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Resumen

El estrés oxidativo se ve implicado en diversas enfermedades, como aterosclerosis,
cancer y catarata senil, entre otras. En este sentido algunas especies de la familia
Burseraceae han presentado un potencial antioxidante, es decir, la capacidad de
neutralizar radicales libres, como las especies reactivas de oxigeno (ERO). El potencial
antioxidante de las plantas se debe al contenido de metabolitos secundarios (MS),
principalmente compuestos fendlicos. El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad
antioxidante diferencial entre organismos masculinos y femeninos de B. cuneata. La
especie se colectd en Jerécuaro, Guanajuato, se obtuvieron los extractos hexanico,
acetonico y metandlico mediante el método de maceraciéon. La concentracion de fenoles
totales se determiné por el método de Folin-Ciocalteu. La actividad antioxidante se evalu6
en modelos in vitro sobre los radicales DPPH y ABTS**. Adicionalmente, se determiné el
potencial de reduccion férrica de los extractos mediante el uso del reactivo FRAP. En los
resultados se obtuvo que los extractos metandlicos presentaron el mayor rendimiento con
respecto al peso seco de la planta. En cuanto al contenido de fenoles totales en los
extractos del ejemplar tres masculino (37) fue el que presentd el mayor contenido de
fenoles en los extractos acetdnicos y metandlicos, con 132.46 y 211.99 mgEAG/g de
extracto respectivamente. En la evaluacion de la actividad antioxidante, los extractos
acetonicos y metandlicos presentaron una buena actividad antioxidante sobre los
radicales DPPH, ABTS**, con valores de CAso de 13.85 a 18.44 pg/mL para los extractos
acetonicos y una CAsp = 3.31 a 27.06 pg/mL para los extractos metanodlicos. Ademas, los
extractos mencionados presentaron un alto potencial en la reduccién del hierro férrico,
siendo los valores mas altos los de los extractos obtenidos de los ejemplares masculinos,
con 85.36 y 98.95% de reduccion férrica. Los compuestos identificados por HPLC en los
extractos metanolicos fueron catequina, naringenina y pinocembrina. En la comparacion
integral de la actividad no se observaron diferencias significativas en el contenido de
fenoles totales y en el efecto antioxidante entre individuos masculinos y femeninos. Los
resultados contribuyen al conocimiento fitoquimico y farmacoldgico de B. cuneata y
validan su uso como recurso potencial para el tratamiento en enfermedades relacionadas
con procesos de estrés oxidativo.

Palabras clave: Bursera cuneata, antioxidante, fenoles, metanol, catequina, naringenina,

pinocembrina.



Introduccién

A través de los afios el ser humano ha utilizado a las plantas con fines terapéuticos, al
ingerirlas encontro la respuesta a su necesidad primaria de alimento y mediante ensayo
y error aprendié que muchas de ellas podian tener otros usos, entre ellos el medicinal
para aliviar algun padecimiento. Ademas, asimilo que la dosis o la manera de preparacion

eran fundamentales para obtener el efecto terapéutico esperado (Waizel, 2011).

En la actualidad las plantas medicinales constituyen un importante recurso natural, ya
gue existe una cantidad notable de medicamentos patentados cuya base lo constituyen,
ya sea un metabolito secundario de origen vegetal o alguna sustancias derivada de un

principio activo aislado de especies vegetales (Eleno, 2010).

A diferencia de otros organismos, las plantas destinan una cantidad significativa del
carbono asimilado y de la energia a la sintesis de una amplia variedad de moléculas
organicas que no parecen tener una funcion directa en los procesos fotosintéticos,
respiratorios, asimilaciéon de nutrientes, transporte de solutos o sintesis de proteinas,
carbohidratos o lipidos, y que se denominan metabolitos secundarios (MS) (Avalos y
Pérez-Urria, 2009). Normalmente los MS se concentran en alguna de sus estructuras:

hojas, flores, cortezas, semillas, raices o frutos (Barrera, 2008; citado en Eleno, 2010).

Los MS de las plantas funcionan como estrategia de defensa contra condiciones de estrés
biotico y abidtico; los cuales presentan actividad antimicrobiana, en contra de herbivoros
y actividad antioxidante. Los MS son compuestos de bajo peso molecular; una sintesis
activa de ellos se induce cuando las plantas son expuestas a condiciones adversas, tales
como el ataque por virus, bacterias y hongos, la competencia por el espacio de suelo, la
luz, los nutrientes entre las diferentes especies de plantas, la exposicion a la radiacion

solar, entre otros (Sepulveda-Jimenez et al., 2003).

Ademas, la sintesis de MS en las plantas dioicas puede desencadenarse de manera
diferencial, evidenciando una variacion cuantitativa de éstos (Rugna et al., 2002). Debido
a que el proceso reproductivo suele ser muy costoso, las plantas dioicas utilizan
estrategias de compensacién como la reduccién de recursos asignados a crecimiento y

mantenimiento vegetativo. Los cuales son diferentes en cada sexo, por ejemplo, los



machos presentan el maximo gasto de recursos en el periodo de floracion al liberar el
polen, en cambio, las hembras lo presentan justo después de la polinizacién, para el
crecimiento y maduracion del fruto (Montesinos, 2007); en este sentido se han reportado
mayores concentraciones de fenoles y terpenos en individuos femeninos, mientras que
los individuos masculinos contienen mayores concentraciones de nitrogeno (Maldonado,
2007).

Se conocen aproximadamente 20,000 estructuras de MS que por su composicion quimica
son clasificados en dos grupos principales: nitrogenados que incluyen a los alcaloides,
aminoacidos no protéicos, aminas, glucosidos cianogénicos y glucosinolatos, y los no
nitrogenados que se dividen en terpenoides, poliacetilenos, policétidos y fenilpropanoides
(Croteau et al., 2000; citado en Sepulveda-Jimenez et al., 2003). Otra clasificacion es la
que considera el valor medicinal y econdémico de los MS, en cuyo caso pueden agruparse
en cuatro clases principales: terpenos, compuestos fenolicos, glicésidos y alcaloides
(Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Los compuestos fendlicos, polifenoles o fenilpropanoides derivan del fenol, un anillo
aromatico con un grupo hidroxilo (Avalos y Pérez-Urria, 2009); dentro de esta gran familia
de productos naturales pueden encontrarse tres grupos principales: los acidos fendlicos,
los polifenoles y los flavonoides, siendo estos ultimos el grupo mas comun (Ochoa y
Ayala, 2004, citado en Echavarria et al., 2009).

