Universidad de San Carlos de Guatemala
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

Evaluacion de la actividad antioxidante de
cinco especies vegetales utilizadas
popularmente para el tratamiento de

afecciones de la memoria y los nervios

Isabel Cristina Gaitan Fernandez

Maestria en Produccion y Uso de Plantas
Medicinales
MUPLAM

Guatemala, noviembre de 2009



Universidad de San Carlos de Guatemala
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

Evaluacion de la actividad antioxidante de
cinco especies vegetales utilizadas
popularmente para el tratamiento de

afecciones de la memoria y los nervios

Trabajo de graduacion

Presentado por

Isabel Cristina Gaitan Fernandez

Para optar al grado de

Maestria
Maestria en Produccion y uso de plantas

medicinales
MUPLAM

Guatemala, noviembre de 2009



UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

JUNTA DIRECTIVA
OSCAR MANUEL COBAR PINTO, PH. D. DECANO
LIC. PABLO ERNESTO OLIVA SOTO, M.A. SECRETARIO
LICDA. LILLIAN RAQUEL IRVING ANTILLON, M.A. VOCAL 1
LICDA. LILIANA VIDES DE URIZAR VOCAL II
LIC. LUIS ANTONIO GALVEZ SANCHINELLI VOCAL III
BR. MARIA ESTUARDO GUERRA VALLE VOCAL IV
BR. BERTA ALEJANDRA MORALES MERIDA VOCAL V

CONSEJO ACADEMICO

ESCUELA DE ESTUDIOS DE POSTGRADO

OSCAR MANUEL COBAR PINTO, PH. D.
LICDA. ANNE MARIE LIERE DE GODOY, MSc.
DR. JORGE LUIS DE LEON ARANA
DR. JORGE ERWIN LOPEZ GUIERREZ
LIC. FELIX RICARDO VELIZ FUENTES, MSc.



AGRADECIMIENTOS

Universidad de San Carlos de Guatemala

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

Por su orientacidn, apoyo, agradezco a:
Lic. Armando Céceres Estrada
Licda. Maria Eugenia Paredes Sdnchez, M. A.

Ing. Agr. José Vicente Martinez, M. Sc.

Por el préstamo de las instalaciones y equipo para el trabajo préctico:

Laboratorio de Bioensayos del Departamento de Citohistologia de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia.

A mis profesores de la maestria MUPLAM: Licda. Maria Eugenia Paredes, M. A, Lic. Rodolfo
Orozco, M.A, Ing. Agr. José Vicente Martinez, M. Sc., Lic. Sully Cruz, M.A., Lic. Armando

Caceres, Lic. Benito Soler, M

A mis compafieros y amigos de la Maestria: Licda. Keila Guerrero, Licda. Jennifer Contreras.

Licda. Ligia Castro, Licda. Nathalia GranadosLicda. Diana Pinagel y Lic. Christian Farfan



DEDICATORIA

A mis padres, Mario Gaitan y Lily de Gaitan: por su amor, comprension, paciencia y apoyo,

gracias por estar siempre conmigo.

A mis hermanas Janethe y Lily: por su carifio

INDICE

1. Resumen 1

2. Introduccion 3

3. Definicion del problema 5



4.

5.

6.

7.

8.

Justificacion

Marco tedrico
5.1 Radicales libres
5.2 Estrés oxidativo
5.3 Desordenes neurodegenerativos y afecciones de la memoria
5.3.1 Enfermedad de Alzheimer (EA)
5.3.2 Enfermedad de Parkinson
5.3.3 Esclerosis lateral amiotréfica (ELA)
5.4 Vulnerabilidad del cerebro ante el estrés oxidativo (Ke et al., 2004).
5.5 Papel de los antioxidantes
5.6 Estudios recientes sobre la actividad antioxidante de especies vegetales
5.7 Estudios de actividad antioxidante en Guatemala
5.8 Metodologias de evaluacion de la actividad antioxidante
5.8.1 Método por TLC
5.8.2  Método colorimétrico con DPPH
5.8.3 Actividad reductora de Fe* a Fe*
5.8.4 Activad antioxidante por el sistema de emulsién del acido linoléico
5.8.5 Determinacion de los compuestos fendlicos
5.9 Ficha técnica de las plantas en estudio
5.9.1 Brugmansia candida Pers
5.9.2 Chiranthodendron pentadactylon Larr.
5.9.3 Erythrina berteroana Urb

5.9.4 Ternstroemia tepezapote Schlect. & Cham.

— O O o0 3

1
12
13
14
15
16
17
18
18
19
19
19
19
19
20
22
22

5.9.5 Wigandia urens (Ruiz & Pav.) Kunth var caracasana (Kunth) D. Gibson 24

Objetivos

Hipotesis

Areas a investigar

25

26

27



9. Materiales y métodos 28

10. Resultados 37

11. Discusion de resultados 42

12. Conclusiones 45

13. Referencias 46

14. Anexos 53
1. RESUMEN

La presente investigacion se realizé con el objeto de evaluar la actividad antioxidante
de cinco especies vegetales popularmente usadas para afecciones nerviosas o de la
memoria: Brugmansia candida Pers. (florifundia), Chiranthodendron pentadactylon Larr.
(manita), Erythrina berteroana Urb. (palo de pito), Ternstroemia tepezapote Schlect. &
Cham. (tila), y Wigandia urens (Ruiz & Pav.) Kunth var. caracasana (Kunth) D. Gibson

(chocon). La determinacién de la actividad antioxidante de los extractos metandlicos de las



cinco especies se evalud por el método de referencia basado en la oxidacion del reactivo de
DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazina); método utilizado unicamente para compuestos

polares (Ravishankara et al., 2002).

En una primera fase, todos los extractos presentaron actividad antioxidante por la
prueba de DPPH, siendo las especies Chiranthodendron pentadactylon y Brugmansia

candia las de mayor actividad.

En la segunda fase se mont6 el método y determiné de forma cualitativa la actividad
antioxidante utilizando el método descrito pro Muraina en el 2009. Este método utiliza
como reactivo MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio) (Muraina
et al, 2009). Con esta metodologia se evidenci6 actividad antioxidante en cuatro especies
vegetales (Brugmansia candida, Chiranthodendron pentadactylon, Erythrina berteroana y

Ternstroemia tepezapote), tanto para el extracto diclorometdnico como en el metandlico.

Por ultimo se pretendié estandarizacién la metodologia de MTT como una técnica
cuantitativa, se buscé evaluar sus ventajas y desventajas sobre el método de referencia que
utiliza DPPH. El método se estandariz6 utilizando &4cido gélico como antioxidante de
referencia y llevando a cabo curvas de calibracién con diluciones seriadas a partir de una
concentracion de 10 mg/mL. Sin embargo, se encontré que la curva de medicion pierde
linearidad a diluciones altas de 4cido gélico, ya que la coloracién desaparece, dando lugar a

una interpretacion erronea a altas concentraciones.

Por la técnica de cuantitativa de MTT se evaluaron tanto los extractos polares como
apolares de las cinco especies, sin embargo los resultados de actividad antioxidante no son
concluyentes, ya que no mostraron un punto de corte de actividad negativa incluso a muy
altas diluciones (0.020 mg/mL); siendo una excepcién a esto los extractos de Wigandia
urens var. caracasana donde si se demostré ausencia de actividad a concentracién de 10

mg/mL.



De los resultados obtenidos se puede decir que las especies estudiadas podrian
contribuir a disminuir los riesgos de afecciones nerviosas o de la memoria por su actividad
antioxidantes y que el método de cuantitativo de MTT no se puede comparar con el método
cuantitativo de DPPH ya que algunos de los resultados no son concluyentes por la pérdida
de linealidad de la metodologia a altas diluciones. Ademads, el método de MTT (tanto
cualitativo como cuantitativo) requiere de condiciones de esterilidad mads estrictas y tiempo

de incubacién mas prolongado.



2. INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas son afecciones que generalmente se encuentran
en pacientes de la tercera edad, sin embargo pueden aparecer en diversas etapas de la vida.
La mé4s comin es la enfermedad de Alzheimer en cuya fisiopatologia se encuentra
involucrada la formacién placa amiloide, proceso donde existe una disminucién del
neurotransmisor acetilcolina por el aumento de la actividad de la acetilcolinesterasa y la

presencia de radicales libres (Rubinsztein, 2006).

Los radicales libres son sustancias quimicas reactivas que se producen durante el
metabolismo normal, pero su acumulacién se puede deber a factores como la disminucién

de antioxidantes fisiol6gicos (Grisham; McCord, 1986).

Los antioxidantes presentes en las especies vegetales pueden servir como tratamiento
alternativo para la disminucién de la sintomatologia en los sindromes neurodegenerativo, al
disminuir la cantidad de radicales libres lo que retarda la formacién de la placa amiloide y
por ende la pérdida de la memoria. Por lo anterior, en el presente estudio se evalué la
actividad antioxidante de los extractos diclorometdnicos y metandlicos de cinco especies
vegetales utilizadas popularmente por la poblacién para afecciones relacionadas a la
memoria y que estan siendo evaluados por su actividad inhibitoria de la acetilcolinesterasa:
Brugmansia candida Pers, Chiranthodendron pentadactylon Larr., Erythrina berteroana
Urb., Ternstroemia tepezapote Schlect. & Cham., y Wigandia urens (Ruiz & Pav.) Kunth
var. caracasana (Kunth) D. Gibson. Esta evaluacion se realiz6 de forma cuntitativa por el
método de DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazina) en los extractos metandlicos y por la
técnica cualitativa de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio)

para ambos extractos.

Se encontré por el método de referencia que todas las especies presentan actividad
antioxidante, siendo el extracto metandlico de Chiranthodendron pentadactylon el de
mayor actividad. El método cualitativo de MTT evidencid actividad antioxidante en las

especies estudiadas con excepcion de Wigandia urens var. caracasana.



