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l. Resumen

Los antioxidantes son sistemas y reacciones que eliminan compuestos quimicos y
reacciones capaces de evitar que se generen especies reactivas del oxigeno con
potencial toxico. Se ha demostrado que los antioxidantes actuan protegiendo al
organismo de la accién de los radicales libres. Justicia spicigera (Muicle) es una
planta medicinal usada como ténico sanguineo para colicos menstruales, anemia,
bronquitis y como antiinflamatorio. EI objetivo del presente estudio fue determinar
la capacidad de captura de radicales libres del extracto de Justicia spicigera y
evaluar la actividad antioxidante de 4 extractos obtenidos mediante sistema de
reflujo por medio de dos ensayos in Vvitro ABTSe (2,2 -azino-di-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) y DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo). En
donde se encontr6 que el extracto metandlico fue el que tuvo mayor capacidad de
captura de radicales libres con respecto a la vitamina C, ademas a este extracto
se le realiz6 el tamizaje fitoquimico para identificar los compuestos responsables
de dicha actividad, dando un ensayo positivo en la determinacion de flavonoides,
especificamente de catequinas. De la cromatografia por exclusion molecular que
se le realiz6 a dicho extracto se obtuvieron 11 eluatos a los cuales se evalué su
capacidad antioxidante in vitro, encontrdndose que los eluatos acuosos
presentaron mayor capacidad de captura lo cual concuerda con la forma de uso

tradicional, donde permanecen los responsables del efecto antioxidante

Palabras clave: Antioxidantes, Justicia spicigera, Radicales Libres, Plantas

Medicinales.
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Abstract

Antioxidants are systems and reactions that eliminate chemical compounds and
reactions capable of generate reactive oxygen species with toxic potential. It has
been demonstrated that antioxidants act protecting the organism from the action of
free radicals. Justicia spicigera (Muicle) is a medicinal plant used as blood tonic in
menstrual disorders, anemia, bronchitis and as an anti-inflammatory remedy. The
objective of the present paper was to determine the ability of this plant to capture
free radicals and to evaluate the antioxidant capacity of 4 samples of extract in 2
essays in vitro ABTS (2,2-azino-di-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) and
DPPH (acid 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), in which it was found that the
methanol extract was the one which had a larger capture capacity of free radicals
compared to vitamin C. Besides, a screening test was performed in order to
identify phytochemical compounds in this extract, resulting in a positive result in
determining flavonoids called cathechins. From the chromatography in columns
performed on this extract, 11 eluates were obtained, from which another two ABTS
and DPPH tests in vitro were made. It was found that the aqueous eluates showed
a higher capture capacity, which could justify its traditional use as an infusion,

where the agents responsible for its antioxidant effects remain.

Key words: antioxidants, Justicia spicigera, free radicals, medicinal plants.
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[I.  Marco Tebdrico

1. Justicia spicigera Schltdl

1.1. Sinonimia
1.1.1. Popular

Afil de piedra hierba purpura, limanin, micle, mohuite, muele, muecle, muille,
muite, muitle. Oaxaca: me tzi fia; Puebla: mouait (tepehua). mouel, mouitl,moitle;

San Luis Potosi: muu (tenek); Yucatan: cruz k'aax.t

1.1.2. Boténica.

Jacobinia spicigera (Schlec.) L. H. Bailey; Justicia atramentaria Benth.;
Sericographis mohintli Nees; Justicia mohintli Hemsley; Jacobinia scarlatina
Blake.!

1.2. Descripcién

Clasificacion taxondmica pertenece al la familia Acanthaceae y a la sub-clase
Asteridae como se muestra en la tabla 1. Es un arbusto de 1.5 a 3m de alto, con
tallo muy ramificado y hojas alargadas de 5 a 10 cm de largo de color verde
oscuro, flores tubulares anaranjadas en inflorescencias las cuales originan frutos
con forma de capsula. Florece de marzo a mayo; en climas tropicales y
templados.?® Se cultiva en huertos y casas, crece a la orilla de caminos, en
lugares con bosque mesodfilo y de encinos. También se asocia a la selva tropical
caducifolia, subcaducifolia, matorral xeréfilo y bosque de encino y pino. Desde el

nivel del mar hasta los 3000 msnm. 3.5


http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/pueblos.php?l=2&t=tepehua&v=p
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/pueblos.php?l=2&t=huasteco&v=p
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acanthaceae
http://fr.wikipedia.org/wiki/Asteridae
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Tabla 1. Clasificacion taxondmica de la especie Schltdl

Reino Plantae
Sub-reino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Sub-clase Asteridae
Orden Scrophulariales
Familia Acanthaceae
Genero Justicia

Fuente: modificado a partir de USDA, 2008.

1.3. Distribucion geogréafica.

El Muicle (Justicia spicigera Schitdl) es nativa de Norteamérica. En México se

encuentra en los estados de Guerrero, Chiapas, Jalisco, Michoacan, Nayarit, San

Luis Potosi, Valle de México, Morelos, Tlaxcala, Oaxaca, Puebla, Veracruz e

Hidalgo. Su produccién en dichos estados es en forma silvestre.>* 7

En el Estado de Hidalgo se encuentra en, Atlapexco, Huautla, Huejutla,

Yahualiaca, Huehuetla, San Bartolo Tutotepec y Tenango.®

En América del sur se encuentra en Belice; Costa Rica; El Salvador; Guatemala;

Honduras; Nicaragua.?*


http://fr.wikipedia.org/wiki/Tracheobionta
http://fr.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
http://fr.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
http://fr.wikipedia.org/wiki/Asteridae
http://fr.wikipedia.org/wiki/Scrophulariales
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acanthaceae
http://fr.wikipedia.org/wiki/Justicia
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1.4. Usos.
En diferentes lugares se le han conferido algunos usos tradicionales los cuales se

muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Usos del Muicle Justicia spicigera.

Medicinal Tradicionalmente el Muicle se considera un tonico de naturaleza fria
y se utiliza para aliviar trastornos menstruales y anemias. Asi como
para enfermedades metabdlicas como la gota. También se emplea
para los nervios, el insomnio, bronquitis, célicos intestinales, vomito,
epilepsia, para la desinflamacién de golpes, dolores de cabeza y de
rifidn, anemia, mareos.>® En afecciones respiratorias como tos, gripa
y bronquitis se toma la infusion de las hojas como agua de uso. El té
de esta planta se toma para limpiar y enriquecer la sangre, mejora la

circulacién: también para la menopausia.®

Colorante Con la infusién se tifie el carrizo con el cual se elaboran las canastas

llamadas huautecas que son muy apreciadas en la region.®

Ornamental | Por lo vistoso de sus flores se cultiva en patios, huertos o jardines
como una planta de ornato. Se utiliza en jardines y cercos, la madera

se utiliza para la elaboracién de silbatos.®

Ritual En algunas comunidades de la Huasteca esta planta junto con otras
especies se utiliza en una ceremonia denominada “bafo de los siete
dias”, en la cual se celebran los siete dias de nacido de un nifo,
durante la ceremonia el nifio es bafiado con el agua resultante de la
maceracion de esta y otras plantas, los asistentes a la fiesta también

deben bafiarse o lavarse las manos con esta agua.®

Plaguicida Las ramas de este arbusto se colocan en el nido de las gallinas para
evitar o eliminar a los borucos. Las hojas se utilizan para la

elaboracion de repelente de mosquitos.®

Fuente: Creado a partir de Herbario del IMSS, 1996; Martinez, 1996; Villavicencio, 2005.
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2. Antecedentes experimentales de Justicia spicigera schlidl

Se ha encontrado que la infusion de Justicia spicigera tiene efecto citotoxico en
cultivo de células de leucemia humana TF-1, mediante la induccion de la
apoptosis; sin efecto sobre la proliferacion de células progenitoras
hematopoyéticas normales. La citotoxicidad también es caracteristica de otras
especies como Justicia procumbens y Justicia pectoralis, aunque no se sabe cual
es el compuesto bioactivo de Justicia spicigera, este reporte es el primer informe

sobre la actividad citotoxica.®

Ponce-Macotela reportd que los extractos etandlicos de Justicia spicigera tenian
una actividad antiparasitaria sobre Giardia duodenalis evitando el crecimiento de
los trofozoitos, 98% de las células perdieron su tamafio y las membranas

celulares fueron dafadas lo que evito su proliferacion.®

En un estudio realizado a 54 plantas mexicanas sobre el efecto antiinflamatorio
gue pudieran tener se encontrd que Justicia spicigera tiene tal efecto ya que actia

como Inhibidor del factor de necrosis kB (NF-kB).1°

La informacién quimica de Justicia spicigera es escasa. En la hoja se han
detectado los flavonoides camferitrin.'t y triramnésido de camferol. Se ha

detectado también la presencia de taninos en los retofios.!

En la basqueda de especies vegetales con propiedades funcionales, destaca la
capacidad antioxidante de los metabolitos contenidos en estas especies, por su
naturaleza quimica de tipo flavonoide podrian representar una ventaja terapéutica

y justificaria su uso tradicional.
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3. Especies reactivas de oxigeno (ERO).

