UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS E INGENIERIA

a'allll AUTONOMA DI B33 ©

“ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ACARICIDA DE
EXTRACTOS DE PLANTAS DE LA REGION DE BAJA CALIFORNIA”

QUE PARA OBTENER EL TIiTULO DE
QUIMICO FARMACOBIOLOGO

PRESENTA

ROSA ELENA HERNANDEZ RAMIREZ

TIJUANA, B.C. MARZO DEL 2018



Universidad Autonoma de Baja California
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS E INGENIERIA

FOLIO No. 21

Tijuana, B. C., a 01 de marzo de 2018

- C.Rosa Elena Hernandez Ramirez _
Pasante de Quimico Farmacoblologo
Presente :

EI tema de trabajo ylo tesns para. su ,examen profesional, en Ia

- Opcion TeSIS

Es propuesto, por Ia MC Laura Janeth Ilaz Rublo y eI Dr lvan Cordova Guerrero
qulenes seran Ios responsables de Ia calldad de| trabajo que usted presente
referido al tema “Estudlo de Ia Actuvndad Antloxidante y Acancnda de Extractos de
Plantas de la Reqlon de B J_a Callfornla” el cual debera usted desarrollar, de

' acuerdo con el s;gunente orden

~ 1- RESUMEN 3 ik
I- INTRODUCCION -
~Il.- PARTE EXPERIMENTAL
- IV.- DISCUSION Y RESULTADOS
V.- CONCLUSIONES ¢ = &
Vl.- REFERENCIAS =~

W u_;f.'vn ANEXOS
M.C( Ldura Jaigth Diaz Rubio ~~___Dr. Ivan Coldpva Guerrero
Directora de Tesis AL - Co-Director de Tesis
e
///

Luis Enrique Palafox Maestre ; Dr Jose Luis Gonzalez Vazquez
: D|rector . . : : Subdirector




“Mira profundamente en la naturaleza y
entonces comprenderas todo mejor”

Albert Einstein



AGRADECIMIENTOS

Dios
En primer lugar te agradezco a ti Dios por haberme permitido llegar hasta este

punto, brinddndome la salud, sabiduria, fortaleza y coraje para lograr mis metas.
Mi familia

A mis padres y hermano gracias a su apoyo y palabras de aliento creci como
persona, gracias por ayudarme a cumplir mis metas como estudiante. A mi padre
por brindarme los recursos necesarios y estar siempre a mi lado apoyandome. A mi

madre por hacer de mi una mejor persona a través de sus consejos y ensefianzas.

A mi hermano por estar siempre cuidandome brindandome aliento.
M.C Laura Diaz Rubio

Gracias a su confianza, disponibilidad y entusiasmé me ha brindado ensefianzas
gue han permitido ser mejor personay estudiante, gracias por apoyarme a que este

trabajo llegara a buen término.
Dr. Ivan Cordova Guerrero

Infinitas gracias por el tiempo brindado y consejos en la realizacion de este proyecto,
definitivamente usted es un ejemplo a seguir ya que transmite a sus alumnos ese
deseo y entusiasmo por aprender cosas nuevas. Siempre le estaré agradecida por
permitirme ser parte del Laboratorio de Quimica Medicinal y productos naturales y

confiar en mi.
Ing. Isabel Edurne Cruz

Gracias por todo el apoyo y conocimiento que me has compartido durante la
realizacion de este trabajo me han sido de mucha ayuda. Eres una persona que
aprecio mucho y agradezco todos los consejos que me has brindado en este corto

tiempo que llevo de conocerte.
Al Laboratorio de Quimica Medicinal y productos naturales.

A mis compafieros de laboratorio por estar ahi como un equipo, son excelentes

personas que admiro su dedicacion y aprendo de ustedes todos los dias.



AGRADECIMIENTOS

Amigos

Gracias por alentarme a seguir en este camino y compartir conmigo muchos

momentos importantes en su vida personal asi como estudiantil, lidia, Miriam, Anel
y Brenda.



RESUMEN




RESUMEN

En la presente investigacion se muestran las evaluaciones de tipo antioxidante y
acaricida de los extractos hidroalcoholicos de las especies vegatales Adenostoma
fasciculatum, Eriophyllum confertiflorum y Chrysanthemum coronarium asi como las

respectivas particiones del extracto de C.coronarium.