También se estandariz6 la metodologia cuantitativa de la actividad antioxidante por el
método de MTT, sin embargo no se pudo hacer una comparacién de los resultados
obtenidos con esta metodologia y el método de referencia de DPPH, ya que la primera

present6 resultados no concluyentes de actividad.



3. DEFINICION DEL PROBLEMA

Los sindromes neurodegenerativos son afecciones de la memoria y la conducta, de las
cuales la forma mas frecuente es la enfermedad de Alzheimer, que afecta principalmente a
personas de la tercera edad. El principal factor involucrado en la enfermedad de Alzheimer
es una deficiencia o disminucién de los niveles de acetilcolina, sin embargo el incremento
de las sustancias oxidativas contribuyen a la formacion de la placa amiloide y degeneraciéon
de las funciones cerebrales (Hensley et al., 1994). Las sustancias oxidativas son radicales
que conducen a reacciones no controladas, resultando en dafios oxidativos importantes en
macromoléculas biolégicas como 4cidos nucléicos, proteinas y lipidos (Halliwell, 1994).
Las sustancias antioxidantes presentes en muchas especies vegetales pueden disminuir este

dafio producido por los radicales libres

El estudio de la actividad antioxidante de sustancias presentes en las especies
vegetales se ha trabajado en la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia desde 1996 por
Velasquez y colaboradores (Bolafios, 2003, Calderén, 2007, Caballeros, 2001, Ramirez
2004). En el ano 2007 se inicia con otro estudio por Caceres y colaboradores, donde se
evalué la actividad antioxidante de especies medicinales como persevantes de alimentos y
desarrollo de nutricéuticos (Caceres et al, 2009). Actualmente en Guatemala no existen
estudios de esta actividad asociados con la prevencion de la formacién de la placa amiloide

y la mejora de afecciones relacionadas con la pérdida de la memoria.

En el presente estudio se evalud la actividad antioxidante de cinco especies vegetales
que se utilizan por la poblacion guatemalteca en el tratamiento de afecciones nerviosas o de
la memoria por el método cuantitativo de DPPH y el cualitativo de MTT; y se estandarizé
la metodologia cuantitativa utilizando MTT con el fin de comparar los resultados obtenidos

con el método de DPPH.



4. JUSTIFICACION

El presente estudio evalud la actividad antioxidante de cinco especies vegetales las

cuales se utilizan por la poblacién para el tratamiento de distintas afecciones de la memoria.

La actividad antioxidante tiene una funcién importante en estos sindromes
neurodegenerativos ya que contribuye a la disminucién de radicales libres (especies
quimicas reactivas que degeneran las funciones cerebrales), los cuales se sabe que, aunque
no son la principal causa de estas patologias, si estdn directamente involucrados en la
fisiopatologia de la enfermedad por su contribucién a la formacion de la placa amiloide

(Hensley et al., 1994).

La evaluacion de la actividad antioxidante ha sido estudiada en Guatemala desde
1996 por Veldsquez y colaboradores en la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia;
desde el 2007 se estd evaluando actividad en especies vegetales medicinales como
persevantes de alimentos y desarrollo de nutricéuticos (Bolafios, 2003; Calderén, 2007;
Caballeros, 2001; Ramirez 2004). A la fecha, no se ha evaluado esta actividad en plantas
que se utilizan para mejorar la actividad cerebral, inhibir la formacién de la placa amiloide
y disminuir la pérdida de la memoria. Existen evidencias que ciertos componentes
bioactivos presentes en extractos de plantas, pueden inducir mecanismos de
neuroproteccion, inmunomodulacién o bien evitar el estrés oxidativo (Auroma et al., 2003).
Por tanto, es importante su evaluacion con el fin de contar con opciones terapéuticas a

partir de especies vegetales y contribuir a la validacion de su uso popular.

En el estudio se determiné la actividad antioxidante por el método cuantitativo de
referencia de DPPH y de forma cualitativa y cuantitativa con MTT, esto dltimo con el fin
de contar con otra metodologia alternativa, ya que la de referencia es solo para compuestos

polares.



5. MARCO TEORICO

5.1 Radicales libres

Las moléculas end6genas o exdgenas que son receptoras de electrones (como es el
caso del oxigeno) reaccionan facilmente con radicales libres y se convierten ellas mismas
en radicales; estas moléculas se conocen como especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus
siglas en inglés) (Grisham; McCord, 1986). Estos compuestos incluyen el anién superéxido
(Oe,), el perdxido de hidrégeno (H,0O,) y los radicales hidroxilo (¢OH), los cuales inducen
el daio oxidativo de biomoléculas (lipidos proteinas y acidos nucléicos) (Halliwell, 1994);

este dafio eventualmente produce enfermedades degenerativas en humanos (Pincemail,

1995).

El dafo producido por las especies reactivas de oxigeno es un proceso natural que no
se puede evitar, ya que estos compuestos son producidos por el metabolismo normal del
cuerpo y son importantes en funciones fisiologicas (por ejemplo por la actividad de la
lipooxigenasa durante la formacion de prostaglandinas o en reacciones fisicoquimicas).
Debido a su alta reactividad, su acumulacién produce dafio que afecta la estructura celular y

la integridad funcional (Ke et al., 2004).

Tabla 1. Formacion de ROS por la reduccion del oxigeno molecular en la cadena de

transporte de electrones

Reaccion de formacion Nombre del radical
O,+e+H'> HO, radical hidroperoxilo
HO, = H'+ Oy radical superoxido
O, +2H "+ e = H,0, peréxido de hidrégeno
H,O, + e 2 OH- + OH radial hidroxilo
(VVOH+e+H" 2 H,0O
02-+H,0, =2 OH-+0H+0, Reaccion Haber—Weiss
Fe’* + H,0, > OH- + OH + 3+ Reaccién de Fenton

Fuente: Ke et al., 2004



Desde hace aproximadamente 10 afos, se ha incrementado el estudio de los
polifenoles, sustancias que se encuentran en especies de origen vegetal, casi todos ellos

poseen actividad antioxidante importante (Scalbert et al., 2005).

La funcién principal de los polifenoles se encuentra asociada a la prevencion de
enfermedades asociadas con el estrés oxidativo, como son los procesos degenerativos de la
memoria (Robards; Antolovich, 1997). El grupo de polifenoles incluye los fenoles simples,
acidos fendlicos, 4cidos hidroxicindmicos, estilbenos, flavonoides y proantocianidinas

(Wollenweber, 1993).

Los antioxidantes son entonces, compuestos que inhiben o retrasan la oxidacién de
otras moléculas al terminar el inicio o la propagacion de la cadena de reacciones de
oxidacién (Lindenschmidt et al., 1986). Esta actividad antioxidante también se le atribuye a
otras especies quimicas diferentes a los polifenoles, como lo son las vitaminas,

carotenoides, terpenos, alcaloides, flavonoides, lignanos, etc. (Liu; Ng, 2000).

5.2 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es una condicion causada por un desequilibrio entre la produccion
de oxigeno reactivo y la capacidad de un sistema bioldgico de detoxificar rdpidamente los
reactivos intermedios o reparar el dafio resultante. Todas las formas de vida mantienen un
entorno reductor dentro de sus células. Este entorno reductor es preservado por las enzimas
que mantienen el estado reducido a través de un constante aporte de energia metabdlica.
Desbalances en este estado normal redox pueden causar efectos téxicos a través de la
produccién de peréxidos y radicales libres que dafian a todos los componentes de la célula,
incluyendo las proteinas, los lipidos y el 4cido desoxiribonucléico (ADN) (Schafer;

Buettner, 2001).

En el ser humano, el estrés oxidativo estd involucrado en muchas enfermedades,
como la aterosclerosis, la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer y
también puede ser importante en el envejecimiento. Sin embargo, las especies reactivas de

oxigeno pueden resultar beneficiosas ya que son utilizadas por el sistema inmunitario como
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un medio para atacar y matar a los patégenos. Las ROS son también utilizadas en la

sefializacion celular (Lennon ef al., 1991).

5.3 Desordenes neurodegenerativos y afecciones de la memoria
Neurodegeneracion es el término generalizado para definir la pérdida progresiva de la
estructura o funcién de las neuronas, incluyendo la muerte de las mismas (Rubinsztein,

2006).

Muchas enfermedades neurodegenerativas como las enfermedades de Parkinson,
Huntington y Alzheimer se producen como resultado de procesos oxidativos. El
descubrimiento de similitudes en las fisiopatologias de estas enfermedades ofrece la
esperanza de avances terapéuticos, ya que se podrian mejorar muchas de estas
enfermedades de una forma simultdnea. Entre las caracteristicas fisiopatoldgicas de estas
enfermedades neurodegenerativas se encuentran el ensamble de proteinas atipicas y la
muerte celular inducida por el estrés oxidativo. La neurodegeneracion por lo general es un
proceso que aparece con la edad y que se caracteriza por desérdenes neurolégicos que se
manifiestan por dafio de las neuronas, asi como el deterioro severo y cronico de la memoria

y el movimiento (Rubinsztein, 2006).

5.3.1 Enfermedad de Alzheimer (EA):
También llamada demencia senil de tipo Alzheimer (SDAT), es la forma mas comun
de demencia. Es una enfermedad hasta el momento incurable y terminal. Fue descrita por

primera vez por el psiquiatra y neuropatélogo alemdn Alois Alzheimer en 1906

(Brookmeyer et al., 1998).

En general se diagnostica en personas mayores de 65 afios, aunque de forma menos
frecuente puede presentarse en edades mds tempranas (Berchtold; Cotman, 1998). Se
estima que alrededor de 26.6 millones de personas en todo el mundo padecian esta
enfermedad para el afio 2006, y se cree que estos valores podrian cuadruplicarse en el 2050

(Brookmeyer et al., 1998).



