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RESUMEN

RESUMEN

Avances en investigaciones bioquimicas y moleculares han mostrado que
diversos padecimientos estén refacionados con los radicales libres (RLYY Una forma
de contrarrestar tales efectos, es el uso de antioxrdantes sustancias que disminuyen la
velocidad de oxidacion de los materiales auroxidables “ Los hay naturales y sintéticos,
estos (ltimos han exhibide efectos negativos contra la salud ® Debido a estos efectos
indeseables los compuestos naturales son preferidos como agentes antioxidantes
(fenoles, flavonoides, carotenoides,etc ) ¥

En el presente trabajo, se dan a conocer los resultados de nuestros estudios de
evaluacion de la capacidad antioxidante de Iridoides, Xantonas y Cumarinas,
recientemente aislados de plantas mexicanas La actividad antioxidante de cstos
fitocompuestos, se comprobd mediante diferentes métodos. a) andlisis cualitativo,
método con el radical fibre DDPH y método del blanqueo, b) analisis cuantitativo,
espectrofotometria con UV, y ¢} prueba biolagica, inhibicion del crecimiento micelial

del hongo de pudricion motena que secreta M0,y genera radicales libres <47




ABSTRACT

ABSTRACT

Advances in biochimestry and molecular biology research have shown rthat some
lnesses are related to or generated by free radicals (RL)® One way to avaid or prevent such
effects is the use of antioxidants These substances minimize the oxidation rate of
autooxidizable materials Antioxidants can be natural or synthetic, the later have shown some
adverse effects to human health ™. Due to these unwanted effects natural compouds are
preferred as antioxidants agents (phenots, flavonoids,carotenords, etc ) ¥

We present here the results from our research on the antioxidant activity of ridoids,
xhantones and coumarins recently isolated from mexican plants

The antioxidant activity of these phytocompounds was tested through different
methods  a)cualitative analyses, free radical DDPH method and bleaching method.
b)cuantitative analyses, UV spectrophotometry and ¢) biological test, mhibition of micelial

growth of a wood rotting fungus that secretes H, Oz and generates free radicals 367
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INTRODUCCION

L. Introduccion

El estudio de productos naturales de plantas, ha cambiado sustancialmente en pocos
afios, las razenes, incluyen los avances tecnologicos en los métodos de anahsis y purificacion,
técnicas nuevas para evaluar la actividad bioldgica, seleccion y coleccion de plantas y un
mejor conocimiento de las rutas de biosintesis Estos cambios, han permitide ampliar y

encontrar nuevas aplicaciones a estos

El desarrollo de sustancias antioxidantes de fuentes naturales propias que puedan
usarse en la industria de alimentos, farmacéutica v de otras especialidades quinucas v
bioldgicas, es de suma importancia, ya que a medida que se cuente con mas estudios acerca
de la capacidad antioxidante y de ta estabilidad fisico-quimica de este tipo de moléculas, sc
podra evaluar su empleo en la industda. El interés que ha despertado la bicactividad de los
antioxidantes extraidos de plantas superiores se debe en parte, a su potencial beneficio a la

salud, para la prevencion 6 cura de numerosas enfermedades @

Las razones anteriormente expuestas, y el hecho de que es necesario desarrollar
agentes antioxidantes naturales que tengan las mismas propiedades {(abundanies, bajo costo,
estabilidad térmica y quimica), que los de sintesis quimica,"” nos ha motivado a proponer la
realizacion del presente proyecto, que tiene como objetivo principal evaluar la capacidad

antioxidante de algunos iridoides, xantonas y cumarinas aislados de plantas mexicanas

mediante pruebas quimicas y biologicas
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OBJETIVOS

IE: Objetivos
1L 1. Ohjetive General:

Evaivar ta Capacidad antioxidante de algunos Iridoides, Xantonas y Cumarinas
aistados de plantas mexicanas

iL 2. Objetivos particulares:

¢ Obtener indowdes, xantonas y cumarnas, en cantidad suficiente para realizar las
diferentes pruebas v determinar su capacidad como agentes antioxidantes

¢ Realizar pruebas quimicas cualitativas {prueba de! blanquee con B-carotenos y con

el radical libre DDPH), que indiquen la actividad antioxidante de los iridoides,
v - 4

xantonas y cumarinas estudiados™

+Determinar  cuantitativamente  {método  espectrofotométrico), la  capacidad
antioxidante de los indoides, xantonas y cumarinas que dieron positiva la prueba
preliminar' "

¢ Evaluar v determinar la capacidad antioxidante / witro de los fitocompuestos
estudiados. en un modelo biologico que involucra radicales libres y antioxidantes,
mediante la inhibicién del crecimiento micelial del hongo xilofago Postia placenta.




ANTECEDENTRY

ANTECEDENTES

HIL Antecedentes

HI. 1. Radicales libres.

Desde el inicio de la vida en nuestro planeta ya sea simple o compleja, toda materia
viva esta constitwda primanamente de compuestos de carbono, oxigeno, hidrdogeno v
mtrogeno, que al parecer fueron abundantes en {a primitiva atmosfera de ka Tierra en forma de
gases tales como vapor de agua, nitrogeno v didxido de carbono Todos estos gases son

producto de la actividad volcanica, muy frecuente en aguella €poca

Al principio el oxigeno que producian las plantas quedaba “fijado” al reactionar ©
combinarse con otras sustancias y minerales Al fin. hace unos 2,2 mil millones de afios, el
oxigeno libre ya empezaba a hallarse presente en la atmosfera, Los seres vivos consumian esta

substancia reactiva para llevar a cabo las funciones bioguimicas de sus propias células ©"

Pucsto que el oxigeno es un elemento quimico extremadamente reactivo, que puede
interaccionar con la mayoria de los constituyentes citoplasmaticos, debid ser toxico para
muchos de los organismos primitivos, al igual que 1o es para muchas de las bacterias
anaerobicas actuales Sin embargo, esta reactividad también proporciona una fuente de energia
quimica, vy por lo tanto es sorprendente que haya sido utilizada por los organismos en el
transcurso de la evolucion Utilizando oxigeno, los organismos pueden oxidar de manera mas
completa las moléeulas que ingieren. La energia liberada en la respiracién  -la oxidacion
acrobica de las moléoulas alimenticias- se utiliza para impulsar la sintesis de ATP, de manera

muy parecida a fa que uthzan los orgamsmos fotosintéticos para producir ATP a partir de la

. ®
cnergia de la luz solar

-
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El estado terrestre del oxigeno melecular, Oz, es esencial para muchos procesos
metabélicos que son ndispensables en todas fas formas de vida aerdbicas que van desde los

procatriontes, protistas, plantas y hongos hasta los animales

A pesar de que el oxigeno es indispensable para la vida aerobica, es potencialmente
1oxico vy su utilizacion en los procesos metabdlicos solo es posible si los organismos cuentan
con una gama de moléculas que ltos protejan de los derivados del oxigeno ilamados espectes
reactivas de oxigeno (ROS) Algunas de las més importantes se muestran en fa Tabla 1 ae

Los radicales de oxigenoc son capaces de destruir bacterias e inactivar enzimas
También pueden interactuar con lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos, alterando

la estructura y funcidn de los componentes cefulares an

Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno (ROS)-
ROS

Férmula Nombre

(o} Superdxido

‘0,  Oxigeno singulete
.0, Pergxido de hidrogeno

‘CH Radical hidroxilo

LO: Radical atcoile

LOO: Radical alquilperoxil
LOCH  Alquil hidroperdxido

Fueme Seott. & 1993 Chamestry i Britmn

Las especies y reacciones radicales son el punto central para mantener la homeostasis
en los sistemas bioldeicos Las especies radicales juegan un papel cardinal en procesos
fisiolagicos, mediado por las transformaciones de las reacciones oxidativas Una generacion
excesiva de especies radicales (ROS), pueden generar un estado de dafio permanente que
afecta a moléculas especificas del organismo es lo que se conoce como stress oxidativo

Por lo que a este estudio compete, es primordial comprender la naturaleza de dichas

especies




ANTHCEDENTES

fIL1.1. Definicidn.

Los radicales libres (RL), son especies quimicas neutras o cargadas derivadas de
atomos ¢ de moléculas que contienen uno o mas electrones desapareados es decir, célibes en

su orbital externo, o que les confiere su caracteristica inestable %" (Fig )

Configuracién atdmuca del oxigeno con
SEY sus ocho electrones ()

//f \< O @ O @@
/;‘//___\\ Tt 2¢ 2px '5'py Zp?

protones
'._ neyirones

Jawez

gje x

.
nicleo

Figura 1. Configuracion atomica y molecular de exigeno.

Dentro de las moléculas los electrones habitualmente se retinen en pares, Asi en la
molécula de agua, el oxigeno se encuentra rodeado de cuatra pares de electrones (dobletes),

dos pares se ligan débilmente en uniones OH y dos pares ne ligados (Figura 2).
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H QH=0H
S Radical
0 hidroxile
\H
- H=0H
H. 0 Ion hidroxilo

Figura 2. Estructura del radical

Estructura idnca.

Un doblete electrénico es mas estable que un electron aislado, porque aparentemente
dos electrones con sping opuestos permiten la anulacidn de ios campos magnéticos reciprocos

El electrén célibe le conflere al radical libre una cierta inestabilidad tanto en el plano
energético como cinético. Desde el punto de vista energético, los radicales libres tienden a
obtener electrones célibes de sus compafieros electronicos El resultado alcanzado puede ser.
-Que se pierda un electron El radical es entonces reducido Este es el caso del radical COO”
-Que gane electrones El radical sufre oxidacidn, come por ejemplo el OH (radical hidroxilo)
-Podria acontecer que, segun la composicion de su opositor, un radical pueda ser oxidado o

bien reducido. Asi el anién superdxido O puede reducir los tones cupricas

0,+Cu —»  Cu +0y
O bien oxidar los wnes ferrosos.
2H’
O tFe’’ % Hy0;+Fe’”

Por otra parte, un radical puede oxidarse él mismo, por una reaccion de dismutacion
M’

O3 +07 g H2021+04

En esta reaccidn uno de 1os radicales O’z es oxidado mientras ¢l otro es reducido

0
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Y desde el punto de vista cinético, el hecho de que los radicales libres tengan un
electron no acoplado su capa periférica, favorece considersblemente las coaliciones
bimoleculares y su aproximacion con otras moléculas. En efecto la repulsidon coulombiana
interviene entre las capas periféncas ¥ es en este caso menos débii Es asi que, la rapidez de
una reaccion quimica estd determinada por la eficacia de las colisiones Estando aumentada en

esta GHima, las reacciones entre los radicales son frecuentemente muy rapidas %
HI.1.2. Mecanismos de formacién de las especies radicaies

El anién superésido O es el producto de la reduccion monovalente del oxigeno
molecular

Para la adquisicion de un electrén oélibe y mediante un aporte de energia, la molecula
de oxigeno O- se transforma en anién superdxido O,

En presencia de iones H', el anidn superdxido sibitamente sufie in vifro una reaccion
espontanea de dismutacion {proceso de dxido-reduccidn entre moléculas de la misma

naturaleza) con formacion de oxigeno fundamental y perdxido de hidrogeno

El efecto destructor del O, Podria ejercerse 1 vivo indirectamente puesto gue en
presencia de H;O, el O serfa el precursor del radical hdroxilo OH  Para la reaccién de
Haber y Weiss (Figura 2).