El oxigeno esta asociado a las condiciones de vida aerobia, representa la fuerza
motriz para el mantenimiento del mecanismo vy viabilidad celular, al mismo tiempo
es un peligro potencial debido a las especiales caracteristicas paramagnéticas de
este gas, responsable de la formacion de intermediarios parcialmente reducidos y
dotados de una alta reactividad conocidos como especies reactivas del oxigeno
(ERO). ElI mundo de los radicales libres en los sistemas biologicos se comenzé a
explorar por Denham Harman, quien en 1956 propuso el concepto de que los

radicales libres juegan un papel importante en el proceso de envejecimiento.?13

3.1. Radicales libres.

Un radical libre es una especie quimica deficiente de electrones, de cualquier
elemento o molécula, que contiene uno o mas electrones desapareados en sus
orbitales externos dandole una configuracion electronica que genera una gran
inestabilidad.'*%> Estos radicales recorren el organismo intentando captar un
electron de las moléculas estables, con el fin de lograr su estabilidad
electroquimica iniciando reacciones en cadena que destruyen las moléculas del
cuerpo.t® Un compuesto puede convertirse en radical libre captado o perdiendo un
electron. Asimismo, pueden formarse radicales libres cuando un enlace covalente
se rompe y cada electrén de la pareja compartida permanece en un atomo (fision
homolitica). Como consecuencia de poseer electrones desapareados, estas
especies quimicas son extremadamente reactivas, tienen por tanto una vida muy
efimera por lo que actian cercano al sitio en que se forman y son dificiles de

cuantificar.1®

Desde el punto de vista molecular son pequefias moléculas, distribuidas
ampliamente y difusibles que se producen por diferentes mecanismos.'® Estos
mecanismos incluyen la cadena respiratoria mitocondrial, la cadena de transporte

de electrones a nivel microsomal, en los cloroplastos, y las reacciones de
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oxidacion, por lo que producen dafio celular (oxidativo) al interactuar con las

principales biomoléculas del organismo.> 16

3.2. Formacion de radicales libres.

Las especias reactivas de oxigeno (ERO) se generan de manera habitual durante
las reacciones metabdlicas tisulares, incluyendo la piel. La mayoria del oxigeno
del organismo es utilizado en el metabolismo celular. A través de una serie de
adicciones de un electron, el oxigeno molecular es secuencialmente transformado
en anion superoxido, peroxido de hidrogeno, radical hidroxilo y finalmente en

agua.t’

En cambio, en situaciones de elevada demanda metabdlica y en presencia de
agentes externos como la luz solar, el tabaquismo o la contaminacion, también se
producen radicales libres por la administracién de paracetamol, tetracloruro de
carbono y furosemida aunque no se puede olvidar agentes como las radiaciones
ionizantes, el shock térmico y las sustancias que oxidan el glutation (GSH) como
fuentes de radicales libres, en las que los mecanismos de produccion pueden no

ser adecuados o suficientes.1®

Existen también algunas circunstancias en que también se producen radicales
libres como son: *°

e Dieta hiperprotéica

e Traumatismos

e Procesos inflamatorios

e Ejercicio extenuante

3.3. Mecanismos de formacion de ERO.

Entre los mecanismos que pueden llevar a una formacion excesiva de estos

radicales tenemos: 14
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1. Formacion de radical superoxido (O2) por fuga de electrones en la mitocondria
durante la cadena respiratoria mitocondrial, la cual utiliza aproximadamente el
80% a 90% del O2 que consume una persona; también durante las reacciones de
autooxidacion debido a la actividad de ciertas enzimas como la xantina oxidasa.

2. La formacién de H202 durante la reaccion de dismutacion, asi como también
por la accion de las enzimas oxidasas.

3. Formacion del radical hidroxilo debido a la accion de las radiaciones ionizantes,
a las cuales los organismos estan siempre sometidos. Estas radiaciones
probablemente lleven a cabo la ruptura de algunas moléculas de agua de las
células.

4. Formacion de radicales libres debido al humo del tabaco, los pesticidas y
medicamentos utilizados en el tratamiento del cancer, o durante las reacciones

catalizadas por los citocromos Paso.

4. Clasificacion de los radicales libres de oxigeno.

4.1. Radicales libres inorganicos o primarios.

Se originan por transferencia de electrones sobre el &tomo de oxigeno, representa
por tanto distintos estados en la reduccion de este y se caracteriza por tener una
vida media muy corta; estos son el anidn superoxido, el radical hidroxilo y el 6xido

nitrico.1®

4.2. Radicales libres orgéanicos o secundarios

Se pueden originar por la transferencia de un electréon de un radical primario a un
atomo de una molécula organica o por la reaccion de dos radicales primarios
entre si, poseen una vida media un tanto mas larga que los primarios; los
principales atomos de las biomoléculas son: carbono, nitrdgeno, oxigeno y

azufre. 15



Maricela Alcantara Melchor

5. Estrés oxidativo.

El estrés oxidativo se define como la exposicion de la materia viva a diversas
fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe existir entre las
sustancias o factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados
de eliminar dichas especies quimicas, ya sea por un déficit de éstas defensas o
por un incremento exagerado de la produccidn de especies reactivas de

oxigeno.®®

6. Efecto de los radicales libres sobre las biomoléculas
6.1. Acido desoxirribonucleico (ADN).

Entre las moléculas productoras de radicales libres, tenemos al peréxido de
hidrogeno (H202), el cual es un agente de accidon bactericida ampliamente
conocida y que ademas causa severos dafios al DNA mediante la produccion de
radicales libres de oxigeno. Estos dafios incluyen la inhibiciébn de la actividad
transformante de E. coli, la perdida de cualquiera de las cuatro bases
nitrogenadas, asi como modificaciones en su estructura y a los azucares,
ademas de producir sitios abasicos, rupturas en las cadenas del DNA mediante
las rupturas de los enlaces diesterfosfato, asi como la produccion de

mutaciones.1®

6.2. Lipidos.

Es aqui donde se produce el dafio mayor en un proceso que se conoce como
peroxidacién lipidica, afecta a las estructuras ricas en acidos grasos
poliinsaturados, ya que se altera la permeabilidad de la membrana celular
produciendo edema y muerte celular. Los productos finales del proceso de
peroxidacion lipidica, entre lo que se incluyen hidrocarburos volatiles, alcoholes y
aldehidos, pueden difundir lejos del lugar donde se originaron y causar edema e
influir en la permeabilidad vascular, inflamacién y quimiotaxis. Estos productos

pueden también alterar la actividad de fosfolipasa e inducir la liberacién de acido

10
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araquidonico y la subsiguiente formacion de prostaglandinas y distintos
endoperoxidos. El malondialdehido, que es otro producto final de la peroxidacion
de acidos grasos con tres 0 mas dobles enlaces, puede causar entrecruzamiento
o polimerizacion de distintos componentes de la membrana. Asi pues, las

propiedades de las membranas resultan ain mas dafiadas.'® 18

6.3. Proteinas.

Las proteinas son modificadas de diferente manera por las especies reactivas de
oxigeno. Los radicales libres de oxigeno, por ejemplo, pueden reaccionar
directamente con el ligado metalico de muchas metaloproteinas. Se ha
comprobado que el hierro de la oxihemoglobina puede reaccionar con el radical
superoxido o el peréxido de hidrégeno para formar metahemoglobina. Debido a la
reactividad de los radicales libres con las moléculas insaturadas o que contiene
azufre, las proteinas con proporciones elevadas de triptéfano, tirosina,
fenilalanina, histidina, metionina y cisteina pueden sufrir modificaciones de sus
aminoécidos mediadas por radicales libres. En este sentido se ha observado que
enzimas tales como la papaina, la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa e
incluso la superoxido dismutasa, que dependen todas ellas de dichos
aminoacidos para desarrollar su actividad, sufren también alteraciones en su
estructura proteica, que dan lugar a entrecruzamientos de cadenas peptidicas y
fendmenos de agregacion que se ven favorecidos por la formacion de puentes
disulfuro intra e intermoleculares y por ultimo hay formacion de grupos

carbonilos.1> 19

6.4. Carbohidratos.

Los carbohidratos son dafiados por los radicales libres en menor proporcién que
otras moléculas. Azucares tales como la glucosa, el manitol o ciertos
desoxiazucares pueden reaccionar con el radical *OH. Para producir sustancias
reactivas. Asi mismo, los polisacaridos pueden sufrir el ataque de los radicales

libres, en este caso fragmentandose a unidades mas sencillas. Algunos
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investigadores han demostrado que el acido hialurénico se despolimeriza en
presencia de concentraciones elevadas de radicales hidroxilo, provocando un
descenso de la viscosidad del liquido sinovial de las articulaciones. A pesar de
que los radicales libres son especies extremadamente reactivas, las células

disponen de sistemas de proteccion frente a ellos.* 20

7. Antioxidantes.

Los compuestos quimicos y las reacciones capaces de generar ERO con
potencial toxico son conocidos como prooxidantes. Por otra parte, los sistemas y
reacciones que eliminan estas especies, disponen de ellas, suprimen su
formacién o se oponen a sus acciones se les conocen como antioxidantes.?!

Un antioxidante celular es definido como una sustancia que esta presente en baja
concentracion con respecto al substrato oxidable y que retarda o evita su
oxidacion Entre los antioxidantes celulares tenemos a la vitamina C (acido

ascorbico), vitamina E (a-tocoferol), B-caroteno, entre otros.?2 23

Existen alimentos que contienen una gran variedad de fitonutrientes, muchos de
los cuales tienen propiedades antioxidantes. Ademas de las bien conocidas
vitaminas C y E y los carotenoides, existen otros compuestos como los

flavonoides que son fuertes antioxidantes.??

Los sistemas antioxidantes pueden dividirse en tres clases:

e Sistemas enziméticos como la catalasa, la superoxido dismutasa (SOD) y
la glutatién peroxidasa (GPXx).

e Sustancias eliminadoras (“Scavenger”) que son pequefias moléculas que
limpian el plasma de oxiradicales, un ejemplo de esto son el a-tocoferol, el
acido ascorbico, los carotenos y el glutation.

e Sustancias proteicas que son capaces de secuestrar metales de transicion

sobre todo el hierro como lactoferrina, ceruloplasmina y transferrina.
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7.1. Mecanismos antioxidantes.

Los niveles de ERO en las células son modulados por una variedad de enzimas y
de antioxidantes.?* El anién superéxido es convertido a peréxido de hidrogeno por
la superdxido dismutasa. La catalasa, la glutatibn peroxidasa la tiorredoxina
funcionan para convertir el peréxido en agua, previniendo su descomposicion a

radical hidroxilo.2°

Los antioxidantes pueden actuar de las siguientes formas:2®

1. Removiendo al oxigeno o disminuyendo su concentracion local

2. Removiendo iones metalicos cataliticos
Removiendo especies reactivas del oxigeno (ERO) como Oz y H202
Evitando la formacion de radicales como -OH, RO, ROz

Rompiendo la secuencia de una reaccion iniciada.

o g bk~ w

Secuestrando o eliminando el singulete de oxigeno.

Los antioxidantes que inhiben la peroxidacion lipidica por los mecanismos listados
1, 2, 4 y 6, son llamados antioxidantes preventivos. Los que actian por el
mecanismo 3 también son preventivos, pero son enzimas (catalasa, superoxido
dismutasa (SOD) y la glutation peroxidasa (GPx), las cuales no son consumidos
en la reaccion. Los antioxidantes que rompen la secuencia de la reaccién (5), los
secuestradores de oxigeno (6) y los quelantes de metales (2) pueden ser

consumidos mientras ejercen sus funciones protectoras.?’

