Mustafa Kemal, identificara la planta, se depositd
una muestra de comprobante en el Departamento del Herbario de Biologia (MKUH
1208).

La parte aérea de los materiales vegetales se pulverizd con nitrdgeno liquido y
luego se hirvié en agua, luego se extrajo con hexano, acetato de etilo y n-butanol
sucesivamente. Se liofiliz6 una porcién de la solucion de agua para producir el
extracto de agua, ademas del extracto de hexano, el extracto de acetato de etilo y
el extracto de n-butanol. Se realizaron pruebas de actividad antioxidante para

estos extractos (Tabla 12), de los cuales el extracto de AcOEt exhibid la mayor
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cantidad de actividades antioxidantes. Por lo tanto, se aplicaron técnicas
cromatograficas para el extracto de AcOEt para aislar los compuestos bioactivos.
El cromatograma de HPLC del extracto de acetato de etilo mostré que constaba

de cinco productos principales (Tabla 13).

A una solucion de DPPH (0.135 mM) en etanol (1.0 mL) se le afiadié la solucion
de muestras a diferentes concentraciones (40, 80 y 160 pg/mL). Se afadié etanol
para que la solucion final fuera de 4.0 mL. Después de mezclar fuertemente, la
mezcla de reaccion se incub6 a temperatura ambiente en la oscuridad durante 30
min. La medicion de la absorbancia se realiz6 a 517 nm en un espectrofotometro.
Una menor absorbancia de la mezcla revel6 una mayor actividad de eliminacion
de radicales libres. La siguiente ecuacion se utilizé para evaluar la capacidad de
eliminacion de DPPH:

Efecto de eliminacién de DPPH (%) = [(Ac-As) / Ac] x 100
En el que Ac es la absorbancia de control y As es la absorbancia de las muestras.

El tratamiento de ABTS (2.0 mmol/L) en agua con persulfato de potasio (2.45
mmol/L) a temperatura ambiente en la oscuridad durante 4 h produjo el radical
cationico ABTS. Se diluyé ABTS™ con tampo6n de fosfato de sodio (0.1 mol/L, pH
7.4) para medir la absorbancia a 734 nm. Se ejecutaron las reacciones de la
solucion ABTS™ (1.0 mL) con la solucion de muestras en etanol (3.0 mL) a
diferentes concentraciones (5-40 pg/mL). La inhibicion se calculé a 734 nm para
cada concentracion. La actividad de barrido de ABTS™ se calculé mediante la

ecuacion dada:
ABTS™ efecto de barrido (%) = [(Ac-As) / Ac] x 100

En el que Ac es la concentracion inicial de ABTS™ y As es la concentracion

restante en la muestra.
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Finalmente, para el método FRAP, se inici6 con la mezcla de extractos y

compuestos a diferentes concentraciones (5-40 pyg/mL) con agua destilada (1.0

mL), tampdn de fosfato de sodio (2.5 mL, 0.2 M, pH 6.7) y ferrocianuro de potasio
[KsFe (CN)g] (2.5 mL, 1%). La mezcla de reaccion se incub6 a 50°C durante 20

min. Se afadié acido tricoroacético (2.5 mL, 10%) a la mezcla. A continuacion, se

afiadieron agua destilada (2.5 ml) y FeCl; (0.5 mL, 0,1%) a los 2.5 ml de esta

solucién. La absorbancia se midi6 a 700 nm en un espectrofotobmetro (Oyaizu,

1986). El aumento de la absorbancia de la mezcla revel6 un aumento de la

capacidad de reduccion.

Extracto Contenido total DPPH ABTS Poder reductor
fendlico
Hexano 28.1+2.0 120.5+4.4 31.5+2.9 0.7£0.0
EtOAC 125.4+6 11.8+0.7 7.5+0.0 3.440.1
Butanol 76.9%4.0 19.4+0.1 19.4+0.9 2.4+0.0
Agua 13.1+2.4 85.5+3.4 34.941.3 0.3+0.0
Trolox - 3.5+0.2 9.5+0.8 -
BHA - 3.3+0.2 12.5+0.3
BHT - 8.5+1.0 9.0£0.5 -

