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AcOEt Acetato de etilo
ABTS 2.2 -azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-
sulfonato de amonio
ABTS™ Radical 2.2"-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina)-6-sulfonato de
amonio
AlCl3 Tricloruro de aluminio
AG Acido gélico
AscH Acido ascorbico
Asc Acido deshidroascorbico
BHA ter-butilhidroxianisol
BHT ter-butilhidroxitolueno
C. Crataegus
CAT Catalasa
Ccf cromatografia en capa fina
CH3OH-da. Metanol deuterado
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COX Ciclooxigenasa
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Cu’ lon cobre (1)
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e Electron
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ELISA Ensayo enzimético inmunosorbente
ESR Resonancia de spin electronico
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GSH




i
]

| LISTA DE ABREVIATURAS

— =i~
Lista de abreviaturas (continuacion)
GSSP Glutation oxidado
GSP Glutation peroxidasa
GST Glutation S-Transferasa
H* Proton
HAT Atomo de hidrégeno de tranferencia
HCOOH Acido formico
HCI Acido clorhidrico
HO Anion hidroxilo
HIV Virus de la Inmunodeficiencia Humana
HO, Radical perhidroxilo
H>O Agua
HsCCOOH Acido acético
INSP Instituto Nacional de Salud Publica
Kg Kilogramo
K2S,0s Persulfato de potasio
LDL Lipoproteina de baja densidad
LOO Radical peroxilo
LOOH Peroxido lipidico
LOX Lipoxigenasa
M Metro
MHz Mega Hertz
Mg Miligramo
mg AA/g mg equivalentes de acido ascoérbico por
cada gramo de extracto
mg AG/100 g mg equivalentes de acido galico por
cada 100 gramos de extracto
mg Q/100 g mg equivalentes de quercetina por cada
100 gramos de extracto
mg TEAC/g mg equivalentes a capacidad
antioxidante de Trolox® por cada
gramo de extracto
mL Mililitro
ul Microlitro
us Microsegundo
mM Milimolar
Mm Milimetro
Mn Manganeso
MogO23 Oxido de molibdeno
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Na,WO, Tungstato sodico
NO Oxido nitrico
NOS Oxido nitrico sintetasa
O lon oxeno
o lon éxido
0, lon radical superéxido
0,” lon peréxido
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1. INTRODUCCION

El género de nombre Crataegus, proviene del griego de la palabra “kratos” que
significa tan duro como la madera (Verma et al., 2007). Crataegus comprende un
grupo complejo de arboles y arbustos, nativos en zonas templadas del norte de
América (incluyendo México), se encuentra principalmente en latitudes a 30° y 50°
N. En general, no son &rboles grandes o bien, son arbustos que utilizan como
cercas para delimitar en los terrenos o casas, que principalmente se pueden hallar
en bosques. (Robertson, 1974; Huang et al., 2004; Donmez, 2004).

Crataegus mexicana mejor conocido como tejocote, es un fruto del arbol del
mismo nombre, perteneciente a la familia de las rosaceas, nativo de México,
(Nufiez et al., 2008). Desde la época prehispanica, los frutos del tejocote fueron
colectados para el consumo y sembrados en huertas de los pueblos indigenas,
posteriormente fueron colectados con fines comerciales. Los frutos de las
especies de Crataegus son utilizados en las celebraciones tradicionales de Todos
los Santos y Navidad, principalmente en la elaboracién de bebidas (ponche) y
consumo en fresco (dentro de las pifiatas). El tejocote, por lo tanto, es una parte
importante de la cultura tradicional mexicana (Nufiez et al. 2009). Hasta el siglo
XIX, la Sociedad Mexicana de Historia Natural relata el uso del tejocote como
diurético y pectoral. A partir del siglo XX, varios autores e instituciones reportan
sus usos medicinales. En México se emplea para el tratamiento de afecciones
digestivas, renales, cardiacas y del tracto respiratorio (Argueta et al.1994), como
diurético (Cabrera, 1982), antidiabético (Cedillo, 1990; Gonzalez, 1981; Martinez,

1980), incluso para adelgazar (Argueta et al. 1994). La droga consiste en la parte

1
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externa y protectora de la raiz, flor, hojas y fruto (Hernandez, 2008). En la
literatura disponible existen pocos reportes de estudios fitoquimicos de C.
mexicana.

Gracias a éstos se sabe que en raiz, hojas flores y frutos se encuentran resinas,
ceras, taninos, flavonoides, &cidos orgénicos, reductores, principios peptidicos,
glucidos y azucares. Estudios realizados con los extractos alcohdlicos de las
hojas, flores, frutos, corteza y raiz, describen la accién cardiotonica sobre corazon
aislado de tortuga, la cual consistid en la disminucién de la frecuencia y la
ampliacion de las contracciones cardiacas, identificando la sustancia activa como
crategina (Breton, 1941; Verma et al, 2007). Ademas, los extractos
hidroalcohdlicos tanto de las raices como el de las hojas presentaron inhibicion de
la ECA.

Se estima que hay aproximadamente 280 especies diferentes en el mundo. La
seleccion de la especie para el fruto en estudio, se realiz6 considerando que es
una con los frutos mas comercializados en México con fines aperitivos y curativos,
tanto en centros de acopio de hierbas curativas como en mercados, tianguis y

otros expendios de drogas crudas y productos herbolarios terminados.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Nombres comunes

Crataegus mexicana es una especie nativa de México y es conocida con
diferentes nombres comunes, por ejemplo en Chiapas se le llama “Kanal chiste”,
manzanilla, manzanito, manzanillo, tejocote cimarrén (Argueta et al. 1994); en el
Distrito Federal se le conocia como “texdcotl” del nahuatl que significa “tetl” piedra
y “xocotl” que significa fruto acido, por lo tanto el significado es “fruto acido de
piedra” (CONABIO, 2011); en el Estado de México “npeni” (otomi) (Argueta et al.
1994), “pedyi” (lengua mazahua); en Michoacan “karhasi”, “karasa”, “karash”,

“karasu” (purépecha) (Rzedowski et al. 2005), “caiasa”, “carasu” (lengua tarasca),
manzanilla, manzanita; en Oaxaca: “pelo-uij’, “yaga-be-lohui” (lengua zapoteca),
‘el pate-shima-lo” (lengua chontal) (CONAFOR 2011), manzanita tejocotera,

hierba del tejocote, texcocotl (Marquez, 1999).

2.1.1. Sinonimia botanica

Crataegus mexicana Moc. Sessé, Crataegus stipulosa (Kunth) Steudel.

2.2. Categoria taxonomica de Crataegus mexicana

La categoria taxonomica de C. mexicana se muestra en el Cuadrol.
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Cuadro 1. Categoria taxondmica de Crataegus mexicana (Hernandez, 2008).

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta

Subdivisién: Spermatophyta

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Rosales
Familia: Rosaceae

Subfamilia: Maloideae
Género: Crataegus

Especie: Crataegus mexicana

2.3. Descripcion

2.3.1. Descripcion macroscoOpica de Crataegus mexicana

Crataegus mexicana, crece en un arbol de 4 a 7 m (incluso hasta 10 m) de alto y
gue en ocasiones son arbustos, de hoja decidua, por lo comun provisto de espinas
gue a menudo son muy fuertes, hasta 5 (6) cm de largo, en ocasiones parcial 0
totalmente inerme; tronco hasta de 30 cm de diametro, ramas café-rojizas, con el
tiempo se vuelven grisaceas, las mas jovenes son densamente vilosas, estipulas
lanceoladas o blanceoladas, hasta de 1.2 cm de largo y 2 mm de ancho, a veces
falcadas o semiovadas y algo mas cortas y anchas, con glandulas cortamente

estipitadas en el margen, caedizas, peciolos de 5 a 10 mm de largo, mas o0 menos
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canaliculados en el haz, ldminas foliares amplia o estrechamente elipticas a
lanceoladas blanceoladas, a veces tendiendo a rombicas, de 3(2.5) a 7.5(9) cm de
largo por 1.5(1) a 4(5) cm de ancho, apice agudo o a veces obtuso a casi
redondeado, en ocasiones apiculado, base por lo general cuneada, margen
comunmente serrado hacia la parte superior con dientes granduliferos y entero
hacia el medio o tercio inferior, en las hojas de ramas jovenes a veces tendiendo a
algo lobado (WHO, 2003; Huang et al., 2004; Rzedowski et al., 2005).

Tiene hojas con laminas romboideo-elipticas a ovadas u oblongas a ovadas, de 3
a 11 cm de largo, por 1 a 5 cm de ancho (Gutiérrez, 1991), con el borde aserrado
(Cedillo, 1990), vena media hundida en el haz, prominente en el envés, con 6 a 8
pares de venas laterales evidentes, de textura algo coridcea en la madurez, de
color mas oscuro en el haz, densamente vilosas por ambas caras, en especial en
la juventud en el envés y sobre las nervaduras, pero con tendencia a la
glabrescencia con la edad, a veces quedando practicamente lampifias con
excepcion de las nervaduras (Rzedowski et al., 2005).

Inflorescencia corimbioforme, densamente blanco-vilosa compuesta de 4(3) a
10(12) flores, con frecuencia acompafadas de varias 0 numerosas bracteas
provistas en el margen de glandulas cortamente estipitadas; flores de 1.5 a 2 cm
de diametro; hipantio blanco viloso por fuera, los segmentos del caliz
estrechamente triangulares, de 5 a 7 (8) mm de largo, terminados en punta u
ocasionalmente con 2(4) dientes glandulosos en el apice, de margen por lo
general entero, pero en algunos casos con varias glandulas cortamente estipidas,

por lo comun densamente vilosos por fuera y por dentro, excepcionalmente
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glabros por fuera; pétalos blancos, a veces algo tefiidos con color rosa,
suborbiculares, cortamente unguiculados, de 8 a 10 mm de largo y casi otro tanto
de ancho; estambres alrededor de 20, dispuesto en 2 verticilos de longitud algo
desigual, anteras oblongas, de 1 a 1.5 (1.7) mm de largo; estilos 2(2) a 5, de los
cuales 1 6 2 pueden estar mal desarrollados (Rzedowski et al., 2005), corola y
androceo en el borde del céliz; el gineceo infero constituido por 5 carpelos unidos
al eje floral: en cada division del ovario hay dos évulos ascendentes (Owen, 1932).
El fruto es amarillo-anaranjado, globoso o algo turbinado (Rzedowski et al., 2005),
carnoso y seco (Méarquez, 1999) de 1.5(1.2) a 2.5(4) cm de didmetros, con
frecuencia mas o menos viloso, sobre todo en la juventud; l6bulos del céliz
persistentes, nuculas 3(1) a 5, lisas, de color café, a menudo trigonas, de 6 a 10
mm de largo (Rzedowski et al., 2005). Usualmente tiene 3 6 4 semillas, muy duras,
de 1 cm de largo, cafés, lisas, con tres costillas (Gutiérrez, 1991), ellas contienen
un embrién voluminoso desprovisto de endospermio (Owen, 1932; WHO, 2003;

Huang et al., 2004).

2.3.2. Descripcién microscépica de Crataegus mexicana

La madera presenta porosidad difusa, la mayoria de los poros son solitarios y
pocos son multiples radiales de 2, son muy numerosos, de contorno oval, de
diametro tangencial pequefo. Los elementos de vaso son medianos, sus paredes
presentan punteaduras aeroladas alternas, redondas a ovales, la platina de
perforacion es simple y la pared terminal es oblicua. Algunos presentan gomas. El

parénquima axial es apotraqueal difuso agregado. Los radios son pocos,
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uniseriados, de 8 células de altura y la mayoria son biseriados, numerosos,
heterogéneos, muy bajos y finos. Las punteaduras de radio-vaso son semejantes
a las intervasculares. Ambos parénquimas presentan gomas y el radial presenta
cristales prismaticos. Las fibras son de tipo fibrotraqueida, de longitud corta, de

diametro fino y de pared delgada (Pérez et al., 2008).

2.4. Origen del género Crategus

Existen aproximadamente 280 especies del género Crataegus, las cuales tienen
su origen en China y México. Son cultivadas en Asia, Australia, Canada, México,
América Central y Ecuador (Vivar et al., 2005). Se distribuye en todo el mundo,
pero principalmente en el hemisferio norte del planeta (Nieto et al., 2009). El
género Crataegus es el mas amplio y taxonomicamente complejo de los géneros
de plantas superiores en Estados Unidos de América, se han reportado 13
especies en el norte y centro de México y dos o mas especies pueden existir en el
sur de México. Phipps y sus colaboradores (2003) reportaron que las especies
mexicanas pertenecen a seis diferentes series taxonomicas (baroussaneae,
greggianae, pervifoliae, madrenses, cruz-galli y mexicanae), pero se desconoce la
ubicacion de la mas amplia biodiversidad de Crataegus en México (Nufiez, 2009).
Adicionalmente, la identificacion de estos ejemplares de este género es
problematica, se cometen errores al identificar ejemplares de tejocote como C.
Pubescens (Kunth) Steud que es un nombre incorrecto desde 1997, siendo
correctamente referido como C. gracilior Phipps (1997), para ciertos especimenes;

ademas, que a partir del trabajo de Eggleston (1909) es conocido C. mexicana DC
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y C. pubescens (C. gracillior) son dos especies diferentes, lo que fue
desapercibido por los taxbnomos mexicanos hasta la reclasificacion de Phipps
(1997), esto fue ampliamente discutido por Nufiez (2008) quien cuestion6 la
validez de nombres especificos como C. estipulosa (Kunth) Steud para
especimenes identificados en el sur de México. El nombre comun que se da en

México para especies del género Crataegus es “tejocote” (Nuiez, 2009).
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Figura 1. Crataegus mexicana. A. Rama con hojas, flores y espinas; B. Corte
longitudinal de la flor; C. Rama con frutos. llustrado por Miguel Carmona, excepto

el dibujo B, que fue realizado por Rogelio Cardenas (Rzedowski et al., 2005).
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2.5. Distribucion geografica de Crataegus mexicana

De acuerdo a Morrone (2005), en México, la ubicacion del tejocote se distribuye en
una zona denominada como la region biogeografica del Eje Volcanico
Transmexicano. La principal zona de distribucion es el Eje Neo-Volcanico desde
las zonas altas de Veracruz en frontera con Puebla hasta las zonas montafiosas
de Jalisco muy cerca de la costa del Océano Pacifico, asi como algunos puntos en
la Sierra Madre Oriental a la altura de la sierra de Hidalgo y en el sur en la sierra
de Oaxaca y unos puntos aislados en Chiapas (Nufiez, 2009).

En este sentido el principal estado productor de tejocote en México es Puebla con
alrededor del 80% de la produccién nacional (SIAP 2014, Nufiez, 2009); aunque
cabe mencionar que en estadisticas oficiales no toman en cuentan producciones

de huertos familiares, ni recoleccién de manera natural.

Figura 2. Distribucion estimada de C. mexicana Moc Sessé y C. gracilior Phipps
en México (Nuiiez et al.,2009).

10
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2.6. Historia de Crataegus mexicana

Se sabe que a principios del horizonte preclasico existian pequefios
asentamientos en las riveras del lago de Xaltocan que se dedicaban ya a la
recolecta de tejocote (Imaz, 1989).

El tejocote también se conoce en Europa en donde se le asigna el nombre de
Crataegus oxyacantha (Aubépiné) teniéndose datos de sus historia medicinal
desde el tiempo de Dioscorides, proporcionados por el sefior Enrique Leclerc, en
su articulo “L" aubépiné” (Owen, 1932).

Vicente Cervantes profesor de botanica de la Ciudad de México de 1788 a 1829,
también hace referencias al tejocote en su “ensayo a la materia vegetal de México”
nombrandolo Mespilus mexicana menciona sus propiedades astringentes (Bulletin
of Miscellaneous Information, 1933).

Sesse y Mocifio quienes explotaron grandes distritos de México entre 1795 y 1804
lo describen en su “Plantae Novae Hispaniae” como Crataegus crus-galli o
“Texocotl” de los mexicanos. Las describe como “bayas agridulces, comestibles y
principalmente utilizadas para conservas dulces, ya que se produce una gran
cantidad de jalea, que preparada con azucar es preferida por los indios” (Bulletin
of Miscellaneous Information, 1933).

Los indigenas mexicanos tomaban infusiones para curar erupciones en la piel,
para disminuir la temperatura del cuerpo, particularmente mezclado con capulin
(Bulletin of Miscellaneous Information, 1933).

Hasta el siglo XIX, la Sociedad Mexicana de Historia Natural relata el uso del

tejocote como diurético y pectoral. A partir del siglo XX, varios autores e

11
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instituciones reportan usos medicinales. El Instituto Médico Nacional lo menciona
como diurético; Alfonso Herrera como pectoral y diurético eficaz, Maximino
Martinez como antitusigeno y diurético, Luis Cabrera como digitalico, diurético y
tonico. Finalmente, la Sociedad Farmacéutica de Meéxico lo sefala como
afrodisiaco, diurético y pectoral (Argueta et al., 1994).

En 1932 Owen realizd un analisis quimico y un estudio farmacoldgico. Mas tarde
Breton realiz6 un estudio similar. En 2009 Hernandez realizé una tesis enfocada a
la inhibicion de la ECA con extracto de Crataegus mexicana, en la que logré
identificar un compuesto responsable de esta actividad.

Algunas especies de Crataegus son descritas en farmacopeas muy antiguas y se
emplean como una alternativa para el tratamiento de una variedad de condiciones

cardiovasculares, incluyendo angina, hipertension y arritmias (Hernandez, 2008).

Cuadro 2. Especies del género Crataegus que se emplean en el tratamiento de la
hipertension arterial sistematica y en otros padecimientos.

Especie Pais de Propiedades y usos Extractos utilizados y/o
uso estudiados
C. aronia Israel -ECV Extracto acuoso de hojas y
-Cancer frutos.
-Diabetes
-Antioxidante
C. tanacetifolia | Alemania -Insuficiencia cardiaca. Extracto acuoso de hojas.
Turquia -Reductor de los niveles de
colesterol.
C. laevigata Alemania -Insuficiencia cardiaca Extracto metandlico de hojas,
severa. flores y frutos.