8. Enzimas antioxidantes.
8.1. Glutation (GSH):

Es un componente no enzimatico del sistema defensivo antioxidante. Es un
tripéptido enddégeno compuesto por acido glutdmico, cisteina y glicina. Juega un
papel central en la defensa celular contra el dafio oxidativo. EI GSH puede actuar
directamente como un “Scavenger’ o atrapador y se cree que este es el efecto

protector mas potente contra la radiaciéon ultravioleta B.?® EI GSH neutraliza los
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radicales libres mediante la donacion de un atomo de hidrégeno, y el resultante
radical tiol, mucho menos reactivo, decae o degenera o a través de un mecanismo

dependiente del oxigeno, en ambos casos formando glutation oxidado (GSSG).?°

8.2. Superoxido dismutasa (SOD).

La SOD es una enzima que cataliza la reduccion del anion superoxido (O2),
producido durante la fosforilacion oxidativa, o bien derivado de la radiacion UV y
durante la inflamacion, transformandolo en un producto menos reactivo como es
el H202. La glutation peroxidasa (GPx) y la catalasa (CAT) en conjunto,
descomponen este H202. La SOD esta presente en la piel en diferentes formas:
SOD cobre/zinc (Cu/Zn-SOD) y la SOD manganeso (Mn-SOD).2°

8.3. Glutation peroxidasa (GPx).

La GPx es una selenoproteina tetramérica con una selenocisteina en cada uno de
los cuatro centros activos.?® 3 Es una enzima intracelular ubicua que utiliza los
peroxidos lipidicos como sustrato. La GPx cataliza la conversion del H20g,
inducida por la radiacién UV, en agua y oxigeno, usando GSH como cofactor.3!

Como parte del mecanismo antioxidante, evita la oxidacion de los lipoperoxidos
(L-OOH), reduciéndolos en presencia de GSH. Esta reaccion produce hidréxidos
gue son elementos potencialmente dafinos y que al oxidarse se convierten en

radicales alcoxilos, para los que no se conoce enzima que los metabolice.?®

8.4. Catalasa (CAT).

La catalasa es una enzima que contiene Fe?*, se encuentra principalmente en los
peroxisomas, los cuales sirven para eliminar H202 y otras moléculas; una via por

la cual la catalasa elimina al H202 es catalizando una reaccién entre dos

moléculas de H202, resultando en la formacion de agua y oxigeno.3?
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A pH fisiologico, la larga vida del H202, su capacidad para atravesar bicapas
lipidicas y su reactividad con membranas o proteinas unidas a Fe?*, se hace que
dicho compuesto sea una forma extremadamente peligrosa de oxigeno activado.
Por otro lado, los hidroperdxidos reaccionan con metales de transicion
parcialmente quelados, formando especies radicales muy reactivas, como los
radicales hidroxilo y alcoxilo, a través de la reaccibn de Fenton. Una
concentracion elevada de anidon superoxido. EI mecanismo de inactivacion es
probablemente la descomposicion, dependiente del oxigeno, de uno de los cuatro

anillos de porfirina.33

8.5.  Glutation-S-transferasa(GST).

Las GST son enzimas miembros de una familia de supergenes. Se encuentra
tanto en el citosol como en la mitocondria, 3* y juegan un papel primordial en la
eliminaron de productos derivados del estrés oxidativo, incluyendo los
hidroperoxidos de DNA. Se considera que las ERO son las responsables de los
efectos nocivos de la radiacién ultravioleta sobre la piel. Como ya sabemos, los
efectos de la radiacién ultravioleta implican dafios moleculares con la

consecuente inflamacién, mutagénesis y genotoxicidad.3®

9. Otros antioxidantes.

Ademas de las enzimas anteriores, también existen otras mas en el citosol que
catalizan la eliminacién del anion superéxido (O27) y del peroxido de hidrogeno
(H202), reduciendo al maximo la formacion de radical hidroxilo (*OH), moléculas
con capacidad de fijar y destruir los radicales libres: Scavenger (atrapadores),
neutralizadores del oxigeno singulete (*O2): tales como el glutatién, la vitamina E,

etc.36
También existen antioxidantes de origen natural, los cuales son administrados de

distintas formas. Los antioxidantes naturales se encuentran en casi todas las

plantas, estos antioxidantes incluyen sustancias como carotenoides, vitaminas,
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fenoles, flavonoides, glutation dietario y metabolitos endégenos.®” Los
antioxidantes derivados de plantas han demostrado su accién como apagadores
de singuletes vy tripletes de oxigeno, atrapadores de radicales libres, eliminadores
de peréxido, inhibidores de enzimas y sinergistas en el apagamiento de especies

reactivas de oxigeno (ERO).38

10. Plantas y antioxidantes.

Las frutas y los vegetales contienen una gran cantidad de nutrientes, muchos de
los cuales presentan propiedades antioxidantes; 3° se han encontrado nutrientes
antioxidantes ademas de las vitaminas C y E y de los carotenoides, otros como
los flavonoides, que son componentes de frutas y vegetales que tienen una gran
cantidad antioxidante. Estudios realizados en uvas, toronja, tomate, naranja y
manzanas, muestran que la mayoria de la capacidad antioxidante esta
relacionada con la presencia de compuestos fenodlicos de los cuales los
flavonoides son la familia mas abundante. La proteccion proporcionada por frutas
y vegetales contra diversas enfermedades ha sido atribuida a la presencia de
compuestos con propiedad antioxidante como los flavonoides y taninos. La
presencia de compuestos antioxidantes en frutas y vegetales ha estimulado a la
investigacion de estos en el ambito de los radicales libres encontrando cada vez

mas componentes de las plantas que nos proporcionan una proteccion.*°
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lll.  Problema de investigacion

En los ultimos afios se ha adquirido un especial interés sobre el papel que pudiera
tener la sobreproduccion de radicales libres en la patogenia de numerosas

enfermedades, asi como el valor de la terapia antioxidante.

Actualmente el interés por las plantas medicinales ha resurgido una vez mas en el
ambito de la ciencia y la economia, encontrando frecuentemente en la literatura
cientifica la inclusion de especies vegetales, como uno de los recursos naturales
para el tratamiento de enfermedades o simplemente como complemento o
suplemento, aunque también es importante tomar en cuenta algun efecto colateral

peligroso.*!

Hasta el momento falta informacion cientifica para conocer la utilizacién del Muicle
y su posible actividad antioxidante, ya que lo Gnico que se sabe es que se utiliza
tradicionalmente como remedio para algunas afecciones como el insomnio,
cllicos intestinales, vomito, epilepsia, antiinflamatorio, dolores de cabeza y de
rifidn, mareos y anemia.> % En algunas otras como afecciones respiratorias, tos,

gripa y bronquitis.®

Hasta el momento es escasa la informacion sobre la posible actividad antioxidante
que tiene el Muicle para y asi poder utilizarlo en algun tratamiento farmacéutico o
bien como complemento alimenticio para personas que tengan un gran estrés

oxidativo.
Por lo tanto este trabajo permitira ampliar el conocimiento en cuanto a la actividad

antioxidante que pudiera tener esta planta, asi como su composicion quimica

cualitativa.
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IV. Justificacion

Debido a la existencia de un desequilibrio entre los mecanismos prooxidantes y
antioxidantes en el organismo humano existe la necesidad de encontrar

compuestos que ayuden a disminuir el estrés oxidativo.

El estrés oxidativo es uno de los principales causantes de las enfermedades
cronico-degenerativas como el Cancer, Diabetes Mellitus, hipertension siendo las

principales causas de muerte a nivel mundial.

Se ha demostrado que los antioxidantes existentes en determinados alimentos y
plantas medicinales actdan protegiendo al organismo de la accion de los
radicales libres, causantes de los procesos de envejecimiento y algunas

enfermedades cronicas.

Se ha reportado que Justicia spicigera tiene propiedades antivirales,
antiparasitarias y citotoxicas en células de leucemia humana. Sin embargo, aun

no se han identificado los metabolitos responsables de su bioactividad.

Unicamente se ha reportado la identificacion de metabolitos de tipo flavonoide:

justicidinas y kaempferitrina

Por lo tanto es posible que el extracto de Justicia spicigera tenga actividad
antioxidante, lo cual podria explicar en parte su posible mecanismo de accion. Y
asi ayudar a la nueva generacion de medicamentos a partir de productos

naturales que pueden contrarrestar el dafio causado por el estrés oxidativo
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V.

Objetivos

1. Objetivo general

Determinar la capacidad de captura de radicales libres del extracto total de

Justicia spicigera mediante dos ensayos in vitro.

VI.

2. Objetivos especificos

Obtener el extracto hexanico, acetato de etilo, metandlico y acuoso

de Justicia spicigera .

Determinar la capacidad de captura de radicales libres mediante las
técnicas dos ensayos:

o ABTS « (2,2 -azino-di-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) y

o DPPH - (4cido 1,1-difenil-2-picrilhidrazil)

Realizar un tamizaje fitoquimico para identificar la posible familia de

compuestos responsables de la actividad antioxidante.

Fraccionar mediante cromatografia de exclusion molecular el extracto
crudo con mayor actividad antioxidante e identificar la fraccion eluida con

mayor actividad.

Hipotesis

Si los extractos de Justicia spicigera schltdl presentan capacidad antiradical

entonces seran capaces de decolorar los radicales cationicos ABTS* y DPPH* en

el medio de reaccion.
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VIl. Disefio Metodoldgico

El diagrama 1 nos muestra el proceso que se llevo a cabo desde que se obtuvo
la planta, su identificacion como Justicia spicigera, el proceso de secado,

molienda y la obtencién de los 4 extractos hasta llegar a la sequedad de estos.

