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1. INTRODUCCION

En nuestro pais, en relativamente pocos afos, se ha producido un
llamativo incremento de muertes relacionadas con enfermedades
degenerativas, no solo en los adultos sino también en jovenes y nifios.
En la Figura 1 se resume las principales causas de muerte por

enfermedades no contagiosas en México (OMS, 2013).

Muertes por enfermedades no contagiosas en
3%

3% — W Cancer

H Diabetes

4%
4%

m Cardiovasculares
W Respiratorias

W Digestivas

m Congénitas

Genitourinarias
Neuropsiquidtricas

Otras

Figura 1. Muertes por enfermedades no contagiosas.

Por otra parte, es importante mencionar que de acuerdo a la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) 17.3 millones de personas
murieron en todo el mundo durante el afio 2008 a causa de distintas
enfermedades cardiovasculares (ECV), cerebrovasculares y otras
dolencias cardiacas por lo que constituyen la primera causa de muerte
en todo el mundo.

La medicina tradicional abarca una amplia variedad de terapias y
practicas que varian entre paises y entre regiones. En algunos paises se
denomina medicina “alternativa”. La medicina tradicional se viene

utilizando desde hace miles de afos, y sus practicantes han contribuido
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enormemente a la salud humana, en particular como proveedores de
atencion primaria de salud al nivel de la comunidad.

La medicina tradicional ha mantenido su popularidad en todo el
mundo. A partir del decenio de 1990 se ha constatado un resurgimiento
de su utilizacion en muchos paises desarrollados y en desarrollo (WHO,
2013).

La medicina tradicional mexicana es una importante manifestacion
cultural, caracteristica de la vida del pais, sus practicas y recursos se
encuentran profundamente arraigados en la sociedad. Las culturas
indigenas de México herederas de una larga tradicion prehispanica, han
preservado formas y procedimientos eficaces para resolver problemas
de salud de la poblacion.

En los Uultimos afios las personas han buscado en la medicina
alternativa la cura para sus enfermedades; por ello actualmente se
buscan dietas saludables y tratamientos de origen natural, éstos ultimos
surgidos inicialmente como un conocimiento empirico que se descifra
sustancialmente incorporando avances tecnoldgicos al conocimiento
cientifico. Por esa razdn, existe un interés internacional para
sistematizar la informacioén y el uso de las plantas medicinales de cada
regiobn a partir de datos etnobotanicos y de trabajos de validacidon
cientifica; por lo que es importante el estudio de productos naturales
como un posible tratamiento de ECV, siendo ésta la principal causa de
muerte en todo el mundo (Duarte, Pérez, Zarzuelo, Jimémez & Tamargo,
1993).

Los antioxidantes de plantas desde el punto de vista fitoquimico
pueden ser taninos, lignanos, estilbenos, cumarinas, quinonas, xantonas,
acidos fendlicos, flavonas, flavonoles, catequinas, antocianinas vy
proantocianinas, los cuales debido a sus propiedades redox pueden

actuar como donadores de hidrogenos y de ésta manera prevenir o
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retrasar el desarrollo de enfermedades degenerativas (Marwah et al.
2007).

El desarrollo de sustancias antioxidantes de fuentes naturales propias
que puedan usarse en la industria de alimentos, farmacéutica y de otras
especialidades quimicas y bioldgicas, es de suma importancia, ya que a
medida que se cuente con mas estudios acerca de la capacidad
antioxidante y de la estabilidad fisico-quimica de éste tipo de moléculas,
se podra evaluar su empleo en la industria. El interés que ha despertado
la bioactividad de los antioxidantes extraidos de plantas superiores se
debe en parte, a su potencial beneficio a la salud para la prevencion o
cura de numerosas enfermedades (Larson, 1988).

Por ésta razon, se propuso el estudio del contenido de antioxidantes
en el extracto metandlico de Cladocolea loniceroides, ademéas tomando
en cuenta la importancia de diferenciar éste tipo de muérdago mexicano

con el resto, considerando la facilidad de adquisicion.
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2. ANTECEDENTES

2.4. MUERDAGO VERDADERO
N. V.: Muérdago

N. C.: Viscum album

Familia: Lorantaceas

2.4.1. Definicion de muérdago
Muérdago es el nombre comun mediante el cual se designa a las
plantas hemiparasitas semiparasitas que infestan arboles y arbustos
para obtener de ellos agua y sales minerales, ya que son incapaces de
absorberlas directamente del suelo. El muérdago toma los recursos que
requiere en perjuicio del arbol que parasita. No existe la certeza del
origen etimoldgico de la palabra, hay quien afirma que “muérdago”

proviene del latin mordicus, es decir, mordedor (AMA, 2009).

2.4.2. Nombres comunes del muérdago

Muérdago es el nombre comun de algunas plantas parasitas de la
familia Loranthaceae; asi como najtahuala (totonaco), tepalcatl
(ndhuatl) y mistletoe (inglés). Los muérdagos llamados “verdaderos”
son plantas dicotiledéneas, siempre verdes, a las que también se les
dice, en distintos lugares de América Latina, “injerto”, “matapalo”,
“secapalo”, “palo de caballero”, “hierba de pajaro” y “planta de la liga”
(AMA, 2009).

2.4.3. Aspectos historicos

En la Figura 2 se plasma una linea del tiempo de la historia de los

usos del muérdago (Ara, 2004; AMA, 2009).
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Figura 2. Linea del tiempo de la historia de los usos del muérdago.
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2.4.4. Tipos de muérdago

Existen muy diversas clasificaciones de los muérdagos, lo cual
muestra lo mucho que aun esta por saberse y por determinarse de ellos.
Una de estas clasificaciones sefala que todos los muérdagos pertenecen
a la familia Loranthaceae, agrupados en las subfamilias Loranthoidae
(muérdagos gigantes o tropicales) y Viscoidae (muérdagos enanos o
templados); sin embargo, otra clasificacion mas difundida divide a los
muérdagos en dos familias, Loranthaceae y Viscaceae, como se muestra
en la Tabla 1 (AMA, 2009). Ambas clasificaciones coinciden en que

existen entre 1000 y 1500 diferentes especies de muérdago, distribuidas

en todo el mundo.

Tabla 1. Clasificacion de muérdagos.

GENEROS EN LA FAMILIA LORANTHACEAE: 76

Actinanthella Decaisina Lampas Oryctina Tapinanthus
Acetanthus Dendropemon Lepeostegeres Panamanthus Taxillus
Agelanthus Dendrophthoe Lepidaria Papuanthes Tetradyas
Alepis Desmaria Ligaria Pedistylis Thaumasianthes
Amyema Diplatia Loranthus Peraxilla Tieghemia
Amylotheca Distrianthes Loxanthea Phragmanthera Tolypanthus
Atkinsonia Elytranthe Lysiana Phthirusa Trilepidea
Bakerella Emelianthe Macrosolen Plicosepalus Tripodanthus
Baratranthus Englerina Moquiniella Psittacanthus Tristerix
Benthamina Erianthemum Muellerina Rhizomonanthes Trithecanthera
Berhautia Gaiadendron Notanthera Scurrula Tupeia
Botryoloranthus | Globimetula Nuytsia Septulina Vanwykia
Cecarria Helicanthes Odontella Socratina
Cladocolea Helixanthera Oncella Sogerianthe
Cyne lleostylus Oncocalix Spragueanella
Dactyliophora Ixocactus Oryctanthus Struthanthus

GENEROS EN LA FAMILIA VISCACEAE: 9
Arceuthobium Distichella Korthalsella Notothixos Viscum
Dendrophthora Ginalloa Lepidoceras Phoradendron
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2.4.5. Descripcion botanica del muérdago

2.4.5.1. Caracteristicas fisicas
El muérdago es de apariencia redondeada, en general, tienen un
tronco corto, ramas abundantes y repetidamente ahorquilladas, de
manera que forman ya sea una densa mata que cuelga del arbol
parasitado o bien una intrincada enredadera que cubre la copa del arbol.

En la Figura 3 se pueden apreciar algunos componentes del muérdago.

Figura 3. Partes de muérdago: a. hojas. b. flor femenina. c. semillas.

2.4.5.2. Ciclo bioldgico

El muérdago es una planta dioica, es decir, que existen pies machos y
pies hembras separados. Tanto las flores masculinas como las
femeninas son muy rudimentarias y simples, la polinizacion se realiza a
través de aves, insectos y viento; éste hecho tiene lugar durante los
meses de febrero y marzo. Una vez fecundadas, las flores dan lugar a
unas bolas verdes que posteriormente van adquiriendo su aspecto
caracteristico de bayas, en el interior se alberga sélo una semilla
rodeada de un tejido mucilaginoso y pegajoso.

Las semillas se adhieren a las ramas, gracias a la viscina que la hace
mucilaginosa, germinan empezando a formar un engrosamiento en la
rama donde forma los haustorios. Los haustorios son d&rganos

succionadores de savia y se van introduciendo en los tejidos vasculares




del arbol, creando un abultamiento; posteriormente la planta emitira un
tallo exterior que tendra como particularidad su gran potencia de
succion de savia. Una vez fijada y establecida la planta de muérdago en
el arbol, ésta se desarrolla de forma dicotomica bifurcandose
anualmente en dos ramillas a partir de cada yema. Esta disposicion da
lugar a una mata semiesférica caracteristica (REDFORESTA, 2010), ya
establecido mantiene sus estomas ampliamente abiertos, por lo que
tiene un potencial de agua mas negativo que el del arbol. Asi, succiona
grandes cantidades de agua del arbol, en ocasiones mas del doble del
volumen que requeriria un area superficial equivalente del follaje del
mismo, el sitio de infeccidon se convierte en una estructura deébil, por la

que pueden entrar al arbol hongos, bacterias e insectos (AMA, 2009).

2.4.5.2.1. Aves que intervienen en la diseminacion
Las semillas son diseminadas, principalmente, por las aves mostradas

en la Figura 4.

zorzal charlo zorzal comun zorzal real zorzal alirrojo urraca
(Turdus vicivorurm) | (Turdus philamelas) (Turdus pillaris) (Turdus aliacus) (Pica pica)

Figura 4. Principales aves responsables de la propagacion del muérdago.

2.4.5.3. Hemiparasitismo
El muérdago siendo una planta hemiparéasita depende del hospedante
para obtener soporte, aunque realiza su propia funcion clorofilica y

permanece verde durante todo el afo, sintetiza sus alimentos organicos,
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tomando del huésped el agua y las sales minerales. Estudios indican que

ademas extraen del arbol otras sustancias carbonatadas (Coder, 2006).

2.4.5.4. Dano forestal

Podemos considerar al muérdago como el primer agente causal de
dafnos con muerte de arbolado, especialmente en periodos de sequia,
afectando en mayor medida a pinos y abetos en toda la geografia norte
de la Peninsula Ibérica.

Hasta la fecha no se ha descrito ningun tratamiento efectivo que
pueda ser aplicable en grandes superficies de bosques. Es necesario
indicar que los métodos preventivos, y con particularidad los
tratamientos silvicolas con el rejuvenecimiento de las poblaciones
atacadas y la eliminacién peridédica de todos los arboles afectados son
fundamentales. Se debe evitar la eliminacién de matorral arbustivo que
produzca frutos que sirvan de alimento durante los inviernos y sean
apetecibles al grupo de vertebrados de la zona forestal.

» Danos que ocasiona:

e Afecta el crecimiento en altura del arbol y el diametro de las

ramas.

e Reduce la produccion.

e Sensibiliza al &rbol a otros agentes patdégenos.

e Aumenta el riesgo de rotura de las ramas.

2.4.5.5. Control del muérdago
Hoy dia se poseen tres diferentes formas de control limitado del
muérdago:
e Lucha bioldgica: Introduciendo pajaros que coman los frutos y que

destruyan las semillas.
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e Lucha quimica: Se han implementado métodos de control quimico
llevados a cabo mediante inyecciones y pulverizaciones de
herbicidas en el tronco y ramas.

e Lucha fisica: Por ultimo se ha hecho uso de utensilios para separar
el muérdago del arbol, la uUnica forma de controlarlo es
eliminandolo de los arboles una vez al afio antes de que aparezca
la semilla del muérdago, para evitar su propagacion, con la
incidencia de que tiende a reaparecer después de algun tiempo;
en casos de infestacion severa, el unico remedio es derribar el
arbol (De la Paz Pérez, Ceja y Vela, 2006), aunque es preciso
encontrar alguna forma de aprovechamiento y procesamiento de
éstos residuos (Serrano, Guerrero, De la Paz Pérez y Soriano,
2011).

Actualmente en México se ha controlado medianamente con el derribo
de los pinos y arboles infectados severamente, sin embargo, alun no se
conoce un método adecuado para el control de ésta planta parasita. Esta
infestacion afecta en forma directa la produccion de madera y fruticola
del pais. Por otro lado, ésta planta sirve como alimento de varias
especies de aves que consumen los frutos, por lo que no resulta
aconsejable su total eliminacién de la zona donde aparece (Cid, Ponce &

Engleman, 2005; Chazaro, Oliva, Ramdén y Vazquez, 2005).

2.4.6. Especies arbdreas infectadas por muérdago

El muérdago crece sobre las ramas de algunos arboles como sauces,

alamos, encinos, olmos, manzanos, abedules, ciruelos, perales, pinos,

chopos, coniferas, en menor medida en pinos y otras especies resinosas.

En la Figura 5 se muestran los géneros de arboles con mayor infestacion
de muérdago (INIFAP, 2009).

10
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Fresno Alamo Olmo Trueno Aile Acacia

(Fraxinus) (Populus) (Ulmus) (Ligustrum) (Alnus) (Acacia)

Figura 5. Arboles con mayor infestacién de muérdago.

2.4.7. Distribucion geografica del muérdago

2.4.7.1. El muérdago en el mundo

Varias especies de ésta planta se encuentran en lugares como
América del Norte, Asia, Europa, Australia y Corea. Algunos paises
europeos, en donde predominan las coniferas, tienen una importante
presencia de Viscum album. En el sureste de USA, todos los muérdagos
pertenecen al género Phoradendron. En Chile, encontramos Tristerix
aphyllus, pero en la mayoria de los paises sudamericanos prevalece
Tripodanthus acutifolius; en la Figura 6 se muestra un mapa de la

distribucion de muérdago en el mundo (AMA, 2009).

Figura 6. Mapa de distribuciéon de muérdago en el mundo, sefialado en puntos color rojo.

11
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2.4.7.2. El muérdago en la Republica Mexicana
La Comision Nacional Forestal (CONAFOR) reporta presencia de
muérdago en la mayoria de los estados, y se habla de problemas
severos en Michoacan, Veracruz, Tlaxcala, Morelos, Oaxaca, Guerrero y
Querétaro (AMA, 2009), ver Figura 7.

Figura 7. Mapa de distribucidon de muérdago en la Republica Mexicana, sefialado en
puntos color rojo.

2.4.7.3. El muérdago en la Ciudad de México
En la actualidad, en la Ciudad de México se encuentran arboles y

arbustos infestados por:

» Struthanthus quercicola » Psittacanthus calyculatus
» Cladocolea loniceroides = Arceuthobium sp.
» Phoradendron velutinum » Cladocolea sp.

= Struthanthus sp.
La distribucién del muérdago en el Distrito Federal se muestra en la
Figura 8 mientras que en la Figura 9 se muestran las especies arbéreas

mas afectadas por muérdago en el Distrito Federal (INIFAP, 2009).

12
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Figura 8. Mapa que muestra los sitios infestados por muérdago en la zona urbana del
Distrito Federal, sefialados en puntos color rojo.