En la introduccion se abordan un poco sobre el tema de las plantas y sus usos a lo
largo del tiempo, se hace referencia de la importancia de los productos naturales y
la actividad antioxidante que presentan los extractos vegetales frente a
enfermedades cronicas degenerativas. También se plantea la problematica que
presenta el sector agricola debido al empleo de insecticidas sintéticos dafinos para

el ambiente y salud humana, asi como las pérdidas econémicas que representa.

En el apartado de antecedentes se describe la taxonomia, distribucion geogréfica,
asi como las referencias etnobotanicas y estudios fitoquimicos reportados para
cada especie vegetal. Se retoma el tema del dafio que generan los radicales libres
a las células y la importancia de los antioxidantes naturales. También se hace
enfasis en la problematica que la industria agricola presenta dejando de manifesto
las principales plagas que atacan la region asi como la importancia los insecticidas

y acaricidas naturales.

La metodologia se encuentra dividida en secciones donde podemos encontrar la
parte de recoleccion y generacion extractos, el tamiz fitoquimico y la evaluacion

guimica (antioxidante) y bioldgica de tipo acaricida.

Finalmente se encuentra la discusiéon de resultados, seguido de sus respectivas

conclusiones.
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INTRODUCCION

El ser humano y su interaccion con las plantas.

Cuando el hombre dejé la vida nébmada para convertirse en sedentario comenzoé
a establecerse en diversos lugares por periodos de tiempo largos adiestrandose

en la agricultura como fuente de alimento, a partir de ese momento dio inicio el

proceso de proteccién y cuidado hacia

las plantas.

El hombre aprendi6 a desarrollar
habilidades para sembrar y cosechar,
pero no solo empled las plantas para su
alimentacién, sino que también

descubrié sus propiedades curativas y

venenosas.

Figura 1. El hombre sedentario

Conocimientos que en un principio fueron transmitidos de forma oral, tiempo mas
tarde se haria a través de la escritura. Uno de los primeros escritos sobre plantas
medicinales es el lamado Papiro de Ebers con mas de 3.500 afios de antigledad,
es uno de los escritos mas importantes sobre la medicina egipcia en el que se han
podido identificar unas ciento cincuenta especies vegetales con utilidad terapéutica,
sin embargo, también los sumerios 2500 A.C conocian las propiedades curativas
de las plantas y alo largo del tiempo fueron surgiendo diversos escritos con relacion

a las mismas. (Vallejo et al., 2009)

En México el uso de productos naturales para el tratamiento de enfermedades se
remonta desde los pueblos indigenas, inclusive antes de la llegada de los

conquistadores ya existia una gran riqueza de medicina tradicional (Cosme, 2008).

En la actualidad, la sociedad Mexicana de Agricultura Sostenible (Somas) reporta
cerca de 30 mil especies de plantas en México de las cuales aproximadamente son
4 mil a las que se les atribuyen usos medicinales, algunos ejemplos de plantas que
se han destacado por su amplio uso en comunidades mexicanas lo es Artemisia

ludoviciana también conocida como (estafiate), que por sus mdultiples usos es
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recomendada a nivel nacional como eficaz para tratamiento auxiliar de diabetes,
para dolores estomacales, diarreas, célicos intestinales, dolor e inflamacion en la
boca del estomago, utilizada en forma de infusiones que por lo regular van
acompafadas de otras plantas como el epazote (Dysphania ambrosioides),
manzanilla (Matrcaria recutita) o ruda (Ruta chalepensis), estados desde Baja
California hasta Veracruz emplean mucho la especie. El epazote (Dysphania
ambrosioides) es otra planta medicinal muy utilizada por la comunidad tarahumara,
es mayormente utilizada en casos de infeccion por lombrices, amenorrea,
dismenorrea, siendo empleada en forma de infusion, aunque también se usa en

gastronomia (Escamilla et al., 2015)

El siglo XX trae consigo la busqueda sistematizada de compuestos menos toxicos
y la introduccion de sustancias sintéticas como farmacos, la medicina moderna se
ha valido del empleo de medicamentos sintéticos que gradualmente han tendido al
mal uso o abuso de ellos ocasionando efectos nocivos a la salud; cabe destacar
gue hoy en dia, un gran niumero de medicamentos y cosméticos utilizan sustancias
extraidas de plantas y esta realidad queda atestiguada en el hecho de que las
estructuras hasta hoy conocidas por ser biolégicamente activas, el 85% tienen

origen natural y solo el 15% provienen de la sintesis quimica (Cecchini etal ., 2016).
La quimica de los productos naturales y sus diversas aplicaciones.