H;O;+ O; —» QOB+ 0,=0H"
Esta reaccion muy lenta, no puede wntervenir sin catalisis. Supomendo que los 1ones

férvicos jugaran el papel de catalizador'' ™17

)

Fe' '+ O r—» Fe''+0,
Fe'"+ Hy03—p Fe'"'+OH+OH
El peréxido de hidrégemo H:0; puede ser formado sccundamamente por la

dismutacidn del O 6 ser producto de la reduccién bivalente del oxigeno ia adicion de un

segundo clectron conduce a la formacion de agua oxigenada 1,0,
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El H,0, con un fierte poder oxidante en presencia del won ferroso (Fez“), se
descompene en un simple ion O v un radical lidroxilo OH Capaz de atacar las estructuras

organicas méas estables

El radical hidroxile OH' su formacion se hace a partir del peroxido de hidrogeno
{H:07) en presencia de hierro y es llamada reaccion Fenton La reactividad de los radicales
OH es mas grandes en los medios bioldgicos (vida de duracion del orden t0'" seg) v sus
reacciones con las moléculas vecinas, algunas de las cuales son producto de radicales
secundarios por arrancamiento de un atomo de hidrogeno o por trapsferencia del electron

cétibe. Elle constituye una oxidacton’™

Los radicales alcoxi RO™ Y peroxi ROO Esios radicales pueden generarse por la
accon de un radical lbre de oxigeno {O:OH} sobre las cadenas de los acidos grasos
poliinsaturados Los radicales peroxi son conocidos por ser menos reactivos v mas selectivos
que los radicales OH Ellos son el ongen de las reacciones en cagdena, que como es sabido,
constituyen el proceso de base de la lipoperoxidacion, proceso de combinacion de acidos

grasos con un RL del oxigeno para la formacién de peréxidos en fas membranas celulares”®

[1L.1.3. Causas que originan la formacion de Radicales libres.

En los sistemas biologicos, los radicales libres son generados a través del metabolismo
xenobioticos de las drogas y los quimicos, la irradiacion inchuyendo la radiacién ionizante y la
luz, la transicion de una oxidacion de un clectrén de metal catalizade por minerales tales
como ¢l hierro y el cobre, y la secrecion de oxidantes desde leucocitos inflamatorios y otros
procesos inmunodefensivos La catalisis enzimatica y no enzimdtica también generan RL en
sistemas biologicos'™"!

La radiacién ionizante es muy bien conocida como un productor de RL en sistemas
vivientes Similarmente, la luz puede excitar moléculas que transfieren su energia al oxigeno o
directamente  excitan al oxigeno para producir un oxigeno sencillo De acuerdo con Pryor, la
luz que tnduce reacciones en los RL es especialmente daitina at ojo humano*”

Los contaminantcs ambientales que contienen RIL. en si mismos ¢ que contienen

s
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toxinas que generan radicales libres también juegan un papel muy importante en estos
fenomenos De hecho, la produccién  de radicales generada por xenobibticos parece ser el
mecansmo mas umportante In vive que causa un dafio patologico Xenobdticos pueden
producr RL por tres diferentes mecanismos (i) algunos son por s1 mismo radicales libres y
consecuentemente reaccionan para formar  biopoliradicales, (i) algunos, aunque no son
propiamente radicales itbres, son tan reactivos gue pueden hacer que se formen radicales libres

en una célula, v (1) algunos requieren una activacion enzimatica para producir RL @

El ozeneo (O} es todavia otro ejempio de un contaminante reactivo ambiental Aunque
no es un radical libre por si solo, el ozono puede reaccionar con materiaies biologicos para
producy RL En contraste, algunos xenobidticos requieren una activacién enzimatica para
producir RL El tetraclondo de carbono (CClLy) es tipico de este erupo, es metabolizado en un
sitio de citocrome P-450 gque (ltimamente conlleva a la formacion del radical lbre
triclorometilo Algunas de las drogas usadas en las terapias de cancer también son reducidas
enzimaticamenie para producir RL %,

El cuerpo humano también produce RL durante el curso de su metabolismo normal
Son necesanos para el curso normal de varios de sus procesos bioguimicos La respiracion es
la principal fuente de energia (bajo la forma de ATP) de las células vivientes en medio
aerobio. ésta se efectuard a nivel mitocondrial e implica una reduccion del oxigenc para llegar
hasta agua, en estg reaccion los electrones son desplazados por pares Los radicales libres
oxigenados son los productos fisiologicos potencialmente mas peligrosos, de la respiracion
celular

Aunque el oxigeno es esencial en los procesos de genevacion de energia celular, un
meremento en RL también puede ser dafiino. incluyendo radicales de stiperoxido e hidroxilos
Incluse, las células fagociticas que se encuentran en las defensas naturales del cuerpo generan
RL en el proceso de destruccién de bactenas, hongos, virus, y otras substancias antigénicas
(43)

Los RL pueden ser producidos como productos normales de la respuesta de un cuerpo
saludable debido a varios elementos de stress Traumas, inflamaciones, ciertas medicaciones y

algunas enfermedades pueden lievar a un incremento de estas especies 9.
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IT1.1.4. Importancia bioldgica

La membranz celular es un sistema biologico elemental donde la unidad de base son
los fosfolipidos, moléculas dispuestas de un pofo hidréfilo y de un polo hidrofobo, constituido
de dos cadenas de &cdos grasos insaturados que poseen muchos dobles enlaces carbono-
carbono.

Es en las cadenas de acidos grasos insaturados y especificamente sus dobles enlaces

donde son extremadamente sensibles a la agresién de los radicales.

El ataque de los radicales {OH) sobre las membranas celulares fosfoliptdicas genera
una reaccion en cadena, debida posiblemente en parte, a la existencia de dobles eniaces
carbono-carbono a nivel de los acidos grasos insaturados, dobles enlaces que facilitan la
descolocacién del electron libre y por otra parte. a la presencia de oxigeno molecular Q2 que
facilmente s¢ aparea por uno de sus electrones con &l electron libre desalojado, el cual

potencializara ¢l daiio primano @1

Los radicales libres son particularmente dafiinos para las proteinas que contengan un
grupo sulfhidrilo (SH). Este es el caso de numerosas enzimas celulares y proteinas de
transporte, que pueden por esta via, ser oxidadas e inactivadas De este ataque de los radicales
libres sobre tas proteinas, resultan graves alteraciones del metabolismo celular, Las proteinas
constituyen &! tejido conjuntivo {microfibrillas de colageno, acido hialurénico) son igualmente
sensibles 2 la accion de leos radicales libres Se induce asi, una esclerosis vy fibrosis del tejido

de sostén que plerde su troficidad.

Los acidos nucléicos son particularmente sensibles a la accidn de los radicales: el sitio
de accion es el seno de la molécula del ADN (entre las bases plricas y pirinidicas) que
conlleva a la ruptura de éstas y las mutaciones correspondientes. Esta desnaturalizacion del
ADN puede tener graves consecuencias sobre la transmisién o replicacion del mensaje

genético. asi como sobre la sintesis de proteinas ¥

11E.1.5. Efectos sobre la salud

10
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Se sabe que los radicales libres, estan relacionados con mittiples padecimientos
(Tabla 2).

Tabiz 2. Patologias en las que estan implicados los radicates libres

INFLAMACION, PADECIMIENTOS INMUNGLOGICOS

Glomerulencints (idiopatica. membranosa)
Vascuhis {1 lepatiis B, drogas)
Entermedades sutomimunes

Artritis reumudtoide

ESTADOS DE [SQUEMIA Y REPERFUSION
I'mboliw/infario al miccardio/amitnuas
Rechazo a transplantes
Intlamacion ds artwendaciones
Darios por congelaciéon
Contractura de Dupuytren
Osteonecrosts disbénca
REACCIONES INDUCIDAS POR DROGAS Y TOXINAS
Sobrecarga de hnerro
Hemocromatosis idiopatica
Sobre carga dietana de luerro (Bantu)
Talasemia v otras anetimas crémeas
Deticiencias nutneionales (Kwashorkor)
Alcoholismo
Sobrecarga de hierre ndueida por aleohol
Miepatia alcohdlica
DANG POR RADIACION
Faposicion tulear ¢ accidental
Radhoterapie
Sessibilizacion celular a la poxia
ENVEIECIMIENTO
Desérdenes propios de envejecuniento prematuro
CAMBIOS RELACIONADOS CON LAS CELULAS ROIAS DE LA SANGRE
[ntoxicacion por plome
Iotoonidacion de la protoperfinma
Malana
Anermua de células falsiformes
Anenia de Fancon:
Ancima hemolitica del premature
Metabolisme de la [euthidracinae
Metabolisme de la primaquina v drogas relacionadas
NEUMOQLOGIA
Electos del humo de cigarmilo
Entisemo pulmonar
Oxsdacrones dentvados de contaminacaén (O3 NOz)
Algunas formas del sundrome de stress Tespiratorro (ARDS)
Preumoeconios:s por polvos minerales
Carcmogenicidad del asbesto
Toxeidud de 1o bleonueina
Tonicdad del Perquat
SISTEMA VASCULAR ¥ CORAZON
Cardromiopatia alcohdlice
Lafermedad de Keshan (deficiencia de sclenioo)
Arenosclerosts
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Cardiotoxicidad & la aspamiciea

NEFROLOGIA

Sindrome nefdtico autommune

Nefrotoxioidad a ammaoghcosidos

Nefrotexacidad por metales pesados (b, Cd, Hg)

TRACTO GASTROINTESTINAL

Lesion endotoxica det higado

Lesion hepética por ladrocarburos idrogenados { v Bromobenzeno tetraviorure de carbono, hatotano)
Accion drabetogenica de la aloxana

Pancreat:is

Lesiones gastromtestinales mducidas por drogas antunflamatorias e esterotdes { NSAID)
Envenenarmento per [herroe

CEREBROSISTEMA NERVIOSOMESCORDENES NEUROMUSCULARES
Oxigeno hiperbérice

Deficiencia de vitarmma E

Neurotoxinas iclusive plomo

Enfermedad d= Parkanson.