12
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Cuadro 2 (continuacion). Especies del género Crataegus que se emplean en el
tratamiento de la hipertension arterial sistemética y en otros padecimientos.

. oxycantha Alemania -Insuficiencia cardiaca. Extracto etandlico de hojas 'y

Suiza -Antioxidante. frutos.
China -Anti-inflamatorio.
-Digestivo.
-Estimulante cardiaco
-Hipotensivo.
-Arritmico.
-Diurético.
-Antihipertrensivo.

C. monogyna Lituania -Antioxidante. Extracto etandlico de hojas,

-ECV. flores y frutos.
-Cardiotoénico.
-Vasodilatador.

-Hipotensivo.

2.7. Usos de Crataegus mexicana

2.7.1. Etnobotanica

Crataegus mexicana tiene mdultiples usos descritos en la medicina tradicional
mexicana, no sustentados en informacion experimental o clinica, por ejemplo
contra la diarrea, como diurético, para malestares gastrointestinales, para tratar la
tos, la congestion de pecho y para padecimientos del corazéon, ademas para
adelgazar.

1. Afecciones digestivas: Para detener la diarrea (Gutiérrez, 1991; Argueta et al.,
1994). Para enfermedades del aparato digestivo como diarrea, amibas y en caso
de disenteria (la que se considera muy peligrosa. Acompafiada de dolores
estomacales y vomito) esta enfermedad es denominada popularmente “chi” ich”
(Chiapas). Dolor de abdomen o lombrices (oxiuros) (Argueta et al., 1994; Benli et

al; 2008; Tadic et al., 2008).

13
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2. Afecciones del tracto respiratorio: Para la tos (Gutiérrez, 1991; Linares, 1991;
Argueta et al., 1994). Para la pulmonia y el asma (Argueta et a., 1994).

3. Diurético (Cabrera, 1982).

4. Para los rifiones (Gutiérrez, 1991).

5. Antidiabético (Martinez, 1980; Gonzélez, 1981; Cedillo, 1990).

6. Para la “kuenesi’ o chipilez (afeccidon exclusiva de la etapa infantil que se
presenta cuando la madre se encuentra nuevamente prefiada, se caracteriza por
llanto continuo de los niflos que estan irritables, se adelgazan, su piel se torna
amarilla y no comen) (Argueta et al., 1994).

7. Para la hidropesia, como aperitivo y desobstruyente (Cabrera, 1982).

2.7.1.1. Formas de dosificacion a nivel popular

Para detener la diarrea, se usan dos tejocotes, un pedazo de canela y pasitas,
todo en té (Gutiérrez, 1991). Otra forma es utilizar la cocciéon de las hojas y
corteza, administrada por via oral, ademas de que sirve para dolor de estbmago y
en corajes (Argueta et al., 1994). Para el dolor de abdomen o lombrices (oxiuros),
se da el té de “manzanilla” con otras yerbas, acompafado de rezos (Argueta et al.,
1994). Para uso como diurético se toman las hojas de infusién, en la porcion de 10
g de hoja para 100 mL de agua, 3 veces al dia, antes del desayuno, la comida y la
cena. Si se utiliza la raiz, esta accion es mas marcada, por esta razon es
empleada en las inflamaciones renales y mas cuando hay anasarca, es decir
cuando los enfermos presentan una hinchazén generalizada en todo el cuerpo, ya

sea de origen renal propiamente dicho o cuando tal estado se debe a falta de

14
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energia al corazon, al parecer esto también obra reforzando y tonificando el centro
circulatorio. Parece que los frutos aumentan en forma notable la energia muscular
(Cabrera, 1982). Para afecciones renales la raiz se hierve con varias gotas de
limén, y se toma diario durante ocho dias hasta que se quite el dolor (Gutiérrez,
1991). También se prepara un té con dos frutos, 1 pedazo de raiz y canela en
medio litro de agua, se toma una taza en la mafiana y una taza por la tarde
(Linares, 1991). Otra forma de preparacion, es cocer el tejocote con flor de sauco
(Sambucus mexicana), itamo real (Arracacia aegopodioides), céascara de
chirimoya (Annona cherimola), cascara de lima (Citrus limetta) y ocote (Pinus sp.)
o simplemente con canela (Argueta et al., 1994). Para la pulmonia y asma, se
aprovecha el cocimiento acompafado con eucalipto (Eucalyptus globulus), flor de
bugambilia (Bougainvillea spectabilis), corteza de capulin (Prunus serétina spp.
capuli), sauco, flor de obelisco y gordolobo, se toma el té antes de cada comida
(Argueta et al., 1994). Para el uso como antidiabético, se hace una coccién con la
raiz, raiz de nopal y raiz de zarzamora (un pedazo pequefio para 1 L de agua), se
toma tres veces al dia como agua de uso (Cedillo, 1990). Otra forma es tomar la
infusion de la raiz con la planta istactziotzo (Piqueria trinervia cav.) (Gonzalez,
1981). También se pueden cocer 15 g de raiz y 5 g de corteza del tallo en 2 L de
agua. Dejando hervir hasta que se reduzca a la mitad y se toman 2 a 3 tazas
durante todo el dia (Martinez, 1980). Para la hidropesia, como aperitivo y como
desobstruyente, se cuece la raiz. En casos de calentura se toman bafios de la

planta con leche y jabdn “Palmolive” (SEMARNAT, 2014).

15
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2.7.2. Usos no medicinales

Se considera como una especie ‘melifera. La madera es muy dura y compacta, se
utiliza como lefia y para la elaboracion de mangos de herramienta. Los frutos son
comestibles, se comen crudos o se preparan en dulces y mermeladas. Una de las
caracteristicas del fruto es su alto contenido de pectina, misma que se utiliza en la
industria farmacéutica, textil y siderurgica, para la elaboracion de cosméticos y
como coagulante de mermeladas y jaleas; también se utiliza como forraje para
cerdos, borregos, conejos y chivos. La flor es utilizada en la produccion de miel
(CONAFOR, 2014).

Se utiliza en la conservacion de suelo y control de la erosion, para reforestar
taludes y barrancas en zonas semiaridas, es utilizada como sombra, y refugio de
fauna. Su resistencia a enfermedades y su resistencia a condiciones adversas son
caracteristicas importantes para considerarlo en plantaciones de restauracion de
sitios degradados (CONAFOR, 2014).

Ademas es utilizado como patron de semilla para injertar manzano, peral y

membrillo (CONAFOR, 2014).

2.8. Composicion quimica del fruto del género de Crataegus

En la literatura disponible hasta el momento, existen hasta el momento, existen
escasos estudios fitoquimicos de C. mexicana; sin embargo, en los frutos de otras
especies medicinales de Crataegus se han encontrado concentraciones altas de
diversos metabolitos secundarios tales como flavonoides, procianidinas

oligoméricas de flavanoles, acidos fenolicos, acidos triterpénicos, acidos organicos

"Melifera. Relativo a la miel 16
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y esteroles, asi como (-)-epicatequina y catequina (Verma et al., 2007; Hernandez,

2008). También contienen una cantidad importante de pectinas, resinas y taninos

(Argueta et al., 1994). Ademas se ha encontrado que los frutos y flores del género

Crataegus presentan constituyentes con potencialidad antioxidante, entre ellos los

acidos de epicatequina y 5-clorogénico. Por otro parte el fruto también es rico en

vitamina C, carotenos y sales minerales, entre ellas calcio, fésforo, hierro y

presenta un alto contenido de pectina (Franco et al., 2010).

Cuadro 3. Estructura quimica de algunos flavonoides presentes en el género

Crataegus (Zhang, 2001; Chang, 2002; Hernandez, 2008).

Estructura Tipo Nombre
OH
HO o]

OH _ .

Flavonoide | Quercetina
OH
OH OH

Flavonoide | Quercitrina
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Cuadro 3. Estructura quimica de algunos flavonoides presentes en el género
Crataegus (Zhang, 2001; Chang, 2002; Hernandez, 2008).

Estructura Tipo Nombre
Flavonoide | Isoquercitrina

on ©OH

OH

OH Flavonoide | Hiperésido

OH

OH

CH,OH

18
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Cuadro 3. Estructura quimica de algunos flavonoides presentes en el género
Crataegus (Zhang, 2001; Chang, 2002; Hernandez, 2008).

Estructura Tipo Nombre
Flavonoide Rutina
OH 0 '
sHC o)
HO
HO
OH
HOHC
HO ° OH
HO
OH
HO (0]
Flavonoide Vitexina
OH o)
Flavonoide | Ramndésido
de vitexina
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Cuadro 3. Estructura quimica de algunos flavonoides presentes en el género
Crataegus (Zhang, 2001; Chang, 2002; Hernandez, 2008).

Estructura Tipo Nombre
OH
HO 0
OH Flavonoide Isovitexina
HO ©
A N
OH
OH 0
OH
OH
HO o R Flavonoide Catequina
OH
OH
OH
OH )-
Flavonoide | Epicatequina
HO o]
',
“/oH
OH
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2.9. Farmacologia del género Crataegus

La mayoria de actividades farmacologicas de las especies de Crataegus, son
relacionadas principalmente a actividades cardiovasculares, como son
cardiotonicas, antiarritmicas, hipotensivas, hipolipidémicas y como agentes
antioxidantes (Garjani et al., 2000; Chang et al., 2002; Degenring et al., 2003;
Jayalaksmi et al., 2006; Long et al., 2006; Tadic et al., 2008).

Numerosos estudios en animales y ensayos in vitro que se realizaron con
extractos solubles en agua y/o alcohol, se aislaron y se usaron fracciones que
contenian flavonoides y proantocianidinas oligomeéricas, provenientes de frutos,
hojas y flores de plantas del género de Crataegus, no obstante, estos estudios se
realizaron con los extractos realizados de cada parte de la planta antes
mencionada y también con los compuestos activos aislados (hiperdsido, glucésido
7 de luteolin, epicatequina, vitexina y rutina, principalmente). Se determiné que
estos compuestos presentaron acciones cardiotdnicas marcadas, pues se observo
un efecto inotrépico positivo y cronotrépico negativo, un aumento en el flujo
sanguineo coronario, potencia cardiaca y una reduccidon en el consumo de
oxigeno. (Li et al., 1984; Bohinc, 1987; Popping et al., 1995; Schussler et al., 1995;
Kocyildiz et al., 2006).

Estas acciones se relacionan con el efecto inhibitorio de las fosfodiesterasas.
(Petkov et al., 1981; Schussler et al., 1995).

Breton en 1941 en su trabajo titulado contribucion al estudio botanico, quimico y
farmacodinamico de C. mexicana trabajé con extractos alcoholicos del fruto, hoja,

flor, corteza y raiz del tejocote. Encontré que estos extractos ejercieron accion
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cardiotonica sobre el corazén aislado de tortuga, disminuyendo la frecuencia
cardiaca y la ampliacion de las contracciones cardiacas. Obteniendo un mayor
efecto con las hojas seguido de la corteza, flores, raices y fruto. Se encontré una
correlacion positiva entre la relacion dosis-actividad. Esta accion se observo en los
extractos mas activos, aun a diluciones tan altas como 1:1000,000.

En los extractos derivados de los frutos y hojas con flores de las especies de
Crataegus, se han encontrado acciones de proteccion contra arritmias cardiacas
inducidas por aconitina, cloruro de calcio y adrenalina-cloroformo en varios
experimentos en ratas y ensayos in vitro (Costa et al., 1986; Occhiuto et al., 1986;
Antsyshkina et al., 1990). Otros estudios describen el efecto de extractos
preparados a partir de Crataegus oxyacantha y la comparacion de su eficacia con
otros farmacos cardioprotectores como la ouabaina, la epinefrina, la milrinona y el
propranolol. Los resultados obtenidos reportan una potente accion antiarritmica del
extracto, mostrando una actividad similar a los farmacos antes mencionados, pues
el extracto fue capaz de inducir ritmicidad en cardiomiocitos y actividad
antiarritmica. Estas preparaciones de extracto de Crataegus, también exhibieron
una actividad cronotropica similar, sin embargo también mostré efectos
cronotrépicos negativos y no es causado por el bloqueo del receptor -
adrenérgico. (Long et al., 2006).

Los extractos de especies de Crataegus ricos en flavonoides y proantocianidinas
oligoméricas fueron administrados via intravenosa a varias especies de animales y
se observé que prolongando las dosis dependientes de estos extractos, se

generaba un efecto hipotensivo en animales normotensivos anestesiados e
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hipertensivos (Rewerski et al., 1967; Occhiuto et al., 1986; Abdul-Ghani et al.,
1987; Haslam, 1989; Garjani et al., 2000). La accion hipotensiva fue mayormente
atribuida a vasodilatacion periférica (Twaij et al.,, 1987). En mas estudios
realizados con extractos de Crataegus, se encontré una induccién en la relajacion
dependiente al endotelio en arteria mesentérica aislada de rata. Las procianidinas
fueron identificadas como los componentes mayoritarios para este efecto (Chen et
al., 1998; Kim et al., 2000).

Se ha encontrado una disminucion de los niveles seéricos de colesterol,
lipoproteinas de baja densidad (LDL) de colesterol y triglicéridos en animales
hipercolesterolémicos y ateroscleréticos, cuando se les administra extractos de
frutos y hojas de Crataegus. Esto también inhibe de manera significativa la
deposicion lipidica en higado y aorta (Li et al., 1988; Shanti et al., 1994; Chen et
al., 1995; Shanti et al., 1996). Cuando se administraron extractos de frutos de
Crataegus en ratas alimentadas con una dieta ‘aterogénica, se observé un
aumento en la excrecion de &cidos biliares, una disminuciéon de la sintesis de
colesterol hepética y un aumento importante de union de lipoproteinas de baja
densidad a membranas plasmaticas en el higado, indicando que existe un

mejoramiento en la actividad de receptor de LDL (Rajendran et al., 1996).

Por otro lado, en algunos estudios in vitro, varios extractos de frutas, hojas y flores
de Crataegus, se han encontrado actividad antioxidante (Bahorun et al., 1996;
Bahorun et al.,, 1994). Estas actividades se relacionan en conjunto con
proantocianidinas oligoméricas y flavonoides, o bien, de manera individual, tal

como la epicatequina, rutina, hiperésido e isoquercitrina, pues también muestran

'Aterogénico. Obstruccién potencial de las arterias, tomando en cuenta los acidos grasos 23
laurico (12 carbonos), miristico (14 carbonos) y palmitico (16 carbonos) en relacién con los
acidos grasos monoinsaturados y polisaturados.
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un fuerte efecto inhibitorio contra la oxidacion de LDL humana (Zhang et al., 2001).
En muchos estudios in vivo, se ha encontrado que extractos alcohdlicos
procedentes de las frutas, hojas y flores de especies de Crataegus, producen un
efecto protector en el estrés oxidativo en ratas experimentales ateroscleroticas
(Shanthi et al., 1996). El extracto previno el aumento de la peroxidacién y la
disminucién del contenido de glutation y a-tocoferol en higado, aorta y tejido
cardiaco. Esto también normaliza los niveles de enzimas antioxidantes en los
organos antes mencionados y disminuye la actividad de superoxido dismutasa

(SOD) en ratas o ratones hiperlipidémicos (Dai et al., 1987).

2.10. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un estado en la cual se encuentra alterada la homeostasis
oxido-reduccion intracelular, es decir hay un desbalance entre los mecanismos
oxidantes y los mecanismos antioxidantes. Cuando las especies reactivas
oxidantes superan las defensas antioxidantes se produce el estrés oxidativo y
como consecuencia hay dafio a las macromoléculas celulares como proteinas,
ADN vy lipidos. Por ejemplo la lipoperoxidacion, conduce a la pérdida de las
propiedades de la membrana celular por lo que se asocia como la causa de

enfermedades como aterosclerosis y artritis reumatoides (Rios de Molina, 2003).

2.10.1. Radicales libres y especies reactivas
Los radicales libres son definidos como especies quimicas reactivas que tienen un

electron desapareado en uno de sus orbitales. Esta configuracién inestable crea
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energias que se liberan a través de moléculas adyacentes, como las proteinas,
lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos. La mayoria de los radicales libres que
dafan sistemas biolégicos son radicales libres de oxigeno y que son generalmente
conocidos como especies reactivas de oxigeno (ROS). Hay muchos bioproductos
formados en células de organismos aerobios y que pueden iniciar reacciones
autocataliticas, es decir, con moléculas que reaccionan consigo mismo, generando
radicales libres y por consecuencia, propagan un dafio en cadena. Las ROS
pueden ser generadas durante la irradiacion a la luz ultra violeta y por rayos gama
0 por rayos X, o también pueden ser producidos durante las reacciones de
catalizacion con algunos metales o por aquéllos compuestos que estan presentes
en la atmésfera como contaminantes. También son producidos por neutréfilos y
macréfagos durante el proceso inflamatorio y también por productos de las
reacciones de transporte electrénico de la mitocondria y varios otros mecanismos.
(Cadenas, 1989).

El estado molecular del oxigeno triplete es un biorradical con dos electrones de
valencia mas externos, ocupando orbitales separados con spines paralelos. Al
oxidar un no-radical, un a&tomo o una molécula, el oxigeno triplete necesita
reaccionar con otro que proporciona un par de electrones con espines paralelos
que ocupan estos orbitales electronicos libres. Sin embargo, los pares de
electrones comunmente tienen espines opuestos y asi, afortunadamente imponen
una restriccion en la reaccion del oxigeno triplete con mas moléculas organicas. El
estado basal del oxigeno puede ser convertido en muchas especies reactivas

oxidantes (ROS), formados por la energia de transporte por reacciones de
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transferencia del electron. El primero conduce a la formacion de un oxigeno
singulete, mientras después resulta en la reduccion secuencial del superéxido,

peréxido de hidrogeno y radicales hidroxilos (Figura 3) (Apel et al., 2004).

lon radical lon lon

Dioxigeno  Superéxido  Perdxido Oxeno lon Oxido

0, —2>0, ——> 0" ——5 0’ ——> 0 —2—> 0"

+ + +
2H 2H lH M

‘0, HO, H,0, H,0 HO H,0
Oxigeno Radical Peréxido de Agua Radical Agua
singulete  Perhidroxilo hidrégeno hidroxilo

Figura 3. Generacién de diferentes ROS por energia de transferencia o reduccion

secuencial univalente del estado basal del oxigeno triplete (Apel et al., 2004).