Especies arbdreas mas afectadas por muérdago
en el Distrito Federal

3% 2% 1% 59, W Acacia
1% W Casuarina
B Cupressus
W Eucalyptus

B Ficus

B Fraxinus

m Jacaranda

W Ligustrum
Populus

m Ulmus

I Otros

Figura 9. Grafica representativa de especies arbdreas mas afectadas por muérdago en el
Distrito Federal.
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Algunas plantas paréasitas muestran una cierta especificidad por la
especie e incluso por la variedad del hospedero que prefieren.

Hace afios, en la Ciudad de Meéxico podia observarse una cierta
diferencia entre las especies arbdéreas que cada una de las dos
principales especies de muérdago preferia; Struthanthus quercicola
elegia truenos, jacarandas, alamillos y ahuehuetes; en cambio,
Cladocolea loniceroides le gustaban mas los fresnos, los olmos chinos y
los sauces; podian incluso observarse dos regiones mas 0 menos
definidas por una u otra especie pero con el paso del tiempo no es dificil
encontrar especies con los dos muérdagos, incluso simultaneamente.
También es cierto que cada vez hay menos especies arboreas
totalmente libres de algun muérdago (AMA, 2009).

De la Paz Pérez, Ceja y Vela en el 2006, sefalaron que de las 68
especies arbdreas que conforman las areas verdes de la Ciudad de
México, el 95% de ellas estan afectadas por algun muérdago.

Se muestrearon areas verdes en las delegaciones del D.F., analizando
familias botanicas susceptibles al muérdago y otras plantas parasitas;
con ello se encontraron los registros vistos en la Tabla 2 (Sandoval y

Gutiérrez, 2006).

14



a5 ANTECEDENTES (o

Tabla 2. Registro de las principales plantas parasitas invasoras de algunas familias
botanicas en el Distrito Federal.

Plantas parasitas
Familia botanica Cla.doco.lea Cuscuta Phorad.endron Strutha.nthus
loniceroides corymbosa velutinum quercicola
Ahuejote v
Aile v v v
Alamo v v
Capulin v v
Casuarina v v v
Ciruelo
Durazno
Eucalipto v v
Fitolaca v
Fresno v v
Jacaranda v
Limén v
Olmo v
Pirul v v
Sauce llorén v
Tejocote v
Tepozan
Trueno v v v

En la Figura 10 (AMA, 2009) se puede apreciar el grado variable de
infestacion de zonas muestreadas, ya que se encontraron tanto arboles
sanos como arboles severamente infestados, en una proporcion
aproximada de:

- 17% arboles sanos - 25% infestacion media

- 29% infestacion leve - 29% infestacidon severa

15
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1.- Sin infestacién 3.- Media
aparente (Predomina follaje)

4.- Severa 5.- Arbol muerto por
(Predomina muérdago) muérdago

Figura 10. Niveles de infestacion en arboles por muérdago.

Los especialistas estdn de acuerdo en que los arboles urbanos son
mas susceptibles de ser infestados por muérdago, dadas las condiciones
deplorables en las que sobreviven; es decir, en un permanente estado
de estrés provocado, la compactacion, la pobreza del suelo, la excesiva
pavimentacion, la plantacion de arboles en sitios inadecuados, la
contaminacion de aire, agua y suelo, la excesiva radiacién solar, riego
casi nulo o nulo, sobrepoblaciéon, inexistencia de un programa de
manejo del muérdago, podas mal hechas, interferencias con la
infraestructura y el equipamiento urbano (en donde el arbol siempre
sale perdiendo); la suma de todo ello los hace presa facil de plagas y

enfermedades (AMA, 2009).

16



ANTECEDENTES Q

2.4.8. Composicion quimica
Estd conformada por flavonoides, alcaloides, lectinas, histamina,
polisacaridos, fenilpropanos, lignanos, aminas, viscina, aminoacidos,
derivados glucosidicos, glucoproteinas, polipéptidos, &acido viscico,
sapondsidos, triterpenoides y lipidos (Sinha, Taylor, Khan, McDaniel &
Esko, 1999; Park, Hyun & Shin, 1999), ver Tabla 3 (Drogas mas

comunes de la medicina tradicional Argentina, 2011).

Tabla 3. Composicion quimica del muérdago Viscum album (Loranthaceae).

Tipo de compuesto Ejemplo
Lectina Viscumina
Siringenina 4’-glucdsido
Fenil-propanos Siringarresinol 4’-4”’-diglucésido
y lignanos (eleuterdsido E)
Metil-mucoinositol
Flavonoles
Flavanonas
Flavonoides Flavanodioles
Chalconas

Derivados de la quercetina
Tiramina

Colina

Aminas - -
Histamina

Propionilcolina
Viscalbina

Alcaloides Viscotoxinas

Acido cafeico

Galacturanos

Polisacaridos -
Arabinogalactanos

Sapondsidos
Viscoflavina

Glucdsidos

Neurotransmisores | Acetil-colina
B-amirina
Lupeol

Acido oleandlico

Triterpenos

Acido ursdlico

Estigmasterol
Fitosteroles Esterol A
B-sitosterol
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2.4.8.1. Compuestos fendlicos
Las plantas de muérdago producen una gran variedad de productos
secundarios que contienen un grupo fenol; los fenoles son alcoholes
aromaticos compuestos de moléculas que tienen un grupo —OH
(hidroxilo) unido a un atomo de carbono de un anillo bencénico (ver
Figura 11).

OH

Figura 11. Estructura quimica del fenol.

El fenol, CgHsOH, es el nombre dado al alcohol aromatico mas

sencillo. Estas sustancias se clasifican como compuestos fendlicos.

2.4.8.2. Flavonoides

Es un grupo de compuestos presentes en muchas especies vegetales,
con diversas actividades farmacoldogicas tales como actividad
antioxidante, antimicrobiana, algunos con potencial actividad
anticarcinogénica o cardioprotectora.

Estos compuestos fueron descubiertos por el premio Nobel Szent-
Gyorgy, quien aislé a partir de la cascara de limén una sustancia en
1930, la citrina, que regula la permeabilidad de los capilares (Singleton,
Orthofer & Lamuela, 1981).

Los flavonoides se denominaron primeramente como vitamina P (por
permeabilidad) y también vitamina C, (porque se comprobd que algunos
flavonoides tenian propiedades similares a la vitamina C. Sin embargo,
el hecho de que los flavonoides fueran vitaminas no pudo ser
confirmado y ambas denominaciones se abandonaron alrededor de 1950
(Singleton et al., 1981).
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Etimoldégicamente la palabra flavonoide deriva del latin flavus que
significa “amarillo”, pero en la actualidad se han encontrado flavonoides
de colores rojos, violetas y azules; los flavonoides se encuentran en la
naturaleza tanto en su estado libre como glicosilado y constituyen el
grupo de los fenoles naturales (Bruneton, 2002).

Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas
verdes, especialmente en las angiospermas, pero han sido detectados
algunos en hongos y algas. Se encuentran especialmente en partes
aéreas, en teidos superficiales, y se les encuentra en forma libre
(agliconas flavonoides), como glicosidos, sulfatos y algunas veces como
dimeros o polimeros (Torronen, Hakkinen, Karenlampi & Mykkanen,
1997). Los glicésidos se pueden diferenciar por el tipo de enlace,
habiendo de dos tipos: C-glicésidos y O-glicésidos, siendo los segundos
los mas frecuentes (Li, Matsunaga, Kato & Ohizumi, 1996).

La estructura general de los flavonoides comprende un anillo A,
derivado de la cadena policetidica, un anillo B, derivado del acido
siquimico y tres atomos de carbono que conectan a los anillos A y B,
correspondientes a la parte alquilica del fenilpropanoide, por eso se les

conoce como compuestos Cs-C3-Cg (Figura 12).

Figura 12. Estructura base del esqueleto flavonoide.

Entre las distintas estructuras se encuentran con cadena abierta
(chalconas) formando un heterociclo (y-pironas), polimerizaciones que

ocurren principalmente por uniones C-C etc., a continuacion se presenta
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una figura con diversos grupos estructurales de flavonoides (Figura 13,
Harborne, 1984). Los flavonoides son sintetizados a partir de una
molécula de fenilalanina y de 3 malonil-CoA, a través de lo que se
conoce como “via biosintética de los flavonoides”, cuyo producto, la

estructura base, se cicla gracias a una enzima isomerasa.

O

flavonas flavanonas

o L2

C | C OH
oH OH
dlhldroﬂax onoles
ﬂdv(}no es
0]
O OH

: St Jimac catequinas
auronas antocianidinas q

Figura 13. Estructuras de diversos grupos de flavonoides.

Los flavonoides se originan por biogénesis mixta; el anillo A proviene
de la ruta de los policétidos, el anillo B y la cadena C3 se originan de la
ruta del acido siquimico, como se denota en la Diagrama 1 (Harborne,
1984).

20



ANTECEDENTES Q

carbohidratos acetil-CoA ——= malonil-CoA
siquimato
’ OoH oH OH
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— —_—
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OH
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/ naringenina

o]
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—_
OH
OH OH OH O OH O
apiforol dihidrocamperol camperol

OH @/OH
HO 0 ©/ HO O
_—
OH OH
OH OH OH  afzelequina

leucopelargonidina

l OH
@

I
’LIOH‘

(o]
“Glu
apigenidina-5-glucdsido

OH  pelargonidina

OH

propelargonidina B-3

HO.

OH pelargonidina-3-glicésida

Diagrama 1. Ruta biosintética de flavonoides.

Los flavonoides se subdividen habitualmente en flavonas, flavanoles,

flavanonas, flavonoles, isoflavonas y antocianidinas, en funcion de sus
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caracteristicas estructurales como se

Tagliaferro & Bobilya, 2002).

Tabla 4. Clasificacion de flavonoides.

indica en

la Tabla 4 (Heim,

. . Ejemplos de Fuentes de obtencion en
Clase Estructura basica . .
flavonoide la dieta
o Crisina Cilantro, perejil, vino tinto,
Flavonas | Apigenina cascara de frutas, citricos,
Rutina cascara de jitomate
O
+)-catequina , . . .
o (+) . a ) Té (Camellia sinensis) vy
Flavanoles (-)-epicatequina . .
. ) vino tinto
Epigalocatequina
OH
N Naringina . o
Naringenina Citricos (toronja, limdn,
Flavanonas L .
Hesperidina naranja)
Hesperetina
O
o Brdcoli, granada, té negro,
Quercetina cebolla, lechuga, jitomate,
Flavonoles ‘ ) .
Caempferol bayas, aceite de oliva,
OH cascara de manzana.
(o]
O
‘ Genisteina
Isoflavonas Genistina Soya
| Daidzina y
1 Daidzeina
o Apigenidina Frutas coloreadas (cereza,
Antocianidinas A Cianidina frambuesa, fresa, uva,
Malvidina mora azul) y vino tinto
P

N
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2.4.9. Usos y propiedades medicinales

2.4.9.1. Usos no farmacoldégicos del muérdago
Cada dia va siendo mas habitual el ver las ramas de muérdago como

adorno navidefo en el interior de los hogares.

2.4.9.2. El muérdago y la Medicina

El muérdago europeo se utiliza para reducir la presion arterial y
disminuir la frecuencia cardiaca rapida, aliviar el nerviosismo e inducir el
suefio. Cuando se utiliza en pequefias dosis, el muérdago ayuda a
proporcionar alivio de los dolores de cabeza, ataques de panico. Los
herbolarios prescriben especialmente muérdago europeo para tratar la
epilepsia y el tinnitus (una sensacion de zumbido en el oido). En
homeopatia se emplean en arteriosclerosis y mareos, sus partidarios
sostienen que los extractos de muérdago estimulan el sistema
inmunoldgico pero interacciona negativamente con medicamentos
antihipertensivos y diuréticos (Nogué, Simoén, Blanché y Piqueras,
2009).

Un extracto acuoso estandarizado del muérdago europeo Viscum
album y V. coloratum con actividad citotoxica, se utiliza en clinicas de
Alemania y Suiza desde hace mas de 80 afios como coadyuvante en la
terapia de diferentes tipos de cancer (Khwaja, 1996) reduciendo los

efectos adversos de la quimioterapia y radioterapia (AMA, 2009).
2.4.9.3. Manifestaciones clinicas

2.4.9.3.1. Toxicidad
Se debe hacer hincapié en el hecho de que las bayas de muérdago
son toxicas para los humanos y nunca deberian usarse segun Murray,

Birdsall, Pizzorno y Reilly, 2004, (véase la Advertencia).
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Advertencia

Los preparados orales de muérdago pueden ser muy toxicos. Los efectos adversos en
dosis mas reducidas incluyen una presién sanguinea baja y una reduccién del ritmo
cardiaco. En niveles mas altos, los efectos adversos pueden incluir alucinaciones, delirios,
hipertension, gastroenteritis, nauseas, vomitos, y diarrea. En niveles toxicos, los efectos
adversos incluyen la rotura de los glébulos rojos (hemdlisis), hemorragia, convulsiones, e
incluso la muerte. Los casos de envenenamiento fatal se han producido como resultado de
comer bayas del muérdago. Es un problema especial para los nifios, que pueden sentirse
atraidos por las bayas rojas y ademds son mas susceptibles a las toxinas. No utilices nunca
muérdago real para las decoraciones navidefas, especialmente si en tu casa viven nifios o
animales domésticos.

En dosis altas puede llegar a causar la muerte, o al menos serios
problemas de salud. Kim Coder sefiala que la toxicidad del muérdago
varia de acuerdo con la especie del arbol sobre el cual crecié (Coder,
2006). Se maneja como precaucion el no abusar de este preparado.

Por su contenido en tiramina, el muérdago puede desencadenar crisis
hipertensivas en pacientes que estan siguiendo un tratamiento
antidepresivo con inhibidores de Ila monoaminooxidasa (IMAO)

(Castroviejo et al., 1997).

2.4.9.3.2. En caso de abuso de ingestion
En general no es necesario ningun tipo de tratamiento. En caso de
ingestion notable del vegetal debe inducirse el vomito, realizar un
lavado gastrico o administrar carbon activado; tratamiento sintomatico y
de soporte si aparecen alteraciones cardiocirculatorias y/o neurolégicas;
el gluconato célcico por via endovenosa ha demostrado tener un efecto
beneficioso como antidoto de las viscotoxinas. El prondéstico es

generalmente favorable (Nogué et al., 2009).
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2.5. ESPECIE Cladocolea loniceroides

2.5.1. Nombres comunes

El género Cladocolea es comunmente conocido como muérdago

verdadero o injerto.

2.5.2. Clasificacion taxonodmica de Cladocolea

loniceroides

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Santalales
Familia: Loranthaceae
Género: Cladocolea

Especie: Cladocolea loniceroides (Kuijt, 1992)
2.5.3. Descripcion botanica

2.5.3.1. Descripcidon macroscopica de Cladocolea
loniceroides

Parasita oOrganos aéreos de plantas lefiosas, se establece sobre
especies potencialmente maderables. Son arbustos por lo general
dioicos, usualmente glabros, parasitos de plantas lefiosas; tallos
cilindricos o aplanados, erguidos o volubles; hojas laminares, opuestas o
alternas, con frecuencia coriaceas, penninervadas; comunmente flores
dispuestas en racimos. El género Cladocolea se distingue de
Dendropemon, Oryctanthus, Phthirusa y Struthanthus por las flores
terminales (inflorescencia determinada) y por la falta de bractéolas
(Kuijt, 1975), con base en inoculaciones artificiales, se sabe que las

yemas florales pueden aparecer en tan solo 280 dias.
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En la Figura 14 se puede observar algunos componentes del

muérdago Cladocolea loniceroides (INIFAP, 2009).

Figura 14. Muérdago Cladocolea loniceroides: a. ejemplar. b. tallo con hojas e
inflorescencias. c. corte histoldgico transversal. d. corte histoldgico longitudinal.