[.esion cerebrovascular upertensiva

Lupofuceinosis neuronat cerowde

Encefalomiclitis alérgica y otras enfermedades desruelizantes
Sobrecarga de alumnio (Enfermedad de Alzheimer
Potenciacién de defio franmatics

Dhstrofia muscular

Esclerosis miltiple

OFTALMOLOGICOS

Cataratas

Hemorragia ccular

Darie degenerativo de la retina

Fibroplasia retrolental {Retinopatia del prematuro)
Retmopatia Btica

DERMATOLOGICOS

Lestones por radiacion solar

Lesioues por calor

Porfina

Fotosensibilizacrén

IJermalilis per comtacto

CANCER, tumores

DIABETES

FIL.1.6. Sistemas fisiolégicos de defensa frente a la produccién de radicales libres.

Frente a la produccién fisiologica mas potencialmente peligrosa de radicales [ibres
oxigenados, el orgamsmo dispone de sistemas de defensa enzimaticos especificos Estas
enzimas, presentes en €l sitio de produccion de los radicales libres, los mantienen en

concentraciones muy bajas 7,

Todas las células cuentan con diversos mecanismos de proteccion natural para manejar

la carga fisiolégica de radicales libres generados ¢n las células, ya sea impidiendo su

[
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formacion o neutralizindolos una vez formados, entre estos sistemas protectores se encuentran
los siguientes:

a) Sistema citocromo-oxidasa: Existe a nivel mitocondral v consiste en evitar la
reduccion univalente del oxigeno, por reducciém tetravalente, sin liberar mtermediarios <%

Oz +4e +4H+ —p 20

b) Superdxido-dismutasa (SOD): Es una familia de metaloenzimas (dependienies de
Zn2 +, Cu2, y Mn2+) que catalizan la dismutacién del radical anién superdnude para dar

peréxido de hidrogeno (reaccion b) 2
Oz~ + 2H —S0D — H,0:

¢) Catalasa: Cataliza la transformacion de dos moléculas de peroxido de hidrégeno. en

dos moléculas de agua mas una moléeula de oxigeno (33)
2H202—_-’. 2H, 0+ 07

d) Peroxidasas' Catalizan la reduccién del peraxido de hidrogeno por diversos
donadores de electrones dentro de estas enzimas destaca la glutatuon-peroxidasa, que cataliza

la siguiente reaccion,

2 GSH + Ha0:—GLUTATION-PEROXIDASA—» GSSG + 2 H.0

¢) Carotenos, vitamina E v vitamina C. Los B -carotenos neutralizan al singulete de
oxigeno, una molécula de esta puede inactivar centenares de  moléculas de oxigeno singulete
mediante un mecanismo de apagador (quenching} fisico. la energia del siguiente de oxigeno se

utiliza para convertir [a forma cis.

Sin embargo, cuando los sistemas antiradicales fisioldgicos (envimas especiticas y
captadores de radicales fibres) son desbordados, bicn sea en razon a una dismunucién de la

actividad enzimatica (ejemplo envcjecimiento) o en razon a una exagerada produccion de
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radicales (situaciones patologicas diversas, exposicién a las radiaciones ionizantes o una
radiacion ultravioleta), la neutralizacion de los radicales libres suele afectar otros sistemas
celulares tales como las membranas, los acidos nucleicos y las proteinas, desencadenindose el
poder patogeno de los RL  De la oxidacion de los radicales de fos lipidos de membrana, de
proteinas y de los acidos nucleicos, resulta una alteraciéon profunda de las membranas y del

metabolismo celular con la muerte de las células™™ 2%

Para conirarrestar dicho efecto, existen moléculas que ayudan a disminuir los efectos
patogenos de los RL, por lo que su estudio minucioso abre alternativas complementarias frente
a la produccion fisiologica potencialmente peligrosa para el organismo vivo y es precisamente,
lo que se estudiard & continuacion. Pero antes, abordaremos el estudio de hongos xiiofagos v

su posible relacién en la generacion de RL Y

[11.1.7. Hongos xiléfagos y produccion de RL

Los hongos son organismos heterdtrofos, meapaces de usar el CO; como Gnica fuente
de carbono Ellos requieren de compuestos complejos sintetizados por otros organismos
principalmente plantas autotrofas®™>

Son considerados como parésitos facultativos  Asi los hongos tienen la capacidad de
atacar madera, ya sea como producto extraido o como parte de un hospedero, teniendo a esta
fuente de materia organica, de la que obtendra los elementos necesarios para realizar sus
funciones. Dependiendo de la fuente de carbono que el hongo utiliza y por tanto el modo en
que afecta la madera, se clasifican en tres tipos que serian’
a)Mohos' se alimentan de aziicares simples como la glucosa, producen mal aspecto a la
superficie de la madera (Deuteromicetes).
b)Hongos cromégenos' se alimentan de azucares simples como la glucosa y colorean la
madera (Ascomicetes).
c)Hongos xiléfagos desistegran las paredes de las células lefiosas, fo que explica la habilidad
de éstos hongos para producir enzimas o sustancias degradadoras de los polimeros de la pared
celular v la lignina (Basidiomicetes). Los hongos xiléfagos estan constituidos de filamentos

llamados hifas, estas estructuras se desarrollan en abundancia, s¢ ramifican y anastomosan,

14
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formando una estructura filamentosa llamada micelio

Es sabido, que los hongos xilofagos o causantes de pudncion, viven en ia madera y
despolimerizan fas macromoléculas estructurales de la pared celular de los elementos celulares
de la madera es decir, son un tipo de organismos gue participan activamente en ia degradacion

bioldgica de la madera 6

En la clasificacion actual de los dafios que causan estos hongos se consideran aigunos
cambios en la madera, por gemplo, cambio de color, cambio de densidad, ablandamiento y
consistencia inductda en la madera y la forma de penetrar a través de las parsdes celulares
Esto se debe principalmente, a la actividad enzimatica de los hongos xiofagos sobre la
madera, o a la accién de las hifas al secretar sustancias que biodegradan los componentes
principales de la madera (celulosa, lignina y hemicelulosa) Entonces, se considera que la
alteracion  de las propiedades de plasticidad, elasticidad, tensién y resistencia mecéanica de la

madera es una pudricién 7

Con base en estas caracteristicas, se reconocen tres tipos basicos de pudricion blanca,
morena y suave segin Cartwright y Findlay, 1946, 1958. y Garrat 1962 y Cote, 1968 & gn
el caso de la pudnicion morena se degradan celulosa y hemicelulosa parcialmente lignina. El
proceso de degradacion difiere con el tipo de pudncidn blanca y blanda ya que este no es
completamente enzimatico

En el caso de este trabajo, la pudricién que nos interesa es la pudncion morena,
porque, se trabajo con Postia placenia que es un hongo xilofago causante de pudricién
morena la cual, se caracteriza por la descoraposicion de la celulosa, hemicelulosas y pentosas
asociadas. E! aspecto que adquiere la madera es cubico y fraccionado

Segan J.W Koenigs 1972, la naturaleza de la degradacion de la celulosa causada por el
hongo de pudricién morena sugiere que un pequefio producto metabdlico puede estar
involucrado en las etapas iniciales de la degradacion Evidencia circunstancial sugere que este
pequefio producto metabdlico puede ser el peroxido de hidrogeno {H:Q;). este en presencia de
Fet+ u otros metales de transicion forma radicales altamente reactivos que snician la
degradacion oxidativa de carbohidratos™

Mas adelante (i979). Koemgs descubrié evidencia de que o mecamsmo de
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degradacion de la celulosa causada por el hongo de pudricion morena no es enzimatico y que
el agente activo podria ser el sistema HaOo/Fe++ Encontré que el honge de fa pudncion
morena produce suficiente H,O, para degradar la celulosa con las cantidades presentes de
Fet++ en la madera Ademas. los efectos de HaOy/Fet+ en la celulosa imitan a los hangos de la
sudricién morena®

La molécula de peréxido de hdrdgeno es suficientemnente pequefia para penetrar la
microestructura de la pared celular secundarna, atacar la celulosa o tal vez hacer a la celulosa
susceptible de ser degradada por celulasas en un segundo planc Este tipo de mecanismo seria
oxidativo Recientemente Highley v otros, presentaron evidencia de que el hongo de la
pudncion morena st oxida a la celulosa 50

Teniendo er cuenta fa base anterior v puesto que en la actualidad no existe evidencia
clara del mecansmo de degradacion de las macromeléculas por el hongo, para el desarrollo de
este expenmento in vitro, se planted los siguiente: siendo que el hongo Pestia placenta, en el
curso de la degradacion de las macromoiéculas produce radicales libres ( Hz Oz OH, etc.), al
adicionarle compuestos antioxidantes, se esperaria una inhibicion de su metabolismo  Por
consiguiente, su crecimiento y produccion de sustancias degradadoras, quedaria reducido o

inhibido pot completo
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12, Antioxidantes

HI.2.1. Historia de los Antioxidanfes.

El uso empirico de los antioxidantes es una practica muy antigua para la conservacion
de los ahmentos como carnes v pescados que eran coriados en trozos e impregnados de

compuestos fendlicos del ahumado

Posteniormente, diverses cientificos observaron que ai adicionar ciertos compuestos a
los ahmentos estos eran capaces de retardar el deterioro, describieron las principales etapas
que han marcado el descubrimiento de los antioxidantes y de su mecanismo de accién Los
nombres a retener son los de Deschamps farmacéutico de Avallon, que demostré el efecto
antiox:dante del benjui v de ias yemas del alamo, de Chevril que puso en evidencia la accidn
de la madera del roble. de los hermanos Lumiere y de Seyewets que descubrieron el efecto
antioxidante de la hidroquinona y de los compuestos analogos y Moureu v Dufraisse que
resumiercn su trabajo en una memora titulada “Catalyse et autoxidation active antioxygene
et protooxygene”, del Dr Roy C Newton y William D. Richarsdson que fueron los
mvestigadores claves en la bisqueda de una disminucién o eliminacion de la rancidez
oxidativa en las carnes v grasas comestibles inspirados en los trabajos de Dufraisse, en 1930
patentaron un procedimeento “Método de estabilizacién en carnes y grasas”, incorporando
aceite de palma, rica en pigmentos carotenoides, y por dltimo, del Dr Donald P, Gettie que
basandose en el uso de antioxidantes fendlicos para estabilizar carnes y grasas, encontrod que la
goma guaiac era un antioxidante efectivo y lipidicamente soluble La goma guaiac se convirtié

en ¢l primer antioxidante aprobado para la elaboracion de alimentos "




ANTECEDENTES

[11.2.2. Definicién

Un antjoxidante ha sido definido como aquella sustancia que presente en
concentraciones bajas (comparadas con las de un sustrato oxidabie), decrementa de forma

significativa o bien previene la oxidacion de aquél sustrato ®)

La oxidacion se produce cuande un dtomo o grupo de atomos ceden electrones. De
forma simultanea. se produce la correspondiente reaccion de reduccion que implica la
captacion de los electrones por otro atomo diferente o grupo de atomos. Las reacciones de
oxidacion pueden o no incluir la adicién de atomos de oxigeno © la pérdida de atomos de
hidrogeno de la sustancia que se estd oxidande Las reacciones de Oxido-reduccion son
comunes en los sistemas biologicos (lipoperoxidacidm, B-oxidacién, respiracion, etc) v
también en los alimentos. Si bien algunas reacciones de oxidacion son beneficiosas para los
alimentos, otras son perjudiciales como ocurre con la degradacion oxidativa de las vitaminas,

pigmentos y lipidos"?

