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RESUMEN

En este estudio se determind in vitro e in vivo el efecto antioxidante del
extracto de cuatro muestras de vainas de Acacia farnesiana (AF). Las vainas de
AF fueron recolectadas, secadas, molidas y sometidas a la extraccion de su
fraccion polifendlica, empleando una mezcla de solventes metanol:agua (80:20
v/v) y se cuantificaron los compuestos polifendlicos totales como equivalentes de
acido galico (EAG), asi como algunos flavonoides y acidos hidroxicinamicos. La
determinacion in vitro se realizé a través del ensayo de atrapamiento del radical
DPPH (2,2-difenilpicrilhidracilo) a concentraciones 8, 16, 6 32 mg EAG/mI; acido
ascorbico (200 y 68 mg/l) y quercetina (100 mg/l) fueron empleados como
estandares. In vivo los extractos de vainas de AF fueron administrados via oral al
jerbo (Meriones unguiculatus) en soluciones acuosas a tres diferentes
concentraciones (8, 16 y 32 mg EAG/mI), durante 5 dias; incluyéndose grupos
control positivo (acido ascorbico, 500 mg/l), control negativo (agua como placebo)
y basal. El efecto antioxidante en el plasma se valor6 a través de las pruebas de
atrapamiento (%) del radical DPPH y por ensayo ORAC (UM equivalentes de
Trolox). El contenido promedio de polifenoles totales en los extractos de las vainas
de AF fue 76.1 mg EAG/g. Los compuestos epicatequina, quercetina, acidos
galico, cafeico y clorogénico fueron detectados en los extractos estudiados en
concentraciones de 0.32, 0.49, 0.12, 0.15 y 0.18 mg/g extracto, respectivamente.
La actividad antioxidante in vitro frente a DPPH mostré valores similares para las
concentraciones menores y un abatimiento de dicha propiedad para la solucién 32
mg/ml. In vivo se presentd un incremento de la capacidad antioxidante en el
plasma en relacion a la dosis administrada; mostrandose cambios significativos
para la muestra de vainas namero 3 con la cual se disminuye la capacidad
antioxidante particularmente cuando es valorada a 16 y 32 mg/ml. Acacia
farnesiana tiene la capacidad de atrapar especies radicales en estudios in vitro e

in vivo, siendo la respuesta determinada por la concentracion.
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[I. ANTECEDENTES

1.1 Proceso de oxidacién

La oxidacién quimica es definida de manera general como la pérdida de
electrones de una sustancia (Kotz et al., 2003). Si bien dicha pérdida es
comunmente relacionada a la transferencia de oxigeno, existen procesos
guimicos en los que un atomo, ibn o molécula pierde carga negativa sin estar
involucrado el oxigeno e indistintamente se dice que se oxida (Konigsherg, 2008;
Kotz et al., 2003; Scheffer, 1992). La oxidacion de una sustancia esta ligada a la
reduccion (ganancia de electrones) de otra, implicando la transferencia de
electrones entre especies quimicas en un proceso conocido como sistema o par

redox.

En la vida diaria gran cantidad de eventos involucran reacciones quimicas
de oxidacion y los sistemas bioldgicos no son la excepcién. Las plantas convierten
la energia luminosa en compuestos quimicos mediante la fotosintesis, mientras la
respiracion en las células animales implica la combustién (oxidacion) de oxigeno
para liberar parte de la energia quimica disponible en alimentos (Hein y Arena,
2005).

[I.2 Radicales libres, generacién y consecuencias

Las moléculas que constituyen a la materia son un conjunto de atomos
unidos entre si por enlaces quimicos conformados por pares de electrones
compartidos, los cuales durante las transformaciones quimicas se reacomodan
para formar nuevos enlaces generando especies intermedias en el transcurso.

Dependiendo de cémo se rompa el enlace pueden clasificarse en:

1. Rupturas heteroliticas donde el par de electrones permanece unido a

uno de los atomos adquiriendo éste una carga negativa (anién) y su contraparte
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desprovista del electron presenta un carga positiva (cation); estas especies
guimicas con diferencia en sus cargas eléctricas son conocidas como iones.

2. Ruptura homolitica en cuyo caso cada electréon del enlace
permanece unido a uno de los atomos que lo conformaron. La presencia de
electrones desapareados da lugar a los radicales libres que son especies
guimicas capaces de mantener su existencia independiente a otras (Halliwell vy
Gutteridge, 2007). Los electrones desapareados hacen a los radicales libres
especies muy inestables que trataran de obtener el electron faltante de cualquier

otra con la que actien, considerandose como sustancias altamente oxidantes.

[1.2.1 Factores asociados con la formacion de radicales libres

La ruptura homolitica puede presentarse por procesos como la incidencia
de radiacion de alta energia UV sobre los enlaces O-O de la molécula de H,0; o
tras la combustion de la mayoria de los compuestos organicos a temperaturas
entre 450 y 600°C (Halliwell y Gutteridge, 2007). Ademas existen otros procesos
gue ocasionan la formacion de radicales libres como la adicion de un electron
Unico a una especie no radical, la reaccion de una especie no radical frente a una
especie radical o la transferencia de electrones mediada por reacciones
enzimaticas en los sistemas biolégicos (Sanchez y Mendoza, 2003). Algunas
condiciones ambientales también dan lugar a la formacion de radicales libres,

vinculandose a importantes factores como los descritos a continuacion:

11.2.1.1 Reaccion de Fenton

Esta reaccidon de oxidacion ocurre en presencia de hierro Fe (II) y mediada
por peréxido de hidrogeno puede dar lugar a la formacion de oxi-radicales como el
hidroxilo ((OH) asi como radicales libres de Fe (lll) (Konigsberg, 2008; Ruiz,
2007).

11.2.1.2 Radiaciones i6nicas

Cuando la energia de un fotdn excede la energia necesaria para remover

un electrén de una molécula, provoca una coalicibn molecular que genera iones.
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Los rayos gamma (y), rayos X, electrones de alta energia (particulas ), iones de
He?" (particulas a), neutrones de alta energia y fragmentos de fisién nuclear
pueden producir radiacion ionizante con la energia suficiente para ionizar a la
mayoria de las biomoléculas (Zollo et al., 2004). Estas radiaciones tienen efectos
nocivos en las estructuras celulares de los sistemas biologicos. Esta energia se
deposita en paquetes, favoreciendo la formacién de radicales libres, entre los
cuales el mas abundante es el radical hidroxilo ((OH) el cual es capaz de
interactuar con la mayoria de los componentes celulares. En el ADN, las
consecuencias quimicas y biolégicas de este tipo de radiaciones conducen a la
manifestacion de efectos tanto inmediatos como tardios. Los primeros estan
caracterizados por las alteraciones de las membranas celulares, la oxidacion de
proteinas de membrana y enzimas. Los efectos tardios generan rompimientos en
el ADN de cadenas simples y dobles, dafio de desoxirribosas, modificaciones de

bases nucleicas y retraso de la mitosis (Konigsberg, 2008; Zollo et al., 2004).

[1.2.1.3 Exposicion a compuestos quimicos

La formacion de radicales libres y otras especies reactivas se asocian con
la exposicion a oxidos de nitrogeno (presentes en el humo de cigarrillo, carnes
ahumadas y a la parrilla) asi como otras sustancias naturales como los metales.
Si bien metales como el hierro son esenciales para la salud al participar en
reacciones de transferencia electronica en presencia de oxigeno y ser
componentes importantes de enzimas y hemoglobina; metales y metaloides como
el plomo (Pb), mercurio (Hg), cromo (Cr), cadmio (Cd) y arsénico (As) pueden
perturbar la integridad estructural de la membrana interna mitocondrial, alterar su
potencial y consecuentemente favorecer la produccion de especies reactivas del
oxigeno (EROs) tales como superdxido y perédxido de hidrégeno (Konigsberg,
2008; Montero, 1996). Asimismo, los plaguicidas que incluyen los insecticidas
organoclorados y organofosforados, herbicidas, fungicidas, fumigantes vy
rodenticidas; cuando interactdan con los sistemas enzimaticos son convertidos en
intermediarios altamente reactivos (ozono, didxido de nitrégeno y azufre) que
inducen la generacioén de radicales libres y dafio oxidante (Konigsberg, 2008).
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1.3 Reacciones de los radicales libres

Cuando los radicales libres se encuentran pueden reaccionan entre ellos
uniendo sus electrones desapareados para formar un enlace covalente. Dicho
proceso recibe el nombre de dimerizacion, donde dos radicales ('R) idénticos
generan compuestos simétricos. Asimismo, en la reaccion de desproporcién dos
radicales reaccionan para generar un alcano y una olefina. Por otra parte, muchas
moléculas biolégicas no son radicales, sin embargo cuando reaccionan con un

radical libre pueden ocurrir diferentes reacciones (Cuadro 1).

Cuadro 1. Reacciones de radicales libres (Halliwell y Gutteridge, 2007)

Reaccion Ejemplo

Adicién
Un radical se puede

' ) Cuando el ‘OH se adiciona en la posiciéon 8 del
adicionar a otra molécula,

anillo de la estructura de la guanina en el ADN, el

y el producto formado  producto final es el radical 8-hidroxiguanina.
seguira teniendo un Guanina B-Hidraxiguanina
electron desapareado. 0
| o N | NH
X+Y —> (X-Y)" L Py X
HN/K\N N T "
z iR

iR

Reduccion y oxidacion
Un radical puede ser un
agente reductor, donando
electrones a una
molécula no  radical.
También puede actuar
como oxidante tomando
un electron de la
molécula no radical.

El radical diéxido de carbono (CO;") cuando
reduce el cobre (Cu'*) a Cobre (Cu).

—

CO, +Cu’ CO, +Cu

Abstraccion

Un radical puede abstraer
un atomo de hidrégeno
de un enlace carbono-
hidrogeno (C-H).

El radical hidroxilo abstrae un &tomo de hidrogeno
de la parte hidrocarbonada de la cadena de los

acidos grasos.

~

\ . .
— CH +OH —> —C  + H,0
/ /
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Asimismo en numerosos procesos quimicos y bioldgicos la transferencia de
electrones implica que parte del par electronico en el orbital de un atomo quede
desapareado generando radicales libres (Halliwell y Gutteridge, 2007). Un ejemplo
ocurre en la reaccion de Haber-Weiss (Ecuacion 1) que genera radicales
hidroxilo a partir de peréxido de hidrégeno o superdxido en presencia de metales
con electrones desapareados capaces de cederlos facilmente, derivando en la
reduccion del peréxido de hidrogeno ya sea por el i6n ferroso (reaccién de
Fenton) u otros metales como el cobre. Entonces, el primer paso del ciclo
catalitico de la reacciébn de Haber-Weiss se produce por la oxidacion del

superoxido en presencia del catidn férrico:
Fe* +'0, — Fe*" + O,
El segundo paso puede ser una reaccién de Fenton:
Fe*" + H,0, — Fe** + OH™ + "'OH
La reaccion neta es:
'Oy + H0, » 'OH+ OH + O,

Ecuacion 1. Reaccidon de Haber-Weiss (Haber y Weiss, 1932).

Il.4 Especies reactivas en sistemas bioldgicos

Los radicales libres generados por la utilizacion del oxigeno en las células,
ocurre como un proceso natural, inevitable y constante para mantener la
homeostasis a nivel celular en los tejidos normales. Sin embargo un desequilibrio
entre los factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes se asocian con la
produccion del estrés oxidante (Halliwell y Gutteridge, 2007; Miranda, 2008), el
cual se retomara mas adelante. Aunque existen especies reactivas formadas a
partir de diversos elementos quimicos como nitrégeno, cloro y bromo (Cuadro 2),
las mas notables por su variedad, abundancia e importancia biolégica son las

formadas a partir del oxigeno también llamadas EROs.
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Cuadro 2.Especies reactivas en sistemas biolégicos (Halliwell y Gutteridge, 2007)

Radicales libres

No radicales

Especies reactivas de oxigeno (EROs)

Superoxido (O3)
Hidroxilo ((OH)
Hidroperéxido (HO")
Carbonato (CO3")
Peroxilo (RO,

Peroxido de hidrégeno (H,0,)
0Ozono (O,)

Oxigeno singulete (O,%)
Peréxidos organicos (ROOH)

Alcoxilo(RO") Acido hipocloroso (HOCI)
Radical dioxido de carbono (CO,")

Oxigeno singulete (0,'2g")

Especies reactivas de nitrogeno (ERNS)
Oxido nitrico (NO)
Dioxido de nitrégeno (NO,)
Nitrato (NO3’)

Acido nitroso (HNO,)

Nitroxil cation (NO™)

Nitroxil anion (NO)

Tetroxido de dinitrégeno (N,Oy)
Triéxido de dinitrogeno (N,O,)
Peroxinitrito (ONOO")
Peroxinitrato (O,NOQO")

Acido peroxinitroso (ONOOH)
Alquil peroxinitritos (ROONO)
Alquil peroxinitratos (RO,ONO)

Especies reactivas del bromo (ERBS)
Bromo atomico (Br’) Acido hipobromoso (HOBr)

Bromo gaseoso (Br,)

Especies reactivas del cloro (ERCs)
Cloro atomico (CI) Acido hipocloroso (HOCI)

Cloro nitrito (NO,CI)

Cloro gaseoso (Cly)

Cloraminas

Di6xido de cloro (CIO,)

Cloruro de bromo (BrCl

Del mismo modo, Sanchez y Mendoza en 2003 refirieron a la propia

molécula de oxigeno (O,) como un radical libre en potencia ya que presenta dos
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electrones que en presencia de 4 electrones desapareados tiene la capacidad

para generar una reduccion que genera 3 EROs como se ilustra en la Ecuacion 2

Ecuacion 2. Etapas de la reduccion de oxigeno molecular hacia agua con la
generacion de tres EROs (Sanchez y Mendoza, 2003; Galatro et al., 2006)

o, _ e o _t+le +2H +1e +1e +2H
2 > 2 > H,0, OH" + OH ” H,0

1.5 Estrés oxidante

Las funciones fisiol6gicas de los organismos vivos implican procesos y
reacciones de transformacion de los compuestos quimicos durante los cuales el
cuerpo establece balances de 6xido-reducciéon con la finalidad de mantener un
equilibrio entre la formacion de factores prooxidantes y los mecanismos
antioxidantes encargados de eliminar dichas especies quimicas. Debido a que las
EROs tienen la capacidad de oxidar moléculas de ADN, proteinas y lipidos, son
potencialmente peligrosas en los sistemas bioldgicos. El dafio celular causado por
un exceso de agentes oxidantes se ha definido como estrés oxidante (Dudonne et
al., 2009).

La presencia de EROs en los sistemas biol6gicos puede incrementarse de
forma significativa por la exposicion a toxinas ambientales presentes en el humo
del tabaco y la contaminacién, también por aquellas producidas en las actividades
industriales y agricultura, asi como agentes contaminantes como el ozono, el
incremento en la temperatura y por radiaciones ionizantes. Asimismo el estrés
oxidante puede ser provocado por la disminucion en la transcripcion de actividad
del sistema enziméatico celular en el que participan enzimas como: superoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GSH-Px), glutation
reductasa (GR) o antioxidantes no enzimaticos como el glutatiéon reducido (GSH)

y la vitamina E (Cadenas y Packer, 2002).
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[I.6 Cadena respiratoria mitocondrial: Enzimas y sistema inmunoldgico

asociado aradicales libres

La mitocondria genera la mayor parte de la energia de las células animales,
es uno de los principales sitios generadores de EROs y en ella se lleva a cabo la
fosforilacion oxidante, proceso mediante el cual los electrones pasan a través de
una serie de moléculas transportadoras dispuestas en complejos enzimaticos
multiproteinicos llamados cadena de transporte de electrones, donde el aceptor
final de electrones es el oxigeno (O;) que es transportado por la hemoglobina
hasta las células y los electrones provienen de la nicotinamida adenina
dinucleétido reducida, NADH (Konigsberg, 2008).

La cadena de transporte de electrones esta formada por complejos
respiratorios que se encuentran en la membrana interna mitocondrial y dos
transportadores de electrones (ubiquinona y citocromo c); el ambiente semiaislado
gue provee la membrana lipidica permite la transferencia de un solo electrén (e°) a
través de los grupos prostéticos. Este tipo de compuestos generalmente
contienen metales como el hierro (Fe) o el cobre (Cu) que pueden cambiar su
estado redox y recibir o donar e sin alterarse (Fe** a Fe?*, Cu* a Cu®"); el hecho
de que la cadena respiratoria esté constantemente transfiriendo electrones de uno
en uno, sugiere que de existir una fuga en el sistema los electrones desapareados
podrian generar radicales libres ya que el O, es un gas que difunde libremente a
través de las membranas y es muy factible que su forma activada, oxigeno
singulete (*O,), se encuentre alrededor de la cadena respiratoria, por lo que de
existir fugas, se favoreceria la reduccién monovalente del *O,, generando asi el

radical superoxido, O,-" (Konigsberg, 2008).

La mitocondria cuenta con enzimas antioxidantes como la SOD y GSH-Px
gue transforman al radical superéxido (O,-) en H,O cuyas concentraciones
normales estimadas son de alrededor de 1 x 10%° y 5 x 10™° M, respectivamente;
Si estas concentraciones se rebasan o0 las enzimas antioxidantes son

insuficientes, el peréxido de hidrégeno (H2O;) podria convertirse en el radical
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hidroxilo mediante la reaccion de Fenton, catalizada por el hierro (Fe) o cobre
(Cu) presentes en las enzimas mitocondriales. Este mecanismo se puede repetir,
ya que la cadena respiratoria alterada aumenta la fuga de electrones, generando
un mayor niumero de EROs perpetuando asi este fendbmeno y desestabilizando el
equilibrio energético celular; de esta manera la produccién de EROs puede
generar tanto dafios en las enzimas de la cadena respiratoria, la membrana y
ADN mitocondrial (Konigsberg, 2008; Ruiz, 2007).

[1.6.1 Nicotinamida adenina dinucledétido fosfato oxidasa (NOX)

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) ademas de presentarse como
subproductos dafinos del metabolismo aerdbico, actian en otros casos mediante
un papel benéfico. Esto se ha comprobado al encontrarse enzimas cuya funcion
es producir radicales libres y otras EROs; de esta manera, se encuentra la familia
de las enzimas nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa (NOX)
presentes en varios tejidos, de las cuales la mas estudiada es la que se encuentra
en las células fagociticas. Esta NOX se activa ante una amenaza por agentes

patdgenos produciendo radicales libres para neutralizarlos (Konigsberg, 2008).