2.5.4. Hospedantes del género Cladocolea
Casi todas las especies de la familia Loranthaceae son parasitas de
arboles tropicales. ElI género Cladocolea, se encuentra en especies de
arboles de porte, diametro de fuste y diametro de copa pequeios. En la
Tabla 5 se puede observar el registro de hospederos invadidos por el
género Cladocolea (Kuijt, 1975 y 1992; Chéazaro et al., 1992; Saavedra
et al., 2006; USDA, 2002).

2.5.5. Distribucidon geografica de Cladocolea

loniceroides

Cladocolea loniceroides es un muérdago neotropical que se distribuye
desde el cinturén volcanico transversal hasta el sur de México. Se
reportan cerca de 20 especies principalmente en México; también en
Centro y Sudamérica, parasitando hojas de base ancha y terminada en
punta fina (latifoliadas) principalmente, aunque también se encuentra
en las coniferas, siendo los sauces (género Salix) uno de los mas
severamente afectados. Se encontré que Cladocolea loniceroides se
distribuye en al menos 11 estados de la Republica Mexicana (Alvarado y

Saavedra, 2006), a lo largo del Océano Pacifico y el Golfo de México; se
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Tabla 5. Registro de hospederos del género Cladocolea.
Especie Hospedero Especie Hospedero
L Alnus jorullensis Prunus serotina
C. andrieuxii
Quercus Quercus
Trevetia Rumfordia
C. coyucae - - -
Heliocarpus Salix bonplandiana
Pinus Salix humboldtiana
C. cupulata Pinus jaliscana C. loniceroides Salix babylonica
Pinus lumholtzii Solanum refractum
Acacia Vernonia
C. glauca -
Crataegus Compositae
Columbrina Leguminosae
C. gracilis Podopterus mexicanus Malvaceae
Randia Quercus aristata
C. grahami Quercus C. mcvaughii Quercus macrophylla
C. hintonii Quercus Quercus
Croton niveus Alnus
. . Mimosa palmeri Quercus
C. incospicua - , - -
Randia C. microphylla Pinus leiophylla
Zanthoxylum P. montezumae
C. inorna Cassia P. pseudostrobus
Alnus Bursera bipinnata
Baccharis . Bursera tomentosa
- C. oligantha
Eupatorium Bursera
Fraxinus uhdei Lysiloma
Ligustrum Acacia
C. loniceroides 'g - - C. pedicellata
Ligustrum japonicum Quercus
Ostrya virginiana C. pringlei Quecus
Ostrya C. stricta Salix
Populus sp. C. tehuacanensis Pinus
Populus tremuloides C. racemosa Pinus

le encuentra a una altura de 3900 msnm, en las altas montafnas del eje
volcanico pasando por todos los tipos de vegetacion intermedia.

En cuanto a su distribucion en el Distrito Federal podemos hallar
Cladocolea loniceroides en la zona chinampera de Xochimilco,
patrimonio de la humanidad por declaracion de la UNESCO en 1987

(Serrano, 2010).
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2.5.6. Epoca de recolecta
La maduracion del fruto del muérdago en general se produce en las
primeras semanas del invierno, dependiendo del biotopo en el que esté
establecido, en el caso de Cladocolea loniceroides los frutos maduran
entre agosto y diciembre, germinan durante la primavera. Los frutos
sirven de alimento para gran cantidad de animales, especialmente
pajaros que son los que intervienen de una forma mas directa en la

diseminacion.
2.5.7. Usos de Cladocolea loniceroides

2.5.7.1. Etnobotanica
Los extractos del tallo, hojas y frutos de Cladocolea loniceroides
tienen una alta capacidad para combatir el estrés oxidativo (ID, 2012).
Es importante mencionar que aun no se sabe con exactitud la posologia

de Cladocolea loniceroides.

2.5.7.1.1. Formas de dosificacion a nivel popular
Partes usadas: Hojas, ramas y bayas.
Esta hierba se puede tomar en varias formas, incluyendo la infusion
en frio, infusidon caliente, tintura, polvo, hierba seca y extracto fluido

(ver Tabla 6, SEPEAP, 2003).

2.5.8. Efectos secundarios y precauciones
Tomar grandes dosis de muérdago puede tener una accidén nociva sobre
el funcionamiento del corazén. Incluso el consumo de las bayas de esta
planta parasita puede llegar a ser peligroso, especialmente para los
ninos y mascotas. Las personas que toman preparaciones terapéuticas
con muérdago pueden experimentar efectos secundarios adversos como
la deshidratacion, fiebre leve a grave, diarrea, convulsiones, delirio e

incluso alucinaciones. Esta hierba o sus preparaciones no deben
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Tabla 6. Formas de dosificacién de Cladocolea loniceroides en fitoterapia tradicional.

Forma de dosificacion

Indicaciones

Se toma 1 g al dia, administrado en forma de cdpsulas. Esta dosis puede
aumentarse hasta 4 g para conseguir una accién espasmolitica.

Preparar una infusion en frio mediante la adicién de 2.5 g de hojas frescas en
rodajas de muérdago y déjelo en remojo a temperatura ambiente durante
alrededor de 10 a 12 h. Las hojas frescas son preferidas a las hojas secas, ya que
se consideran mas activas. Tomar una o dos tazas de esta infusidn en frio todos
los dias.

Infusién caliente

La infusion caliente preparada con muérdago se prepara con 2 a 6 g de hojas
secas empapadas en agua caliente. Para obtener los mejores resultados, tome
esta infusidn tibia tres veces al dia.

[

'r..

Tintura

Tintura de muérdago se prepara utilizando las hojas y alcohol (40 a 50 %) en la
proporcion de 1:4. La dosis estandar de la tintura se toma de 10 a 60 gotas tres
veces al dia 0 0.5 mL dos veces al dia.

El extracto liquido obtenido a partir de hojas de muérdago se diluye en alcohol
(25 a 50 %) en la proporcion de 1:1. Tome el extracto fluido en la dosis de 25 a
60 gotas tres veces al dia, o, alternativamente, 1 mL a 3 mL tres veces al dia.

T

Seado de hierbas

La dosis normal de la hierba seca es de 9 g a 16 g cada dia. Si se administra la
hierba por via parenteral (administracion de un medicamento en el cuerpo de
una manera que no sea el tracto digestivo), lo que es cierto para un producto
determinado importado de Europa, es esencial seguir estrictamente las
instrucciones del fabricante.
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utilizarse durante el embarazo o dar a las madres lactantes (Murray et
al., 2004).

2.5.9. Toxicidad de Cladocolea loniceroides

Se ha reportado un deébil efecto citotéxico en artemia salina del
extracto metandlico del tallo de C. loniceroides (Morales et al., 2010).
Se ha observado un efecto antimicrobiano asociado al contenido de

metabolitos secundarios de polaridad alta (Duran et al., 2010).

2.6. ANTIOXIDANTES

Un antioxidante ha sido definido como aquella sustancia que presenta
bajas concentraciones respecto a la de un sustrato oxidable, que retarda
0 previene su oxidacion. Los antioxidantes que se encuentran
naturalmente en el organismo y en ciertos alimentos pueden bloquear
parte de este dano debido a que estabilizan los radicales libres; son
sustancias gque tienen la capacidad de inhibir la oxidaciéon causada por
los radicales libres, actuando algunos a nivel intracelular y otros en la
membrana de las células, siempe en conjunto para proteger a los
diferentes 6rganos y sistemas (Larson, 1988).

La oxidacién se produce cuando un atomo o grupo de atomos ceden
electrones. De forma simultanea, se produce la correspondiente reaccion
de reduccion que implica la captacion de los electrones por otro atomo
diferente o grupos de atomos. Las reacciones de oxidacion pueden o no
incluir la adicion de atomos de oxigeno o la pérdida de atomos de
hidrégeno de la sustancia que esta oxidando. Las reacciones de oxido-

reduccion son comunes en los sistemas bioldgicos (lipoperoxidacion, B-

oxidacion, respiracion, etc.) y también en los alimentos. Si bien algunas

reacciones de oxidacion son beneficiosas para los alimentos, otras son
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perjudiciales como ocurre con la degradacion oxidativa de las vitaminas,

pigmentos y lipidos (Reynoso, 1998).

2.6.1. Clasificacion de los antioxidantes

Antes de que se desarrollara una tecnologia quimica especifica para el
control de los radicales libres responsables de la oxidacion de los lipidos,
el término “antioxidante” se aplicé a todas las sustancias que inhibian
las reacciones de oxidaciéon, independientemente de su mecanismo de
accion.

Actualmente, existen en general dos grupos de antioxidantes,
clasificados de acuerdo a su mecanismo de accion. En primer término,
se presentan los antioxidantes preventivos o primarios, los cuales
actuan al inicio del proceso de oxidacion, reduciendo la frecuencia de
inicio de una cadena de oxidacidon, y los antioxidantes secundarios que
actuan blogueando dicha cadena (chain-breaking) y captan radicales
directamente, atacando por tanto, la longitud de la cadena de oxidacion
(Tabla 7).

Tabla 7. Clasificacion de los antioxidantes de acuerdo a su mecanismo de accion.

ANTIOXIDANTES

Primarios Secundarios Terciarios
Previenen la formacién de nuevas | Capturan los radicales y evitan las | Son los encargados de Ila
ERO, esto se consigue | reacciones en cadena p. e. (Doria, | reparacion de las biomoléculas
convirtiendo las ERO en | Buonocore, Focarelli & Marzatico, | dafiadas, se incluyen las enzimas
moléculas menos perjudiciales, | 2012): (Page et al., 2009):
antes de que puedan reaccionar, e VitaminaE e Endonucleasa apurinica
o evitando su produccién a partir e Vitamina C e Endonucleasa
de otras moléculas. En éste grupo e B-caroteno apirimidinica
se destacan las siguientes e  Glutatién urato e Polimerasa B
enzimas (Katalinic, Modun, Music e Bilirrubina e Metionina sulféxido
& Boban, 2005): e Ubiquinona reductasa
e Superodxido dismutasa
(SoD)
e Glutation peroxidasa
(GPx)
e C(Catalasa
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De acuerdo a su naturaleza quimica, los antioxidantes han sido

clasificados también como:

» No enzimaticos (secuestradores de radicales libres y especies
reactivas, vitamina C y E, B-carotenos, flavonoides, acido drico,
bilirrubina, etc.).

» Enzimaticos (superoxido dismutasa, glutation peroxidasa,

catalasa).

2.6.1.1. Actividad antioxidante de los flavonoides

Los flavonoides han mostrado una fuerte actividad antioxidante en
sistemas in vitro, principalmente gracias a su bajo potencial de
oxidacion lo que les confiere capacidad de estabilizar radicales libres
donando electrones o atomos de hidrégeno (Bors & Saran, 1987).

En la industria los compuestos fendlicos han sido utilizados en los
ultimos afos como antioxidantes naturales de aceites para protegerlos
de la peroxidacion lipidica, como suplemento alimenticio y como agente
antimicrobiano. Por otra parte, vasto es el estudio que se ha hecho de
sus potenciales efectos bioldgicos que incluyen entre ellos propiedades
antivirales, antimicrobianas, antiinflamatorias, antialérgicas, accion
vasodilatadora, inhibiciobn de la peroxidacion lipidica, inhibicion de la
agregacion plaquetaria, asi como también inhibidores de Ila
permeabilidad capilar y de la actividad enzimatica (como es inhibicion de

la ciclooxigenasa y lipooxigenasa) (Cook & Samman, 1996).

2.6.1.2. Actividad antioxidante de las catequinas

En la Tabla 8 se puede apreciar la estructura y actividad antioxidante

de las principales catequinas.

32



ST

0

ANTECEDENTES

>,

Tabla 8. Estructuray actividad antioxidante de las principales catequinas.

Nombre

Estructura

Actividad antioxidante
reportada

Referencias
Bibliograficas

(+)-catequina

OH

HO (0]

2
Z
f// E

o

OH

Presenta actividad
estabilizadora del radical
hidroxilo, perdxido,
superdxido y DPPH®. De igual

Morel et al.,
1993; Scott,
Butler, Halliwell &
Aruoma, 1993;

(-)-epicatequina

on forma se ha reportado que Fukumoto &
actlia como quelante de Mazza, 2000;
hierro. Yilmaz, 2006.
OH
Bors & Michel,

-

Aligual que la (+)-catequina,

la (-)-epicatequina estabiliza

radicales hidroxilo, perdxido,
superéxido y DPPH®.

1999; Fukumoto
& Mazza, 2000;
Liu, Ma, Zhou,

Yang & Liu, 2000.

(-)-

OH

H
HO o o
\\\\\\\\ OH
-y
“l1oH
H
OH
\ch M\\\\\ OH
H

Estabiliza al radical DPPH®,

HO,
epigalocatequina s o Yilmaz, 2006.
Pig qui inhibe lipoperoxidacién. timaz
“yom
OH
OH
HO, S on
(-)-galato de
epigalocatequina o
P H o | Son mas efectivos que la (-)-
epicatequinay la (+)- Shahidi &
on | catequina en llevar a cabo la Alexander, 1998;
" estabilizacién de radicales en Yanagawa,

(-)-galato de
epicatequina

OH

la peroxidacioén lipidica.
Poseen actividad
antimicrobiana (contra H.

pylori).

Yamamoto, Hara
& Shimamura,
2003.
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2.6.2. Determinacion de la actividad antioxidante

2.6.2.1. Medicion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante no puede ser medida directamente, pero
puede determinarse por los efectos del compuesto antioxidante en un
proceso de oxidacion controlado. Segun Clarkson, (1995), en la
medicion de una muestra oxidante, pueden usarse intermediarios o
productos finales para valorar la actividad antioxidante.

La actividad antioxidante de una muestra no puede ser determinada
basandose solo en un ensayo de prueba. En la practica se realizan
muchos modelos de test in vitro (Tabla 9) para evaluar la actividad
antioxidante de la muestra de interés; sin embargo, es necesario
considerar que los modelos presentan diferentes variaciones que pueden
dificultar un poco la comparacion de los resultados entre un método y

otro.

Tabla 9. Clasificacidn de los modelos de ensayo in vitro segun su modelo de reaccién ET y
HAT.

Ensayo Categoria
Acido 2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico (ABTS"")
1,1-Difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH®)
Poder de reduccién antioxidante del hierro (FRAP)
N,N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD)
Capacidad de reduccidn antioxidante del cobre (CUPRAC)

Ensayos basados en la transferencia de
electrones (ET)

Capacidad de absorcion del radical oxigeno (ORAC)

Parametro antioxidante de ruptura de radicales (TRAP) Ensayos basados en la transferencia de
Inhibicén de la oxidacidn del acido linoleico atomos de hidrégeno (HAT)

Inhibicién de la oxidacion de los lipidos de baja densidad (LDL)
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Con base a las reacciones quimicas, la gran mayoria de los ensayos
para determinar de capacidad antioxidante pueden ser divididos en dos
categorias (Huang, Ou & Prior, 2005):

1) Ensayos basados en la reaccion por transferencia de atomos de

hidrégeno (HAT).

2) Ensayos basados en la reaccion por transferencia de electrones

(ET).

Los ensayos basados en ET involucran una reacciéon redox con el
oxidante como un indicador del punto final de reaccion. La mayoria de
los ensayos basados en HAT monitorean una reaccioOn cinética
competitiva, generalmente estan compuestos de un generador de
radical libre sintético, una prueba molecular oxidable y un antioxidante.
Los ensayos basados en HAT y ET fueron desarrollados para medir la
capacidad de atrapar radicales libres, en lugar de la capacidad
preventiva antioxidante de una muestra; en la Figura 15 se muestran
las reacciones especificas para los ensayos basados en la transferencia
de electrones y en la transferencia de atomos de hidrégeno (Huang et
al., 2005).