En el diagrama 2 podemos observar los pasos siguientes una vez que se
obtuvieron los extractos como son la realizacion de los ensayos DPPHe y ABTSe y
posteriormente al extracto con mayor capacidad de captura de radicales libres se
le realiz6 el tamizaje fitoquimico que es una prueba cualitativa para identifica
algunos de los compuestos presentes en este extracto, una vez realizado el
tamizaje fitoquimico el extracto se separo por medio de una cromatografia en
columna obteniendo de ella fracciones a las cuales también se les realizaron las
dos pruebas DPPHe y ABTSe para determinar su capacidad de captura de

radicales libres de estas.
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Justicia spicigera Schitd/

voucher- 15519
Parte aérea
4009

Secado

Molienda

Dispositivo de Reflujo

Hexano —— EtoAc —— Metanol — " ACl}Psgd,
69°C/8hrs 77°C/ghrs 57°C/8hrs aceracion f8 dias

Material vegetal

Concentrado Desecho

Extracto seco

Diagrama 1: Obtencion de extractos crudos
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Extracto seco

Hexano EtoAc Metanol H20

Ensayo DPPH* y ABTS®

Tamizaje Fitoquimico
(Extracto metandlico)

Cromatografia por exclusién molecular
(Elucion con agua: metanol)

Fracciones
(11 eluatos)

Ensayo DPPHe* y ABTS®
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Diagrama 2: Determinacion de la actividad antioxidante de extractos totales y fracciones;
tamizaje fitoquimico

VIIl.  Materiales y Métodos

1. Preparacion de la planta

La planta se adquirié en el mercado Santa Cruz Tecamac Estado de México
ubicado entre las calles Felipe Villanueva y Francisco Gonzalez Bocanegra.
Segun el locatario tiene una procedencia del Estado de Puebla, la colecta se dio
en el mes de enero de 2009 y fue identificada por la Maestra en Ciencias Abigail
Aguilar Contreras, Jefa del Herbario del Centro Médico Nacional Siglo XXI del
IMSS como Justicia spicigera Schltdl (Muicle), asignando el voucher 15,519 y
depositado en el Herbario de la misma institucion. Se obtuvo Unicamente la parte
aérea (hojas y tallos) la cual se puso a secar a la sombra para después someterla
a molienda mecéanica y asi obtener los extractos de n-hexano, acetato de etilo

(EtoAc), metandlico y acuoso.

1.1. Preparacion de los extractos de la planta

Para obtener los extractos se molié la parte aérea de la planta y se pesaron 400 g
de esta, se colocO en un sistema de reflujo en una concentracién 1:1 con cada
uno de los disolventes de manera consecutiva agregandose en orden creciente de
polaridad n-hexano durante 8 h., a 69 °C; acetato de etilo durante 8 h, 77 °C;

metanol durante 8 h, 57 °C; por ultimo se puso en maceracién con agua destilada
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durante 8 dias a temperatura ambiente conforme se fue sacando del dispositivo
de reflujo, se filtro por gravedad y se concentro a presién reducida en un
rotavapor marca Buchi, el material vegetal puso a secar para después agregar el
siguiente disolvente. El extracto n-hexanico se concentré a una temperatura de 40
°C y una presion de 335 mbar, acetato de etilo a 40 °C y una presion de 240
mbar, metandlico a 40-45 °C a una presion de 337 mbar y el acuoso a 40 °C y una
presion de 72 mbar.

Para asegurar que el extracto tuviera la menor cantidad de liquido se pusieron a
secar por arrastre de vapor hasta sequedad y poder determinar el rendimiento de
cada extracto. Los extractos secos se almacenaron en refrigeracién hasta su uso.
2. Prueba de DPPH- ( 2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

A los extractos totales se les realiz6 la prueba del acido 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH?¢) para determinar su capacidad de captura de radicales libres.** 43 Este
ensayo se realizé por quintuplicado y se tom6 como referencia a la vitamina C.

Las diluciones se hicieron desde 19 ppm hasta 10,000 ppm.

Recientemente, el ensayo DPPHe se ha convertido en un estudio de uso
frecuente cuando se trata de antioxidantes naturales. Una de las razones es que
este método es simple y altamente sensible. Este analisis se basa en la teoria de
gue un donante de hidrogeno es un antioxidante (figura 1). E| DPPHe es uno de
los pocos compuestos estables y disponibles comercialmente, el efecto
antioxidante es proporcional a la desaparicion de DPPHe« en las muestras de
prueba. El color pasa de purpura a amarillo seguido por la formacion de DPPH. a
la absorcion de hidrégeno a partir de un antioxidante. Esta reaccion es
estequiométrica con respecto al nimero de atomos de hidrégeno absorbidos. Por
lo tanto, el efecto antioxidante fue facilmente evaluado siguiendo el descenso de

absorcion de rayos UV de 517 nm.**

RH
Antioxidante
o, Ty v o ()
. \_ y
o v e O
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DPPHe- (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
radical libre

Figura 1. Oxidacién del DPPH -
Tomado y modificado a partir de Joon-Kwan y Shibamoto T, 2009

3. Pruebade ABTS- (2,2 -azino-di-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)

A los extractos totales se les realiz6 la prueba con (2,2"-azino-di-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) ABTSe para determinar su capacidad de
captura de radicales libres 4°. Este ensayo se realizo por triplicado tomando como

referencia a la vitamina C. Las diluciones se hicieron de 19 ppm hasta 10,000

ppm.

El ensayo de ABTSe, ha sido ampliamente utilizado para evaluar la actividad
antioxidante de los componentes en los alimentos y bebidas, debido a su
aplicabilidad en la fase acuosa como de lipidos. La actividad antioxidante de los
extractos se determino por la decoloracién del ABTSe, mediante la reduccion del

cation radical expresado en el porcentaje de decoloracion de la absorbancia a 734

HO.S s S SO4H
T
N N
| |

CH,CH3 CH2CH;

nm.44

ABTS

+K2S208
(persulfato de potasio)

25

HOsS s s SO.H|
T
N N
N |



Maricela Alcantara Melchor

Formacion del radical estable ABTS desde ABTS con persulfato de potasio
(2,2°-azino-di-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)

Figura 2. Oxidacion del ABTSe

Tomado y modificado a partir de Joon-Kwan y Shibamoto T, 2009

4. Tamizaje Fitoquimico

Para realizar el Tamizaje Fitoquimico se utilizé el extracto que tuvo mayor
capacidad de captura de radicales libres. Se pesaron 0.4 g de extracto de la
planta y se disolvieron en 40 mL de metanol; a partir de esta disolucion se

tomaron las muestras para cada una de las pruebas que se realizaron.

Las pruebas que se le realizaron fueron las que se presentan en la tabla 346:

Tabla 3. Resumen de los ensayos que se le realizaron a cada metabdlito

Metabdlitos Ensayos
Alcaloides Dragendorff
Mayer
Wagner
Triterpenos y esteroides Solkowski
Rosemheim
Quinonas Borntrager

Variente con benceno

Cumarinas Baljet

Legal

Hidroxamato férrico

Saponinas Espuma
Poliurénidos Poliurénidos
Resinas Resinas
Azlcares Reductores Fehling
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Benedict
Fenoles y Taninos Cloruro Férrico
Gelatina
Aminoécidos libres y aminas en general Ninhidrina
Carbohidratos Molisch
Glicécidos cardiacos Kedde
Flavonoides Acido sulfarico concentrado
Shinoda
Rosemheim
Catequinas

Fuente: Tomado y modificado a partir de Dominguez X A, 1979; Miranda M M, 1992; MINSAP, 2007.
4.1. ldentificacion de alcaloides Ensayo de Dragendorff: como la alicuota del

extracto estaba en un solvente organico se evaporo en bafio de agua y el residuo
se redisolvio en 1mL de acido clorhidrico 1% (HCL) en agua, se mezclo con 3
gotas del reactivo. Para considerar que la prueba es positiva se toma en cuanta lo
siguiente: si hay opalescencia se considera (+), turbidez definida (++), precipitado

de color rojo ladrillo (+++).46. 47

4.1.1. Ensayo de Mayer: se procediéo de la misma manera que en el ensayo
anterior hasta obtener la solucion acida. Se afiadié una pizca de cloruro de sodio
en polvo (NaCl), se agito y filtro. También se le colocaron 3 gotas del reactivo:
para considerar que el ensayo es positivo se considero lo siguiente: si se
observaba opalescencia (+), turbidez definida (++) o precipitado coposo color

crema, blanco o amarillo (+++) indica que la reaccion es positiva.*

4.1.2. Ensayo de Wagner: al igual que en los casos anteriores se parte de la
solucion acida, afladiendo 2 6 3 gotas del reactivo, clasificando los resultados de
la misma forma. Un resultado positivo se indica por un precipitado carmelita.*®

Interferencias:

e Proteinas que precipitan por adicion de un reactivo que contenga un metal
pesado

e Aminoacidos

e Aminas metiladas

e Cumarinas
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e Carbohidratos

e Sustancias albuminosas

e Sales de amonio

e Taninos

e Hidroxiflavonas alquiladas

e Cardendlidos y bufadienilidos

Esta gran cantidad de compuestos no alcaloides y en algunos casos no
nitrogenados que reaccionan similar a los alcaloides, se cree se deba a que
pueden poseer carbonilos conjugados (cetonas o aldehidos) o funciones

lacténicas que funcionan en una manera tipica a los mismos.46

4.2. ldentificacion de triterpenos y esteroides

4.2.1. Ensayo de Solkowsky: 1 mL de la fraccion que se disolvi6 en HCCL3 se
coloco en un tubo de ensayo con 1 mL de H2SO4 concentrado. Un ensayo positivo
se indica por una coloraciéon amarilla rojiza.*6-4°

4.2.2. Ensayo de Rosemheim: 1 mL de la fraccién de HCCls se mezclo con 1mL
de la solucién de acido tricloroacético al 90% en agua en un tubo de ensayo. Si se
encontraba la presencia de dienos nucleares reales o potenciales si se formaba

un color violeta que cambia a azul después de 20 minutos.*6-49

4.3. Identificacion de quinonas

4.3.1. Ensayo de Borntrager: como la alicuota no se encontraba en HCCLs, se
evaporo el solvente en bafio de agua y el residuo se redisolvio en 1 mL de
HCCLs, se agito con 1 mL de solucién de hidréxido de sodio (NaOH), potasio o
amonio (KOH 6 NH4OH) al 5% en agua, mezclando las fases y se dejo en reposo
hasta separacion. Si la fase acuosa alcalina (superior) es de colores de rosado a
rojo (coloracién rosada (++), roja (+++) el ensayo se considera positivo
(naftoquinonas y antraquinonas).46-49

Un ensayo negativo no excluye la presencia de quinonas, ya que pueden
encontrarse en forma de glicésidos, siendo necesario la hidrélisis previa de los

mismos para su posterior deteccién (glicésidos antracenicos).46: 47

28



Maricela Alcantara Melchor

4.3.2. Variante: 2 mL de la fraccion de HCCL3 se concentraron a sequedad y se
redisolvieréon en 2 mL de benceno. Se agito un tubo de ensayo con 2 mL de
NaOH al 5% en agua. Una evidencia positiva es la que sigue:

1-2-naftoquinonas benceno (rojo) alcali (azul violaceo)

1-4-naftoquinonas benceno (amarillo) alcali (rojo). 46

4.4. Identificacion de Cumarinas

4.4.1. Ensayo de Baljet: permitié reconocer en el extracto la presencia de
compuestos con agrupamientos lactonicos, en particular cumarinas, aunque
pueden dar positivos otros metabdlitos.