Las células fagociticas constituyen una de las defensas mas poderosas del
sistema inmunitario. Estas células circulan por la sangre y migran a través de los
capilares hacia los tejidos en donde avanzan lentamente en busca de agentes
externos que posteriormente digieren. La generacion de EROs mediada por la
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH), catalizada por la NOX con la
participacion de proteasas, conllevan a la destruccion y muerte celular del
patégeno; donde la NOX recibe un electron de la NADPH, lo dona al oxigeno
molecular y genera el radical O,", éste a su vez puede convertirse en otras EROs,
principalmente H,O, que actia oxidando compuestos aromaticos dando como
resultado la formacion de radicales libres para finalmente oxidar iones cloruro y
convertirlos en el acido hipocloroso (bactericida potente) o en el radical hidroxilo,

mediante la reaccion de Fenton, ilustrandose dicho proceso en la Figura 1.
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Figura 1. Defensa del organismo contra agentes externos (Konigsberg, 2008).

La activacion de la NOX es un proceso tan importante como su
inactivacion, debido a que la generacién excesiva de especies reactivas o bien su
localizacion en un sitio inadecuado pueden ser causas del deterioro en el

organismo (Konigsberg, 2008).

1.7 Actividad antioxidante

El entendimiento de los procesos de oxidacion y su consecuente impacto
en aspectos industriales, cientificos y de la salud han orientado investigaciones
hacia la utilizacion de sustancias antioxidantes. Los antioxidantes son compuestos
capaces de retardar o inhibir la oxidacion cuando se encuentran en
concentraciones menores respecto a los sustratos oxidables. A través de distintos
mecanismos, los antioxidantes impiden la oxidacién en otras moléculas (Shahidi,
1996). Asimismo, en los organismos vivos es posible encontrar moléculas
antioxidantes endégenas de proteccion frente a radicales libres (Konigsberg,
2008; Madhawvi et al., 1996; Pokorny, 2004).
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[1.8 Compuestos antioxidantes: Naturales, enddégenos y sintéticos.

En la naturaleza se presentan moléculas antioxidantes cuya actividad es
determinada por su composicién y estructura quimica. Otros compuestos
guimicos sintetizados en laboratorio pueden ser utilizados como aditivos para la
conservacion de los alimentos. Shahidi (1996) destacé dos importantes grupos:
los antioxidantes naturales y sintéticos; englobando dentro de los naturales, a los
endogenos (Figura 2).

Naturales AWy 7 Sintéticos
- -

@ \\"% ANTIOXIDANTES j

Tocoferoles y tocotnenoles Hidroxianisol butilado
: BHA). Hidroxitolueno
Carotenoides (BF
butilado (BHT).

Vitamina C

amia Butilhidroquinona
Polifenoles terciana (TBHQ).
Endogenos (Catalasa, superoxido Esteres del acido
dismutasa, peroxidasas) galico.

Figura 2. Clasificacion de los antioxidantes (Shahidi, 1996).

[1.8.1 Antioxidantes naturales

Diversos estudios enfatizan la importancia de los antioxidantes naturales
tanto por su actividad en alimentos y como por su efecto en sistemas bioldgicos.
El contenido intrinseco de antioxidantes en los alimentos cobra importancia
debido a que mejora su conservacion y supone una fuente de antioxidantes con
efectos benéficos en el organismo (Madhavi et al., 1996; Pokorny, 2004).

En numerosas especies del reino vegetal se han reportado compuestos
con propiedades antioxidantes (Fennema, 1995). De ahi que se fije la atencién en

evaluar la actividad antioxidante de aquellas especies que poseen compuestos
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biol6gicamente activos. Y ya desde 1979, Zilversmit relacionaba la presencia de
fitoquimicos dietarios a la prevencion de desérdenes como la aterogénesis

previniendo la perooxidacion lipidica, en particular de los quilomicrones.

En este sentido, compuestos dietarios como el acido ascorbico presenta
varias funciones en el organismo, destacandose como cofactor en diversas
reacciones que facilita la transferencia de electrones a enzimas algunas de ellas
con actividad antioxidante (Levine et al., 1996); mientras que en muchos
alimentos suelen utilizarse para proteger el sabor y color natural (por ejemplo en

productos lacteos, frutas y verduras procesadas).

El &cido ascorbico es una cetolactona cuya absorcion se realiza de manera
casi completa por medio de difusion simple y transporte activo (dependiente a su
vez de transportadores de sodio, hexosa asi como de co-transportadores de
sodio-ascoérbato). Este proceso es saturable y dependiente de la dosis; por tanto,
una ingesta mayor a los requerimientos fisioldégicos causa pocas acciones
demostrables, salvo en caso de padecer una deficiencia (Kallner et al., 1977,
Savini et al., 2008; Rumsey et al., 1997). La ingestion 6ptima en humanos de 90
mg/dia de acido ascoérbico (Food and Nutrition Board, 2004) conlleva un grado de
absorcion entre 70 a 95% y la concentracién plasmatica alcanza 8 mg/l (45 mM).
Un alto consumo de hasta 1.25 g al dia implica una reduccion de la absorcion de
hasta 33%, mientras que ante consumos menores a 200 mg la absorcion puede
alcanzar hasta el 98% (Levine et al., 1996). A partir de ingestiones superiores a
varios cientos de mg/dia en seres humanos, se ha mostrado que el acido
ascorbico se acumula en el cuerpo hasta que los niveles plasmaticos alcanzan el
umbral de reabsorcion renal necesario para incorporarlo. Cuando se superan las
concentraciones de acido ascorbico en plasma, el cuerpo lo excreta rapidamente
en la orina con una vida media de alrededor de 30 minutos. Sin embargo, ante
niveles inferiores de acido ascorbico en plasma, el umbral se mantiene y la vida
media se elevan hasta por 83 dias, tiempo coincidente con la aparicion de
manifestaciones de escorbuto que es una enfermedad relacionada a la deficiencia

de este acido (Oreopoulos et al., 1993). Asimismo el acido ascoérbico asimilado en
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el organismo humano se oxida de modos reversibles tanto por vias enzimaticas
(oxidasa) como no enzimaticas pasando de L-ascorbato hacia acido
deshidroascérbico, forma en la cual posee actividad como vitamina C (Laurence
et al., 2010). El ascorbato que no se excreta directamente en la orina, sudor y
heces como resultado de la saturacion, es destruido a través de enzimas

peroxidasas o polifenoloxidasas (Rose et al., 1986).

Los seres humanos y otros primates, asi como los cobayos y algunos
murciélagos, son los Unicos mamiferos conocidos incapaces de sintetizar 4cido
ascorbico; en consecuencia requieren obtenerlo a partir de la dieta para la
prevencion del escorbuto. En contraparte, animales como la rata no requieren
acido ascorbico dietético al ser capaces de sintetizarlo a partir de glucosa por
medio de la formacion intermediaria de acido D-glucuroénico, acido L-gulonico, y L-
gulonolactona (Mic Dowell, 2000).

Por otra parte, los polifenoles y los pigmentos carotenoides atraen la mayor
parte de la investigacion relacionada a los antioxidantes naturales. Al respecto, los
polifenoles son compuestos organicos distribuidos en las especies vegetales
sintetizados como resultado del metabolismo secundario de las plantas que
intervienen en diversas funciones, por ejemplo antioxidante especialmente en las
semillas evitando que el oxigeno deteriore al embrion (Del Pozo, 2011). También
forman parte de componentes responsables del aroma, sabor y pigmento por
tanto actuar como agentes de defensa entre la planta y el ambiente biolégico
como radiacion UV o patdgenos (Manach et al., 2004; Del Pozo (2011).

Estos productos naturales fueron identificados por las culturas mas
tempranas para su uso en los procesos de curtiduria en cuyo inicio eran llamados
“taninos vegetales” (\Van Driel-Murray, 2000). Desde entonces el interés por estos
compuestos ha derivado en avances respecto a su definicion, caracterizacion y
propiedades quimicas. Quideau et al. (2011) propusieron una definicién actual a
los polifenoles, denominandoles “metabolitos secundarios de las plantas

derivados exclusivamente por la via de los shikimato fenilpropanoides y/o los
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policétidos, con méas de un anillo fendlico y carentes de grupo funcional a base de

nitrdgeno en su estructura mas basica de expresion”.

Una definicibn mas incluyente, generaliza a los polifenoles (PF) como
compuestos organicos cuya estructura quimica presenta grupos fendlicos
consistentes en un anillo aromatico enlazado a uno o mas grupos hidréxilo
(Manach et al., 2004). De manera estricta se asigna el nombre de fenoles cuando
presentan una sola fraccion de hidroxilo, mientras que se nombran polifenoles
para indicar la existencia de mas de una de estas fracciones; sin embargo son
usualmente conocidos como PF (Figura 3). Las estructuras de los polifenoles son

heterogéneas presentando desde monémeros hasta polimeros.

_~.__-OH
OH ] ;l
J ' “o\,,-‘;\'\ /U ~ X “"OH
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n . N oH
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Figura 3. Estructura quimica del a) grupo funcional fenol y algunos polifenoles
dietarios como b) quercetina, c) acido cafeico y c) procianidina (Scalbert et al.,
2006).

Sus multiples grupos hidréxilo son responsables de interaccionar con
moléculas polares confiriéndoles la capacidad de absorber una gran cantidad de
radicales libres. En este sentido, la propiedad antioxidante de los PF esta

relacionada a factores tales como el potencial de ionizacion y tiempo de vida de
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los radicales fenoxil, las propiedades redox de los compuestos (6xido/reduccion de
metales y moléculas de O,) y la presencia de grupos funcionales capaces de
guelar iones de metales de transicion como el hierro y el cobre considerados
prooxidantes; con ello evitan la generacion de radicales libres en presencia de
peréxido de hidrégeno. A su vez estos factores son influenciados por la estructura
guimica del compuesto polifendlico, destacandose la presencia de grupo
dihidroxilado en el anillo B (formando un grupo catecol), el cual facilmente dona su
hidrégeno (electron) para estabilizar una especie reactiva; también la existencia de
insaturaciones en las posiciones 2,3 que conjugados con el grupo 4- oxo- del anillo
C permite la estabilizacion de su estructura a través de deslocalizacion de
electrones (De Heer et al., 1999; Bors et al., 1990; Wright et al., 2001; Sakihama et
al., 2002; Williams et al., 2004; Djeridane et al., 2006).

Diversas investigaciones sefalan la importancia de los PF en la dieta
humana debido a propiedades antioxidantes (Martin vy Appel, 2010) vy
anticancerigenas (Liu et al., 2004; Harris et al., 2007), asi como su capacidad de
disminuir el estrés oxidante que inducen dafios tisulares resultando en
padecimientos crénicos (Bravo, 1998). En este sentido Shahidi (1996) sefialé que
la eficacia de los antioxidantes en la salud depende de la adecuada ingesta de
alimentos ricos en estos compuestos, ademas de la presencia de ciertos
micronutrientes que actian a manera de cofactores, como el 4cido ascérbico. Un
ejemplo de la actividad antioxidante de un alimento rico en PF (0.930 mg
equivalentes de acido galico/l) es el nopal hidrolizado, el cual registré actividad de
atrapamiento in vitro sobre diversas especies reactivas como H,0,, O," y HOCI,
sugiriendo que es buen atrapador de las especies (Avila, 2012); asimismo un
efecto altamente protector in vivo fue observado frente a radicales libres como el
DPPH, lo que se puede sugerir una posible proteccion frente a diversas patologias
(Dok-Go et al., 2003; Hfaiedh et al., 2008; Zourgui et al., 2008).

Los PF abarcan una gran variedad de compuestos que se pueden dividir de

acuerdo a sus diferencias estructurales en acidos hidroxibenzoicos, acidos
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hidroxicinAmicos, antocianinas, proantocianinas, flavonoides, flavonoles, flavones,

isoflavonas, estilbencenos y ligninas (Cren-Olive y Rolando, 2003).

En la Figura 4 se ilustran ejemplos de la estructura de los grupos

flavonoides y acidos fendlicos.

('lJOOH
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Acidos hidroxibenzéicos Acidos hidroxicinamicos

\/-

Acidos fendlicos (del grupo no flavonoides)

Figura 4. Estructura general de flavonoides y acidos fendlicos (Martinez-Flores et
al., 2002).

Por su parte, Quideau et al. (2011) los clasifica en tres grupos:

1. Proantocianidinas (taninos condensados) tales como procianidinas,
prodelfinidinas y profisetinidinas que son derivados de la oligomerizacion de
las unidades flavan-3-oles, tales como: catequina, epicatequina, galato de
epicatequina, epigalocatequina, galato de galoepicatequina, fisetinidol,

galocatequina, galato de catequina, guibortinidol, mezquitol, robinetinidol.

2. Galo y elagitaninos (taninos hidrolizables), se derivan del metabolismo del
acido galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzoico) a través de la ruta del
shikimato; son polimeros heterogéneos formados por acidos fendlicos en

particular acido gélico y azUcares simples.

3. Florotaninos, son taninos presentes en las algas pardas (phyllum
Phaeophyta) y esencialmente se derivan de la oligomerizacion
deshidrogenante del floroglucinol (1,3,5-trihidroxibenceno); se clasifican en

fuhaloles, floretoles, fucoles, fucofloretoles, ecoles y carmaloles.
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En relacion al grupo de los flavonoides se incluye a las flavonas,
flavanoides, hidroflavonoides, isoflavonas, antocianidinas, proanocianidinas y
chalconas, todos estos compuestos presentan una estructura basica C6-C3-C6
(Cren-Olivé y Rolando, 2003; Rice-Evans y Parker, 2003; Harborne y Williams,
2000). Algunas de sus estructuras se muestran en la Figura 5.

(o] Q O o
Z™~ o

Antocianidina

Flavanol

OH

Flavona Flavonol

Figura 5. Estructura béasica y tipos de flavonoides (Martinez-Flores et al., 2002).

Los flavonoides desempefian diferentes funciones dentro de la célula
vegetal, responden a la luz UV captando fotones con lo cual se inicia el ciclo de la
fotosintesis; son reguladores del crecimiento y de la diferenciacién de las plantas,
confieren coloracién, siendo bactericidas y fungicidas. Dentro de productos
alimentarios los flavonoides pueden servir de proteccion antioxidante para los
lipidos, aumentando asi la vida de anaquel (Valverde et al., 2000). En el
organismo humano también tienen actividad antioxidante, lo cual hace que sean
muy apreciados en el ramo de la salud pues ayudan a prevenir el riesgo de
enfermedades cancerigenas y participan en la regulacion de los procesos

antioxidantes a través de la captacion de radicales libres (Pier-Giorgio, 2000).

Asimismo, estudios realizados por Yao et al. (2007) y Miyamoto et al. (2011)

indican que antioxidantes de origen natural como la quercetina inducen la
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expresion y actividad de enzimas antioxidantes endégenas como: GR, GSH-Px,

SOD, CAT, glutatiéon sintetasa y la hemo-oxigenasa.

Los &cidos hidroxicinamicos tienen aplicaciones en la salud debido a su
actividad antioxidante, antimicrobiana, antinflamatoria, anticancerigena y
prevencion de ateroesclerosis, mientras que en los alimentos dichos compuestos
tienen implicacion en el desarrollo de sabores y aromas. Por esto, en los ultimos
aflos ha aumentado el interés en el estudio y conocimiento de este tipo de
compuestos considerados bioactivos (Valverde et al., 2000). EI acido ferdlico lo
podemos encontrar unido a diferentes polisacaridos y es parte importante de la
pared celular (Mathew y Abraham, 2006). Los polifenoles, incluidos los flavonoides
y acidos hidroxicinamicos presentan solubilidad en agua a rangos de temperatura
de 30-35°C mejorando dicha propiedad con mezcla de disolventes metanol-agua
(80:20, v/v) (Cuchillo et al., 2013).

[1.8.1.1 Antioxidantes enddgenos

De acuerdo con los reportes de Konigsberg (2008), los antioxidantes
enddgenos con los que cuenta el organismo pueden funcionar ya sea previniendo
la formacion de radicales, catalizando la sintesis o regeneracién de antioxidantes
no enzimaticos; dentro de estos antioxidantes, se encuentran principalmente las

enzimas que se detallan a continuacion:

1. Superoxido dismutasa (SOD), es una metaloproteina presente en las
células y fluidos extracelulares. Elimina el radical superéxido (Oy"),
acelerando su conversion a peroxido de hidrogeno (H.O-), al encontrarse
presente en todos los organismos aerdbicos y en la mayoria de los
compartimentos subcelulares, ademas de inactivarse a temperaturas
superiores al resto de las enzimas antioxidantes, tiene un papel importante

de defensa frente al dafio oxidante (Yu, 1994).

2. Glutation peroxidasa (GSH-Px), es una selenoproteina que se encuentra
en la matriz mitocondrial y en el citosol de las células. Se considera la
enzima con mayor capacidad para eliminar peréxidos; actla catalizando las
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reacciones de reduccion del peréxido de hidrégeno (H,O,) y los peroxidos
lipidicos (Halliwell et al., 1995). El selenio constituye uno de los
micronutrientes esenciales para los organismos, siendo necesario un
adecuado aporte de este elemento en la dieta para el mantenimiento de la

salud y reproduccién.

3. Catalasa (CAT), es una hemoproteina de amplia distribucion intracelular, se
encuentra principalmente en los peroxisomas y en las mitocondrias;
descompone el perdxido de hidrogeno, principalmente en agua y oxigeno;
desde el punto de vista cinético la enzima glutation peroxidasa (GSH-PXx)
posee mucha mas afinidad por el peroxido de hidrégeno (H.O,) que la
catalasa pero esta Udltima tiene la ventaja de no depender de la
regeneracion del glutation (GSH) ni de consumo de la nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH). Bajas concentraciones de peréxido de
hidrégeno estimulan la actividad de peroxidasas como la GSH-Px, mientras

gue la catalasa actia a concentraciones mayores de H,O, (Yu, 1994).

[1.8.2 Antioxidantes sintéticos

Estos compuestos contienen sustituciones alquilicas para mejorar su
solubilidad en grasas y aceites; su actividad antioxidante es dependiente de su
composicion quimica que a su vez influye sobre sus propiedades fisicas como
solubilidad y estabilidad térmica (Pokorny, 2004). Los antioxidantes sintéticos mas
utilizados en la industria alimenticia se ilustran en la Figura 6 y corresponden a

compuestos tales como:

1. Hidroxianisol butilado (BHA), formado por una mezcla de isémeros 3-
terbutil-4-hidroxianisol y 2-terbutil-4-hidroxianisol, con férmula molecular
C11H1602 y olor caracteristico; es un solido blanco o amarillento, altamente
soluble en grasas y aceites e insoluble en agua. Comercialmente es muy
utilizado debido a su estabilidad a las variaciones de pH, alta eficacia y
acentuado sinergismo con otros antioxidantes. No tiene accion mutagénica

pero es capaz de modular el efecto de ciertos carcinégenos sobre animales
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de experimentacién, potenciando o inhibiendo la accion del carcinbgeno
evaluado (Carreras, 2004; Madhavi et al., 1996).