111.2.3. Clasificacion de los antioxidantes.

Antes de gue se desarrollara una tecnologia quimica especifica para el control de los
radicales libres responsables de la oxidacion de los lipidos, el término “antioxidante” se
aplico a todas las sustancias que inhibian las reacciones de oxidacion, independientemente de

su mecanismo de accion

Actualmente, existen en general dos grupos de antioxidantes, clasificados de acuerdo a
su mecanismo de accidon. En primer término, se presentan los antioxidantes preventivos o
primarios, fos cuales actdan al inicio del proceso de oxidacion, reduciendo la frecuencia de
inicio de una cadena de oxidacién, y los antioxidantes secundarios que actian bloqueando
dicha cadena (chain-breaking) y captan radicales directamente, acortando por tanto, la

longitud de la cadena de oxidacién (Tabla 3):

53
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Tabla 3 Clasificacion de los antioxidantes de acucrdo a su mecanismo de zce1on,

Antioxidantes
Primarios: Secundarios:
Reductores de perdxidos organicos e Vitamina E, vitamina C, superéxido
narganicos hidroxiperoxidos (catalasa, dismutasas, etc.)

glution peroxidasa, etc.)

De acuerdo a su naturaleza quimica, los antioxidantes han sido clasificados también
como” a) no enzimdticos (secuestradores de radicales libres y especies reactivas vitamina
C y E, B-carotenos, 4cido Grico, bilirrubina, etc ) y b) enzimaticos (superéxido dismutasa,
glutatién peroxidasa, catalasa)

Para efectos practicos de este estudio y hacia donde esta dingido nuestro interés, se
han clasificado los antioxidantes por el tipo de reaccion que llevan a cabo al adicionarse al

alimento (figura 3)

| CLASIFICACION DE ANTIOXIDANTES |
| I |

BLOQUEADORESDE || sNErgicos| | acEntes | [oTROS]
RADICALES PERCXIDO REDUCTORES

| SINTETICOS] [NATURALES | [ SECUESTRANTES]

EKT Vitamina E EDT Porosulfito de potasio | [ jrp

BH& NDGA Ac¢ Citrico Sulfito de potasio Lignina
TBHG Goma de Guayaco Vitarinag C Carbonato de calcig Jengibre
GP Extracto de Romero Hiposulfito de sodio Exiracto de
Etonqunina| | Lecsina Sulfito de sodko Maostaza
THBP

Figura 3. Clasificacion de los antioxiduntes sepin su reaccion ol sor udicionados ol alimento

1%
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Los bloqueadores de radicales peréxide son antioxidantes que funcionan como
aceptores de radicales libres que dan lugar a radicales libres estables bloqueando asi la
oxidaci6n en la fase de iniciacion

Entre las molécutas de origen natural o sintética, dotada de propiedades de este tipo,
existe una lista que, sin ser exhaustiva, no deja de ser bastante completa, la eleccion por la
industria alimentaria se ha dirigido a un namero bastante restnngido de compuestos *'*

Los agentes sinérgicos son aquelos antioxidantes que al combinarse con otros
antioxidantes aumenta la efectividad que la misma cantidad antioxidante simple Los
secuestrantes se encuentran en este tipo de antioxidantes y se define como “los compuestos
de coordinacion en el que un atomo, generalmente un metal, esta unido mediante enlaces
de coordinacién a dos o mas atomos de una o mas moléculas ¢ iones, llamados quelantes o
secuestrantes”, entre los que se encuentran el acido citrico, et acdo ascorbico vy el
EDTA®Y.

Los agentes reductores son antioxidantes que se definen como sustancias que pierden
uno o mas electrones y en este proceso se oxida En este grupo encontramos al carbonato

de sodio, sulfito de potasio, hiposulfito de sodto entre otros

111.2.4. Antioxidantes Siniéticos.
La mayoria de los antioxidantes sintéticos son compuestos fendlicos y son los mas

empleados en alimentos, corresponden a la férmula general que se muestra en la Figura
4(12)

OH

R1 Rz

Rs

Fig, 4, Formula gencral de fos compucestos Terilicos
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Los derivados orto v para son los mas eficaces porque dan radicales libres
relativamente  estables, debido 2 la localizacion del electron entre dos formas de

resonancia, como se muestra en la Figura 5

Fig. 5. Derivados orto ¥ para

El radical libre antioxidante es tanto mas estable cuanto mas grande sea el grupo
sustituyente: sin embargo, a accion antioxidante disminuye

Sherwin propuso un esquema muy simplificado del mecamsmo de accion de tales
moléculas (Fig 6) ¥

Segln este esquema las sustancias fendlicas funcionan como aceptores de radicales
libres estables bloqueando asi la  oxidacién en la fase de iniciacion Tal mecanismo
demuestra que la accion de un antioxidante estd por tanto limitada por el tiempo ya que
carece de poder cuando la oxidacién de las grasas esti muy avanzada por dar un ejemplo.

En cualquier caso, siempre hay que tener presente que un antioxidante no pedra
proteger eficazmente productos en los que la autoxidacion ya esté muy avanzada, puesto
que el inhibe la propagacién de la reaccién en cadena, es decir, que wmterviene en la fase

inicial de este fenémeno 2.

CH o o o
H
E o
» ——— g
M

Fig. 6. Mecunismo de accion de un Antunidante fenalico frente u un radical de acido graso (epan Shernin 1976
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Como cjemplo de antioxidanies sintético tenemos el BHT (Butithidroxitolueno), es
uno de los antioxidantes fendlicos mas utilizado en la industria de los alimentos ¢! Su

estructura quimica se muesira en la Figura 7.

OrH

1H3CiaC C(CH 313

CH3

Fre. 7. Estructura Quimica del BHT.

Es uno de los antioxidantes que es resistente al calor y se aimacena en contenedores
bien cerrados v lugares frescos. E! BHT es soluble en alcohol y aceites; insoluble en agua

A B8 precenta el

v propilenglicol, presenta una alta accion sinérgica con el BH
Inconveniente de tener aroma desagradable v evaporarse rapidamente; esto hace su empieo
mas dificil en alimentos deshidratados

El uso de antioxidantes esta regulada por la legislacion de los distintos paises, por
ejemplo la FDA permile su uso en concentraciones no mayores al 0 02% en peso de BHT
en lipidos '

El BHT es un cancerigeno débil , pero refuerza su actividad de otros cancerigenos

tante en et ligado como en el colon, vejiga y pulmon de mamiferos La ingestion diania

admitida (IDA) ha recomendado una ingestién de BHT de 05 a 0 125 mg de BHI/kg

Otro  aspecto negativo en la uiilizacion de BHT' “lnhibe la bicsintesis de
prostaglandinas” A una concentracidn de 100.6 uM de BHT inhibio un 50% (con respecto
a otros antioxidantes utilizados) la biosintesis de prostaglandinas de la vesicula seminal de
bovinos '

El BHA (butlhidrosamisol) fue el primer antioxidante usade en producios
alimentarios en 1940 El BHA e¢s un solido blanco encerado, con un ligero olor

cacacleristico, soluble en alcohol, en propilengrlicol ¢ insoluble en agua Es un compuesto
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volatl a temperaturas elevadas v en presencia de vapor de agua La concentracion

permutida es de 0 02% (200 ppm) en peso del BHA La Figura 8 muestra la estructura
quimica del BHA 9

C{CH 33

=

Ry

Fig-. 8. Estructura Quimica del BHA.

La toxicidad més relevante del BHA es la carcinogénests del preestémago de roedores,

demostrada con concentraciones del 2% en la dieta En el ser humano no hay evidencias de

afectaciones

También inhibe la biosintesis de prostaglandinas hasta en un 505 utilizando 6 7uM de

BHA en la vesicula de bovinos

El TBHQ es un antioxidante con olor caracteristico, de cristales blancos soluble en

alcohol, €ler e insoluble en agua ™ La Figura 9 muestra se estructura quimica

C(CH3)s

OCH,

Fig. 9, Estructura quimica det TBHQ

Debido 2 los efectos toxicologicos  que han presentado los antioxidantes sintéticos

(mutagénicos, carcinogénicos, teratrogenicos, asi coma promotores de¢ diversas patologlas)( ™,

P
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actualmente. se ha despertado un gran interés en a industria alimenticia y en la investigacion,
sobre todoe en el area médica en busqueda de nuevas alternativas Se han encontrado diversos
compuestos potencialmente viables que han demostrado ser eficaces como atrapadores de
radicaies libres al ser adicionados a los alimentos y no causan efectos secundarios al

orgamsmo vivo, como lo son los antioxidantes naturales

111.2.5. Antioxidantes naturales.

Entre los antioxidantes naturales, llamados asi por ser extraidos de diferentes origenes
vegetales se encuentra el extracto de romero gue manifiesta un gran poder antioxidante
debido a la presencta de compuestos fendlicos como los acidos clorogénico y rosmarinico &),
Las investigaciones han demostrado que a una concentracién de 002% de Extracto de

. .. . . 3
romero es efectiva su actividad como antioxidante G0

La lecitina le debe su poder antioxidante a la cefalina que es un compuesto fenolico E49
La lecitina como otro antioxiante natural, es un fosfatido formado por un diglicérido que
puede contener los &cidos estéarico, paimitico, oleico y la base nitrogenada colina unida al
glicerol por medio de un grupo fosfato a8
Numerosos aceites vegetales como la soya, maiz, algodon, contienen tocoferoles por lo
qué s¢ encuentra en parte autoprotegidas contra la oxidacion'™.