11

5.3.1.1 Estadios de la enfermedad

5.3.1.1.1 Pre demencia: Los primeros sintomas se confunden
frecuentemente con sintomas relacionados al envejecimiento o el estrés. Las pruebas
neuropsicoldgicas pueden revelar problemas cognitivos leves incluso hasta ocho afios antes
de que el paciente presente el cuadro clinico cldsico de la enfermedad. Los primeros
sintomas pueden afectar la mayoria de actividades de la vida diaria. El déficit mas evidente
es la pérdida de la memoria a corto plazo, asi como la incapacidad para adquirir nueva
informacién. También pueden presentarse problemas sutiles en la atencién, planificacion,
flexibilidad, pensamiento abstracto o impedimentos en la memoria semantica (memoria de

significados, las relaciones y el concepto) (Brookmeyer et al., 1998).

5.3.1.1.2 Demencia moderada: los pacientes pueden realizar
tareas con cierta independencia (como usar el bafio), pero requieren asistencia en la
realizacion de tareas més complejas (como ir al banco, pagar cuentas, etc.). Paulatinamente
llega la pérdida de aptitudes como las de reconocer objetos y personas. Ademads, pueden
manifestarse cambios de conducta como arranques violentos. Los problemas del lenguaje
son cada vez mds evidentes debido a la inhabilidad para recordar el vocabulario y las
capacidades para leer y escribir empeoran progresivamente. Las secuencias motoras
complejas se vuelven menos coordinadas. Durante esta fase, la memoria a largo plazo, que

hasta ese momento permanecia intacta, se deteriora (Brookmeyer et al., 1998).

5.3.1.1.3 Demencia avanzada: La enfermedad trae deterioro de
masa muscular perdiéndose la movilidad, incapacidad de alimentarse a si mismo e
incontinencia El lenguaje se torna severamente desorganizado llegdndose a perder

completamente (Brookmeyer et al., 1998).

5.3.1.2  Elestrés oxidativo en la enfermedad de Alzhaimer
Existe evidencia de la relacién entre la formacion de placas B-amiloides, el estrés
oxidativo y la neurotoxicidad que conforman la fisiopatologia de la enfermedad. La

formacion de la placa amiloide y su proteina precursora se ve inducida por el sistema
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generador de ROS catalizado por metales (hemoglobina, hemina o Fe®*, en combinacién

con H,O,) (Hensley et al., 1994).

Otro mecanismo involucrado es el aumento de la enzima acetilcolinesterasa, (enzima
humana de que se encuentra en los tejidos nerviosos cuya funcién principal es hidrolizar al
neurotransmisor acetilcolina), la cual inhibe la trasmision sindptica del impulso nervioso

(Soreq; Seimand, 2001).

5.3.1.3 Tratamiento
Los medicamentos utilizados como la galantamina y fitoestigmina tienen accioén
inhibitoria sobre la acetilcolinesterasa, sin embargo pueden presentar hepatotoxicidad por
su uso a largo plazo. Ademds muchas de estas drogas no previenen ni revierten el dafo
producido. Por tanto, hay una constante busqueda de nuevas drogas que produzcan con

menor toxicidad y sean més eficaces en el tratamiento (Soreq; Seimand, 2001).

5.3.2  Enfermedad de Parkinson
Enfermedad degenerativa del sistema nervioso central producida por la pérdida de
neuronas en la materia gris y la disfuncién de los circuitos neuronales relacionados con el

control de los movimientos corporales (Shapira et al., 1992).

Los sintomas mas tipicos de la enfermedad son la bradicinesia (lentitud de los
movimientos voluntarios), acinesia (ausencia de movimiento), la rigidez muscular y el
temblor, si bien suelen coexistir otros sintomas tanto sensitivos como vegetativos,
cognitivos y afectivos. Es un trastorno propio de personas de edad avanzada, aunque

existen formas de inicio juvenil (Shapira et al., 1992).

5.3.2.1 El estrés oxidativo en la enfermedad de Parkinson
La fisiopatologia de la enfermedad incluye el proceso agresion especifica y cambios

asociados al envejecimiento.
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Los mecanismos se deben a que las neuronas pierden la sustancia gris, el cual es un
proceso de estrés oxidativo. El dafio resultante de una sobreproducciéon de ROS, donde se
excede la capacidad antioxidante del cerebro, se puede deber a:

- Aumento del depdsito de hierro en la sustancia negra,
- disminucién de la ferritina y el glutation y

- defectos en la funcién de la cadena respiratoria (Shapira et al., 1992).

5.3.3  Esclerosis lateral amiotréfica

También conocida como enfermedad de neurona motora (MND) o enfermedad de
Lou Gehrig. Se caracteriza por una degeneracion de las neuronas motoras de la corteza
cerebral, médula espinal y el cerebro. Un 10% de los casos son de origen genético como
consecuencia de un gen autosémico dominante, que produce una mutacién del gen

superoxido dismutasa (Barber et al, 2006).

La debilidad muscular implica dificultad para caminar y la dificultad de coordinacion
en alguna de las extremidades (las manos, especialmente). La extension de ese
debilitamiento y de la pardlisis del tronco termina por provocar problemas para masticar,
tragar y respirar. Progresivamente, aparecen movimientos musculares anormales como
fasciculaciones, espasmos, sacudidas, calambres, debilidad, pérdida de masa muscular o de
peso corporal. No se ven afectadas las facultades intelectuales, 6rganos de los sentidos,

esfinteres o funcion sexual (Barber et al, 2006).

Existen algunos mecanismos propuestos por medio de los cuales actian ciertos
farmacos utilizados en el tratamiento de esta patologia, dentro de los cuales se encuentra
(Aggarwal; Cudkowicz, 2008):

5.3.3.1 Agentes antiexitotécicos (riluzole, gabapentin, topiramato)

5.3.3.2 Antioxidantes (vitamina E, glutatiéon, N-acetilcisteina, coenzima Q10,

selegilino, topiramato)

5.3.3.3 Inmunomoduladores (gangliosido, interferon beta-1A, ciclofosfamida)

5.3.3.4 Reguladores de calcio (verapamil, nimodipina)
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5.3.3.5 Metabolismo energético (monohidrato de creatina, coenzima QI10, L-
treonina)

5.3.3.6 Factores troficos (factor neutrofilico ciliar, factor derivado del cerebro,
hormona liberadora de tirotropina)

5.3.3.7 Anti-apoptético (omigapil, minociclina, pentoxifilina)

5.3.3.8 Antiinflamatorio (celecoxib, minociclina, pentoxifillina)

5.3.3.9 Parasimpatomimético (3,4-diaminopiridina, fitostigmina)

5.3.4  Elestrés oxidativo en la enfermedad esclerosis lateral amilotrépica
A pesar que la esclerosis lateral amilotrépica es causada por defecto en un solo gen
(mutaciones en la enzima Cu-Zn superdxido dismutasa (SOD1)), la enfermedad es el
resultado de una cascada compleja que implica la diafonia entre las neuronas motoras, las

células glia y los muisculo (Carri; Grignasch; Bendotti, 2006).

La pérdida del gen superéxido dismutasa produce la pérdida de las neuronas,
disminucién del transporte de glutamato y del antioxidante N-acetilcisteina. Este dltimo

predispone al dafio por los radicales libres (Gurney et al., 1994).

5.4 Vulnerabilidad del cerebro ante el estrés oxidativo (Ke ef al., 2004).

El cerebro constituye un érgano susceptible ante el daio producido por radicales libre
debido a las siguientes caracteristicas:

5.4.1  El cerebro que constituye inicamente un 2% del peso del cuerpo, consume el
50% del oxigeno total inspirado. El 5% del oxigeno consumido por las células se estima
que se reduce a ROS, por lo tanto grandes cantidades de ROS se pueden generar en el
cerebro comparado con otros tejidos que utilizan menos oxigeno.

5.4.2  El cerebro es rico en 4cidos grasos poliinsaturados que son particularmente
susceptibles al dafio por ROS.

5.4.3  El liquido cefalorraquideo contiene complejos de hierro y cobre de pequefio
peso molecular, que catalizan la formacién de radicales hidroxilos altamente reactivos. Es
pobre en antioxidantes, transferrina y ceruloplasmina que normalmente bloquean la

agregacion de estos metales. La liberacion de neurotransmisores exitatorios inducen una
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cascada de reacciones en las membranas postsindpticas, dando como resultado la formacion
de ROS. Dependiendo de la densidad de las neuronas esto puede causar lesiones localizadas
en el sistema nervioso.

5.4.4 La liberacion de ROS durante la oxidacién de la dopamina por la
monoaminoxidasa en las terminaciones nerviosas de las neuronas dopaminérgicas puede
producir un aumento del estrés oxidativo en ciertas regiones del cerebro, como la sustancia
gris. Este mecanismo tiene un rol importante en la enfermedad de Parkinson

5.4.5 El 6xido de nitrégeno (NO) es formado en las neuronas por la enzima oxido
nitrico sintetasa, la cual estd distribuida ampliamente en el cerebro y es activada por la
calmodulina. La interaccion del NO con el radical superdxido se cree que estd implicada no
solo en el metabolismo normal de las neuronas sino también en su degeneracion.

5.4.6 El 4cido ascérbico que puede actuar como un antioxidante, asi como un
prooxidante, estd presente en elevadas concentraciones tanto en la materia gris como la
materia blanca del cerebro. Actia como prooxidante cuando el hierro libre de las regiones
del cerebro aumenta durante la hemorragia intracerebral.

5.4.7  El cerebro contiene una menor proporcion de catalasa y glutation peroxidasa
comparado con el higado.

5.4.8 Un antioxidante enddégeno producido por la gliandula pineal llamado
melatonina disminuye la cantidad de ROS, pero su concentracién disminuye en forma
marcada con la edad.

5.4.9 El dafio neuronal por ROS tiende a ser acumulativo durante el tiempo.

La disfuncién mitocondrial, el estrés oxidativo y la disminucién del metabolismo son
elementos en comun que conllevan al dafio neurodegenerativo, incluyendo ademds el

envejecimiento normal del cerebro (Jordan et al., 2003).