En los dltimos afios se han adoptado un amplio rango de ensayos
espectrofotométricos para medir la capacidad antioxidante de los
alimentos, muestras bioldgicas y extractos vegetales. Usualmente los
ensayos antioxidantes in vitro utilizan un captador de radicales libres y
son relativamente sencillos de realizar. Entre los ensayos de captacion
de radicales libres, el método DPPH™ es el mas rapido, es simple (no
incluye muchos pasos) y de menor costo en comparacion con otros
modelos. Por otro lado, el ensayo de decoloracion ABTS™ se puede
aplicar a antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos (Alam, Bristi &
Rafiquzzaman, 2012). Por lo anterior, estos dos métodos son los mas

utilizados.
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Ensayos ET
Oxidante Proveniente del Oxidante Antioxidante
(prueba) + o antioxidante T  reducido + oxidado

Ensayos HAT

ROO? + AH — ROOH  + A

A + ROO* —_— ROOA

Figura 15. Mecanismos de reaccidn por transferencia de electrones y transferencia de
atomos de hidrégeno.

2.6.2.2. Ensayo DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo)

Este método fue propuesto por Blois (1958) en el cual se demostro
por primera vez la capacidad del radical libre DPPH™ para aceptar un
atomo de hidrogeno (R-H) proveniente de una molécula de cisteina.

La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) es conocida como un
radical libre estable debido a la deslocalizacion de un electron
desapareado sobre la molécula completa, por lo cual la molécula no se
dimeriza, como es el caso de la mayoria de los radicales libres. La
deslocalizacion del electron también intensifica el color violeta tipico del
radical, el cual absorbe en solucion metandlica a A= 517 nm. Cuando la
solucion de DPPH reacciona con el sustrato antioxidante que puede
donar un atomo de hidrégeno como se muestra en la Figura 16 (Alam
et al., 2012), el color violeta se desvanece. El cambio de color es
monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado en la
determinacion de los parametros para las propiedades antioxidantes.
Después de aproximadamente tres décadas este ensayo comenzd a
utilizarse rutinariamente para la caracterizacion de las propiedades
antioxidantes. El procedimiento original para el ensayo DPPH" ha sido
adoptado por muchos Ilaboratorios y a pesar de que existen

modificaciones a conveniencia, una revision detallada de la literatura ha
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revelado que la mayoria de los estudios estan basados en un tiempo de
reaccion de 20-30 min en vez de un tiempo de reaccion total de 120
minutos requerido para alcanzar el estado estacionario y completar la

reaccion redox (Mishra, Ojha & Chaudhury, 2012).

O,N N—N . AH ~ ON :[:_N K

+

1,1-Difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre) 1,1-Difenil-2-picrilhidrazilo (no radical)
Morado Amarillo

Figura 16. Estructura del DPPH antes y después de la reaccidn con el antioxidante.

Los resultados del ensayo DPPH™ se han presentado de diferentes
maneras. La mayoria de los estudios expresan los resultados como el
valor de la concentracion maxima de la media inhibitoria (ICsp), definido
como la cantidad de antioxidante necesario para disminuir la
concentracion inicial de DPPH al 50%. Este valor se calcula graficando el
porcentaje de inhibicibn contra la concentracion del extracto. Para
extractos de plantas o compuestos puros el valor ICsp cambia de
acuerdo a la concentracién final del DPPH™ usado (Deng, Cheng & Yang,
2011).

El ensayo DPPH tiene algunas desventajas que limitan su aplicacion,
entre estas se encuentran:

e La diferencia en el mecanismo de reaccion que normalmente

ocurre entre antioxidante y radicales peroxilo.

e DPPH" es un radical de nitrégeno de larga vida, lo cual no guarda

similitud con los radicales peroxilo altamente reactivos vy
transitorios involucrados en la peroxidacion lipidica. Muchos

antioxidantes que reaccionan rapidamente con radicales peroxilo,
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reaccionan lentamente o son inertes al DPPH". Esto se evidencia
en el tiempo necesario para determinar la ICsp que van en un
rango de 1.15 min (Acido ascorbico) a 103 min (Rutina).

e La reaccion cinética entre el DPPH’ y los antioxidantes no es lineal
con la concentraciéon de DPPH", por lo cual es arbitrario medir la
capacidad antioxidante usando ICsp.

e La reaccién de DPPH" con eugenol es reversible (Bondet, Brand-
Williams & Berset, 1997), lo que podria resultar en falsas lecturas
(bajas) para la capacidad antioxidante de muestras que contengan

eugenol y otros fenoles que guarden un tipo de estructura similar.

2.6.2.3. Ensayo ABTS™" (&cido 2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina)-6-sulfénico)

La generacion del catién radical ABTS™ constituye la base de uno de
los métodos espectrométricos que han sido aplicados para medir la
actividad antioxidante total de soluciones o sustancias puras y mezclas
acuosas. El ensayo original de ABTS™™ estaba basado en la activacion de
la metilmioglobina con peréxido de hidrégeno en presencia de ABTS
para producir un radical catibn, en presencia 0 ausencia de
antioxidantes. Este fue criticado debido a que la reaccion rapida de los
antioxidantes, contribuye a la reduccion del radical ferrilmioglobina. Un
formato mas apropiado para el ensayo consiste en la técnica de
decoloraciéon, en la cual, el radical es generado directamente en una
forma estable antes de la reaccion con los antioxidantes (Re et al.,
1999).

La técnica mejorada para la generacién del radical cation ABTS®,
implica la produccion directa del cromoforo ABTS®* verde-azul a través
de la reaccion entre ABTS y el persulfato de potasio (K.S,0g). Este

presenta tres maximos de absorcién a las longitudes de onda de 645
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nm, 734 nm y 815 nm. La adicion de los antioxidantes al radical pre-
formado lo reduce a ABTS como se muestra en la Figura 17 (Zuleta,
Esteve & Frigola, 2009). De esta manera el grado de decoloracion como
porcentaje de inhibicién del radical cation ABTS®*" esta determinado en
funcion de Ila concentracion y del tiempo, asi como del valor
correspondiente usando el Trolox como estandar, bajo las mismas

condiciones.

C
| 5 SO;H
HO.S N fN=<
— N T ABTS
S
HsCs
l K2520s
] . +
(I:EH“ 3 SO,
033 N* ;N=<
el N -+
M ) ABTS
s C,H; A=732 nm
Azul
B l Antioxidante -
C-H -
|2 » s SO,
0;s © n—H ,N._-—q
>=M N =
' ABTS
S A=732 nm

Incoloro

Figura 17. Estructura del ABTS"" antes y después de la reaccién con el antioxidante.
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3. JUSTIFICACION

Las plantas siempre han sido de vital importancia para el hombre,
supliendo necesidades basicas como alimento y medicamento. Por tal
razon, se han estudiado desde hace muchos afios, demostrando sus
grandes efectos biolégicos en la salud humana; ya sea como
reguladores, inhibidores enzimaticos, conservantes, entre otros (Raskyn
et al., 2002).

Estudios recientes indican la implicaciéon crucial del estrés oxidativo,
causado por el desequilibrio entre los sistemas antioxidantes y la
produccion de especies oxidantes en varias etapas de la patogénesis de
muchas enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson,
ademas del cancer, problemas cardiovasculares y desordenes
inflamatorios (Migliore & Coppde, 2009).

El ser humano necesita radicales libres para realizar procesos
biol6égicos como lo es el transporte de electrones, la regulacion de la
presion sanguinea, el control de las infecciones (Mosquera, Nifio, Correa
& Buitrago, 2005); sin embargo, la acumulacion excesiva de estos
agentes en el organismo puede provocar dafos en las células,
originando degeneraciéon de los tejidos, lo que conlleva al desarrollo de
diferentes enfermedades.

La manera mas efectiva de evitar el dafo producido por dichos
radicales es su destruccion o estabilizacion por parte de antioxidantes
(Lopez y Echeverri, 2007). Debido a esto en los ultimos afnos, el estrés
oxidativo y sus efectos adversos en la salud humana ha llegado a ser un
tema de alto interés en los campos biolégico, medicinal, nutricional y
agroquimico (Magalhdes, Santos, Segundo, Reis & Lima, 2010);

adicionalmente, la buUsqueda y obtencibn de antioxidantes como
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alternativas de origen natural para sustituir a los antioxidantes sintéticos
debido a sus efectos nocivos para el hombre y el medio ambiente.

En México existe una gran diversidad de plantas pertenecientes a
diferentes familias, las cuales, pueden ser muy utiles como fuente de
antioxidantes naturales. Esto es muy importante, ya que estos estudios
pueden revelar cuales son las especies vegetales que aungue no se
consuman habitualmente, tengan wuna cantidad importante de
antioxidantes, y asi permitir encontrar fuentes de aislamiento de estos
compuestos; hecho que resulta de interés en la investigacion y en la
industria farmacéutica.

En la medicina tradicional el muérdago Cladocolea loniceroides ha sido
utilizado principalmente para tratar ECV (Rodriguez et al., 2003), por
estos motivos, el estudio de Cladocolea loniceroides se considera de
importancia, ya que puede ser una valiosa fuente de obtencién de
compuestos de uso terapéutico o industrial por su gran abundancia.

Con base en lo anteriormente expuesto, éste proyecto se centrara en
el estudio quimico y la evaluacion de la actividad antioxidante a partir

del extracto metandlico de la especie Cladocolea loniceroides.
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4. OBJETIVOS

4.1. GENERAL

e Aislar los compuestos mayoritarios del extracto metandlico de

Cladocolea loniceroides y determinar su actividad antioxidante.

4.2. ESPECIFICOS

e Realizar wuna revision bibliografica exhaustiva sobre Ilas
propiedades medicinales y los compuestos aislados de Cladocolea
loniceroides.

e Extraer las hojas de la especie Cladocolea loniceroides utilizando
un método de maceracion.

e Realizar el fraccionamiento del extracto utilizando meétodos de
particion y cromatograficos.

e Separar, purificar y caracterizar la estructura quimica de los
compuestos mayoritarios presentes en el extracto.

e ldentificacion de catequinas a través de cromatografia de liquidos
de alta eficiencia (HPLC).

e Determinar la actividad antioxidante del extracto metanodlico a
través de los métodos de captura de electrones DPPH" (1,1.difenil-
2-picril-hidrazilo) y ABTS™ (4cido 2-2’azino-bis-(3-

etilbenzotiazolina)-6-sulfénico).
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1. MATERIAL Y EQUIPO

5.1.1. Cromatografia en capa delgada (CCD)

Los analisis cualitativos de cromatografia en capa delgada (CCD) se
realizaron segun las técnicas convencionales, utilizando placas de
aluminio de 0.2 mm de grosor recubiertas con gel silice (60 F.ss Merck®,
tamafo de particula 0.063-0.200 mm, 70-230 mesh ASTM de 0.25 mm
de espesor) de diferentes dimensiones y diversos sistemas de elucion.
Las placas se visualizaron bajo luz ultravioleta para tres longitudes de
onda, (onda corta A= 254 nm, onda media A= 302 nm y onda larga A=
365 nm) y posteriormente como agente cromégeno se empleo una
solucion de anisaldehido sulfarico al 1% o vainillina sulfarica al 1%
indicados en la Tabla 10, seguido de calentamiento en parrilla eléctrica
(aproximadamente 110 °C) hasta la visualizaciobn completa de los

compuestos.

Tabla 10. Agentes cromdgenos utilizados para los anadlisis cromatograficos en capa fina.

Reactivo Composicion Referencia
9.0 mL de etanol
. , 0.5 mL de anisaldehido Wagner, Bladt & Zgainski,
Anisaldehido 0.5 mL de acido sulfurico concentrado 1984,
1.0 mL de acido acético
0.5 mL de 4cido sulfurico en 9.5 mL de etanol
- (Solucién 1)
Vainillina 0.1 g de vainillina en 10 mL de etanol Wagner et al., 1984.
(Solucidn 2)
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5.1.2. Cromatografia en capa delgada de tipo

preparativo (CCDP)
Para la cromatografia en capa delgada de tipo preparativo (CCDP) se
utilizaron placas de vidrio (20 x 20 cm) de 1 mm de grosor recubiertas

con gel de silice (60 Fass Merck®).

5.1.3. Cromatografia en columna abierta (CCA)
En las cromatografias en columna abierta (CCA) se realizaron sobre
silica gel 60G y Sephadex LH-20 (Merck®) empacado en columnas de

vidrio de diferentes dimensiones y utilizando diversas fases moviles.

5.1.4. Rotaevaporador
Se empled rotaevaporador marca Buchi Heating Bath modelo, B-491,
R-124 y RE-111 provisto de una bomba marca Buchi Vacuum Pump
modelo V-710.

5.1.5. Espectrometria de masas

Los espectros de masas se determinaron en un Thermo Electron DFS
(Double Focussing System) por introducciéon directa a 70 eV, separando

los nucleos atémicos en funcién de su relaciéon masa/carga (m/z).

5.1.6. Espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (RMN)

Los analisis espectroscopicos y espectrométricos se realizaron en la
Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI) en el edificio B
de la Facultad de Quimica de la UNAM. Los espectros de resonancia
magnética nuclear de protéon (RMN-'H, 400 MHz) y carbono 13 (RMN-
13C, 100 MHz) se realizaron en un equipo Varian® modelo VNMRS; se
utilizaron metanol deuterado (CD3;OD) y dimetil sulféxido deuterado

(DMSO-de) como disolventes. Los desplazamientos quimicos (8) se
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expresan en ppm con referencia al tetrametilsilano (TMS) utilizado como

estandar interno.

5.1.7. Cromatografia de liquidos-espectrometria
de masas (LC-MS)

El andlisis de cromatografia de liquidos-espectrometria de masas (LC-
MS), se realiz6 en un espectrometro de masas modelo Synapt GS-2,
marca WATERS, con tiempo de vuelo, acoplado con un cromatografo de
liguidos modelo ACQUITY, marca WATERS. Los analisis se realizaron en
una columna ACQUITY BEH, fase reversa C;s, tamafio de particula 1.7

KM, dimensiones: 2.1 x 100 mm. El volumen de inyeccion fue de 3 pL

previamente filtrados con un prefiltro de 0.45 micras. La eluciéon se
realizé utilizando un sistema isocratico 60 A : 40 B a un flujo de 0.3
mL/min; la fase movil consistié de una mezcla binaria de Agua Mill Q
(0.1% HCOOH; A) y CH3CN (0.1% HCOOH; B). El método de ionizacion
fue por electrospray por el mecanismo de protonacion empleando las
siguientes condiciones; temperatura de la camara de ionizacion 100 °C,
voltaje del capilar 3.00 kV, analizador tiempo de vuelo, deteccion de
iones positivos y resolucion: 20000.

Los andlisis se efectuaron en la Unidad de Servicios de Apoyo a la

Investigacion (USAI), Facultad de Quimica, UNAM.

5.1.8. Cromatografia de liquidos de alta eficiencia

(HPLO)

El andlisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) se
realizé en un cromatografo de liquidos marca SHIMADZU (Analytical and
Measuring Instruments Division, Kyoto, Japon) equipado con un detector
de UV-visible dual SPD-10A; un inyector automatico SIL-10AD (VP); una
bomba LC-10AT (VP); un horno para columna CTO-10A; un
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desgasificador DGU14A y un sistema de control SCL-10A (VP) acoplado
a un equipo de computo. El control del equipo, el procesamiento y la
manipulaciobn de los datos se realizO6 utilizando el software
LabSolution/LCsolution.

La deteccion de catequinas se realiz6 en una columna XBridge Cig
marca Waters, con un tamafo de particula de 5 um (150 mm de
longitud y 4.6 mm de didmetro interno).

El volumen de inyeccién fue de 10 pL. La elucion se realiz6 con una

mezcla ternaria de H;O:MeOH:H3PO, en una proporcion de
946.5:50:3.5. El flujo utilizado fue de 1 mL/min y la temperatura
empleada para dicho andlisis fue de 25°C. Las longitudes de onda
empleadas para la deteccion de (-)-epicatequina y (+)-catequina en el
extracto metandlico de Cladocolea loniceroides fueron de A= 254 nm y

A= 278 nm.