Por el hecho de contener compuestos fenélicos, siguen el mismo mecanismo de accidn
de los antioxidantes sintéticos que ha sido descrita anteriormente

Como algunos ejemplos de antioxidantes naturales que son usados ampliamente en la
industria tenemos

A la vitamina E (Tocoferol), es un antioxidante que a nivel comercial es dl-o-
tocoferoi; es un liquido amarillo palido, alge viscoso, se oxida y se obscurece en contacto

con el aire y por accion de la luz, la estructura quimica se muestra en la figura 10V,
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CHs
#0 CHy; G

(CHCHCH IO HCH R CHICH ),

H3C o C

Chy

Fig. 10. Estructura Quimica dela vitamina E.

La vitamuna E o tocoferoles o, y & poseen actividad vitaminica; esta actividad decrece en
el sentido de o 2 & mientras que la actividad antioxidante aumenta en el mismo sentido.

Los tocoferoles asi como los antioxidantes fendlicos previenen la oxidacion de los lipidos
al donar un tomo de hidrogeno a los radicates hidroperoxidos 9.

La vitamuna E disminuye el riesgo de cataratas y ha demostrado retardar la severidad de
la diskinesia {movimientos involuntarios)

Se utiliza como antioxidante en grasas animales a un 0.3%, 30% en grasas vegetales

0 05% en tocinos, 0.3% en pollo. Se utiliza como nutrimento y suplemento alimenticio ®

Los carotenos son intermediarios a partir de los cuales, por sucesivas
deshihidrogenaciones, se biosintetiza el licopeno Los carotenoides son pigmentos amarillos,
naranjas o r0jos, que son naturatmente sintetizados por las plantas superiores, algas, hongos y
bacterias La mayeria de los carotenoides no son moléculas polares. Recientemente, los
carotenoides han tomado un considerable interés ya que se tienen reportes que abren el

camino para lz investigacién anticancerigena ™

Como podemos percatarmos, los antioxidantes naturales deben su efecto a las sustancias
fenolicas que contienen, en el presente estudio, nuestro interés justamente esta dirigido hacia

algunos de estos compuestos y es sobre lo que abundaré en el siguiente apartado.
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[TL.3. Compuestos fendlicos

¥I1.3.1. Generalidades.

E!linterés cientifico v comercial en los compuestos fenohcos de los alimentos ha sido
extremadamente activo en los afios recientes Aparte del estudio puramente académico de su
origen natural, distribucién, y atributos cualitativos en los alimentos, los compuestos fendhicos
se estan volviendo cada vez mas importantes en la ¢iencia aplicada Estos compuestos, avudan
a la preservacion (olor, sabor, color) y prevencion {deteriore por oxidacion) de los alimentos
En particular, muchos compuestos fendlicos estan atrayendo la atencién de cientificos de las
dreas médica y alimenticia en razon de sus propiedades antioxidantes, anftinflamatonias,
antimutagénicas, anticancerigenas y su capacidad de reguiar algunas funciones celulares

enzimaticas claves®

Los compuestos fendlicos incluyendo fos fenoles simples y acidos tendlicos, derivados
del acido hidroxicinamico y los flavonoides son sustancias bioactivas que se encuentran

ampliamente en plantas comestibles.

111.3.2. Definicion.

El término fendlico o polifeno] puede ser defintdo quimicamente como una sustancia
que poseé un anillo aromético con uno ¢ mas sustituyenies hidrox: incluyendo derivados
funcionales (ésteres, éteres metilicos, glicosidos, etc.} la mayor parte de los compuestos
fendlicos tienen dos o mas grupos hidroxilo y son sustancias bioactivas que existen en
abundancia en plantas comestibles que son regularmente consumidas por un sustancial niimero

de personas (Figura 11)¢
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O

R, R,

R3

Fig 4. Formula gencral de los compuestos fenolicos,

Los compuestos fenolicos que existen comtnmente en los alimentos pueden ser

clasificadios en tres grupos que son fenoles simples vy acidos fendlicos, derivados del acido

hidroxacinamico y flavonoides

Los fenoles simples incluyen los monoferoles tales como el p-cresol y difencles como
la hidroquinona

Loos acidos hidroxicinamicos y sus denvados son casi exclusivamente derivados de el
acido p-cumarico, acido cafeico v el acido feralico
Los flavonotdes son un grupo de compuestos fendlicos importante en los alimentos los

cuales, consisten pnincipalmente de catequinas, proantocianinas, antocianidinas y tlavones.
flavonoles v sus glicosidos!'

H[L3.3. Compuestos fendlicos como antioxidantes naturales,

Los antioxidantes son afladidos a las grasas y aceites o alimentos que contienen grasas
para prevenir la formacion de malos sabores y otros compuestos desagradables que son el
resultado de la oxidacion de los lipidos El BHA y el BHT, los antioxidantes sintéticos més
ampliamente usados, tienen una eficacia no superada en varlos sistemas alimenticios ademas
de su alta estabilidad, bajo costo y otras ventajas practicas Sin embargo. su utilizacién en los
alimentos ha ido disminuyendo detrdo a que se sospecha que tienen una accion promotora de

carctnogénesis asi como al rechazo general de los aditivos ahmenticios sintéticos por tener
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efectos toxicolégicos””

Los antioxidantes naturzles méas importantes que se explotan comercialmete son los
tocoferotes Los tocoferoles tienen una potente kabilidad de inhibir in vivo fa peroxidacion de
los lipsdos atrapando los radicales peroxilo La busqueda y desarrollo de otros antioxidantes de
origen natural es altamente deseable Tales antioxidantes nuevos también son bienvenidos para

el combate en contra de la carcinogénesis y del proceso de envejecimiento’”

La mavor parte de los antioxidantes naturales son de naturaleza fendlica por lo cual s¢
decidio estudiar iz actividad antioxidante de compuestos fendlicos de origen vegetal como
xantonas y cumarinas. Con fines de comparacion también se estudiaron compuestos no

fenblicos como los iridoides
[1§.3.4. Iridoides

Los irideides pertenecen al grupo de los monoterpenos ciclopentanoides, que se
caracteriza por presentar un anillo de ciclopentano y un pirano Se pueden dividir en
iridoides glucosidicos, que presentan un doble enface entre las posiciones 3 y 4, mientras
en la posicton 1, se encuentra una B-Dglucosa o algin otro carbohidrato (Fig 12), v en
iridoides no glucosidicos, también llamados aglucones {Fig.13), los cuales no presentan

carbohidratos en la posicion nimero 144,

O-3-Giu

CO2CH3

Fie, 12, Logamna
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OH
HG

HO

Fig. 13. Aglucon de Ia Aucubina.

El termuno indoides fue sugerido por Briggs, Cain, Le Quesne y Soler. debido a
que ¢l esqueleto monobasico de estos monoterpenos heterociclicos corresponden ai
mdoidal (Fig 14), el cual presenta un grupo enocl-hemiacetal caracteristico de estas
compuestos (45), y que por primera vez fue aislado de una hormiga australiana
denonunada Iridomyrmez detectus; otros nombres con los cuales se pueden encontrar a
los iridoides son pseudo-Indikans, debido a ia coloracion que presenta al hidrolizarse en
el medio icido, y, de manera menos comin, han recibido ef nombre de aglucones de la

. 37
aucubing 11 &7

\ « T

o S

Fig 14 Iridoidal

En el campa de la farmacologia, se ha encontrado que algunos iridoides tienen
actividad biologica como antibidticos, antitumorales, antimicrobianos, analgésicos y
anti-inflamatorios, laxantes, diuréticos, espasmodicos. carminativos y antioxidantes,
estos Gltimos como una futura alternativa para evitar enfermedades como cancer y

arteriocsclerosis causadas por la presencia de radicales fibres ®F

Los fitocompuestos evaluados y reportados aqui como posibles antioxidantes

naturales llamados Iridoides son' 1) Boschnalosido extraido de la planta Pestemon
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rosens {Familia Scrophulariaceae), 2) Catalpol: 3)Aucubina, 4)Lemorouxia S)y el

feniipropanoide” Acteodsido, se muestran er la figura 15

CHO OM
| R
o) o]
OH " O\
| Glu
Roschnaloside Gl Aucubina

ot

cHO
o OH
N " N @/ o3
© Glu OH
H H
O\

. Gl .
Lemorouxia Actcosido

Pig. 15. Iridoides como antiovidantes en ol presente trabajo.

IiL.3.5. Xantonas.

Las xantonas son aisladas de plantas superiores, presentan un esqueleto basico
derivado de la benzofenona Tiene su origen en la fenilalanina merced a su producto de
degradacion, el 4cido m hidroxibenzoico (C-6-Cl} y su posterior condensacién con tres
unidades de malonato. Otra ruta podria ser la combinacion de una unidad C6-C3, por ejemplo
un acido cinamico con dos unidades de malonato para obtener benzofenona El acoplamiento

oxidativo podria conducir a la formacidn de la xantona (figura 16) 3
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A
CE-C1H3IC2 E
CeCIacry T >
R
o o

Fig. 16.Origen biesintético de las xantonas,

Las xantonas pueden ser simples o modificadas En este ultimo caso por la presencia de
un susbstituyente glicosidico o grupo prenitado (2,2 dimetil) {figural7y Ademas del grado de

. o . . R 6%
oxigenacion que presenta, pueden ser clasificadas como mono, di. tri o tefraoxigenadas

a) 2]

o

o)

Fig. 17. Esqueleto de la santona y sus substituyentes, a)substituvente isoprenifo (2.2-dimcul), bysusbrituvente cromeno
producto de lz ciclizacién del isoprenilo con un OH fendlico de la vantona.

Los fitocompuestos fendlicos estudiados agrupados como xantonas son los siguientes
L Jacareubeina + 1.3,5-trihidroxi-2-(3.3-dimetilalil}-xantona y I (1,356 tetrabudroni-2-(3 3-
dimetilalil)-xantona (Figura 18) Estos compuestos, fueron aislados de la corteza del arbol
caducifolio Calophyllhum brasiliensis (Familia Guttiferae) @2

I. 1,3,5,6-tetrahi droxi-2-{ 3, 3-dimetil ali [-xanto na

Il.bacarobeina +
1.3, 5tribidrox-2-(3,3-dim etdalil}-xantona

Fig. 18. Xantonas estudisdas,
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[.3.6. Cemarinas.