5.5 Papel de los antioxidantes
Los antioxidantes endégenos o exdgenos pueden reducir la concentraciéon de ROS, al
inhibir o retrasar la oxidacion de las sustancias. Esto se puede llevar a cabo disminuyendo

propiamente la concentracién de los ROS o metales que catalizan la oxidacién (Fe®*, Cu™,
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etc.) o interferir con la cadena de reacciones que desencadenan la oxidacién. También

pueden actuar fortaleciendo el sistema de defensa antioxidante celular.

Los antioxidantes se clasifican de la siguiente forma, de acuerdo a su mecanismo de
accion:

5.5.1 Actividad antioxidante enzimadtica: actian especificamente sobre los ROS
después de que se han formado y posteriormente los degradan:

5.5.2 Eliminacién catalitica de las ROS por enzimas peroxidasas como la
superoxido bismutasa, catalasas y peroxidasas

5.5.3 Actividad antioxidante preventiva: bloquean los promotores de secuenciacion
de la oxidacién y la transicién de metales como hierro y cobre.

5.5.4 Actividad de inhibicién o interrupcion de la reaccién antioxidante: interfieren
en la reaccion al ser oxidados antes que los radicales libres disminuyendo de esta forma la
energia disponible para la reaccion (Murthy, 2001).

5.5.5 Compactacién de las ROS por agentes de bajo peso molecular (incluyendo
glutation, o-cetoécidos, 4cido lipoico y coenzima Q) o por moléculas obtenidas de la dieta
(vitaminas C y E)

5.5.6 Proteccién de las biomoléculas por proteinas de choque térmico que actian

reparando o removiendo las proteinas dafadas (Sian et al., 2006).

5.6 Estudios recientes sobre la actividad antioxidante de especies vegetales
De los estudios més recientes encontrados de actividad antioxidante destacan los

siguientes:

En las hierbas medicinales y culinarias utilizadas en Noruega se demostré que la
actividad antioxidante mds potente se encuentra en Origanum vulgare L. (orégano), Salvia
sp. (salvia), Mentha x piperita L. (menta), Thymus vulgaris L. (tomillo), Melissa officinalis
L. (melisa) y Eugenia caryophyllata Thunb (clavo) (Dragland et al., 2003) y ciertas
especies de las familias Rosaceae, Ericaceae, Asteraceae y Punicaceae (Halvorsen et al.,

2002).
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En un estudio de 104 vegetales, frutas, bebidas y aceites que se consumen en Italia se
demostré la actividad antioxidante utilizando tres metodologias diferentes, donde la mejor
actividad se encontrd en espinaca, pimientos, esparragos y diversas bayas (Pellegrini et al.,

2003).

En diez especies medicinales de Portugal se encontré que M. officinalis, Hypericum
undulatum Schousb. ex Willd, Laurus nobilis L. y Lavandula pedunculata L. poseen
actividad antioxidante y son inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (Ferreira et al.,

2006).

En 70 plantas medicinales usadas en Croacia la actividad antioxidante determinada
por el método de reduccidn férrica y fenoles presentd valores sobresalientes la especies de

M. officinalis (Katalinic et al., 2006).

De acuerdo a la base de datos de fitoquimica USDA 2003 algunas especies vegetales
con elevado contenido de antioxidantes son Glicine max L. (frijol de soya), Camelia
sinensis L. (té), Foeniculum vulgare Mill (hinojo), orégano, Allium cepa L. (cebolla), T.
vulgaris, Myristica sp. (nuez), Psidium guajava L. (guayaba), Cocos nucifera L. (coco) y

otras especies menos conocidas (Suhaj, 2006).

5.7 Estudios de actividad antioxidante en Guatemala

Se ha investigado especies vegetales guatemaltecas en las Universidades de Salerno,
Italia y Granada, Espafia conjuntamente con la Universidad de San Carlos de Guatemala.
Estos estudios se realizaron con el apoyo del Laboratorio de Investigaciéon de Productos
Naturales (LIPRONAT) y el Laboratorio de Bioensayos del Departamento de
Citohistologia la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. También se ha evaluado la
actividad antioxidante en trabajos de tesis ad gradum. Dentro de dichos estudios se pueden
citar los siguientes

Sobre la estandarizacion de métodos de actividad antioxidante, uno de los primeros

estudios de tesis ad gradum en Guatemala fue el de Caballeros en el 2001. En este estudio
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se busco la optimizacién de dos métodos para el tamizaje de la actividad antioxidante de

extractos vegetales.

El extracto etandlico de pericon (Tagetes lucida L.) tienen actividad antioxidante

superior al a-tocoferol, la cual se le atribuye a los flavonoles (Aquino et al., 2002).

En cinco especies usadas en el Caribe guatemalteco para enfermedades infecciosas,
tres de ellas: Acalypha guatemalensis Pax. et Hoffm., Ocimum micranthum Willd. y Smilax
spinosa Mill. presentaron actividad significativa en modelos de antioxidacién y

peroxidacion lipidica (Navarro et al., 2003).

Se evaluaron jugos de fruta producidos industrialmente (que incluyé a 28 tipos
diferentes) donde se determiné que tienen propiedades antioxidantes, lo cual no cambia con

la presencia o ausencia de aditivos (Bolafios, 2003).

La raiz de Valeriana prionophylla Standl. demostré actividad antioxidante y

vasorelajante (Piccinelli et al., 2004).

Un estudio realizado sobre el efecto de la administracion oral de extractos vegetales
con actividad antioxidante, sobre los niveles sanguineos de glutatién, peroxidasa en la rata
demostré que el tratamiento dado a los dos grupos experimentales fue efectivo, ya que los
valores de glutation peroxidasa disminuyeron significativamente desde el dia 14 para

ambos tratamientos (Ramirez, 2004).

Se evalud la actividad antioxidante de alimentos nativos guatemaltecos encontrando
que Crotalaria longirostrata Hook & Arn, Lycianthes synanthera (Sendtn.) Bitter, Solanum

americanum Mill y Solanum wendlandii Hook. poseen actividad significativa (Salazar et

al., 2006).

En el 2007 se evalud la actividad antioxidante total de jugo de naranja almacenado
bajo distintas condiciones, donde se demostré que ésta se ve modificada por el tiempo de

almacenamiento, los compuestos fendlicos totales son afectados por la temperatura de
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almacenamiento y la vitamina C no sufre variaciones significativas por las condiciones de
almacenamiento a las que se sometieron los jugos en este estudio. Aun asi, los cambios
observados no afectan significativamente las propiedades antioxidantes de los jugos

analizados (Calderén, 2007).

Durante 2008 en el proyecto FODECYT 28-2007, se han estandarizando
procedimientos macrométricos, micrométricos y por cromatografia en capa fina (TLC) para

evaluar la actividad antioxidante de especies vegetales nativas (Céceres et al., 2009).

5.8 Metodologias de evaluacion de la actividad antioxidante
Se han desarrollado una gran variedad de métodos para medir la inhibicion de las
ROS. Bésicamente, se basan en la inhibicion de estas especies por la presencia de

compuestos antioxidantes.

Entre los métodos se incluye la utilizacién de radicales coloreados como el radical del
acido 2,2’-azinobis-(3-etilbenztiazolina-6-sulfonato (ABTSe+) y el radical de 1,1-difenil-2-
picrilhidrazina (DPPHe) (Miller; Rice-Evans, 1997, Sdnchez-Moreno et al., 1998).

Debido al aumento en la demanda de informacion sobre la actividad antioxidante de

las especies se requiere un método rapido y sensible.

5.8.1 Método por TLC: consiste en la aplicacion de la muestra, estandar antioxidante
acido galico y acido ascérbico (1 mg/mL) en una placa cromatografica de silica gel 60F;s4
y dejarla correr en wuna solucién saturada (acetato de etilo:dcido acético:dcido
férmico:agua). Los extractos con actividad antioxidante presentan decoloracién del DPPH

en las bandas respectivas.

5.8.2 Método colorimétrico con DPPH: es un radical libre utilizado para evaluar la
actividad atrapadora de radicales de un compuesto o extracto vegetal (Ravishankara et al.,
2002). Se prepara una serie de tubos de reaccidon por ensayo, donde se coloca blanco del

control y tamp6n de acetato (tubo 1), acetato y metanol (tubo 2), extracto de la muestra
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(tubo 3), tampdn de acetato, metanol, extracto y soluciéon de DPPH (tubo 4). Se incuba a
temperatura ambiente por 30 min. y posteriormente la absorbancia se lee en un
espectrofotometro (517 nm) contra el blanco de cada muestra. Se interpola el valor de Clsy,
que es la concentracidon del extracto requerida para disminuir un 50% la absorbancia de

DPPH (Lima, 2003).

5.8.3 Actividad reductora de Fe™ a Fe**: Se utiliza el método descrito por Oyaizu en
1986, donde al extracto se le adiciona amortiguador de fosfatos y ferrocianuro de potasio.
La mezcla se incuba durante 20 min. a 50°C y se le agrega dcido tricloroacético. Se
centrifuga y separa el sobrenadante. Las lecturas de absorbancia se determinan a 700 nm

(Duh et al., 1997).

5.8.4 Determinacion de la activad antioxidante en el sistema de emulsion del acido
linoléico: Se determina la actividad antioxidante como el grado de inhibicién de la
peroxidacion del acido linoléico. A una solucién de dicho dcido y amortiguador de fosfatos
se le agrega muestra de las especies vegetales en estudio. La mezcla es incubada a 40°C y
se mide en diferentes dias el grado de oxidacion. Los valores de absorbancia de la mezcla

se leen a 500 nm para obtener el contenido de peroxidacién. (Parras et al., 2007).

5.3.1 Determinaciéon de los compuestos fendlicos: Las muestras se preparan
agregando agua, reactivo de Folin-Ciocalteu, carbonato de sodio (Na,COs3) y muestra. Se
realiza la lectura espectrofotométrica de la absorbancia a 765 nm. Utilizando una curva
patrén se calcula la concentracion de compuestos fendlicos totales expresados como

equivalentes de dcido galico/g de peso seco (Lima, 2003).