Butil hidroxi tolueno (BHT), también conocido como 3,5-di-terbutil-4-
hidroxitolueno, metil-di-terbutilfenol o 2,6-di-terbutil-para-cresol y con
férmula molecular C15H240; es un compuesto con propiedades similares al
BHA. Se considera con mayor efectividad en grasas animales que en
aceites vegetales y exhibe actividad antioxidante relativamente débil si no
se combina con otros antioxidantes como el BHA y la butilhidroquinona
terciaria (TBHQ), pero no con galato de propilo (Carreras, 2004; Madhavi et
al., 1996).

Butilhidroquinona terciaria (TBHQ), es el antioxidante sintético mas
potente y efectivo para estabilizar aceites vegetales altamente insaturados
(la mayoria de las grasas y aceites). Se trata de un soélido blanco, cristalino,

moderadamente soluble en aceite e insoluble en agua (Carreras, 2004).

Esteres del acido gélico, los cuales se basan en la estructura trihidroxil de
este acido (acido 3,4,5-trihidroxibenzoico). Es un compuesto poco soluble
en agua. Tienen una potencia antioxidante relativamente alta, pero su uso
es limitado debido a su tendencia a unirse al hierro y por su sensibilidad al
calor. Suelen aplicarse con compuestos sinérgicos como el acido citrico,
qgue actua como quelante del hierro; es un antioxidante poco util para la
preservacion de los aceites de fritura o alimentos y grasas sometidas a
altas temperaturas durante su procesamiento y fabricacion, por lo que se

utiliza con BHA para una mayor efectividad (Madhavi et al., 1996).

El uso de antioxidantes sintéticos como aditivos incluye aspectos negativos

debido a sus probables efectos toxicos ya que al ser compuestos altamente

lipofilicos requieren ser solubilizados en solventes organicos o aceites vegetales.

Es un hecho reconocido que los solventes organicos apolares son altamente

toxicos para los mamiferos; por lo tanto la incorporacion de estos antioxidantes

debe ser limitada y normalizada (Madhavi et al., 1996).
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Figura 6. Estructura quimica de antioxidantes sintéticos (Madhavi et al., 1996).

1.9 Mecanismo de accién de los antioxidantes

Los antioxidantes inhiben o retardan la oxidacion de dos formas: captando
radicales libres en cuyo caso se denominan antioxidantes primarios o0 por otros
mecanismos en cuyo caso Se conocen como antioxidantes secundarios. Los
antioxidantes primarios inducen la ruptura de la cadena de propagacion de la
oxidacion ya sea eliminando radicales libres o cediendo un proton al radical libre,
este fendmeno se ilustra a continuacion en la Figura 7. En los antioxidante
primarios se incluye a los compuestos fendlicos, mismos que se destruyen durante
el periodo de induccién; asimismo pueden ser liposolubles como la vitamina E y 13-

caroteno o hidrosolubles como el acido ascorbico (Giese, 1996; Niki, 1987).

e C{CH C{CH
Radk+ 0D CH—> Rad + -o@-cuw 0=(=- cH

C(CHy)s C(CHy)s C{CHy)s
Radical +  BHT - Radical + Radical fenoxi derivado

Fenol dervado protonado estabilizado por resonancia

Figura 7. Mecanismo de accién de los antioxidantes primarios (Giese, 1996).
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Por su parte, los antioxidantes secundarios operan a través de mecanismos
gue pueden involucrar su union a metales pesados, la captacion de oxigeno,
conversion de hidroperoxidos a especies no radicales, absorcion de la radiacion
UV, desactivaciéon del oxigeno singulete o inhibiendo la iniciacion de la oxidacion;
este Ultimo mecanismo se presenta en las proteinas de transporte y almacenaje
(transferrina, lactoferrina, albumina, etc.) las cuales quelan iones metalicos
evitando que actien como catalizadores de la oxidacién. Pertenecen a los
antioxidantes secundarios el acido etilendiamino tetraacético (EDTA) y citrico, asi
como enzimas antioxidantes: SOD, CAT y GSH-Px. Algunos antioxidantes sélo
poseen actividad como tal en presencia de un segundo componente minoritario,
como en el caso del acido ascérbico que es efectivo en presencia de tocoferoles y
otros antioxidantes primarios (Niki, 1987; Giese, 1996; Madhavi, 1996; Pokorny,
2004). Ejemplos de los mecanismos de accion antioxidantes se muestran en el
Cuadro 3.

Cuadro 3. Mecanismos de accion de los antioxidantes (Pokorny, 2004).

Tipo de
antioxidante

Mecanismo de accién

Ejemplos de antioxidantes

Antioxidantes
propiamente dichos

Estabilizadores de
hidroperdxidos

Sinergistas

Quelantes de
metales

Extinguidores de
oxigeno singulete

Sustancias que
reducen hidroperoxido

Inactivando radicales libres lipidicos
Previniendo la descomposicién de
hidroperdxidos a radicales libres

Promoviendo la actividad de los
antioxidantes propiamente dichos

Ligando  metales
compuestos inactivos

pesados a

Transformando oxigeno singulete en
oxigeno triplete

Reduciendo hidroperdxidos por vias
no radicalarias

Compuestos fenolicos

Compuestos fendlicos

Acido citrico, &cido ascorbico

Acido fosforico, compuestos
de Maillard, acido citrico

Carotenos

Proteinas, aminoacidos
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[1.10 Actividad prooxidante

Los compuestos antioxidantes bajo ciertas condiciones actuan de manera
antagonista a su actividad original denominandose como prooxidantes. Al respecto
en 2002, Sakihama y colaboradores evaluaron la accion de polifenoles para dafiar
el ADN a través de la produccion de radicales en presencia de Cu y O,. Para ello
eligieron tres acidos hidroxicinamicos con estructuras quimicas y potenciales
redox similares: acido clorogénico, cafeico y dihidrocafeico (DHCA) a diferentes
concentraciones (0, 0.5, 1, 5, 10, 20 y 50 uM). La intensidad de los dafios
provocados al ADN varid considerablemente en el siguiente orden para los acidos:
DHCA > cafeico > clorogénico. La exposicion del ADN a los polifenoles dio como
resultados dafios dependientes de la dosis. Estos autores sefialaron que dicho
comportamiento se relaciond con la presencia de radicales fenoxil en los
polifenoles en conjunto con la accion de metales como Al, Zn y Ca pueden iniciar
la peroxidacion lipidica. Péerez (2003) indico la mutagenicidad y genotoxicidad de
los flavonoides tanto en sistemas experimentales bacterianos como de mamiferos.
Debido a sus caracteristicas estructurales, los flavonoides poseen bajos
potenciales de oxidacién, que les permiten reducir Fe** y Cu?" para sufrir una
autooxidacion o incluso involucrarse en un proceso redox, actuando de esta
manera como agentes prooxidantes, lo que explica los efectos mutagénicos y
genotoxicos de estos metabolitos vegetales. Algunos de los mecanismos a través
de los cuales los flavonoides ejercen sus acciones prooxidantes incluyen la
reduccion temporal de Cu (Il) a Cu (I), la generacion de EROs, asi como la
afectacion de las funciones de los componentes del sistema de defensa

antioxidante nuclear: glutatiéon y glutation-s transferasa.

[1.11 Procedimientos para determinar la actividad antioxidante

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante. Las
estrategias mas aplicadas en las mediciones in vitro de la actividad antioxidante se

basan en la generacion de radicales libres cromoéforos para simular especies
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reactivas de oxigeno estabilizados frente a la adicion del antioxidante a evaluar;
dichos métodos ofrecen informacion diversa y en general permiten obtener buenas
correlaciones entre la actividad antioxidante y la vida media de los productos, pero
sélo tienen ligeras aproximaciones a los efectos protectores de la salud y de los

métodos in vivo (Cadenas y Packer, 2002).

I1.11.1 Cuantificacién in vitro de la actividad antioxidante

La capacidad antioxidante en una mezcla es la suma de las capacidades
antioxidantes de cada uno de sus componentes, sin embargo también depende
del microambiente en que se encuentra el compuesto. Las estrategias mas
aplicadas para evaluar de manera in vitro la capacidad antioxidante total de un
compuesto, mezcla o alimento consisten en determinar la actividad del
antioxidante frente a sustancias cromogenas de naturaleza radical cuya pérdida de
color es proporcional con la concentracion del radical croméforo (Kuskoski et al.,
2005). Las determinaciones de actividad antioxidante requieren el uso de

compuestos estandar como la catequina, a-tocoferol o vitamina C.

[1.L11.1.1 Actividad antioxidante determinada por el blanqueo del B-caroteno.

En este ensayo se determina la capacidad antioxidante debido a la
oxidacion (formacion de radicales libres) del B-caroteno por las condiciones en que
éste se encuentra (luz, temperatura, H,O, y presencia de acido linoleico). En su
mecanismo de accion el B-caroteno pierde sus dobles enlaces, formando radicales
inestables que posteriormente pueden ser estabilizados por compuestos
antioxidantes (Matthaus, 2002).

El blanqueo de B-caroteno en presencia de &cido linoleico es ampliamente
utilizado debido a su sensibilidad, bajo costo de los reactivos y poco tratamiento
gue requiere la muestra. Algunas de las desventajas que presenta el método son:
la preparacion de la emulsion debe darse bajo las mismas condiciones en cada
ensayo ya que puede afectar la reproducibilidad de los resultados; al utilizar un

lipido emulsificado, existe un gran numero de variables que interfieren en la
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oxidacion que son dificiles de controlar; el efecto interfacial que se presenta afecta
el comportamiento del antioxidante y el tiempo que requiere el ensayo es mucho

mayor que el tiempo que toman otras pruebas (Prieto et al., 2012).

[1.L11.1.2 Actividad antioxidante por radical DPPH (2,2-difenilpicrilhidracilo)

La determinacion de la actividad antioxidante puede realizarse a través de
la cuantificacion del porcentaje de atrapamiento del radical DPPH (2,2-
difenilpicrilhidracilo). Esta técnica es ampliamente utilizada debido a la rapidez,
sensibilidad, excelente estabilidad del radical, reproducibilidad y bajo costo del
ensayo. EI DPPH es un radical croméforo, que al reaccionar con un agente
donador de electrones, es reducido a su forma DPPH-H. Un cambio en el color,
purpura (forma oxidada) a amarillo (forma reducida), indica que tan activo es el

antioxidante que se esta evaluando (Ozcelik et al., 2003).

La prueba cuantitativa consiste en hacer reaccionar una solucién del radical
DPPH con una solucion del antioxidante a concentraciones conocidas y
monitorear el cambio de color en un tiempo determinado registrando la
absorbancia de la mezcla a 517 nm (Figura 8). Algunas desventajas de este
método son que el DPPH’ Unicamente puede ser disuelto en medios organicos,
especialmente en medios alcohodlicos no acuosos, lo que representa una limitacion

importante del método para especies de naturaleza hidrofilica (Gulcin, 2006).

CeHs_ —CeHs CeHs\Il\I/CaHS
|
N +  R-(OH), N—H
O,N NO, O.N NO,
(extracto)
NO, NO,
Radical-DPPH DPPH reducido

Figura 8. Reaccion del radical DPPH (Taga et al., 1984).
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[1.11.1.3 Actividad antioxidante por radical ABTS (&cido 2,2"-azinobis (3-

etilbenzotiazolin-6-sulfonico))

Este método es semejante al ensayo con el radical DPPH, estableciendo
una reaccién entre el radical ABTS (acido 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonico)) y el antioxidante que es el donador de electrones. La Unica diferencia
es que antes de reaccionar con el antioxidante, el radical ABTS debera ser
generado por oxidacion del ABTS®. Esta reaccidn puede ser generada
guimicamente utilizando agentes oxidantes como persulfato de potasio o diéxido
de manganesio y/o enzimaticamente empleando enzimas como mioglobina o

peroxidasa tipo Il (HRP) como se muestra en la Figura 9.

0,5 S S 0,
0709
ABTS" __, N+ + R-(OH) n (extracto)
+ |
NH CH

N
| +
Enzimatico 4 25 CH, NH,
ABTS+
0 quimico
0,5 S S o,
H _N-N<
l N + R'(O )n
— l | +
NH CH, CH, NH,
ABTS

Figura 9. Reaccion del radical ABTS (Re et al., 1999).

[1.11.2 Pruebas in vivo de la actividad antioxidante

Hoy en dia existe fuerte evidencia de la proteccién antioxidante que los
polifenoles proporcionan a la salud, provocando un incremento de la capacidad
total de atrapamiento de las especies tipo radical por parte de la sangre ante la
presencia de polifenoles en dicho componente corporal. Especificamente los
polifenoles se complejan a la superficie de los eritrocitos y con ello favorecen la
capacidad de secuestro de oxidantes existentes en la sangre, analogamente
aumenta la capacidad antioxidante. Ademas de ser un buen atrapador de
radicales libres in vitro, una de las propiedades mas importantes de una sustancia
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antioxidante es que pueda llegar al sitio de accion en su forma activa, actuar in
VivOo y como consecuencia atenuar o prevenir la oxidacion de biomoléculas (Koren
et al., 2010; Avila, 2012).

[1.11.2.1 Prueba de actividad antioxidante de la sangre por atrapamiento del
radical DPPH

Koren et al. en 2010 adaptaron el método de atrapamiento del radical libre
DPPH para determinar la capacidad antioxidante de la sangre completa, plasma y

eritrocitos; mostrando una gran eficiencia del uso de esta técnica.

En 2012, Avila recurri6 a esta adaptacion del ensayo y determind la
capacidad antioxidante en componentes sanguineos de individuos sanos los
cuales consumieron durante tres dias una dieta que cubrié sus requerimientos
energéticos, al mismo tiempo que garantiz6 un consumo diario de entre 24 y 27
mg de polifenoles provenientes exclusivamente del nopal hidrolizado. EI consumo
del nopal mostré un incremento significativo de la actividad antioxidante en sangre,
eritrocitos y plasma; registrandose en este ultimo el incremento mas significativo
(20%) respecto a la dieta control. Los resultados sugirieron que el efecto
antioxidante se debié al atrapamiento directo de especies reactivas como el
DPPH.

[1.11.2.2 Capacidad de absorcion de radicales oxigeno (ORAC)

El ensayo conocido como ORAC (capacidad de absorcion de radicales
oxigeno, por sus siglas en inglés) es una evaluacion tanto in vitro como in vivo
para determinar la capacidad antioxidante frente a los radicales libres. Su principio
de accion se ilustra en la figura 10 y se basa en el uso de la fluoresceina o
proteina fluorescente R-ficoeritrina como sustrato oxidable y 2,2 -azobis-2-
amidinopropano (AAPH), como generador de radicales peroxilo (ROO’). Este
método es el Unico que registra la accion de la especie radical hasta el final a
través del decremento de la fluorescencia y la integracién de areas bajo la curva

(ABC) netas de cada sustancia evaluada; haciendo posible generar una curva de
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calibracion del estandar antioxidante trolox (acido 6-hidroxy-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilco) usada para interpolar los valores de ABC de las
muestras y cuantificar la capacidad antioxidante por su equivalencia respecto al
comportamiento de este antioxidante especifico. De esta manera, la técnica
considera tanto el porcentaje como la extension de la inhibicion a un valor dado
(Prior et al., 2003; Glazer, 1990; Winston et al., 1998; Huang et al., 2005).

EROs/ERNs
(ROQr, HO', 'O,, ONOO")
|

Qxcacion
| |
Sonda fluorescente Sonda fluorescente
+ +
Blanco Antioxidante (lipofilico o hidrofilico)
[ [
Pérdida de fluorescencia [ Pérdida de fluorescencia

Integrac:on

| Integracan

ABC s

Capacidad Antioxidante= ABC srexaarts - ABC risnce

Figura 10. Esquema del principio del ensayo ORAC (Huang et al., 2002).

[1.12 Actividad de los polifenoles sobre las células sanguineas

La presencia de hemoglobina en la sangre representa un factor de
susceptibilidad al dafio oxidante debido a que puede ser oxidada en sus centros
Fe-S asi como en su grupo hemo por el perdxido hidroégeno transforméandola a las
formas: metahemoglobina y metamioglobina que son poderosas promotoras de la
continuidad del proceso oxidante. Asi la hemoglobina oxidada al reaccionar
nuevamente con la molécula de peréxido de hidrogeno, provocard una hemo-
degradacion y consecuentemente liberacion de iones hierro capaces de prolongar
y catalizar la formacion de radicales libres y peroxidacion lipidica (Hebbel, et al.,
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1993; Vives et al., 1995; Rice-Evans et al. 1986; van der Berg et al., 1992; Puppo y
Halliwell, 1988; Ando et al., 1995; Konigsberg, 2008). Asimismo, se reconoce que
el mayor deterioro celular es causado por el radical hidroxilo ("OH), el cual es
generado como parte de la actividad redox del peroxido de hidrégeno (H,O,) y
superoxido (O,), los cuales en presencia de adecuados metales de transicion
daran lugar a las reacciones de Fenton y Haber-Weiss (Samuni et al., 1983; Ames
et al., 1993; Chevion, 1988; Halliwell et al., 1992; Mao et al., 1994). Al respecto,
diversos reportes indican que en condiciones in vitro, los metales como el hierro,
cobre, titanio, cobalto y cromo son altamente efectivos en la generacién de
radicales hidroxilo; mientras que in vivo lo son particularmente los iones de hierro;
guienes presentan una alta efectividad catalitica para la formacion de ‘OH a partir
de proteinas, &cidos orgénicos, nucledtidos de adenina, sulfuro y ADN (Halliwell y
Gutteridge, 1986, Bannister et al., 1983; Baker y Gebicki, 1986; Floyd, 1981; Flitter
et al., 1983, Berglin y Carlsson, 1985).

Considerando que la transferrina es la proteina transportadora de hierro en
el plasma, Maguire et al. (1982) y Baldwin et al. (1984) reportaron la habilidad de
la union transferrina-hierro para acelerar la formacion de "OH a partir de O™, en un
ambiente estricto con un pH de 7.8. Asimismo, Mc Cord y Day (1978) evaluaron el
efecto del pH sobre la formacion de ‘OH en esta proteina cargada de hierro,
sefialando que la generacion de estos radicales se incrementa cuando el pH es de
7.4. Por su parte, Bannister et al. (1982), Motohashi y Mori (1983) y Burton et al.
(1984), también reportaron la susceptibilidad de esta proteina trasportadora al
deterioro por efecto de lipoperoxidacion, en presencia de estos factores. También,
Auroma y Halliwell (1987) evaluaron la capacidad de formacion de radicales
hidroxilo a partir de proteinas sanguineas en presencia de hierro a diferentes
condiciones de pH, donde la adicion de &cido ascorbico mostré que soélo a partir
de valores inferiores de pH 5, existe un incremento en la generacién de los

radicales "OH.