5.1.9. Pruebas de antioxidantes

Para las pruebas de antioxidantes se emplearon, radical libre 1,1-
difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH®) con pureza del 99.9%, acido-6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromen-2-carboxilico (Trolox), acido galico y acido
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS), todos marca
Sigma-Aldrich®; reactivo de Folin—Ciocalteu, hidréxido de sodio y el
control positivo hidroquinona, éstos ultimos Merck®.

Para pesar se utiliz6 una balanza analitica Sartorius ED y Ohaus
Adventure (New Jersey, USA); para medir volimenes se usaron
micropipetas Eppendorf de presion, de 0-10, 10-100 y 100-1000 uL
(Hamburgo, Alemania); el material de vidrio manipulado fue Schott-
Duran® (Tirschenreuth, Alemania); el lector de microplacas usado fue
un Bio-Rad Benchmark® (California, USA) y espectrofotémetro de UV-
Vis Beckman® modelo DU-65 (California, USA).
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5.2. REACTIVOS Y DISOLVENTES
e 2,2-Difenil-1-picril-hidrazilo Sigma-Aldrich®
e Acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromen-2-carboxilico Sigma-
Aldrich®
e Acetato de etilo grado técnico
e Acetonitrilo grado cromatogréafico LiChrosolv®
e Acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) Sigma-
Aldrich®
e Acido acético glacial J. T. Baker®
e Acido acético grado técnico
e Acido férmico grado cromatogréafico LiChrosolv®
e Acido fosférico grado cromatogréafico LiChrosolv®
e Acido gélico Sigma-Aldrich®
e Acido sulfurrico concentrado
e Acido sulfurico grado técnico
e Agua desionizada y destilada
e Agua grado cromatografico (Sistema Mili-Q)
e Anisaldehido
e Cloruro de metileno grado técnico
e Diclorometano grado técnico
e Dimetil sulféxido deuterado
e Etanol grado técnico
e Estandar de (+)-catequina Sigma-Aldrich®
e Estandar de (-)-epicatequina Sigma-Aldrich®
e Folin—Ciocalteu Merck®
e Hexano grado técnico
e Hidroquinona Merck®
e Hidroxido de sodio Merck®

¢ Metanol deuterado
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e Metanol grado cromatogréafico LiChrosolv®
e Metanol grado técnico

e Persulfato de potasio

e Sulfato de sodio anhidro

e Tetrametilsilano

e Vainillina

5.3. MATERIAL VEGETAL

La planta fructificada de Ila especie hemiparasita Cladocolea
loniceroides utilizada en el presente estudio, fue recolectada en México,
Distrito Federal, en la Delegacion Coyoacan, dentro del campus Ciudad
Universitaria, durante el mes de agosto del 2012; obtenida de arboles
Populus alba, mejor conocidos como arboles “alamo blanco o chopo
blanco”; la especie de muérdago fue identificada por el M. en C. y
académico Bonifacio Don Juan Macias del Instituto de Biologia, UNAM.
Un ejemplar de referencia se depositdé en la coleccién etnobotanica del
Laboratorio 111 del edificio E de Farmacia, Facultad de Quimica, lugar
de recinto del proyecto. El color caracteristico del estado maduro de
Cladocolea loniceroides, periodo clave del cual se realiz6 la recolecta, se

observa a detalle en la Figura 18.

Figura 18. Fotografia de Cladocolea loniceroides empleada.

48



%/ PESARROLLO EXPERIMENTAL
pey

Se llevé a cabo la distincion visual para reconocer un Populus alba

sano de uno parasitado como se muestra en la Figura 19.

Datos de los arboles de donde se obtuvo la
planta en estudio (Figura 20):
- Especie hospedera: Populus alba
- Nombre comun: Alamo blanco
- Altura: 3.5 m
- Diametro a la altura del pecho: 20 cm
- Forma del fuste: recto

- Forma de la copa: deformada por

presencia de muérdago
Figura 20. Arbol dlamo blanco de donde se
realizo la recoleccidn de Cladocolea loniceroides.

5.4. EXTRACCION

4.7 kg del meterial vegetal (partes aéreas de Cladocolea loniceroides)
fue separado en hojas, tallos y frutos; el extracto se prepard a partir de
3.06 kg de hojas del material crudo, éstas hojas fueron sometidas a

secado a temperatura ambiente sobre papel de estraza por aireacion, el
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peso final reflej6 una pérdida de humedad de 62%, por lo que las hojas
secas pesaron 1.22 kg.

El material seco fue molido empleando un molino tipo Willey modelo
4, el material resultante se almacené como droga vegetal sometiendo a
un proceso de maceracion con metanol por un periodo de 72 h.
Posteriormente, el material vegetal se separ6 por filtracion y el extracto
resultante se concentré al vacio. Como resultado de éste proceso se
obtuvo 710 g de un extracto viscoso de color verde oscuro.

Este extracto fue sometido a un fraccionamiento primario preliminar
mediante particiones sucesivas utilizando MeOH y AcOEt, el disolvente
conteniendo el extracto fue recuperado mediante evaporacion a presion
reducida, repitiendo dicho ciclo cinco veces. En el Diagrama 1 se
sintetiza el proceso de extraccion y fraccionamiento primario del

extracto metandlico de Cladocolea loniceroides.

5.5. FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO DE

CL-1

50 g de la fraccién primaria CL-1 fueron adsorbidos en 50 g de gel de
silice 60G siendo suspendidos con cloruro de metileno evitando la
formaciéon excesiva de grumos y se permitid su secado durante la noche.
La fraccion adsorbida se homogeneiz6 con la ayuda de un mortero hasta
obtener un polvo fino color café.

En CCA de vidrio se colocé un filtro de gasa y algodén, seguido de un
sello de 5 g de sulfato de sodio anhidro y 150 g de silica gel 60G
suspendidos en hexano. Se aplicé el extracto adsorbido previamente
homogeneizado y se sellé con sulfato de sodio. La elucidon se efectu6 con
hexano, hexano-CH,Cl, (diversas proporciones de polaridad creciente),
CHCl,, CH2Cl,-MeOH (diversas proporciones de polaridad creciente) y

MeOH; se monitored el fraccionamiento con CCD y se juntaron las
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Cladocolea loniceroides Muérdago

1)  Clasificacion botanica por el biélogo Bonifacio Don H

Juan
2)  Secado a 20 °C (una semana) % W W
3) Molienda .
4)  Extraccion MeOH (72 h) Hojas 3.06 kg Tallos 1.39 kg Frutos 0.22 kg
5)  Filtracion
6) Concentracion al vacio W

Extracto metandlico 710 g Residuo vegetal

A 4

7)  Fraccionamiento primario

Particion de disolventes MeOH AcOEt
Particiones: V
MeOH 5 x 500 mL
AcOEt 5 x 500 mL
CL-1101g CL-2230¢g

8) Fraccionamiento secundario
CCA
Columna de gel de silice 60G

Fase movil: V

hexano
CHCl> CL-1-1X CL-2-XXVI

AcOEt
MeOH %
9)  Fraccionamiento terciario
4 v v

Columna de

Sephadex LH-20 CL-1-1X-b CL-2-XXVI-c CL-2-XXVI-e

Fase movil:

MeOH 10) C,C?DP
Silica gel
Fase movil:
AcOEt-MeOH

Compuesto (1) Compuesto (2) Compuesto (3)

OH

HO. O .
mw
OH

Diagrama 2. Proceso de extraccion y fraccionamiento preliminar del extracto total de las
hojas de Cladocolea loniceroides.
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fracciones con contenido quimico de factor de retencion (Rf) similar
como se resume en la Tabla 11. Este procedimiento gener6 274
fracciones de 50 mL cada una, obteniéndose 9 conjuntos de fracciones

secundarias.

Tabla 11. Fraccionamiento secundario de la fraccién CL-1 por cromatografia en columna
abierta de gel de silice 60G obtenida a partir del extracto de las hojas de C. loniceroides.

Eluyente Proporcion | Fracciones | Fracciones combinadas | Clave
hexano 100 1-13
90:10 14-27
85-15 28-40 1-31 CL-1-1
70:30 41-53
60:40 54-66 32-62 CL-1-1I
hexano-CH,Cl, | 50:50 67-79
40:60 80-92 63-93 CL-1-11l
30:70 93-105
20:80 106-118 94-124 CL-1-1IV
10:90 119-131
CH,Cl, 100 132-144 125-155 CL-1-V
99:1 145-157
95:5 158-170 156-186 CL-1-VI
90:10 171-183
80:20 184-196 187-217 CL-1-VII
CH,Cl,-MeOH | 70:30 197-209
60:40 210-222 218-248 CL-1-VIlI
50:50 223-235
40:60 236-248 249-274 CL-1-IX
30:70 249-261
MeOH 100 262-274

5.5.1. Fraccionamiento de CL-1-1X
La fraccion secundaria CL-1-1X (3.5 g, Tabla 11) se separ6é por CCA
empacada con 30.0 g de Sephadex LH-20 y empleando como eluyente
MeOH. Este proceso generd un total de 90 fracciones de 25 mL cada
una, las cuales se combinaron por su similitud cromatografica,
obteniéndose 8 conjuntos de fracciones terciarias. Este proceso se

resume en la Tabla 12.
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Tabla 12. Fraccionamiento terciario de la fraccién CL-1-1X por cromatografia en columna
abierta de Sephadex H-20.

Eluyente | Fracciones | Fracciones combinadas Clave
1-12 CL-1-1X-a
13-24 CL-1-1X-b
25-36 CL-1-1X-c
37-48 CL-1-1X-d
MeOH |90 49-60 CL-1-1X-e
61-72 CL-1-IX-f
73-84 CL-1-1X-g
85-90 CL-1-1X-h

5.5.2. Identificacion de la cinarina (1)

En la fraccion CL-1-1X-b del fraccionamiento cromatografico terciario
se detecté un compuesto marrén que precipitd por el cambio de
polaridad provocado al transferir las fracciones del matraz del
rotaevaporador al frasco vial, con metanol y cloruro de metileno. El

método de obtencion se representa en la Figura 21.

|
Lo o
Fraccion pro veniente  Transferencia Adicion de Agitacion Transferencia Precipitacion
de eliminacion de al vial CH:Ck mecanica del CHzCk al vial
dizolvente (metanol)

Figura 21. Obtencion de cinarina por precipitacion.

Debido a la pequefa cantidad obtenida de éste compuesto no se pudo
caracterizar mediante RMN por lo que se analizé por el método de LC-
MS, siguiendo la metodologia del inciso 5.1.7. y mediante Ila
comparacion de los espectros de masas obtenidos de la literatura se
logré la identificacion del compuesto como cinarina (1). Su estructura

se muestra a continuacion en la Figura 22.
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Figura 22. Estructura de la cinarina (1).

5.6. FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO DE

CL-2

115 g de la fraccion primaria CL-2 fueron adsorbidos en 100 g de gel
de silice 60G siendo suspendidos con cloruro de metileno evitando la
formacién excesiva de grumos y se permitid su secado durante la noche.
La fraccion adsorbida se homogeneizé con la ayuda de un mortero hasta
obtener un polvo fino color verde.

En una columna cromatografica abierta de vidrio se colocé un filtro de
gasa y algodoén, seguido de un sello de 10 g de sulfato de sodio anhidro
y 300 g de silica gel 60G suspendidos en hexano. Se aplicé el extracto
adsorbido previamente homogeneizado y se sell6 con sulfato de sodio.
La elucion se efectu6 con hexano-AcOEt (diversas proporciones de
polaridad creciente), AcOEt y AcOEt-MeOH (diversas proporciones de
polaridad creciente); se monitore6é el fraccionamiento con CCD y se
juntaron las fracciones con contenido quimico de Rf similar como se
resume en la Tabla 10. Este procedimiento generé 200 fracciones de

100 mL cada una, obteniéndose 30 conjuntos de fracciones secundarias.
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Tabla 13. Fraccionamiento secundario de la fraccion CL-2 por cromatografia en columna
abierta de gel de silice 60G obtenida a partir del extracto de las hojas de C. loniceroides.

Eluyente Proporcion | Fracciones | Fracciones combinadas Clave
1-6 CL-2-1
70:30 1-20 7-12 cL-2-11
13-18 CL-2-111
60:40 21-30 19-24 CL-2-IV
25-30 CL-2-V
hexano-AcOEt | 50:50 31-50 31-36 CL-2-VI
37-42 CL-2-VII
40:60 51-70 43-48 CL-2-VIII
49-54 CL-2-IX
30:70 71-90 55-60 CL-2-X
61-66 CL-2-XI
67-72 CL-2-XII
73-78 CL-2-XI1I
79-84 CL-2-XIV
AcOEt 100 91-100 85-90 CL-2-XV
91-96 CL-2-XVI
97-102 CL-2-XVII
103-108 CL-2-XVIII
109-114 CL-2-XIX
115-120 CL-2-XX
121-124 CL-2-XXI
' 125-130 CL-2-XXII
90:10 101-50 131-139 CL-2-XXIII
140-148 CL-2-XXIV
AcOEt-MeOH 149-157 CL-2-XXV
158-166 CL-2-XXVI
>0:30 151-200 | 467975 CL-2-XXVII
176-184 CL-2-XXVIII
185-193 CL-2-XXIX
194-200 CL-2-XXX

5.6.1. Fraccionamiento de CL-2-XXVI
La fraccibn secundaria CL-2-XXVI (8 g, Tabla 13) fue

recromatografiada utilizando una columna abierta empacada con 60.0 g
de Sephadex LH-20 y empleando como eluyente MeOH. Este proceso
generd un total de 220 fracciones de 50 mL cada una, las cuales se
combinaron por su similitud cromatografica, obteniéndose 27 conjuntos

de fracciones terciarias. Este proceso se resume en la Tabla 14.
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Tabla 14. Fraccionamiento terciario de la fraccidn CL-2-XXVI por cromatografia en
columna abierta de Sephadex LH-20.

Eluyente | Fracciones | Fracciones combinadas Clave
1-8 CL-2-XXVI-a
9-16 CL-2-XXVI-b
17-24 CL-2-XXVI-c
25-32 CL-2-XXVI-d
33-40 CL-2-XXVI-e
41-48 CL-2-XXVI-f
49-56 CL-2-XXVI-g
57-64 CL-2-XXVI-h
65-72 CL-2-XXVI-i
73-80 CL-2-XXVI-j
81-88 CL-2-XXVI-k
89-96 CL-2-XXVI-|
97-104 CL-2-XXVI-m

MeOH 220 105-112 CL-2-XXVI-n
113-120 CL-2-XXVI-i
121-128 CL-2-XXVI-o
129-136 CL-2-XXVI-p
137-144 CL-2-XXVI-q
145-152 CL-2-XXVI-r
153-160 CL-2-XXVI-s
161-168 CL-2-XXVI-t
169-176 CL-2-XXVI-u
177-184 CL-2-XXVI-v
185-192 CL-2-XXVI-w
193-200 CL-2-XXVI-x
201-208 CL-2-XXVI-y
209-220 CL-2-XXVI-z

5.6.2. Aislamiento de (-)-epicatequina (2)

En la fraccibn CL-2-XXVI-c del fraccionamiento cromatografico

terciario se detectd un compuesto color blanco cristalino que precipito

de manera espontanea, mostré pureza cromatografica por medio de

CCD y se corrobor6 su estructura como (-)-epicatequina (2) mediante

técnicas espectroscopicas RMN 'H y *3C. Su estructura se muestra a

continuacion (Figura 23).
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Figura 23. Estructura de la (-)-epicatequina (2).