5.9 Ficha técnica de las plantas en estudio
5.9.1 Brugmansia candida Pers
5.9.1.1 Familia: Solanaceae

5.9.1.2  Sinonimias: Datura candida (Pers.) Safford
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5.9.1.3 Nombres vernaculos: florifundia, campana, floripondio, kampani

(Quechi), kevapunta trompetero (Gentry; Standley, 1974).

5.9.1.4  Descripcién botdnica: Arbusto siempre verde de 2-4 m de altura con
ramas suavemente pubescentes. Hojas alternas, ovadas, de 15-25 cm de longitud, de color
verde grisdceo, tomentosos. Flores blancas, atrompetadas, colgantes, de 25-30 cm de
longitud, muy fragantes durante la noche, caliz corto, mds o menos persistente. Fruto tipo
capsula de 7-10 cm de longitud, colgante, con numerosas semillas reniformes (Lillo;

Sanchez, 2004).

5.9.1.5 Composiciéon quimica: Los principales compuestos quimicos son
alcaloides tropanos como la hiosciamina, atropina y escopolamina. Las semillas y las flores
son la principal fuente de estos alcaloides, sin embargo se pueden encoentrar en toda la

planta (Fonnegra; Botero, 2006).

5.9.1.6  Usos medicinales atribuidos: La infusioén o la decoccién de las hojas
se usa en cataplasmas para aliviar los dolores reumadticos y artriticos. Su principal uso es
como embriagante y alucindgeno. Todas las partes de la planta son altamente téxicas y

narcéticas (Fonnegra; Botero, 2006).

Es utilizada por los nativos de El Salvador en varios casos de problemas de memoria,
se utilizan las flores para hacer una decoccién. El género Brugmansia es conocido por sus
alcaloides tropédnicos que son tdxicos, por lo que el remedio deben ser tratados con la

debida cautela (Adams; Gmiinder; Hamburger, 2007).

5.9.2 Chiranthodendron pentadactylon Larr.

5.9.2.1 Familia: Sterculiaceae

59.22 Sinonimias: Cheirostemon platanoides Humb. & Bonpl., C.
platanoides Baill (Caceres, 1996).
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5.9.2.3 Nombres verndculos: Mano de leén, Tayuyo, Canac, Q’anaq’, Mano
de mico, Arbol de las manitas, Majagua, mapastchil (del Nahuatl macpal-xochitl que
significa “flor de mano”), Cacpalxochitl, Papasuchil, Ranac, Palo de tayuco, Teyacua,

Mapilxochitl, Mano de dragén, Palo de yaco (Céceres, 1996).

59.24 Descripcion boténica: Arbol grande, de 12-30 m de alto o mads,
tronco de 1-2 m de didmetro. Hojas palmatinervias largo pecioladas, mas o menos ovado-
redondeadas en su contorno, 12-30 cm de largo, subagudas a acuminadas, profundamente y
estrechamente cordada en la base, superficialmente lobadas o subentereas, verde oscuro y
glabrado arriba, densamente café-tomentoso abajo. Pedinculos mds cortos que el cdliz.
Caliz de 3.5-5cm de largo, café-tomentoso en la parte externa, glabro en la parte interna y
de un color rojo oscuro encendido, con una gran estructura nectarifera en la base de cada
I6bulo. La columna de estambres igualando el cdliz, sustentando en su dpice cinco largas
ramas curvadas, estas prolongdndose en puntas muy delgadas y ahusadas. La cépsula
oblongo-elipsoide, muy dura y lefiosa, 10-15 cm de largo, profundamente pentalobada, los
angulos estrechos y borde sin punta. Los arilos de las semillas son anaranjados (Standley;

Steyemark, 1949).

5.9.2.5 Composicién quimica: no hay informacién disponible.

5.9.2.6 Usos medicinales atribuidos: Se reporta que las flores son usadas por
los indigenas para el tratamiento de tulceras cronicas, oftalmia, inflamacién de los ojos y
hemorroides. La flor de manita también se recomienda cominmente para problemas del
corazdn, diarrea, disenteria, nervios, epilepsia, inflamaciones en la piel (dermatitis), llagas,
quemaduras, raspones. Las flores, corteza y hojas se usan en bafios para tratar las
hemorroides (Lemus, 1990, Linares et al., 1998). Ademas se utiliza para dolor de cabeza,

calmar los nervio y controlar la epilepsia (Morton, 1981).

A las flores y hojas se les atribuye propiedad analgésica, antiepiléptica, antiinflamatoria,
antiodontdlgica, astringente, cardiotdnica, catartica, diurética y emoliente (Niembro, 1990,

Orellana, 1987).
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5.9.3 Erythrina berteroana Urb
5.9.3.1 Familia: Fabaceae

5.9.3.2  Sinonimias: Erythrina neglecta Krukoff & Moldenke

5.9.3.3  Nombres verndculos: Pifion del pito, bucare espinoso, pifiéon de
cerca, pito, miche, coralillo (Guatemala), quilite (El Salvador), pitén (Honduras), elequeme
(Nicaragua), poro de montaiia (Costa Rica), gallito (Panamad), coralbean (Inglés). (Mena,

1994).

5.9.3.4 Descripciéon botdanica: Arbol de hasta 8 m de altura, a menudo
arbusto, con el tronco y las robustas ramas rodeadas de agudos aguijones. Hojas lampifas,
pinnadamente tres foliadas. Foliolos aovados, 5-15 cm de largo. Rémbicos. Flores vistosas
en racimos de 10-30 cm de largo. Rojo coral en forma de machete. Legumbre lineal,
moniliforme de 11-28 cm de largo, 1-1.5 cm de ancho algo aplanada. Semillas color

escarlata con una pequefia mancha negra (Standley; Steyermark, 1946).

5.9.3.5 Composicion quimica: la raiz y la corteza contienen flavonoides, las
hojas flavonoides y alcaloides. Tanto las hojas como las semillas contienen los alcaloides
erisodina, erisopina, erisotiopina: la madera ali y beta eritroidina. (Soto-Hernindez;

Jackson, 1993, Chawla; Jackson, 1982, Hernandez; Jackson, 1994)

5.9.3.6  Usos medicinales atribuidos: Las hojas y la corteza se utilizan por su
accion como hipndética, purgante y diurética (House et al., 1995). Se ha descrito su uso

etnomédico para el tratamiento de afecciones de la memoria (INN, 1978).

5.9.4 Ternstroemia tepezapote Schlect. & Cham.
5.9.4.1 Familia: Theaceae
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5.9.4.2 Nombres vernaculos: Baratillo, trencillo, chucul, hualicuc, uixlilil-
caax, pafiol, chique, roble, river craboo, trompillo, hierba del cura, tilo, flor de tila, tila

estrella, palo huaco (Martinez, 1992).

5.3.1.7 Partes usadas: Flores y frutos. Se emplean frescas o secas (Linares et

al., 1990).

5.9.4.3 Descripcion botdnica: Arbusto o arbol, algunas veces 15 m de alto,
con un tronco de 15 cm o mdas de didmetro. Hojas oblongo-ovadas u oblongo-
oblanceoladas, 7-13 cm de largo, principalmente 3-4 cm de ancho, obtusas o redondeadas
en el dpice o algunas veces subagudo, cuneadas o atenuadas en la base, enteras o levemente
crenuladas, los nervios inconspicuos en ambas superficies, algunas veces impresas arriba.
Pedicelos 1.5-2.5 cm de largo, bractéolas dos, desiguales, ampliamente ovadas o
suborbiculares, 2-3 mm de largo. Sépalos desiguales, los mds externos suborbiculares,
alrededor de 8 mm de largo, glandular-lenticulados, frecuentemente conspicuos o algo
enteros, pétalos rosado-blancuzcos, lanceolados u ovados, 8 mm de largo, agudos, unidos
hasta en la mitad de su longitud. Estambres cerca de 50 y 2-seriadas. Ovario bilocular, 4-5
ovulado, el estilo 6-7 mm de largo, el estigma puntiforme. Fruto cénico u ovoide cénico, 1-
2 cm de largo, 1-1.5 cm de ancho en la base (Standley; Steyermark, 1952, Stevens et al.,

2001).

5.9.4.4 Usos medicinales atribuidos: La flora de Guatemala reporta que en
Huehuetenango, la corteza de 7. fepezapote se emplea como uno de los numerosos
remedios para mordedura de serpientes (Standley; Steyemark, 1952). En Honduras se
utiliza para los nervios e insomnio. (Alcorn, 1984). El cocimiento de 7. sylvatica se utiliza
como calmante de los nervios. Un uso mds generalizado es para el tratamiento de
enfermedades del corazén y los nervios. 7. pringlei se usa para tratar los nervios y el
insomnio. En Michoacan, México, se usa para el alivio de dolores reumadticos. En Jalisco,
se recomienda contra la tos. Otras formas de preparaciéon incluyen las hojas, que son

aplicadas en baios (topicos) (Linares et al., 1990).
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Se puede utilizar en combinacién con otros ingredientes: El fruto de Ternstroemia
spp. mezclado con toronjil morado (Agastache mexicana (Kunth.) Lint et Epling), toronjil
blanco (Agastache mexicana spp. xolocotziana) y toronjil azul y chino (Dracocephalum
moldavica L.), hinojo (F. vulgare), flor de manita (C. pentadactylon), flor de azahar (Citrus
spp.), pasiflora (Passiflora spp.) y flor de platano (Musa x paradisiaca L.) se utiliza para el
tratamiento de enfermedades del corazon y de los nervios. Otra combinacién utilizada para
el tratamiento anterior es fruto de trompillo (Ternstroemia spp.), raiz de valeriana
(Valeriana spp.), azahar (Citrus spp.), hinojo (F. vulgare) y los tres toronjiles. Dado que
esta planta se considera de naturaleza caliente, se emplea con otras plantas de diferentes
caracteristicas para obtener compuestos templados para el tratamiento de enfermedades de

los nervios y del corazén (Linares et al., 1990).

5.9.5 Wigandia urens (Ruiz & Pav.) Kunth var. caracasana (Kunth) D. Gibson

5.9.5.1 Familia: Boraginaceae

5.9.5.2 Nombres comunes: Chichicaste, chocén, quemadora y ortiga

(Standley et al., 1973).