2.10.1.1. Origen
Una fuente de estas especies radicales activas es la mitocondria puesto que solo
el 90% del oxigeno inhalado se consume en la cadena respiratoria; del restante
10%, alrededor del 2%, se transforma en radical superdxido. Otra fuente la
constituyen los fagocitos activos porque éstos producen el superdxido como
mecanismo protector frente a agentes u organismos extrafios. Por udltimo el
endotelio produce Oxido nitrico como factor relajante durante las reacciones
inflamatorias, mismo que es transformado en radical peroxinitrilo por accion del
radical superoxido. Las fuentes enddgenas de ROS incluyen la mitocondria, el

metabolismo del citocromo P450, peroxisomas y la activacion de células
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antiinflamatorias. Adicionalmente a las fuentes enddgenas, la produccion de
radicales se ve influenciada por factores ambientales externos como lo son los
componentes del humo del cigarro, los contaminantes ambientales, las

radiaciones gamma y la luz ultra violeta (Ferrer et al., 1999).

2.10.1.2. Efectos nocivos
Con las evidencias anteriores se deduce claramente que los radicales pueden
causar dafio, incluso la muerte celular por interaccion con las diferentes
macromoléculas. A continuacibn se exponen las reacciones entre las
macromoléculas y los radicales libres:
Lipidos. El radical -OH ataca las cadenas laterales de los acidos grasos de los
fosfolipidos membranales originando radicales peroxilo. Los nuevos radicales
tienen la capacidad de atacar los fosfolipidos adyacentes en un intento por
estabilizar su estructura, generandose una reaccion en cadena llamada
lipoperoxidacién (Velazquez et al., 2004).
Proteinas. Algunas cadenas laterales de los aminoacidos que conforman a las
proteinas son susceptibles de ser atacadas por el radical hidroxilo, en
consecuencia, las proteinas pueden perder su estructura cuaternaria y finalmente,
su actividad bioldgica (Velazquez et al., 2004).
Carbohidratos. Los monosacaridos oxidados por los radicales libres pueden
combinarse con los grupos carbonilos de las proteinas (Velazquez et al., 2004).
Acidos nucleicos. La interaccion de los radicales libres con estas moléculas causa

cambios conformacionales por la modificacion de las bases nitrogenadas y pérdida
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de nucledtidos. Lo anterior conlleva a mutaciones y carcinogénesis, pérdida de la

expresion por dafio a un gen especifico (Velazquez et al., 2004).

2.10.3. Sistema de defensa contra el estrés oxidativo
Los efectos bioldgicos de los radicales libres son controlados en los seres vivos
por una gama de mecanismos fisiologicos, tanto enzimaticos, asi como también

mecanismos no enzimaticos (Ferrer et al., 2004).

2.10.3.1. Sistemas enziméticos

En primer lugar, se cuenta con el sistema enzimético de defensa antioxidante que
estd constituido por tres enzimas: superoxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GSP) y la catalasa (CAT). Estas sélo eliminan las sustancias
potencialmente iniciadoras de la oxidacién y no intervienen en las reacciones
desencadenadas por las especies reactivas (Ferrer et al., 2004).

La SOD es una de las formas de los antioxidantes intracelulares mas efectivas y
cataliza la conversion de aniones superoxido a moléculas de peroxido de
hidrogeno. Existen varias isoformas de SOD que difieren en la naturaleza del
centro del metal activo, su composicion en sus aminoacidos, los cofactores y otras
formas. Hay tres formas de SOD humanas, Cu-SOD citosolica, Zn-SOD, Mn-SOD
mitocondrial y SOD extracelular (Landis et al., 2005). La SOD neutraliza iones
superéxidos a través de ciclos oxidativos y reductivos sucesivos de iones

metalicos de transicién en el sitio activo (Chaudieré et al., 1999).
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O, + 2H+g H,0;

Figura 4. Reaccion catalizada por la SOD (Nacher et al., 2007).

La CAT es una enzima que esta presente en las peroxisomas de células aerdbicas
y es muy eficiente en la promocion de la conversion de peréxido de hidrégeno a
moléculas de agua y oxigeno. La CAT es una de las enzimas catalizadoras mas
rapida entre las demas enzimas existentes, pues una molécula de catalasa puede
convertir aproximadamente 6 millones de moléculas de peroxido de hidrogeno a

moléculas de agua y oxigeno por minuto (Mates et al., 1999).

2H,0, “AT 5 0, + 2H,0
Figura 5. Descomposicion del peréxido de hidrégeno en especies neutras (Nacher
et al., 2007).
La GSP posee dos isoformas, una que es dependiente de selenio y otra que es
independiente de selenio y las diferencias son debidas al nimero de subunidades,
los mecanismos cataliticos y los centros activos de enlace del selenio. El
metabolismo del glutation es una de los mecanismos de defensa antioxidante mas
importantes presentes en las células. Existen cuatro formas de GSP dependientes
de selenio presentes en las personas (Chaudieré et al., 1999) y éstas se conocen
por la adicion de dos electrones para reducir peroxidos para formar selenoles (Se-
OH) y las propiedades antioxidantes de estas enzimas de selenio permiten la
eliminacion de peroxidos como sustratos potenciales por la reaccion de Fenton.

Las GSP independientes de selenio actian en asociacion con glutation tripéptido
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(GSH), que esta presente en grandes concentraciones en células y cataliza la
conversion de peroxido de hidrogeno o peroxidos organicos a agua o alcoholes
mientras simultaneamente oxida la GSH. Este también compite con la CAT por el
peroxido de hidrogeno como un sustrato y es la mayor fuente de proteccion contra

los niveles bajos de estrés oxidativo (Chaudieré et al., 1999).

2GSH + H,0, —» H,0 + GSSG
Figura 6. Descomposicion del peréxido de hidrogeno por el glutation en conjunto

con la glutatién peroxidasa (Reproducido de Matsson et al., 1998).

GSSG + NADPH + H*— 2GSH + NADP”
Figura 7. Regeneracion del glutation oxidado (GSSG) que sera reconstituido por

la accion del glutatién tripéptido y NADPH (Modificado de Matsson et al., 1998).

H,O, + Fe**— OH + OH + Fe*'
Fe** + H,0,— OOH + H' + Fe*
Fe* + 0," — Fe* + 0,
Figura 8. Serie de reacciones en la formacién de ROS, donde se involucra la
reaccion de Fenton (Ferrer et al., 1999).
Ademas se cuenta con proteinas como la ferritina, transferrina y la cerulopasmina

gue se unen a metales limitando la disponibilidad del hierro necesario para formar

el radical -OH por la reaccion de Fenton.
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2.10.3.2. Sistemas no enzimaticos

Por otro lado, se encuentra la activacion no enzimatica que consiste en la accion
de sustancias como la ubiquinona, los tocoferoles, los carotenoides y el &cido
ascorbico. Se les denominan “antioxidantes verdaderos” porque intervienen en la
cadena de formacion de radicales libres, convirtiendo a los hidroperéxidos y
radicales en compuestos estables, inactivando a los radicales lipidicos y dando
lugar a la formacion de un radical mas estable, por lo que se denominan
“scavengers” (atrapadores). La efectividad de estos antioxidantes es dependiente
de sus propiedades quimicas como las energias de enlace, la posibilidad de
formacion de distintas estructuras resonantes del radical formado y la
susceptibilidad a la oxidacion, que estd determinado por el valor del potencial
estandar de reduccion (Ferrer et al., 1999). Asi como de su disponibilidad en el
organelo y el lugar de la formacién de los radicales.

Tocoferoles. La vitamina E es una vitamina soluble en grasas que existe en ocho
isoformas. En los humanos, el a-tocoferol es la forma mas activa y es la de mayor
potencial membranal con propiedades antioxidantes empleada por la célula
(Hensley et al., 2004). La principal funcién de la vitamina E es proteger contra la
peroxidacion lipidica y existe evidencia que sugiere que el a-tocoferol y el acido
ascorbico funcionan juntos en un proceso de tipo ciclico. Durante la reaccion
antioxidante, el o-tocoferol es convertido a un radical de o-tocoferol por la
donacion de un hidrégeno labil a un lipido o a un radical peroxil lipidico y el radical
a-tocoferol puede por lo tanto ser reducido a su forma original a-tocoferol por el

acido ascorbico (Kojo, 2004).
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Acido ascérbico. La vitamina C o también denominado &cido ascorbico, es un
importante y poderoso antioxidante soluble en agua y se desempefia por lo tanto
en medios acuosos en el cuerpo. Es el antioxidante compafiero primario de la
vitamina E y de los carotenoides, asi como también trabaja en conjunto con
enzimas con funcion antioxidantes. La vitamina C coopera con la vitamina E en la
regeneracion del o-tocoferol procedentes de los radicales de o-tocoferol en
membranas y lipoproteinas (Kojo, 2004) y también aumenta los niveles de del
glutation intracelular, siendo de esta manera que juega un papel importante en la
proteccion de proteinas con grupos de tioles contra la oxidacién (Naziroglu et al.,
2005).
Por otra parte, es importante mencionar que también tiene la capacidad de
secuestrar metales y por lo tanto, de neutralizar la actividad de los mismos. Las
ROS como el oxigeno singulete y el radical superéxido, como se muestran en la
Figura 9 (Ferrer et al., 2009).
AscH+ X" — Asc + XH

Figura 9. Estabilizacién del radical libre por el acido ascorbico.
Posteriormente el ascorbato es regenerado por medio de la reduccion en sistemas
enzimaticos de NADPH (dinucléotido de nicotinamida y adenina fosfato) o NADH
(dinucléotido de nicotinamida y adenina).
Ubiquinona. La ubiquinona también llamada coenzima Q, se encuentra en la
membrana mitocondrial de las células donde participa como componente esencial
de la cadena transportadora de electrones. La forma reducida neutraliza radicales

peroxilo, pero con menos eficacia que los tocoferoles. Se encarga de regenerar al
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a-tocoferol segun la siguiente ecuacion que se muestra en la Figura 10 (Ferrer et

al., 1999).
QH+TO - Q +TQH
Figura 10. Regeneracion del radical tocoferilo por la ubiquinona (Ferrer et al.,
1999).
Carotenoides. Los carotenoides son compuestos liposolubles susceptibles a la
oxidacion, por ejemplo al ataque de radicales peroxilo, los cuales no son capaces
de abstraer el hidrégeno del carotenoide por lo que adicionado al sistema
conjugado, se da lugar a la formacién de un aducto. Figura 11 (Ferrer et al.,
2009).
LOO- + B-caroteno — LOO-B-caroteno-
Figura 11. Reaccion del radical peroxilo con la molécula de B-caroteno para

formar el aducto correspondiente (Ferrer et al., 2009).

Los carotenoides son buenos protectores de la oxidacion lipidica catalizada por la
luz ya que interfiere en la activacion del oxigeno triplete a singulete. El B-caroteno
no es destruido por este proceso ya que regresa al estado fundamental disipando

la energia en forma de calor (Ferrer et al., 1999).

2.10.4. Antioxidantes

Un antioxidante puede ser definido como cualquier tipo de sustancia que retarda,
previene o remueve el blanco del dafio oxidativo de una molécula (Prochazkoéva et

al., 2011). Esto es posible mediante el cede de electrones a radicales que son
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estabilizados, consiguiendo un combate en la degeneraciéon y muerte de células.
El radical en la molécula libre es inocuo pues posee la capacidad de deslocalizar
el electron debido a su estructura. Su accién la realiza mediante medios

hidrofilicos como hidrofobicos (Venéreo, 2002).

2.10.4.1. Clasificacion

Los flavonoides pueden ser clasificados bajo diversos criterios debidos a su
origen, sitio donde ejercen su accién y la fuente. A continuacién se muestra una
descripcion de cada una de estas clasificaciones:

a) Debido a su origen (Venéreo, 2002).

e Endogenos. Constituidos por los mecanismos de defensa del propio
organismo. Por ejemplo: SOD, GSP, catalasa, tocoferol, ubiquinona,
carotenoides y el acido ascérbico.

e Exbgenos. Son aquéllos que son adquiridos por medio de la dieta.

Principalmente se encuentran:

» Vitamina E: Es el antioxidante por excelencia de los medio lipidicos del
organismo. Se encuentran en el aceite de soya, aceite de oliva, almendra,

cacahuate, mantequilla, huevo, leche entera, etc. (Lima, 2002).

» Vitamina C. Es el principal agente antioxidante en los medios acuosos del
organismo. Gracias a su potencial de oxidacion/reduccién evita en su

presencia se oxiden otros compuestos. Debido a su naturaleza hidrosoluble
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es eliminada del organismo, por lo que debe ingerirse con frecuencia. Esta
vitamina se encuentra en las frutas criticas, los pimientos crudos, la alfalfa,
el perejil, el hinojo, la col de Bruselas, la coliflor, el kiwi y otras verduras

(Lima, 2002).

» Flavonoides. Los flavonoides comprenden un grupo de compuestos
polifendlicos ampliamente distribuidos en las frutas y en los vegetales, asi
como en el té negro, el café, la cocoa, la cervezay el vino rojo (Lima, 2002).
La actividad antioxidante de los flavonoides resulta de una combinacion de
sus excelentes quelantes de hierro y secuestradoras de radicales libres, asi
como la inhibicibn de oxidasas tales como la lipoxigenasa (LOX), la
ciclooxigenasa (COX), la mieloperoxidasa (MPO), la NADPH oxidasa y la
xantina oxidasa. Otros mecanismos incluyen la inhibicibn de enzimas
involucradas indirectamente en los procesos oxidativos, este es el caso de
la fosfolipasa A2 (FLA2) y la estimulacion de la catalasa y el superéxido

dismutasa (Martinez et al., 2002).

b) Segun el sitio donde ejercen su accion (Venéreo, 2002).

e Intracelular

Superoxido dismutasa.
Catalasa.

Peroxidasa.

Glutatién peroxidasa.
Proteinas que ligan metales.

VVVYVYY

¢ Membrana
> Vitamina E.

» [-carotenos.
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» Ubiquinol-10.

e Extracelulares
Ceruloplasmina.
Transferinas.
Lactoferinas.
Albdminas.
Haptoglobinas.
Vitamina C.
Acido urico.
Vitamina E.

YVVVVVVVY

c) Segun su fuente (lglesias, 2009).
e Naturales. Obtenidos principalmente de plantas y vegetales, por ejemplo el

eugenol, acidos cafeico y ferulico, acido clorogénico, apigenina, entre otros.

e Sintéticos. Aquéllos sintetizados como ter-butilhidroxitolueno (BHT), el ter-

butilhidroxianisol (BHA) y la ter-butilhidroxiquinona (TBHQ).

2.10.4.2. Actividad antioxidante de flavonoides in vitro

Las capacidades antioxidantes de muchos flavonoides son muy fuertes, incluso
igual o mas a las presentadas por las vitaminas C y E (Prior et al., 2000). Por
ejemplo, el potencial de reduccién de un electrén del galato de epigalocatequina
bajo condiciones estandar es de 550 mV, un valor mas bajo que el del glutation
(920 mV) y comparable al del o-tocoferol (480 mV) (Jovanovic et al.,, 1996;
Jovanovic et al., 1997; Frei et al., 2003; Maeta et al., 2007). Los flavonoides
pueden prevenir dafios causados por radicales libres por medio de los siguientes
mecanismos (Prochazkova et al., 2011):

1. Atrapamiento directo de especies reactivas oxidantes (ROS).
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Activacion de enzimas antioxidantes (Nijveldt et al., 2001).

N

3. Actividad quelante de metales (Ferralli et al., 1997).

4. Reduccion de radicales a-tocoferol. (Hirano et al., 2001; Heim et al., 2002).

5. Inhibicién de oxidasas (Cos et al., 1998; Heim et al., 2002).

6. Mitigacion de estrés oxidativo causado por 6xido nitrico (Van Acker et al.,
1995).

7. Aumento de los niveles de &cido urico (Lotito et al., 2006).

8. Aumento en propiedades antioxidantes de moléculas antioxidantes de bajo

peso molecular (Yeh et al., 2005).

2.10.4.2.1. Atrapamiento directo de ROS

Los flavonoides son capaces de buscar y encontrar radicales libres directamente
por la donacién de atomos de hidrégeno. Los radicales se inactivan de acuerdo a
las siguiente ecuacion, donde R- es el radical libre y FI-O- es un radical fenoxyl

flavonoide (Figura 12).
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Figura 12. Busqueda de especies reactivas de oxigeno (R-) por flavonoides. El
radical libre FI-O- puede reaccionar con un segundo radical, adquiriendo una
estructura de quinona estable (Pietta, 2000).

La actividad antioxidante de los flavonoides in vitro depende en los arreglos de los
grupos funcionales en su estructura nuclear. Tanto la configuracion, como el
namero de grupos hidroxilos influyen de forma importante en el mecanismo de la
actividad antioxidante (Heim et al., 2003). La distribucion de hidroxilos en el anillo
B, es el mas determinante e importante para atrapar ROS (Burda et al., 2001),
mientras la sustitucion de los anillos A y C tienen menor impacto en el
atrapamiento de radicales de aniones superoxido de forma constante (Tauberet et
al., 2003; Amic et al., 2007).

La actividad antioxidante in vitro deberia aumentar por la polimerizacion de

monomeros de flavonoides, por ejemplo, las proantocianidinas (también conocidas
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como taninos condensados), los polimeros de catequinas, son excelentes
antioxidantes in vitro debido a su alto nidmero de grupos hidroxilos en sus
moléculas. La capacidad antioxidante de las proantocianidinas depende de su
cadena larga oligomérica y del tipo de las ROS con que reaccionan (Lotito et al.,
2000). La glicosilacion de flavonoides reduce su capacidad antioxidante in vitro
cuando se les compara con su correspondiente aglicona (Rice et al., 1996; Khkhen
et al., 2003; Mishra et al., 2003; Amic et al., 2010; Cavia et al., 2010). De acuerdo
a Rice y sus colaboradores, comparando los valores de la capacidad antioxidante
equivalente a trolox (TEAC) de quercetina y rutina, quercetina-3-O-rutindsido, se
observa que la glicosilacién del grupo 3-OH tienen un fuerte efecto supresivo en la
actividad antioxidante. Resultados similares también fueron observados con otros
pares de flavonoides-aglicona y glicésido, por ejemplo hesperitina-hesperidina,
luteolin-luteolin 4"-glucésido; luteolin-luteolin-7"-glucésido, baicaleina-baicalina;
guecetina-quercetrina, etc. (Rice et al., 1996; Amic et al., 2010). La glicosilacion de
la quercetina también reduce significativamente la habilidad del atrapamiento de
los superoxidos (Sun et al., 2010), la actividad de atrapamiento de hipocloritos
(Firuzi et al., 2004) y el poder de reducir el Fe (lll) a Fe (ll) (determinado por el
ensayo de FRAP) (Firuzi et al., 2005).