Ensayos antioxidantes de extractos de C. origanifolium

Tabla 12. g de compuestos fendlicos equivalentes de acido galico/kg de extracto
Clso; valores de extractos y estandares (ug/mL) Mm de actividad equivalente de
Trolox/kg de extracto (Guzel et al., 2017).
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Figura 21. Compuestos aislados de C. origanifolium (Guzel et al., 2017).
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Compuestos DPPH ABTS Poder reductor
Isosakuranetina 12.3+0.3 13.3+0.1 0.14+0.01
Eriodictiol 9.9+0.1 9.2+0.1 0.59+0.01
Luteolina 5.7+0.2 4.4+0.1 0.62+0.01
Naringenina 14.4+0.3 8.8+0.2 0.10+0.01
Apigenina 6.6+0.2 5.3+x0.2 0.47+0.02
Trolox 4.4+0.2 15.3+0.2 0.68+0.02
BHA 6.2+0.1 11.6+0.1 1.11+£0.03
BHT 8.240.1 12.1+0.1 0.7240.03

Efectos antioxidantes de compuestos aislados de C. origanifolium

Tabla 13. Valores de Clsg de compuestos y estandares (ug/mL) (Guzel et al.,
2017).




9. DISCUSION
Se obtuvieron datos de diferentes fuentes bibliograficas que exponen la capacidad

antioxidante de los extractos obtenidos de las plantas de interés, siendo evaluados
con los métodos DPPH, ABTS y FRAP que fueron explicados con anterioridad en
este informe para conocer el fundamento de cada uno, que aunque no llegan a ser
tan precisos, son los mas utilizados debido a no ser tan costosos y no requieren
de tanto tiempo para llevarse a cabo comparandose con otros, como por ejemplo
el método CAA (Cellular antioxidant activity) o algunos métodos in vivo; ademas
dan una idea de que mecanismo de accion utilizan los flavonoides para controlar

el proceso oxidativo.

Los resultados obtenidos en los trabajos realizados por Sanchez-Aguirre et al.,
2020; Fu et al.,, 2016 y Tepe et al.,, 2005 sobre Hyptis suaveolens L., I[pomoea
batatas L. e Cyclotrichium origanifolium respectivamente, muestran que en efecto
todas presentan una buena actividad antioxidante, reflejandose en los porcentajes
altos de eliminacién de radicales y las Clso bajos (entre menor sea, mayor
capacidad antioxidante) para los tres casos comparados contra un control.
Algunos de estos datos no solamente se basan en los flavonoides, que es el
principal objetivo de este escrito, sino que también se toman en cuenta otros
polifenoles, principalmente &cidos fendlicos, que como se sabe estos también
participan como antioxidantes naturales, haciendo que el poder antioxidante de los
extractos obtenidos refleje una ayuda o una potencializacién de la actividad de los
flavonoides, teniendo como consecuencia el desconocer el verdadero poder que
presentan los flavonoides sobre la ROS. Principalmente es el caso de Hyptis
suaveolens L. que durante la investigacién solo se encontraron articulos donde el
principal objetivo era demostrar que los compuestos que poseia en general
tuvieran alguna accién antioxidante, sin aislar ni evaluando el efecto flavonoide por
si solos, siendo dificil concluir si estos aportan o no. Sin embargo, se toman en

cuenta al demostrar que contiene estos compuestos y pueden ser aislados para su
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futura evaluacion, complementado si su aporte dentro de la accion antioxidante es

importante o nulo.

Por parte de Ipomoea batatas L. y Cyclotrichium origanifolium, si se lograron
encontrar articulos donde se evaluaba el poder antioxidante de los flavonoides
aislados de dichas plantas de forma individual. Los trabajos hechos por Luo et al.
en 2021 y Guzel et al. en 2017 muestran una actividad antioxidante evaluada por
lo métodos DPPH, ABTS y FRAP a los diferentes flavonoides que se aislaron e
identificaron previamente. En ambos articulos se destaca principalmente que los
resultados obtenidos para cada compuesto suelen variar entre ellos y entre
meétodos teniendo valores altos y bajos, demostrando que, aunque los flavonoides
son los mejores antioxidantes por excelencia no todos suelen tener una buena
potencia antioxidante y por ende es importante evaluarlos. Este problema se
atribuye a que sus estructuras quimicas presentan diferencias, como pueden ser
tanto el niamero como ubicaciéon de los grupos OH libres en su esqueleto
(principalmente en el anillo B), presencia o ausencia de dobles enlaces y/o
también grupos presentes como oxo o catecol. Debido a esto, los compuestos
pueden actuar o potencializar su actividad antioxidante como captadores de
radicales libres (donaciéon de un aomo o un electron) y/o quelacion de iones

metalicos.