Ante el desencadenamiento del proceso de lipoperoxidacion; las especies
de hierro vulnerables al ataque del radical hidroxilo, pueden evitar ser oxidadas
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ligandose a metabolitos intracelulares o componentes de la membrana como parte
de mecanismos homeostaticos. Asimismo diversos polifenoles de plantas han
mostrado su efecto protector in vitro sobre procesos oxidantes citotoxicos en
hepatocitos, fibroplastos de pulmén y células rojas sanguineas sugiriendo gque los
polifenoles se ligan a las moléculas de hierro de bajo peso molecular en lugar de
realizar un ataque directo sobre el atrapamiento de los radicales hidroxilo que
requeriria una alta concentracion de antioxidantes (Morel et al., 1993; Nakayama
et al., 1993; Grinberg et al., 1994; Afanas’ev et al., 1995; Hanasaki et al., 1994;
Halliwell et al., 1992).

Al respecto, Grinberg vy colaboradores (1997) evaluaron el efecto
antioxidante in vitro de los polifenoles provenientes del té verde (catequina 71%) y
té negro (catequina 42%, teafloavinas 9.3%) sobre células rojas tanto normales
como con un dafio inducido sobre la membrana celular. Los resultados
demostraron que el efecto protector de los polifenoles es dependiente de la dosis y
actian como agentes quelantes del ion hierro. Asimismo reportaron que 10 pg/ml
de polifenoles de los dos tés, fueron capaces de inhibir hasta en 80% la
lipoperoxidacion de la membrana celular dafiada y reducir hasta en un 50% el flujo
de radicales hidroxilo ("OH); bajo las condiciones de experimentacién de estos
autores se concluy6 que no existié intercambio de electrones en el complejo redox
de hierro. De manera similar, Tedesco et al. (2000) y Dai et al. (2006) reportaron
no solo la proteccion in vitro de los polifenoles para reducir dafios en membrana
(monitoreada por la lisis de células rojas) sino que indirectamente relacionan dicha

proteccién con menores niveles de especies reactivas.

Adicionalmente a la utilizacion de polifenoles como compuestos quelantes
gue pueden interferir en el proceso de lipoperoxidacion, autores como Bonarska-
Kujawa et al. (2012) sefalaron que la actividad antioxidante presentada por los
eritrocitos esta relacionada a su capacidad para enlazar a su superficie una gran
variedad de polifenoles antioxidantes, debido a las interacciones electroestaticas
de los grupos hidroxilo (presentes en la estructura quimica de los polifenoles) con

los componentes de la superficie de la membrana de los eritrocitos, formando
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complejos membrana-polifenol que los hace agentes antioxidantes mas eficientes
al poder atrapar diversas especies reactivas (Koren et al., 2010). También, se ha
sefialado que los flavonoles podrian interactuar de forma sinérgica con el a-
tocoferol (vitamina E), vitamina C y otros flavonoides, esto al reaccionar con los
radicales peroxilo y detener la peroxidacién retardando la lisis de eritrocitos y
mejorado la actividad antioxidante (Herrmann, 1976; Jia et al., 1998; Zhou et al.,
2000; Zhou et al., 2005; Liu et al., 2000).

Por tanto, la eficacia de la actividad antioxidante de los polifenoles en
sangre y plasma estad determinada tanto por las condiciones de iniciacién de la
oxidacion (presencia de polifenoles, especies tipo reactivas y pH), como por la
capacidad quelante, estructura molecular y las interacciones que establezcan

estos fitoquimicos con la superficie de la célula y otras moléculas.

En efecto, los polifenoles han mostrado ser buenos antioxidantes contra la
peroxidacion lipidica iniciada por radicales libres actuando en diversas soluciones
y matrices micelares, lipoproteinas humanas de baja densidad, células rojas,
plasma y los microsomas de higado de rata (Ma et al., 2000; Jia et al., 1998; Zhou
et al., 2000; Chen et al., 2001; Zhou et al., 2005; Liu et al., 2000; Cai et al., 2002).
Por lo tanto, es justificado el interés en ampliar investigaciones relacionadas a
polifenoles provenientes de la dieta y estudiar su actividad antioxidante
(Herrmann, 1976; Jia et al., 1998; Zhou et al., 2000; Zhou et al., 2005; Liu et al.,
2000).

[1.13 Acacia farnesiana (L.) Willd (AF)

Acacia farnesiana (L.) Willd, conocida comunmente como huizache, es una
planta leguminosa considerada un producto forestal no maderable. Esta especie
de leguminosa originaria de América tropical tiene un area de distribucion
heterogénea en todo el mundo tropical. En nuestro pais se encuentra en la
vertiente del océano pacifico desde el sur de Sonora hasta Chiapas y de manera
discontinua en la vertiente atlantica a una altitud que va de los 36 a 2,500 msnm.
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AF es una especie de facil adaptacién presentando tolerancia a suelos salinos y
secos, aunque no soporta suelos calcareos ni temperaturas menores a -5°C. Por
lo general se desarrolla a orilla de caminos, arroyos, parcelas abandonadas,
terrenos con disturbio y sitios ruderales. Se le encuentra donde predominan climas
célidos y semicalidos, en regiones que tienen hasta 900 mm de precipitacién anual
y temperaturas que varian de 5 a 30°C. Puede florecer durante todo el afio y
especialmente de noviembre a mayo; en Chamela Jalisco florece de diciembre a
marzo, en Guerrero de julio a marzo fructificando de enero a abril (Zamora vy
Torres, 2001; CONABIO, 2008; Ochoa, 1984).

Acacia farnesiana se presenta como un arbusto espinoso o arbol pequefio,
perennifolio o subcaducifolio de 1 a 2 metros de altura en la forma arbustiva y de 3
a 10 metros en la forma arborea, de copa redondeada y hojas plumosas con flores
en cabezuelas de color amarillo (Imagen 1). Por su parte, los frutos (vainas)
muestran un color oscuro rojizo, siendo semiduras, subcilindricas, solitarias o
agrupadas en las axilas de las espinas, de 2 a 10 cm de largo, terminadas en una
punta aguda, valvas coridceas, fuertes y lisas, tardiamente dehiscentes.
Permanecen en el arbol después de madurar dentro de las vainas, donde se
ubican las semillas que pueden ser almacenadas por largos periodos sin pérdida
de viabilidad. Presentan latencia fisica y cubierta impermeable. Sus semillas

tienen una longevidad que oscila entre los 3y 15 afios (CONABIO, 2008).

o

Imagen 1. Acacia farnesiana (L.) Willd
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A las partes de AF se les han encontrado diversos usos tales como
adhesivo (tronco), aromatizante (flor), artesanal (madera), colorantes (flor y fruto),
curtiente (fruto) y condimento (hojas); destacando la utilizacion de sus frutos, hojas
y flores como recurso forrajero particularmente para cabras asi como el empleo de
su flor, raiz, tallo y corteza en la medicina tradicional. Debido a su gran
adaptabilidad y presencia en las regiones tropicales donde la produccion pecuaria
tiene una marcada estacionalidad supeditada a las caracteristicas climatolégicas
(Cuchillo et al., 2010a); AF representa una fuente de ingreso y empleo para

comunidades en areas muy marginadas (Zamora y Torres, 2001).

Por otra parte, Meckes et al. (2004) presentaron un estudio realizado en la
Unidad de Investigacion Médica en Farmacologia de productos naturales del
Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS en México, donde determinaron el
efecto antiinflamatorio (en ratas) producido por extractos obtenidos de las hojas de
diversas plantas, entre ellas AF, dando resultados positivos al disminuir el edema

inducido hasta en un 72.8% al cabo de 3 horas de administrado el extracto de AF.

[1.13.1 Acacia farnesiana como fuente de compuestos antioxidantes

Cuchillo et al. (2010b) reportaron un incremento de 15.6 veces del
contenido de PFT en el queso suave de leche de cabra procedente de animales
alimentados en pastoreo respecto al producto lacteo obtenido cuando las cabras
estuvieron en estabulacion total con una alimentacion basada en alfalfa y
concentrado de cereales. Cabe sefialar que durante el pastoreo los animales
tuvieron acceso al consumo de forraje y vainas de Acacia farnesiana al igual que a
otros muchos recursos forrajeros. Asimismo el queso del pastoreo registré un
aumento en la cantidad de flavonoides y acidos hidroxicindmicos determinados
respecto al queso de estabulacion. Posteriormente en 2013, Cuchillo et al.
cuantificaron los PFT de vaina secas de AF reportando 38.1 mg equivalentes de
acido galico (EAG)/100 g a partir de la extraccidon con metanol:agua (80:20, v/v);
asi como la presencia de acidos hidroxicinamicos y flavonoides principalmente

epicatequina y catequina con 0.003 y 0.004 mg/100 g de vaina seca,
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respectivamente. Por su parte, Xu et al. (2005) extrajeron de la pared celular de
AF una cantidad importante de acidos hidroxicinamicos mediante hidrolisis
alcalina; mientras que Seigler (2003) encontré en vainas de AF compuestos

fendlicos como flavonoides.

Estudios relacionados fueron realizados por Barranco en 2010,
reportandose valores de PFT entre 1,754 a 2,524 mg de EAG/ 100 g de hojas de
Acacia farnesiana y Acacia cochliacantha, respectivamente. Asimismo, con el uso
de cromatografia de capa fina se mostré la presencia de: triterpenos (patrén de
alfa-amirina), flavonoides (patron de acido clorogénicos) y acidos hidroxicinamicos
(acido oleandlico). Por su parte, Hannachi y colaboradores (2011) al evaluar las
caracteristicas quimicas de siete semillas del género de Acacia, reportaron un
rango de PFT de 154.4 a 1217.9 mg EAG/100 g de materia seca. Cuantificaciones
de flavonoides y &cidos hidroxicinamicos determinados en diversas especies

vegetales y fracciones del género Acacia se muestran en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Contenido de flavonoides y acidos hidroxicinAmicos (mg/100 g muestra)

en especies del género Acacia, determinados en diversas fracciones vegetales.

Especie vegetal Contenido de mg/100 g muestra
y fraccién de estudio  Fuente Acidos hidroxicinamicos Flavonoides
Galico  Clorogénico Cafeico Quercetina Epicatequina

Acacia farnesiana

Extracto de vainas Cuchillo 93.63 ND ND 207.10 ND
Vaina seca Cuchillo 35.36 - - 78.22 -
Hojas Barranco  24.08 36.33 74.34 1496.2 74.3
Acacia schaffneri
Vaina seca Cuchillo 0.56 ND 0.02 ND ND
Acacia cochliacantha
Hojas Barranco  22.12 23.16 29.29 1409.0 77.2
ND= no determinado Fuente: Barranco (2010), Cuchillo et al. (2010b)

Para aquellos casos donde la informacion ofrecida en el cuadro anterior lo
permite, observamos que el compuesto polifendlico especifico mas abundante en
las vainas y hojas de las especies de Acacia fue la quercetina. Aspecto positivo

toda vez que dicho flavonoide ha demostrado inducir la expresion de enzimas
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antioxidantes, contribuyendo a la proteccion sobre patologias como el cancer,
hepatoxicidad y procesos inflamatorios (Yao et al., 2007; Miyamoto et al., 2011,
Konignberg, 2007).

[1.13.2 Actividad antioxidante in vitro de Acacia farnesiana

Cuchillo et al. (2013) realizaron una comparacion de extractos de vainas de
AF obtenidos a partir de tres disolventes con distinta polaridad (metanol,
metanol:agua y acetona) y con ello comprobaron como influye el medio de
extraccion sobre la eficacia antioxidante de los compuestos fendlicos procedentes
de las vainas. Los resultados mostraron una mayor capacidad antioxidante a partir
de la solucién de metanol:agua (80:20, v/v). En este extracto se evaluo la actividad
secuestrante cualitativa en una resuspension acuosa (200 mg/l) mediante una
cromatografia en capa fina (CCP), utilizando DPPH" al 2% como revelador;
mostrando una actividad antioxidante parecida al antioxidante natural acido p-
cumarinico y a otros sintéticos. Esta suspension del extracto también fue evaluada
en ensayos frente a los radicales ABTS y DPPH, ademas de las pruebas del
blanqueamiento de B-caroteno y liposomas; empleandose a- tocoferol, catequina,
BHA y TBHQ como estandares de la eficacia protectora (Cuadro 5).
Cuadro 5. Actividad antioxidante del extracto (200 mg/l) de vainhas de A.

farnesiana obtenido con metanol:agua (80:20, v/v) como disolventes, comparada
con diferentes estandares (Cuchillo et al., 2013)

Actividad antioxidante (%)

Liposomas
ABTS' DPPH’ B-caroteno (% de inhibicién de
TBARS)
Acacia farnesiana 10.46 47.598 29.01 66.04
a-tocoferol 92.64 93.42 ND ND
Catequina 91.42 ND ND ND
BHA ND 92.36 ND ND
TBHQ ND 94.74 ND ND

ABTS' = acido 2, 2"azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico sal diaménica; DPPH’ = 2-2-
difenilpicrilhidracilo; TBARS= Sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico; BHA=
Butilhidroxianisol; TBHQ= Ter-butilhidroquinona; ND= no determinado.
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Al respecto, Cuchillo et al. (2013) concluyeron que el extracto de vainas de
Acacia farnesiana obtenido por metanol-agua presenta actividad antioxidante
secuestrando los radicales DPPH y ABTS asi como un alto contenido de
compuestos fendlicos; por tanto el fruto de esta especie contiene compuestos
bioactivos con actividad antioxidante. En este sentido, Dudonne et al. (2009),
determinaron una relacion positiva entre el porcentaje de atrapamiento del DPPH’
y el contenido de polifenoles en diversas muestras vegetales, de las cuales 3
productos reportaron concentraciones mayores a 300 mg equivalentes de acido
galico/100 g y altos valores de capacidad secuestrante; siendo el roble, corteza de
pino y canela con 88.6%, 94.5% y 84.4% respectivamente. Por su parte, Hannachi
et al. (2011) al valorar las caracteristicas quimicas de siete semillas del género
Acacia; desafiaron distintas concentraciones en metanol de extractos de estas
semillas, frente al radical DPPH y observaron que los mas elevados valores de

PFT no respondieron de manera directa al nivel de actividad antioxidante.

Adicionalmente, Puga et al. (2012) sefialaron el efecto protector in vitro de
tres extractos de vainas AF sobre células renales porcinas. Cada extracto se
obtuvo con distintos disolventes: metanol, acetona y metanol:agua (80:20, v/v);
mismos que fueron desafiados en tres concentraciones (50, 100 y 200 mg/l) frente
al efecto oxidante provocado por peréxido de hidrogeno (20 mM) sobre las células.
Los resultados mostraron una menor intensidad de dafio celular en presencia del
extracto de AF (metanol:agua) evaluado a 200 mg/l, dicha concentracion exhibié la

mejor proteccion frente a EROs respecto de las dos concentraciones restantes.

[1.13.3 Presencia de saponinas en Acacia farnesiana

Francis y colaboradores, en 2002, sugirieron que las fracciones fendlicas
sin purificar de Acacia farnesiana involucra un contenido de saponinas. Las
saponinas son compuestos esteroides o triterpenoides glucosidados con efectos
cianogénicos que pueden impactan negativamente en la nutricion humana y
animal. Se presentan en numerosas plantas y productos vegetales con una amplia

diversidad de estructuras, mostradas de manera general en la figura 11.
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Figura 11. Estructuras basicas de saponinas: (a) esteroide, (b) triterpenoide
(Francis et al., 2002).

Numerosos efectos bioldgicos han sido adscritos a las saponinas,
destacando su propiedad antioxidante, impacto en la digestibn de proteinas,
capacidad para secuestrar vitaminas y minerales, intervencion en la permeabilidad
de la membrana celular, asi como ser causantes de hipoglucemia y mostrar
propiedades inmunoestimulantes, hipocolesterolemicas y anticancerigenas.
Asimismo al considerarse a las saponinas parte del “sistema de defensa” de la
planta se le han atribuido actividad antifungicida, antiviral y capacidad de matar
protozooarios y moluscos (Francis et al., 2002); ademas de considerarse una
fuente de monosacéridos (Barr et al., 1998). Por los efectos antes mencionados,
estos compuestos pueden repercutir en animales de manera tanto positiva como

negativa.

Factores ambientales y edafol6gicos afectan el contenido de saponinas de
las plantas. Informes realizados por Yoshiki et al. (1998) mencionan que las
saponinas aumentan el desarrollo de plantas como la soja, alfalfa, frijol, y
guisantes, mientras que disminuyen plagas como la polilla de frijol. También
sefialan que la disponibilidad de luz durante la germinacién tiene un fuerte efecto
estimulante sobre el contenido de saponinas. En general, se ha encontrado que
las plantas inmaduras de una especie tienen mayor contenido de saponinas que
plantas mas maduras de la misma especie. La capacidad cianogénica de las
saponinas varia entre especies vegetales y por la época de muestreo.
Adicionalmente, Francis y colaboradores (2002) sefalaron que la actividad

antioxidante en saponinas esta relacionada principalmente al residuo de azlcar
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2,3-dihidro-2,5-dihidroxi-6-metil-4H-piran-4-ona (DDMP) que permite a las
saponinas secuestrar superoxidos mediante la formaciéon de compuestos
intermedios de hidroperoxido, evitando asi dafio a biomoléculas por radicales
libres (Yoshiki y Okubo, 1995; Hu et al.,, 2002). Este residuo DDMP esta
ampliamente distribuido entre legumbres como frijoles, cacahuates y garbanzos
(Yoshiki et al., 1998).

Acacia farnesiana presenta contenidos en el rango de 0.01 a 4.5 umol/g en
peso seco de muestras obtenidas en diferentes épocas del afio. Para que esta
leguminosa sea téxica por saponinas, es necesaria la presencia la B-glucosidasa,
una enzima vegetal de accion extracelular, por lo que actia s6lo cuando la planta
es destruida fisica o quimicamente. A su vez, la B-glucosidasa puede ser
inactivada por la saliva y los jugos gastricos. Asimismo se ha reportado la
presencia de inhibidores de tripsina y de quimotripsina en las semillas de algunas
leguminosas del género Acacia (Ochoa, 1984). Tampoco podemos ignorar el
reporte de Velazquez et al. en 2011 donde las vainas de AF mostraron ser un
factor antinutricio en cantidades de inclusién superiores al 30% en la dieta de
ovinos Pelibuey con un contenido de taninos de 0.29% registrandose una
disminucién en la produccion de gas, lo que impacté negativamente sobre el
aporte de energia metabolizable aunque no presenté efecto negativo sobre la
desaparicion in vitro de la materia seca. Este fendmeno es debido, quizas, a la
presencia de multiples grupos hidroxilo de las moléculas de polifenoles que
interactan no sélo con las proteinas del alimento ingerido, sino con enzimas
digestivas afectando la disponibilidad biologica de los nutrimentos, disminuyendo
su absorcién y metabolismo sumandose la formacién de complejos con iones
divalentes como el hierro que trae como consecuencia una baja biodisponibilidad
de estos metales (Parr y Bolwell, 2002). De manera positiva al uso de esta planta,
Ramirez y Lara (1998) obtuvieron resultados utilizando esta leguminosa en el
Noreste de México como suplemento para ovejas, y asi mejoraron el contenido
proteinico aportando un 9.4% de proteina cruda, concluyendo que puede ser

incorporada dentro de los sistemas de alimentacion. Asimismo Ramirez et al.
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(2000), mostro la efectiva degradabilidad de la pared celular de la Acacia
farnesiana que contiene tanto un alto contenido proteinico del 21.2%, como de

lignina con 14.3%.