5.6.3. Aislamiento de (+)-catequina (3)

En la fraccion CL-2-XXVI-e del fraccionamiento cromatografico
terciario se detectdé un compuesto puro por CCD, por lo que se procedio
a purificar el compuesto por CCDP utilizando AcOEt-MeOH (7:3) como
sistema de elucién. Este proceso permitio el aislamiento de un sélido
amorfo color marfil, el cual se identific6 mediante espectroscopia
RMN *H y ¥C como (+)-catequina (3). Su estructura se muestra a

continuacion (Figura 24).
OH
OH

Figura 24. Estructura de la (+)-catequina (3).

5.5.4. Identificacion de catequinas por HPLC
Para corroborar la presencia de la (-)-epicatequina y la (+)-catequina
se realiz6 un analisis por HPLC del extracto metandlico de Cladocolea
loniceroides ya que éstas moléculas son muy similares, para ello se
preparé6 una disolucion de 40 mg/mL del extracto metandlico de

Cladocolea loniceroides y disoluciones de 200 ug/mL de los estandares
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de (-)-epicatequina y (+)-catequina Sigma-Aldrich®. Se llevé a cabo en

las condiciones descritas en el apartado 5.1.8.

5.7. PRUEBAS DE ANTIOXIDANTES

5.7.1. Preparacion de las muestras

La preparacion de la muestra (extracto metandlico de las hojas de
Cladocolea loniceroides a evaluar) se realizd segun el procedimiento
descrito en el Diagrama 3 para el ensayo de la determinacion de la
capacidad antioxidante (DPPH® y ABTS®*).

La disolucion del extracto vegetal en metanol se realiz6 por medio del

sistema metanol-agua-etanol (6:2:2 v/v).

Diagrama 3. Protocolo para la preparacién de la muestra.

A partir de la solucion stock se tomaron las respectivas alicuotas,
necesarias para preparar concentraciones de 500, 250, 50, 10 pg/mL

del extracto, como se muestra en la Tabla 15.
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Tabla 15. Volumenes de dilucién a partir de la solucidn stock.

Vol. Solucidn stock | Vol. del aforo | Concentraciodn final
(pL) (mL) del extracto (ug/mL)
500 5 500
250 5 250
100 5 100
50 5 50
10 5 10

5.7.2. Ensayo y determinacion de la actividad

antioxidante por el método DPPH*

5.7.2.1. Preparacion de la solucién de DPPH~
Para cada ensayo se prepar6é en un matraz completamente cubierto
de papel aluminio la solucion del radical libre 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo
(DPPH™) a 20 mg/L en metanol grado analitico y subsecuentemente se
transfirio a un frasco ambar cubierto con papel aluminio para evitar su

rapida degradacion.

5.7.2.2. Capacidad captadora del radical DPPH~
La determinacidén de la actividad antioxidante del extracto vegetal se
llevé a cabo de acuerdo con el método Bondet et al., (1997), con ligeras
modificaciones como se describe en el Diagrama 3. Cada ensayo se
realiz6 dos veces y a su vez cada muestra por triplicado.

Se realiz6 un tamizaje a una concentracion de 1000 pg/mL para

determinar la actividad antioxidante de cada extracto con el objetivo de
descartar a aquel que a dicha concentracibn no presentaran un
porcentaje de actividad antioxidante mayor o igual a 25% (%AAOx =
25) y por tanto no se consideraban activos en este trabajo. Para esto se
siguid el protocolo descrito en el Diagrama 4 (Murillo, Lombo, Tique y
Méndez, 2007).

59



%/ PESARROLLO EXPERIMENTAL
pey

Diagrama 4. Método para evaluar actividad antioxidante por el método de DPPH".

Como control positivo se tomd una solucion de hidroquinona a una
concentracion de 1000 pg/mL; como control negativo (Acontroi(-)) S€ tomo

el sistema de disolucidon correspondiente; ambos controles se midieron
siguiendo el mismo protocolo usado para el extracto (Diagrama 4).
Ademas se midid el control fotométrico preparado a partir de 1.25 mL
de metanol para descartar la absorbancia de este solvente en las
mediciones. El blanco del extracto fue preparado a partir de 0.25 mL del
extracto en andlisis y 1 mL de metanol, ésta solucién fue medida a una
A= 517 nm (Abianco extracto)- A partir de las absorbancias obtenidas se
determind el %AAOXx con la ecuacion que se presenta en la Figura 25

(Murillo et al., 2007):

A —(A —A )
% Actividad antioxidante = control extracto blanco extracto %100

Acontrol

Figura 25. Ecuacion para calcular el porcentaje de actividad antioxidante del extracto para
el ensayo DPPH".

Donde:
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Aextracto - Absorbancia del extracto (muestra + DPPH).
Ablanco extracto - Absorbancia del blanco del extracto (muestra + metanol).
Acontrol(-): Absorbancia del control negativo (DPPH + metanol).

Posterior al calculo de los porcentajes de actividad antioxidante para
cada una de las concentraciones, se determind la concentracion maxima

de la media inhibitoria (ICsp) mediante un modelo de regresion.

5.7.2.3. Capacidad antioxidante en equivalentes

Trolox

La capacidad antioxidante en equivalentes Trolox (TEAC) de un
extracto representa la concentracion de la solucién de Trolox que tiene
la misma capacidad captadora de radicales libres que el extracto. Con el
objeto de comparar los resultados de capacidad antioxidantes de los
extracto vegetal que se obtuvo mediante los diferentes métodos (DPPH*
y ABTS®") se realiz6 una curva estandar del antioxidante de referencia
Trolox, con concentraciones desde 1 pM hasta 32 pM usando etanol
absoluto como solvente. De alli, se obtuvo una ecuacion de correlacion

con la cual se interpola su correspondiente valor en equivalentes Trolox

segun el %0AA0x obtenido. Cada determinacion se realizé por triplicado.

5.7.3. Actividad inhibidora del cation radical

ABTS™

5.7.3.1. Generacioén de radical cation ABTS™™
La solucion del radical cation acido 2,2’azino-bis-(3-etilenzotiazolina)-
6-sulfonico (ABTS™™) solo es estable durante maximo dos dias; por tal
razdn, se preparaban 5 mL de solucion para cada ensayo y se ajustaba
la absorbancia a 0.7 &+ 0.02 diluyendo con etanol analitico a A= 732 nm.
El protocolo para la preparacion de la solucion de ABTS™ se describe en
el Diagrama 5 (Re et al., 1999).
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Pesar 77.6 mg del reactivo ABTS y Pesar 13.2 mg de persulfato de
adicionar 20 mL de agua destilada potasio (2.45 mM) y hacerlo
para obtener una concentracion reaccionar en un frasco dmbar
de 7 mM en solucién acuosa con la solucién de ABTS™

Homogenizar y cubrir con
papel aluminio

Incubar la solucién entre 12-16 h a
temperatura ambiente antes de su uso y
almacenar a temperatura ambiente.

Diluir la solucidn de ABTS* en etanol absoluto
hasta obtener una absorbancia inicial de
0.7+0.02aA=732nm.

Diagrama 5. Protocolo para la generacién del radical catién ABTS"".

5.7.3.2. Ensayo y determinacion de la actividad
antioxidante por el método del ABTS**

De acuerdo con lo planteado previamente, se analiz6 el extracto
considerandolo como activo a un %AAO0x = 25 en concentracion de
1000 mg/L en el ensayo del DPPH" y se evaluaron a diferente
concentraciéon para la determinacion posterior del ICso en el ensayo del
ABTS™™. Cada ensayo se realiz6 dos veces y a su vez la muestra se
evaluo por triplicado. (Ver tratamiento de la muestra en la Diagrama 3).

La actividad inhibidora del radical cation ABTS™" sobre el extracto en
estudio, se midi6 de acuerdo al método descrito (Re et al., 1999;
Mathew & Abraham, 2006) con algunas modificaciones referidas a las
concentraciones en los extractos. Dichas modificaciones estan incluidas

en el procedimiento descrito en la Diagrama 6.
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Diagrama 6. Ensayo y determinacion de la actividad antioxidante por el método
ABTS™.

Como control positivo se tomd una solucion de hidroquinona (1000
Hg/mL), como control negativo (Acontroi(-)) S€ UsO el sistema de disolucion

correspondiente. Ambos controles se midieron siguiendo el mismo
protocolo utilizado en la medicién del extracto. Adicional a esto, se midio
el control fotométrico preparado a partir de 2 mL de EtOH-agua (1:1)
para descartar la absorbancia del solvente en las mediciones.

El blanco del extracto se prepar6 a partir de 50 uL del extracto y 1450
ML de la mezcla de agua y etanol (1:2), ésta solucion fue medida a una

A= 732 nm (Abianco extracto)-

La capacidad captadora de radicales libres (porcentaje de actividad
antioxidante) se calculé mediante la misma ecuaciéon por medio de la
cual se hall6 en el ensayo DPPH® (ver Figura 25).

El IC50 se hallo de la misma manera que en el ensayo DPPH; a partir
del %AA0Ox determinado y mediante regresion lineal. Los equivalentes
Trolox se hallaron a partir de la curva estandar y del %AA0Xx obtenido

para cada concentracion del extracto vegetal.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados que se generaron en la investigacion fue el estudio
quimico del extracto metandlico de la especie Cladocolea loniceroides en
cuestion, aplicando distintas técnicas cromatograficas, que permitieron
el aislamiento e identificacibn de los compuestos mayoritarios Yy
adicionalmente éste extracto se someti6 a pruebas de actividad

antioxidante.

6.1. AISLAMIENTO DE COMPUESTOS

6.1.1. Cinarina

En la fracciéon CL-1-1X del fraccionamiento secundario cromatografico
proveniente de una CCA de gel de silice 60G, empleando hexano, AcOEt
y MeOH en diversas mezclas de polaridad creciente como eluyentes, se
detectdé un compuesto de interés debido a su color azul fluorescente en
CCD visto en la lampara de UV A= 365 nm; debido a la constitucion
diversa de ésta fraccion, se procediéo a purificar por CCA empleando
como fase estacionaria Sephadex LH-20 eluyendo con MeOH, como
resultado de éste fraccionamiento terciario; en la fraccion CL-1-1X-b se
detect6 un compuesto que precipitdé por el cambio de polaridad
provocado al transferir las fracciones del matraz del rotaevaporador al
frasco vial (Figura 18), obteniendo asi un compuesto solido marron
(Figura 26), con punto de fusion de 225-227 °C (el punto de fusion se
obtuvo en un equipo Fisher-Johns y no esta corregido).

Dicho compuesto no se pudo estudiar mediante RMN debido a la
pequefa cantidad obtenida, por ésta razén, el compuesto se analizé por
LC-MS (Figura 27). Este analisis permitié determinar para el compuesto
(1) un T, de 2.04 min; se aprecié un pseudo i6n molecular [M+H]"

m/z= 516.27; un pico base [M+H-1]" m/z= 515.26 de pérdida de un
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Figura 26. Fotografia del compuesto (1) y su respectiva CCD, a luz de UV A= 365 nm.

protén, permitié observar un fragmento m/z= 441.32 que corresponde a
descarboxilacion y deshidratacion del anillo de ciclohexano, de éste
ultimo, también una ruptura del anillo antes mencionado y pérdida de
una molécula de etileno para generar un fragmento m/z= 413.28, y
mediante la comparacion de los espectros obtenidos con los de la
literatura, se logrdé identificar al compuesto (1) como cinarina de
férmula molecular C2sH24012 y 516.45 gmol™ de peso molecular; en la
Figura 28 se puede observar la estructura 3D de la molécula hallada.

La cinarina se encuentra en la categoria de los acidos fendlicos que
proporcionan acidez al fruto y derivan de la fenilalanina por via de los
acidos cumarico y cinamico (Ozawa, Lilley & Haslam, 1987; Ferrer,
1997). El &acido 1,5-O-dicafeilquinico (cinarina) es una molécula
perteneciente a los acidos fendlicos, principio activo mas destacable de
la alcachofa, compuesto que ha demostrado efectividad en la prevencion
de ECV (Carretero, 2000; Coinu et al., 2007; Fratianni, Tucci, De Palma,

Pepe & Nazzaro, 2007). Estudios recientes como el de Fratianni et al.,
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Figura 28. Modelo estructural en 3D de la cinarina, observando los &tomos de carbono de
color gris, los atomos de hidrégeno de color blanco y los &tomos de oxigeno de color rojo.

demostraron que los compuestos de la alcachofa como la cinarina

poseen una importante actividad antioxidante.

6.1.2. (-)-epicatequina

Con el objetivo de aislar los compuestos mayoritarios del extracto
metandlico de Cladocolea loniceroides se estudié la fraccion primaria CL-
2, ésta fraccion de mayor abundancia se sometié a una CCA provista de
silica gel 60G haciendo eluir con mezclas de los disolventes hexano,
AcOEt y MeOH de acuerdo a una polaridad ascendente; en la fraccion
secundaria CL-2-XXVI se pudo observar la posible presencia de
flavonoides por medio de monitoreos mediante CCD, esto debido a que
el uso del agente cromogénico vainillina utilizado (Tabla 9) vy
calentamiento, revel6 coloraciones de rojas a purpura rojizas

caracteristicas de flavonoides; después de estas observaciones, se
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prosiguié a realizar un fraccionamiento cromatografico terciario usando
CCA empacada con Sephadex LH-20 y empleando como eluyente MeOH,
de ésta manera se obtuvo de la fraccion CL-2-XXVI-c, un compuesto
cristalino color blanco (Figura 29), con punto de fusion (p. f.) de 236-
238 °C (el p.f. se obtuvo en un equipo Fisher-Johns y no esta

corregido).

Figura 29. Fotografia del compuesto (2) y su respectiva CCD mostrando en la aplicacioni el
compuesto aislado y en ii el compuesto de Sigma-Aldrich®. a. cromatoplaca a luz de UV A=
254 nm. b. cromatoplaca con agente cromoégeno vainillina sulfurica y calentamiento.

Dicho compuesto fue analizado por RMN y se identific6 como (-)-
epicatequina (2) de férmula molecular Ci5H1406 Y 290.26 gmol™ de
peso molecular, en la Figura 30 se puede observar la estructura 3D de la

molécula hallada.
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Figura 30. Modelo estructural en 3D de la (-)-epicatequina, observando los atomos de
carbono de color gris, los atomos de hidrogeno de color blanco y los atomos de oxigeno
de color rojo.

Los datos espectroscéopicos del compuesto (2), se muestran a
continuacion:

RMN-'H (400 MHz, MeOH-d4) & (ppm): 6.98 (d, J= 2.0 H-2"),
6.79 (dd, J= 8.0, 2.0, H-6"), 6.75 (d, J= 8.0, H-5"), 5.94 (d, J= 4.0, H-
8), 5.92 (d, J= 2.4, H-6), 4.88 (s, H-2), 4.86 (s, H-3), 2.86 (dd, J=
16.0, 4.0, H-4a), 2.73 (dd, J= 20.0, 4.0, H-4P). (Figura 31).

RMN-*3C (100 MHz, MeOH-d4) & (ppm): 156.6 (C-7), 156.2 (C-9),
155.9 (C-5), 144.5 (C-3’), 144.3 (C-4’), 130.9 (C-1"), 118.0 (C-6),
114.5 (C-5"), 113.9 (C-2’), 98.7 (C-10), 95.0 (C-6), 94.5 (C-8), 78.5
(C-2), 66.1 (C-3), 27.8 (C-4). (Figura 32).

69



0L

H-5" (d)
H-6 (dd)| 6-75 H-8 (d)
6.79 594
H-G (d)
£.92
H-2 () H-3(s)
4.88 4 .86
H-2' (d) CHz (disolvente)
6.98 3.48
OH (disolvente)
4.3
Ha-4 (dd) HB-4 (dd)
286 273
|
| | |
PR IS, e SO RN o S— L AU
7.0 6.5 6.0 5.5 4.0 3.5 3.0 2.5

5.0 4.5
1 (ppm)

Figura 31. Espectro de RMN-"H de (-)-epicatequina (MeOH-d,, 400 MHz).