Hablar de productos naturales (PN) es referirse a todos los compuestos organicos
provenientes del metabolismo secundario de organismos vivos, dichos organismos
provienen de una fuente natural, ya sea: vegetal, animal, marino, fungico o

bacteriano.

Estos compuestos organicos llamados metabolitos secundarios, son producidos en
respuesta ante una condicion externa: estrés hidrico, térmico, de superpoblacion y
radiante, siendo en general sefiales quimicas frente a herbivoria plagas y simbiosis

con otros organismos (Pomilio, 2012).
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En cuanto a los productos naturales de origen vegetal, la gran mayoria de estos
compuestos son metabolitos secundarios

de tipo terpenoide y sus glucdsidos,
alcaloides, agliconas naturales, O y C-
glucésidos de flavonoides, o bien, O-
glucésidos acilados en distintas
posiciones, biflavonoides, proantocianas

diméricas y oligoméricas, entre otros.

Figura 2. Productos naturales

Estos compuestos son de interés ya poseen en su estructura quimica algunas
subestructuras que son bioactivas en organismos animales, incluido el hombre. Son
diversas las disciplinas que involucran a los productos naturales como parte de su

estudio.

Gracias a los productos naturales se han logrado desarrollar nuevos farmacos para
el tratamiento de diversos padecimientos actuales, a nivel de investigacion, se ha
probado diferentes bioactividades tales como: la antitumoral, antiviral,

antibacteriana, antiinflamatoria, antimicobacteriana y antioxidante (Pomilio, 2012).

En los dltimos afios el interés por los antioxidantes naturales se ha incrementado

draméaticamente debido principalmente a tres razones:

1. La baja seguridad que ofrece el consumo de antioxidantes sintéticos.

2. La eficacia antioxidante de una gran variedad de agentes fitoquimicos.

3. Laidea generalizada de que el consumo de ciertos agentes naturales puede
afectar de manera positiva la patologia de las enfermedades cronicas
degenerativas y el proceso de envejecimiento; ademas de que los productos
naturales son innatamente mas seguros que los compuestos sintéticos y por

consiguiente son comercialmente mas aceptados (Dorman et al., 2004).
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Figura 3. Accién antioxidante

Las moléculas con perfil antioxidante de origen vegetal son un amplio grupo de
metabolitos secundarios estructuralmente variados desde el punto de vista
fitoquimico pueden ser taninos, lignanos, estilbenos, cumarinas, quinonas,
xantonas, acidos fenolicos, flavones, flavonoles, catequinas, antocianinas y
proantocianinas los cuales debido a sus propiedades redox pueden actuar como
donadores de hidrégeno y de esta manera prevenir o retrasar el desarrollo de

enfermedades cronico degenerativas (Marwah et al., 2007, & Perez, 2006).

Los productos naturales poco a poco han ido incursionando en diversas industrias,
no solo la farmacéutica, actualmente la industria cosmética ha generado grandes
ganancias econOmicas gracias a la utilizacion de productos de origen vegetal, asi
como la industria de alimentos (Pomilio, 2012).0tro campo de aplicacion para los

PN muy poco estudiado es el sector agricola.

En la actualidad, una de las problematicas mas preocupantes de salud publica a
nivel mundial es la contaminacién con plaguicidas altamente téxicos en alimentos,
suelo y agua, que dafian la salud tanto de productores y consumidores. El uso de
insecticidas sintéticos ha causado dafios en la salud del hombre, desarrollo de
resistencia en plagas, surgimiento de plagas secundarias, asi como el ataque a
organismos no blanco (benéficos), por lo que dichos productos deberian ir siendo

desplazados del uso cotidiano (Rosas et al., 2006).
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Ante este panorama, la blusqueda de nuevas alternativas mas amigables al medio

ambiente y capaces de controlar las plagas deberia ser una prioridad.

Los extractos vegetales al ser biodegradables y no generar resistencia en acaros e
insectos, han sido un blanco de estudio para el control de plagas agricolas sin
afectar el medio ambiente motivo por el cual el estudio de los concentrados
vegetales se han intensificado debido a la demanda de alimentos organicos y las
exigencias actuales de defensa fitosanitaria de los productos horticolas (Regnault-
Roger et al., 2000).