5.9.5.3 Descripcion botdnica: Arbusto de 2-5 m de alto, tallo herbiceo, con
pelusilla blanca. Hojas alternas, tallo acanalado, 50-60 cm de largo, dentado en la base,
agujas en el peciolo. Flores sésiles, moradas acampanadas de 1-2 cm de ancho. 5
estambres; cdliz persistente, hispido, estigma clava; ovarios ovoides sedosos, paniculas
terminales de 50-60 cm de largo. Cdpsula oblongo-cénica, 8 mm de largo, bivalva. Semillas

numerosas, pequeias, rugosas, café. (Gibson, 1970).

5.9.54 Composicién quimica: no hay informacién disponible

5.9.5.5 Usos medicinales atribuidos: La infusién de hojas y flores se usa para
diarrea, inapetencia, indigestion, retencidn urinaria, reumatismo, nerviosismo y tos ferina
(Aguilar, 1966, Diaz, 1976, Morton, 1981, INN, 1978). A la raiz se le atribuyen

propiedades diuréticas, febrifugas y sudorificas (Morton, 1981).
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6. OBJETIVOS

6.1 General

Contribuir en la determinacién de la actividad antioxidante de especies vegetales que
se utilizan por la poblacién guatemalteca para el tratamiento de enfermedades relacionadas

con los nervios y la memoria.

6.2 Especificos
6.2.1 Medir la actividad antioxidante de los extractos metandlicos de cinco

especies vegetales por la técnica de referencia de DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazina).

6.2.2  Evaluar extractos metandlicos y diclorometdnicos de las cinco especies por

el método cualitativo de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio).

6.2.3  Montar y validar la metodologia cuantitativa para determinar la actividad

antioxidante por técnica de MTT.

6.2.4  Comparar los resultados obtenidos tanto por la técnica de MTT como con el

método de referencia de DPPH para determinar si ambos métodos son similares.



7. HIPOTESIS

Al menos una especie vegetal posee actividad antioxidante en uno de sus extractos.

Los métodos de DPPH y MTT revelan resultados comparables entre si.
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8. AREA A INVESTIGAR

Estudio Farmacolégico de actividad antioxidante in silico de extractos vegetales.

28



29

9. MATERIALES Y METODOS

9.1 Universo
Plantas medicinales guatemaltecas utilizadas popularmente para afecciones

relacionadas con los nervios y la memoria

9.2 Muestra
Extractos diclorometdnicos y metandlicos de las especies
- Brugmansia candida (florifundia)
- Chiranthodendron pentadactylon (manita)
- Erythrina berteroana (pifion de pito)
- Ternstroemia tepezapote (tilo)

- Wigandia urens var. caracasana (chocon)

9.3 Diseiio estadistico
Disefio de estudio no probabilistico por conveniencia, utilizando andlisis de varianza

(ANOVA), con un intervalo de confianza del 95% (p=0.05)

9.4 Repeticiones
Cada ensayo de la determinacion de la actividad antioxidante se realiz6 por

cuadriplicado.

La validaciéon de la metodologia se realizO mediante curvas de calibracién en
diferentes siete dias y siete curvas en un solo dia, haciendo un total de siete repeticiones de

cada corrida.

9.5 Materiales
- Bolsas rojas para descarte
- Caja plastica horizontal para cdmara hiumeda
- Descartador de punzocortantes

- Espétulas



9.6

9.7

Frascos dmbar con tapén de rosca de 100 mL
Papel aluminio

Papel mayordomo

Pipetas automaticas de volumen variable
Pizetas con agua destilada

Placas de 96 pozos nuevas no estériles
Puntas para pipetas de 10, 100 y 1000 uL
Recipiente plastico de descarte

Recipiente pléstico para pesar

Tubos conicos de 15 y 50 mL

Vaso de precipitacion

Reactivos
Amortiguador PBS pH 7.5
Diclorometano
Dimetilsulféxido (DMSO)
DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazina)
Etanol al 70%

Metanol absoluto

MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio)

Equipo
Agitador de placas
Autoclave
Balanza analitica
Balanza semianalitica
Campana de flujo laminar
Espectrofotometro
Incubadora a 37°C
Refrigeradora a 5°C
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9.8 Metodologia

9.8.1  Obtencidn de extractos

Los extractos fueron proporcionados por el proyecto FODECYT 39-2008
(Evaluacion de la actividad inhibitoria de la acetilcolinesterasa por diez especies
medicinales y aromdticas nativas como posible fuente para el tratamiento de afecciones de

la memoria).

9.8.2  Determinacién de la actividad antioxidante por el método de DPPH
Se utilizaron microplacas no estériles de 96 pozos de fondo plano preparadas bajo luz
indirecta, tratando de proteger la reaccién de la luz que puede degradar el reactivo.
- Con pipetas automadticas se prepararon la serie de pozos con muestra, metanol y
solucién de DPPH 500 uM.
- Se pesaron 100 g de cada extracto y diluyeron en 10 mL de metanol.
- Antes de realizar la curva de lectura de la actividad antioxidante, se realiz6 una
lectura directa del extracto, de la siguiente forma:
- Pozo 1, blanco control (50 pL. de metanol)
- Pozo 2, control, (150 pL de solucién de DPPH);
- Pozo 3, blanco ensayo 1, (50 pL de muestra);
- Pozo 4, ensayo 1, (50 pLL de muestra y 150 pL de solucién de DPPH);
- Pozo 5, blanco ensayo 2, (15 pL. de muestra y 35 pLL de metanol);
- Pozo 6, ensayo 2, (15 puL de muestra, 35 pLL de metanol y 150 pL de

soluciéon de DPPH).
Muestra | Metanol Solucién de
(L) (L) DPPH (500pM)
Blanco Control -- 50 --
Control -- -- 150
Blanco 50 -- --
A
Ensayo 50 -- 150
B Blanco 15 35 --
Ensayo 15 35 150
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El porcentaje de inhibicién se calculé para que se encontrara entre el 70 y 10%; al
obtener valores mds altos se realizaron diluciones del extracto y se repitid
nuevamente hasta obtener un porcentaje de inhibicién adecuado,

Luego se realizé la curva de lectura con la dilucién que presentaba el porcentaje de
inhibicién adecuado.

Calculo de porcentaje de inhibicion:

% inhibicién = absorbancia del control—absorbancia del ensayo) *100.

Absorbancia del control

Curva de lectura

Se prepard una curva de lectura con 8 pozos de reaccién utilizando para cada pozo
el blanco respectivo.

La muestra y reactivos para cada pozo siguieron las siguientes proporciones:

- Pozo 1 50 pL de metanol

- Pozo 2: 50 uL. de DPPH

- Pozo 3: 200 pL muestra

- Pozo 4: 50 L de muestra 'y 150 uL. de DPPH

- Pozo 5: 180 pLL de muestra, 20 pLL de metanol

- Pozo 6: 45 pL. de muestra, 5 pL. de metanol y 150 pL de soluciéon de DPPH
- Pozo 7: 160 pL. de muestra y 20 de metanol

- Pozo 8: 40 pLL de muestra, 10 pLL de metanol y 150 pL de solucién de DPPH
- Pozo 9: 140 pL de muestra y 60 uL. de metanol

- Pozo 10: 35 pLL de muestra , 15 uLL de metanol y 150 uLL de DPPH

- Pozo 11: 120 pLL de muestra y 80 pL. de metanol

- Pozo 12: 30 pLL de muestra, 20 uLL de metanol y 150 uLL de DPPH

- Pozo 13: 100 pLL de muestra y 100 pLL de metanol

- Pozo 14: 25 pLL de muestra, 25 pLL de metanol y 150 uLL de DPPH

- Pozo 15: 80 puL de muestra y 120 pL. de metanol

- Pozo 16: 20 pLL de muestra, 30 pLL de metanol y 150 uLL de DPPH

- Pozo 17: 60 pL de muestra y 140 pL. de metanol

- Pozo 18: 15 pLL de muestra, 35 pLL de metanol y 150 uLL de DPPH
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Muestra | Metanol | Solucion de .
Pozo DPPH Concen.trac(;on
(”L) (llL) ( SOO[IM) aproximada
Blanco - 200 -
Control | | | |
Control --- --- 200
Blanco 1 200 -— -
1 1
Ensayo 1 50 - 150
Blanco 2 180 20 .
2 0.9
Ensayo 2 45 5 150
Blanco 3 160 40 .
3 0.8
Ensayo 3 40 10 150
Blanco 4 140 60 -
4 0.7
Ensayo 4 35 15 150
Blanco 5 120 80 -
5 0.6
Ensayo 5 30 20 150
Blanco 6 100 100 _—
6 0.5
Ensayo 6 25 25 150
Blanco 7 80 120 .
7 0.4
Ensayo 7 20 30 150
Blanco 8 60 140 —
8 0.3
Ensayo 8 15 35 150

A cada pozo se le hizo el respectivo blanco el cual incluye la misma proporcién de
muestra y metanol.
La placa se agité con un agitador para placas durante 30 segundos e incubd

temperatura ambiente protegidos de la luz durante 30 minutos.
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Las placas se leyeron en un espectrofotometro a una longitud de onda de 490 nm.

El porcentaje de inhibicion se calculd con los valores de % de inhibicién de la curva
de lectura (Y) y la concentracién aproximada (X), se realizé un andlisis de regresion
lineal y el cdlculo del valor de R

Las curvas se repitieron hasta obtener un valor de R cercano a 1 (Lima, 2003).

Los valores de actividad antioxidante se obtuvieron al realizar los siguientes cédlculos:

ICs0: 50 % - pendiente

Intercepto

mg de materia vegetal seca:

(Peso alicuota/ ml reconstitucién)*1000 * ICsq

1

mg de extracto:

mge materia vegetal seca

Dilucién

mg de extracto seco:

mg extracto— [(mg Extracto/100)*% Humedad]

9.8.3  Determinacién de la actividad antioxidante de los extractos por método

cualitativo de MTT

En un tubo cénico se pesaron 100 mg de cada uno de los extractos.