& ’:'7;--
i
o .’* b

4

NOISNADISIA A SOEVALIASTW

©



3

V4

RESULTADOS Y DISCUSION

e

;:;ﬁ

=

s

fis

"(ZHIN 00T “’P-HO?IN) eulnbaiedida-(-) ap O -NINY 3P 04309ds] "€ eansiy

dd
L 1 1 L L 1 L L 1 — L
7 - | nl . 2 ..- S e = ._luuﬂi.j._ w
L L1786 E¥rL | 6551
s e ¥ 89
¢J o SFrL 2951
: £-D 5-D
6 0El 9°95]
10 S
0 8Ll
90
S¥LL
-0
6CLL
Z-D

o Gt
(2uanjosIp) EHD

71



 RESULTADOS Y DISCUSION
j=

=

6.1.1. (+)-catequina

Al igual que en el caso de la (-)-epicatequina, la (+)-catequina se
aislé de la fraccion primaria CL-2 del extracto metandlico de Cladocolea
loniceroides, ésta fraccion de considerable abundancia se sometié a una
CCA provista de silica gel 60G haciendo eluir con mezclas de los
disolventes hexano, AcOEt y MeOH de polaridad creciente, en la fraccion
secundaria CL-2-XXVI se pudo observar la posible presencia de
flavonoides por medio de monitoreos mediante CCD, esto debido a que
el uso del agente cromogénico vainillina utilizado (Tabla 9) vy
calentamiento, reveldé coloraciones rojizas. Después de estas
observaciones, se prosigui6 a realizar un fraccionamiento cromatogréafico
terciario usando CCA empacada con Sephadex LH-20 y empleando como
eluyente MeOH, asi se obtuvo de la fraccion CL-2-XXVI-e, un sélido
amorfo color marfil (Figura 33), con p.f.= 174-176 °C (el p.f. se obtuvo

en un equipo Fisher-Johns no corregido).

Figura 33. Fotografia del compuesto (3) y su respectiva CCD mostrando en la aplicaciéni el
compuesto aislado y en ii el compuesto de Sigma-Aldrich®. a. cromatoplaca a luz de UV A=
254 nm. b. cromatoplaca con agente cromdégeno vainillina sulfurica y calentamiento.
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Dicho compuesto fue analizado por RMN y se identific6 como (+)-
catequina (3), asignaciones comparadas con resultados de (+)-
catequina obtenida del té verde (Davis, Cai, Davies & Lewis, 1996) de
férmula molecular C15H1406 y 290.26 gmol™ de peso molecular, en la

Figura 34 se puede observar la estructura 3D de la molécula hallada.

Figura 34. Modelo estructural en 3D de la (+)-catequina, observando los atomos de
carbono de color gris, los atomos de hidrégeno de color blanco y los dtomos de oxigeno
de color rojo.

Los datos espectroscéopicos del compuesto (3), se muestran a

continuacion:

RMN-TH (400 MHz, MeOH-d4) & (ppm): 6.82 (d, J= 2.0 H-2"),
6.76 (d, J= 8.0, H-6"), 6.72 (dd, J= 8.0, 2.0, H-5'), 5.92 (d, J= 4.0, H-
8), 5.85 (d, J= 2.0, H-6), 4.56 (d, H-2), 3.97 (c, J=4.0, H-3), 2.85 (dd,
J=16.0, 8.0, H-4a), 2.50 (dd, J= 16.0, 8.0, H-4B). (Figura 35).

RMN-*3C (100 MHz, MeOH-d4) & (ppm): 156.6 (C-7), 156.2 (C-9),
155.9 (C-5), 144.5 (C-3’), 144.3 (C-47), 130.9 (C-1’), 118.0 (C-6"),
114.5 (C-5"), 113.9 (C-2’), 98.7 (C-10), 95.0 (C-6), 94.5 (C-8), 78.5
(C-2), 66.1 (C-3), 27.8 (C-4). (Figura 36).
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6.2. IDENTIFICACION DE CATEQUINAS POR
HPLC

Se eligié un método de HPLC para la identificaciéon de la presencia de
catequinas en la especie de muérdago Cladocolea loniceroides. Bajo la
técnica analitica del inciso 5.1.8. y con las debidas recomendaciones de
Merken & Beecher (2000) se llevd a cabo el analisis variando las
condiciones, en gran parte ésta deteccion esta basada en la absorcion
de UV-Vis y una sola longitud de onda no es ideal para todas las clases
de flavonoides, puesto que estos muestran maximos de absorcion a
diferentes longitudes de onda. Es muy comun el uso de un detector de
arreglo de diodos (DAD) el cual permite la cuantificacion simultanea a
diferentes longitudes de onda (Mattila, Astola & Kumpulainen, 2000.)

En la Figura 37 se puede observar el perfil cromatografico de 28
polifenoles diferentes y el orden aproximado en el que aparecen a A=
280 nm (Andersen & Markham, 2006).

Con lo anterior en mente, se llevé a cabo la inyeccién de la muestra
metandlica del extracto en el cromatégrafo de liquidos con el fin de
obtener el perfil cromatografico de Ila especie (Figura 38),
posteriormente se inyectaron estandares de (-)-epicatequina (Figura 39)

y (+)-catequina (Figura 40) Sigma Aldrich®.
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Figura 37. Perfil cromatografico de 28 diferentes polifenoles, columna Capcell pack C1g
UG120 (250 x 4.6 mm, S5, 5 um) a 35°C. Solucidn A (fosfato de sodio 50 mM [pH 3.3] y
metanol 10%) solucién B (metanol 70%). Gradiente de elucion 0 min 100% A, 0-15 min
70% A, 15-45 min 65% A, 45-65 60%A, 65-70% 70% Ay 70-95 100% B, con un flujo de 1

mL/min.
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Figura 38. Cromatograma del extracto metandlico de C. loniceroides en condiciones
normales de operacién, mostrando picos relevantes a Tr= 6.941 y 22.404 min.
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Figura 39. Cromatograma del estandar de (-)-epicatequina (200 pug/mL) en condiciones
normales de operacién. Tg= 6.791 min.
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Figura 40. Cromatograma del estandar de (+)-catequina (200 pug/mL) en condiciones
normales de operacién. Tr= 22.254 min.

El tiempo de retencién para el pico identificado como (-)-epicatequina
del extracto metandlico fue de 6.941 min y el tiempo de retencion del
estandar fue de 6.791 min, en cuanto al pico identificado como (+)-
catequina del extracto metandlico de Cladocolea loniceroides tuvo un
tiempo de retencion de 22.404 min y el tiempo de retencion del
estandar fue de 22.254 min; por lo cual, aunque los tiempos de
retencién no son idénticos, la identificacion se considera como valida ya

que se acepta una variacion en los Tr del £10% segun el método.
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Las catequinas identificadas fueron la (-)-epicatequina y la (+)-
catequina, esto era algo esperado, dado que como se menciono
anteriormente, con la técnica cromatografica de HPLC se queria
corroborar al 100% la existencia de éstos compuestos en el extracto
metandlico, prueba contundente de identidad de éstas moléculas
diastereoisoméricas.

Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas
superiores y especialmente en aquellas con sistema vascular; se
encuentran en las partes aéreas, en los capullos y hojas jovenes. Son
compuestos fendlicos, responsables de la coloracion de las flores y de
ciertas frutas (Markham & Ofman, 1993), aunque también existen casos
de flavonoides incoloros en la naturaleza (Lotito & Frei, 2006), son una
familia muy diversa de compuestos, aunque todos los productos finales
se caracterizan por ser polifendlicos, solubles en agua (Winkel, 2001) y
poseen un maximo de absorciéon de luz a los 280 nm.

Los flavonoides son compuestos ubicuos que encontramos en una
gran diversidad de plantas y alimentos; por lo anterior, no es
sorprendente que en diferentes especies de muérdago se hayan aislado
el mismo tipo de flavonoides. Se cree que los flavonoides son
responsables de la mayoria de las actividades bioldgicas; ademas de los
flavonoides, los compuestos fendlicos y aromaticos representan un
grupo de productos activos farmacolégicamente importantes presentes
en Cladocolea loniceroides.

Las catequinas se clasifican dentro del grupo de los flavonoles,
llamados también proantocianidinas o flavan-3-ol. Este grupo de
flavonoides incluye a la catequina, epicatequina, galato de epicatequina
y galato de epigalocatequina. En la naturaleza, encontramos que estos
compuestos estdn presentes en frutas como cerezas, manzanas,

ciruelas, fresas; en semillas y granos como la cocoa, nueces; en
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vegetales como el té negro, té verde, el oolong Yy sin duda alguna en el
vino tinto (Yilmaz, 2006).

La (-)-epicatequina, la (+)-catequina, y sus oligbmeros,
representan una de las clases de flavonoides mas distribuidos en la
literatura (Jiménez, Duarte & Pérez, 2012). Estos compuestos se
encuentran en altas concentraciones en frutos como las manzanas
(Golden Delicious, Granny Smith, Jonagold, etc.) en concentraciones en
un rango de 67 a 96 mg/kg; aguacates de 2.69 a 8.51 mg/kg, durazno
de 17.64 a 28.96 mg/kg, arandanos rojos de 42.0 a 51.3 mg/kg, uvas
de 86.4 a 91.8 mg/kg, peras de 28.69 a 31.19 mg/kg y chocolate
obscuro de 132.4 a 327.4 mg/kg (Arts, Van de Putte & Hollman, 2000).
En plantas medicinales se le ha encontrado en especies como Camelia
sinensis e Hipocratea excelsa. Los contenidos de flavonoides en estas
especies son variables y pueden modificarse como consecuencia del

procesamiento.

6.3. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

6.3.1. Ensayo DPPH

6.3.1.1. Condiciones preliminares para el ensayo

DPPH
Para determinar la actividad antioxidante por el ensayo DPPH®, el
rango de longitudes de onda varia entre los 515 y 540 nm (Murillo et
al., 2007); para este trabajo se midié a A= 517 nm donde presenta su
maxima absorcién. La solucién de DPPH® se preparaba minutos antes de
realizar el ensayo, debido a que tiende a degradarse rapidamente por

efectos de la luz y la temperatura (Molyneux, 2003).
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6.3.1.2. Determinacion de la actividad antioxidante
(AAOXx) por el método del DPPH*

El extracto metandlico de Cladocolea loniceroides a 1000 ppm
(Diagrama 4), se consider6 como extracto activo, ya que presentd un
%AAOX superior al 25%; valor que se usé como referencia considerando
que equivale a la mitad de la actividad antioxidante presentada por la
hidroquinona, utilizada como control positivo.

En la Tabla 16 se muestra el %AAOXx correspondiente al extracto

evaluado, el cual presentd un valor superior al 25%.

Tabla 16. Porcentaje de la actividad antioxidante del extracto metanédlico C.
loniceroides por el ensayo de DPPH®.

% Actividad Antioxidante Promedio
0 DS
Ensayo 1 Ensayo 2 %AAOX
38.54 40.00 39.27 1.03

El %AA0Ox obtenido se puede deber a metabolitos secundarios de
Cladocolea loniceroides, como lo son los flavonoides aislados en éste
proyecto, a los que se les atribuye una potente capacidad de actuar en
la reduccidon de concentracion de los radicales libres en estado
estacionario en sistemas biolégicos y con ello proporcionar proteccion
antioxidante, ésta es una suposicion basada en la estructura quimica de
los flavonoides que apoyan su capacidad de eliminar los radicales libres
y metales redox-activo de quelato (Galleano, Verstraeten, Oteiza &
Fraga, 2010).

En la Figura 41 se muestra la comparacion del %AAOx de extractos
metandlicos de 7 plantas (Tovar, 2013) con composiciéon quimica similar
al de Cladocolea loniceroides, evaluadas mediante la misma técnica de
determinacion de la actividad antioxidante descrita y realizada en éste

proyecto junto con el control positivo hidroquinona. Para los extractos
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metandlicos las especies con mayor actividad fueron Palicourea
andaluciana, Piper crassinervium y Cladocolea loniceroides con valores
de 9%AAOx de 27.98%, 27.85% y 39.27% respectivamente,
considerandolos como activos debido a que presentan un %AA0x = 25.

Cimanga et al., (2010) determinaron la presencia de saponinas,
flavonoides, terpenos, esteroides, taninos y antraquinonas en la familia
Rubiaceae a la cual pertenece Palicourea andaluciana, ademas de
exhibir actividad antiespasmaddica que se puede atribuir principalmente
a la presencia de flavonoides.

La especie vegetal Piper crassinervium pertenece a la familia
Piperaceae, la cual, en la medicina popular se le atribuye a combatir
malestares hepaticos, males del rifdn y para mejorar la circulacion de la
sangre, esto debido a amidas, alcaloides, flavonoides y polifenoles que

la constituyen (Kato & Furlan, 2007).

% Actividad antioxidante de diversas plantas con
composicién quimica similar por ensayo DPPH

% Actividad antioxidante

Extractos metandlicos

Figura 41. Porcentaje de la actividad antioxidante de los extractos metandlicos de plantas
evaluadas por el ensayo DPPH®.
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6.3.1.3. Determinacion de la concentracion media
inhibitoria

La ICso (Lg/mL) mide la efectividad de un compuesto para inhibir una
actividad biologica y/o bioquimica (Joshi, Verma & Mathela, 2010). En
este trabajo se midi6 la concentracion del extracto vegetal activo
(%AAOx = 25) necesaria para disminuir en un 50% la concentracion
inicial del radical DPPH, teniendo en cuenta que una ICsy baja, esta
directamente asociado con una actividad antioxidante alta (Zhu, Lian,
Guo, Peng & Zhou. 2011). En otros trabajos se reportaron criterios de
seleccion para extractos vegetales con base en el ICsp; considerando de

alto potencial antioxidante aquellos con valores menores a 30 pg/mL,
con moderado potencial ubicados en un rango entre 30 pg/mL y 100
Hg/mL y de bajo potencial antioxidante aquellos con un ICso por encima

de 100 pg/mL (Ramos et al., 2003).

Se determind la ICso de la actividad antioxidante mediante el ensayo
DPPH®* y ABTS®" (Diagrama 3) para el extracto metandlico. Los
porcentajes de actividad antioxidante obtenidos para el extracto
metandlico de Cladocolea loniceroides mediante el ensayo DPPH® en sus
diferentes concentraciones se presenta en la Tabla 17; donde se aprecia
un %AAOx = 25 a partir de la concentracion de 50 ppm del extracto.

Tabla 17. Porcentaje de la actividad antioxidante obtenida mediante el ensayo de
DPPH® para el extracto metandlico de C. loniceroides, evaluado a diferentes
concentraciones.

Concentracion % Actividad Antioxidante | Promedio DS
Ensayo 1 Ensayo 2 %AA0X
10 ppm 10.97 14.77 12.87 2.69
50 ppm 32.06 34.02 33.04 1.39
100 ppm 33.33 36.76 35.05 2.43
250 ppm 38.49 38.83 38.66 0.24
500 ppm 40.37 40.54 40.46 0.12
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En la Tabla 18 se muestra el IC5o de la AAOx mediante el método
DPPH®* de los extractos metandlicos de Palicourea andaluciana, Piper
crassinervium y Cladocolea loniceroides, los 2 primeros reportados en la
literatura (Tovar, 2013) cuya técnica usada fue la misma que se utilizo
en éste proyecto, mencionados ya que poseen una composicion
semejante a la planta analizadaen éste trabajo y como se menciono

anteriormente, con un 20AA0x = 25.