En México, como en todo existe una amplia variedad de especies vegetales cuyo
potencial biolégico ain no ha sido confirmado, es por eso que la investigacion
fitoquimica representa un recurso viable en la bausqueda de nuevos compuestos

bioactivos para su aplicacion en la resolucion de problematicas nacionales.
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Los estudios fitoquimicos biodirigidos de las especies vegetales de la familias
Asteraceae y Rosaseae (Sudheer et al., 2015, Abd, 2014, Torrance et al., 1969, &
Bouttemy et al., 2014) indican que las plantas Chrysanthemum coronarium,
Eriophyllum confertiffiorum y Adenostoma fasciculatum, presentan metabolitos
secundarios que generan una amplia gama de actividades bioldgicas, tales como

el potencial antioxidante y un efecto acaricida frente a plagas de interés agricola.

Figura 4. Plantas de la region de Baja California (Chrysanthemum coronarium,
Eriophyllum confertiflorum, Adenostoma fasciculatum)
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Objetivo general

Evaluar la actividad antioxidante y acaricida frente a Tetranychus urticae, de los
extractos y particiones de la parte aérea de las especies vegetales Chrysanthemum

coronarium, Eriophyllum confertiflorum, Adenostoma fasciculatum.

Objetivos particulares

1. Llevar a cabo la recoleccion sistematica y autentificacion taxonomia del

material vegetal para este proyecto.

2. Generar los extractos de interés para el estudio fitoquimico, mediante

metodologias de maceracion y particion.

3. Identificar cualitativamente metabolitos secundarios, mediante pruebas

guimicas colorimétricas.

4. Determinar la actividad antioxidante de los extractos utilizando los siguientes

metodos
1). Decoloracion oxidativa de B-Caroteno
2). Reduccion del radical libre DPPH (Difenil Picril Hidrazilo)

3).Reduccidn del cation-radical ABTS (2-2’-azinobis-(3-

etilbenzotiazolin- 6-sulfénico))

5. Realizar ventanas biolégicas requeridas para evaluar el perfil acaricida de

los extractos seleccionados frente a Tetranychus urticae.

OBJETIVO GENERAL Y PARTICULARIDADES
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ANTECEDENTES

4. ANTECEDENTES
4.1 FLORA DE BAJA CALIFORNIA

El estado de Baja California comprende de dos regiones fitogeografias: la region
californiana o también llamada mediterrdnea y la regiéon del desierto central o
desierto sonorense (CONANP, 2015).

Baja California cuenta con seis tipos de comunidades vegetales (de oeste a este)

las cuales son:

Linea costera
Matorral costero
Chaparral

Bosque de coniferas
Desierto

R T o

Ripario

El estado es muy rico en especies y géneros de plantas vasculares nativas
comprendiendo alrededor de 3.000 especies en un area de aproximadamente

143.780km?, la region posee un clima de tipo mediterraneo (Peinado et al., 1994).

La flora vascular de Baja California se caracteriza también por un elevado namero

de taxones endémicos (651), del cual el nUmero de géneros endémicos son de 22.

Se estima que la flora consiste en mas de 4.000 taxones de los cuales
aproximadamente el 30% se conocen solo en Baja California, en el estado se
reportan alrededor de 155 familias por nombrar algunas estan Astereceae,
Fabaceae, Lamiaceae, Agavaceae, Euphorbiaceae, Rosaceae. De las cuales se
destaca Asteraceae por presentar 138 taxones endémicos, 32 géneros y 42

especies reportadas (Delgadillo et al., 2002, & Peinado et al., 1994).

Las familias que se abordaran seran Asteraceae con las especies (Chrysanthemum
coronarium, Eriophyllum confertiflorum) y la familia Rosaceae con la especie

(Adenostoma fasciculatum).




Figura 5. Regién floristica de Baja California

4.1.1 Adenostoma fasciculatum

La especie también conocida como chamizo, es perteneciente a la familia
Rosaceae. A. fasciculatum es un arbusto grande de hoja perenne de hasta cuatro
metros de altura con hojas cortas de 5 a 13 mm, son hojas brillantes y parecidas a
agujas. Sus ramas son de aspecto seco,
estando difusamente ramificados desde el
suelo parecido a palos que terminan en
racimos de flores tubulares blancas
pequefias de aproximadamente 3 mm de
diametro, con cinco pétalos y estambres

largos (Bouttemy et al., 2014).

Figura 6. Flor de Adenostoma fasciculatum

Sus tallos son esbeltos, nimeros, resinosos y rigidos con una corteza rojiza cuando
son jovenes y se van tornando a un tono grisaceo con la edad. Sus frutos son
ovoides, semillas de aproximadamente 2,5 mm de largo. La especie es muy

tolerante a sequia y adaptable con la capacidad de crecer en el suelo arido y seco
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pobre en nutrientes, y afloramientos rocosos. La biologia reproductiva de la especie
es principalmente por semilla, aunque se reportan reproducciones sexuales como
vegetativas, A. fasciculatum es de larga vida, con estimaciones de 100 a 200 afios
(Munz, 1973, Kummerow et al., 1977, Mcmurray, 1990, & Jones, 2013).