[1.14 El jerbo (Meriones unguiculatus) como modelo biolégico

El jerbo (Meriones unguiculatus) conocido como jerbo de Mongolia, es un
roedor que ha mostrado ser naturalmente sensible a condiciones de estrés
ambiental y responde de manera agil a la recuperacién por dafio inducido (Coral et
al., 2005); reflejandose de forma directa sobre las concentraciones de diferentes

indicadores como peroxidasa o superéxido dismutasa (Capistran y Flores, 2009).

El volumen total de sangre en jerbos adultos (71-80 g de peso corporal) es
aproximadamente de 3.5-7.0 ml, por lo tanto, tomas de muestras sanguineas
mayores al 10% (0.3-0.7 ml) conllevan el riesgo de provocar choque hipovolémico
(Morton et al, 1993). Asimismo, desde el momento del destete los jerbos se
mantienen en cajas con 4-6 animales de la misma camada y sexo, estableciendo

jerarquias etoldgicas y no se recomienda alterar esta distribucion.

En el bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
“Salvador Zubiran”, se garantiza una produccion continua y controlada de
animales de acuerdo los reglamentos internos y externos lo que asegura la

disponibilidad de jerbos para los estudios programados.

Imagen 2. Jerbo (Meriones unguiculatus)
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lll. OBJETIVOS

I11.1 General

Determinar el efecto antioxidante del extracto de vainas de Acacia farnesiana

(AF) in vitro e in vivo.

[11.2 Particulares

[11.2.1 Cuantificar polifenoles totales, flavonoides y &cidos hidroxicinamicos de los

extractos de las vainas de Acacia farnesiana.

I11.2.3 Determinar la actividad antioxidante in vitro frente al radical libore DPPH de
soluciones acuosas de extractos de vainas de Acacia farnesiana a tres

concentraciones (8, 16 y 32 mg de polifenoles totales/ml).

[11.2.4 Determinar la actividad antioxidante in vivo en el plasma del jerbo (Meriones
unguiculatus) dosificado oralmente con soluciones acuosas del extracto de
vainas de Acacia farnesiana a tres concentraciones (8, 16 y 32 mg polifenoles
totales/ml) frente al radical liore DPPH y peroxilo (ORAC).
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IV. JUSTIFICACION

Los frutos de Acacia farnesiana (AF) presentan diversos usos poco
explotados, destacandose aquellos relacionados a la medicina tradicional y como
recurso forrajero particularmente para animales rumiantes. Las condiciones
silvestres que presenta este recurso vegetal para su reproduccion y desarrollo
conlleva una ayuda a la econdmica de quienes tienen necesidad de su empleo.

Numerosos reportes sefialan relevantes concentraciones de compuestos
polifendlicos en extractos de diversas fracciones de especies del género Acacia,
incluyendo las vainas. Estos extractos presentan propiedades antioxidantes in
vitro, sugiriendo el uso de las vainas de AF como fuente de compuestos bioactivos
benéficos a la salud con potenciales aplicaciones terapéuticas en la prevencion y
tratamiento de diversas enfermedades humanas sobre todo en aquellos
padecimientos asociados al aumento del estrés oxidante. Asimismo, existe interés
en la presencia o adicibn de compuestos antioxidantes de origen natural en
alimentos para conservar la calidad sensorial y nutrimental asi como reducir los
riesgos a la salud que pueden implicar los compuestos sintéticos. Por otra parte se
observa la importancia de los alimentos funcionales, donde el consumidor valora la
presencia de compuestos bioactivos como un valor agregado que favorece a la
salud.

Debido a la alta actividad antioxidante de las vainas de Acacia farnesiana
demostradas in vitro, resulta conveniente la realizacion de pruebas in vivo. En este
sentido el presente estudio tiene como parte de sus objetivos conocer el efecto
protector de las vainas de Acacia farnesiana en el plasma, respecto a importantes

compuestos y moléculas oxidantes.
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V. HIPOTESIS

La administracion oral durante cinco dias de diferentes concentraciones del
extracto frutal de Acacia farnesiana (AF), no afectara la respuesta antioxidante en el
plasma del jerbo (Meriones unguiculatus) frente a radicales libres.
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VI. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realiz0 conjuntamente en las instalaciones de
los Departamentos de Nutricion Animal e Investigacion Experimental y Bioterio,
ambos ubicados en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran (INCMNZS), asi como el laboratorio 209 del Departamento de Biologia de

la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM).

Recoleccion de muestras vegetales

CARACTERIZACION
DE MUESTRAS

Acondicionamiento de muestras

Extraccion de fraccion polifendlica

Cuantificacion de PFT (Folin-Ciocalteu,
flavonoides y acidos hidroxicinamicos (HPLC)

ACTIVIDAD
] ANTIOXIDANTE IN VITRO

Preparacion de soluciones acuosas
(8, 16, 32 mg PFT/ ml) por cada muestra

Medicion de pH [ Determinacion de la cinética de

Adaptacion de jerbos al
manejo y conformacion

de grupos

atrapamiento frente a DPPH"

ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE IN VIVO

Dosificacion oral diaria durante 5 dias

Toma de sangre y eutanasia

Determinaciones en plasma
(DPPH y ORAC)

Figura 12. Diagrama de bloques de la estrategia experimental
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V1.1 Material vegetal

Cuatro arbustos (2.5 £ 0.5 m de altura) de Acacia farnesiana (L.) Willd
fueron identificados dentro del agostadero del rancho “La Magdalena®, situado en
San Juan de Rio, Querétaro, México (Anexo X.1). El clima es descrito como seco
estepario, semiarido con lluvias escasas (precipitacion media anual en verano de
460 mm) y un periodo de sequia de 6 a 8 meses (Garcia, 1973). De estos arbustos
fueron colectados 2 kilogramos de frutos (vainas) durante el mes de agosto de
2012. Las vainas de cada arbusto fueron identificadas como M1, M2, M3 y M4,
siendo almacenadas individualmente en bolsas de papel protegiéndolas de la luz y
permitiendo su aireacion durante el transporte. Cada muestra fue secada durante
48 horas a 40°C usando una estufa de flujo atmosférico (Apex, A39092). Una vez
secas, las vainas fueron molidas empleando un molino de cuchillas (Thomas
Scientific, 174931) y tamizadas a tamafio de particula de 1 mm. Finalmente, las

muestras fueron almacenadas en un lugar fresco y seco resguardandose de la luz.

VI.2 Reactivos quimicos, soluciones y materiales

En el anexo X.2 se presentan los reactivos quimicos, soluciones y materiales

empleados en el estudio, donde se detalla marca, catalogo y lote para cada uno.
VI.3 Andlisis quimicos

VI.3.1 Extraccion del material vegetal

20 gramos de cada muestra de las vainas de Acacia farnesiana (L.) Willd
fueron colocados en un matraz de Erlenmeyer de 250 ml, afiadiéndose 100 ml de
una solucién de metanol-agua (80:20, v/v), dejandose en agitacién por 24 horas a
temperatura ambiente protegidas de la luz; transcurrido este periodo las muestras
fueron filtradas usando papel filtro 0.22 mm marca Millipore y concentradas con un
Rotavapor Biuchi modelo R-205 empleando bafio de agua a una temperatura menor
a los 40°C. El extracto seco se trasvaso a viales protegidos de la luz, con lavados
consecutivos usando la menor cantidad de metanol posible (10 ml totales) y

colocados en un desecador con salida a vacio durante una semana. Los extractos
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fueron almacenados protegidos de la luz y a temperatura de refrigeracion (4°C)

hasta su analisis.
VI.3.2 Caracterizacién del extracto vegetal

VI1.3.2.1. Determinacion de polifenoles totales

Para realizar la cuantificacion de polifenoles totales se resuspendieron 0.5 g
de cada extracto en 5 ml de metanol. Siguiendo el método de Folin-Ciocalteu
descrito por Katalinic et al. (2006), a 0.5 ml del extracto previamente resuspendido
y filtrado se le adicionaron 5 ml de una solucién de HCI al 3%, tomandose una
alicuota de 100 pl de la solucién resultante y se agregaron 2 ml de una solucién de
Na,CO3z al 2%, al término de 2 minutos, fueron adicionados 100 pl del reactivo de
Folin-Ciocalteu diluido con agua destilada (1:1); la solucién resultante, se incubé a
temperatura ambiente durante 30 minutos, al término del periodo se realizo la
medicién de su absorbancia (750 nm) empleando un espectrofotometro Beckman
DU-65. Para calcular la concentracion de fenoles totales se realiz6 una curva
patréon empleando éacido galico como estandar de referencia (Anexo X.3), los

resultados fueron expresados en mg de equivalentes de acido galico/g muestra.

VI.3.2.2 Determinacion de flavonoides y &cidos hidroxicindmicos a

través de cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)

VI.3.2.2.1 Flavonoides

Para la preparacion de las soluciones estandar de epicatequina y
guercetina, 10 mg de cada estandar y se colocaron por separado en matraces
aforados de 10 ml color ambar, aforandose con metanol para obtener una
concentracion 1 mg/ml. Para el acondicionamiento de las muestras de extracto, se
tomaron 5 ml del extracto preparado anteriormente (0.5 g extracto/5 ml metanol) y
se filtr6 con un filtro jeringa (25 mm, 0.45 mm, marca Corning Incorporated); el
filtrado recuperado se diluy6 1:5 en metanol y se inyect6 directamente en el equipo
de andlisis. El equipo de HPCL utilizado fue de la marca Waters e2695 (modulo de

separacion) y Waters 2489 (detector UV/Vis). Las condiciones del equipo para la
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identificacién de flavonoides fueron: Columna symmetry C18 (250 x 4.6 mm) de
Waters (EUA), fase movil: H,O/acetonitrilo/metanol/acetato de etilo/acido acético
glacial (89:6:1:3:1, v/viviviv), con un flujo de 1 ml/min, temperatura de 25 °C;
sistema de deteccion UV 280 nm con inyecciones de 30 pl y tiempo de corrida de
30 minutos. Los valores de las curvas de calibracion (anexos X.4.1y X.4.2) y las
concentraciones en las muestras vegetales fueron analizados con el programa

Empower.

VI.3.2.2.2 Acidos hidroxicinamicos

Se prepararon los estandares de acidos hidroxicinamicos: acido clorogénico,
cafeico y galico; empleando 10 mg de cada uno y se colocaron por separado en
matraces de 10 ml de color &mbar, aforando con metanol a 1 mg/ml. Para la
preparacion de las muestras se tomaron 5 ml del extracto metandlico y se filtré con
un filtro jeringa (25 mm, 0.45 mm, marca Corning Incorporated); el filtrado
recuperado se diluyd 1:5 en metanol y se inyectd directamente en el equipo de
andlisis. El equipo de HPCL utilizado fue de la marca Waters e2695 (mddulo de
separacion) y Waters 2489 (detector UV/Vis). Las condiciones de HPLC para la
identificacién de acidos hidroxicinamicos fueron: Columna symmetry C18 (250 x
4.6mm) de Waters (EUA), empleando una fase moévil de metanol-acido fosforico
0.001M (23:77 vlv), con flujo de 1 ml/min, temperatura de 25°C; sistema de
detecciéon UV 280 nm inyectandose 30 ul de cada estandar con un tiempo de
corrida de 30 minutos. Los valores de las curvas de calibracién (anexos X.4.3,
X.4.4 y X.4.5) y las concentraciones de acidos hidroxicinamicos de las muestras

vegetales fueron analizados con el programa Empower.

VI.3.3 Preparaciéon de soluciones acuosas del extracto de Acacia farnesiana

y determinacién de su pH

Una vez conocido el contenido de polifenoles totales, se prepararon las
soluciones acuosas a dosificar de cada extracto vegetal, obteniéndose 20 ml de
solucion acuosa en concentraciones de 8, 16, 32 mg de polifenoles totales (PFT)/ml

por muestra vegetal. El efecto de disolucion del extracto de Acacia farnesiana fue
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facilitado utilizando agua a 30°C. Posteriormente se determiné el nivel de pH de
estas soluciones a dosificar empleando un potencidmetro Hanna Instruments

(23.7°C) previamente calibrado con soluciones buffer 4.0, 7.0, y 10.0.

VI.4 Actividad secuestrante de los extractos de las vainas de Acacia

farnesiana frente al radical libre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)

Para determinar el valor de absorbancia de una solucion definida como
“blanco”, se trasfirid 1 ml de la soluciéon blanco a una celda de cristal de cuarzo,
para realizar el ajuste de la absorbancia a cero, empleando un espectrofotémetro

Beckman DU-65 donde la longitud de onda de la luz visible se ajusté a 517 nm.

Para las determinaciones de actividad antioxidante de las muestras, en
tubos de ensaye (por triplicado) se agregaron 2 ml de solucion de radical DPPH a
concentracién de 3.6 x 10°M en metanol. Posteriormente se agregaron 0.2 ml de
las soluciones a evaluar (distintas concentraciones acuosas de los extracto de
AF), inmediatamente se transfirieron a celdas y se observo el cambio de la
absorbancia cada 5 minutos en seis tiempos sucesivos. Se usaron como patrones
de referencia quercetina (100 mg/l) y acido ascoérbico (68 y 200 mg/l). Con las
absorbancias obtenidas se calcul6 el porcentaje de actividad secuestrante del
radical DPPH de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Ecuacion 3. Coeficiente de actividad secuestrante del DPPH' (Taga et al., 1984)
ADS tiempo cero — ADS tiempo final

% actividad secuestrante del radical DPPH= SRS——— * 100
Abs tiempo cero

ADS tiempo cero = Absorbancia inicial del DPPH’
ADS tiempo final = Absorbancia del DPPH" a 30 min.

VI.5 Modelo experimental, manejo y dosificacién de extractos vegetales

Se emplearon un total de 72 jerbos (Meriones unguiculatus) integrados por
machos y hembras de 10 a 18 semanas de edad comprendidos en un rango de
peso corporal (PC) entre 65 y 89 g. El pie de cria procedié del Centro Charles River

(EUA) y los jerbos utilizados fueron criados y manipulados de acuerdo al
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Reglamento para la obtencion, mantenimiento y utilizacion de animales para
investigacion del INCMNSZ, basado en la NOM-062-Z00-1999, la Ley General de
Salud (1985) y su reglamento (1988), asi como en los lineamientos internacionales
para la investigaciéon biomédica con animales (Bankowski, Z., M.D. 1985). Los
animales contaron con acceso libre al agua y al alimento para roedores (Laboratory
Rodent Diet 5001; proteina: 23.0%, grasa: 4.5%, fibra: 6.0%, cenizas: 8.0%);
alojandose en cajas de policarbonato transparente (56 x 28 x 23 cm) de piso s6lido;
provistas con viruta convencional que garantiza la absorcion de orina, excremento y
desperdicio de agua, ademas favorecer el aislamiento térmico y construccién de
nido (NOM-062-Z00-1999). La temperatura ambiental fluctué entre los 21 y 23°C,
con una humedad relativa de entre 40 y 60% Yy ciclos de luz-oscuridad de 12 x 12
horas. La adaptacion de los animales incluy6 el contacto fisico durante el cambio
de caja y registro de peso durante dos semanas previas al inicio de la dosificacion.

Se conformaron un total de 15 grupos con una distribucion aleatoria. Del
total de grupos, 12 fueron experimentales a razon de 4 jerbos por grupo: para cada
muestra vegetal se establecieron tres grupos correspondientes a las dosis 8, 16 y
32 mg polifenoles/ 100g de peso corporal/ dia. Asimismo se asignaron 8 animales a
cada grupo control: grupo 13 utilizado como testigo negativo recibié agua
acidificada (empleada cotidianamente en el Bioterio con pH= 3.5) via oral, en un
volumen acorde a su peso (1ml/100 g PC/dia); el grupo 14 que fue dosificado
(también via oral) con una solucién acuosa de &cido ascoérbico 500 mg/I (1ml/100 g
PC/dia), denominandose como control positivo; asimismo se asigno el grupo 15
gue se utilizé6 como grupo basal, el cual NO recibié tratamiento alguno hasta el dia
del sacrificio. La dosificacion se realizé con una sonda esofagica metalica (de 7 cm
de longitud y punta redonda) a las 8:00 horas, diariamente, durante 5 dias.

VI.6 Manejo de la muestra sanguinea y eutanasia

Una hora después de la ultima dosificacion, los animales fueron inyectados
intraperitonealmente con 1ml/100 g de peso corporal de una solucion de
ketamina/xilacina (7.0 y 0.8 mg/ml, respectivamente). Una vez perdidos los reflejos
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ocular y patelar, se coloc6 al animal en posicion decubito dorsal sobre una
superficie plana cubierta con papel absorbente, auxiliandose de cinta adhesiva para
facilitar la separacién de las extremidades del jerbo. El pelo de la region toracica
fue humedecido para despejar el area de puncion, misma que se realizé al corazén
en una sola ocasioén; obteniendo como minimo 1 ml de sangre. Cada muestra de
sangre fue colectada en un tubo con el anticoagulante (acido
etilendiaminotetraacético, EDTA, BD Vacutainer), asegurandose de garantizar el
contacto de la muestra con el anticoagulante impregnado sobre las paredes del
tubo. Por otra parte, para aseverar la eutanasia, los animales fueron dislocados
cervicalmente y sus cadaveres descartados de acuerdo a las normas internas del

Departamento de Investigacion Experimental y Bioterio del INCMNSZ.

VI.7 Actividad antioxidante en plasma por atrapamiento del DPPH’

Esta prueba de determinacion de actividad antioxidante, se realizé6 de
acuerdo con el procedimiento descrito por Koren et al. (2010). Una vez obtenido el
plasma, se prepararon por duplicado tubos de reaccion con 25 pl de solucion
salina, 25 ul de plasma y 50 pl de la solucién del radical libre DPPH (1 mmol/l,
preparado previo al uso y protegido de la luz). Paralelamente a estos tubos, se
acondicionaron los tubos de reaccién “blancos de corrida” (realizados también por
duplicado), donde el plasma fue sustituido con 25 pl de la solucién “Hank’s Balance
Salt Solution” (Anexo X.5). Todos los tubos de reaccion se incubaron durante dos
minutos sin invertir, a temperatura ambiente en obscuridad. Posteriormente se
agregaron 800 ul de metanol absoluto, se homogenizaron por inversion y
nuevamente se incubaron dos minutos en las condiciones ya descritas.
Transcurrido este tiempo, se centrifugaron a 2680 rpm durante dos minutos y se
determind la absorbancia a 517 nm del sobrenadante de cada tubo por duplicado

usando un equipo Synergy HT (Biotek, Winoosk; VT, EUA) y software Gen 5.1.