Lo mencionado anteriormente, no afirma que un compuesto flavonoide no sea
capaz de realizar varios mecanismos de eliminacion de ROS a la vez por si solo,
si llegan a presentar todas estas cualidades de potencializacion en su estructura,
se convierte en un antioxidante muy potente, esto se demuestra con el articulo Luo
et al. en 2021 para Ipomoea batatas L. que reporto el aislamiento de diez
flavonoides para esta planta, los cuales identifico, aislé y procedidé a evaluarlos
para obtener la capacidad antioxidante de dichos compuestos. Dentro de estos se
encuentran la rutina, hiperésido, isoquercitrina, astragalina, quercetina, kampferol,
diosmetina, jaceosidina, crisina y la pectolinarigenina, siendo la quercetina la que
mostro la mejor capacidad antioxidante en los tres métodos de evaluacion

empleados frente al acido ascorbico (principal antioxidante no enzimatico, soluble

69



en agua, en el plasma vy los tejidos), debido a que la estructura de la quercetina
tiene una conformacion plana, caracterizada por tres enlaces de hidrogeno
intramoleculares, que pueden reaccionar facilmente con los radicales libres,
ademas por la fuerte complejacién de Fe (Il) con la presencia de todos los posibles
sitios quelantes existentes en los flavonoides, especialmente el grupo catecol,

segun lo informado por Leopoldini et al., 2004 y Cornard et al., 2005.

En cuanto a los demas flavonoides se puede mencionar que su accion
antioxidante difiere entre cada método de evaluacion utilizado, presentando
valores bajos y altos, siendo el caso para la pectolinarigenina, que esto como se
ha estado mencionado, puede ser que en su estructura quimica contenga grupos
hidroxilos, pero carezca de grupos oxo o catecol impidiéndole actuar como agente
quelante o como donador de atomos de hidrogeno, lo que hace que actué de
forma diferente en cada método, debido que cada uno de estos expone
simplemente uno de los tantos mecanismos de accién que pueden llegar a
presentar estos compuestos y no dos o mas a la vez, ya que los antioxidantes
inactivan los radicales ABTS mediante una sola transferencia de electrones,
mientras que inactivan los radicales DPPH transfiriendo un atomo de hidrégeno, a
partir de la ruptura homolitica de un enlace O — H y en FRAP en una quelacién
(Luo et al., 2021)

Esto también suele suceder en el trabajo presentado por Guzel et al. en 2017 para
Cyclotrichium origanifolium, donde se plasma el aislamiento de cinco flavonoides;
isosakuranetina, eriodictiol, luteolina, naringenina y apigenina, evaluados por los
mismos métodos (DPPH, ABTS y FRAP), aunque en esta ocasién estos
compuestos llegan a presentar estructuras similares, pero no idénticas, donde se
observa que algunas presentan un doble enlace entre los carbonos C-2 y C-3 de
anillo C, ausencia de un OH en el carbono C- 3 del anillo B y la disposicion
espacial del anillo B, esto demuestra que aunque sea minima la diferencia
estructural entre estos, su actividad antioxidante puede cambiar, potenciandola o
disminuyéndolo, ya que son caracteristicas importantes a la hora de actuar; el

caso de la luteolina es un claro ejemplo, sus ICsy obtenidos son bajos
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comparandolos con los demas en DPPH y ABTS pero en FRAP la naringenina
resulta ser mejor, algo que resulta confuso, debido a que la luteolina presenta mas
caracteristicas a favor para actuar como un mejor quelante, lo que la naringenina
carece, pero la disposicion espacial del anillo B es diferente, indicando que
también el impedimento estérico entra como una ventaja sobre la potencializacion

antioxidante.

Por otra parte, aunque los demas datos recopilados en este escrito carezcan hasta
cierto punto de un aporte para el principal objetivo de este trabajo, la evaluacién
antioxidante de diferentes flavonoides aislados de plantas medicinales, ayudan a
comprender cuales llegan a ser algunas de las desventajas o puntos a considerar
a la hora de comparar resultados de diversas fuentes. Los resultados de algunos
trabajos como los de Mozhiyarasi y Anuradha, 2018; Fu et al., 2016 y Tepe et al.,
2005 para las tres especies de plantas, demuestran que los datos también
parecen depender del método que se utiliza y el disolvente utilizado para las
extracciones de los polifenoles o el aislamiento total de los flavonoides, ya que
dependiendo de esto se obtendra una mayor cantidad de estos compuestos y por
ende una mejor evaluacion y una mayor certeza en la determinacion del contenido
total en las plantas, Franco et al., 2008 menciona que la diferencia en el
rendimiento del extracto estd relacionado con las distintas polaridades de los
solventes de extraccién y la solubilidad de los compuestos en el solvente de
extraccion. Esto se ve reflejado en la variacion de las actividades antioxidantes
obtenidas, donde la cantidad y la concentracién del disolvente juegan un papel
crucial, y hasta en algunos puede mejorar con la adicibn de agua, “se ha
evidenciado que el solvente organico acuoso generalmente tiene una mayor
eficiencia de extraccion en polifenoles que el solvente organico absoluto (Spigno
et al., 2007)".