Los extractos diclorometdnicos se disolvieron previamente en 500 uL. de DMSO
para facilitar la solubilidad.

Se agreg6 un volumen hasta completar los 10 mL de solucién con PBS.

La concentracion final de cada extracto fue de 10 mg/mL

Se limpid la campana de la misma forma como se hizo en la estandarizacion de de
la metodologia.

Agregar los reactivos en los pozos de la placa de la siguiente forma:

- Al1-HI1: 200 uL de PBS

- A2-H2: 200 uL de reactivo de MTT
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- A3-H3: 150 uL de 4cido gélico (0.15625 mg/mL) y 50 uL de MTT (control de
cambio de coloracién de MTT)
- A4-H4: 150 uL de extracto (10 mg/mL) y 50 uLL de MTT
- Las placas se cubrieron con papel aluminio para evitar la oxidacién por la luz.
- Se incubaron las placas a 37°C en cdmara humeda durante 2 horas.
- Las placas se leyeron de forma visual de la siguiente forma:
o Actividad positiva: ausencia de coloracién morada

o Actividad negativa: coloracién morada

9.8.4  Montaje y estandarizacion de la metodologia por MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio)
- Se prepar6 una solucién de dcido gélico en agua a una concentracion de 10 mg/mL.
- La campana de flujo laminar se esterilizd, realizando una limpieza previa con
alcohol al 70% y dejando luz ultravioleta durante 15 minutos.
- Colocar dentro de la campana la placa de 96 pozos, pipetas automadticas, puntas para
pipetas (previamente autoclaveadas), plato para pesar y los tubos cénicos.
- Agregar los reactivos en los pozos de la placa de la siguiente forma:
o Al-H1:200 uL de PBS
o A2-H2:200 uL de reactivo de MTT
o A3-H3:200 uL de 4cido gélico (10 mg/mL)
o A4-H4: 150 uL de 4cido gélico (10 mg/mL) y 50 uL de MTT
o AS5-HS5: 150 puL de 4cido gélico (5 mg/mL) y 50 uL de MTT
o A6-H6: 150 puL de 4cido gélico (2.5 mg/mL) y 50 uL de MTT
o A7-H7: 150 puL de 4cido gélico (1.25 mg/mL) y 50 uLL. de MTT
o A8-HS8: 150 uL de 4cido gélico (0.625 mg/mL) y 50 uL de MTT
o A9-H9: 150 puL de 4cido gélico (0.3125 mg/mL) y 50 uL de MTT
o A10-H10: 150 pL de 4cido galico (0.15625 mg/mL) y 50 uL. de MTT
- Las placas se cubrieron con papel aluminio para evitar la oxidacién por la luz.
- Se incubaron las placas a 37°C en cdmara himeda durante 2 horas.
- Las placas se leyeron en un espectrofotometro a 490 nm y un filtro diferencial de

630 nM.
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Se tom6 como punto de corte los pozos en los cuales habia desaparicion de la

coloracién purpura.

9.8.5 Determinacion de la actividad antioxidante de los extractos por método

cuantitativo de MTT

En un tubo cénico se pesaron 100 mg de cada uno de los extractos.

Los extractos diclorometéanicos se disolvieron previamente en 500 pL. de DMSO
para facilitar la solubilidad.

Se agreg6 un volumen hasta completar los 10 mL de solucién con PBS.

La concentracion final de cada extracto fue de 10 mg/mL

Se limpid la campana de la misma forma como se hizo en la estandarizacién de de
la metodologia.

Agregar los reactivos en los pozos de la placa de la siguiente forma:

- Al-HI1: 200 uL de PBS

- A2-H2:200 uL de reactivo de MTT

- A3-H3: 150 uL de 4cido galico (0.15625 mg/mL) y 50 uL de MTT (control de

cambio de coloracién de MTT)

- A4-H4: 150 pL de extracto (10 mg/mL) y 50 uL. de MTT

- AS5-H5: 150 pL de extracto dilucién 1:2 (5 mg/mL) y 50 uL de MTT

- A6-H6: 150 pL de extracto dilucién 1:4 (2.5 mg/mL) y 50 uL de MTT

- A7-H7: 150 uL de extracto dilucién 1:8 (1.25 mg/mL) y 50 uL de MTT

- A8-H8: 150 uL de extracto dilucién 1:16 (0.625 mg/mL) y 50 pL. de MTT

- A9-H9: 150 pL de extracto dilucién 1:32 (0.3125 mg/mL) y 50 uL de MTT

- A10-H10: 150 pL de extracto dilucién 1:64 (0.15625 mg/mL) y 50 uL de MTT.
- Al1-H11: 150 pL de extracto dilucién 1:128 (0.0781 mg/mL) y 50 uL de MTT
- A12-H12: 150 pL de extracto dilucién 1:128 (0.0781 mg/mL) y 50 uL de MTT
Las placas se cubrieron con papel aluminio para evitar la oxidacién por la luz.

Se incubaron las placas a 37°C en cdmara humeda durante 2 horas.

Las placas se leyeron en un espectrofotémetro a 490 nm vy filtro diferencial de 630

nm.
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- Se tomé como punto de corte los pozos en los cuales habia desapariciéon de la

coloracién purpura.

9.8.6  Comparacion entre metodologia de DPPH y MTT
Los resultados se pretendian a analizar por medio de un andlisis de varianza para
precision y exactitud, sin embargo debido a los resultados obtenidos no fue posible hacer la

comparacion.
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10. RESULTADOS

10.1 Obtencion de extractos
Los extractos fueron proporcionados por el proyecto FODECYT 39-2008, los cuales

corresponden a las especies vegetales escogidas

En la Tabla 1, se describe el nombre comun, la parte utilizada, el lugar de colecta y
el nimero de herbario de cada una de las especies en el Herbario del Laboratorio de
Productos Naturales Farmaya.

Tabla 1. Especies utilizadas en el estudio

Especie Nombre Parte Lugar de colecta No. %0
comin utilizada Herbario Rendimiento
Brugmansia candida florifundia Flor Carretera 1,089
Pers Chimaltenango-
Tecpan
Chiranthodendron manita Flor Ecoparcela el 1,088 D: 0.570
pentadactylon Larr. Kakahuatal, M: 16.62
Samayac, T
Suchitepéquez
Erythrina berteroana pifion de Corteza  Ecoparcela el 1,134
Urb. pito Kakahuatal,
Samayac,
Suchitepéquez
Ternstroemia tilo Flor Aldea San Ignacio, 1,108 M: 1.184
tepezapote Schlect. & San Pedro Pinula, D: 3.402
Cham. Jalapa T
Wigandia urens (Ruiz chocén Flor Ecoparcela el 1,068
& Pav.) Kunth var. Kakahuatal,
caracasana (Kunth) Samayac,
D. Gibson Suchitepéquez

No. De Herbario proporcionado por Farmaya, S.A.

D: extracto diclorometanico

M: extracto metandlico

10.2 Determinacion de la actividad antioxidante por el método de referencia de
DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazina)

Los extractos metandlicos fueron evaluados utilizando para ello la metodologia estdndar de

DPPH (Tabla 2). Se encontré actividad antioxidante en los cinco extractos metandlicos

evaluados.
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Tabla 2. Evaluacion de la actividad antioxidante por el método de DPPH

Actividad antioxidante total (ICs)

lieso Volumen de Factor de expresada como
Planta Alicuota DR .
(@) reconstitucion  dilucion mg extracto Valor Valor
(mL) seco™ minimo  miximo
. ] 4.7130
B. candida 1.003 10 1:40 10,1931 4.5199 4.9061
10
C. pentadactylon 1.006 1:45 7.018 £0.6952  6.3228 7.7132
10 8.0434
E. berteroana 1.002 1:5 40,3904 6.653 9.4338
10 10.801
T. tepezapote 1.010 1:20 +0.1510 10.6500 10.9514
10
W. urens var 1.006 1:5  1.8178+0.4021 1.4157  2.2199

caracasana

*Promedio + Desviacion Estdndar
Fuente: datos experimentales

10.3 Evaluacion de la actividad antioxidante por el método cualitativo de MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio)

Se determiné la actividad antioxidante de forma cualitativa en los extractos
diclorometanicos y metanodlicos de las cinco especies de estudio. Se obtuvo resultados
positivos en cuatro especies (B. candida, C. pentadactylon, E. berteroana ' y W. urens var

caracasana) (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados de actividad antioxidante por el método cualitativo de MTT

Especie Dicloromentano Metanol
B. candida + +
C. pentadactylon + +
E. berteroana + +
T. tepezapote + +

W. urens var caracasana - -
(+): Actividad antioxidante positiva
(-): Actividad antioxidante negativa
Fuente: datos experimentales
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10.4 Estandarizacion de la metodologia antioxidante cuantitativa utilizando reactivo

de MTT

En la Tabla 4 se presentan los resultados de promedio y desviacion estdndar las curvas de

estandarizacion de la metodologia utilizando reactivo de MTT durante siete dias

consecutivos y de siete curvas realizadas en un solo dia.

En la dilucién 1:32 (0.3125 mg/mL) se pierde nuevamente la coloraciéon morada del

reactivo (color que indica una actividad antioxidante negativa).