La capacidad de atrapamiento de DPPH’ del plasma se determiné como la
diferencia porcentual entre densidades épticas de cada plasma respecto a aquella

mostrada por su correspondiente “blanco de corrida” o denominado solo “blanco”.
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El valor de densidad o6ptica (D.O.) del blanco es equivalente al porcentaje de

generacion maxima (100%) del radical DPPH, determinado por el siguiente calculo:
% generacién blanco = (D.O. blanco)*100/(D.0O. blanco) = 100%.

A su vez el porcentaje de atrapamiento de DPPH" del blanco es la resta:
100 — (% generacion blanco) = 0% atrapamiento blanco.

Los porcentajes (%) de generacion y atrapamiento de cada plasma, obedecen al

siguiente calculo:
% de generaciéon de la muestra = (D.O. muestra)*100/(D.O. blanco)
% atrapamiento de la muestra = 100 - (% de generacion muestra)

El % atrapamiento de cada plasma refleja su capacidad para secuestrar
DPPH’ respecto al 0% de capacidad de atrapamiento del blanco ya que en este

ultimo el DPPH’ se encuentra integramente en su forma radical.

V1.8 Actividad antioxidante en plasma por ensayo ORAC (capacidad de

absorcion de radicales oxigeno)

Siguiendo el procedimiento del ensayo ORAC para compuestos hidrofilicos
descrito por Huang et al. (2002), se prepararon soluciones estandares: una de
fluoresceina 4 uM (Anexo X.6) y seis de trolox en concentraciones 4.0, 8.0, 20.0,
40.0, 60.0 y 80.0 uM (Anexo X.7), las soluciones fueron almacenadas a -80°C y a
temperatura de refrigeracion (4°C), respectivamente. Del mismo modo, con
anterioridad se dispusieron en tubos de ensayo la cantidad de 0.0828 g de 2,2"-
azobis (2-metilpropionamida) dihidrocloruro (AAPH) para ser llevados a solubilizar
con 2 ml de amortiguador de fosfatos 75 mM pH=7.4, hasta el momento de su
utilizacion. En cada ensayo, se realizo la dilucion (1:400) de los plasmas a evaluar

empleando la mencionada solucion amortiguadora de fosfatos.

El ensayo ORAC se realiz6 en placas negras de fondo opaco (Corning,
3915), distribuyéndose por duplicado: 25 pl de cada concentracion de estandar de

trolox. Asimismo se colocaron 25 ul de solucion amortiguadora de fosfatos 75 mM
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(usada como blanco). Dentro de la misma placa pero en pozos diferentes a los
mencionados se colocaron 25 ul de las muestras de plasma diluido, también por
duplicado. Paralelamente, se agité en un vortex la disolucion del reactivo AAPH
(previamente sefialada) e inmediatamente se agregaron 25 ul en de cada pozo de
reaccion (estdndares, blancos y muestra). Posteriormente, se agregaron 150 pl de
fluoresceina 50 nM dentro de todos los pozos de reaccion. En seguida, la placa fue
colocada en el equipo Synergy modelo HT (marca Biotek) y leida cada minuto
durante 1.5 horas a longitud de excitacién de 485 nm y emision de 530 nm. La

lectura fue controlada por el software Gen 5.1.

La capacidad de atrapamiento de radicales peroxilo por parte de las
sustancias (estandar, blanco o muestra), fue monitoreada a través de la cinética del
decremento de la fluorescencia. Esta informacion fue usada para determinar los
valores de areas bajo la curva netas (ABC) de cada sustancia. Los valores de ABC
correspondientes al blanco y las concentraciones del estandar de trolox generaron
una curva de calibracion (Anexo X.8) a partir de la cual se interpolaron los valores

de ABC de las muestras y se determind la equivalencia respecto a trolox.

VI. 9 Disefio estadistico del estudio

Los resultados de capacidad secuestrante in vitro, asi como la capacidad
antioxidante in vivo para los métodos de DPPH y ORAC, determinados en el total
de las muestras de plasma; fueron procesados con el paquete estadistico
Stadistical Analisys System (2003) donde se prob6 la significancia de los
tratamientos (dosis y controles), utilizando la prueba de Tukey con un nivel de a=
0.05. Donde se estableci6 la siguiente hipétesis nula  para los distintos

tratamientos, Ho= H1 =2 ... H14 = Hs.
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VII. RESULTADOS

VII.1 Rendimiento de las muestras de vainas de Acacia farnesiana respecto
al secado y extraccion

En las siguientes imagenes, se observan los arbustos del material vegetal

identificado como Acacia farnesiana y sus frutos recolectados sometidos a secado.

Imagen 3. a) Arbustos y b) frutos secos de Acacia farnesiana muestreados

Concerniente al secado de las vainas frescas (cuadro 6), se observo que las
muestras colectadas presentaron valores del 53.86 al 61.60% y un contenido
humedad en el intervalo de 38.40 a 46.14% (p/p). Asimismo, con el método de
extraccion empleado se obtuvo un rendimiento promedio de la fraccion polifendlica

(extracto final) de 39.60 + 7.67% (p/p) en base al material vegetal seco y molido.

Cuadro 6. Rendimiento (%, p/p) del secado y de la extraccion de muestras de
vainas de Acacia farnesiana

Rendimiento del Humedad de Rendimiento de la

Muestra . g
secado valnas extraccion
M1 56.53 43.47 38.87
M2 59.29 40.71 30.30
M3 61.60 38.40 39.96
M4 53.86 46.14 48.15
Promedio 57.82 +£3.35 42.18 + 3.35 39.60 =+ 7.67
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VII.2 Cuantificacion de polifenoles totales y determinacion de flavonoides y
acidos hidroxicinamicos por cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC)

A partir del extracto final se determiné (cuadro 7) la presencia de
compuestos polifendlicos totales (PFT) en una concentracion promedio de 76.13 +
6.98 mg / g de extracto final, lo cual representa un contenido de 30.43 + 7.80 /g de
base seca y molida y 1.7% respecto al material hUmedo. En este mismo cuadro,
observamos el mayor contenido de polifenoles totales para la muestra M4, con
84.59 + 1.22 mg de PFT/ g de extracto total.

Cuadro 7. Concentracion de polifenoles totales (mg de equivalentes de acido

galico/g) en las muestras de Acacia farnesiana y sus extractos, ademas del
contenido de flavonoides y acidos hidroxicinamicos (mg/g extracto final)

Polifenoles Muestra 1 de Muestra 2 de Muestra 3 de Muestra 4 de Promedio
Totales vainas (M1) vainas (M2) vainas (M3) vainas (M4)
Vaina humeda 16.51 11.91 19.30 22.12 17.46
+0.41 +0.24 +0.22 +0.32 +3.94
Vaina seca 29.21 20.10 31.34 41.07 30.43
+0.73 +0.41 +0.36 +0.59 +7.80
Extracto final 75.16 66.34 78.43 84.59 76.13
+1.87 +1.36 +0.90 +1.22 +6.98
Flavonoides
Epicatequina 0.337 0.254 0.312 0.395 0.324
+0.003 +0.003 +0.003 +0.006 + 0.058
Quercetina 0.510 0.485 0.507 0.483 0.496
+0.003 +0.003 +0.003 +0.004 +0.014
Acidos hidroxicinamicos
Acido Galico 0.144 0.092 0.125 0.153 0.121
+0.004 +0.003 +0.003 +0.001 +0.027
Acido Cafeico 0.209 0.086 0.145 0.188 0.157
+0.007 +0.004 +0.006 +0.003 + 0.054
Acido 0.224 0.121 0.218 0.164 0.182
Clorogénico +0.004 +0.003 +0.006 +0.004 +0.049
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En relacién a la identificacion y cuantificacion de flavonoides y acidos
hidroxicinamicos a través de HPLC, permitié cuantificar distintos componentes
(cuadro 7), de los cuales el compuesto flavonoide mas abundante fue quercetina
con 0.510 mg/g de extracto; mientras que para los acidos hidroxicinamicos el
mayor contenido correspondié al acido clorogénico con 0.224 mg/g de extracto.
Estos valores superiores de quercetina y acido clorogénico se determinaron en la

muestra de vainas identificadas como M1.

VII.3 Valoracion de pH de las soluciones de dosificacién

Respecto a la solubilidad del extracto, se observo una total disolucidn de las
concentraciones 8, 16 y 32 mg PF/ml de agua tibia; cumpliendo con una de las
propiedades planteadas por Bate-Smith y Swain (Haslam, 1998) quienes refieren a
los compuestos polifendlicos como compuestos solubles en agua. Durante la
preparacion de las distintas soluciones del extracto se percibid un agradable
aroma parecido a frutas, lo cual quizas favorecidé su aceptacién por parte de los
jerbos. La valoracién de pH de las soluciones administradas mostré un valor
superior a 4 (cuadro 8) en todas la soluciones; estos valores estuvieron por
encima del valor de acidez del agua de bebida (pH=3.5) suministrada
normalmente en bioterio, reduciendo con ello el riesgo de lesion en la mucosa

gastrica de los animales.

Cuadro 8. pH de tres soluciones (mg/ml) de polifenoles totales de diferentes

muestras de AF administradas a los animales experimentales

Polifenoles totales M1 M2 M3 M4 Promedio
8 4.27 4.43 450 4.48 4.42+0.10
16 4.29 4.44 4.48 4.49 4.42+0.09
32 4.43 4.45 451 4.55 4.48+0.05
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VIl.4 Actividad secuestrante in vitro de las soluciones de dosificacién de las
diferentes muestras de vainas de Acacia farnesiana frente al radical libre
DPPH

En el cuadro 9, se muestran los resultados de la actividad secuestrante (%)
in vitro de las muestras de vainas de AF frente al radical libre DPPH a las
concentraciones 8, 16 y 32 mg PFT /ml; exponiendo una tendencia negativa
promedio en relacién a la concentracion. Dicho efecto de abatimiento directo no se
presentd en la M1 cuya concentracion 16 mg/ml marcé el valor mas alto de
actividad antioxidante no sélo para sus otras concentraciones sino respecto al total
de muestras evaluadas en las correspondientes concentraciones. En este sentido,
la M1 a 16 mg de PFT fue superior estadisticamente (P<0.05) respecto al resto de
las muestras pero no respecto de los estdndares con valores de 92.38% para el
acido ascorbico (200 mg/l) y 82.58% para quercetina (100 mg/l).

Cuadro 9. Capacidad secuestraste in vitro (%) frente al radical DPPH para

diferentes concentraciones de polifenoles de vainas de Acacia farnesiana (mg/ml)
y soluciones estandar de acido ascorbico y quercetina (mg/l)

Concentracion Muestral Muestra?2 Muestra3 Muestra4 Promedio

8 29.52%  29.10% 16.43%  29.20% 26.06
+0.52 +2.37 +1.26 +1.02 +5.93

16 49.64 22.11% 1.77™® 13.96°¢ 21.73
+0.70 +2.38 +0.23 +2.27 +18.60

32 -17.66%  -6.29" -0.91™® -4.91™® -7.44
+0.45 +0.83 +1.99 +0.37 +6.56

Estandares
Concentracion Acido ascérbico Quercetina

200 92.32+0.01 ND

100 ND 82.58"+5.42

68 74.91°+0.25 ND

abedely jterales diferentes en mintdscula indican diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre
las muestras a diferentes concentraciones y entre estandares.*®“Literales diferentes en mayuscula
indican diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre las muestras a la misma concentracion.
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Al comparar la actividad antioxidante de la M1 a 16mg frente al &cido
ascorbico 200 mg/ml, resulta interesante mencionar que eésta registr0 una
equivalencia de 53.73% frente al estandar. Por otra parte, al observar la respuesta
entre la misma concentracion para las 4 muestras, es posible apreciar que a 8 mg
de PFT los valores oscilaron entre 16.43 y 29.52% sin registrarse diferencias
estadisticas significativas (P>0.05) apreciado por la igualdad de las literales
mayusculas; mientras que a 16 y 32 mg se registd un comportamiento muy

variable.

VIL.5 Respuesta de los animales experimentales al manejo y registro de peso

corporal

En el cuadro 10 se muestra el registro de peso promedio de los jerbos,
donde se aprecia que la especie incrementa entre 0.1 y 0.5 g de peso a la
semana. Esta condicion esta determinada por la edad y el sexo del animal
observandose que las hembras son mucho mas ligeras en peso que los machos,
lo que influyd para que las actividades de registro de peso, dosificacion y toma de
sangre se realizaran inicialmente con machos y continuaran con la inclusion de
hembras; ello a fin de emplear grupos de trabajo conformados por animales con el

peso suficiente para garantizar el abasto del volumen sanguineo requerido.

Cuadro 10. Peso vivo (g) de los jerbos (Meriones unguiculatus)

Edad de los Peso promedio jerbos (g) NUumero de
Pesaje jerbos animales
(dias) Machos Hembras
1 70-84 77.8+1.6 ND 16
2 85-98 78.7£6.6 759+5.1 20
3 99-112 79.6£5.1 76.1+£ 3.6 20
4 >113 ND 76.2+5.1 16

ND = No determinado

En este sentido, se observo un incremento de peso en la mayoria de los

jerbos del estudio; coincidiendo con los reportes del Charles-River Center (2010).
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En estos animales puede descartarse malestar provocado durante el sondeo al no
existir variacion de conducta. No obstante algunos individuos presentaron
respuestas adversas generadas por la administracion del extracto vegetal en los
siguientes tratamientos: M1-16mg de polifenoles (1 jerbo), M1-32mg (1 jerbo), la
muestra M4 para las dosis 8mg (1 jerbo) y 32mg (1 jerbo). Las conductas
desfavorables respecto a integrantes de su mismo tratamiento y al grupo basal
fueron: disminucion de actividad fisica y exploratoria, aislamiento o posicién
encorvada, disminucion del consumo de alimento con una consecuente
disminucién de peso y en algunos casos la muerte. Se descarta alguna irritacion
de mucosa gastrica o lesidon fisica por ausencia de heces sanguinolentas o
diarrea. Estos cuatro individuos afectados representan un 8.3 % de los 48 jerbos

experimentales y un 5.5 % del total de 72 jerbos monitoreados.

La adaptacion de los jerbos (excluyendo a los individuos correspondientes
al grupo basal) durante dos semanas previas al inicio del experimento con el
objetivo de disminuir la sensibilidad propia de la especie frente a modificaciones
de su rutina; mostré efectivamente, una mejora de la respuesta del animal ante la
sujecion, el marcaje y pesaje conforme avanzaron las sesiones. Cabe mencionar
gue esta especie es exploradora y continuamente recorre y olfatea el ambiente;
mostrando una respuesta inmediata a los cambios en los sonidos del ambiente.
Caracteristicas que permitieron identificar si se establecian episodios de
catalepsia; mismos que ocurrieron durante el pesaje, en los que claramente
algunos animales permanecieron paralizados por algunos segundos al colocarlos
en la canastilla de pesaje, sosteniéndose por varios segundos. Estos episodios de
catalepsia son parte de la conducta propia de la especie ante situaciones de

estrés y constituyen una forma de adaptacion y supervivencia.

VII.6 Dosificacion de las soluciones experimentales

De acuerdo a las pruebas de llenado de la cavidad estomacal, se
recomienda la dosificacion via oral de un volumen no mayor a 2 ml para un jerbo

de 8 semanas de edad (73 g de peso corporal). Asimismo el uso de sonda
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esofagica como material de administracion ofrecié resultados eficientes;
garantizando una dosificacion que se considera como “total”. A la edad adulta los
jerbos (10 semanas) alcanzan un peso corporal de entre 71 y 80 g; alcanzando un
volumen sanguineo de entre el 3.5 a 7 ml. Una toma de sangre superior al 10%
genera dafios en la salud del animal (Morton et al., 1993). Para los fines de este
estudio, se requirio extraer un volumen de 2 ml a fin de garantizar un buen
abastecimiento de muestra. Lo cual comprometio la vida del organismo y fue
necesaria la realizacion de la eutanasia; procedimiento previamente sefialado y

autorizado por la Comisiéon de Investigacién en Animales (CINVA) del INCMNSZ.

VII.7 Capacidad secuestrante del plasma del jerbo, frente al radical DPPH

En la grafica 1 se observa que las tres concentraciones estudiadas (8, 16 y
32 mg de PFT/ml) presentaron una tendencia similar para las cuatro muestras de
vainas evaluadas, esta similitud fue estadisticamente valida cuando las
concentraciones comparten la literal mayuscula, indicando que no existe diferencia
significativa (P>0.05) de capacidad antioxidante entre muestras de vainas de AF
para una misma concentracion.
Grafica 1. Capacidad secuestrante (% atrapamiento de DPPH’) y error estadistico de
plasma de jerbo expuesto a diferentes tratamientos: polifenoles (mg/ml/100 g PC/dia) de

vainas de Acacia farnesiana (8, 16 y 32 mg), &cido ascoérbico (500 mg/l) y agua (ml/100 g
PC/dia); ademas de un grupo basal frente al radical DPPH.
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En este sentido, al comparar 8 y 16 mg de PFT respecto al control negativo
(agua), se observo que la mayoria de las muestras no presentaron diferencia
estadistica significativa (P>0.05) respecto a dicho control; excluyendo Unicamente
de este comportamiento a los valores registrados por la muestra M3 (8 mg de
PFT), la cual se diferenci6 estadisticamente del agua y basal al mismo tiempo que
comparte literales con el acido ascoérbico (500 mg/l); sin embargo como se
menciond anteriormente, una misma dosis no presenta diferencia estadistica
significativa (P>0.05) en relacion al resto de las muestras (literales mayusculas).
Asimismo al comparar el comportamiento de estas dosis, frente al tratamiento

basal, se registré una diferencia significativa (P<0.05) para todas las muestras.

Al dosificar 32 mg de PFT/ml y evaluar su capacidad en plasma para
secuestrar el radical DPPH, se observé que ésta fue similar a la registrada tras
emplear el acido ascoérbico (500 mg/l) como estandar, siendo estadisticamente
asimiles (P>0.05), comportamiento que se extendié a todas las muestras de las
vainas evaluadas; destacando que los mejores resultados se presentaron en las

muestras identificadas como 2 y 3.

VII.8 Capacidad secuestrante del plasma del jerbo, frente al radical libre

peroxil por método ORAC.