También se observa que el tratamiento previo a su evaluacién, como es el método
de purificacién, tiene de igual manera su importancia dentro de la diferencia en los
resultados recopilados, y dependiendo de como se lleve a cabo, la obtencion de

polifenoles o flavonoides aumentara. Como ya se comento puede realizarse con
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una simple extraccion liquido- liquido con disolventes de diferentes polaridades o
con tratamiento un poco mas sofisticado, como la micro fluidizacion dindmica de
alta presiéon (DHPM) realizada en el trabajo de Huang et al. en 2013, que puede
alterar las paredes celulares, dando lugar a una transferencia de masa acelerada y
una mayor penetracion del disolvente en las células; que comparando ambos
métodos, este Ultimo parece arrojar datos mas altos en la obtenciéon de contenido
de flavonoides, obteniéndose hasta 346.8 mg/ 100 mL a diferencia de los
resultados en las planta de Hyptis suaveolens L. y Cyclotrichium origanifolium, que
como bien se mencioné este primero no es un extracto 100% puro de flavonoides,
sino una combinacién de polifenoles y sus métodos no van completamente

dirigidos a la purificacién de estos compuestos.
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10. CONCLUSIONES
Hyptis suaveolens L., Ipomoea batatas L. y Cyclotrichium origanifolium son plantas

utilizadas comunmente en la medicina tradicional para combatir y prevenir una
gran variedad de enfermedades o sintomas, atributo que se le son otorgadas por

su contenido metabdlico y que suelen cambiar entre cada especie o familia.

El poder antioxidante es una de estas actividades gracias a la presencia de
flavonoides, que son sintetizados por las mismas plantas para su supervivencia y
proteccion, donde numerosos estudios refutan esta propiedad mediante el

aislamiento de estos compuestos.

Estos estudios muestran experimentalmente de manera in vitro el potencial que
tienen los flavonoides y como es que actlan contras las especies reactivas de
oxigeno, utilizando diferentes métodos de evaluacién, que, aunque suelen ser
simples o0 no tan exactos, son Utiles para una buena aproximacion de su poder
antioxidante. Los resultados indican por sus valores bajos de Clsp y valores altos
de porcentaje de inhibicion de radicales libres los flavonoides son por excelencia

los mejores antioxidantes en estas plantas.

Ademas, la recopilacion de esta informacion mostré6 que el autor al utilizar o
realizar de manera distinta la forma de extraccion de los flavonoides en las
plantas, los resultados pueden variar y que al ser compararlos muchas veces sus
datos con los de otros estos suelen diferir, esto parece depender principalmente
por el disolvente utilizado, el tiempo y hasta los aparatos elegidos en el proceso

para el estudio.

Pese a la gran cantidad de informacion obtenida para validar el principio de esta
cualidad antioxidante, solo se encontraron pocos estudios en los cuales se realiz6
de una forma completa, es decir, evaluar de forma aislada el poder antioxidante
gue presenta cada flavonoide, detallando si aportan 0 no y si su estructura quimica
va acorde a las investigaciones previas establecidas, caso que se cumplié para

Cyclotrichium origanifolium e Ipomoea batatas L.
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Para terminar, aunque la informacion recopilada en este trabajo carezca de
contenido debido a la falta de referencias bibliograficas amplias o convincentes, no
significa que sea de menos importancia, ya que entre ellas se complementa y
aterriza en el principal objetivo, describir y analizar los métodos sobre el poder
antioxidante de los flavonoides encontrados en estas plantas, llegando este
trabajo a ser una pauta para la realizacion de proximas investigaciones,
afirmandose con seguridad que se cuenta con los elementos necesarios en este
escrito para apoyarse en informacion y respuestas acerca de las plantas

presentadas.
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