Figura 7. Arbusto de A. fasciculatum

4.1.1.1 Taxonomia de A. fasciculatum
Adenostoma fasciculatum fue descrita por Hook et al., en el afio 1832 y publicado
en The Botany of Capitain Beechey’s Voyage. La especie es perteneciente al reino
Plantae, al subreino Tracheobionta o también conocidas como plantas vasculares
las cuales presentan una distribucion del agua y nutrientes por el sistema vascular,

el xilema y el floema.

Superdivision; Spermatophyta que hace referencia a las plantas con semillas, de la

divisién; Magnoliophyta, plantas con flores.

Clase; Magnoliopsida tradicionalmente conocida como dicotiledoneas, plantas
fanerégamas angiospermas cuyos embriones de las semillas presentan dos

cotiledones u hojitas iniciales, opuestos por lo comun.

Subclase; Rosidae, siendo una de las mas grandes de las dicotiledéneas, poseen

hojas compuestas presentando numerosos estambres.
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Orden; Rosales, presentando una morfologia floral muy variables que va desde

flores muy llamativas con grandes pétalos a flores pequefas y reunidas.

Familia; Rosaceae, es una familia que presenta caracteristicas por ser arboles
perennes o plantas herbaceas, con hojas generalmente alternas, raramente

opuestas simples o compuestas e inflorescencias en racimos.

Género; Adenostoma nombre que deriva de las palabras griegas adeno = glandula
y estoma = boca, en referencia a las 5 gandulas en la boca de los sépalos (Charters,
2005).

NICTR
ASU0041813

Figura 8. Morfologia de A.fasciculatum

4.1.1.2 Distribucion geografica de A. fasciculatum

A. fasciculatum es una especie endémica de la region arida del sur de California y
Baja California, ademas de ser una de las mas dominantes del chaparral californiano
(Proksch et al., 1985). La especie también se registra como hativa en areas

pequefas de los estados vecinos de Nevada y el Suroeste de Oregon (Jones, 2013).




No hay registros de cémo se introdujo en otros lugares, como Australia, China o

Europa sin embargo hay indicios de que su introduccion fue como uso ornamental.

4.1.1.3 Referencias etnobotanicas de A. fasciculatum

La especie se usO como remedio tradicional para resfriados, convulsiones,
mordeduras de serpientes, calambres, trismo e inflamaciones. El follaje en grasa se
convierte en una pomada curativa, y los nativos americanos empleaban una infusion

de corteza y hojas como una cura para la sifilis (Conrad, 1987).

La planta también fue utlizada tradicionalmente por los indios Chumash de
California para tratar afecciones de la piel como eczema, usaron también las ramas

en cesteria y parte de la planta como pegamento (Moerman, 1998).

Figura 9. Indio Chumash de California
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4.1.1.4 Estudios fitoquimicos de A. fasciculatum

La bibliografia reporta que el extracto metanolico de la planta contiene cinco

glucidos de flavonoides llamados:

Quercetin 3 —O-glucdsido
Quercetin 3-O- rhamnoglucosido
Kaempferol 3-O-glucosido
Kaempferol 3-O-rhamnoglucosido

o kr 0N PRE

Isorhamnetin 3 - O — rhamnoglucosido

El extracto de las hojas y tallos contiene otros compuestos como el acido cinamico
(52.5%), acido 7-hidrozibenzoico (26.8%), &acido p-cumarico (10.6%) segun lo
reportado por el andlisis de cromatografia liquida de alta resolucion en fase
reversa, otras fuentes bibliograficas han reportado la presencia de acido ferdlico,
acido sirinico, acido vainilico, hidroquinona, arbutina, umbeliferona (cumarina) y
florizina (una chalcona) (Chou et al., 1971, Proksch et al., 1980, & Proksch et al.,
1985).

Bouttemy et al., 2014, reportaron la composicion quimica de A. fasciculatum en
donde el extracto de acetonitrilo, mostro la siguiente composicion; presencia de
geranial, acido oleico, campesterol, suberosol, diterpenoides incluido thaliandiol,
thalianol, triterpenoides como el glutaniol. La especie presenta un triterpenoide

desconocido 7a-hidroxibaruol.