Como la alicuota del extracto no se encontraba en alcohol, se evaporo el solvente
en bafio de agua y se re disolvié en la menor cantidad de alcohol (1 mL). En estas
condiciones se adiciono 1 mL del reactivo considerandose un ensayo positivo la
aparicion de coloracion(++) o precipitado rojo (+++), respectivamente.*6-48

Interferencias a esta reaccion

e Lactonas sesquiterpénicas o sesquiterpenlactonas

e Simaroubalidanos y limonoides

4.4.2. Ensayo Legal: a una solucion del extracta disuelto en alcohol etilico se le
afladieron 2 gotas de una solucién recientemente preparada de nitroprusiano de
sodio al 5% en agua y a continuacién 1-3 gotas de solucion de NaOH 2 M. En
caso positivo aparece una coloracion roja intensa que desaparece en unos
minutos.#6-49

Interferencias:

e Lactonas sesquiterpénicas
4.4.3. Ensayo de Hidroxamato férrico: una gota del extracto se coloco en una

placa de porcelana y se afiadié una gota de clorhidrato de hidroxilamina disuelto

en etanol al 10%. Se afadieron unas gotas de hidroxido de potasio al 10% en
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etanol y se caliento a la llama hasta burbujeo, una ves burbujeando se afadieron
unas gotas de acido clorhidrico (HCL) al 0.5 N y una gota de cloruro férrico
(FeCI3) al 1% en agua. El desarrollo de una coloracién violeta (+), claro (++),

intenso (+++).46-48

4.5. Identificacion de Saponinas

4.5.1. Ensayo de la espuma: permitié conocer la presencia de saponinas tanto
de tipo esferoidal como triterpenicas.

De modo que como la alicuota se encontraba en metanol, se diluyo en 5 veces su
volumen en agua y se agito la mezcla fuertemente durante 5-10 minutos,
dejandose en reposo. El ensayo se considera positivo si aparece espuma de mas

de 2 mm de altura, en la superficie del liquido y persiste por mas de 2 minutos.#6-48

4.6. Identificacién de Resinas
4.6.1. Ensayo de resinas: para detectar este tipo de compuestos se adicionaron
2 mL de la solucion alcohdlica y 10 mL de agua destilada. La apariciéon de un

precipitado indica un ensayo positivo.46-4°

4.7. Identificacion de azucares reductores

4.7.1. Ensayo de Fehling: como la alicuota del extracto no se encontraba en
agua, se evaporo al solvente en bafio de agua y el residuo se redisolvio en 1-2 mL
de agua, se adicionaron 2 mL del reactivo, se calentd la mezcla en bafio de agua
durante 10-30 minutos. El ensayo se considera (+) si la solucién se colorea de
rojo o aparece precipitado rojo. 46-4°

4.7.2. Ensayo de Benedict: el residuo se redisolvio 1-2 mL de agua porque la
fraccion no era acuosa y se adiciono 1 mL del reactivo, se calentd la mezcla en
bafio de agua durante 10-30 minutos. El ensayo se considera (+) con la aparicion

de un precipitado rojizo.*®
4.8. Identificacion de fenoles y taninos

4.8.1. Ensayo de Cloruro Férrico: a la fraccion disuelta en 1 mL de metanol se le

afiadieron 0.5 mL (3 gotas) de una solucion de cloruro férrico al 5% en solucién
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salina fisiolégica. La aparicion de un precipitado o color verde oscuro indica la
presencia de fenoles y/o taninos.*5: 4°
Si el extracto es acuoso el ensayo determina principalmente taninos. A una
alicuota del extracto se le afiade acetato de sodio para neutralizar y 3 gotas de
una solucion de FeCI3 al 5% en una solucién salina fisiolégica, un ensayo (+)
puede dar la siguiente informacion general:

e Desarrollo de una coloracion rojo-vino, compuestos fenolicos en general

e Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipo pirocatecélicos

e Desarrollo de una coloracién azul, taninos del tipo pirogalotaninos

Interferencias a esta reaccion:

e Todos los compuestos que tengan OH fendlicos
e Flavonoides

e Lignanos

e Lactonas sesquiterpénicas

e Quinonas

e Aceites esenciales

4.8.2. Ensayo de gelatina: se concentro a sequedad 1 mL del extracto y se
adiciono 1 mL de solucion salina fisiologica y 3 gotas de solucién de gelatina
recientemente preparada a 0.5%. Un precipitado blanco o turbidez indica un

ensayo positivo. Si la fraccién es acuosa no es necesario evaporar.*®

4.9. Identificacién de aminoéacidos libres y aminas en general

4.9.1. Ensayo de Ninhidrina: se toma una alicuota del extracto en metanol, se
mezclo con 2 mL de la solucién al 2% en agua 6 0.2% en alcohol de ninhidrina.
Se calenté de 5-10 minutos en bafio de agua. Este ensayo se considera (+)
cuando se desarrolla un color azul-violaceo.6: 4°

Interferencias:

e Alcaloides

4.10. Identificacidon de glicésidos cardiacos
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4.10.1.Ensayo de Kedde: la fraccién se disolvié en 1 mL de etanol, se mezclé
con 1 mL del reactivo y se dejo reposar durante 5-10 minutos. Un ensayo positivo
fue aquel en el que se desarrollo una coloracion azul o violeta persistente durante
1-2 horas (cardendlidos y sus agliconas). 4649
4.10.2. Ensayo de Raymond: el residuo se disolvié en 1 mL de etanol al 50%, se
agregaron unas gotas de solucion de m-dinitrobenceno al 10% en etanol y unas
gotas de solucion de NaOH al 20% en agua. Un ensayo (+) se indica por una
coloracion violeta o azul.46-48
Esta prueba la dan positivos sustituyentes con grupos metilenos activos
4.11. Identificacién de Flavonoides
4.11.1. Ensayo con acido Sulfarico concentrado: 1 mL del extracto se
concentro a seco en tubos de ensayo y se agregaron unas gotas de H2SOa4
concentrado. Un ensayo (+) se indica por una coloracion diferente al carmelita
claro.46-48
Las siguientes coloraciones también son indicativas de un ensayo positivo:

e Coloracion amarillo intenso es indicativo de flaconas y flavonoles

e Coloracién anaranjado o guinda es indicativo de flavanonas

e Coloracion rojo guinda o rojo azulado es indicativo de calconas o auronas

Interferencias: Quinonas

4.11.2. Ensayo de Shinoda: una alicuota del extracto en alcohol se le adiciono 1
mL de HCI concentrado y un pedacito de magnesio metalico o zinc. Cuando la
reaccion termino se afiadieron 2 mL de alcohol amilico y se agito.
El ensayo se considera positivo cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo,
naranja, rosado, vino, carmelita o rojo intenso en todos loa casos, ocasionalmente
verde o azul como reaccion positiva para aglicon o heterosidos. 46-48
Las coloraciones que a continuaciobn se describen son indicativas de
determinados flavonoides:#6-4®

e Coloracién amarilla, naranja hasta rojo son indicativas de la presencia de

flaconas
e Coloracion rojo a carmesi o rojo a magenta indicativos de flavonol o

flavononol.

32



Maricela Alcantara Melchor

e Colores carmesi a magenta ; rojo, magenta, violeta, azul son indicativos de
flavononas
e Color amarillo es indicativo de isoflavonas

e Las isoflavononas, calconas y auroras no dan coloracién

4.11.3. Ensayo de Rosemheim: permito reconocer en el extracto la presencia de
leucoantocianidinas y antocianidinas.

1ImL del extracto en metanol se caliento 10 minutos con 1 mL de HCI
concentrado. Se dejo enfriar y se afiadid 1 mL de agua y se agito con 2 mL de
alcohol amilico. Se dejaron separar las dos fases. La aparicion de color rojo
marrén en la fase amilica es indicativa de un ensayo (+).46-4°

Colores anaranjados o rojo azuloso es indicativo de antocianidinas.*®

4.11.4. Ensayo da Catequinas: para ello se tomo de la solucion metandlico
obtenida una gota con la ayuda de un capilar y se aplico la solucién sobre papel
filtro. Sobre la mancha se aplico la solucion de carbonat6 de sodio. La aparicion

de una mancha verde carmelita a la luz ultravioleta indica un ensayo positivo.*®

4.12. Identificacion de carbohidratos y/o glicosidos

4.12.1. Ensayo de Molish: 2 mL del extracto acuoso se colocaron en un tubo de
ensayo y se le afladieron unas gotas de solucion de alfa-naftol al 5% en etanol.
Se mezclo y por la pared del tubo se adiciono 1 mL de H2SO4 concentrado. La
aparicion de un anillo violaceo en la interface indica una reaccioén positiva.4®

Interferencias:

e Todos los metabdlitos secundarios que estén en forma de glicosidos:

saponinas, quinonas, flavonoides, carotendlidos, cumarinas
4.13. Identificacién de poliurénidos

Ensayo: a 2mL del extracto se le adicionaron 10 mL de alcohol. La evidencia

positiva es la aparicion de un precipitado.#6-49
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5. Cromatografia en Columna por Exclusién Molecular.

Con respecto a los resultados que se obtuvieron en el Tamizaje Fitoquimico se
realizo una cromatografia en columna utilizando Sephadex LH20, utilizando una

mezcla agua-metanol como disolvente de elucién.

El Sephadex LH20 se dejo remojando por 24 h, 50 51 se vertieron 54 mL de
Sephadex en una columna y se pasaron 500 mL de agua por él para poder
equilibrarlo, (para evitar que el Sephadex se secara) se agregaron 3 gr del
extracto metandlico disuelto en agua-metanol en una proporcion de 1:1
previamente filtrado; una vez que se absorbi6 el extracto se colectaron fracciones
de 300 mL por eluato, mediante la elucién con proporciones crecientes de agua:
metanol (10:0, 9:3, 6:4, 2.33:1, 1.5:1, 1:1, 1:1.5, 1:2.33, 4:6, 3:9, 0:10).5> 5

La cromatografia en columna por Sephadex LH20 o exclusién molecular puede
separar compuestos hidrofilicos y lipofilicos como los esteroides, terpenoides,
lipidos y péptidos de bajo peso molecular asi como compuestos fendlicos. Debido
a su caracter dual se hincha con agua y muchos disolventes organicos mas.
Tanto la particula humeda, tamafio y limite de exclusiébn puede variar
dependiendo del disolvente para la inflamacion en el caso de que el solvente sea
metanol como en este estudio la particula va de 27-163 micras con un diametro
de 103 micras. Dependiendo de los disolventes escogidos, este medio puede

separar a los componentes de la muestra en fase estacionaria y movil debido a
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las propiedades fisicoquimicas de este medio, se puede utilizar durante la
purificacion inicial antes del intercambio i6nico o en cromatografia en fase reversa

o en la final. 505153, 55

6. Anélisis Estadistico.
Los datos se integraron en una base de datos la cual fue analizada por medio
del programa Sigma Stat version 2.03. Las diferencias significativas entre las
muestras se analizaron mediante la prueba de Tukey-Kramer siendo significativo
con una p<0.05.
IX. Resultados

1. Rendimiento de los extractos totales

Se determind el rendimiento de cada uno de los extractos a partir de la siguiente

ecuacion

RET = Peso del vial con extracto seco - Peso del vial vacio

Encontrandose que el extracto metandlico fue el que tuvo mejor rendimiento con

respecto a los demas extractos tabla 5.