La sintesis de los compuestos fendlicos se da a partir de fenilalanina por la via del
shikimato, la ruta del acido siquimico y la ruta del acido malénico (Avalos y Pérez-Urria,
2009). Estos compuestos regulan el metabolismo y la sintesis de lignina, ademas poseen
potencial antioxidante; es decir, son capaces de neutralizar radicales libres (Jauregui et
al., 2007).

Un radical libre es una especie quimica (atomo, molécula o i6n) que se caracteriza por
tener uno o mas electrones desapareados en sus orbitales externos y es capaz de existir
de manera independiente; sin embargo, es muy reactivo ya que tiende a reducirse, es
decir, sustrae un electron de atomos o moléculas estables, a las cuales oxida, con el fin
de alcanzar su propia estabilidad. Una vez que el radical libre ha conseguido el electron

gue necesita para aparear a su electron libre, la molécula estable que pierde el electron
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se oxida y deja a otro electron desapareado, lo que la convierte a su vez en un radical
libre, iniciandose y después propagandose de la misma manera, generando asi una

reaccion en cadena (Hansberg, 2002; citado en Quintanar y Calderon, 2009).

Entre los radicales libres se encuentran las especies reactivas del oxigeno (ERO),
término que se aplica colectivamente a las moléculas radicales, las cuales son
principalmente producidas por las células que utilizan el oxigeno para su metabolismo,
siendo este su origen enddgeno, el cual también se lleva a cabo por el metabolismo de
las células defensivas tales como los polimorfonucleares, los monocitos sensibilizados,
los macrofagos y los eosindfilos, que generan varias especies quimicamente agresivas
como peroxido de hidrégeno (H202), radicales superéxido (O2") e hidroxilo (OH"). Por otro
lado, su origen exdgeno esta dado por los factores como la radiacion solar, toxinas
fungicas, las radiaciones ionizantes, una concentracion de oxigeno demasiado elevada,
los pesticidas, metales pesados, la accion de ciertos xenobidticos o el humo de tabaco,

gue incrementan su nivel (Avello y Suwalsky, 2006).

Dichos radicales actian sobre los &cidos grasos poliinsaturados, el colesterol, el ADN y
los lipidos, siendo estos ultimos los mas susceptibles a la sustraccion de un electrén por
parte del radical que lo requiere para alcanzar su estabilidad electroquimica. Los
antioxidantes actian como fuentes de hidrégeno y se oxidan en lugar de cualquiera de
los componentes anteriormente mencionados, protegiendo de esta manera las células
contra el dafio que causan los radicales libres (Garcia et al., 2000; citado en Echavarria
et al., 2009).

La capacidad antioxidante celular esta dada por mecanismos a través de los cuales la
célula anula la reactividad y/o inhibe la generacién de radicales libres. Estos mecanismos
son adecuados a la vida media corta de los radicales libres y comprenden moléculas
pequefias, enddgenas y exbégenas con capacidad antioxidante. Los antioxidantes
exodgenos provienen de la dieta, y dentro de este grupo se incluyen la vitamina E, la
vitamina C y los carotenoides (Avello y Suwalsky, 2006).

Debido a los dafos a nivel celular que causan las ERO en los organismos ha surgido el
interés de la busqueda de compuestos con capacidad antioxidante, en este sentido se ha

dirigido la atencién hacia las especies de la familia Burseraceae, que cuenta con 20
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géneros y mas de 600 especies distribuidas en las regiones calientes del mundo, con
mayor diversidad en América tropical (Rzedowski, 1992).

En México habitan aproximadamente el 80% de especies del género Bursera, también
conocidas como “copales”, los cuales se distribuyen a lo largo de la costa del pacifico;
especialmente, en la cuenca del Rio Balsas, Las cuencas del Papagayo, Armeria-
Coahuayana, el Valle de Tehuacan-Cuicatlan y la cuenca del Tehuantepec (CONABIO,
20009).

El género Bursera se conoce por sus propiedades curativas en casos como la disenteria,
la hidropesia, enfermedades venéreas, fiebre amarilla, resfriados, contra la ponzofa se
utiliza la goma desleida en agua, y la resina se ha utilizado contra enfermedades uterinas
(Martinez, 1959). Incluso se ha reportado que entre sus propiedades se encuentra la
actividad y capacidad antioxidante, debido a un gran contenido de flavonoides en el

extracto metandlico, algunos trabajos en este sentido son los siguientes:

Serrano et al., en 2012 evaluaron la actividad antioxidante del extracto metandlico de la
corteza de Bursera morelensis. En este estudio se utilizé la técnica DPPH, en la cual
encontraron una fuerte capacidad reductora, la concentracién antioxidante media (CAso)
del extracto fue de 3.05 pg/mL, sin embargo, no mostrd diferencia significativa
comparandose con quercetina. Por otro lado, la cuantificacién de fenoles mostré 50.5%
de componentes fendlicos en el extracto, de los cuales por HPLC determiné que
corresponden a flavonoides. La capacidad antioxidante la relacionan con la buena

cantidad de componentes fendlicos.

De la misma manera, Islam et al., en 2014 estudiaron las propiedades antioxidantes del
extracto metandlico de hojas de Bursera serrata, por medio de la cuantificacion total de
fenoles, de flavonoides y por la capacidad de poder reductor con el reactivo FRAP. Ellos
obtuvieron un contenido total de fenoles de 55.53 + 14.63 mg equivalentes de acido galico
por gramo de extracto (MgEAG/g). En el caso del contenido total de flavonoides
obtuvieron un valor de 106.33 = 7.35 mg equivalentes de quecetina por gramo de extracto
(mgEQ/qg), finalmente, la capacidad de poder reductor del extracto mostro una reduccion
significativa a altas concentraciones, en comparacion con el &cido ascorbico.