La hidroxilacion de los 4cidos cindrmcos orto como ocurre en la biosintesis del acido
salicilico es un paso crucial en la formacion de un grupo de derivados lactonicos del acido
cianimico las cumarinas Mientras fa idroxilacion directa del anillo aromatico en los acidos
cianimicos es comun, la hidroxilacién mnvolucra generalmente, de manera inicial, la posicién 4
par hacta la cadena lateral v las kidroxilaciones subsecuentes continuan entonces orto hacia
este substtuvente En contraste, para ias cumarings la hdroxilacion del &cido cianimico o
dcido 4 cumanco puede ocurrir de forma orto hacia ta cadena fateral en el ultimo caso. El
dcide 2,4-dilidroxicinamico producide parece de manera confisa tener el patron de

hidroxilacion meta, caracteristico de los fenoles derivados por la via del acetato™

Las cumannas estan ampliamente distribuidas en plantas, en las famifias tales como la
Umbeliferae vy Rutaceae tanto en forma libre como glicsidos. por ser un metabolito

secundaric en algunas especies contribuye al olor ¥

Los compusstos evaluados como  antioxdantes denominados  cumarinas

(CECHC.CFSHC CHHS,;) se muestran en {a figura 19 Estas sustancias se aislaron del fruto del

arboi Calophviium brasiiensis (Familia Guttiterae)™*™.

[+]
O ' /“\/l\
T2

Lo

N

Fig. 18, Mescla de cumarinns evaluadas en el presente estudio como agente antioxidunte.
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Los compuestos fendlicos se encuentran  en la mnmensa mayona de los plantas
comestibles v por lo tanto, una cantidad significativa es consunuda en nuestra dieta diaria
Ellos estin estrechamente asociados con las propiedades nutricionales de las plantas
comestibles frescas y procesadas Las actividad annoxidante de los compuestos fenolicos ha
sido conocida por décadas y la mvestigacién y desarrollo en el uso de sustancias naturales o
ingredientes de alimentos que contlenen antioxidantes fendlicos contiruara sierdo de gran

interés para la industria alimenticia

La actividad bioldgica de los compuestos fenclicos se ha llegado a conocer en afios
recientes. Las mds importantes propiedades bwologicas de los compuestos fendlicos son
probablemente sus multipies efectos inhibitenios observados scbre fa mutagénesis v la

carcinogénesis®* *%
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Diagrama de Flujo de 1a Metodologia

Coleeta de plantas
Secado
Triuracion

v

I araceion

. Yy
Punficacion v Caracterizacion
CCF IR, RMAP,
cC EMIE

U A

Compuestos pures

i fridotdes !
Aantenas

. Cumarmnas

[p—

AJ

Pruchas anboxidantes

¥ . -y

Metodo quinies Melodo bologace
Pruchas quieas 0 Prueba hologica
Y Y ¥
. ¢ Priteta con el honge de -
Prueba cnlitauva Pruebi cuantittiva br SO THINGS de
. pudnivion morenit
\
M Y . M habici M It
2 tdeal Mo T Y ot Tnfe "““:“! .
L Sriey e nio de
BRI ot Bevarorenos pect ofolomaetricd , creenmienia de |
! FPoviw prlacenta




MATERIAL ¥ METOQODROS

MATERIAL Y METODOS

1V. Material y Métodos

En esta apartado, se examinaran las posibles propiedades antioxidantes de diversas
substancias naturales de origen vegetal de tipo fendlico (xantonas y cumarinas) ast como no
fendlicas (iridoides) Y, determinar si las sustancias naturales con actividad antioxidante
pueden bloquear in vitro un sistema biolégico (metabolismo de hongos xiléfagos de pudricidn

morena) que emplea radicales libres (secrecion de HaOy).
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El proceso de aislamiento e identificacion de los compuestos aqui estudiados se describe en

detalle en otras publicaciones.

Compuesto Fuente Parte Lugar Referencia
Iridoides
[ Boshnaloside  Pestemon hojas DF Gomez, 1997
roseus
1T Catalpot Pestemon partes aéreas DF Jimeénez, 2001
apoteticus
lil Aucubina Pestemon partes aéreas D.F Jiménez, 200}
IV Lemorouxia Lamourouxia partes asgreas Hidalgo Lépez, 1993
Dasyantha Actocpan
V Actedsido Pestemon partes aéreas D.F Jiménez, 2001
roseus
Xantonas.
[ Callophyllum madera Chiapas Reyes, etal. 1997.
brasiliensis
H Callophyllum madera Chiapas Reyes, etal. 1997
brasiliensis
Cumarinas.
A/BA+A/BB=CHHz; Callophylium hojas Veracruz, Estrada, 2000
brasiliensis Sta. Martha
A/BA+A/BB=CFSHC Calophyllum semilla  Veracruz, Gonzalez, 1999
brasiliensis Sta. Martha
A/BA+A/BB=CFCHC Callophyllum cascarade Veracruz, Gonzalez, 1999
brasiliensis semilla Sta, Martha
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IRIDOIDES

HO
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IV.1. Pruebas antioxidantes quimicas y biologicas

Una vez obtemdo los fitocompuestos en cantidad suficiente, se desarrollaron tres
etapas La primera etapa, consistio en la evaluacion antioxidante de fos compuestos a través,
de las pruebas cualitativas siguientes Metode con el radical fibre DDPH y Método del
blanqueo con [3-carotenos

En la segunda etapa, se evaluaron los fitocompuestos que digron positivo en etapa 1,
mediante la prueba cuantitativa espectrofotomeétrica

Finatmente. la tercera etapa, se aplico Ia prueba bioldgica con el hongo xilofage de

s 23
pudricion morena Posna placenta 2

{V.2. Pruebas quimicas cualitativas (I etapa)

1V.3. Método con el radical libre DDPH

La prueba se hizo en ¢ ¢ [, se tomaron diferentes placas (3cm x 6em de longitud) para
cada grupo de compuestos fendlicos. usando como testigos a los antioxidantes sintéticos™ A.
BHA (Butillidroxianisel), B. BHT (Butilhidroxitolueno) y €. TBHQ (Butilhidroxiquinona
terciaria) Se utihizaron los compuestos naturaies de referencia D. Cacalol y E. Trinervino!,
La polandad empleada para los Indodes fue la siguiente L. Boshnaldsido: AcEt.-MeOH 82,
[f. Catalpol' AcEt-MeOH 11, Il Aucubina. AcEt-MeOH 1.1, IV. Lemorouxia AcEt -
MeOH 82, V. Actedsido AcEt -MeOH 11 Para las Xantonas la polaridad fue I. Xantona'
AcEt -McOH 9 1, Il. Mezcla Jacareubeina Hex -AcEt, | 1 Por ultimo, la polaridad para las
Cumarinas L. CFSHSL, lL. CFSHC, I . CFCHC v 1V, CHHy; fue. Hex.-AcEt. 9'1

Pespués del cormmuento de las cromatoplacas, se aspersan con DDPH (radical 2,2-
diphenylpicryhydrasyl) al 02%  solucién en Me-OHT™, Esia solucién es usada como
revelador v es de color parpura. Al cabo de 10 minutos aproximadamente los compuestos

activas aparecen en color amarillo Ver figura 20

1]
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Figura 20. Esquemia que muestra el procedimiento seguido para {a prueba gquimica cuahtatnz

con ¢l radical libre DDPH,

Aplicyyin de Tnuestra Commaerto de laplawa Erparcmuamts delrereldor

s
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IV.4. Método def blanqueo con B-caroteno

Esta prueba basicamente sigue el mismo principio que la prueba anteror, se hizo en
¢ c.f. Los compuestos probados fueron fos mismos, se eluyeron con las mismas polaridades
Después del corrimiento, las placas fucron aspersadas con 0.05% de solucion de [-carateno en
CHCL; " Mas tarde, para el revelado final de estas, se colocaron bajo 250 nm de luz UV
hasta la decoloracion del fondo “*) El compuesto activo aparece en color naranya (Ver figura
21y

Q)
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Figura 21. Esquema que muesira ¢l procedimiento segurdo para la prueba quimica

cualitativa del blanqueo con B-carotenos.

Esparcmmieripo del revalador
iy _=
?
& Capalar p—
EBamelader x 905%
2 B-tarateno en CHCL
~
rd
[k
itrm de mz iRy
Splicacrén del compuesta == |
sobre I romatoplacy -
Compuestes
actzros
Cromatoplaia
rewelndy

El revelador usado a base de B-caroteno, se cbtuvo de la sigulente forma, se comprod
un 4 Kg de zanahona, con la ayuda de un extractor se obtuvo el gabazo Inmediatamente,
éste, se virtid en un vaso de precipitado con metanel (100 ml), se calenté por 15 minutos &
una temperatura constate de 50° ¢ Consecutivamente, se hicieron tres extracciones con

diclorometano y se filird. Finalmente, se gnardé en un frasco ambar previamente etiquetado.

IV.5. Prueba quimica cuantitativa (2" etapa)

IV.5.1. Espectrofotométrica

La prucba sc adaptd segiin el método descrito por Cavin A y ctal en 19987, Se

calculd por medio de una proporcidn matematica fa concentracién para cada uno de los

+1
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fitocompuestos estudiados, tesngos, controles y compuestos de referencia (basandose en el
peso molecular)

Enseguida, se prepararon 10 mi de DDPH al 0 022% solucion en MeOH De esta
solucton sé tomo una alicuota de 005 ml, se le adicionaren otros 0 05 ml del fitocompueste
solucion en MeOH  y 2 Sml de MeOH, lo que nos did un volamen final de 3ml por alicucta
aproximadamente Para cada una de elfas, se llevaron 2 cabo 2 repeticiones. Las muestras
tueron analizadas después de 3¢ minutos bajo el espectrofotémétro (Shimadzu UV 160U )en el
rango del espectro de luz visible UV de 400 a 806nm  Se registrod la absorbancia(abs) a una
sola longitud de onda (1) de 517 nm, bajo este mismo procedimiente, fueron anatizados todos
nuestros compuestos { Ver figura 22)

Como paso final, se tomaron los datos de absorbancia para ser analizados calculando

el porcentaje de actividad antioxidante

Figura 22. Esquema que muestra el procedimiento seguido para 1a prugba quimica

cuantitativa.
Campaestos findlices f-\
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—s  EEN s
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1V.6. Prueba bioldgica (3" etapa)

La cepa 098 del hongo Lovia placenta fue proporcionada por el Forest Products

Laboratory, Madison 11§ A
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Medio de cultive maltar agar 1.5% BIOXON (Becton Dickinson de México, S A de
C V)

En la prueba biologica, se emplearon diversos aparatos de mcrobiologia una
autoclave (SUREX) para la esterilizacion  del medio de cultivo v cajas Petr1, una campana de
flujo laminar (VECO) en la siembra e inoculacion de los hongos v, una incubadora de cultive
(SEV E-41)

IV.6.1. Procedimiento experimental

El efecto antioxidante de los compuestos (Inidoides, Xantonas y Cumarinag), se evaluo
in vitre contra el crecimientc mucehal del hongo de pudricidn morena Posira pPlacentg Los
compuestos fueron disueitos en 1 ml de acetona La solucidn se virtié en un tubo de ensaye
que contenia 16 ml de medio de cultive para bongos, BIOXON (malta-agar I 5%)
previamente esterilizado (15 atmoésferas de presion durante 15 minutos). La mezcla se
homogenizé completamente con un vortex Se tomaron 3 alicuotas de 5 mi las cuales se
vertieron en 3 cajas Petri (60 X 15 mm).