Las estructuras generales caracteristicas de flavonoides necesarias para un
eficiente atrapamiento de radicales se resume en los siguientes puntos (Bors et

al., 1990; Croft, 2006):
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Una estructura orto-dihidroxi (catecol) en el anillo B, para deslocalizar al

electron:

OH (0]

e Enlace doble en 2,3 en conjugacion con un 4-ceto funcional en el anillo C,

proporciona deslocalizacion electronica del anillo B.

e Grupos hidroxilos en las posiciones 3 y 5 proporciona hidrégenos que se

enlazan al grupo ceto.
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2.10.4.2.2. Habilidad de activar enzimas antioxidantes.

Otro mecanismo posible por el cual los flavonoides actian es a través de la
interaccidon con diversas enzimas antioxidantes. Es mas, algunos efectos pueden
ser un ajuste de una combinacion del radical atrapado y la interaccion con las
funciones de la enzima (Nijvelt et al., 2001).

Los flavonoides son capaces de inducir a fase Il en la destoxicacion enzimatica
(por ejemplo NAD(P)H-quinona oxidorreductasa, glutation S-transferasa y UDP-
glucuronosil transferasa), que son las mayores defensas enzimaticas contra
toxinas electrofilicas y estrés oxidativo. La regulacion de la expresion de este gen
protectivo puede ser mediado por un elemento receptivo electrofilo (EpRE), que
es una secuencia regulatoria de un nimero de genes que codifican estas enzimas
de fase Il (Zhu et al., 2001; Nerland et al., 2007). La capacidad de los flavonoides
para activar la mediacién de EpRE relaciona la respuesta con sus propiedades
redox. Lee y sus colaboradores observaron que la activacion de la *luciferasa

reporta que el gen en células hepéaticas de raton Hepa-lclc7, enciende la
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induccién con flavonoides de estructura diferentes. Los inductores mas efectivos
fueron los flavonoides que contienen un grupo hidroxilo en la posicion 3 en el anillo
C (quercetina y miricitina), mientras los flavonoides sin estos grupos hidroxilo
(luteolin y galangina) solo fueron bajos inductores de luciferasa. Por lo tanto,
flavonoides con un alto potencial intrinseco para generar estrés oxidativo y ciclo
redox, son los inductores mas potentes de la expresiéon de genes mediados a
EpRE. Si puede concluirse la actividad prooxidante de los flavonoides, pueden
contribuir a una actividad que promueve la salud para inducir la desintoxicacion
importante de enzimas, centrado en un efecto benéfico, suponiendo una reaccion
quimica toxica (Lee et al., 2006).

Nagata y sus colaboradores investigaron el efecto citoprotectivo de la quercetina y
la catequina contra peroxidos hidrogenados citotoxicos en cultivos de hepatocitos
de rata BL-9, que son células que expresan altamente glutation peroxidasa
citosolico (GPx). Los autores describen que la actividad protectora de los
flavonoides probados estan relacionados a la activacion de GPx. (Nagata et al.,
1999). Por su parte, Martin y sus colaboradores describieron la activacion de las
proteinas de sefalamiento Unicas (Proteina cinasa B y las cinasas reguladoras
extracelulares) y el aumento en las actividades de GPx y de glutation reductasa
(GR) en hepatocitos humanos causado por los flavonoides presentes en la cocoa
(Martin et al., 2010). Por su parte, el equipo de Leung proporcion6 evidencia de
que el luteolin induce apoptosis en células con carcinoma pulmonar humano CH27
y que estan acompafnadas por la activacion de enzimas antioxidantes, tales como

el superoxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT), pero no a través de la
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produccion de ROS, ni la interrupcion del potencial de la membrana mitocondrial.
Por lo tanto, los efectos de luteolin en células con apoptosis CH27 fueron
supuestas al resultar de los antioxidantes suficientes, debida a la accién del
prooxidante de este compuesto (Leung et al., 2006). La administracion de grandes
fracciones ricas en flavonoides con una dieta alta en grasas causa un importante
aumento de la actividad de SOD, CAT y GPx en eritrocitos de rata (Kaviarasan et
al., 2008). Resultados similares se observaron también después de administrar
naringina a voluntarios hipercolesterolémicos (Jung et al., 2003).

Sin embargo, algunas observaciones contradictorias, se obtuvieron en este campo
de estudio, por ejemplo, se observé que la actividad del glutation S-transferasa
(GST) fue inducido significativamente por apigenina, genisteina y tangeretina en
corazon de rata pero no en colon o higado. En glébulos rojos, la crisina, quercetina
y genisteina disminuyeron de forma importante la actividad de GR, CAT, y GPx,
mientras la actividad de SOD sélo disminuyé con genisteina. (Breinholt et al.,
1999).

2.10.4.2.3. Actividad quelante de metales

Flavonoides especificos son conocidos por quelar hierro y cobre, de este modo,
remueven un factor causante para el desarrollo de radicales libres. La quercetina
es capaz de prevenir dafios oxidativos inducida en la membrana de los eritrocitos
por un numero de agentes oxidantes (por ejemplo la acroleina y la fenilhidrazina),
que causan la liberacion de hierro, esta es la forma activa redox (Nijveldt et al.,
2001). Pietta propuso que el enlace de sitios para trazas de metales en la

molécula de los flavonoides esta en la fraccion del catecol en el anillo B, los
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grupos 3-hidroxilo y 4-ceto en el anillo heterociclico C, y los grupos 4-ceto y 5-

hidroxilo entre los anillos C y A (Figura 13).

Figura 13. Sitios de enlace para trazas de metales (Pietta, 2000).

La fraccion del catecol en el anillo B ha mostrado su importancia al formar
compuestos quelantes con Cu?* y asi ser el sitio de quelacién para metales de
mayor contribucion (Brown et al., 1998). La quercetina en particular, es conocida
por la quelacién de hierro y estabilizador de éste, al mismo tiempo. La morina y la
quercetina muestran complejos formados con Cd (ll) y exhiben una fuerte
actividad antioxidante en estudios in vitro. Sus derivados sulfaricos derivados en
agua ejercen baja toxicidad y por lo tanto, son potentes antidotos en
intoxicaciones con cadmio (Kopacz et al., 2003; Szelag et al., 2003; Chlebda et al.,
2010).

2.10.4.2.4. Reduccion de radicales a-tocoferol

El a-tocoferol representa un antioxidante fuerte en la membrana celular y en las
lipoproteinas de baja densidad humana (LDL) que protegen particulas

lipoproteicas contra dafios oxidativos. Hirano y colaboradores sugieren que los
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flavonoides pueden actuar como donadores de hidrégenos a radicales a-tocoferol,
que es un potente prooxidante (Hirano et al., 2001). De esta forma, por interaccién
con un radical a-tocoferol, poseen un gran potencial para demorar la oxidacion de
las LDL. Los flavonoides (kaempferol, morina, miricetina y quercetina) muestran
una actividad protectora variada contra la depleciéon de a-tocoferol en las LDL, con
kaemferol y morina es menos efectiva que con miricetina y quercetina (Zhu et al.,
2000). Las catequinas pueden ser incluso mas efectivas que el ascorbato en la
regeneracion de a-tocoferol en solucién micelar (Mukai et al., 2005). Similarmente,
la adicibn de extractos de catequina presentes en té verde (epigalocatequina,
galato de epigalocatequina, epicatequina y galato de epicatequina) han
demostrado una regeneracion gradual de a-tocoferol en LDL humana (Zhu et al.,
1999). Estas observaciones fueron basadas por el bajo valor de los potenciales
redox de algunos flavonoides (por ejemplo, la quercetina E=0.2 V o la catequina

E=0.4 V) (Pietta, 2001).

2.10.4.2.5. Capacidad de inhibir oxidasas

Los flavonoides inhiben las enzimas responsables de la produccion de
superoxidos (O;"), tales como la xantina oxidasa (Hanasaki et al., 1994) y la
proteina cinasa C (Ursini et al., 1994). La quercetina y la silibina inhiben la
actividad de la xantina oxidasa, de esta forma, resulta la disminucion del dafio
oxidativo (lio et al., 1986; Chang et al., 1993; Shoskes, 1998; Nijveldt et al., 2001).
También se han realizado estudios enfocados en la actividad relacionada con la

estructura, en el cual, el luteolin se reporté como un potente inhibidor de la xantina
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oxidasa (Cos et al., 1994). Los flavonoides también han mostrado que inhiben la
ciclooxigenasa, la lipoxigenasa, la succinoxidasa microsomal y la NADH oxidasa
(Brown et al., 1994; Korkina et al., 1997).

La NADPH oxidasa es un sistema asociado a la membrana, catalizando la
produccion de O, en neutrdfilos activados. EI mecanismo de activacion incluye la
interaccibn de un agonista con un receptor especifico en la membrana del
neutrdfilo, la activacion de la fosfolipasa C con la subsecuente formacion de
segundos mensajeros, que activan la proteina cinasa C. Esta enzima fosforila la
subunidad p47phox de la NADPH oxidasa, un componente principal de esta
enzima y asi causa la activacion de la combustion respiratoria (Umeki et al., 1994;
Ago et al., 2003). La inhibiciébn de la proteina cinasa C fue sugerida al ser un
mecanismo en la inhibicibn de NADPH oxidasa por la quercetina (Ursini et al.,
2004). Los flavonoides inhibidores mas potentes de la proteina cinasa C
(quercetina, fisetina y luteolina) poseen una estructura coplanar tipo flavona con

sustituyentes hidroxilos libres en las posiciones 37, 4’y 7 (Ferriola et al., 1989).

2.10.4.2.6. Modulacion del estrés oxidativo causado por 6xido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es importante en el mantenimiento de la dilatacion de los
vasos sanguineos (Huk et al., 1998), pero en altas cantidades puede resultar en
dafo oxidativo. NO es producido por la oxidacion de L-arginina catalizado por NO
sintasas (NOS). La toxicidad del 6xido nitrico es mayormente mediado por

peroxinitrito, que se forma por la reaccion de NO con O;," (Rubbo et al., 1994).
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Los flavonoides ejercen la actividad inhibitoria en la produccion de NO en varios
tipos de células que activan lipopolisacaridos y su entorno (macréfagos
peritoneales de ratdn). Este efecto probablemente fue causado por el efecto de
flavonoides inhibitorios en la expresion de induccion de NOS pero no por la
inhibicion de la actividad de éste (Kim et al., 1999; Olszanecki et al., 2002;
Matsuda et al., 2003;). Varias estructuras requieren de flavonoides para que esta
actividad fuera determinada: La presencia de enlaces dobles 2,3 con el grupo 4-
ceto y de los grupos trihidroxilos 3, 5,.4° son muy importantes. Su actividad,
incluso se vio mejorado al metilar los grupos hidroxilos 3,5 y 4’y reducir la parte
glicosilada y el catecol o los arreglos en el anillo B del pirogalol. De esta forma, la
apigenina, la disomentina y la luteolina se encuentran en cantidades naturales,
presentes en flavonas con la actividad inhibitoria mas potente (Kim et al., 2002;
Matsuda et al., 2003; Olszanecki et al., 2002). Estos flavonoides pueden, algunas
veces aumentar la actividad de la NOS endotelial. Muchos flavonoides, incluyendo
la quercetina, resultan en una reduccion de dafios de reperfusion isquémica por la
intervencion con la induccion de la actividad de NOS (Ursini et al., 1994; Nijveldt et
al., 2001). Los flavonoides también poseen la capacidad de atrapar moléculas de
NO (Prior et al., 2000).

No se sabe con exactitud, como es que los flavonoides inhiben la induccion de
NOS y la produccion de NO aun no esta claramente entendida, pero existen varias
teorias. La primera posibilidad puede derivarse de la propiedad antioxidante de los

flavonoides porque estos compuestos son atrapadores de ROS. La segunda
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posibilidad es que los flavonoides puedan actuar como moléculas inhibidoras de
sefales de los lipopolisacéaridos (Kim et al., 2005).

Se sabe que los flavonoides son atrapadores directos de peroxinitritos (Cao et al.,
1997). La determinacion mas importante es su actividad contra peroxinitrito, que
esta en el arreglo 3,4’ del catecol, seguido por una destitucion del grupo hidroxilo
en la posicion 3. Una relacion aparentemente positiva entre el nimero de grupos
hidroxilos, particularmente en el anillo B, y la actividad antirradical se ha descrito
en articulos publicados con anterioridad (Haenen et al., 1997; Choi et al., 2002;

Heim et al., 2003).

2.10.4.2.7. Aumento en los niveles de &cido Urico

Existen grandes discrepancias entre la capacidad antioxidante total en suero o
plasma y las concentraciones de flavonoides presentes sélo en plasma. Lotita y
Frei determinaron que la prolongacién del aumento de la capacidad antioxidante
total en suero, después de consumir alimentos ricos en flavonoides, no era causa
sélo por flavonoides, pero esta ligado en consecuencia al aumentar los niveles de
acido urico también, que es una contribucién mayor a la capacidad antioxidante
total en plasma. Cao y sus colaboradores reportan un aumento significativo de
urato en plasma o suero después del consumo de fresas, espinacas o vino tinto
(Cao et al., 1998). Aumentos similares de urato en plasma o suero se describieron
después de beber vino (Day et al., 1995), té o café (Natella et al., 2002). Asi,
varios estudios indican que el consumo de alimentos ricos en flavonoides pueden

aumentar el urato en plasma, aunque el mecanismo subyacente permanece un
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poco desconocido. Por otro lado, desde que se elevan las concentraciones de
urato, podria convertirse en un factor riesgoso para algunas enfermedades, el
supuesto beneficio antioxidante, puede no ser lo que parece (Halliwell et al.,

2007).

2.10.4.2.8. Modificacion de las propiedades prooxidantes de moléculas
antioxidantes de bajo peso molecular

Varios autores describen la actividad de B-caroteno bajo ciertas condiciones (por
ejemplo con radiacion UV) y sugieren que en combinaciéon con un antioxidante
pueden tener un efecto preventivo (Obermduller et al., 1999; Offford et al., 2002).
Por otro lado, se ha investigado la interaccion de -caroteno con naringina, rutina y
quercetina en dafios en DNA inducida por radiacién UV en células fibroblasticas
embrionarias de raton. Donde cada flavonoide fue combinado con [B-caroteno
durante la preincubacion, el dafio celular en DNA inducido por radicacion UV, de
tal forma que los flavonoides suprimieron significativamente el dafio, lo que
propicio que los efectos antioxidantes mas fuertes se dieran en el orden siguiente,
con los flavonoides antes mencionados: Naringina=rutina>quercetina, lo que
sugiere que en combinacion con alguno de estos flavonoides, el B-caroteno

aumenta la eficacia antioxidante (Yeh et al., 2005).
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2.10.4.3. Metabolismo de flavonoides y actividad antioxidante de sus
metabolitos in vitro

Aunque los flavonoides retardan la potencia de la actividad antioxidante in vitro,
las formas bioactivas de los flavonoides in vivo no son las formas encontradas en
la planta (por ejemplo los flavonoides glicosilados) debido a su extensa
biotransformacion en el intestino delgado y el metabolismo y absorcion hepatica.
Estos cambios metabdlicos incluyen una extensa fase | de glicosilacion de
flavonoides glicosilados y del metabolismo en fase Il incluyendo glucuronidacion,
sulfatacion y O-metilacion resultando en agliconas (Rice et al., 1995; Wiliams et
al., 2004; Spencer et al., 2007). También la microflora colonial participa en el
metabolismo de los flavonoides. Las enzimas bacteriolégicas pueden catalizar una
amplia variedad de reacciones, incluyendo hidrdlisis de glucurénidos, sulfatos y
glicésidos, deshidroxilacion, desmetilaciones, reduccion de enlaces dobles,
division de anillos y descarboxilacion de algunos acidos fendlicos (Homan et al.,
1998; Stahl et al., 2002). El tipo de fision de anillo depende del tipo de flavonoide
(Homan et al., 1998). Ademas, los flavonoides pueden experimentar por lo menos
tres formas en el metabolismo intraceular: Metabolismo oxidativo, metabolismo
relacionado a P450 y conjugacion con tioles, particularmente en la reduccion de
glutation (GSH) (Spencer et al., 2001; Breinholt et al., 2002; Spencer et al., 2003).
Por ejemplo, el flavonoide de quercetina esta en el organismo metabolizado al
extender una pequefila o0 no aglicona libre, que se encuentra en plasma. La
mayor forma biodisponible en animales y humanos son representadas por

guercetinas conjugadas, llamados glucurénidos, glucurénidos O-metilados y
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derivados sulfatados (Breinholt et al., 2002; Spencer et al., 2003; Pollard et al.,
2006). Los mayores metabolitos reportados in vivo de este flavonol son el 3"-O-
metil quercetina, 4" -O-metil quercetina y quercetina 7-glucurénido. Después de
que las personas consumen cebolla, también los metabolitos de quercetina 3’-
sulfato y quercetina 3-glucuronido se encuentran en plasma (Stahl et al., 1998).
Igualmente los flavan-3-oles tal como la catequina y la epicatequina se
transforman en glucurénidos y sulfatos conjugados en absorcién también como
derivados O-metilados (Piskula et al., 1998; Spencer et al., 2003; Pollard et al.,
2007).