Concluyeron que el extracto metandlico de B. serrata tiene una buena actividad
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antioxidante debido al buen contenido de flavonoides, el cual es comparable con estudios

previos.

Bah et al. en 2014, investigaron acerca de los constituyentes quimicos y los efectos
antioxidantes in vitro, de los extractos metandlico y hexanico de corteza de las ramas de
B. simaruba, en este trabajo los autores reportaron 17 compuestos, incluyendo terpenos,
flavonoides, acidos fendlicos, acidos grasos de la cadena larga (AG) y ésteres de metilo
de AG. En cuanto a la actividad antioxidante se determiné que fue baja, debido al poco
contenido de compuestos fendlicos, sin embargo, se present6 un potencial de oxidacion
cercano al de la quercetina y la catequina. Ellos concluyeron que la corteza de ramas de

B. simaruba contiene metabolitos secundarios antioxidantes.

Existen especies del género Bursera de las cuales no hay estudios en los que se haya
evaluado la actividad antioxidante como es el caso de B. cuneata, que es una especie
endémica de la parte centro-sur de México. Esta especie recibe diversos nombres
comunes como copal o cuerecatzundi, es un arbol o arbusto, dioico, de hasta 10 m de
alto, resinoso y con aroma agradable al estrujarse, posee una corteza gris o gris-rojiza
(Figura 1).

B. cuneata es usada en la elaboracion de artesanias diversas, su resina aromatica se
emplea como incienso. Los troncos y las ramas se cortan para consumirse en forma de
lefia (Rzedowski, 1992).



Figura 1. Bursera cuneata (Imagen obtenida de Hérnandez-Gémez, 2018).



Justificacion

Dada la diversidad de las especies de la Familia Burseraceae en México, es necesario
realizar investigaciones dirigidas al conocimiento de sus propiedades biologicas. Las
especies de esta familia tienen un potencial medicinal amplio, ya que se han verificado
sus efectos antiinflamatorio, antimicrobiano y antioxidante. Sin embargo, hay especies de
las que aun no se han realizado estudios como en B. cuneata, por lo que en la presente
investigacion se evaluod su actividad antioxidante el individuos masculinos y femeninos,
con ello se contribuye con el conocimiento de sus propiedades medicinales y al
conocimiento de fuentes potenciales de antioxidantes exdgenos, dada la problematica de
salud que representan las enfermedades causadas por estrés oxidativo en los
organismos. Por otra parte, los resulatados permiten determinar las diferencias en el
efecto antioxidante en individuos de diferente sexo, debido a que se ha reportado que la
sintesis de MS ocurre de manera diferencial en especies dioicas (Montesinos, 2007;
Maldonado, 2007).

Hipotesis

Si en las especies del género Bursera se ha reportado una alta concentracion de
compuestos fendlicos, entre ellos los flavonoides, y que estos MS presentan actividad
antioxidante, los extractos de la corteza B. cuneata presentaran actividad antioxidante.
Ademas, dado que en las plantas dioicas se presenta una distribucion de recursos
diferente en cada sexo al alcanzar la madurez sexual, B. cuneata, al ser una planta dioica,
presentara diferencias cuantitativas y/o presenciales de metabolitos secundarios con

capacidad antioxidante.



Objetivo general

e Evaluar la actividad antioxidante diferencial entre organismos masculinos y
femeninos de B. cuneata.

Objetivos particulares

e Determinar el rendimiento de los extractos de polaridad ascendente (hexano,
acetona y metanol) de la corteza de organismos de diferente sexo de B. cuneata.

e Determinar la concentracion de fenoles totales en los extractos.

e Evaluar la actividad antioxidante de los extractos.

e Determinar el perfil de polifenoles en los extractos con mayor actividad
antioxidante.



Materiales y Métodos

1. Colecta

La corteza de B. cuneata se colectd en agosto de 2017 en El Clarin, municipio de
Jerécuaro, Guanajuato. Se colectaron muestras independientes de seis ejemplares
adultos (tres masculinos y tres femeninos). Se depositd un ejemplar en el herbario IZTA

de la FES lztacala.
2. Obtencion de los extractos

Las muestras de corteza se trituraron y se colocaron en maceracion para obtener los
extractos de diferente polaridad con los solventes hexano, acetona y metanol
(Dominguez, 1973). Los extractos se filtraron y se concentraron mediante destilacion del
exceso de los solventes a presion reducida. El rendimiento se determiné por diferencia

de peso entre los extractos soélidos obtenidos y el material vegetal de partida.
3. Determinacion de fenoles totales

Los fenoles totales se determinaron mediante el método de Folin-Ciocalteu para muestras
organicas (Singleton & Rossi, 1965). El reactivo de Folin-Ciocalteu tiene una coloracién
amarilla que, en presencia de un fenol, se torna azul. Posteriormente se midi6 la
intensidad del color azul con un espectrofotometro a 760 nm. Los resultados se
expresaron como mg equivalentes de acido galico (mgeEAG/g), que es utilizado como

estandar de referencia.
4. Evaluacion de Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los extractos se determin6 por métodos de oxido-reduccion,
mediante el uso de los radicales DPPH (Método modificado de Murillo, 2006) y ABTS™
(Método modificado de Re et al., 1999), asi como mediante la determinacion del potencial

de reduccion férrica con el reactivo FRAP (Método modificado de Benzie y Strain (1996).
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Los fundamentos y las caracteristicas experimentales de cada uno se resumen a

continuacion:
a) DPPH

El método de reduccion del radical DPPH (2,2-difenil-picril-hidracilo) (Método modificado
de Murillo, 2006), DPPH se utiliza para evaluar la actividad antioxidante de las sustancias
de interés (extractos) y consiste en una reaccion de 6xido-reduccion en la que el radical
DPPH se reduce al aceptar un electrén de la sustancia antioxidante. La reaccion puede
observarse por el cambio de color, de violeta intenso a amarillo claro, que puede medirse

espectrofotométricamente a 515 nm.