La cantidad necesaria de los fitocompuestos se calculé para obtener concentraciones
finales definidas En el caso de todos los extractos esta fue de acuerdo con el peso molecular
de cada molécula, las concentraciones fueron en ¢l orden de mg/ml @* ',

Las cajas Petri con el medio se dejaron dentro de la campana durante 24 horas parz
eliminar completamente el disclvente, al términe de este periode en cada placa de agar se
colocd un indeulo (6 mm) con una muestra de micelio, la cual se tomd con un sacabocado de
un cultivo del hongo Postia placenta de dos semanas de crecimiento. Cada experimento
consistid de tres réplicas, éstas se incubaron en una estufa de cultive a 25°C durante una
semana. Los controles, fueron tratados inicamente con disolvente (acetona). Para tener una

referencia de comparacién se utilizé pentaclorofenct (Sigma). Ver figura 23
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Figura 23, Esquema qué representa el método bioldzico que se clabord para comprobar

¢l efecto antioxidante de fos compuestos,

e
Exiracie o compuesie Ineculacion §ram Medida del crecimiente

disuelto en 1 ml Dismeirs fom)

\ Contro!
S
—_— ;L

24h _—
@ T k= -T
J m——— ) Prramy—
E=Ain=)
Malta agar (1.5 945 S =
(16xl) Caja Petrz S ml Expenimento

El crecimiento micelial {didmetro de la colonia) de las placas se midié diarlamente con
una regla (escala. 1 10 cm) La prueba se dio por concluida cuando el micelio de las placas
control alcanzo los bordes de la caja Petn

La inhibicion del crecimiento causado por los compuestos  sobre el crecimuento

micetial fue calculado utilizando la expresion matematica !

Ce-C1
Ylr ———— 0

Cc

Crecimiento del contiol - Creaimieso del tratamiento * 100

Y%lnhibicion =
Crecimuento de! control

Para corroborar la capacidad antioxidante de nuestros fitocompuestos, fue
necesario plantear una correlacion entre los datos obtemidos de la intubicion micelial con los

datos obtenidos del estudio cuantitativo espectrofolométrica

kR
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RESULTADOS Y DISCUSION

V. Resultades y discusion

En el presente apartado, se muestran los resuliados que se obtuvieron durante la
evaluacion quimica y bioldgica de la capacidad antioxidante de los fitocompuesios fenolicos
Iridoides, Xantonas y = Cumarinas, en comparacion con 10s antiovidanies sintéticos usados
como testigos, v los compuestos naturales de referencia, ast como. el analsis de estos Y Su

respectiva mterpretacion

En primera lugar, los compuestos puros que se identificaron fuercn los Iridoides 1.
Boschnaléudo, Tl .Catalpol, 1L Aucubina. 1V. Lemorouxia v V. Acteosido, las Xantonas: I
Xantona V (1,3.5,6 tetrahidroxi-2-(3.3-dimetilahl-xantona) v 11, Mezcla Jacareubeina v 1.3,5-
trihidroxi-2-)3,3 dimetil alil) xantona, v las Cumarinas: 1. CFSHSL. ILCFSHC TILCECHC

¥ 1V, CHH;; como se muestran en la figura 24

Los rf (factor de rctencion o factor de desplazamirio de log COMPUCSIOs €n
cromatografia en placa) fueron los siguientes para los indoides 1. Boschnaldsido 84, 11
Catalpo 76, 1. Aucubina 90, IV. Lemorouxia 57 y V. Actedsido 57 Para tas Xantonas
LXantona V (1,3,5.6 tetrahidroxi-2-(3.3-dimetilall-xantona) 57 y I, Mezcia Jacareubeina vy
1,3,5-trihidroxi-2-)3,3 dimetil ald) santona 42 Para las cumarinas 11 CFSHC 5. HL CFCHC
5,1V CHHz; 5.




RESULTADOS Y DISCUSION

efectividad antioxidante(+), no asi, para &l compuesto de referencia X. (Tabla 6}

Tabla§ Prueba cualitativa paca Comarmas: Metodo del blangueo.
se muestran los fitocompuesios que dieron positivo { - come

agentes antioxdantes.
CUMARINA
8
Compuestos blanquec  Testigos Rsferencias
] + A+ b+ .
Ii + B+ E -
Hi + G+

La capacidad antioxidante se evalu® por el cambio de color, como se cita en la

(36)

literatura, ¥, Se observd, que los fitocompuestos que presentaron dicha propiedad al ser

¢sparcidos con el revelador preparado con B-carotenos, durante 2h de exposicién a los rayos
UV, camnbiare: de su color original a un color naranja, al igual que lo hicieron los testigos (ver
figura 27), no ast para el compuesto de referencia E. Trinervinol el cual al finalizar las pruebas
en los tres grupos de compuestos, no mostré cambio algono en su coloracion, Los compuestos
que son antioxidantes tienen la capacidad de no oxidarse atrapan los radicales libres. El color

naranja lo adquieren al ser esparcidos con [-carotenos porque estos al ser expuestos a los

—_—— s

rayos UV se oxidan, ‘“"T__‘F T

H

;
-

:
' E

T A TR A v T

Tiguru 27, Prucba del blanguew para los compuestos estudzados

Cabe mencionar, que se observd una diferencia en fa velocidad de cambio de la
coloracion en los Iridoides probados ¥ en los testigos. En el caso del compresto 1. muestra una
coloracion muy rapida. Se presume, que esto es debido a la capacidad intrinseca a cada
compueste y a su velocidad de reaccidn. Incluso, suponemos también que se debe a la
solubilidad y concentracion de la muestra que se toma al efectuar la cromatoplaca.

Los resultados demuestran ia capacidad antioxidante que presentan los compuestos

4%



RESULTADOS Y DISCUSION

iridoidales estudiados.

Para tener otro punto de referencia de los tesuliados hasta aqui observados, fue
necesario hacer una segunda evaluacién cualitativa usando el mismo principio de cambio en la
coloracion para lo cual, se empled el radical libre DDPH (2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl). En
esta prueba, también se trabajo con diversas cromatoplacas para los tres grupos de compuestos
estudiados, empleando nuevamente los testigos y compuestos de referencia ya conocidos en la
prueba anterior.

La segunda prueba cualitativa antioxidante con el radical bre DDPH, se evalud por el
cambio de color purpura a amarillo que mosiraron los compuestos al ser esparcidos con el
revelador (Ver figura 28). Los resultados cbservados para los Iridoides -V, nos muestran su
capacidad como neutralizadores de RL {+}, al ser comparados con los antioxidantes sintéticos
AL, B.y C, y, conlos compuestos de referencia I y E. En esta prueba, el compuesto E, sigue

mostrando un efecto negativo (-). (Tabla 7):

~ Figura 28, Prueha con el radical DDPH para todos los compuestos.

’ Tahln 7. Pruch. cuntitativa para Iiduides: Método con el radical hibre DDPH
$2 imestran Jos filocompussios gue dicron positivo (+) como agemes
antioxidantes,
IRIDOIDES
Compuesto Prueba conel  Testigo Referencia
radical DDPH
[ * A+ D+
I + B+ E -
bt + C+
i\ +
\ +

Posteriormente, se hizo lo propio con las Xantonas [y I y las Cumarinas ¥- ITL Se

pudo observar fa misma constante en ellos, demostrandose su efectividad antioxidante No se
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aprecia ninguna actividad en el caso del compuesto referencia E. (Tabla 8 y 9).

Tabla § Prueba cualitativa para Nantonas  Metodo con el radical
libre DDPH. 8e muestran los fizecompuestos que dieron positive (+)

como agentes sntovdantes

XANTONA
S
"Compuesto Prueba con Testigo Referenc
el racical a
DDPH
| + A+ D+
11 + B+ E-
C+

Tabla 9, Prucba cualitativa para Cumarmas  Métedo con el radical Wbre
DDPH Se mucstran fos ftovompusstos que dicron positive (-

como agemies antiovidantes

CUMARINA
S
Compuesto Pruebacon Testigo Referencia
el radical
DDPH
i + A+ D+
li + B+ E -
1 + C+

El cambio en la coloracion se debid a que el DDPH es un radical y se oxida entonces
por lo tanto se tornan amarillos los compuestos estudiados

Se pudo constatar la diferencia en la velocidad de cambic en la coloracion, en general
en esta prueba, se dio de forma mas rapida y la coloracién fue mas intensa que en la prueba del
blanqueo

Los resultados arrojaron un comportamiente positivo ya observado en la prueba
anterior, ratificando la capacidad antioxidante de los compuestos en cuestién, al menos en
términos cualitativos.

Como un primer sondeo, se comprobd lo que se sospechaba ya que son compuestos
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fenélicos e indoidales por tanto, son buenos candidatos como agentes antioxidamtes. Sin
embargo, es necesaric hacer unaz prueba que nos dé resuitados was objetivos del
comportamiento de éstos fitocompuestos, que es lo que en realidad nos interesa, por lo que se

aplicod una prueba cuantitativa

Prueba cuantitativa (etapa 2)

Para la evaluacidn cuantitativa antioxidante de fos fitocompuestos que dieron positivo
en las pruebas cualitativas preliminares, se aplicd la prueba espectrofotométrica La lectura
se hizo a A de 517 nm del espectro, con iuz UV, Los compuestos -V, mostraron valores del
orden de 0 753-1.056 abs, como testigos, se utilizaron los antioxidantes sintéticos A, B, v C
que van del orden 0.065-0.368 abs; el compuesto D (cacalol) de referencia con un valor de
0065 abs Ademds, se evalud el rango del radical DDPH. y del Me-OH que se emplearon
como controles en esta prueba

Los resultados obtenidos muestran una baja capacidad antioxidante, y sobre todo si se

observa € valor del compuesto G (DDPH)1.146 abs. Tal como se muestra en la tablal0,

Tabla 10. Ahsorbancia, a 517 nm de UV. Fitocompuestos iridoidales:

-V, testipos: A, B ¥ C; referencia: D y controles: Fy G.