Tabla 18. Concentracién inhibitoria 50 de la actividad antioxidante para los extractos

metandlicos.
Extractos en metanol
Ensayo DPPH
Nombre de la planta
# %AAOX ICso
(500 pg/mL) | (ug/mL)
Palicourea andaluciana 27.98 137.6
Piper crassinervium 27.85 252
Cladocolea loniceroides 40.46 7.24
Hidroquinona (control positivo) 50.08 -

Cladocolea loniceroides mostro el ICso mas bajo con una valor de 7.24
ng/mL, el cual indica un alto potencial antioxidante segun la clasificacion
de Ramos et al., (2003). Entre tanto, en la literatura se encontré que el
antioxidante sintético butilhidroxitolueno (BHT) present6 un ICso de 11.5
ng/mL (Trabelsi et al., 2012); al comparar este valor con el obtenido por
el extracto metanolico de Cladocolea loniceroides se confirma la
destacada actividad y se puede inferir que éste es un antioxidante

natural promisorio.
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6.3.2. Ensayo ABTS**

6.3.2.1. Condiciones preliminares para el ensayo
ABTS*"

El ensayo ABTS®" se basa en la transferencia de electrones; por lo cual
los diferentes compuestos antioxidantes presentes en el extracto, donan
uno o dos electrones para reducir el radical cation como se observa en
la Figura 24 (Osman, Wong & Fernyhough, 2006), dando una medida
precisa de la capacidad antioxidante total en el punto final de reaccién
(Wootton-Beard, Moran, & Ryan, 2011). La formacion del radical cation
ABTS*" fue inducida mediante la adicién del persulfato de potasio; se
incubo6 durante 16 horas y se almaceno en la oscuridad, puesto que éste

es muy sensible a la luz y se degrada rapidamente. (Re et al., 1999).

6.3.2.2. Determinacion de la actividad antioxidante
por el método ABTS**

Para este ensayo se midid el %AA0x del extracto frente al radical
cation ABTS®". Se analiz6 después de saber que en el ensayo del DPPH*
se consider6 como extracto activo, los resultados del ensayo en
concentraciones de 10, 50, 100, 250, 500 pg/mL se muestran en la
Tabla 19 donde se aprecia un %AAOx = 25 a partir de la concentracién

de 250 ppm del extracto.

Tabla 19. Porcentaje de actividad antioxidante obtenida mediante el ensayo ABTS®" para
el extracto metandlico de C. loniceroides, evaluado a diferentes concentraciones.

.. | % Actividad Antioxidante | Promedio
Concentracion o DS
Ensayo 1 Ensayo 2 %AAOX
10 ppm 2.34 1.31 1.83 0.73
50 ppm 10.05 12.03 11.04 1.40
100 ppm 23.44 24.39 23.92 0.67
250 ppm 48.52 48.78 48.65 0.18
500 ppm 92.29 93.11 92.70 0.58
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Figura 42. Estructura del ABTS y del radical catién ABTS®".

En la Tabla 20 se presenta el ICsp de la actividad antioxidante por el
método de ABTS®*" y el %AAOx obtenido a una concentracion de 500
Hg/mL para los extractos metandlicos de Palicourea andaluciana, Piper
crassinervium (Tovar, 2013) y Cladocolea loniceroides, datos
comparables ya que éstas especies se analizaron bajo la misma técnica.

La especie Cladocolea loniceroides obtuvo un porcentaje de actividad
antioxidante destacado con valor de 92.70% y una ICso de 2886 ug/mL.
Muchas evidencias experimentales han mostrado que hay una relacion
no-lineal entre la concentracion del antioxidante y la concentracion del
radical DPPH®* (Zheng & Wang, 2001) y como consecuencia de esto, la

determinaciéon del ICsp se hace un poco mas compleja, puesto que en la
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regresion no-lineal deben tenerse en cuenta factores como el modelo de

regresion que se va a utilizar y las opciones de ponderacion.

Tabla 20. Porcentaje de la actividad antioxidante por el ensayo ABTS®" para cada extracto
de metanol activo y su respectiva concentracion inhibitoria 50.

Extractos de metanol
Nombre de la planta Ensayo ABTS

%AAO0X [of

(500 pg/mL) | (ug/mL)
Palicourea andaluciana 23.79 3588
Piper crassinervium 23.38 3466
Cladocolea loniceroides 92.70 2886
Hidroquinona (control positivo) 98.08 -

En este trabajo la determinacion de este parametro (ICsp) se llevo a
cabo a través del modelo de regresion no-lineal log(dosis) vs respuesta,
generandose una curva, ajustando por medio de minimos cuadrados los
datos experimentales tanto como sea posible, hallando un modelo de
ecuacion adecuado (Zheng & Wang, 2001). Si en la reaccion del
antioxidante con el radical cation ABTS®" el porcentaje de actividad
antioxidante aumenta proporcionalmente al aumento de |la
concentracién y no consigue un estado estacionario, se puede inferir que
el valor ICsp va a ser muy alto en el momento de hacer la regresion no
lineal lo cual podria explicar los valores obtenidos para el extracto
vegetal por medio del ensayo ABTS®*.

El material de estudio fue seleccionado con base en sus usos en la
medicina tradicional y por su potente efecto antioxidante (40.46% de
neutralizacion para el radical DPPH®* y 92.70% para el radical catiénico
ABTS*"), importante criterio para seleccionar la materia prima destinada
al descubrimiento de sustancias biol6égicamente activas (Cox & Balick,
1994; Houghton, 2001; Fabricant & Farnsworth, 2001).
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6.2. DETERMINACION DE EQUIVALENTES
TROLOX

Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromen-2-carboxilico (Trolox) es un
analogo del a-tocoferol soluble en agua. Es conocido por su alta

capacidad antioxidante y por tanto es utilizado como compuesto de
referencia y la AAOX es expresada como equivalentes Trolox (Oehlke,
Heins, Stockmann, Sonnichsen & Schwarz, 2011), principalmente para
los métodos de DPPH® y ABTS®".

Para realizar comparaciones con otras investigaciones del porcentaje
de captacion de radicales libres es necesario unificar unidades para lo
cual es utilizado usualmente el Trolox (Arts, Haenen, Voss & Bast,
2004), puesto que en los protocolos seguidos por los diferentes
investigadores para la determinacion de la AAOx varian las condiciones
(proporciones de los reactivos, concentraciones y tiempos de medicion).

Por ello, se realizé una curva de calibracion con Trolox para el ensayo
DPPH* (Figura 43) con un coeficiente de correlacién de R?= 0.9981 vy
otra para el ensayo ABTS** (Figura 44) con un coeficiente de correlacion
R?= 0.9971, a partir de las cuales fue posible expresar la actividad
antioxidante del extracto metandlico de Cladocolea loniceroides

evaluada en pg Trolox/g de extracto. Los respectivos %AAOXx para cada

concentracién de Trolox evaluada se presentan en la Tabla 21.
En la Tabla 22 se muestran la actividad antioxidante de los extractos
de metanol activos, obtenidos mediante los ensayos de DPPH® y ABTS®*

expresada en equivalentes Trolox a una concentracion de 500 pg/mL.
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Figura 43. Curva de calibracidn Trolox para el ensayo de DPPH®.
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Figura 44. Curva de calibracién del Trolox para el ensayo de ABTS®".
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Tabla 21. Porcentaje de la actividad antioxidante a diferentes concentraciones de Trolox.

Concentracion Trolox % AAOX
(1M)
1 0
2 0.80
4 3.35
8 6.02
16 14.85
32 28.91

Tabla 22. Concentracion en equivalentes Trolox de los extractos de metanol activos por
los métodos de DPPH® y ABTS®".

Equivalentes Trolox
Nombre de la planta (ng de Trolox/g de extracto)
DPPH*® ABTS®"
Palicourea andaluciana 27.01 212.72
Piper crassinervium 25.15 203.02
Cladocolea loniceroides 44.06 852.00
Hidroquinona (control positivo) 54.31 901.91

Para los ensayos de DPPH® y ABTS*" se puede observar que la especie

mas destacada por sus concentraciones altas de equivalentes Trolox es
Cladocolea loniceroides con valores de 44.06 y 852 ug de Trolox/g de

extracto, respectivamente, en comparacibn con las 2 especies
anteriormente mencionadas Palicourea  andaluciana 'y  Piper
crassinervium (Tovar, 2013), extractos de metanol activos.

Se encontré una alta correlaciéon entre ambos ensayos (DPPH® y
ABTS**"), tal como se observé en otras investigaciones (Babbar, Oberoi,
Uppal & Patil, 2011; Floegel, Kim, Chung, Koo & Chun, 2011), con un
R?= 0.9364 (Figura 45), lo cual muestra que los extractos evaluados
tienen actividades comparables por ambos métodos y por tanto que

estos son reproducibles al momento de medir la actividad antioxidante.
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Correlacion entre los equivalentes trolox de los
extractos de metanol para los ensayos DPPH* y ABTS**
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Figura 45. Correlacion entre los equivalentes Trolox de los extractos de metanol para los
ensayos DPPH® y ABTS®".

Se observé también que mediante el ensayo ABTS®' se obtuvieron
porcentajes de actividad antioxidante mucho mas altos que por medio
del ensayo DPPH®, lo cual concuerda con datos reportados por Floegel et
al., (2011). Hay algunas razones por medio de las cuales se podria dar
explicacion a este hecho, la primera se basa en la longitud de onda a la
cual se realizaron las medidas para cada ensayo.

Para en el ensayo ABTS®" se tom6 una A= 732 nm, mientras que,
para el ensayo DPPH" se midi6 a A= 517 nm. Desde la region del visible
hay interferencias en la medicibn de compuestos coloreados como
antocianinas y carotenoides que estén presentes en los extractos
evaluados a 517 nm (Beserra et al., 2011).

Otra razén podria ser el mecanismo de reacciéon del DPPH™ con los
antioxidantes, lo cual esta directamente relacionado con la conformacion
estructural de los mismos; es decir un antioxidante pequefio con mayor
acceso al radical mostrara mejor actividad antioxidante, teniendo

presente que el DPPH™ estd impedido estéricamente (Beserra et al.,
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2011). Por udltimo, esta diferencia podria estar basada en la reaccion
reversible del radical DPPH™ con fenoles como eugenol y sus derivados,
lo cual llevaria a bajas lecturas de actividad antioxidante (Bondet et al.,
1997).

Como se menciond, se encontraron diferencias entre los dos ensayos
de captura de radicales libres (DPPH® y ABTS*") empleados y se dieron
algunas razones que podrian explicar dichas diferencias. Ademas, es
necesario mencionar otra posible explicacién, ya que aungque ambos
ensayos miden la capacidad de los antioxidantes presentes en una
muestra para capturar el radical libre preformado, sus condiciones de
reaccion y cinética son diferentes. El radical libre DPPH® es estable en su
formacién por facil disolucion en metanol. En contraste, el radical cation
ABTS*" se crea por reaccion entre el ABTS con el oxidante, persulfato de
potasio, lo cual lo hace menos estable y mas transitorio.

En términos de tiempo de corrida, los extractos reaccionan mas
lentamente con el radical DPPH® necesitando 30 minutos para alcanzar
su estado estacionario lo cual lo pone en desventaja con el radical cation
ABTS®*, el cual alcanza su estado estacionario muy réapidamente
(Jayasri, Mathew & Radha, 2009); por tanto, la estequiometria de las
reacciones y el mecanismo de reaccién son muy distintos.

Otra diferencia importante entre ambos ensayos es que el ABTS®'
puede ser disuelto en un medio organico u acuoso y en ambos puede
medirse su actividad antioxidante teniendo en cuenta la naturaleza
hidrofilica o lipofilica de los compuestos en la muestra (Wojdylo,
Oszmianski & Czemerys, 2007). Contrario a esto, el DPPH® solo puede
medirse en un medio organico, lo cual es un limitante para la
interpretacion de la capacidad antioxidante de los compuestos

hidrofilicos evaluados (Surveswaran, Cai, Corke & Sun, 2007) y podria
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ser una razén para la diferencia presentada entre el potencial de
captura.

Pérez & Saura (2006) analizaron la influencia del solvente en la
capacidad antioxidante, encontraron que en el ensayo ABTS®', los
extractos en agua presentaron 40% mas actividad antioxidante que
aquellos disueltos en metanol-agua (50:50 v/v); por el contrario, en el
ensayo DPPH® se pudo observar claramente una disminucion de la
actividad en los extractos acuosos.

Estudios epidemiolégicos han demostrado una relacidon inversa entre
la ingesta de las catequinas y el riesgo de ECV. El amplio rango de
actividades bioldgicas descritas para especies ricas de los flavan-3-oles
apoyan la potencial proteccion cardiovascular, incluyendo los efectos
sobre el tono vascular, la funciéon endotelial, la presidon sanguinea, la
resistencia a la insulina, la tolerancia a la glucosa, la reactividad
plaguetaria, y proteccion de los sistemas inmune y antioxidante. Los
flavonoides son compuestos de importancia a nivel cardiovascular, se ha
demostrado que hay una asociacion inversa entre la ingesta diaria de
flavonoides y la mortalidad a causa de una enfermedad coronaria. Este
efecto cardioprotector podria explicarse por la combinacion de
propiedades antioxidantes, antiagregantes plaguetarias y
vasodilatadoras (Carroll, Guthrie, So & Chambers, 1998).

El descubrimiento de estas propiedades resulta interesante y util
particularmente como fuente de AOx naturales, alimentos funcionales y

nutracéuticos (Miliauskas, Venskutonis & Van Beek, 2004).
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7. CONCLUSIONES

Esta investigacion representa una contribucion al conocimiento de la
especie Cladocolea loniceroides, planta medicinal utilizada en las
practicas meédicas tradicionales del centro y sur de México, ya que un
compuesto se detectd y dos se aislaron, los cuales no habian sido
reportados para la especie en estudio. Para llegar a ratificar y elucidar
las estructuras de dichos compuestos se utilizé la técnica de LC-MS para
el compuesto cinarina (1), RMN y HPLC para los compuestos (-)-
epicatequina (2) y (+)-catequina (3).

El método LC-MS resulté ser muy eficiente para dilucidar de manera
contundente la presencia de un determinado tipo de acido fendlico de
acuerdo a su peso molecular.

El andlisis del extracto metandlico por HPLC permitié identificar a la
(-)-epicatequina y la (+)-catequina como los constituyentes
mayoritarios de Cladocolea loniceroides del alamo blanco.

El extracto metandlico de la especie de muérdago Cladocolea
loniceroides que infesta a los olmos blancos es una fuente para la
obtencion de polifenoles.

La actividad antioxidante del extracto metandlico de hojas por el
ensayo ABTS*" fue significativamente mayor a la obtenida por el ensayo
DPPH®; sin embargo, se encontré una buena correlacion entre ambos. El
extracto metandlico de Cladocolea loniceroides presentd porcentajes
altos de actividad antioxidante con valores de neutralizacion para el

radical DPPH® de 40.46% (44.06 ug de Trolox/ g de extracto) y 92.70%

(852.00 pg de Trolox/ g de extracto) en el ensayo de neutralizacion del

radical cationico ABTS®*, la alta AAOx pudiéndose deber a la cinarina,

(-)-epicatequina y (+)-catequina.
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8. PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en éste trabajo marcan una pauta para un
estudio de produccion de metabolitos de la especie Cladocolea

loniceroides para ello sera necesario:

s Aislar y caracterizar los compuestos minoritarios del extracto

metandlico de Cladocolea loniceroides analizado.

« Determinar el contenido de fenoles totales del extracto.
% Realizar pruebas de antioxidantes empleando reactivos especificos

in vivo, utilizando ratas como modelo experimental.

« Con el conocimiento de la actividad antioxidante, proporcionar una
estimacion de su potencial terapéutico.

% Evaluacion farmacologica para pruebas especificas relacionadas
con el uso tradicional de la planta, ya que la composicion quimica
de Cladocolea loniceroides la hace una fuente promisoria de

busqueda de biomoléculas con actividades bioldgicas.
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