Se llevo a cabo en placas de 96 pozos, a las cuales se adicionaron por triplicado 50 pL
diferentes concentraciones de los extractos (10 a 100 pg/mL) y 150 pL de solucion
metandlica de DPPH (250 uM); posteriormente, se incubaron en la oscuridad y se
mantuvieron en agitacion constante durante 30 min a 37 °C. A continuacion, se midio la
absorbancia a 515 nm en un lector de ELISA (SLT Spectra ELISA reader).

Los resultados se expresaron como concentraciéon antioxidante media (CAso) y se

compararon con la CAso de quercetina, que es usada como estandar de referencia.
b) ABTS™

El método ABTS™ se fundamenta en la decoloracion del radical cationico ABTS** al
interaccionar con un sustrato oxidante (Método modificado de Re et al., 1999). El radical
ABTS™ se gener0 por una reaccion de oxidacion del ABTS (2,2'-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonato de amonio) con persulfato de potasio. Dicho radical, se
produjo con la mezcla de reaccion con solucion de ABTS (7 mM/L) y solucion de
persulfato de potasio (2.45 mM/L) en agua destilada. Después, se prepar6 una solucion
de trabajo mezclando dos soluciones stock en cantidades iguales y se dejé 16 horas a
temperatura ambiente en la obscuridad. El radical ABTS** se obtuvo mediante la mezcla
de 1 mL de la solucién de trabajo con 60 mL de metanol para obtener una absorbancia
de 0.7 £ 0.02 unidades a 734 nm.
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En tubos de ensaye se adicionaraon por triplicado 300 pL de extracto a diferentes
concentraciones. A cada tubo se le agregaron 2700 pL de la solucion ABTS**.
Posteriormente la mezcla resultante se agitd y se dejo en la obscuridad por 7 minutos a
temperatura ambiente, para permitir su reaccion. Finalmente se leyo la absorbancia de la

mezcla de reaccion a 734 nm.

Se reportd la CAso del compuesto antioxidante frente al radical ABTS**. La disminucion
de la coloracion se expresd como el porcentaje de reduccién del ABTS**, la cual se

compardé con la CAso de la quercetina que fue empleada como estandar de referencia.
c) FRAP

Por medio de el método FRAP (poder antioxidante de reduccion férrica) (Método
modificado de Benzie y Strain, 1996), se determind la capacidad antioxidante de forma
indirecta. El método se fundamenta en la capacidad de los compuestos antioxidantes de
donar un electron al Fe®* (oxidado) para pasar a Fe?* (reducido). Es un método
espectrofotométrico que mide la absorbancia del Fe?*. De tal manera que cuanto mas
antioxidante es la sustancia mayor es la reducciéon y mayor es la concentracion de Fe?*y

es mas alta la sefal de absorbancia.

El reactivo FRAP se prepar6é con amortiguador de acetato pH 3.6, TPTZ y FeCls. El

reactivo se mantuvo durante todo el proceso en un bafio a 37 °C.

En tubos de ensayo se adicionaron por triplicado 300 pL del extracto (100 mg/mL) y 2700
pL del reactivo FRAP. los tubos se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente y

se ley6 a la absorbancia de las muestras a 593 nm.

Adicionalmente se preparé una curva estandar de trolox a diferentes concentraciones.
Los resultados se graficaron (concentracién de trolox vs absorbancia), se obtuvo la
regresion lineal y la ecuacién de la recta, con la cual se determinaron los mg equivalentes

de tolox por gramo de extracto (mgET/g) y el porcentaje de reduccién férrica.
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5. Caracterizacion quimica de los extractos con mayor actividad antioxidante

La composicion quimica de los extractos que presentaron mayor actividad antioxidante
se determiné mediante cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas
(HPLC-MS), para lo cual se emple6 un equipo HPLC-ESI-TOF-MS. El andlisis consistié
en un perfil de compuestos fendlicos para cada muestra que fue comparado con los iones

moleculares de 24 estandares de referencia.
6. Analisis estadisticos

Los resultados de la actividad antioxidante con los radicales DPPH y ABTS*" se
analizaron mediante ANOVA bifactorial, tomando como factores los extractos y el género
(machos y hembras). Para los fenoles totales y la prueba de reduccion férrica (FRAP) se
hicieron curvas de regresion lineal, para obtener los mg equivalentes de acido galico

(mgEAG/Qg) y de trolox (mgET/qg), respectivamente, en los extractos.
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Resultados y andlisis
1. Rendimiento de los extractos

Los extractos metandlicos de los ejemplares evaluados mostraron un mayor rendimiento,
los cuales se encontraron entre entre 0.34 y 3.16%, correspondientes con 0.99y 10.09 g
respectivamente (Cuadro 1 y Figura 2). De los extractos acetOnicos también se
obtuvieron buenos porcentajes de rendimiento, los mas altos fueron obtenidos de los
ejemplares 2, 3y 5, con 6.49, 6.31 y 5.37 g, correspondientes con 2.27, 1.84 y 1.68%
respectivamente. Estadisticamente, no se observaron diferencias significativas en los

rendimientos de los extractos (Figura 2).

En la comparacién de los rendimientos entre individuos machos y hembras, se obtuvo que
no hay diferencias estadisticamente significativas, excepto para el extracto acetonico, ya

gue se obtuvo mayor rendimiento del extracto mencionado de los machos.

Cuadro 1. Rendimiento de los extractos de la corteza de B. cuneata.