Los metabolitos de los flavonoides (circulando también intracelularmente) poseen
una gran reduccion del potencial antioxidante in vitro comparado con el flavonoide
inicial, porque se bloquean los grupos hidroxilos que atrapan radicales libres
(Pollard et al., 2003; Spencer et al., 2003; Lemanska et al., 2004; Duefias et al.,
2010). La O-metilacion y los derivados glucuronidados de quercetina, (-)-
epicatequina, catequina y luteolina poseen mas bajo poder antioxidante
(determinado por el ensayo de TEAC) que su correspondiente aglicona (Lemanska
et al., 2004; Pollard et al., 2006; Duefas et al., 2010). La glucuronidacion y la O-
metilacion causan también una disminucién en la habilidad de la quercetina y (-)-
epicatequina de inhibir tirosina nitrada inducida por peroxinitrito de estos
compuestos, comparadas con su respectiva aglicona (Pollard et al.,, 2006). Hay
evidencia de que la habilidad de la quercetina, catequina y epicatequina al reducir
Fe (ll) a Fe (ll) determinado por el ensayo de FRAP fue mayormente reducido por

metilacion de todos los flavonoides en las posiciones 3"y 4’del anillo B (Duefias et
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al., 2010). Estos descubrimientos indican que la modificacion metabdlica actual in
vivo puede influenciar de forma importante la actividad antioxidante de los
flavonoides en los alimentos. Ademas, las propiedades prooxidantes de los
metabolitos de los flavonoides han sido descritos actualmente in vivo (Metodiewa
et al., 1999; Kessler et al., 2003). Se ha descrito que la actividad de algunos
metabolitos de la quercetina (aquéllos con una fraccion de catecol libre, un grupo
hidroxilo libre, ambos en la posicion 3) estimula la via de produccion de radicales
superoxido y peroxidos de hidrogeno. Al parecer, al evitar el entorno prooxidante
de los metabolitos de quercetina, los grupos hidroxilos en posicién 3 deberian

bloquearse para prevenir la auto-oxidacion (Kessler et al., 2003).

2.10.4.4. Actividad antioxidante de flavonoides in vivo y sus metabolitos
Suplementando procianidinas en ratas, se ha asociado positivamente a un
aumento de actividad antioxidante en plasma (Facino et al., 1999). De igual forma,
se ha determinado que los flavonoides tienen una potencia favorable al desarrollar
actividades hepatoprotectivas e hipolipidémicas, del cual, los niveles pueden ser
mediados, en parte, por el mejoramiento del sistema de defensa antioxidante (Liu
et al., 2010).

En consideracion, los posibles mecanismos bioactivos de accion de los
flavonoides y sus metabolitos en sistemas celulares, son importantes y se debe
considerar su comportamiento y su posible metabolismo mas a fondo en las
células. Por ejemplo, la (-)-epicatequina y la catequina se acumula principalmente

como glucurdnidos y sulfatos conjugados en plasma sanguinea después de
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administrarle por via oral a ratas, sin embargo, la quercetina no se encontra intacta
en circulacion, pero en la administracion oral de estos flavonoides, la capacidad
antioxidante de los metabolitos conjugados participan en la defensa antioxidante
(Terao et al., 1999).

El patron metabdlico de la quercetina depende de la via de administracion.
Cuando Santos y colaboradores, alimentaron ratas con suplemento alimenticio,
con un 0.02% de quercetina por 3 semanas, los metabolitos mas abundantes en
plasma fueron el 3’-O-metil quercetina (isoramnetina), glucurénidos y sulfatos
conjugados. La conjugacién méas convincente se da en las posiciones 3-, 5-y 7-,
donde se encuentran los hidroxilos. La isoramnetina conjugada fue metilada en la
posicion 3"-OH, disminuyendo de esta forma la alta actividad antioxidante de la
quercetina y sus metabolitos, asi como también disminuyd su contribucion del
potencial antioxidante en plasma. De otra forma, después de una sola
administracion de dosis alta, los metabolitos de la quercetina con mayor
concentracion fueron los conjugados en las posiciones hidroxilo 5- y 7-,
respectivamente, pues se observé un incremento en la actividad antioxidante en
plasma (Santos et al., 2008). Se ha reportado que el estatus antioxidante del
plasma es significativamente alto en ratas en que se les administr6 quercetina,
sugiriendo que los metabolitos de quercetina pueden poseer alguna actividad
antioxidante cuando el grupo O-catecol no sufre reacciones de conjugacion
(Justino et al., 2004).

Sin embargo, describir las propiedades antioxidantes de los flavonoides y sus

metabolitos in vivo con respecto a sus facciones estructurales es muy cambiante.
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La informacion esta limitada y disponible para estudios in vivo en personas, donde
se administraron flavonoides puros. Los alimentos ricos en flavonoides, como el
cacao, el chocolate (Cooper et al., 2008; Mellor et al., 2010), la cebolla (Boyle et
al., 2009) o bebidas como el café y/o el té verde (Fukushima et al., 2009), el jugo
de granada (Guo et al., 2008), se han administrado en muchos estudios en lo que
respecta al tema de los flavonoides, y tales alimentos contienen también otros
constituyentes con la capacidad de influir dafio oxidativo y asi, terminar de
sobreestimar el beneficio real de los flavonoides. Ademas, los resultados de estos
estudios han sido ambiguos, algunos muestran efectos antioxidantes, otros no lo
hacen y todavia algunos otros muestran un ligero efecto prooxidante (Halliwell et

al., 2008).

2.10.4.5. Funcion prooxidante directa de los flavonoides

Asi como muchos flavonoides son llamados antioxidantes, muchos otros, pueden
actuar como prooxidantes. Bajo ciertas condiciones y de ahi que promuevan a
oxidacion de otros compuestos.

La actividad prooxidante es directamente proporcional al nUmero total de grupos
hidroxilos en la molécula del flavonoide. Series de mono y dihidroxi-flavonoides
han demostrado una actividad prooxidante no detectable, mientras multiples
grupos hidroxilos, especialmente en el anillo B, aumentan significativamente la
produccion de radicales hidroxilos en la reaccion de Fenton (Hanasaki et al., 1994;
Heim et al., 2002). Los compuestos posteriores incluyen baicaleina contenida en

una estructura de pirogalol en el anillo A, que también se ha reportado al promover
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la produccion de peroxido de hidrégeno (Hodnick et al., 1994; Heim et al., 2002)
del que radicales hidroxilos altamente reactivos pueden ser generados mediante la
reaccion de Fenton (Galey et al., 1997; Heim et al., 2002;). También hay evidencia
de que el doble enlace 2,3 y el arreglo en 4-oxo en flavonas pueden promover la
formacion de ROS inducidas por cobre divalente en presencia de oxigeno (Sun et
al., 2010). Es posible que la funcion prooxidante del flavonoide deberia ser una
forma de sus funciones benéficas. Por ejemplo, el galato de epigalocatequina
promueve la apoptosis y la actividad bactericida, que se le atribuye a la capacidad
de reducir O, a H,0O, (Arakawa et al., 2004; Nakagawa et al., 2004; Maeta et al.,
2007).

Los posibles efectos prooxidantes de los flavonoides pueden ser importantes in
vivo, si los iones metélicos de transicion libres estan involucrados en el proceso
oxidativo. Los flavonoides son capaces de reducir el Cu (ll) a Cu (l) y asi permitir
la formacion de radicales iniciales (Cao et al., 1997). En la salud del cuerpo
humano, los iones metélicos aparecen muy secuencialmente en forma de ser
incapaces de catalizar reacciones con radicales libres (por ejemplo en ferritina o
caeruloplasmina (Halliwell et al., 1998). Sin embargo, dafios a tejidos pueden
liberar hierro o cobre e iones metélicos cataliticos, los cuales han sido medidos en
lesiones ateroscleroticas (Stadler et al., 2004). En estos casos, el potencial para
flavonoides al actuar como prooxidantes no puede ser ignorado (Croft et al., 2006).
Las propiedades prooxidantes de los flavonoides al parecer son dependientes de
la concentracion. Por ejemplo, se han monitoreado las propiedades prooxidantes

de la quercetina, naringina, hesperitina y morina en linfocitos humanos. Mientras la
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concentracion de H,O, no fue detectada cuando las flavanonas naringenina y
hesperina fueron afladidas en concentraciones dentro de un rango de 0-200 uM,
los flavonoles quercetina y morina aumentaron la concentracion de H,O, en
concentraciones de 25-200 uM y 125-200 uM, respectivamente. La generacion de
radicales de anién superoxido y productos de peroxidacion lipidica (medida como
sustancias reactivas con acido tiobarbitirico) aumentan con el aumento de la
concentracion de cada uno de estos flavonoides. Ademas, estos compuestos han
sido capaces de inducir la ruptura de cadenas de DNA en forma dependiente a la
concentracion, determinado por ensayos sensitivos. Este efecto fue explicado por
el mejoramiento del radical hidroxilo formado por cuatro flavonoides de prueba. La
actividad prooxidante reportada ha sido relacionada a las caracteristicas
estructurales de estos flavonoides, cuando el compuesto con méas actividad
prooxidante pronunciado fue el flavonol quercetina, mientras las flavononas
hesperitina y naringina ejercen un efecto mas bajo (Yen et al., 2003).

En microsomas de higado de rata, el gossipol', la quercetina y la miricitina
inhibieron poderosamente la peroxidacion lipidica inducida por hierro en muy bajas
concentraciones micromolares (IC5,<1.5uM). Sin embargo, los tres compuestos a
una concentracion 100 uM, mejoran la formacion de radicales hidroxilo, arriba de
ocho pares (Laugnton et al.,, 1989). Similarmente, los leucocitos humanos
protectores contra dafios oxidativos al DNA, inducidos por superoxidos por
quercetina, fueron ambiguos. Las concentraciones incubadas de quercetina (1-50
uM) reducen los niveles de dafio oxidativo al DNA, mientras a 100 uM la cantidad

de dafo aumenta. Estos resultados apoyados por los descubrimientos de la

'El gosipol C3oH3,0g es un polifenol derivado de la planta del algodén. El gosipol es unl 56
aldehido polifendlico que permeabiliza las células y actia como un inhibidor para varias de
las enzimas deshidrogenasas. Es un pigmento amarillo.
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quercetina en solucidbn con resonancia electrénica de spin (ESR), también
muestran un efecto prooxidante a 100 uM (Will., 2008).

2.10.4.6. Oxidacion por radicales fenoxilos de flavonoides

De acuerdo a la definicién “clasica” de antioxidante, es una molécula que dona
electrones o atomos de hidrogeno, proporcionando un radical que deriva de un
antioxidante que es eficientemente estable por otro electron o fuentes de
hidrogeno para prevenir dafio celular y cuyas propiedades estan espacial y
temporalmente relacionadas con eventos de estrés oxidante (Haliwell et al., 1989;
Cadenas et al., 1995; Hernandez et al., 2009).

Los productos finales de atrapamiento de ROS por flavonoides son los radicales
fenoxil flavonoide (FI-O-) con un tiempo de vida de 200 ps (Bayrakceken et al.,
2003). Hay fuertes reactivos y de oxidacibn mas amplia, que proporcionan otros
productos posibles, las quinonas mas estables de los flavonoides. Las quinonas
son flavonoides que pueden ser estabilizados por conjugacién con nucledfilos,
como GSH, cisteina o acidos nucléicos (Awad et al., 2002; Kanakis et al., 2005;
Hernandez et al., 2009;). Esta reaccién es responsable de uno de los efectos
prooxidante de los flavonoides (McCord et al., 1995; Pietta, 2000). Las
propiedades prooxidantes de la apigenina, la narigenina y la naringina han sido
descritas por mostrar sus radicales fenoxil, rapidos para oxidar NADH, resultando
en una toma excesiva de oxigeno y la formacion de O,-- (Galati et al., 1999; Galati
et al.,, 2002). Otra reaccion, que puede ser responsable por las propiedades

prooxidantes no deseadas de los flavonoides, podria ser la interaccion de FI-O-
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con oxigeno en presencia de niveles altos de metales de transicion (Figura 14),

generando quinonas y O, " (Pietta, 2000).

Figura 14. Actividad prooxidante de los flavonoides (Amic et al., 2007).

Las fuentes de radicales del fenoxilo deberian ser también antioxidantes. Se ha
encontrado que la rapidez de autoxidacién para la quercetina y la miricetina es
ampliamente dependiente al pH, con una autoxidacion no detectada por la
quercetina a pH fisiologico. La rapidez de autoxidacion de la quercetina aumenta
de forma importante por la adicion de hierro y por la combinacion de hierro
seguido de SOD. La adicion de hierro también aumenta la rapidez de autoxidacion
de la miricetina (Canada et al., 1990). Por otro lado, ni el kaempferol (un flavonol
monohidroxilado), ni la rutina (una quercetina glicosilada), han mostrado alguna
habilidad a la autoxidacion. La autoxidacion de la quercetina acompafiada por una
rapida acomulacién de H,O,, se ha observado también en presencia de iones de

cobre a pH neutro (El Hajji et al., 2006).

2.10.4.7. Inhibicion de la respiracion mitocondrial
Algunos flavonoides son capaces de causar una combustion respiratoria

insensible de cianuro, independiente del sustrato en mitocondrias aisladas y

58



i
]

|ANTECEDENTES

v
Il

experimentar autoxidacion, que se le asocia a la produccién de ROS (Hodnick et
al.,1989; Hodnick et al.,1994). Ademas, se ha probado la habilidad de varios
flavonoides (como la robinetina, ramnetina, eupatorina, baicaleina, norwogonina y
7,8-dihidroxyflavona) al inhibir succinoxidasa mitocondrial de corazon de res y
NADH oxidasa. (Hodnick et al.,1994). Los flavonoides con tri-hidroxilos presentes
(robinetina, bacaleina) o grupos para-dihidroxil (norwogonina) exhibieron una
rapidez importante de autoxidacion, que fue acelerado por la adicion de cianuro.
Los flavonoides que poseen una configuracion de catecol (ramnetina, 7,8-
dihidroxiflavona) exhibien una lenta rapidez de autoxidacion en buffer, el cual se
ha estimulado en presencia de cianuro.

Los flavonoles con grupo catecol en el anillo B (por ejemplo la quercetina y la
fisetina) son capaces de producir o-semiquinonas y NADH oxidasas en diversos
tipos de células de mamiferos. La quercetina y la fisetina causan disminucién en
de NADH y NAD® mitocondrial en células hepéticas aisladas, con dosis
dependientes, siendo que la reduccidbn maxima, sea a 32.6 uM y 37.01 uM,
respectivamente. Cambios en los valores de NADH y NAD® se han visto
acompafados por la reducciéon en ‘cetogénesis, estimulando el ciclo del acido
citrico y desacoplando el efecto en la fosforilacion oxidativa (probablemente
causada por efecto del flavonoide en la respiracion mitocondrial y la inhibicién
directa de ATP-sintetasa). Es mas, en concentraciones bajas de quercetina (25
uM) estimulan la toma de oxigeno, mientras que en altas concentraciones (50-300
uM) inhiben la toma de oxigeno y estimulan ademés el ciclo del acido citrico.

Ambos flavonoles son probablemente capaces de participar en la oxidacién de

lCetogénesis: Es un proceso metabdlico por el cual se producen los cuerpos ceténicos 59
como resultado del catabolismo de los acidos grasos



1
]

|ANTECEDENTES

|

NADH (ambos en citosol y mitocondria) en células de mamiferos, cambiando las

condiciones a un estado mas oxidado (actividad prooxidante) (Buss et al., 2005).

2.10.4.8. Oxidacioén por peroxidasas

Mecanismos alternativos para toxicidad prooxidante de los flavonoides involucra
un cierto numero de peroxidasas que catalizan la oxidacion de polifenoles.
Radicales fenoxil intracelulares (fenoles con ciclos redox) formados por
mieloperoxidasas en neutrofilos también inducen la peroxidacion lipidica y la co-
oxidacion de GSH al formar radicales tioles con activacion de oxigeno al mismo
tiempo (Goldman et al., 1999; Galati et al., 2002). Las propiedades prooxidantes
de los flavonoides apigenina, naringenina y naringina han sido descritas y han
mostrado que sus radicales fenoxil, co-oxidan rapidamente NADH, resultando en
una extensa toma de oxigeno y la consecuencia de formar O, (Chan et al., 1999;

Galati et al., 1999; Galati et al., 2002).

2.10.4.9. Oxidacién por antioxidantes de bajo peso molecular

Los flavonoides que contienen un anillo catecol (catecol, luteolina, eriodictiol y
quercetina) se reportdé que pueden oxidar al ascorbato, NADH o GSH. En general,
se encontré su efectividad de catalizar la oxidacidbn y aumentar, mientras su
potencial redox disminuye. Asi, los flavonoides mas oxidables fueron los mas
efectivos. Esto esta relacionado por el bajo potencial redox de los catecoles fueron
mas facilmente oxidados por peroxidasa/H,O,, mientras los fenoles presentaron el

mayor potencial redox (Galati et al., 2007).
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Sin embargo, los antioxidantes no actian solos in vivo; los antioxidantes oxidados
pueden ser reciclados en interaccion con otros antioxidantes, tales como el
ascorbato y el glutation, llamadas conexiones antioxidantes (Bast et al., 1991;
Mesister et al.,, 1994; Boots et al., 2003; Dai et al., 2008). Por ejemplo, el
ascorbato puede regenerar Vitamina E oxidada y el GSH puede regenerar
ascorbato oxidado dependiendo de los potenciales redox de estos antioxidantes.
Cuando los flavonoides comienzan a oxidar, una o-quinona se puede formar y ésta
puede ser reciclada por GSH o por ascorbato, que comienzan a oxidar durante
esta reaccion, generando deshidroascorbato (Boots et al., 2003). Tal mecanismo
antioxidante sinérgico potencian las propiedades de atrapamiento de compuestos
individuales (Dai et al.,, 2008). La quercetina, la miricetina y el kaempferol
inducieron una disminucion dependiente de la concentracién tanto de GSH
contenido en el nacleo y la actividad de GST en un sistema modelo de nucleo
aislado de células hepaticas de rata. La miricetina, que es el de maximo numero
de grupos hidroxil, es el mas activo, en las pruebas de flavonoides. La pérdida de
la defensa nuclear antioxidante GSH y GST por polifenoles en flavonoides puede
deberse al dafio oxidativo en DNA, que puede ser el principal responsable de su
mutagenecidad (Sahu et al., 1996).