Figura 10. 7a-hidroxibaruol
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La especie ha sido usada en la cura de enfermedades de la piel empleando un
balsamo con el extracto, aceite de olivo y cera de abejas, en pacientes
diagnosticados previamente con eczema, seborrea, psoriasis o enfermedad de

Adamshan, con resultados favorables (Bouttemy et al., 2014).

Las actividades biolégicas que presentan algunos de los compuestos presentes en
la planta son diversas como, la hidroquinona se usa como agente blanqueador de
la piel y se considera segura. Se absorbe a través de la piel y puede ser irritante si

se usa en altas concentraciones.

La administracion sistémica de hidroquinona es toxica para los rifiones (Davida et
al., 1998). Sin embargo, la hidroquinona tiene una actividad contra los neutrofilos,
gue puede aliviar la inflamacion (Hebeda et al., 2012).

Geranial tiene una actividad antifingica y puede causar hipersensibilidad (Kim et al
., 2012 & Hagvall et al., 2012).

El campesterol es un fitosterol con poca actividad citotoxica (Callaghan et al.,
2013) .También tiene varios mecanismos de anti-inflamacion, como la inhibicién de
la sintesis de oxido nitrico, la inhibicién de la expresion de la ciclooxigenasa 2 y la
inhibicion de la produccion del mediador inflamatorio, incluyendo el factor de

necrosis tumoral, la interleucina-1 y el tromboxano B2 (De la paz et al., 2012)

Se sabe que el suberosol de fitosterol modula la actividad de los linfocitos y puede

ser antiinflamatorio. (Li et al., 1993)

Thaliandiol y thalianol no han sido examinados para la actividad farmacoldgica en
la literatura actual. Muchos fitoesteroles y diterpenoides se absorben a través de la
piel (Bhattacharya et al., 1972). Glutinol tiene un potente analgésico y una actividad

antinflamatoria moderada (Gaertner et al., 1999, & Ding et al., 2010).

La actividad de 7-hidroxibaruol no se conoce aun pero se sabe que varios
triterpenoides atraviesan la piel. La capacidad de glutinol 6 7a-hidroxibaruol para

cruzar la piel no se conoce todavia.
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4.1.2 Eriophyllum confertiflorum

La especie E. confertiflorum es también conocida por sus hombres comunes como
milenrama dorada o milenrama amarilla, es perteneciente a una de las mas
numerosas familias del reino vegetal con alrededor de 20.000 de especies,

perteneciendo a la familia Asteraceae.

La planta es un pequefio arbusto perenne que crece en grandes grupos o rodales
de muchos tallos erectos (lanudos) que a menudo superan el medio metro de altura.
La botanica Nacy Dale en el afio 2000
describe el patron de crecimiento como
“ordenado”. Las hojas y tallos son
blanquecinos cuando son jovenes, debido a
estar cubiertos de pelos blancos lanudos,
luego se vuelven verdosos a gris- verde. Las
hojas tienen 3-5 I6bulos profundos (Clarke et
al., 2007)

Figura 11. Eriophyllum confertiflorum

La parte superior de cada tallo esta ocupada por una inflorescencia de hasta 30
cabezas de flores brillantes de color amarillo dorado con un gran centro de flésculos
de disco y generalmente una franja de flores de rayos redondeados a ovalados, la
cabeza mide hasta 3/8 con la parte superior plana, con flores de disco. La fruta es
un aquenio que es un fruto pequefio seco que posee una sola semilla con un pezén

muy corto.

Presenta un periodo de floracion de aproximadamente enero a julio, flora que se ve
muy atraida por polinizadores como mariposas. La especie es bastante tolerante al
frio pero se convierte en caducifolia bajo estrés por sequia, tolera el suelo arido y
suelo sbédico (CNPS, 2014).




4.1.2.1 Taxonomia de E. conferfiflorum

Pertenece al reino Plantae, subreino Tracheobionta, divisibn Magnoliophyta, clase
Magnoliopsida, subclase Asteridae constituyente del grupo mas avanzado de
dicotiledéneas, comprendiendo casi un tercio de la familia Asteraceae (Mooring,
1997).

Orden Asterales, es caracteristico por poseer plantas herbaceas o levemente
arbustivas, con morfologia floral diversa, de la cual se sitan dentro las margaritas.
Familia Asteraceae se caracteriza por presentar las flores agrupadas en capitulos,
inflorescencia que funcionalmente se comporta como una flor. De genero

Eriophyllum, cuyo significado es “flor densamente”.