] Hexanico Acetoénico Metanolico
Femplar © % © % © %
14 4.83 1.76 4.71 1.71 6.81 2.47
24 0.47 0.16 6.49 2.27 0.99 0.34
343 4.60 1.34 6.31 1.84 9.54 2.78
AO 2R1 1 20 QAR 1 2 A 29 1 AR
10

e ] [ee]

Rendimiento (g)

N

0 il I'

Figura 2. Comparacion de los rendimientos de los extractos obtenidos de individuos machos y hembras
de B. cuneata. Valores promedio (rendimiento (g) + EEM). n=3. *Estadisticamente significativo *por
extracto (p < 0.05), **por sexo (p < 0.05)
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2. Fenoles totales

En la determinacion de fenoles totales, los extractos metandlicos presentaron el mayor
porcentaje, seguido de los acetonicos (Cuadro 2 y Figura 3). En los extractos hexanicos

se obtuvieron resultados negativos en la presencia de fenoles.

En el analisis estadistico se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en la
concentracion de fenoles entre extractos (hexano, acetona y metanol) (p < 0.01). Por otra
parte, entre machos y hembras no se observaron diferencias significativas (p < 0.01)
(Figura 3).

Individualmente, los ejemplares 3-masculino (33", asi como 5-femenino (5Q) presentaron
los mayores porcentajes de fenoles en los extractos acetonico y metandlico. Por otro lado,
en el extracto hexanico solo el ejemplar 2-masculino (22) presenté fenoles, los cuales se

detectaron en porcentaje bajo (1.37%) en comparacion con los extractos acetonicos y

metandlicos.

Cuadro 2. Fenoles totales de los extractos de la corteza de B. cuneata.

mgEAG/g extracto % Fenoles

Ejemplar Extracto Extracto

Hexanico Acetbnico Metandlico Hexanico Acetbnico Metandlico

18 0.00 109.17 267.39 0.00 10.92 26.74
24 13.72 25.97 227.97 1.37 2.60 22.80
34 0.00 132.46 317.98 0.00 13.25 31.80
49 0.00 47.61 240.87 0.00 476 24.09
59 0.00 127.43 281.45 0.00 12.74 28.15
69 0.00 130.72 203.76 0.00 13.07 20.38
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Figura 3. Comparacion de la concentracion de fenoles por extracto y por sexo de
B. cuneata. Valores promedio (MgeEAG + EEM). n=3. Estadisticamente
significativo *por extracto (p < 0.01), **por sexo (p < 0.01).
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3. Actividad Antioxidante

3.1 DPPH
En la evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos acetonicos y metandlicos

sobre el radical DPPH, el porcentaje de reduccién del radical aumenta al aumentar la
concentracion del extracto (Figura 4), lo que indica que la actividad antioxidante es
dependiente de la concentracidn, lo cual es evidente ya que los porcentajes de reduccion
de los extractos presentaron un comportamiento lineal con las diferentes concentraciones
(R? entre 0.83 y 0.99).

Ademas, se obtuvo que los extractos metandlicos tuvieron mayor efecto antioxidante, al
presentar porcentajes de reduccion hasta de 80% en concentraciones menores o iguales
a 20 pg/mL, en comparacion con los extractos acetonicos en los que se observd un

porcentaje de reduccion similar en concentraciones entre 50 y 200 pg/mL.

Lo anterior se corrobord con la determinacion de la concentracion antioxidante media
(CAs0), ya que los extractos metandlicos presentaron los menores valores de CAso, tanto
en individuos machos como en hembras, con valores entre 2.32 y 5,43 pg/mL (Cuadro
3). El analisis estadistico revel6 que hay diferencias en el efecto antioxidante entre

extractos, y no las hay por sexo (p < 0.05) (Figura 4).

En el andlisis individual, los extractos acétonicos de los ejemplares 134, 33 y 59
mostraron mayor actividad antioxidante al reducir el radical en un 50% en las
concentraciones de 14.39, 18.43 y 13.85 ug/mL. Estos valores son mayores que los
observados para la quercetina, usada como estandar de referencia, que presenté una
CAso de 5.2 ug/mL. En contraste, la mayoria de los extractos metandlicos presentaron
valores de CAso menores a los reportados para la quercetina. Ademas, en estos extractos
se obtuvo una mayor actividad antioxidante en los ejemplares 3, 4, 5y 6 en las
concentraciones 2.43, 3.52, 2.32 y 3.31 ug/mL.
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Cuadro 3. Concentracion antioxidante media (CAso) sobre el radical DPPH
de los extractos de B. cuneata.

CAso (ng/mL)
Ejemplar E. acetodnico E. metandlico
18 14.39 3.85
23 51.56 5.43
34 18.44 2.43
49 62.41 3.52
59 13.85 2.32
69 46.82 3.31

Al comparar la actividad antioxidante de los extractos obtenidos de machos y hembras
se obtuvo que no hay diferencias significativas en el efecto reductor por sexo (p<0.05)
(Figura 5).

60
50
40

30

CAs (Mg/mL)

20

10

* *
I i

Acetona Metanol

Extracto

B Machos = Hembras

Figura 5. Comparacion del efecto antioxidante sobre el radical DPPH entre
extractos y entre individuos machos y hembras. Valores promedio (ug/mL £ EEM).
n=3. Estadisticamente significativo *por extracto (p < 0.01), **por sexo (p < 0.01).

3.2 ABTS**

En cuanto a la evaluacion de la actividad antioxidante sobre el radcical ABTS** , los
extractos metandlicos tuvieron mayor efecto antioxidante, con respecto a los aceténicos,

en los que se obtuvo entre 40 y 60% de reduccion del radical en la concentracion de 40
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pg/mL (Figura 6). Lo anterior fue corroborado al obtener la CAso de los extractos, con lo
cual se obtuvo que de los extractos metandlicos obtuvieron valores de entre 3.31y 41.4
pg/mL, que es un rango menor que para los extractos acetonicos (entre 13.09 y 123.96)
(Cuadro 4).

Estadisticamente no hubo diferencias significativas en el efecto antioxidante entre

extractos ni por sexo (p < 0.05) (Figura 7).