Los flavonoides también pueden influir negativamente en la absorcion de
moléculas antioxidantes de bajo peso molecular, por ejemplo, la absorcion de

luteolina puede ser afectado por la naringenina (Reboul et al., 2007).

61



1
]

|ANTECEDENTES

!

k

2.10.4.10. Daio directo al DNA

En la presencia de especies reactivas de nitrégeno, los flavonoides con pirogalol
configurado en los anillos A o B inducen al rompimiento de las cadenas de DNA
(Ohshima et al., 1998). Se ha propuesto el mecanismo del sito especifico del dafio
al DNA causado por quercetina (Yamashita et al., 1999). Este grupo catecol en el
anillo A o B es oxidado por el ion Cu (Il) enlazado al DNA, que puede generar
ROS responsable por dafios al DNA. En contraste, el kaempferol y la luteolina
inducen un pequeio dafio al DNA, incluso en presencia de Cu (ll). El Amrani y sus
colegas, estudiaron la oxidacion del DNA inducido por el complejo formado entre
flavonoide y Fe (llIl) (Amic et al., 2007). EI mecanismo propuesto del complejo Fe
(IN-flavonoide, que se enlaza al DNA y genera ROS, es presentada en la Figura

15.

\ (0]
’I

O----Fe (Ill) O===-Fe (Il

Figura 15. Ruta propuesta para la generacion del complejo Fe (ll)-flavonoide a

partir del complejo Fe (lll)-flavonoide (Amic et al., 2007).

2.11. Compuestos fendlicos
El interés por los compuestos fenolicos o polifendlicos como beneficio para la

salud se ha incrementado debido a que se han observado potentes actividades
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antioxidantes y atrapadores de radicales libres en estudio in vitro. Sin embargo, su
papel in vivo ain no estad muy claro ya que, su aparicion en plantas como una
mezcla compleja de compuestos polifendlicos crea grandes dificultades en ell
andlisis de la biodisponibilidad y de sus efectos nutricionales y fisioldgicos
(Prochazkova et al., 2011).

Se origina principalmente en las plantas que los sintetizan en gran cantidad, como
producto de su metabolismo secundario por lo que se pueden encontrar en una
gran variedad de plantas comestibles: frutos, hortalizas, bebidas (como té, café,
cerveza, vino tinto), en el aceite de oliva, en cereales y en algunas semillas. El
aporte de polifenoles en la dieta es de 50 a 800 mg por dia, dependiendo del
consumo de productos que lo contienen. Un nivel importante de antioxidantes, se
alcanza cuando el consumo es de unos 800 mg/dia, que puede lograrse con una
dieta rica en frutas y hortalizas (Estrella, 2007).

Algunos polifenoles son indispensables para las funciones fisiolégicas vegetales.
Otros patrticipan en funciones en defensa antes situaciones de estrés y estimulos
diversos. La biosintesis de polifenoles como producto del metabolismo secundario
de las plantas tiene lugar a través de dos importantes rutas primarias: La ruta del
acido siguimico y la ruta de los poliacetatos (Quifiones et al., 2012).

Los polifenoles constituyen un amplio grupo de sustancias con diferentes
estructuras y propiedades quimicas y actividad biolégica, englobando mas de
8,000 compuestos diversos. Quimicamente son sustancias que poseen un anillo

aromatico con uno o mas grupos hidroxilo. Estos compuestos se pueden clasificar
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en diferentes grupos en funcion del nimero de anillos fendlicos que contienen y de

los elementos estructurales que unen a los anillos (Manach et al., 2004).

2.11.1 Compuestos fendlicos simples

Son bésicamente fenoles sustituidos. El patron de sustitucién del anillo bencénico
por grupos —OH se encuentren en posicion 1,2-, 1,3-, 1,4-. Con tres sustituyentes,
el patron de sustitucion puede ser 1,3,5-, la cual si se trata de tres sustituyentes
idénticos meta-tri-sustituciéon. Como ejemplo se tiene el catecol y el floroglucinol

(1,3,5-trihidroxibenceno). Cuadro 4 (Vermerris et al, 2006).

2.11.2. Acidos fendlicos y aldehidos

Los acidos hidroxibenzdicos se caracterizan por la presencia de un grupo
carboxilo sustituido en un fenol. Como ejemplo estan el 4cido p-hidroxibenzdico,
acido galico, acido protocatequico, acido salicilico y acido vainillico. Cuadro 4

(Vermerris et al, 2006).

2.11.3. Acetofenonas y acido fenilacéticos
Las fenonas son compuestos Cg-C, que raramente se encuentran en la
naturaleza. Ejemplos de estos compuestos incluyen a 2-hidroxiacetofenona y

acido 2-hidroxifenil acético. Cuadro 4 (Vermerris et al, 2006).
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2.11.4. Acidos cinamicos

Hay seis tipos comunes de acidos cindmicos, los cuales comparten un esqueleto
Ces-C,. Todas las plantas contienen al menos tres de estos compuestos. Como
ejemplo estan el acido cindmico, acido p-cumarico, acido cafeico, acido ferulico y
acido sinapico. Los acidos cinamicos se encuentran con frecuencia en las plantas
como ésteres del acido quinico, acido siquimico y &cido tartarico. Por ejemplo el

acido clorogénico es el éster del acido cafeico. Cuadro 4 (Vermerris et al, 2006).

2.11.5. Cumarinas

Las cumarinas también poseen un esqueleto Ce-C3, pero posee un oxigeno
heterociclico como parte de la unidad Cs. Estos compuestos tienen en comun una
estructura 2H-1 benzopiran-2-ona, denominada cumarina. Sobre esta estructura,
que se origina biosintéticamente por lactonizacién del acido cumarico, se disponen
sustituyentes de distinta naturaleza quimica dando lugar a diversos derivados.
Practicamente todas las cumarinas, poseen un sustituyente hidroxilico, en posicion
7 ya sea libre o combinado. Muchas cumarinas juegan un papel importante en la
resistencia a enfermedades pestes, asi como en la tolerancia a la radiacion UV.

Cuadro 4 (Vermerris et al., 2006).
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Cuadro 4. Ejemplo de algunos compuestos fenolicos (Vermerris et al., 2006).
Clase Ejemplos
OH
Fendlicos
simples
HO OH HO OH
Resorcinol Floroglucinol
o) OH e} H
Acidos
fendlicos y
: OCH
aldehidos HO OH 3
OH OH
Acido gé'ICO Vainillina
HO
o)
Acetofenonas y
o)
acidos OH
OH
fenilacéticos 2-hidroxiacetofenona o L
Acido 2-hidroxifenil acético
o OH
S i
Ve /
Acidos ©
cinamicos 0 sl OH OH
4 OH
OH "/,//
. N _ oH
Acido ferulico Acido clorogénico
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Cuadro 4 (continuacién). Ejemplo de algunos compuestos fendlicos (Vermerris et

al., 2006).

Cumarinas HO 0

Umbeliferona

Bergenina

2.11.6. Flavonoides

Los flavonoides son compuestos que pertenecen al grupo de los polifenoles,

ademas de su actividad antioxidante, se les ha atribuido una gran diversidad de

efectos terapéuticos, tales como la actividad cardioténica, aintiinflamatoria,

hepatoprotectiva, antineoplasica, antimicrobial entre otras (Prochazkova et al.,

2011).

En la naturaleza, las plantas son la Unica fuente de flavonoides y se les puede

encontrar en frutas, verduras, semillas, cereales y en algunos productos

manufacturados como la cerveza, el té y el vino (Iglesias, 2009).
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De la forma general, el anillo A deriva de la ruta de acetato-mevalonato y el anillo

B proviene de la fenialanina. Por ultimo, el heterociclo se nombra anillo C. Figura

16. (Iglesias, 2009).

O

Figura 16. Estructura basica de los flavonoides. (Modificado de Vermerris, 2006).

A partir de sus variaciones estructurales, los flavonoides se clasifican en 13

subgrupos. Dentro de los flavonoides, se encuentran y sobresalen flavonas,

isoflavonas, flavonoles, flavononas y antocianidinas, ilustrados en la Cuadro 5.

(Pérez et al., 2001).

Cuadro 5. Clasificacidn y estructura general de algunos flavonoides (Pérez et al.,

2001).
Subclase Estructura base Ejemplos Fuente | Bibliografia
natural
Apigenina
R1:0H, RoH, R3:H Apio Drago,
Diosmina | Pimentén 2007.
Flavona R1:0OH, Rz;OCHs, Uva Ochoa,
Lutlzsti na N"’.‘ra[‘ a 2004.
R,:OH. R,OH. Limodn Manach et
Ra:H al., 2004.
Vermerris,
2006.
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Cuadro 5 (continuacién). Clasificacion y estructura general de algunos
flavonoides (Pérez et al., 2001).
Drago,
Quercetina Cebolla 2007.
R1:0OH, R2.0H, Vino Martinez et
Flavonol _RsH Tomate al., 2002.
R'V_'gl'f%t'gi Naranja | Manach et
v Rg’-oﬁi * | Manzana | al., 2004.
Kaerﬁpferol Frutas Vermerris,
Ri:H, R,OH, RyzH | 0jas 2006.
Catequina Drago,
R1:OH, RzOH, Vino 2007.
Flavanol EpicaRtBéZUina Cocoa Manach et
R,:OH. R,OH, Té al., 200{1.
Ra:H Uva Vermerris,
Galocatequina 2006.
R1:0H, R,.OH,
R3:OH
R1
Aromadedrina Hidalgo,
Ri:H, R,.OH, R3:H 2003.
Dihidroflavon ;?‘ﬁ'fglg‘: Vino
olo = AN lIR;-OZH ' Vermerris,
flavonoide Fustina 2006.
R1:0H, R,.OH,
Rs:H
R1
Hesperidina Drago,
R1:OH, R2OCHs, | Tomate 2007.
RaH Citricos | Manach et
Flavanona | wo O RNgL‘ ng?_'”ga_‘H Miel al., 2004.
’ L2 2T R Lapulo | Vermerris,
2006.
OH
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Cuadro 5 (continuacién). Clasificacion y estructura general de algunos
flavonoides (Pérez et al., 2001).

Subclase Estructura base Ejemplos Fuente | Bibliografia
natural
Malvidina
oH Frutas Drago,
. Pelargonidina rojas 2007.
Antocianidina | ;o 0\ Pera Manach et
Delfidina Uva al., 2004.
Naranja | Vermerris,
OH Peonidina 2006.
OH
Genisteina Drago,
R;:0OH, Rz:H 2007.
Daidzeina Soya Martinez et
Isoflavonoide RiH, RzH Legumino | al., 2002.
RGL' CF'Qt?(')rC‘:?_' sas Manach et
e 3 al., 2004.
Vermerris,
2006.

Amentoflavona
Ginkgo Osorio et

Biflavonide Bilobetina biloba al., 2009.
Ginkgetina
Isoginkgetina
Granatina Corteza
de pino
Punitina
Tanino Ciprés Martinez et
Con?es_adeP Punicalina al., 2002.
proantocianidaina Semi"as
Tercatania de uva
Tergalagina
Terflavina
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Cuadro 5 (continuacién). Clasificacion y estructura general de algunos
flavonoides (Pérez et al., 2001).

Subclase Estructura base Ejemplos Fuente | Bibliografia
natural
OH
OH
_ " o ° or Rosa
Tanino S
hidrolizable ] 0 OH Galotaninos Roble Hidalgo,
" ~ on 2003.
oH o 1° Eucalipto
HO, o] o) ° OH
HO
OH HO OH
OH

2.12. Medicion de la cantidad de compuestos fendlicos
Los métodos usados comunmente para determinar y cuantificar fenoles totales en
alimentos y vegetales son el ensayo de la vainillina y el de Folin-Ciocalteu

(Gutiérrez et al., 2008).

2.12.1. Ensayo de Folin-Ciocalteu

El método se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes
oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tugstato sodico, que
reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando de esta manera complejos
fosfomolibdico-fosfotingstico en oOxidos. La transferencia de electrones a pH
basico reduce los complejos fosfomolibdico-fosfotingstico en 6xidos cromdgenos
de color azul intenso, de tungsteno y molibdeno, siendo proporcional este color al

namero de grupos hidroxilo de la molécula (Gutiérrez et al., 2008).
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5Na,Mo0O,4 + 5Na,WO, +4H3PO,4 — 2P,05 + 5M00O3 + 5WO03 + 5Na,O + 6H,0

Figura 17. Reaccion en el ensayo de Folin-Ciocalteu

2.12.2. Ensayo de flavonoides totales

El método es colorimétrico y se basa en el principio de que el AICl; forma
complejos de acidos estables con el grupo ceto en el carbono 4 y en los grupos
hidroxilos en los carbonos 3 y 5 de las flavonas y flavonoles. Al unirse el AICI;
forma complejos de acidos labiles con los grupos orto-dihidroxilos de los anillos A
o B de los flavonoides. Los complejos formados presentan una maxima absorcion

a una longitud de onda de 415 nm (Chang et al., 2002).

2.12.3. Ensayo de la vainillina

Es generalmente conocido como un método Util para la deteccion y cuantificacion
de taninos condensados en plantas debido a su sensibilidad, especificidad y
simplicidad. Sin embargo, puede tener interferencias debido a dihidrochalconas y
antocianinas. El método se puede usar para cuantificar taninos condesados en un
intervalo de 5-500 ug con precision y exactitud de 1 pg. El método se basa en la
condensacion de la vainillina con proantocianinas en una solucion acidificada. La
vainillina protonada, un electréfilo débil, reacciona con el anillo del flavonoide en la
posicién 6 u 8. El producto de esta reaccion se deshidrata facilmente para dar un
color rosa ligero a un intenso rojo cereza. La estabilidad del color del aducto de la
vainillina-tanino puede incrementarse cuando la luz es excluida y la temperatura

de la reaccion es controlada. Figura 18. (Sarkar et al., 1976).
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Figura 18. Reaccidn de identificacion de flavonoides por medio de vainillina

sulfurica. Modificado de Martinez, et al., 2007.

2.13. Medicion de la capacidad antioxidante

En la literatura se han publicado varios ensayos para determinar la actividad
antioxidante, asi como los mecanismos de los antioxidantes sobre ROS, que se
encuentran bien documentados. Principalmente hay dos tipos de pruebas para
antioxidantes: el método quimico que involucra el uso de instrumentos analitico
(como espectrofotometros, CG y CLAE) y el método que implica un ensayo

bioldgico (como ELISA) (Moon et al., 2009).
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2.13.1. Ensayos asociados con la transferencia de electrones y radicales
2.13.1.1. Ensayo del 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

El DPPH- es uno de los pocos radicales organicos estables de nitrdgeno se

comercializan en el mercado. El método se basa en la teoria de que un

antioxidante es un donador de hidrégenos. El efecto antioxidante es proprocional

al desaparicion de DPPH- en la muestra. Se mide la desaparicion del radical

DPPH del medio de reaccién por medio de espectroscopia de resonancia de espin

electronico (ESR), RMN y UV. Figura 19. (Moon et al., 2009).

N N
NJr RH (antioxidante) H
antioxidante
\N _ \N
N 7 ¢ Ny 7
[ [

Figura 19. Reaccién entre DPPH- y la molécula antioxidante (Moon et al., 2009).
2.13.1.2. Ensayo del 2,2"-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonato de
amonio (ABTS).
Se ha usado de forma amplia debido a que puede realizarse tanto en fase acuosa
como en fase lipidica. Originalmente el método se basaba en la activacion de la
metahemoglobina por H,O, en presencia del ABTS. Actualmente se emplea el
radical cationico de ABTS que es estable, de una coloracion azul-verde, producido
a partir de la oxidacion de ABTS por K;S,0g. La actividad antioxidante de

carotenoides, compuestos fendlicos y algunos componentes del plasma se
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determina por la decoloracién de ABTS:", mediante un espectrofotometro a 734

nm. Figura 20. (Moon et al., 2009).
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Figura 20. Formacién del radical catiénico de ABTS™ con persulfato de sodio.
(Moon et al., 2009).

2.13.1.3. Ensayo del Poder Antioxidante/Reductor de hierro (FRAP)
Se produce el complejo Fe** - 2,4,6,-tripiridil-S-triazina (TPTZ) que puede ser
reducido a la forma Fe?* por un antioxidante, bajo condiciones &acidas. Se observa

la aparicion de un color azul intenso cuya absorcion se mide a 593 nm. Figura 21.

(Moon et al., 2009).
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Figura 21. Formacién del complejo (Fe?*-TPTZ) a partir de (Fe**-TPTZ). (Moon et

al., 2009).
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3. JUSTIFICACION

La medicina tradicional se ha convertido en un tema de importancia mundial, en
implicaciones tanto medicinales como econémicas. Un uso generalizado y regular
de plantas y hierbas por todo el mundo ha aumentado el interés de forma seria en
todo lo que se refiere a su eficacia, calidad y seguridad. Asi mismo, ha comenzado
la busqueda de una evidencia cientifica adecuada y/o la evaluacion de la medicina
tradicional, para tener criterios de aceptacion acerca de las afirmaciones de la
misma. Las plantas del género Crataegus, de la familia Rosaceae, son
ampliamente distribuidas y enormemente usadas por la medicina popular para
tratamientos de varias enfermedades, tales como las relacionadas al corazén
(enfermedades cardiovasculares), al sistema nervioso central, al sistema inmune,
al sistema reproductivo, padecimientos relacionadas a 6rganos como el higado,
rinones, 0jos, etc. Con esto se ha demostrado que estas plantas poseen un amplio
rango contra dafios citotoxicos, que tienen propiedades gastroproctetivas,
antiinflamatorias, anti-HIV y actividades antimicrobianas. Fitoquimicos como
procianidinas oligoméricas, flavonoides, triterpenos, polisacaridos, catecolaminas
han sido identificadas en el género Crataegus y muchas de éstas se han evaluado
para su actividad biolégica, sin embargo se conoce muy poco o casi nada del
género Crataegus mexicana y que en nuestro pais abunda en demasia.