Figura 12. Morfologia de E. confertiflorum
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4.1.2.2 Distribucién geogréfica de E. conferfiflorum

Es una especie nativa de California y Baja California, E.confertifforum crece
principalmente en Sierra Nevada y las cordilleras de la Costa de California y Baja

California.

Se puede encontrar en varias comunidades de plantas y habitats. En las montafias
de Santa Ménica de California, es comdn en lugares abiertos que estan lejos de la
costa (Dale, 2000).

Y

Figura 13. Distribucion geogréfica de E.confertiflorum
4.1.2.3 Referencias etnobotanicas de E. conferfiflorum

La bibliografia reporta que las tribus del sur de California utilizaron los pelos blancos
y lanosos de la planta como remedio para el reumatismo enrollando los pelos en
una bola, colocandolos en la parte afectada y encendiéndolos en llamas, también
las hojas y tallos de la planta hervidas en agua se ha empleado para el tratamiento

de espinillas en la cara (Yaeger, 1941).
4.1.2.4 Estudios fitoquimicos de E. conferfiflorum

La bibliografia reporta que tanto la familia Asteraceae como la especie se
caracterizan por ser rica en lactonas sesquiterpénicas.

Del extracto de cloroformo de la parte aérea (hojas y tallos) de E.confertiflorum se
han identificado los siguientes compuestos: Erioflorin (1), Eriophyllin-B
(deacetyleriophyllin) (11l), Eriophyllin-C (deacetyldehydroeriophyllin ) (IV), Eriolin y
hydroxyeriolin (Torrance et al., 1969).
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Morris et al., 1977, reportaron el aislamiento de dos nuevos germacradienolides
presentes en el extracto de E. confertiflorum, eriofertopina y 2-O-acetyleriofertopin

los cuales mostraron ser inhibidores tumorales activos.

Las lactonas sesquiterpénicas derivadas de fuentes vegetales presentan diversas
actividades bioldgicas tales como antibacteriana, anticancerigena, antiviral,
antifingica, asi como efectos en el sistema nervioso central y cardiovascular. La
amplia diversidad estructura potencial biolégica hace que los cientificos se vean

cada vez mas interesados por estas moléculas (Riuz et al., 2015).

4.1.3 Chrysanthemum coronarium
Chrysanthemum coronarium o también conocida por otros nombres comunes como:
antimonia, belide menuda, besantemon oloroso, coronaria, crisantemo, crisantemo

silvestre, estrella espariola entre otros mas.

Figura 14. Flor de Chrysanthemum coronarium
Es una planta anual, robusta de tallos erectos y muy ramificados de hasta 80 cm de
alto, sus hojas presentan de 3 a 6 cm de largo con control general oblongo a
obovado, sésiles y ligeramente abrazando el tallo, sus laminas mas o menos
profundamente 2 veces divididas resultando segmentos agudos de 1 a 2 mm de
ancho. Su inflorescencia esta compuesta de cabezuelas solitarias en el extremo de

las ramas, sobre pedunculos hasta de 18 cm de largo, presenta flores de dos tipos:

Flores liguladas femeninas; ubicadas en la cabezuela, corola de color amarillo, a

veces blancas en el apéndice y de hasta 15 mm de largo.
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Flores del disco; hermafroditas (ambos sexos), ubicadas en la parte central; corola

dividida en 5 I6bulos agudos de color amarillo y de aproximadamente 5 mm de largo.

El fruto de la especie es seco y no se abre, contiene una sola semilla, se le conoce
como aquenio. Las flores liguladas presentan forma de piramide pero invertida de
aproximadamente 3 mm de largo, mientras que las flores del disco son lateralmente
comprimidas con un largo de aproximadamente 2.5 mm. El periodo de floracion de
la especie desde febrero a mayo. Se desarrolla casi en cualquier tipo de suelo,

aunque prefiere el himedo.

La especie crece frecuentemente de manera numerosa en margenes de caminos,

campos de cultivo y bosques abiertos siendo muy vistosa en el periodo de floracion.

(Ferris et al., 1960, Cronquist, 1980, Dillon, 1981, Nash et al., 1976, Rzedowski et
al., 2001, Turner, 1996 & Villasefior, 1989).
4.1.3.1 Taxonomia de C.coronarium

C.coronarium fue descrita taxondmicamente por Carlos Linneo en species

plantarum en 1753.

Reino: Plantae, Subreino: Tracheobionta, Division:
Magnoliophyta, Clase: Magnoliopsida, Subclase:
Asteridae, Orden: Asterales, Familia: Asteraceae,

Género: Chrysanthemum.