Los resultados de este ensayo mostraron valores similares de
concentracion de equivalentes de trolox entre las concentraciones 8 y 16 mg de
PFT, mientras que la concentracién 32 mg de PFT alcanzé valores superiores
para la mayoria de las muestras. Asimismo con los resultados obtenidos por la
comparacién entre muestras vegetales de AF para una misma concentracion, se
observa que 8 mg de PFT/mI no presenté diferencia estadistica significativa entre
las cuatro muestras (P>0.05); mientras que para 16 mg de PFT/ml, la muestra 3
alcanz6 una diferencia estadistica significativa (P<0.05) frente al resto de las
muestras a la misma concentracion, como se muestra en la grafica 2. Siguiendo

con estas comparaciones, 32 mg de PFT/ml mostr6 que las muestras 3 y 4
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presentan diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre ellas, pero a su vez las

muestras 1y 2 fueron estadisticamente similares a las anteriores (P>0.05).

Grafica 2. Capacidad secuestrante (UM equivalentes trolox) y error estadistico de plasma
de jerbo expuesto a diferentes tratamientos: polifenoles (mg/ml/100 g PC/dia) de vainas
de Acacia farnesiana (8, 16 y 32 mg), acido ascérbico (500 mg/l) y agua (ml/100 g
PC/dia); ademas de un grupo basal frente al radical peroxil.
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Por otra parte, al comparar la concentracion 8 mg de PFT en relaciéon al
grupo basal, control positivo y control negativo observamos que no existe
diferencia estadistica significativa (P>0.05) para las muestras 1, 2 y 3. Dentro de
esta concentracion destaca la muestra 4, la cual fue disimil estadisticamente
respecto al tratamiento basal (P<0.05) con la reserva de no presentar diferencia
estadistica significativa (P>0.05) respecto a los controles positivos ni negativo. En
relacion a la concentracion 16 mg de PFT, la mayoria de las muestras no
registraron discrepancia estadistica significativa (P>0.05) respecto a los controles

negativo y positivo ni al grupo basal; diferencidndose Unicamente la muestra 3.
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Respecto a la concentracion de 32 mg de PFT/ml, se observé un
comportamiento similar para las muestras 1y 2 las cuales estadisticamente fueron
iguales respecto al acido ascorbico (P>0.05) pero diferentes en relacion a los
grupos de basal y control negativo. Asimismo, las muestra 3 y 4 reflejaron un
comportamiento independiente al observado en las muestras anteriores. En el
primer caso, se registré un decaimiento de la concentracion de equivalentes de
trolox reflejandose estadisticamente sin diferencia significativa (P>0.05) con
respecto al grupo basal, 4cido ascérbico y agua. En el segundo caso, se registrd
un valor de 1966.8 + 68.0 UM de equivalentes de trolox, que representd una
concentracion superior (P<0.05) al estandar de referencia (acido ascorbico, 500

mg/l), como al resto de las muestras y dosis.
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VIII. DISCUSION

VIII.1 Cuantificacidén de polifenoles totales y determinacion de flavonoides y
acidos hidroxicinamicos por cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC)

La presencia de compuestos polifendlicos totales en las plantas esta
determinada primordialmente por la especie vegetal e influida ademas por factores
entre los que destacan las posibles interacciones nocivas con otros organismos
(insectos, hongos simbiéticos, bacterias patdgenas y animales herbivoros), lo cual
deriva en un incremento de estos compuestos caracterizados principalmente por
sus propiedades antibidticas y anti-nutricias. Al mismo tiempo, la presencia de
compuestos PFT esta determinada por el nivel de estrés frente a radicales libres
provenientes en su mayoria de radiacion solar (UV-B), las condiciones geograficas
y climatologicas que afectan internamente al vegetal; adicionalmente los factores
como: reproduccién, nutricion y crecimiento determinaran la presencia de estos
compuestos (Zucker, 1983; Scalbert y Haslam., 1987; Hagerman, 1991; Northup et
al., 1995; Cooper-Driver y Bhattacharya., 1998; Harborne y Williams, 2000; Hat-
tenschwiler y Vitousek, 2000; Treutter, 2006; Hatier y Gould, 2008; Lattanzio et al.,
2008; Moilanen y Salminen 2008; Baraza et al., 2008; Lattanzio et al., 2009). Las
variaciones en el contenido de compuestos polifendlicos (totales y especificos)
entre las muestras vegetales analizadas pudieron deberse a los factores
mencionados anteriormente destacandose la diferencia en edad de los &rboles y
condiciones de estrés particulares (interaccion con microorganismos, insectos y
animales herbivoros). Es importante mencionar que la seleccién de los arbustos
muestreados se realiz6 procurando homogenizar caracteristicas tales como la
maduracién del arbusto y sus vainas, pudiendo presentarse diferencias no
apreciables de manera visual al momento de la recoleccion. Asimismo la
presencia de vainas en cantidad suficiente y el acceso para su muestreo influyeron

en la eleccion de las mismas.
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En este estudio se obtuvo un valor promedio de PFT de 30.4 mg de
equivalentes de acido galico (EAG)/g de vaina seca de Acacia farnesiana (AF),
valor cercano al reportado por Cuchillo et al. (2013) con 38.1 mg EAG/g de
muestra para la misma especie, fraccion vegetal y método de extraccion, dichos
autores concluyeron que el extracto de la mezcla de metanol: agua (80:20 v/v) del
fruto de Acacia farnesiana presenté compuestos fendlicos bioactivos con actividad
antioxidante. Por otra parte, el valor de PFT mostrado por los frutos de AF en el
presente estudio, fue similar al reportado por Dudonneé et al. (2009) para vainas de
algarrobo (Ceratonia siliqua) y vainilla (Vanilla planifolia): 23.58 y 51.64 mg EAG/g
de muestra, respectivamente. En dicho estudio, los valores mas altos de
registraron para madera de roble (397 mg EAGI/qg), corteza de pino (363 mg
EAG/Q) y canela (309 mg EAG/g).

Kuti (2004) reportdé concentraciones de quercetina en cactaceas como
Opuntia ficus indica (4.3 mg/100 g), Opuntia lindhermeri (9.0 mg/100 g) y Opuntia
estrepthacantha (5.1 mg/100 @), las cuales fueron superadas por el valor reportado
para vainas frescas de Acacia farnesiana (11.2 mg/ 100g) en este estudio. Este
flavonoide ha demostrado inducir la expresibn y actividad de enzimas
antioxidantes endégenas como: GR, GSH-Px, SOD, CAT, glutation sintetasa y la
hemo-oxigenasa que contribuyen a la proteccion sobre diversas patologias como
el cancer, la hepatoxicidad y los procesos inflamatorios (Yao et al., 2007;
Miyamoto et al., 2011; Konignberg, 2007). Por otra parte, Cuchillo y colaboradores
(2013) reportaron una concentracion de epicatequina en vainas secas de Acacia
farnesiana de 0.004 mg/100g, valor ampliamente inferior al reportado en el
presente estudio que fue 7.47 mg/100 g de la misma muestra. Asimismo, Danila et
al. (2007) reportaron un contenido de epicatequina en trigo sarraceno de 20.5

mg/100 g, el cual fue un valor superior al determinado en este estudio.

Reportes de Valverde et al. (2000) y Pier-Giorgio (2000) sefialan que los
flavonoides (incluidos quercetina y epicatequina) tienen actividad antioxidante en
el organismo humano regulando el atrapamiento de radicales libres que ayudan a

prevenir el riesgo de enfermedades cancerigenas. Asimismo, Valverde et al.
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(2000) vincula los acidos hidroxicinamicos con aplicaciones en la salud debido a
gque éstos poseen propiedad antioxidante, antimicrobiana, antinflamatoria,
anticancerigena. Por esto, en afos recientes ha aumentado el interés en el estudio

y conocimiento de este tipo de compuestos considerados bioactivos.

Al respecto, las muestras de AF mostraron contenido promedio de acidos
hidroxicinamicos: 7.2 mg de acido clorogénico, 6.4 mg de acido cafeico y 5.2 mg
de acido galico/100 g vaina seca, siendo inferiores a los reportados por Cuchillo vy
colaboradores (2013) en la misma fraccion vegetal de Acacia schaffneri y en

particular para el acido cafeico (200 mg/100gq) y acido galico (559 mg/100 g).

En este estudio, el &cido clorogénico fue el mas abundante de estos
compuestos, con 7.2 mg/100 g de vaina seca; al comparar este resultado con los
reportados por Ayeling y Sabally (2013) se observé que fue muy inferior a los
obtenidos por estos autores, quienes a través de HPLC registran un rango de
entre 98.1 y 4,614 mg/100g en muestras de café en grano. Por otra parte,
Olszewska en 2007 evalud el contenido de este compuesto en las hojas de bayas
negras (Prunus serotina Ehrh.) obteniendo 1.8 g/100g de hojas, un valor muy

superior al encontrado en este estudio.

Por otra parte, el contenido de acido cafeico obtenido en este estudio (6.4
mg/100 g muestra) fue inferior a los valores reportados para 6 plantas aromaticas
(romero, salvia, tomillo, menta, melisa y lavanda) que registraron valores de hasta
40 mg/100g de muestra (\WWang et al., 2004).

Como se menciond anteriormente, la concentracion de acido galico en el
extracto final de AF fue de 12.8 mg/100g, valor inferior al reportado por Karamac y
colaboradores en 2006 quienes obtuvieron 500 y 1600 mg/100 g de extractos
provenientes de avellanas y semillas de uva. Por su parte Xu et al. (2005)
evaluaron la concentracién de acido galico en bagazo de cafia, obteniendo valores
de 0.007 mg/100 g, concentracion muy inferior al valor reportado para las vainas
secas de AF del presente estudio con 5.2 mg de acido galico/100 g. Por altimo

Soares et al. (2008) evaluaron la presencia de este compuesto en la pulpa de
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manzana registrando una concentracion de 6.5 mg/100 g de muestra, siendo

similar este valor al obtenido en este reporte.

VIII.2 Actividad secuestrante in vitro de las soluciones de extracto de vainas

de Acacia farnesiana frente al radical libre DPPH

En numerosas especies del reino vegetal se han reportado compuestos
con propiedades antioxidantes (Fennema, 1995). De ahi que se fije la atencion en
evaluar la actividad antioxidante de aquellas especies que poseen compuestos
biol6gicamente activos como los polifenoles que son sintetizados como resultado
del metabolismo secundario de las plantas, interviniendo en funciones por
ejemplo antioxidante especialmente en las semillas (Del Pozo, 2011), evitando
que el oxigeno deteriore al embridén. Los polifenoles también forman parte de
componentes responsables del aroma, sabor y pigmento; por tanto tienen accion
de agentes de defensa entre la planta y el ambiente como la radiacién UV 0 frente

a factores patodgenos biologicos (Manach et al., 2004; Del pozo (2011).

La actividad antioxidante evaluada in vitro en las soluciones de extracto de
vainas de Acacia farnesiana, mostr6 una tendencia inversa en relacion a la
concentracion de PFT (8, 16 y 32 mg/ml). En relacion, Cuchillo et al. (2013)
reportaron un 47.6 % de atrapamiento de DPPH" para una concentracion de
extracto de vainas de AF de 200 mg/l, este valor de actividad antioxidante fue
superior al mostrado por la concentracion de 8 mg de PFT/ml (263 g de extracto/l).
Asimismo, dichos autores concluyeron que el extracto metandlico de la Acacia
farnesiana en las condiciones evaluadas, presenta actividad antioxidante in vitro
secuestrando los radicales DPPH y ABTS, actividad que se relaciona con el alto
contenido de compuestos fendlicos; por tanto el fruto de esta especie contiene

compuestos bioactivos con actividad antioxidante.

Asimismo, Avila en el 2012 evaluo la actividad antioxidante de un extracto
de nopal (Opuntia ficus) frente al radical DPPH, siendo la concentracion de estudio

in vitro de 500 mg/l y registrando un valor de actividad del 22.0%; dicho resultado
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fue similar a los obtenidos en este estudio para las soluciones de 8 y 16 mg de

PF/ml con 26.0 y 21.7%, respectivamente.

En este sentido, Dudonné et al. (2009) determinaron una relacion positiva
entre el porcentaje de atrapamiento del radical DPPH y el contenido de polifenoles
en diversas muestras de vegetales, de las cuales 3 productos reportaron una
concentracion superior a los 300 mg PFT /100g asi como altos valores de
capacidad secuestrante del radical DPPH; siendo el roble, corteza de pino y
canela con 88.6%, 94.5% y 84.4% respectivamente. Es importante mencionar que
en dicho estudio no se menciona la concentracion de las soluciones metandlicas
evaluadas. Por su parte, Hannachi y colaboradores (2011) al evaluar las
caracteristicas quimicas de siete semillas del genero de Acacia, reportaron un
rango de PFT de 154.4 a 1217.9 mg EAG/100 g de materia seca. Asimismo al
enfrentar estos recursos en distintas concentraciones de sus extractos en metanol
frente al radical DPPH, observaron que los valores de PFT mas elevados no

respondieron de manera directa al nivel de actividad antioxidante.

El abatimiento del porcentaje de atrapamiento del radical DPPH in vitro
manifestado en este estudio, estuvo determinado por la estructura y el alto
contenido de los PFT de las soluciones de vainas de AF evaluadas. El
comportamiento antioxidante de los compuestos polifendlicos esta relacionado con
multiples factores como el potencial de ionizacion, el tiempo de vida de los
radicales fenoxil, las propiedades redox de los compuestos y su capacidad
guelante. A su vez, estos factores son influenciados por la estructura quimica de
los compuestos polifendlicos, involucrando la cantidad y posicion relativa de los
grupos fendlicos e hidroxifendlicos. En conjunto estos factores determinan las
interacciones que se establecen con los radicales libres, derivando en
mecanismos que incrementan (sinergismo) o disminuyen (inhibicion) el efecto
antioxidante (De Heer et al, 1999; Wright et al., 2001; Bors et al., 2001; Sakihama
et al., 2002; Williams et al., 2004; Djeridane et al, 2006).
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Asimismo, Hannachi et al. (2011) sefalaron que el uso de recursos
naturales como Acacia spp. podria ser Gtil no sélo en la produccion de forrajes,
medicamentos tradicionales y cosmeéticos sino también como un importante
alimento funcional, auxiliar en la prevencion y tratamiento de diversas
enfermedades humanas; enfatizando que el desarrollo de un alimento funcional es
un largo y complejo proceso, que requiere enfoques multidisciplinarios.
Actualmente los suplementos de semillas de Acacia spp. se encuentran en la
etapa de desarrollo y requieren continuar con investigaciones. En este sentido,
este reporte de investigacion contribuye al entendimiento de las acciones
derivadas por la incorporacion de vainas de Acacia en un modelo in vivo, lo que
permite continuar con el fortalecimiento de la investigacion de estos recursos no

convencionales.

VIII.3 Capacidad secuestrante en el plasma del jerbo, frente al radical DPPH

En esta prueba, las dosis de 8 y 16 mg de PFT administradas a jerbos
mostraron una actividad antioxidante promedio en plasma sin diferencia
estadisticamente significativa respecto al grupo control negativo (agua). A su vez
este grupo control no presenté diferencia estadistica significativa respecto a
valores basales de 8.93%. En este sentido, podemos decir que los valores de
actividad antioxidante mencionados fueron cercanos al determinado por Avila en
2012, quien usando también el método descrito por Koren et al. (2010), reportd
una actividad antioxidante del plasma basal de humano frente al DPPH" con un
valor de 13%. En dicho reporte, se determiné la capacidad antioxidante debido al
consumo de 300 g de nopal durante tres dias Para ello 10 individuos sanos
mantuvieron una dieta que cubrié sus requerimientos energéticos al mismo tiempo
gue garantiz6 un consumo diario de 24 a 27 mg de polifenoles provenientes
exclusivamente de nopal hidrolizado; al final del periodo de consumo, el plasma
mostro un considerable incremento en la actividad antioxidante, alcanzando
valores por encima del 30%. Este resultado por la suplementacion de nopal supero
ligeramente los valores promedio obtenidos en el presente estudio empleando la
dosis de 32 mg de PFT (27.3%) y el control positivo de acido ascorbico (26.2%).
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Al respecto, podemos decir que el desequilibrio en los niveles de radicales
libres en plasma provocado por la adicion del reactivo DPPH, pudieron favorecer
reacciones ciclicas de formacién de especies reactivas de hierro principalmente a
través de las reacciones de Fenton y Haber-Weiss (Hebbel et al., 1993; Vives et
al., 1995; Rice-Evans et al., 1986; Van Der Berg et al., 1992; Puppo y Halliwell,
1988; Ando et al., 1995; Samuni et al., 1983; Ames et al., 1993; Chevion, 1988;
Halliwell et al., 1992; Mao et al., 1994). Sin embargo, la suplementacion del
extracto de vainas de AF derivdé en un valor de capacidad de atrapamiento de
radicales DPPH superior al obtenido por el grupo basal. Este efecto atribuido a los
polifenoles de AF, en una relacion casi directa a la dosis, pudo deberse al
atrapamiento directo de los radicales libres o la donacion de un protdn para
estabilizar estas especies reactivas. Asimismo pudo ocurrir que se sumaran
factores como: la capacidad quelante de estos fitoquimicos sobre metales
principalmente en el hierro, las interacciones que establecieron con la superficie
de la célula y antioxidantes enddgenos, asi como el posible efecto sinérgico de
entre los polifenoles que se pudo establecer durante los cinco dias de
suplementacion (Bonarska-Kujawa et al., 2012; Herrmann, 1976; Jia et al., 1998;
Zhou et al., 2000; Zhou et al., 2005; Liu et al., 2000; Morel et al., 1993; Nakayama
et al., 1993; Grinberg et al., 1994; Afanas’ev et al., 1995; Hanasaki et al., 1994 y
Halliwell et al., 1992).

A partir de la similitud estadistica presentada por la dosis de 32mg de
polifenoles en relacion con el grupo de acido ascorbico, es posible quizas inferir
gque los PFT en dicha concentracibn presentan mecanismos antioxidantes
equiparables a los mostrados por el componente naturalmente presente en
sangre, acido ascorbico (vitamina C) el cual en la concentracién de administracion,
pudo posiblemente establecer interacciones sinérgicas con moléculas endégenas
como enzimas, a-tocoferol, e incluso con otros flavonoides y en conjunto quizas
contribuyeron a la reducir el fenomeno de peroxidacion (Herrmann, 1976; Jia et al.,
1998; Zhou et al., 2000; Zhou et al., 2005; Liu et al., 2000).