Al analizar individualmente los datos, los ejemplares de los extractos acetdnicos que
presentaron una mayor CAso fueron 13 (26.28 pg/mL), 23 (20.76 pg/mL) y 69 (13.09
ug/mL); los ejemplares con mayor CAso de los extractos metandlicos fueron 13 (27.06
ug/mL), 33 (25.15 pg/mL) y 69(3.31 pg/mL). El Gnico ejemplar que muestra una CAso

menor que la quercetina (5.2 pg/mL) fue el ejemplar 69 en extracto metandlico.

Cuadro 4. Concentraciéon antioxidante media (CAso) sobre el radical
ABTS** de los extractos de B. cuneata.

CAso (ng/mL)
Ejemplar E. acetonico E. metandlico
18 26.28 27.06
23 20.76 36.23
33 123.96 25.15
49 123.83 41.40
59 69.67 28.67
69 13.09 3.31
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Figura 7. Comparacion del efecto antioxidante sobre el radical ABTS** por extracto y
entre individuos machos y hembras. Valores promedio (ug/mL + EEM). n=3.
Estadisticamente significativo *por extracto (p < 0.05), **por sexo (p < 0.05).

3.3 FRAP

En la evaluacién de la actividad antioxidante sobre sobre la reduccion férrica (FRAP), se
obtuvo que los extractos metandlicos presentaron el mejor efecto (Cuadro 5). Los
ejemplares 13 y 34 fueron los mas activos al obtener una mayor cantidad de mgEAG/g
(853.62 y 989.48) y, por tanto, un mayor porcentaje de reduccion férrica (85.36 y 98.95%).
Ademas, se observaron diferencias significativas en la reduccion férrica entre extractos

y no las hubo en la comparacion por sexo (Figura 8).
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Cuadro 5. Porcentaje de reduccion férrica de los extractos de la corteza de B. cuneata.

mgEQ/g extracto % de reducciéon sobre FRAP
Ejemplar Extracto Extracto
Acetonico Metandlico Aceténico Metandlico

18 65.52 853.62 6.55 85.36
23 45.86 443.21 4.59 44.32
343 66.09 989.48 6.61 98.95
49 43.02 589.69 4.30 58.97
59 58.14 661.84 5.81 66.18
69 52.25 482.25 5.22 48.22
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mgEQ/g de extracto
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Acetona Metanol

® Machos ®mHembras

Figura 8. Comparacion del efecto antioxidante en la reduccion férrica entre
extractos y entre individuos machos y hembras. Valores promedio (mgEAG/g +
EEM). n=3. Estadisticamente significativo *por extracto (p < 0.01), **por sexo (p <
0.01).
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5. Perfil de polifenoles

Con el andlisis por HPLC-MS realizado a los extractos acetonicos y metandlicos de B.
cuneata se identificaron compuestos polifendlicos Unicamente en los extractos
metanolicos. Los compuestos identificados fueron catequina, naringenina vy
pinocembrina. El compuesto que se presentdé en casi todos los ejemplares fue la
catequina, la cual varia en abundancia entre ellos. Los compuestos naringenina y
pinocembrina se identificaron en el ejemplar tres (33) y pinocembrina en el ejemplar
cinco (59) (Cuadro 6).

Los ejemplares con un valor mayor de abundancia de catequina fueron 23,59 y 49 (area
=7591.42, 4425.29 y 2209.77 respectivamente). La abundancia de la naringenina en el
ejemplar 32 se considera baja (area = 812.51), en comparacién con la abundancia de la

catequina en los otros ejemplares y de la pinocembrina (area = 1520.97).

Cuadro 6. Perfil de polifenoles de extractos metandlicos.

Catequina Naringenina Pinocembrina
Ejemplar TR Ab TR Ab TR Ab
14 17.09 1363.72 - - - -
23 17.09 7591.42* - - - -
Metanélico 34 - - 34.87 81251 40.05 1520.97*

49 17.09 2209.77* - - - -
59 17.09  4425.29* - - 39.72  242.92
69 17.20 1546.01 - - - -

TR: Tiempo de retencion (min), Ab: abundancia, *compuestos mas abundantes, - no esta presente.
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Discusion

Las especies del género Bursera representan recursos de importancia prioritaria para
México, dada su diversidad y distribucion en el pais, siendo en su mayoria endémicas.
Estas especies poseen diversas propiedades medicinales, entre ellas las antioxidantes.
El presente estudio tuvo como propdsito determinar la actividad antioxidante de los
extractos de la corteza de B. cuneata de ejemplares masculinos y femeninos; en diversas
comunidades de México se usan contra enfermedades en las que estan involucrados
procesos inflamatorios, en donde los compuestos con potencial antioxidante pueden
estar cumpliendo con su funcion. Los resultados obtenidos sugieren que los extractos
acetonicos y metanolicos tienen buen potencial antioxidante; debido a la capacidad para

reducir los radicales DPPH, ABTS** y su capacidad de reduccion férrica.

Para todos los casos, los extractos con mayor rendimiento fueron los metandlicos, lo que
indica que las cortezas de B. cuneata contienen mayor cantidad de compuestos polares
como los compuestos fendlicos, excepto en el ejemplar dos masculino (24') del extracto
acetonico en el que se obtuvo un rendimiento mayor que para el extracto metandlico
(2.27%y 0.34% respectivamente). Los resultados referentes a los rendimientos por grupo
indicé que no hay diferencia entre individuos masculinos y femeninos, lo que sugiere que
en cantidad ambos sexos sintetizan compuestos de caracteristicas fisicoquimicas

similares, aunque su naturaleza quimica puede ser diferente.