Tabla 4. Promedio y desviacion estandar de las curvas de calibracion con acido galico

y MTT durante 7 dias consecutivos y 7 curvas en 1 dia

Reactivo Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7 7 Curvas X DS
PBS -0.010 -0.002 -0.001 -0.025 0.003 -0.025 -0.004 0.001 -0.008 0.01
BI MTT 0.003 0.004 0.001 0.003 -0.005 0.001 0.002 0.003 0.001 0.00
Bl Acido
galico 0.008 0.008 0.006 0.008 0.006 0.006 0.005 0.187 0.029 0.06
Acido gélico
+ MTT 0.005 0.006 0.005 0.005 0.002 -0.003 0.007 0.093 0.015 0.03
Dil 1:2 -0.001 -0.009 -0.005 0.011 0.000 0.013 -0.022 0.047 0.004 0.02
Dil 1:4 -0.060 -0.111 -0.043 -0.062 -0.061 -0.043 -0.050 -0.022 -0.056 0.03
Dil 1:8 -0.157 -0.195 -0.144 -0.172 -0.201 -0.172 -0.197 -0.144 -0.173  0.02
Dil 1:16 -0.207 -0.250 -0.167 -0.220 -0.225 -0.219 -0.229 -0.176 -0.211  0.03
Dil 1:32 -0.190 -0.264 -0.164 -0.181 -0.200 -0.189 -0.181 -0.145 -0.189 0.03
X: promedio

DS: desviacion estandar

Fuente: datos experimentales
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Fotografia 1. Reaccion colorimétrica de cada uno de los pocillos de la curva

PBS

MTT

Blanco de acido galico
Acido galico 10 mg/mL
Dilucién 1:2

Dilucién 1:4

Dilucién 1:8

Dilucién 1:16

Dilucién 1:32

Dilucién 1:64

10.5 Determinacion de la actividad antioxidante por el método de MTT

Los resultados de la determinacién de la actividad antioxidante se presentan en la tabla 5.
De los diez extractos solamente se pudo evaluar la actividad negativa de los extractos
diclorometdnicos y metandlicos de W. urens var. caracasana, ya que el resto no se puede

evaluar la misma.

Tabla 5. Determinacion de la actividad antioxidante por el método de MTT

Especie Dicloromentano Metanol
B. candida No concluyente No concluyente
C. pentadactylon No concluyente No concluyente
E. berteroana No concluyente No concluyente
T. tepezapote No concluyente No concluyente
W. urens var. caracasana Negativo Negativo

Fuente: datos experimentales
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10.6 Comparacion de los resultados de ambas metodologias (DPPH y MTT
cuantitativo).

La comparacion entre los resultados obtenidos de ambas metodologias no se pudo realizar
por medio de un andlisis estadistico de ANOVA como estaba propuesto, ya que los
resultados del método de MTT no fueron concluyentes en cuatro de las cinco especies

evaluadas.
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11. DISCUSION DE RESULTADOS

Los extractos vegetales del estudio fueron proporcionados por el proyecto FODECYT
39-2008 (Caceres et al, 2009). Los extractos fueron flor de Brugmansia candida, flor de
Chiranthodendron pentadactylon, corteza de Erythrina berteroana, flor de Ternstroemia
tepezapote y flor de Wigandia urens var. caracasana. Estos extractos se prepararon por
percolacion haciendo una extraccion fraccionada inicialmente con diclorometano y
finalmente con metanol. Este tipo de extraccion permite hacer una separacion entre los
metabolitos secundarios apolares y polares que contienen el extracto. El menstruo se
concentrd utilizando temperatura y presion reducida en el equipo de rotaevaporacion hasta

obtener un extracto seco, con el cual se trabajo la actividad antioxidante.

Los extractos se evaluaron mediante la metodologia estindar para compuestos polares
que utiliza el reactivo de DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazina). Este reactivo se caracteriza
por poseer un electron desapareado en su ultimo orbital, el cual es un radical libre que se
estabiliza por resonancia. Debido a esta propiedad, el DPPH se utiliza como una molécula
idoénea para determinar el poder antioxidante de una sustancia basdndose en la captura de

radicales libres presentes (Stashenko et al. 2003)

Se utilizé la metodologia micrométrica estandarizada, donde los resultados se
expresan en base al valor de ICs, el cual indica la cantidad de extracto seco que puede
disminuir el 50 % del color de una solucién del radical libre DPPH; a medida que los

valores son menores (diluciones més altas) mayor es la capacidad antioxidante del extracto.

Los resultados de actividad antioxidante por esta metodologia demostraron mayores
capacidad antioxidante en los extractos de Chiranthodendron pentadactylon (flor) seguido
de Brugmansia candia (flor) y Ternstroemia tepezapote (flor). Sin embargo, los cinco
extractos evaluados demostraron inhibicién de la coloracién del reactivo. Los extractos de
menor actividad fueron Erythrina berteroana (corteza) y Wigandia urens var. caracasana

(corteza).
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También se evaluaron los dos tipos de extracto de las cinco especies de forma
cualitativa utilizando el método descrito por Muraina y colaboradores, que utiliza el
reactivo de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil tetrazolio) (Muraina et
al, 2009). Se encontr6 que cuatro especies presentan actividad antioxidante en sus dos

extractos, siendo los tinicos negativos los extractos de Wigandia urens var caracasana.

Durante el estudio se montd y estandarizé una metodologia alternativa al método de
referencia (método de DPPH) basada en la inhibicién de la oxidacién del reactivo de MTT
y la determinacién cuantitativa de la actividad antioxidante. Se utiliz6 como reactivo

antioxidante acido gdlico a diferentes concentraciones.

El método se estandarizé realizando una curva de calibracion en siete diferentes dias
y siete curvas en un solo dia. La concentracion inicial de acido gélico fue de 10 mg/mL
hasta una concentracién de 0.15625 mg/mL. Se encontré que después de 0.3125 mg/mL la
coloracién del MTT desaparecia nuevamente disminuyendo primero su intensidad y en las
concentraciones mas pequeias desapareciendo totalmente. Lo anterior puede sugerir que el
método no tiene un comportamiento lineal, lo cual dificulta la lectura de compuestos o
extractos con concentraciones altas de actividad antioxidante ya que no pueden ser
detectadas por el cambio de coloracién a este punto de corte. Se buscé la estandarizacion
de esté método ya que el reactivo de MTT es ampliamente utilizado por su facilidad de
deteccion ya que la coloracion producida es muy evidente, ademds que ha utilizado como

una técnica viable en la automatizacion de pruebas.

De las cinco especies vegetales estudiadas se evaluaron tanto extractos
diclorometdnicos como metandlicos por el método cuantitivo de MTT. De los resultados
obtenidos solamente en el los extractos de W. urens var caracasana se evidencid la
coloracién purpura del MTT, lo que indica que no tienen actividad antioxidante a una
concentracion igual o menor a los 10 mg/mL (punto de corte), pero que si es posible
detectar con este método la actividad antioxidante. En el resto de extractos no se puede

concluir si tiene o no actividad a una concentracion de 10 mg/mL.
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Se podria realizar una determinacion de la actividad antioxidante en extractos acuosos
ya que segin la metodologia descrita en el estudio de Muraina del 2009, si se encontr
actividad en este tipo de extractos. De ser vélida en este caso la metodologia podria
utilizarse de forma cuantificable por espectrofotometria utilizando una curva de calibracién

a base de 4cido gélico u otro antioxidante comercial.

Los resultados obtenidos en ambas técnicas cuantitativas (DPPH y MTT) no se

pudieron comparar ya que los resultados de esta tltima no fueron concluyentes.

Al comparar ambas la factibilidad de realizacién de ambas metodologias, el método
de DPPH es un método més simple en su realizacién comparada con el MTT, ya que el
primero requiere de un tiempo de incubacién unicamente de 30 minutos y el segundo
necesita de 2 horas, lo que prolonga el tiempo de obtencién de resultados. Ademas el
método de MTT necesita condiciones de esterilidad mds rigurosos, ya que una
contaminacion microbiana en el material utilizado o en las soluciones de extractos pueden
dar resultados falsos positivos, ya que el reactivo de MTT vira en presencia de metabolismo
bacteriano activo. La contaminacién en este estudio se minimiz6 filtrando las soluciones de
extracto con filtros de 0.2 um y esterilizando todo el material asi como el area de trabajo.
Estas condiciones hacen mas dificil y laborioso la metodologia. Cabe mencionar también

que se requiere incubacién a 37°C, lo que no es necesario en DPPH.
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12. CONCLUSIONES

Las cinco extractos metandlicos de las especies en estudio presentaron actividad
antioxidante por el método de DPPH, donde se encontré que la flor de

Chiranthodendron pentadactylon tiene la mayor actividad.

Los resultados de actividad antioxidante por el método cualitativo de MTT
demostraron actividad positiva en ambos extractos las especies de Brugmansia
candida, Chiranthodendron pentadactylon, Erythrina berteroana y Ternstroemia

tepezapote.

Se estandariz6 la metodologia de antioxidante basada en la inhibicién de la
oxidacién del reactivo de MTT utilizando 4cido gélico como compuesto

antioxidante.

El método cuantitativo de MTT pierde la coloracién a diluciones altas de los
compuestos, lo que dificulta la interpretacion de resultados, ya que no se pude

discriminar entre un resultado positivo o uno no concluyente.

No se pueden comparar los resultados de actividad antioxidante por los métodos de
MTT y DPPH ya que con el primero no se puede concluir la actividad en ciertos

Casos.
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14. ANEXOS

Anexo 1. Plantas del estudio

Brugmansia candida Pers

(Florifundia)

Fotografia. Licda. Maria Eugenia Paredes

Chiranthodendron pentadactylon Larr.

(Manita)

CHEIRORTEMON plassadi

Fotografia. Luis Alvarez



Erythrina berteroana Urb.
(Pito)

~ -

“!Iur‘

Fotografia. autor

Ternstroemia tepezapote Schlect. & Cham.
(Tilo)

F1G.8. Ternsiroemia Tepezopote. A, Flowering branch from tree; X }.
B, Fruits; X %. C, Fruit; X 134 D, Flower, showing bractlets and calyx.
E, Flower; X 4,

Fotografia. Luis Alvarez
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Wigandia urens (Ruiz & Pav.) Kunth var. caracasana (Kunth) D. Gibson

(Chocon)

Fotografia Bart Wursten College Rd, Harare
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Anexo 2. Metodologia de actividad antioxidante con MTT

Curvas de calibracién con dcido galico

Resultado no concluyente

Resultado negativo
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Anexo 3. Metodologia de actividad antioxidante con DPPH

Curva de actividad a distintas concentraciones
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