75|Pagina



VIIl.4 Capacidad secuestrante del plasma del jerbo, frente al radical libre

peroxil por método ORAC

La actividad antioxidante promedio en la dosis de 32 mg de polifenoles
(1679.2 um/l equivalentes de trolox) fue 1.5 veces mayor en relacién al grupo
basal (1,100.8 um/l), asi como superior respecto a los tratamientos con acido
ascorbico (1,294.4 um/l) y agua (1,225.4 pum/l). Al respecto Leite et al. (2011)
determinaron, también por el método ORAC, la capacidad antioxidante del plasma
de rata suplementada con 0, 1, 2 y 4% de céscara de jaboticaba (Myrciaria
jaboticaba Vell Berg), una baya nativa de Brasil rica en antocianinas. Cuando se
suplement6 entre 1% y 2% de la baya, la capacidad antioxidante se incremento
alcanzando el valor maximo de 22.96 um equivalentes de trolox/I particularmente
cuando se suplementa 2%, valor que equivale a un aumento de 1.3 veces
respecto al valor del control (17.0 um equivalentes de trolox/l); mientras que con

4% de cascara de este fruto no mostr6 efecto antioxidante.

Por otra parte, Cao et al. (1998) evaluaron el consumo (15 dias) de una
dieta rica en frutas y vegetales (10 porciones diarias) frente al atrapamiento de
radicales oxigeno (ORAC) en el plasma de 36 participantes sanos (hombres y
mujeres) conformandose grupos de entre 20 a 40 y de 60 a 80 afios. El monitoreo
de la actividad antioxidante mostré un incremento del 1.8 veces respecto al nivel
promedio del dia cero en ambos grupos. Los valores basales del dia cero fueron
de 599.8 um/l en el grupo de sujetos jovenes y 590.55 um/I en el segundo grupo.

Huang et al. (2002) mostraron la eficacia de la prueba ORAC para
determinar la capacidad antioxidante en un proceso completamente automatizado
gue permite mejorar la eficiencia del ensayo. Para ello evaluaron compuestos
puros en solucién, mezclas de compuestos, alimentos y fluidos bioldgicos incluido
el plasma humano; mostrandose para este Ultimo, valores de capacidad
antioxidante de 6.25 x 10> pm/l, el cual es un valor ampliamente inferior al
promedio presentado en el presente estudio por el plasma basal de jerbo con un
valor de 1,100.8 pm/I.
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El aumento en los valores de concentracién de equivalentes de trolox de la
dosis de 32 mg de polifenoles respecto a los grupos basal y control negativo pudo
estar relacionado a sus capacidades de influir sobre las condiciones de iniciacién
de la oxidacion celular; reduciendo y/o inhibiendo la presencia de radicales libres
y con ello los dafios a hemoproteinas que darian lugar a especies del hierro
reactivas que nuevamente catalizan la formacion de radicales libres,
hemodegradacion y consecuentemente la peroxidacion lipidica (Hebbel, et al.,
1993; Vives et al., 1995; Rice-Evans et al., 1986; van der Berg et al., 1992; Puppo
y Halliwell, 1988; Ando et al., 1995). En este sentido, la técnica de ORAC permitio
atribuir que la actividad antioxidante de los polifenoles esta relacionada a la
capacidad de éstos para atrapar al radical inducido peroxilo (ROO), lo cual se
mostré cuando los valores de concentracion de equivalentes de trolox (um/l)
aumentaron en relacién a la dosis de polifenoles administrados, esto en la mayoria

de las muestra de vainas de AF.

Ademas del mencionado mecanismo de accion, se propone que los
compuestos polifenélicos administrados fueron ligados a las moléculas de hierro
de bajo peso molecular actuando como agentes quelantes (Sakihama et al., 2002;
Halliwell y Gutteridge, 1986; Bannister et al., 1983; Baker y Gebicki, 1986; Floyd,
1981; Flitter et al., 1983; Berglin y Carlsson, 1985); accién que como lo aseguraron
Grinberg y colaboradores (1997), quienes evaluaron el efecto antioxidante in vitro
de los polifenoles del té verde y té negro sobre células rojas; 10 pug/ml de
polifenoles fueron capaces de inhibir hasta en 80% la lipoperoxidacion de la
membrana celular y consecuentemente inhibir hasta en un 50% el flujo de
radicales hidroxilo ("OH); bajo las condiciones de experimentacion de estos
autores se concluyé que no existidé intercambio de electrones con el complejo
redox del hierro. Asimismo, Tedesco et al. (2000) y Dai et al. (2006), reportaron no
s6lo la proteccion in vitro de los polifenoles para reducir dafios en membrana
(monitoreada por la lisis de células rojas) sino que indirectamente relacionan dicha
proteccion con menores niveles de especies reactivas como podria ser los

radicales peroxilo (ROO") generados en el ensayo ORAC.
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Adicionalmente a la atribucion de polifenoles como compuestos
secuestradores de radicales libres y/o quelantes que pueden interferir en el
proceso de lipoperoxidacion, autores como Bonarska-Kujawa et al. (2012)
sefialaron que la actividad antioxidante presentada por eritrocitos esta relacionada
a su capacidad para enlazar a su superficie una gran variedad de polifenoles
antioxidantes, debido a las interacciones electroestéaticas de los grupos hidroxilo
(presentes en la estructura quimica de los polifenoles) con los componentes de la
superficie de la membrana de los eritrocitos, formando complejos membrana-
polifenol que los hace agentes antioxidantes mas eficientes al poder atrapar

diversas especies reactivas (Koren et al., 2010).

También se ha sefialado que los flavonoides podrian haber interactuado en
forma sinérgica con el a-tocoferol (vitamina E), &cido ascoérbico (vitamina C) y
otros flavonoides, esto al reaccionar con los radicales peroxilo y detener la
peroxidacion retardando la lisis de eritrocitos y mejorado la actividad antioxidante
(Herrmann, 1976; Jia et al., 1998; Zhou et al., 2000; Zhou et al., 2005; Liu et al.,
2000). Esta accion puede explicar en parte, el incremento de concentracion de
equivalentes de trolox en el grupo dosificado con &cido ascorbico (500 mg/l)
respecto al plasma basal, lo cual se relaciona con una mayor actividad

antioxidante.

La muestra 3 de vainas de AF mostr6 un decaimiento del valor de
equivalentes de trolox ante el aumento de la dosis de 16 a 32 mg PFT/ml; al
respecto, Sakihama y colaboradores en 2002 demostraron que los compuestos
polifendlicos tipo catecoles presentan capacidad prooxidante in vitro ante
condiciones como la produccién inducida de radicales ‘OH y presencia de Cu®*.
Dichos autores, seleccionaron los &cidos clorogénico, cafeico y dihidrocafeico
debido a sus estructuras quimicas y potenciales redox similares, evaluandolos en
las concentraciones 0, 0.5, 1, 5, 10, 20 y 50 uM. La exposicion del ADN a los
polifenoles en las condiciones mencionadas dio como resultado un incremento en
las rupturas de la cadena sencilla y cadena doble del ADN dependiente de la
presencia de polifenoles sobre todo a partir de las concentraciones 5 o 10 pM. Los
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autores de dicha investigacion sefialan que dicho comportamiento esta
relacionado con los radicales fenoxil de los polifenoles, los cuales en las
concentraciones mencionados pueden contribuir a la peroxidacion lipidica. En
conexién con la presente investigacion, los acidos clorogénico y cafeico fueron
detectados en los extractos de AF y consecuentemente en la solucion de prueba 8
mg PFT se presentaron en una concentracion promedio de 53.4 uM y 91.6 uM
respectivamente, siendo probable que tras ser dosificados sus concentraciones en
plasma fueran suficientes para que en presencia de iones cobre (Cu®"), quizas
estuvieran involucrados en la generacion del dafio a ADN y posiblemente
contribuir al fendmeno de lipoperoxidacion como lo hicieran en las evaluaciones
realizadas por Sakihama et al. (2002). Sin embargo, cuando se pretende comparar
los valores iniciales de acido clorogénico y cafeico de los extracto dosificados de
AF en relacién a los efectos reportados por Sakihama et al. (2002) queda la
posibilidad de que en plasma, estos acidos hidroxicinamicos no hayan alcanzado
las concentraciones que conllevan los efectos adversos mostrados in vitro, esto
debido a las potenciales pérdidas de dichas sustancias a través de la asociacion
del extracto con el contenido géstrico, toda vez que los animales no fueron
sometidos a ayunos previo a la dosificacion, aun mas es importante sefialar que
los sistemas in vivo son muy dinamicos y cambiantes ya que en este medio
intervienen interacciones entre diferentes compuestos y las respuestas del
organismo a la presencia de estas sustancias, ademas de los efectos de pérdidas
por excrecion. Es posible que de haber determinado el contenido de estos
catecoles en el plasma de los animales experimentales, se hubiera podido
establecer una comparaciébn mas estrecha entre los efectos reportado por
Sakihama et al. (2002) y este estudio.

La similitud de valores de concentracién de equivalentes de trolox (UM)
presentada entre los grupos con tratamientos de acido ascorbico y basal, puede
estar relacionada a la capacidad del modelo biolégico jerbo para sintetizar sus
requerimientos de vitamina C a partir de glucosa proveniente de la dieta y al
mismo tiempo desechar los excedentes a través de la orina. Por tanto, ingestas
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de este compuesto mayores a los requerimientos fisiologicos conlleva una
reduccion en su absorcion (Levine et al., 1996; Rumsey et al., 1997). Al respecto,
Oreopoulos et al., (1993) mencionan que ante ingestas superiores a varios cientos
mg/dia en seres humanos, el acido se excreta rapidamente en la orina con una
vida media de alrededor de 30 minutos. Asimismo, este valor de tiempo de
excrecion del acido ascorbico es menor al tiempo de monitoreo aplicado en este
experimento, haciendo posible que su presencia en plasma no tuviera efecto
significativo sobre la actividad antioxidante determinada una hora después de su

suplementacion.

Por otra parte, la manipulacion efectuada a los animales del grupo control
negativo (administrado con agua) pudo desencadenar situaciones de estrés que
quizds pudieron activar mecanismos enddgenos antioxidantes para proteccion
celular, incluyendo sintesis de compuestos como acido ascorbico a partir de
glucosa y su posterior transformacion a acido deshidroascoérbico (vitamina C) la
cual representa funcién de cofactor, facilitando la transferencia de electrones a
enzimas antioxidantes que participan en la regulacion de los procesos a través de
la captacion de radicales libres (Pier-Giorgio, 2000); sumandose la actividad
sinérgica del acido ascoérbico con los compuestos fendlicos, vitamina E y R-
caroteno (Giese, 1996; Niki, 1987). Asimismo es importante sefialar que el acido
ascorbico en la concentracién natural presente en el jerbo basal pudo ser
suficiente para mostrar una actividad antioxidante con valores similares a los

grupos controles, tanto positivo como negativo.
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IX. CONCLUSIONES

Las soluciones de extracto de vainas de Acacia farnesiana mostraron un efecto
de abatimiento de la actividad antioxidante in vitro en relacion a la concentracion de
polifenoles. Asimismo el plasma del jerbo dosificado con estas soluciones presento

actividad antioxidante in vivo.

El extracto de las muestras de vainas de Acacia farnesiana mostré un
contenido promedio de compuestos polifendlicos totales de 76.1 mg de EAG/g, asi
como la presencia de epicatequina, quercetina, acido galico, acido cafeico y acido

clorogénico.

La actividad antioxidante in vitro de las soluciones acuosas de extractos de
vainas de Acacia farnesiana presentd una tendencia promedio negativa en
relacion a la concentracion de polifenoles, excluyéndose de dicho efecto a la
muestra M1 que a una concentracion de 16 mg/ml marcé el valor méas alto de
actividad antioxidante, no sélo en relacion a las otras dos concentraciones de
polifenoles para la misma muestra, sino también respecto al total de las muestras
evaluadas en sus correspondientes dosis, mostrando un posible efecto
prooxidante in vitro dependiente del contenido de polifenoles evaluado.

Para la determinacién de actividad antioxidante in vivo, particularmente a través
del atrapamiento de DPPH’, Unicamente la concentracion 32 mg de polifenoles
totales/dia de Acacia farnesiana mostré0 un incremento significativo del efecto
antioxidante (27.37%) respecto a basales y control negativo, a su vez dicho valor fue
equiparable al logrado por el plasma dosificado con &acido ascorbico 500 mg/I
(26.21%). Asimismo la actividad antioxidante in vivo monitoreada a través de ensayo
ORAC, mostrd un incremento en las concentraciones de 16 y 32 mg de polifenoles de

vainas de Acacia farnesiana.
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X. ANEXOS

Anexo X.1. Localizacion de las muestras vegetales

Muestra de vainas Localizaciéon de la muestra

1 20°23'N, 99°67°0
2 20°16'N, 100°05'0
3 19°88’N, 99°07°0
4 20°22'N, 99°73'0

Anexo X.2 Reactivos quimicos, soluciones y materiales empleados en el estudio

Reactivos Marca Catalogo Lote
Extraccion del material vegetal
Metanol, °R J.T. Baker 9049-02 6756-|
Caracterizacion
Reactivo Folin-Ciocalteu Fluka 47641 1338367
HPLC
Epicatequina, HPLC 90% Sigma E1753 125K1450
Quercetina, HPLC 98% Sigma Q0125 015K1225
Acido cafeico, HPLC 98% Sigma C0625 065K1060
Acido clorogénico Sigma 150618 3520J
Acido cinamico Aldrich 07226JD 128708
Acido galico Sigma C9008 095K134J
Acido ascorbico Sigma A5960 49H0410
Acetonitrilo J.T. Baker 9017-02 G15C55
Metanol, HPLC J.T. Baker 9093-02 6756-
Acetato de etilo J.T. Baker 9282-02 X35E00
Acido acético glacial J.T. Baker 9515-03 L11A13
Acido fosforico J.T. Baker 0260-60 B13831
DPPH in vitro
Metanol, °R

J.T. Baker 9049-02 6756-
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DPPH in vivo

DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) Aldrich D9132 -
Alcohol etilico absoluto Macron V569-06

ORAC

AAPH (2,2°-Azobis (2- Aldrich 440914 -
metilpropionamida) dihidrocloruro

Fluoresceina Sigma F6377 -
Trolox Calbiochem 648471 B58819
Reactivos anestésicos

(ketamina 100 mg/ml) PiSA 7833-028 A062071
(Xilacina 20 mg/ml) Bayer Q-0615-035 KPOOB8H
Soluciones Marca Catalogo Lote
I;ﬁi%n) (Hank’s  balance salt oH=7.5

HCI (3%) Fermont 7647-01-0 -
Na,CO3 (2%) J.T. Baker 3506-01 T09336
Solucién salina KabiPac EE0716-01 73F20202
Amortiguador de fosfatos 75uM - - -
Materiales Marca Catalogo Lote
Tubos recoleccién sangre BD Vacutainer 367844 1334251
Tubos Eppendorf 1.5ml Axygen MCT-159-C -
Celdas poliestireno VitLab 146190 033378
Filtro jeringa (25 mm, 0.45 mm) Corning Inc. TMXHN2510 R4AN30463
Agua desionizada (Equipo local) Milli-Q Q-POD -
Agua destilada (Equipo local) Milli-Q Integral 10 -
Placas de poliestireno de 96pozos  Corning Inc Costar 3596

Jeringas 3 ml BD Plastipak 300132 9020273
Jeringas insulinicas 1 ml BD Plastipak 300132 9020273
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Anexo X.3. Curva de calibracién de acido galico como estandar de referencia en

la determinacién de polifenoles totales

- 11 + h
09 -+
g 07 y=10.013x+0.0199
o 2 _
B 05 R?=0.9988
g 03 s
= =¢—Ac. Galico..
)
2 01
Rt
5 % | |
[}
Z'E -0.1 0.02 0.04 . 0.06 0.08 0.1
Y Concentracion (mg AG/ml) )

Anexo X.4 Curvas de calibracion de los flavonoides y acido hidroxicinamicos

utilizados en la determinacion por HPLC

Anexo X.4.1 Epicatequina

OO0 ¥ = TS55231x + BOO0I
R?=0.59532

Anexo X.4.2 Quercetina

¥=F2274x - T1L42.9
R = 0.2957

~SO0000
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Anexo X.4.3 Acido cafeico

Anexo X.4.4 Acido clordgenico

¥ = 1E+06x - 86177
6000000 | R*=0.9994

Anexo X.4.5 Acido gélico

14000000
y = 3E+06x - 128758
R*=0.9937
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Anexo X.5 Preparacion de la solucién salina balanceada de Hank (Hank's

balance salt solution, HBSS)

Pre-mezcla de las soluciones amortiguadoras

Solucién 1: Disolver en 90ml de H,O destilada, las siguientes
sustancias: 8 g NaCl y 0.4 g KClI, aforar a 100 ml con H,O destilada.

Solucién 2: Disolver en 90ml de H,O destilada, las siguientes
sustancias: 0.358 g Na,HPO, (anhidrido) y 0.6 g KH,POQO,, aforar a 100
ml con H,O destilada.

Solucién 3:  0.72 g CaCls; llevar a aforo de 50ml con H,O destilada.

Solucién 4: 1.23 g MgSO4x7H,0 llevar a aforo de 50ml con H,O
destilada.

Combine las soluciones en el siguiente orden: 10 ml solucion 1, 1 ml
solucion 2, 1 ml solucion 3, 86 ml H,O destilada y 1 ml solucién 4.
Antes de utilizar la solucién HBSS, mezcle: 9.9 ml de la pre-mezcla de
buffer con 0.1 ml de la solucion 5.

Solucién 5: 0.35 g NaHCO;3 llevados a aforo de 10ml con H,O
destilada.

Anexo X.6 Preparacion de las soluciones de fluoresceina

Primera solucién patrén de fluoresceina (1.32mM): Pesar 0.0828g del
reactivo y diluir en 2ml de amortiguador de fosfatos 75mM pH 7.4. Esta solucion es

viable conservarla en congelacién (-80°C) y protegida de la luz.

Segunda dilucion (4uM): 30.1ul de la solucién patron de fluoresceina en 10
ml de amortiguador de fosfatos (75mM pH 7.4). Conservar en congelacion a -80°C

y protegida de la luz.

Tercera dilucion (concentracion final de 50nM): 130pl de fluoresceina 4uM y
diluir en 10 ml buffer de fosfatos pH 7.4. Realizar esta dilucion hasta el momento

previo a su utilizacion.
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Anexo X.7 Preparacion de soluciones patron del estandar trolox
Primera solucion estandar de trolox 1mM:

Pesar 2.503mg de trolox y adicionar a 10ml de amortiguador de

fosfatos 75mM. Disolver perfectamente y conservar a -80°C

Preparacion de las soluciones para curva patrén de trolox:

Amortiguador de

Concentracion de Alicuota Fosfatos 75mM, pH 7.5
trolox (UM)

(uh Sol. agregada (uh
80 80 1mM 920
60 750 solucion 80uM 250
40 666 solucién 60uM 333
20 500 solucion 40uM 500
8 400 solucién 20uM 600
4 500 solucion 8uM 500
0 (blanco) 1000

Anexo X.8 Curva de calibracion del estandar trolox en la determinacion de

actividad antioxidante por ensayo ORAC

Trolox Curve
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