En cuanto a la cantidad de fenoles totales, los extractos aceténicos y metandlicos
presentaron los mayores porcentajes, lo cual se debe a que los fenoles son de naturaleza
polar y se presentan en mayor concentracion en los extractos obtenidos con solventes
de polaridad media y alta, como la acetona y el metanol. Ademas, en los analisis
estadisticos, se obtuvieron diferencias significativas entre los tres extractos (P<0.01); no
obstante, entre machos y hembras no se observaron diferencias. Por otro lado, en los
extractos metandlicos se obtuvieron valores de entre 13 a 21% de fenoles, lo cual
concuerda con un estudio realizado por Reyna en 2015, en donde se obtuvieron valores
muy similares en el extracto metandlico de la corteza de B. morelensis (224.91 mgEAG/g
de extracto); estos valores pudieran parecer altos, sin embargo son menores a lo

reportado por Serrano et al., en 2012, para B. morelensis en donde se obtuvo un 50% de
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fenoles en el extracto metandlico, sin embargo este valor lo obtuvieron del extracto

concentrado, después de haber extraido de este los componentes no polares.

En cuanto a la actividad antioxidante sobre el radical DPPH, los extractos metanolicos
presentaron un mayor efecto antioxidante (80% de reduccién) con las menores
concentraciones y valores de CAso menores a los reportados para la quercetina (5.2
pu/mL). Este resultado sugiere que los extractos metandlicos de B. cuneata pueden ser
considerados buenos antioxidantes en concentraciones relativamente bajas, lo cual
difiere con lo obtenido por otros investigadores, quienes han reportado actividad
antioxidante en otras especies del género Bursera, con concentraciones mayores a lo
reportado para la quercetina (5.2 ug/mL), como en el caso de B. morelensis, en el cual el
extracto métanolico de su corteza presenté una Concentracién Efectiva Media (CEso) de
24.83 + 0.73 (Reyna, 2015). Asi mismo, Guevara-Fefer et al. en 2017, compararon la
actividad antioxidante de extractos de metanol-agua (80:20) de diferentes especies del
género Bursera, a las cuales se evaluo la reduccién del DPPH, se observé que las
especies B. aleoxylon, B. vejarvazquezii, B. grandifolia y B. morelensis lograron reducir
mas del 50% del radical a una concentracion de 10 ppm, y que las especies B. bipinnata,
B. glabrifolia, B. submoniliformis , B. aptera, B. lancifolia y B. longipes se requieren mas

de 10 ppm pero menos de 100 ppm para lograr el mismo efecto.

Para el radical ABTS**, los extractos metandlicos tuvieron en promedio un mayor efecto
antioxidante sobre este radical (CAso = 26.97), en comparacién con los extractos
acetonicos (CAso = 62.93) (cuadros 3 y 4). Aunque en esta prueba los valores fueron
mayores que para la quercetina (CAso = 5.2 pug/mL) aun pueden ser conisderados buenos
antioxidantes, al presentar valores aceptables de acuerdo con el estandar propuesto por
la FDA que considera que los productos naturales que tengan la propiedad de reducir en
un 50% a los radicales libres en concentraciones menores a 200 ug/mL son considerados
buenos antioxidantes. Estos resultados indican que los extractos obtenidos de la corteza
de B. cuneata son buenos antioxidantes y que pueden usarse como remedio alternativo

contra enfermedades en donde se encuentran involucrados procesos oxidativos.

Para la evaluacion de la actividad antioxidante sobre la reduccion férrica (FRAP), los

extractos metanolicos presentaron un mayor efecto mediante mayores porcentajes de
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reduccion (entre 44.32 y 98.95 %), en comparacion con los extractos acetonicos (entre
4.30y 6.61%). Estos resultados indican el efecto antioxidante de manera indirecta de los
extractos mencionados, ya que no actian directamente sobre radicales libres (como es
el caso de las pruebas DPPH y ABTS**), sin embargo, los resultados son buenos
indicadores del potencial que tienen los extractos para reducir radicales, formar iones vy,
de esta manera, detener la oxidacién en cadena que causan los radicales libres en las

células o tejidos de los organismos (Cao et al., 1997).

En el analisis de HPLC para conocer el perfil polifendlico de los extractos acetonicos y
metanodlicos se observdé que el compuesto que se presentd en la mayoria de los
ejemplares fue la catequina, con una abundancia mayor en los ejemplares 23, 59 y 49.
Otros compuestos encontrados fueron naringenina y pinocembrina en los ejemplares 33
y 59. Los compuestos mencionados han sido reportados previamente en otras esepcies
del género Bursera, se ha encontrado el diastomero de la catequina, la epicatequina, en
extractos de acetato de etilo acuoso de la corteza de B. simaruba; en el estudio de Castro
et al., en 1999, le atribuyen un potenciall anti-hemorragico contra el veneno de Bothrops

asper, debido a su actividad antitrombatica y plaquetaria.

De igual manera, el compuesto naringenina, se ha reportado en B. velutina, B. aptera, B.
grandifolia, B. lancifolia, B. longipes, B. aptera, B. grandifolia y B. lancifolia, en estas tres
ultimas especies Guevara-Fefer et al., 2017 identificaron, ademéas de la naringenina,
apigenina, sin embargo, en este estudio atribuyeron la mayor actividad antioxidante a
otros compuestos, que son los estandares de rutina y quercetina/apigenina.

Como lo evidencian los resultados de cada prueba de actividad antioxidante en este
trabajo, los extractos metandlicos son los que mostraron un mejor efecto, esto podria
deberse a que los compuestos presentes en el extracto mencionado, como los polifenoles
detectados por el HPLC: catequina, naringenina y pinocembrina, son considerados
buenos antioxidantes como ha sido reportado por otros autores (Martinez-Flores, et al.,
2002 y Pérez y Martinez, 2001).

Los compuestos mencionados presentan diferentes mecanismos de accion; por ejemplo,

Granado en 2010, report6 que la catequina (epicatequina) mejora la tolerancia intracelular
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intrinseca frente al estrés oxidativo al disminuir la generacién de especies reactivas de
oxigeno y activar las proteinas clave de las vias de sefalizacion relacionadas con los

procesos de proliferacién/supervivencia (PK13/AKT y ERKS).

Por otro lado se ha demostrado que el grupo OH en la posicion 7 de la naringenina
incrementa significativamente su capacidad antioxidante al estabilizar el radical ABTS**

y provee una gran efectividad al inhibir la lipoperoxidacion (Cavia-Saiz, et al., 2010).