De acuerdo con el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP), las enfermedades
cardiacas, son las primeras causas de muerte en México. Debido a que en México
no existe una cultura general en la poblacion por mantener un peso corporal

adecuado y saludable, una disciplina para evitar el consumo de alcohol y/o tabaco,
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un control de la presién arterial, formas de evitar el estrés, una alimentaciéon
saludable y el habito de realizar ejercicios fisicos, ocurre que se desarrollan
enfermedades cardiovasculares, que no siempre son por genética y herencia,
como la hipertension arterial, las dislipidemias, la obesidad y cuadros diversos de
diabetes, entre otros (INSP, 2010).

Basados en un estudio realizado en 2010 por el INSP, el 68.5 % de los mexicanos
tiene problemas de obesidad y sobre peso, el 58.0% padece diabetes, un 21.0%
sufre de dislipidemias y otro 43.5% presion arterial, padecimientos que en los
altimos 13 afios han crecido un 22.0%. La mayoria de los decesos ocurren por
cardiopatias isquémicas, un padecimiento que es ocasionada por la
arteriosclerosis de las coronarias, encargadas de bombear sangre al miocardio y
por lo tanto, es considerada la méas letal, ya que afecta cominmente a personas
mayores de 40 afios y con mas frecuencia a los hombres, en un 65% (INSP,
2010).

Asi mismo, se sabe de las altas concentraciones de flavonoides que hay en
diversas especies del género Crataegus en sus respectivos frutos y de la
contribucion de estos compuestos al bienestar fisico de las personas que lo
consumen, entre los que destacan su efecto cardioprotectivo (Chang et al., 2002).
No obstante, jamas se ha realizado un estudio de flavonoides en los frutos del
género Crataegus mexicana, sin embargo, si se sabe de los beneficios que
contribuye el consumo del tejocote, por simple experiencia y creencia popular en

México. El presente trabajo posee la finalidad de caracterizar y cuantificar los
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4. OBJETIVOS

Objetivos generales

1.

Determinar y cuantificar la cantidad de flavonoides totales presentes en el
extracto del fruto de Crataegus mexicana, conocido como tejocote.
Caracterizar los flavonoides previamente purificados, por medio de
Resonancia Magnética Nuclear.

Realizar la evaluacién de la capacidad antioxidante del extracto.

Objetivos particulares

1.

Preparar el extracto metandlico de los frutos frescos de tejocote utilizando
la técnica de maceracion.

Realizar el fraccionamiento del extracto metandlico por métodos
cromatograficos convencionales.

Aislar y purificar los compuestos flavonoides a partir de fracciones
primarias.

Determinar y cuantificar el contenido de flavonoides y de fenoles totales
presentes en el extracto.

Caracterizar los flavonoides previamente purificados, por medio de
Resonancia Magnética Nuclear.

Realizar la evaluacion de la capacidad antioxidante del extracto por los

meétodos DPPH, ABTS y FRAP, respectivamente.
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5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

5.1. Métodos generales de analisis

5.1.1. Andlisis cromatogréficos

Los andlisis de cromatografia en capa fina (ccf) se llevaron a cabo de acuerdo a
técnicas convencionales, apoyado en una variedad de sistemas de elucion y el
uso de placas de aluminio de diversas dimensiones, las cuales se encontraban
recubiertas en gel de silice (60 Fs4 Merck) de 0.25 mm de espesor. Las
cromatoplacas se visualizaron con luz UV (con onda corta a 254 nm y con onda
larga a 365 nm) y posteriormente fueron reveladas con un agente cromdgeno
(vainillina sulfarica 1%), sometida a un calentamiento posterior hasta la total
visualizacion de los compuestos.
La cromatografia en columna, se realiz6 en 2 columnas diferentes: una sobre una
resina de intercambio idnico Amberlita XAD-16, con dimensiones en la columna de
80 cm de largo por 13.5 cm de diametro y como fase mévil agua y metanol.
Mientras la otra columna fue abierta con mediana presion con un sistema en fase
reversa, empacada con resina silica gel y con dimensiones de 50 cm de largo por

7.5 cm de diametro.

5.1.2. Determinacion de las constantes espectroscopicas
La resonancia magnética nuclear proténica (RMN*-H) se realiz6 en un aparato
Unity—Inova, operado a una radiofrecuencia de 400 MHz. El disolvente utilizado

para la disolucién de los compuestos fue CH3OH-d, 0 DMSO-d.
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5.2. Material vegetal
El material vegetal de estudio utilizado, que fue el fruto tejocote, se recolect6 en el
poblado de Polotitlan, en el Estado de México y una muestra de referencia se
conserva en el laboratorio 111 del Departamento de Farmacia del Conjunto E de la

Facultad de Quimica.

5.3. Tratamiento previo del material vegetal
Los frutos recolectados se limpiaron del material extrafio que contenian (hojas,

varas, tierra, etc.).

5.4. Estudio fitoquimico del fruto de Crataegus mexicana (tejocote).
5.4.1. Obtencién del extracto metandlico
Dos kilogramos del fruto fresco del tejocote se colocaron en un macerador de
vidrio con 4L de metanol y se mantuvieron a temperatura ambiente por un periodo
de 7 dias. ElI material vegetal se separ6 por filtracion y el extracto obtenido se

concentrd a presion reducida hasta obtener un residuo sélido.

5.4.2. Fraccionamiento primario del extracto metandlico
Se pesoO una porcion de 108.38 g del extracto metandlico seco en un vaso de
precipitados y posteriormente se le adicionaron 500 mL de H,O desionizada para
disolver el extracto y posteriormente se trato con la resina Amberlita XAD-16 y la
suspension se agitdé durante dos horas a 200 rpm. A continuacion, la resina se

empaco en una columna para cromatografia al vacio (VLC) y se realizo el proceso

82



1IN
]

IPROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

v
Il

de elucion con un gradiente de agua 100% hasta metanol 100%. Todas las
fracciones recolectadas se compararon utilizando ccf y como sistema de elucién
una mezcla de AcOEt/H;CCOOH/HCOOH/H,0 (15:0.4:0.6:4). Los compuestos de
interés se obtuvieron con una mezcla de 1:1 (MeOH-H,0) y se obtuvieron 30
fracciones en total, siendo las fracciones con similitud, las fracciones 10 (FX) hasta
la fraccion 20 (FXX). Se juntaron todas las fracciones similares para tener una sola
y se evaporo el disolvente, hasta obtener la fraccién seca. Se peso en una balanza

analitica (342.8 mg).

5.4.3. Fraccionamiento secundario del extracto metandlico
Se pesdé 208.0 mg de las fracciones similares secas obtenidas en el primer
fraccionamiento en un vaso de precipitados y posteriormente se le adicionaron 10
mL de MeOH hasta la disolucion del extracto para que fuese absorbido por la
resina a través de una agitacion. La fase movil de la cromatografia en columna fue
una mezcla de MeOH-H,O (3:7), donde primero se le depositdé 500 mL de la
mezcla a la columna y después se le adicion6 la mezcla de las fracciones con el
MeOH. Se continud la desorcion de la resina con mezclas de MeOH-H,0 (3:7)
donde se obtuvieron un total de 15 fracciones y se compararon por medio de ccf.
Se utilizé un sistema de elucion de AcOEt/H3;CCOOH/HCOOH/H,0O (15:0.4:0.6:4)
para las cromotoplacas y se reveldé con vainillina sulfurica al 1% como agente
cromogeno. Las fracciones con similitud fueron las fracciones 3y 4 (F2lll y F2IV)
por un compuesto, las fracciones 10, 11 y 12 (F2X, F2XI, F2XIl) por otro

compuesto y las fracciones 13y 14 (F2Xlll y F2XIV) por otro diferente. Se juntaron
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las fracciones con similitud y se evaporé el disolvente, hasta llevar a sequedad. Se

pesaron las fracciones similares (33 mg, 1.8 mgy 1.2 mg).

5.4.4. Obtencién e identificacion de los flavonoides (-)-epicatequina,
kaempferol y quercetina.
Las fracciones F2lll y F2IV se identificaron a través de ccf por comparacion de un
estandar de la (-)—epicatequina. Misma que se purificO y posteriormente se
identific6 como tal por medio de RMN*-H por comparacién de sus constantes
espectroscopicas y espectrométricas con los descritos en la literatura para la (-)—
epicatequina (Davis et al., 1996). El mismo procedimiento se llevo a cabo con los
flavonoides minoritarios kaempferol y quercetina. En el Diagrama 1 se muestra un

resumen del proceso de la obtencién del extracto y posterior fraccionamiento.
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{-]-epicatequina kaempferal gquercertina

Diagrama 1. Proceso de la obtencién y fraccionamiento del extracto metandlico
del fruto del tejocote del género Crataegus mexicana.
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5.5. Determinacion del contenido de antioxidantes
5.5.1. Determinacion de fenoles totales

Se utilizé la metodologia descrita por Singleton y colaboradores (1965). Se agrego
160 uL de agua desionizada, 20 uL de reactivo de Folin-Ciocalteu (1:1) y 20 uL de
la disolucién de la muestra del extracto total (1.0 mg/mL), por triplicado y se
reposo por 8 minutos en la oscuridad. Finalmente se adicionaron 10 uL de Na,COs3
al 20% y se guardo la mezcla de reaccion en la oscuridad por 1 hora, por ultimo,
se realizd una lectura en el espectrofotometro a una longitud de onda de 760 nm.
Cabe resaltar, que los pozos en las placas son para 200 pL, sin embargo, los 10
uL adicionados al final del ensayo, entran perfectamente en el pozo, con los

reactivos previamente adicionados.

5.5.2. Determinacion de flavonoides totales
La determinacion de flavonoides totales se realiz6 en placas de 96 pozos,
siguiendo la metodologia de Kumazawa y colaboradores (2004). Se adicionaron
100 pL de solucion etandlica de AICI; al 2% y 100 uL de solucién del extracto al
1.0 mg/mL. Se dejé incubar a temperatura ambiente una hora y se midi6 la
absorbancia a 415 nm en un lector de ELISA BIO-RAD Benchmark. Cada muestra
se realizé por triplicado y los resultados se presentan como el promedio de las

determinaciones.
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5.6. Ensayos de capacidad antioxidante
La evaluacion de la actividad antioxidante se realizdé por medio de la capacidad de
neutralizacion del radical DPPH, del cation ABTS y el ensayo de FRAP.

5.6.1. Determiancién de la actividad inhibitoria del 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH-)
Se utiliz6 la capacidad de atrapamiento del radical DPPH- para determinar la
actividad antioxidante de las muestras, siguiendo la metodologia descrita por
Rojano y colaboradores (2008) con algunas modificaciones. La determinacién se
realiz6 en placas de 96 pozos. Se colocaron 100 uL de solucién de la muestra (1.0
mg/mL) y se adicionaron 100 uL de solucién etandlica de DPPH- 0.208 mM. Se
incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos y posteriormente se midio la
absorbancia a 490 nm en un lector de ELISA BIO-RAD Benchmark. Cada muestra
se ensayo pro triplicado y los resultados se presentan como el promedio de las

determinaciones.

5.6.2. Determinacion de la actividad atrapadora del radical 2.2 -azino-bis-
(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonato de amonio (ABTS™)
De acuerdo al método descrito por Kriengsak y colaboradores (2006) con algunas
modificaciones. El radical ABTS™ se formé por la reaccion de oxidacion de 7mM
de ABTS con una solucion 2.45 mM de persulfato de potasio. La solucion
resultante se conservo durante 16 horas en ausencia de luz antes de su
utilizacion. De esta forma la actividad antioxidante de las muestras, se evalud con

la capacidad de atrapamiento del radical ABTS ™. La solucion del radical ABTS " se
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diluyé con metanol hasta obtener una absorbancia inicial de al menos 0.70 a una
longitud de onda de 700 nm.

El ensayo se realiz6 en placas de 96 pozos, se adicionaron 20 uL de solucién de
cada muestra (1.0 mg/mL) y se colocaron 180 pL de la solucion del radical ABTS ™
ajustados a la absorbancia de al menos 0.70. Se dejé incubar a temperatura
ambiente durante 6 minutos y posteriormente se midi6 la absorbancia a 700 nm en
un lector de ELISA BIO-RAD Benchmark.

Cada muestra se ensay0 por triplicado y los resultados se presentan como el

promedio de las determinaciones.

5.6.3. Determinacion de la capacidad reductora de hierro (FRAP).

El ensayo de FRAP se efectud utilizando la metodologia descrita por Strain (1996)
con algunas modificaciones. El ensayo se llevo a cabo en placas de 96 pozos, se
colocé en cada pozo 20 uL de solucion de la muestra (0.01 mg/mL) con 180 pL de
solucion del reactivo de FRAP (2.5 mL de solucion 2,4,6-tripiridil-S-triazina 10 mM
en HCI 40 mM, 2.5 mL de FeCl320 mM y 25 mL de buffer de acetato 300 mM a un
pH de 3.6). Se dejo incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos, después
se registro la absorbancia a 595 nm en un lector de ELISA BIO-RAD Benchmark.

Cada muestra se ensay0 por triplicado y los resultados se presentan como el

promedio de las determinaciones.
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6. RESULTADOS

6.1. Determinacion del contenido de flavonoides y fenoles totales

6.1.1. Determinacion de flavonoides totales
Para poder determinar la concentracién de flavonoides totales, se elabor6 una

curva patron de quercetina (r=0.9959), en donde los resultados se expresan en mg

equivalentes de quercetina y son presentados en el Cuadro 6.

Curva patron de quercetina

0.6

I

0.5

0.4 /
0.3
/ y = 0.0069x - 0.0246

Absobancia

0.2
R?=0.9959
0.1 / L 4
0 I T T T T 1
0 20 40 60 80 100
ug quercetina/mL

Figura 22. Curva patrén de quercetina para la determinacion de flavonoides
totales en las muestras de prueba.

6.1.2. Determinacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu
Para calcular la concentracion de fenoles totales, se elaboré una curva patron de

acido galico (r=0.9900), en donde los resultados se expresan en mg equivalentes

de acido galico y son presentados en el Cuadro 6.
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Figura 23. (a) Curva patrén de acido gélico para la determinacién de fenoles
totales en las muestras de prueba. (b) Coloraciones en la determinacion de
fenoles totales. Tubo de ensayo de la izquierda: Control negativo, tubo de ensayo
de la derecha: Muestra del extracto metanalico.

Cuadro 6. Determinacion de cantidad de flavonoides y fenoles totales expresados
como miligramos equivalentes de quercetina por cada 100 gramos de extracto y
miligramos equivalentes de acido galico por cada gramo de extracto,
respectivamente. Se utilizaron 3 concentraciones diferentes del extracto
metandlico (1.0, 0.5 y 0.1 mg/mL). Se reporta el promedio de tres
determinaciones.

g Flavonoides Fenoles totales
extracto totales
(mg equivalentes (mg

de quercetina) equivalentes de

acido galico)

100 20.01 52.59
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6.2. Ensayos de capacidad antioxidante

6.2.1. Ensayo de la actividad inhibitoria del DPPH-.
Para calcular la capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC), mediante el
ensayo de la actividad inhibitoria del DPPH- se construyé una curva patron con
Trolox (r=0.9943), en donde los resultados se expresan en mg equivalentes a

Trolox y son presentados en el Cuadro 7.

Curva Patron con Trolox en DPPH.

c 0.8
[$)
§ 0.16 £\
5 0.14
8 012 \Q»
0.1 \
0.08 —3
0.06 0.0008x + 0.1542
y =-0. x + 0.
0.04 r=0.9943
0.02
O T T T T T 1
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Figura 24. (a) Curva patron de Trolox® el ensayo de DPPH-. (b) coloraciones
obtenidas con las diferentes concentraciones del extracto.
6.2.2. Ensayo de la actividad inhibidora del radical ABTS™
Para calcular la capacidad antioxidante equivalente a Trolox® (TEAC), mediante el
ensayo de la actividad inhibitoria del radical ABTS™ se construy6 una curva patron

con Trolox (r=0.9943), en donde los resultados se expresan en mg equivalentes a

Trolox y son presentados en el Cuadro 7.
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Curva Patron con Trolox en ABTS
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Figura 25. (a) Curva patron de Trolox® para el ensayo de ABTS™, (b)
coloraciones obtenidas con las diferentes concentraciones del extracto.
6.2.3 Ensayo de la capacidad reductora de hierro (FRAP).
Para esta determinacion se prepararon dos curvas patrén de los antioxidantes de

referencia en medio acuoso, una de acido ascorbico (r=0.9945) representada en la

Figura 26 y otra de Trolox® (r=0.9980), en la Figura 27.

Curva patron de acido ascorbico
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r=0.9945
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Figura 26. Curva patron de acido ascorbico para el ensayo de FRAP.
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Figura 27. (a) Curva patrén de Trolox® para el ensayo de FRAP, (b) coloraciones
obtenidas con las diferentes concentraciones del extracto.

Cuadro 7. Resumen de los pardmetros de actividad antioxidante para el extracto
metandlico y la quercetina utilizada como control positivo, para los ensayos de
DPPH, ABTS y FRAP. Se utilizé una concentracion del extracto metandlico de 1.0,
mg/mL para DPPH y FRAP y 0.01mg/mL para ABTS. Los resultados se reportan
como el promedio de tres determinaciones y como capacidad antioxidante
equivalentes a miligramos de Trolox® (TEAC) en un gramo de extracto y ademas
como mg equivalentes a acido ascoérbico en un gramo de extracto (mg TEAC/ g
extracto) para FRAP.

Sustancia de DPPH ABTS FRAP
prueba TEAC (mg | TEAC (mg | TEAC (mg | mg equivalentes
Trolox®) Trolox®) Trolox®) acido ascorbico
Extracto metandlico 5.5 3.5 5.1 26.9
Quercetina 5.9 4.0 5.9 28.0
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6.3. Caracterizaciéon de los flavonoides.