Tabla 4. Rendimiento de los Extractos Totales

Disolvente ‘ Gramos de Extracto (g)
Hexano 5.4285
Acetato de etilo 9.6229
Metanol 49.0897
H20 16.8016
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2. Ensayo DPPH-

La prueba del DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) se utiliz6 para la determinacion
de captura de radicales libres de los extractos totales de Justicia spicigera. En la
figura 3 se observa que los 4 extractos obtenidos de la parte aérea de la planta y
la vitamina C presentaron actividad antioxidante significativamente mayor con una
p<0.05 con respecto al control siendo el extracto metandlico el que tuvo una
mayor capacidad de captura de radicales libres a partir de 19 ppm hasta 5000
ppm con un porcentaje de 10% a 90% mostrando que el pico mayor al 50% lo
presento de 156 ppm a 2,500 ppm; el rango de porcentaje que presenta este
extracto es muy similar al de la vitamina C que es considerada como un potente
antioxidante El extracto hexanico presentd capacidad de captura a partir de 78
ppm a 1,250 ppm en un porcentaje de 7% a 73% mostrando su mayor capacidad
de captura a 312 ppm y 625 ppm. El extracto acuoso presentd su capacidad de
captura de 156 ppm a 1,250 ppm en un porcentaje de 13% a 60% mostrando su
capacidad de captura mayor a 625 ppm y 1,250 ppm. El extracto de acetato de
etilo present6 una capacidad de captura a partir de 78 ppm a 625 ppm en un
porcentaje de 7% a 37%, fue el que presento menor capacidad de captura de
radicales libres con respecto a los otros extractos y a la vitamina C ya que su

porcentaje maximo esta por debajo de 40%.
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Figura 3. Determinacién de la capacidad de captura de radicales libres por el ensayo DPPHeen donde cada barra representa la media Y+sDen

porcentaje de cada dilucién por quintuplicado con respecto al control.

*p<0.05 con respecto al control
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3. Ensayo ABTSe

La prueba del ABTS- (2,2 -azino-di-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) es otra
de las pruebas que se utilizo para la determinacion de captura de radicales libres
de los extractos totales de Justicia spicigera. En la figura 4 se observa que los 4
extractos obtenidos de la parte aérea de la planta y la vitamina C presentaron
actividad antioxidante significativa con una p<0.05 con respecto al control pero el
extracto metandlico presento mayor capacidad de captura de radicales libres en a
partir de 78 ppm a10,000 ppm en un porcentaje de 17% a 99% mostrando que el
pico mayor al 50% lo presento de 312 ppm a 10,000 ppm en este rango de
concentracion su porcentaje de inhibicion es muy similar al de la vitamina C
tomando en cuenta que esta es considerada como un potente antioxidante. El
extracto de acetato de etilo presento un rango de captura significativo a partir de
78 ppm hasta 10,000ppm en un porcentaje de 8% a 96% mostrando su mayor
capacidad de captura a 625 ppm al0,000 ppm entre mas concentrado estaba el
extracto presento una mayor similitud con la vitamina C. El extracto acuoso
presento su rango de captura de radicales libres a partir de 39 ppm a 10,000ppm
en un porcentaje de 8% a 97% presentando su mayor capacidad de captura
del,250 ppm a 10,000 ppm, al igual que el extracto de acetato de etilo entre mas
concentrado mas capacidad de captura presenta. El extracto hexanico presento
una capacidad de captura de radicales libres a partir de 19 ppm hasta 10,000 ppm
en un porcentaje de 10% a 94% presentando su pico maximo de captura de 312
ppm a 10,000 ppm aunque se podria decir que este extracto también tuvo un
rango de concentracion y captura mayor al de los anteriores el porcentaje de

capturacion fue menos con respecto al control y a la vitamina C.
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4. Tamizaje Fitoquimico

De las pruebas que se realizaron a este extracto se encontraron los siguientes

resultados (tabla 5) encontrandose carbohidratos no reductores, fenoles y taninos,

aminoécidos libres y aminas en general, y flavonoides.

Tabla 5. Resultados de la pruebas realizadas a los metabdlitos

Ensayo Resultados
Determinacion de Alcaloides
Dragendorff Negativo
Mayer Negativo
Wagner Negativo
Determinacién de Triterpenos y Esteroides
Solkowski Negativo
Rosemheim Negativo
Identificacion de Quinonas
Borntrager Negativo
Variante Negativo
Identificacion de Coumarinas
Baljet Negativo
Legal Negativo
Hidroxamato Férrico Negativo
Identificacion de Saponinas
De la Espuma Negativo
Identificacion de Resinas
Resinas Negativo

Identificacion de Azucares Reductores

Fehling

Positivo

Benedict

Positivo

Identificacion de Fenoles y Taninos

Cloruro Férrico

Positivo

Gelatina

Negativo

Identificacion de Aminoé&cidos libres y Aminas en general
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Ninhidrina Positivo

Identificacién de Glicosidos Cardiacos

Kedde Negativo
Identificacion de Flavonoides

Acido Sulfarico concentrado Negativo

Shinoda Negativo

Rosemheim Negativo

Catequinas Positivo

Identificacion de Carbohidratos y/o Glicésidos

Molish Negativo

Identificacion de Poliurénidos

Poliurénidos Negativo

5. Cromatografia en Columna

A el extracto metandlico se le realizé la cromatografia en columna con Sephadex
LH20 para poder separar los compuestos dando como resultado 11 eluatos a los
cuales también se les aplicaron los ensayos DPPHe+ y ABTS- para identificar cual
de los eluatos contenia el mayor numero de componentes responsables de la
captura de radicales libres.

La disponibilidad de los eluatos vario dependiendo del rendimiento, por lo que las
diluciones se hicieron dependiendo del rendimiento de cada eluato (tabla 6).

Tabla 6. Diluciones de los eluatos segun el rendimiento.

Eluatos Diluciones
ABCIJ L 1,250 ppm hasta 10,000 ppm

D,EF 625 ppm hasta 5,000 ppm

G, H, K 375 ppm hasta 3,000 ppm
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6. Rendimiento de los Eluatos

A los 11(A-K) eluatos que se obtuvieron durante la cromatografia y al eluato 12(L)
se les calcul6 el rendimiento con la misma formula para determinar el rendimiento
de los extractos totales, encontrandose que el eluato A fue el que tuvo mayor

rendimiento y el de menor rendimiento fue el K (tabla 7).

El eluato L se obtuvo a partir del residuo que se acumulo al momento de filtrar el

extracto antes de echarlo a la columna.

Tabla 7. Rendimiento de los Eluatos ‘

Eluato Gramos (Q)

A 2.421
B 0.1137
C 0.0716
D 9.9¥107
E 0.0749
F
G
H

6.2%103
6.6*103
8.6%103
| 0.0164
J 0.0148
K 2.6%103
L 1.841
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7. Ensayo DPPH- de los Eluatos

En la figura 5 se observa que en el ensayo del DPPH- los eluatos que presentaron
una capacidad de captura significativa (p<0.05) con respecto al control en su
dilucion de 1,250 ppm a 10,000 ppm fueron: A, B, C.La variacion que hubo en
estos eluatos fue el porcentaje de captura de cada uno de ellos siendo el eluato A
el que tuvo un mayor porcentaje de 65% a 88%, B de 57% a 86%, C de 38% a
73%, en esta grafica tambien se observa que el eluato A tiene un porcentaje
similar al de la vitamina C en cada una de sus concentraciones, el eluato B
presenta una mayor capacidad de captura a menor concentracion y el eluato C
casi mantiene estable su porcentaje de captura.

El eluato L presento una captura de radicales libres a partir de 1,250 ppm hasta

5,000 ppm presentando un porcentaje a partir de 31% a 54%.
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Figura 5. Determinacion de la capacidad de captura de radicales libres de los eluatos A, B,

Cy L por el ensayo DPPHe en donde cada barra representa la media X+ sDen porcentaje

de cada dilucién por quintuplicado con respecto al control

*p<0.05con respecto al control
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La figura 6 nos muestra que los eluatos que presentaron una mayor capacidad de
captura de radicales libres (p<0.05) con respecto al control en su dilucion de 625
ppm a 5,000 ppm por el ensayo del DPPHe fueron: D y F, variando en el
porcentaje de captura que fue para el eluato D de 39% a 59% y el F de 30% a
64%: El eluato E presento una capacidad de captura a partir de 1,250 ppm a

5,000 ppm en un porcentaje de 6% a 16%.