IRIDOIDES
Valor Valor Vaior
Compuesto Testigo Referencia
| 0.8786 A 0.123 D 0.095
Il 0793 B 0.368
th 0 985 C 0065 Control
v 0.872 F(DDPH)  0.006
\'% 1.056 G{Me-OH) 1.046

A pesar, de que las pruebas cualitativas anteriores presentaron capacidad antioxidante,
en el caso de la cuantitativa se muestra que dicha actividad antioxidante es baja, considerando
el valor del radical DDPH que es de 1,046. Valores casi cercanos a | como de los compuestos
aqui probados solo neutralizan en pequefia medida a los radicales libres. El compuesto 11
resulta uno de los compuestos mas efectivos con un valor de 0.793 abs Aunque se observa
que todos los valores sen cercanos a 1, no es desprediable su comportamiento, En este orden

de ideas, se esperaria un efecto negativo si por el contrario se obtuvicran vaiores mayores de
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1.0, ya que si pensamos que un mol de radical libre reacciona con un mol del compuesto
antioxidante, si tiende a 0 se esperaria obtener un proceso de neutralizacion de cargas en el
plane energético y onétice Por lo que podemos asumir que los compuestos estudiados
presentan cierto potencial antioxidante Y se podrian variar las concentraciones y poder
mejorar su actividad

Por otra parte, los compuestos naturales que se usaron como referencia D Cacalol
come podemos verificar en la literatura, el cual se describe como un compuesto antioxidante
se ha comportadoe en las diferentes pruebas como tal, v E trinervinol, concuerda con lo
reporiado en la literatura y en nuestros experimentos se reproduce su comportamiento, al no
presentar actividad antioxidante™ .

En el caso de las xantonas, se hicieron las lecturas a la musma longitud de onda v
usando los mismos controles (Ver tabla 11) se obtuvo para este tipo de compuestos una
actividad muy buena, en el caso del compuestos 1 el valor medido fue de 0.092 abs.
Comparandolo con los antioxidantes sintéticos (0.65-0.358 abs), se puede decir que, es un
anuioxidante natural muy potente, También, el compuesto 11, que registrd un valor de 0 117
abs, incluso, superando la efectividad del testigo B

El grupo de xantonas. nos muestra una mejor respuesta antioxidante, a diferencia, del

grupo de compuestos iridoidales

Tabla 11, Absorbancia, a 517 nm . Xantonas T y 11

testigon: A, By C referencin: 1) y controles: Fy G,

XANTONAS
Valor Valor Valor
Compuesto Testigo Referencia
I 0.082 A 0.123 D 0.085
1l 0.117 B 0.388
c 0.065 Control
F 0.008
G 1.148

Para las Cumarinas, se observd que la mezcla 11, presenta la mejor respuesta
antioxidante con un valor de 0.368 abs, que es el mismo valor con el que trabaja el

antioxidante sintético B. En ¢l caso de Ja mezcla H1, también se registré un valor cercano al

3
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testico B Esto demuestra, una efectividad antioxidanie satisfactoria para ambos compuestos
Por dltimo. el compuesto 1V, nos habla de una menor eficacia (0 531 abs) sin embargo, este

valor es aceptable para ser considerado como un posible antioxidante natural (Tabla 12)

[abta 12, \bsorbuncid, a S17 om Mesdle de cumarmeas, (LT 3y

testigos: A, B v (% referencuz: Dy E: y controles. ¥ » (.

CUMARINAS
Valor Valor Vaior
Compuesto Testigo Referencia

i 0.368 A 0123 D 0095
il 0370 B 0 368 E 0753

v 0531 C 0065 Control
F 0008
G 1146

Prueba biologica (3" etapa)

Fmalmente, la tercera etapa consistid en la aplicacidén de la prueba bioldgica con el
hongo xilofago de pudricién morena Postia placenta

Podemos observar en esta prueba, el comportamiento que presentaron los organismos
vivos al incorporarles la sustancia antioxidante a metabolizar

Los resultados que se obtuvieron del porcentaje de crecimiento nucehal (%C) del
hongo Postia placenta para el grupo de los iridoides fueron variablcs A la concentraciom
empleada (0 020mg/ml), para e! compuesto 1L Catalpol, se observé un crecimiento del hongo
del 83.6%, este fue perceptible a partir del segundo dia y se incremento bruscamente del 5°
dia hasta el final de la prueba (9° dia) Se registré una inhibicion del 16, 4% sobre el
crecimienio micelial,

Como podemos examinar es minimo el porcentaje de inhibicidn por lo gue se puede
decir, que el modelo bioldgico aplicado no se adecud a o que se esperaba, es decir, se
esperaba un mayor porcentaje de inhibicién al aplicarle nuestros compuestos antioxidantes
Sin embargo se presume una tendencia mayor con el grupo de las xanionas

Los resultados que se obtuvieron del porcentaje del crecimiento micelial del hango
Pastia placenta, para el grupo de fos iridoides fucron variables, como s¢ observa en la
Tabla 13| pero se puede decir, que no se obtuvieron valores relevantes que nos hablaran de

una respucsta efectiva en el caso de los iridoides,
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Figuzrs 24, Muestea el comportamiento inhibitorro seguide por Iz mezcla de jacateubeista +1,3.5-tribidrox-24£3.3 dimetilalil)-santowa.

Fn el caso de fas cumarinas es parecido a la respuesta de los iridoides, osea, la
capacidad antioxidante no fue muy efectiva mostrando valores altos en el % de crecimiento lo
gue nos habla de una capacidad antioxidante baja. Es indispensable conocer como e¢ el
comportamiento de tespuesta antioxidante cuando se trabaja con organismos vivos, pedemos
observar su capacidad de respuesta al incorporar en su metabolismo sustancias que pueden
cambiar el curse natural en su crecimiento, tal y como [o muestran nuestros resultadas. Ver
tabla 15,

Tabla 15. Prucha biolgica que mucstra el % de creciniiento. de Ias Cumarinas:
T ¥ IV, testigos: &, B y €; referencia: Dy E; y controles: ¥y G.

CUMARINAS
Compuesto % de crec. Testigo % de crec. Referencia % de crec.
H 87.7 A 122 D 49.9
v 91.8 B 100 E 79.5
C 71.4 Control % de crec.
F 100
G 0

Intentamos cotrelacionar el porcentaje de inhibicion contra la capacidad antioxidante
de fos compuestos probados, lo que esperabamnos una 1* {coeficiente de correlacion) cercano a

1. Al generarse radicales libres los compuestos antioxidantes inhibirian el crecimiento

L)



RESULTADOS ¥ DESCUSHON

micefial. Los compuestos fungisticos mas efectivos serfan pues las xantonas, estas hablan
mostrado una efectividad buena en pruebas anteriores Sin embargo, nuestra ?=0.51 lo que
sugiere que hay un 50% de probabilidades de que existe una correiacion (ver grafica 1) Porlo
que hace falta tener mayor numero de datos y sobre todo condiciones controladas
(concentrscion de la substancia) para poder concluir algo Quiza como se menciona en ia
literatura, hay una produccién al micio del metabolismo de H;O:."' pero, en nuestro
expenmento falta agregar Fe | para que se dé la reaccidn e inicie la despolimerizacion

efectivamente

“ Ffzo514

Capacidad antlosidante (abs)

g 20 40 860 80 100 |
Porectitaje de inhibicion (%)

Graficn 1 Conclacion entre el poreentaye de mbnbicidn (%) y la cupasidad antioxadante

{ahs) de todos los compuaesion
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CONCLUSIONES

V1. Conclusiones

Los objetivos que se plantearon en un Imcio se cumplieron se obtuvo material
suficiente. se montaren las pruebas antioxidantes para los grupos de compuestos: Indoides,
Xantonas y Cumarinas
Al evaluar y determinar la capacidad antioxidante de los compuestos medianie los diferentes
métodos quimicos tanto cualitatives come cuantitativos, se pudo demostrar su efectividad
como compuestos naturales antioxidantes Presentando una capacidad para neutralizar los RL,
lo cual, ofrece expectativas amplias para postenores investigaciones en la quimica de los
productos nazurales, en la busqueda de substancias bicldgicamente activas presentes en plantas
mexicanas, en ia evaluacidon y utilizacidén en diversas areas tales como: farmacologia, en la
wdustria de alimentos y en la agricultura También, se pudo establecer una comparacién entre
una mejor respuesta antioxidante  y su efecto como agente neutralizador de RL.
Demostrandose que las Xantonas, es el grupo de compuestos que presenta una respuesta
antoxidante muy efectiva, es decir, comparando la efectividad con respecto al BHA (un
antioxidante smtetico. frecuentemente usado en la industria alimenticia) Seguido por las
Cumarinas y, finalmente, no menos despreciable pero s1 con efectividad antioxidante se
tienen al grupo de los compuestos iridoidales

Es importante destacar agui, que el compuesto: Mezcla de Jacareubelna + 1.3,5-
trihidroxi-2-(3,3 dimetilali)-xantona (asignado con el namero M), de! grupo de compuestos
agrupados como Xantonas, resulto ser un antioxidante natural Optimo para aplicar pruebas en
alimentos

De igual forma, con la prucba biologica se obtuvo que el grupo de las Xantonas tue el
que inhibid casi un 50% el crecimiento micelial del hongo xiléfago de pudricién morena

Postia placenia, sin embargo no se pudo establecer que no existid ninguna correlacion entre la

5%
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capacidad antioxidante y el porcentaje de mhibicion gue se habia planteado al inicic {a mayor
capacidad antioxidante mayor ta mhibicion micelial) Falta tener mayor nimero de datos v
sobre todo condiciones controtadas {concentracion de la sustancia) para poder concluir si hubo

una correlacion o no la hubo

{ - adrnanly
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PERSPECTIVAS

VII. Perspectivas

| - Generar mas conocimiento, estudiande a sustancias indowdales, cumarinas y ~antonas que
tengan el potencial de ser buenos candidatos como posibles agentes antiovidantes (ampliar el
espectra de plantas mexicanas)

2.- Elaborar mas experimentos con el grupo de xantonas a diferentes COncentraciones

3.-Se sugiere hacer 5 repeticiones por muestra aumentando la concentracién en cada una de
ellas

4 - Obtener fitocompuesto en cantidad suficienie para adaptar oo tipo de modelo
experimental.

5.-Hacer estudios con hongos xilofagos cambando el sustrato en madera para ¢conocer un poco
mas acerca del metabolismo de estos

6.- Medir el H;0, generado en un modelo disefiado directamente para medir la cantidad de
pexdxide producido por hongos xilofagos.

7.-Aplicar una prueba de laboratorio para saber en que medida se generan RL v poder asi
incorporar los antioxidantes y observar directamente st se produce una neutraltzacion

8.~ Aplicar pruebas en alimentos con las xantonas y observar su comportamiento ya que
podrian emplearse en la industria de alimentos.

9.- Seria interesante después de probar la capacidad antioxidante de las xantonas, saber por
medio de otro experimento la selectividad que existe entre el antioxidante y el organo

especifico en el organismo, para conocer a que nivel actua dentro de la célula.
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