Cuadro 8. Estructuras de flavonoides purificados y caracterizados presentes en el

fruto de tejocote.
Estructura Nombre
OH
OH . .
(-)-Epicatequina
HO (0]
4'//////OH
OH
OH
HO o) Kaempferol
OH
OH (0]
OH
OH
HO ° Quercetina
OH
OH o
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7. DISCUSION DE RESULTADOS
7.1. Determinacion del contenido de antioxidantes
7.1.1 Determinacion de flavonoides totales

La cuantificacién de los flavonoides totales presentes en el extracto derivado del
fruto Crataegus mexicana, se realizd6 mediante la metodologia descrita por
Kumazawa (2004). La concentracién de flavonoides totales en el fruto del tejocote
fue de 20.0 mg de flavonoides equivalentes a quercetina, por cada 100 gramos de
extracto de tejocote (20.01 mg Q/100g). De acuerdo con la literatura la cantidad de
flavonoides totales en los frutos de diversas especies de Crataegus es muy
variada. En algunas especies la cantidad es menor que la encontrada en nuestro
estudio, por ejemplo en C. azarolus (2.2 mg Q/100g) (Hashempour et al., 2010),
C. opaca (2.3 mg Q/100q) (Trappey et al., 2005), C. brettschneiri (2.51 mg Q/100g)
(Liu et al., 2011), C. laevigata (10.0 mg Q/100g) (Svedstrom et al., 2002) y C.
germanica (3.5 mg Q/100g) (Gdlcin et al., 2011). Por otra parte, especies como C.
monogyna (44.6 mg Q/100g) (Lamaison et al., 1990; Baorun et al., 1994; Prinz et
al.,, 2007; Froehlicher et al., 2009), C. pentagyna (23.68 mg Q/1009)
(Ebrahimzadeh et al., 2008;), C. pinnatifida (19.44 mg Q/100g) (Zhang et al., 2001;
Chen et al., 2005; Liu et al., 2011), C. pseudoheterophylla (Amanzadeh et al.,
2007; Ebrahimzadeh et al., 2008; Prinz et al., 2008) destacan por su alto contenido
en flavonoides. Es importante mencionar que la concentracion de flavonoides en
los frutos de las diferentes especies de Crategus depende de diversos factores
como el medio ambiente, la madurez del fruto y del tipo de suelo en que crecio el

arbol, lo que trae como resultado que no exista un rango definitivo para algin
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compuesto en especifico, pues varia la cantidad y los tipos de flavonoides
indistintamente en los frutos del género (Edwards et al., 2012).

Por otra parte, la cantidad de flavonoides encontrada en el fruto puede ser
comparada con las descritas en las manzanas sin cdscara como la roja (32.7 mg
Q/100gq), verde (17.3 mg Q/100g) y amarilla (20.9 mg Q/100g), el durazno (15 mg
Q/100gq), la frambuesa (26.6 mg Q/100g), la cereza (19.6 mg Q/100g), el higo
(20.2 mg Q/100g), la uva verde (36.5 mg Q/100g), la zanahoria (26.7 mg Q/100g),
el perejil (27.2 mg Q/100g), la pimienta verde (27.4 mg Q/100g), la col (33.1 mg
Q/100g), el brocoli (18.8 mg Q/100g), la cebolla morada (18.7 mg Q/100g)
(Marinova et al., 2005). Sin embargo, no alcanza las concentraciones que poseen
la uva morada con cascara (77.1 mg Q/100g), la zarzamora (55.5 mg Q/100g), la
mora azul (190.3 mg Q/100g), la fresa (69.7 mg Q/100q), la pera con céscara
(69.9 mg Q/100g), la manzana roja (48.6 mg Q/100g) y amarilla (34.8 mg Q/100gq)
ambas con cascara, la ciruela (136.2 mg Q/100g), la lechuga (97.2 mg Q/100g) y
el rAbano (48.5 mg Q/100g). Sin embargo, las cantidades de flavonoides totales en
el tejocote, son mayores a las reportadas para el frijol amarillo (8.2 mg Q/100g) y
verde (4.1 mg Q/100g), asi como para el rabano (8.9 mg Q/100g) y el jitomate

(12.8 mg Q/100g) (Marinova et al., 2005).

7.1.2. Determinacion de fenoles totales por el método de Folin Ciocalteu
La determinacion de los fenoles totales presentes en el extracto derivado del fruto
de Crataegus mexicana (tejocote) se realizd utilizando el método de Folin-

Ciocalteu, el cual es considerado uno de los mejores y mas antiguos metodos para
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determinar el potencial antioxidante en productos naturales (Prior et al., 2005).
Como resultado se encontr6 que el extracto metandlico del tejocote contiene

compuestos fendlicos en cantidades significativas.

Al comparar el contenido de fenoles totales del extracto de tejocote, el cual fue de
52.6 mg equivalentes al &cido gélico por cada 100 g de muestra (52.6 mg
AG/100g) con los contenidos descritos en la literatura para otros frutos del género
Crataegus como C. atrosanguinea, C. curvisepala, C. meyeri, C. microphyla
(Amanzadeh et al., 2007), C. davisii (Sozer et al.,, 2006), C. rhipidophylla, C.
macrocarpa (Ringl et al., 2007) ésta resulté ser mayor para el tejocote. Por otra
parte, el tejocote posee cantidades de fenoles similares a las descritas para
especies C. monogyna (57.1 mg AG/100g) (Lamaison et al., 1990; Baorun et al.,
1994; Prinz et al.,, 2007; Froehlicher et al., 2009;), C. pentagyna (92.1 mg
AG/100q) (Ebrahimzadeh et al., 2008;).

Asi mismo, considerando la informaciéon encontrada en la literatura, se puede
concluir que la cantidad de fenoles totales es similar a la de frutos con cierta
actividad antioxidante y alto contenido de fenoles totales, como el durazno (50.9
mg AG/100g), la cereza (78.8 mg AG/100g), el higo (59.0 mg AG/100g), el jitomate
(76.9 mg AG/100gq), el rabano (44.9 mg AG/100g), la hoja de la cebolla (81.0 mg
AG/100g), el frijol amarillo (55.7 mg AG/100gmbar) (Marinova et al., 2005). Sin
embargo, la cantidad de fenoles no es comparable con frutos con reconocida
actividad antioxidante como la pera con cascara (124.7 mg AG/100g), la manzana

amarilla (99.7 mg AG/100g), roja (125.4 mg AG/100g) y verde (118.1) todas con
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cascara, la zarzamora (355.3 mg AG/100gq), la frambuesa (178.6 mg AG/100gq), la
fresa (244.1 mg AG/100g), la cereza agria (429 mg AG/100g), la mora azul (670.9
mg AG/100g) la uva verde (184.1 mg AG/100g) o morada (213.3 mg AG/100g)
(Marinova et al., 2005).

Resulta interesante observar que algunas frutas como la manzana roja, amarilla o
verde se reporta en la literatura que poseen una cantidad similar de flavonoides
que el tejocote, sin embargo, en cuanto a la cantidad de fenoles es mucho mayor
la de las manzanas. En el caso del tejocote se tiene a la (-)-epicatequina como
compuesto mayoritario, ademas de kaempferol y quercetina, mientras las
manzanas poseen una gran cantidad de antocianidinas, quercetina, la catequina y

(-)-epicatequina, entre otros compuestos fendlicos (Hagen et al., 2006).

7.2. Determinacion de la capacidad antioxidante
Para determinar la capacidad antioxidante del extracto se utilizaron los ensayos de
DPPH', de ABTS" y de FRAP. La sustancia de referencia que se utilizd para
comparar y cuantificar la capacidad antioxidante de los extractos de prueba es la
quercetina. Con relaciébn a éste se calculé la TEAC (Capacidad Antioxidante
Equivalente a Trolox®), la cual indica el nimero de radicales de DPPH- o0 ABTS™

consumidos por una molécula antioxidante (Roginsky et al., 2005).

7.2.1. Ensayo del DPPH
Es importante mencionar que la neutralizacion del radical DPPH' puede llevarse a

cabo por dos mecanismos, la primera es a través de la transferencia de un atomo
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de hidrégeno (HAT, por sus siglas en inglés hydrogen atom transfer) y la segunda
por la transferencia de un electréon (ET, electron transfer). No obstante, la reaccion
que se lleva la mayoria de las veces es a través de la ET (Ou et al., 2005).

Los valores de TEAC reportados en el Cuadro 7 indican que el extracto
metandlico del fruto de tejocote atrapa una cantidad de radicales comparable al de
quercetina, utilizada como control. Los valores de TEAC obtenidos del extracto
metandlico se encuentran reportados como mg de capacidad antioxidante
equivalente de Trolox® por cada gramo de extracto (mg TEAC/g), en este caso los
valores para éste fue de 5.5 mg TEAC/g mientras para la quercetina fue de 5.9 mg
TEAC/qg.

De acuerdo a lo reportado en la literatura, la (-)-epicatequina (flavonoide
mayoritario en el extracto), junto con la quercetina representan dos de los
antioxidantes mas eficaces pertenecientes al grupo de los flavonoides (Kurihara et
al., 1995). La (-)-epicatequina, ademas de poseer el esqueleto basico de los
flavonoides, en el anillo B presenta el grupo catecol, el cual de acuerdo a la
literatura, es esencial para una alta actividad antioxidante. Los hidroxilos poseen la
capacidad de quelar metales que desencadenan el estrés oxidativo y dan la
estabilizacion del aroxi-radical por deslocalizacion electronica (Prochazkova et al.,
2011).

Al comparar la capacidad antioxidante del extracto metandlico de los frutos del
tejocote resulta evidente que es menor a la descrita para los extractos metanolicos
del capulin (19.0 mg TEAC/Qg), el platano (17.5 mg TEAC/g) y la zarzamora (10.3

mg TEAC/g). Sin embargo, presenta actividad similar a la descrita para los
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extractos metandlicos de la guayaba (7.5 mg TEAC/q), la ciruela (4.0 mg TEAC/Q),
la chirimoya (5.8 mg TEAC/q), el zapote (4.3 mg TEAC/g) y poseen mas actividad
antioxidante comparadas con los extractos metanodlicos del jitomate (1.1 mg
TEAC/Qg), el pepino (0.1 mg TEAC/g), la granada (0.1 mg TEAC/g) (Garcia et al.,

2004).
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Figura 28. Estabilizacion del aroxi-radical en el anillo B de los flavonoides.

Reproducido de Kurihara et al., 1999.

7.2.2. Ensayo del ABTS

Los valores resumidos en el Cuadro 7 indican que el extracto metandlico derivado
del fruto del tejocote (3.5 mg TEAC/g) posee una potencial antioxidante similar a la
quercetina (4.0 mg TEAC/g) y se reporta como actividad antioxidante equivalente
a Trolox® (TEAC). Los TEACs determinados en el presente estudio para el
ensayo de ABTS pueden ser comparados con los TEACs reportados en la
literatura para otros frutos, evaluados utilizando el mismo ensayo, como el
aguacate (0.3 mg T/g), la pera (0.8 mg TEAC/g) y el higo (1.0 mg TEAC/g), sin
embargo, no son comparables con los descritos para la zarzamora (48.1 mg T/g),
la mora azul (46.8 mg TEAC/g) y la fresa (40.8 mg TEAC/g) (Vasco et al., 2008),

pues la actividad antioxidante es mucho mayor.
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La (-)-epicatequina es el flavonoide mas abundante en el extracto de tejocote. Este
flavan-3-ol como ya se menciond posee un grupo catecol en el anillo B, el cual es
el principal responsable de la actividad antioxidante debido a su potencial reductor.
Por lo cual, el mecanismo predominate mediante el cual reacciona con el radical
ABTS™ es mediante la donacién de un electron al radical catiénico resultando en
la formacion de un semiquinona, que puede donar un electrén mas externo para

formar una quinona (Pannala et al., 2001).

OH OH (0]
OH f ;O it ;O
‘?-S‘ e+ H ‘??_L e+ H
Catecol Semi-quinona Quinona

Dimeros potenciales

Figura 29. Oxidacion potencial de productos del catecol.

7.2.3. Ensayo de FRAP

En el ensayo de FRAP se evalla el mecanismo por el cual un antioxidante realiza
su accion a través de la transferencia de un electron. De acuerdo a la literatura, el
poder de reduccion parece estar relacionado con el grado de hidroxilacion y por la

medida de conjugacion de los compuestos polifendlicos (Pulido et al., 2000).

En el Cuadro 7 se muestran los resultados obtenidos en el ensayo de FRAP para

el extracto (5.1 mg T/g), la quercetina (5.9 mg T/g), el acido ascérbico (26.9 mg
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AA/g y 28 mg AA/g para el extracto y la quercetina, respectivamente) (valores
altos) y los equivalentes de Trolox® (valores bajos), en donde se observa que el
extracto metandlico posee una capacidad donadora de electrones similar a la
quercetina. Estos resultados indican que el extracto metandlico contiene
compuestos que pueden ejercer su accion antioxidante mediante la transferencia

de electrones.

Loa TEACs obtenidos son comparables a los de los extractos de las moras (10.3
mg T/g), la pifia (7.0 mg T/g), el platano (9.7 mg T/g) y el albaricoque (4.6 mg T/g),
el limén (11.6 mg T/g), la cereza (11.5 mg T/g), sin embargo, no posee una
capacidad antioxidante tan fuerte como la guayaba (63.6 mg T/g), el kiwi (38.8 mg
T/g), el mango (62.8 mg T/g), la naranja (19.0 mg T/g) o la ciruela (23.6 mg T/g)

(Guo et al., 2003).

»
“/oH

OH

Figura 30. Generacién de estructuras quindnicas después de la oxidacién de los

flavonoides (Modificado de Guo et al., 2003).

102



i
]

IDISCUSION DE RESULTADOS

v
Il

7.3 ldentificacion de los flavonoides aislados a partir de los frutos del
tejocote.

La identificacion de la (-)-epicatequina, el kaempferol y la quercetina se realizaron
por comparacion directa de sus Rf, constantes espectroscopicas vy
espectrométricas con las reportadas por Hernandez (2014) para estos compuestos
en un estudio previo realizado, utilizando las hojas de C. mexicana.

De acuerdo a los datos reportados en la literatura, la quercetina es el flavonoide
con mas capacidad antioxidante, seguido de la (-)-epicatequina y después el
kaempferol (Pannala et al., 2001). La (-)-epicatequina es un flavonol mientras que
la quercetina y el kaempferol son flavonas (Vermerris, 2008). Ahora bien, la
quercetina y la (-)-epicatequina poseen mayor capacidad antioxidante por su grupo
catecol en el anillo B, que como ya se explicO con anterioridad, los grupos
hidroxilos en las posiciones 3’y 4~ son excelentes donadores de protones a las
ROS. Ademas, la quercetina posee un doble enlace conjugado (2,3) y un grupo
ceto en la posicion 4 del anillo C y que la (-)-epicatequina no los posee, los cuales
también le confieren importantes propiedades antioxidativas a la quercetina. El
kaempferol cuenta con este doble enlace y grupo ceto, sin embargo, en el anillo B,
sélo tiene un grupo hidroxilo en la posicién 4, el cual lo hace un antioxidante con
una potencia menor al de la quercetina y la (-)-epicatequina, respectivamente
(Pannala et al., 2001). Se le atribuye la capacidad antioxidante principalmente a la

(-)-epicatequina, pues es el flavonoide mayoritario encontrado.
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8. RESUMEN Y CONCLUSIONES

El presente trabajo de investigacion permitié el aislamiento de la (-)-epicatequina,
el kaempferol y quercetina a partir del extracto metandlico del fruto del tejocote.

El contenido de flavonoides totales presentes en el extracto metandlico del fruto
del tejocote fue de 20.0 mg de flavonoides equivalentes a quercetina, por cada
100 gramos de extracto de tejocote (20.01 mg Q/100g). Este contenido es
comparable con el reportado para frutos de otras especies del mismo género
como C. monogyna (44.6 mg Q/100g) (Lamaison et al., 1990; Baorun et al., 1994;
Prinz et al., 2007; Froehlicher et al., 2009), C. pentagyna (23.68 mg Q/100q)
(Ebrahimzadeh et al., 2008;), C. pinnatifida (19.44 mg Q/100g) (Zhang et al.,
2001; Chen et al., 2005; Liu et al., 2011) y en otras frutas como las manzanas
rojas (32.7 mg Q/100g), verdes (17.3 mg Q/100g) y amarillas (20.9 mg Q/100g) sin
cascara, el durazno (15 mg Q/100g), la frambuesa (26.6 mg Q/100q) y la cereza
(19.6 mg Q/100g) (Marinova et al., 2005).

El contenido de fenoles totales del extracto fue de 52.6 mg equivalentes al acido
galico por cada 100 g de muestra (52.6 mg AG/100g). Este contenido es
comparable al reportado para C. monogyna (57.1 mg AG/100g) (Lamaison et al.,
1990; Baorun et al., 1994; Froehlicher et al., 2009; Prinz et al., 2007) y C.
pentagyna (92.1 mg AG/100g) (Ebrahimzadeh et al., 2008;), durazno (50.9 mg
AG/100gq), la cereza (78.8 mg AG/100g), el higo (59.0 mg AG/100g), el jitomate
(76.9 mg AG/100gq), el rabano (44.9 mg AG/100g), la hoja de la cebolla (81.0 mg

AG/100g) v el frijol amarillo (55.7 mg AG/100g) (Marinova et al., 2005).
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El extracto metandlico del fruto del tejocote posee una actividad antioxidante, la
cual no es comparable a la descrita en la literatura para la cascara de uva, la
cascara de manzana, la zarzamora, la fresa, la mora azul, entre otras (Guo et al.,
2003; Marinova et al., 2005; Vasco et al., 2008). En el caso del ensayo de DPPH,
se obtuvo un TEAC de 5.5 mg TEAC/g, mientras que para la quercetina fue de 5.9
mg TEAC/g. En el ensayo de ABTS, el extracto presenté una TEAC de 3.5 mg T/g
y la quercetina de 4.0 mg TEAC/g, en tanto que en el ensayo de FRAP, los valores
de TEAC fueron de 5.1 mg TEAC/g para el extracto y 5.9 mg TEAC/g para la
quercetina, asi mismo, los valores equivalentes a los mg de acido ascérbico fueron

de 26.9 mg AA/g y 28 mg AA/g para el extracto y la quercetina, respectivamente.
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9. PERSPECTIVAS

Continuar con el estudio fitoquimico del fruto de tejocote, con la finalidad de

aislar otros componentes con capacidad antioxidante.

e Determinar el mecanismo de inhibicion de radicales del extracto y

compuestos puros.

Determinar la concentracion a la cual el extracto metandlico pueda ejercer

un efecto prooxidante.
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