120
5 100
2 N\
% 30 §
E 60 % Ho625ppm
S * § [@1250ppm
% 0 § § B 2500ppm
s .
S 207 ;; § E25000ppm
D E F VITC
ELUATOS DPPHe

Figura 6. Determinacion de la capacidad de captura de radicales libres de los eluatos D, E, F

por el ensayo DPPHe en donde cada barra representa la media Ii SD en porcentaje de

cada dilucién por quintuplicado con respecto al control

*p<0.05 con respecto al control
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La figura 7 nos muestra que los eluatos que presentaron una mayor capacidad de
captura de radicales libres con respecto al control (p<0.05) en su dilucion de 375
ppm a 3,000 ppm por el ensayo del DPPHe fue el eluato G mostrando un
porcentaje de 26% a 75%.El eluato H no presento una capacidad de captura de
radicales libres con respecto al control a ecepcion de la dilucion de 3,000 ppm lo
que nos indica que probablemente a mayor concentracion pudiera tener algun

efecto de captura.
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Figura 7. Determinacion de la capacidad de captura de radicales libres de los eluatos Gy H

por el ensayo DPPHe en donde cada barra representa la media Ii SD en porcentaje de

cada dilucién por quintuplicado con respecto al control

*p<0.05 con respecto al control
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8. Ensayo ABTSe de los Eluatos

En la figura 8 se observa que en el ensayo del ABTS- los eluatos que presentaron
una mayor capacidad de captura de radicales libres (p<0.05) con respecto al
control en su dilucion de 1,250 ppm a 10,000 ppm fueron: A, B, C, I, Jy L .La
variacion que hubo en estos eluatos fue el porcentaje de captura de cada uno de
ellos siendo el eluato A, B, y C los que tuvieron un porcenta mayor y muy similar
al de la vitamina C; eluato A de 81% a 97%, B de 68% a 92% y C de 68% a 92%,
tambien se puede observar que en estos eluatos a mayor dilucion mayor
capacidad de captura. Los eluatos I, J y L tubieron un porcentaje menor al de los
eluatos anteriores que fue: | de 27% a 68%, J de 26% a 70% y L de 63% a 93%.
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Figura 8. Determinacion de la capacidad de captura de radicales libres de los eluatos A, B,

C, 1, Jy L por el ensayo ABTSe en donde cada barra representa la media X+ sDen

porcentaje de cada dilucién por quintuplicado con respecto al control

*p<0.05 con respecto al control
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La figura 9 nos muestra que los eluatos que presentaron una mayor capacidad de
captura de radicales libres (p<0.05) con respecto al control en su dilucion de 625
ppm a 5,000 ppm por el ensayo del ABTSe fueron: D, E y F, teniendo un
porcentaje de captura muy similar entre ellos a diferentes diluciones, el eluato D
de 15% a 92%, E de 27% a 94% y el F de 30% a 93%.en los eluatos D y F se
observa que entre mas sea la dilucion mayor capacidad de captura presentan sin
en cambio en el extracto E se presenta un efecto inverso esto es a mayor

concentracion mayor capacidad de captura.
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Figura 9. Determinacién de la capacidad de captura de radicales libres de los eluatos D, E y

F por el ensayo ABTSe en donde cada barra representa la media .}Lri SD en porcentaje de

cada dilucién por quintuplicado con respecto al control

*p<0.05 con respecto al control
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La figura 10 nos muestra que los eluatos que presentaron una mayor capacidad
de captura de radicales libres (p<0.05) con respecto al control en su dilucion de
375 ppm a 3,000 ppm por el ensayo del ABTSe fueron: G y H mostrando una
capacidad de captura mayor el eluato G con un porcentaje de 69% a 92%, H de
39% a 84% ambos eluatos manteniendo una capacidad de captura en casi todas
sus diluciones. El eluato K presento una capacidad de captura a partir de 750 ppm
a 3,000 ppm en un porcentaje de 15% a 67% mostrando que a menor dilucion

mayor capacidad de captura.
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Figura 10. Determinacién de la capacidad de captura de radicales libres de los eluatos G, H

y K por el ensayo ABTSe en donde cada barra representa la media Ii SD en porcentaje de

cada dilucion por quintuplicado con respecto al control

*p<0.05 con respecto al control
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X. Discusién

Los efectos benéficos que tienen los antioxidantes y la prevencion de diferentes
enfermedades es bien sabido,*® ademas la tendencia cada vez mas generalizada
de utilizar productos naturales que sustituyan a los sintéticos ha propiciado la
basqueda de fuentes alternas, sin embargo una tarea muy importante es la

extraccion de dichos antioxidantes a partir de estos productos.>’->°

Son pocas las evidencias comprobadas de que Justicia spicigera tenga alguna
actividad medicinal y unas de estas son los estudios realizados acerca del efecto
antiparasitario del extracto etanélico que se encontrd sobre Giardia duodenalis. °
Otro en el que se demostrd que los extractos acuosos tienen actividad citotoxica
sobre lineas celulares de leucemia humana.? En un estudio de Justicia spicigera
junto con otras 53 plantas mexicanas se demostré que tiene efecto
antiinflamatorio como inhibidor del factor de necrosis (NF-kB) esto debido a la
presencia de lactonas y sesquiterpenos. 1° EIl Unico compuesto que hasta el
momento esta documentado que se ha aislado de esta planta es la camferitrin.t!
Compuesto de tipo flavoniode con actividad antioxidante. (figura 11).

OH

Figura 11. Estructura de la camferitrin
Tomado y modificado a partir de http://pubs.acs.org | doi: 10.1021/np50020a020, 2009
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El objetivo de este estudio fue obtener y evaluar la capacidad antioxidante de
Justicia Spicigera ya que hay pocos estudios que demuestren que la planta
pudiera tener dicha actividad, pero existe uno en el que se demostrdo que los
extractos metandlico y acuoso de flores, hojas y tallos de Justicia spicigera tenian
actividad antioxidante aunque en mayor proporcion el metandlico siendo
evaluados por el ensayo del DPPHe. %6 Los datos obtenidos en ésta investigacion
demuestran que de los 4 extractos totales de Justicia spicigera que se analizaron
el metandlico fue el que tuvo mayor actividad antioxidante esto demostrado
mediante dos ensayos DPPHe+ y ABTSe en donde se corrobora lo dicho por los

autores anteriormente.

En estudios previos se realizo el analisis fitoquimico en extractos acuosos y
metandlicos de esta planta dando como resultado la presencia de flavonoides y
compuestos fendlicos, es este mismo estudio se determino el contenido total de
estos,%69 con estos resultados previos en el presente estudio se corroboraron
dichos hallazgos, ademas se encontré6 que estos componentes son azucares
reductores, fenoles, taninos y aminas en general por lo que nuestros métodos de
tamizaje resultan adecuados para determinar este tipo de componentes de esta
planta. Sin embargo, se propone la determinacion cuantitativa de éstos mediante
técnicas cromatograficas especificas, particularmente fenoles, taninos vy

flavonoides.

No se han encontrado evidencias de la separacién cromatografica de los
componentes de extractos de Justicia spicigera, sin embargo en esta
investigacion se realiz6 esta separacion obteniendo 11 eluatos a los cuales se les
realizaron los ensayos DPPHe+ y ABTS+ encontrando que por ambas técnicas los
eluatos que tenian mayor capacidad de captura de radicales libres eran los de las
diluciones mas acuosas, lo que nos indica un beneficio ya que en la medicina
tradicional en la manera en que consumen esta panta es por medio de infusiones
por lo que podemos decir que los componentes que pueden proporcionar

proteccion frente al dafio oxidativo aun estan presentes.
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En otras especies de Justicia en donde se ha determinado la actividad
antioxidante es en Justicia pectoralis en donde se encontré que el extracto
metandlico de esta tiene algin efecto antioxidante®! y en otro demostraron que
esta misma especie no tiene efecto genotoxico sobre Salmonella thyphimurium.52
Investigadores encontraron que los extractos acuoso y metandlico de Justicia
flava también tenian actividad antioxidante aunque en mayor proporcion el
metandlico.*> ¢ En otro estudio realizado a seis Acanthaceas (Blepharis
lineariifolia, Dicliptera verticillata, Dyschoriste perrottetii, Hygrophila auriculata,
Lepidagathis anobrya, Nelsonia canescens) para determinar su contenido fendlico
asi como su capacidad antioxidante se encontr6 que 5 de estas plantas son
buena fuente de antioxidantes esto debido a la presencia de compuestos
fendlicos como taninos y flavonoides por lo que su uso puede ser una alternativa

como antiinflamatorio y para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares.®

En Justicia procumbens se demostré que tenia efecto antiviral y se aislaron 10
lignanos antivirales a los cuales se les llamo justicidinas (figura 12). También
encontraron gue esta misma especie era inhibidor de la agregacion plaquetaria.®®
66 En Justicia insulinaris demostraron que tiene efecto benéfico para el crecimiento

del Gtero y ovarios cuando estos son immaduros.5’

8 9: R=0CH,
10: R=H

Figura 12. Estructura de las ligninas antivirales de Justicia procumbens

Tomado y modificado a partir de Asano et al, 1996
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Conclusiones

Los cuatro extractos que se obtuvieron de Justicia spicigera presentaron

capacidad de captura de radicales libres con respecto al control.

El extracto metandlico presento una capacidad de captura de radicales
libres mayor al 50% desde 156 ppm hasta 2,500 ppm con respecto al

control esto comprobado mediante el ensayo del DPPH+ y ABTSe.

La bioactividad es debido posiblemente a la presencia de Flavonoides

(catequinas) encontradas mediante el tamizaje fitoquimico.
Los eluatos obtenidos mediante la separacion cromatografica del extracto
metandlico permitié obtener 11 fracciones, de las cuales las fracciones mas

acuosas tuvieron mayor actividad antioxidante.

El eluato A fue el que presento mayor actividad antioxidante con respecto

al control mediante los ensayos DPPH+ y ABTSs-.
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XIl.  Perspectivas

Identificacion de los compuestos responsables de dicha actividad antioxidante
mediante técnicas espectrofotométricas, espectroscopicas y/o cromatograficas en
donde se evalte al mismo tiempo el efecto toxico de cada compuesto mediante
un estudio biodirigido tanto in vitro en cultivos celulares como in vivo en
humanos, para poder comprobar la proteccion contra el dafio oxidativo. Tomando
como referencia el presente estudio en donde se determino la actividad
antioxidante y por medio del tamizaje fitoquimico se encontrdé la presencia de
compuestos de tipo flavonoide, al igual que utilizar otras pruebas cuantitativas

para determinar la cantidad de total de este tipo de compuestos.
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Glosario

Antioxidante: es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras
moléculas

Acidos grasos poliinsaturados: son acidos grasos que poseen mas de un doble
enlace entre sus carbonos. Dentro de este grupo encontramos el acido linolénico
(omega 3) y el linoleico (omega 6) que son esenciales para el ser humano.
Alcoxilos: son aquellos compuestos del tipo ROM, siendo R un grupo alquilo, O
un &tomo de oxigeno y M un ion metélico u otro tipo de cation.

Cadenas peptidicas: La estructura cuaternaria deriva de la conjuncion de varias
cadenas peptidicas que, asociadas, conforman un ente, un multimero, que posee
propiedades distintas a la de sus monémeros componentes.

Caducifolia: hace referencia a los arboles o arbustos que pierden su follaje
durante una parte del afo.

Cardendlidos: son compuestos que derivan de la digital, sustancia obtenida de la
planta digitalis purpurea usada ampliamente en medicina en el tratamiento de la
insuficiencia cardiaca.