Finalmente, la pinocembrina reduce la actividad de la enzima superoéxido dismutasa, lo
cual sugiere que actla regualando el estrés oxidativo; también se le atribuye su
capacidad antioxidante a los grupos hidroxilo y carbonilo en los anillos Ay C (Li et al.,
2011; Neacsu et al., 2007).

En las tres pruebas de actividad antioxidante, en la comparacion por sexo, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre machos y hembras, lo que
sugiere que sintetizan compuestos con efectos bioldgicos similares, lo cual fue evidente
es este trabajo, ya que en la mayoria de los ejemplares estudiados se observé una
cancentracion alta de catequina, excepto en el ejemplar 33 en el que la concentracion de
pinocembrina fue alta y no se identific6 la presencia de catequina. Lo mencionado
coincide con la informacién tedrica que sefiala una sintesis diferencial de metabolitos
secundarios entre diferentes sexos en plantas, como el caso de Smilax campestris, la
cual presenté una mayor concentracion de flavonoides en ejemplares femeninos que en

masculinos, esto en un estudio realizado por Rugna et al. en 2002.

Cabe sefialar que puede existir una sintesis diferencial de otro tipo de metabolitos
secundarios, en las estructuras de B. cuneata, como lo son hojas, flores, tallos o frutos.
Ya que la variedad estructural de los metabolitos secundarios ocasiona perfiles
metabdlicos diferentes entre especies, entre los miembros de una poblacion y entre los
organos de la planta, la cual es parte de las estrategias de adaptacion. La distribucién
espacial y temporal de los MS puede estar relacionada con las necesidades de la planta,
de sus recursos y del ambiente (Sépulveda et al. 2003; Gonzalez-Esquinca y Castro-
Moreno,2008); ademas, pueden estar involucrados en otros procesos, como la
polinizacién, dispersion y remocion de semillas; de este ultimo proceso se ha reportado

para especies del género Bursera que las aves son los principales responsables. Por
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ejemplo, en B. cuneata se reporto que Oreothlypis celata, Oreothlypis ruficapilla y
Empidonax sp. consumen los frutos y conello llevan a cabo la remocién de las semilas
(Cultid-Medina y Rico,2020).
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Conclusiones

e Los extractos aceténicos y metandlicos presentaron actividad antioxidante sobre
los radicales DPPH, ABTS™ y FRAP, asi como un mayor rendimiento.

e Los extractos metandlicos mostraron mayores porcentajes de fenoles, en

comparacion con los acetonicos.

e En los extractos hexanicos no se identificé la presencia de compuestos fendlicos,

excepto en el ejemplar 24.

e Los extractos metandlicos tuvieron una mayor actividad antioxidante sobre los
radicales DPPH y ABTS™, asi como mayor potencial de reduccién férrica, en

comparacién con los extractos acetonicos.

e En el extracto metandlico se identificaron los compuestos catequina, naringenina
y pinocembrina. El efecto antioxidante de los extractos puede deberse a la mezcla

de estos y otros compuestos fendlicos, los cuales potencian este efecto.

e En los extractos acetonicos no se identificé la naturaleza quimica de los fenoles
gue contiene, por lo que en futuras investigaciones sera necesario hacer analisis

mediante otros métodos de identificacion de compuestos fendlicos.

e En las pruebas de actividad antioxidante no se observo diferencia
estadisticamente significativa entre los extractos de los ejemplares masculinos y
femeninos, sin embargo, esto solo aplica para los extractos de las cortezas, se
sugiere, realizar estudios en otros 6rganos de la planta, como lo son hojas, flores
y/o frutos; ya que en estos pueden estar involucrados en procesos como la

polinizacion, la dispersion y remocion de semillas.

e Los resultados contribuyen al conocimiento fitoquimico y farmacoldgico de B.
cuneata y se comprueba su actividad antioxidante, por lo que en futuras
investigaciones puede considerarse un recurso potencial para el tratamiento en

enfermedades relacionadas con procesos de estrés oxidativo.
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Anexo 1. Cromatogramas de los extractos analizados por HPLC-MS
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Cromatograma 1. Extracto metandlico 2 &, se observa el i6n catequina (289.0759) con 1363.72 de abundancia.

32



x105
.

-ESI TIC Scan Frag=200.0V JESSICA-012.d

e

™ it N NN

‘ 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59

x10 3
8-
6,

4

0-

x10 3

1.25
1
0.75
0.5
0.25-
0,

x10 3

1.5

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
Counts vs. Acquisition Time (min)
-ESI Scan (17.094 min) Frag=200.0V JESSICA-012.d
289.0759
137.0270 174.9590 2210858 245.0858 i
11‘2-?874 ‘ 165.0211 205.0523 “1 | 2 260,9357 | 3110580 373.0278 439.1095
L ol Ll L Ll L ol L L L L L L
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
-ESI Scan (34.879 min) Frag=200.0V JESSICA-012.d
174.9594
271.0651
151.0064
112.9890 157.0133
‘ ‘ ‘ ‘ 214.9283 260.9386
110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
-ESI Scan (40.055 min) Frag=200.0V JESSICA-012.d
255.0703
174.9598
112.9882 327.2232
134.8685 57 (‘”44 185.0119 229.0357 246.9801
\ | | | | | | \ |

110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320 325 330
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Cromatograma 2. Extracto metandlico 3 &, se observan los idnes catequina (289.0759) con 7591.42 de abundancia, naringenina (271.0651) con
812.51 de abundancia y pinocembrina (255.0703) con 1520.97 de abundancia.
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Anexo 1. Cromatogramas de los extractos analizados por HPLC-MS
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Anexo 1. Cromatogramas de los extractos analizados por HPLC-MS
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Cromatograma 4. Extracto metandlico 2 ¢, se observan los iones pinocembrina (255.0695) con 242.92 de abundancia y catequina (289.0737) con 4425.29 de
abundancia.
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Cromatograma 5. Extracto metandlico 3 @, se observan le idn catequina (289.0723) con 1546.01 de abundancia.
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