Carotenoides: son pigmentos organicos que se encuentran de forma natural en
plantas y otros organismos fotosintéticos como algas, algunas clases de hongos y
bacterias.

Ceruloplasmina: La Ceruloplasmina (Cp) es la principal proteina transportadora
de cobre en circulacion. Su concentracion es abundante en plasma; se considera.
un reactante de fase aguda y su funcion fisiolégica no se encuentra
fehacientemente establecida. Fundamentalmente se sintetiza en los hepatocitos.
Citocromos: son proteinas de color oscuro que desempefian una funcion vital en
el transporte de energia quimica en todas las células vivas.

Desoxiazucares: son azucares en los cuales un radicalhidroxilo ha sido
reemplazado por un hidrégeno.

Despolimerizacién: es tanto la reaccién contraria a la polimerizacion como un
mecanismo alterno a una reversion, pero que disminuye el peso molecular de los
polimeros.El proceso de despolimerizacion mas comun es el iniciado por radicales

libres, los cuales inician una reaccién en cadena, la cual afecta gravemente al
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polimero en cuestidon en todas sus propiedades. Comunmente es iniciado este
mecanismo por influencia de radiacion ultravioleta

Dismutacion: se denominan las reacciones redox donde un elemento es al
mismo tiempo oxidado y reducido cuando la suma de potenciales de los
correspondientes pares redox es mayor de 0. Un ejemplo es la descomposicion
del agua oxigenada los productos de este proceso son el oxigeno molecular y el
agua.

Eluato: solucién o sustancia obtenida de un proceso de elucion.

Enzima. son moléculas de naturaleza proteica que catalizan reacciones quimicas,
siempre que sea termodindmicamente posible.

Especies reactivas de oxigeno: incluyen iones de oxigeno, radicales libres y
peréxidos tanto inorganicos como organicos. Son generalmente moléculas muy
pequefias altamente reactivas debido a la presencia de una capa de electrones de
valencia no apareada.

Estequiometrica: es el célculo de las relaciones cuantitativas entre reactivos y
productos en el transcurso de una reaccion quimica.

Estrés oxidativo: es causado por un desequilibrio entre la produccion de oxigeno
reactivo y la capacidad de un sistema biol6gico de detoxificar rapidamente los
reactivos intermedios o reparar el dafo resultante.

Fitonutrientes: carecen de valor nutricional pero actian como unos auténticos
antioxidantes.

Flavonoides: es el término genérico con que se identifica a una serie de
metabolitos secundarios de las plantas. Son sintetizados a partir de una molécula
de fenilalanina y 3 de malonil-CoA, a través de lo que se conoce como "via
biosintética de los flavonoides"”, cuyo producto, la estructura base, se cicla gracias
a una enzima isomerasa.

Genotoxicidad: La genotoxicidad es la capacidad relativa de un agente de
ocasionar dafio en el material genético, originando efectos biolégicos adversos.
Glutatién: es un tripéptido constituido por tres aminoacidos: glicina, cisteina y
acido glutamico. Es 2-amino-5-{[2-[(carboximetil)amino]- 1-(mercaptometil)-2-
oxoetillamino}-5-acido oxopentanoico, una y-glutamilcisteinilglicina. Es un

antioxidante intracelular para lo cual usa el grupo tiol de la cisteina como agente
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reductor. Actla reduciendo especies reactivas del oxigeno como peréxido de
hidrogeno gracias a la enzima glutation peroxidasa.

Metabalito: es cualquier molécula utilizada o producida durante el metabolismo.
Metaloproteinas: es un término genérico para una proteina que contiene un ion
metalico como cofactor.! Las funciones de las metaloproteinas son muy variadas
en las células, actuando como enzimas, proteinas de transporte vy
almacenamiento, y en la transduccion de sefales.

Mutagénesis: la produccion de mutaciones sobre DNA, clonado o no.

Oxidacién: La oxidacion es una reaccion quimica donde un metal o un no metal
ceden electrones, y por tanto aumenta su estado de oxidacion.

Oxiradicales: productos de la reduccién monovalente del oxigeno.

Peroxidacion lipidica: hace referencia a la degradaciéon oxidativa de los lipidos.
Es el proceso a través del cual los radicales libres capturan electrones de los
lipidos en las membranas celulares. Este proceso es iniciado por un mecanismo
de reaccion en cadena de un radical libre.

Peroxisomas: son organulos citoplasmaticos muy comunes en forma de
vesiculas que contienen oxidasas y catalasas. Estas enzimas cumplen funciones
de detoxificacion celular.

Polimerizacion: es un proceso quimico por el que los reactivos, monémeros
(compuestos de bajo peso molecular) se agrupan quimicamente entre si, dando
lugar a una molécula de gran peso, llamada polimero, bien una cadena lineal o
una macromolécula tridimensional.

Prooxidante: Sustancia que puede producir subproductos del oxigeno del
metabolismo que pueden dafar las células.

Agente quelante: es una sustancia que forma complejos con iones de metales
pesados.

Radical libre: es wuna molécula (organica o inorganica), en general
extremadamente inestable y, por tanto, con gran poder reactivo. Se pueden
sintetizar en el laboratorio, se pueden formar en la atmoésfera por radiacion, y
también se forman en los organismos vivos (incluido el cuerpo humano) por el
contacto con el oxigeno y actuan alterando las membranas celulares y atacando

el material genético de las células, como el ADN.
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Radical tiol: Los tioles o0 mercaptanos presentan el grupo -SH unido a un radical.
Se nombran de forma anéloga a los alcoholes.

Reaccion de fenton: es la que se produce al catalizar el peréxido de hidrégeno
con hierro, dando como resultado la generacion de radicales altamente reactivos
del oxhidrilo (OH).

Selenoproteina: es cualquier proteina que incluya un residuo de selenocisteina.
Las selenoproteinas existen en todas las principales formas de vida, eucariotas,
bacterias y arqueas.

Sinergistas: Accidn conjunta de varios 6rganos en la realizacion de una funcién.
Singulete: es un conjunto con un Unico elemento.

Supergenes: es u grupo de genes vecinos en un cromosoma que se heredan
juntos debido a la vinculacién genética estrecha y estan en relaciéon funcional en
un sentido evolutivo, aunque rara ves regulan genéticamente.

Taninos: son compuestos polifenolicos muy astringentes; metabolitos
secundarios de las plantas fendlicos, no nitrogenados, solubles en agua y no en
alcohol ni solventes orgénicos.

Tiorredoxina: son proteinas que actian como antioxidantes, facilitando la
reduccion de otras proteinas a través de un intercambio tiol-disulfuro en la
cisteina. Las tiorredoxinas se encuentran en casi todos los organismos y son
esenciales para la vida en los mamiferos.

Vitaminas: son compuestos heterogéneos imprescindibles para la vida, que al
ingerirlas de forma equilibrada y en dosis esenciales puede ser trascendental para

promover el correcto funcionamiento fisiolégico.
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Anexos

FORMA DE PREPARACION DE REACTIVOS

1.

4.

Solucion reactiva de Dragendorff: Mezclar 21.3mL de acido nitrico
(d=1.42) con suficiente agua destilada para hacer 62mL. En 20mL de esta
solucién se disuelven 5g de subnitrato de bismuto. Por separado se
disuelven 31.2g de yoduro de potasio en 69mL de agua. Mezclar luego
ambas soluciones

Solucidn reactiva de Mayer: 1.3569g de cloruro mercurico se disuelven en
60mL de agua. Por otro lado se disuelven 5g de yoduro de potasio en
20mL de agua, se mezclan ambas soluciones y se enrasa a 100mL con
agua.

Solucién reactiva de Wagner: Se disuelven 20g de yodo y 2g de yoduro
de potasio en 20mL de agua y se enrasa a 100mL con agua. La mayoria
de las soluciones aciduladas de alcaloides forman precipitados flucolentos
de color marron

Solucién reactiva de Baljet:

Solucién A: 1g de acido picrico (2,4,5-trinitrofenol) en 100mL de etanol

Solucién B: 10g de hidroxido de sodio en 100mL de agua

Las soluciones de deparan de forma independiente y se mezclan igual

cantidad de volumen de cada una de ellas en el momento de realizar en

ensayo. Dicha mezcla es la que se adiciona a la alicuota a evaluar

5.

6.

Solucién reactiva de Car-Price: Disolver 25¢g de tricloruro de antimonio
(Il1) en 75g de cloroformo o tetracloruro de carbono al 20% (el HCCI3 no
debe contener alcohol) o disolver 27g de tricloruro de antimonio (lll) en
100mL de HCCI3 (libre de etanol) y se calienta de 40-50°C, después de
adiciona 5-10g de sulfato de sodio anhidro y se deja 20 minutos. Preparar
inmediatamente antes de usar

Solucién reactiva de Fehling:

Solucién A: se pesan 35g de sulfato cuprico hidratado cristalizado y se

disuelven con agua hasta un volumen total de 100mL.

Solucion B: se pesan 150g de tartrato de sodio y potasio y 40g de NaOH,

disolviéndolo con agua hasta un volumen total de 1000mL.

64



Maricela Alcantara Melchor

Las soluciones se tienen preparadas de forma independiente y se mezclan
iguales cantidades en volumen de cada una de ellas justo en el momento de
realizar el ensayo. Dicha mezcla en la que se adiciona a la alicuota a evaluar
7. Solucion reactiva de Benedict:

Solucién A: se prepara disolviendo 173g de citrato de sodio y 100g de
carbonato de sodio anhidrido en unos 600mL de agua y diluyendo la solucion
a 850mL.

Solucion B: Se prepara disolviendo 17.3g de sulfato de cobre cristalino
(CuS045H20) en 100mL de agua y diluyendo la solucion de 150mL

Para la preparacion de la solucion de Benedict se afiade la solucion B sobre
la Ay ambas se mezclan bien

8. Solucion salina Fisioldgica: cloruro de sodio el 0.9% en agua

9. Solucion reactiva de Kedde:

Solucién 1: Acido 3,5-dinitrobenzoico al 2% en metanol

Solucién 2: Hidroxido de potasio al5.7% en agua

Se mezcla igual volumen de ambas soluciones en el momento de realizar el
ensayo y dicha mezcla es la que se adiciona a la alicuota a evaluar

10. Solucién de picrato de Sodio: 5g de carbonato de sodio mas 0.5g de
acido picrico y cantidad suficiente de agua para 1000mL. Conservé esta

solucion en un frasco seco. La solucién debe ser recién preparada.
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