Figura 15. Morfologia de C.coronarium
El género Chrysanthemum se encuentra dentro de la familia Asteraceae, incluyendo
mas de 30 especies diferentes, siendo arbustos perennes de hasta metro y medio

de altura con hojas lanceoladas y muy perfumadas, este género se puede clasificar
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segun su inflorescencia como: sencillas, anemonas, recurvadas, reflejas, pompones

y decorativas.

4.1.3.2 Distribucién geografica de C.coronarium

La especie es nativa de la region mediterrdnea y el oeste de Asia (Basta et al.,
2007). Esta especie se encuentra principalmente naturalizada en Estados Unidos y
Peru. En México es posible que se encuentre en proceso de naturalizacién, su
distribucién en el estado se encuentra reportada en Baja California, Chiapas,
Coahuila, Distrito federal, Estado de México, Oaxaca, Puebla, Tabasco y Veracruz
(Villasefior et al., 1998).

4.1.3.4 Referencias etnobotanicas de C.coronarium

La especie se ha utilizado desde tiempos inmemoriales en la medicina, aunque
también se ha empleado con fines culinarios y decorativos, su uso se ha extendido
mucho en paises de Asia oriental. En China las hojas y las flores se usan para hacer

té de verano que se emplea como diurético y expectorante.

En muchos otros paises del éste, Chrysanthemum coronarium se usa como vegetal
las partes como pétalos y hojas verdes se emplean en diversas comidas como:
ensaladas, sopas 0 guisos ya que aportan una buena fuente nutricional de vitaminas
(acido fdlico), fibra, calcio y flavonoides, ademas de utilizarse como tratamiento para
heridas en la piel, abscesos, furinculos, hinchazon en los pies, bronquitis, para abrir
el apetito, estrefiimiento y evitar indigestion, inclusive en la India se ha utilizado para
tratar la gonorrea, mientras que en Egipto las flores se consideran vermifugas y se

emplean para mitigar el dolor (Von et al., 1997 & Rayner, 2013).

La especie tiene una gran importancia significativa en la cultura Japonesa, ya que
la consideran un simbolo de larga vida y realeza, tanto que la flor también conocida
como kiku se celebra en Japon en el otofio en el dia nacional del crisantemo en el
festival de la felicidad (Valencia, 2008). En México se utiliza principalmente como

ornamenta.
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4.1.3.4 Estudios fitoquimicos de C.coronarium

La composicion quimica de C.coronarium es muy variada, sus hojas, flores, tallos y
raices poseen diferentes metabolitos secundarios como: terpenoides, lactonas
sesquiterpénicas, derivados de dihidrochrysanolide, poliacetilenos, flavonoides,

compuestos fendlicos, campesterol y esteroles (Sudheer et al., 2015).

Las hojas son ricas en quercetina y glucosidos ademas de contener rutina, e
isoquercetina. Los tallos pueden presentar emodina (en formas de aglicona y
glucdsido), antraquinonas y crisofanol, las raices contienen crisofanol y crisazina
(Gins et al., 1999).

En las flores de C.coronarium se encuentra una mezcla de compuestos llamados

piretrinas hasta un 20 -25% del extracto seco de estas flores las contienen.

Dentro de las piretrinas se conocen seis sustancias biolégicamente activas con
propiedades insecticidas. Estas moléculas se clasifican en dos grupos el
grupo piretrinas |, que son ésteres del acido crisantémico y el grupo piretrinas Il, que

son ésteres del acido pirétrico (Casida, 1980).
Piretrinas |

1. Piretrinas I, formula molecular de C21H2503.
2. Cinerina |, formula molecular de CoH2g03.

3. Jasmolina |, formula molecular de C21H300s3.
Piretrinas Il

1. Piretrina Il, formula molecular de C22H2g0s.
2. Cinerina Il, formula molecular de C21H2g0s,.

3. Jasmolinall, formula molecular de C22H30

La especie es rica en aceite esencial y presenta una coloracién azulada debido a
la presencia de un compuesto llamado camazuleno, el aceite es muy aromatico y

se le atribuyen mdultiples actividades biolégicas. Estudios de la composicion
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quimica del aceite esencial ponen de manifiesto la presencia de alcanfor, acetato
de crisantenilo, mirceno, a- pineno, B-pineno, acetato de linalilo y camazuleno como
constituyentes principales. La composicion quimica del aceite puede variar
dependiendo del origen y la estacién del afio en el que se llevé la recolecta del
material vegetal (Chuda et al., 1996).

Figura 16. Alcanfor

Alvarez-Castellanos et al., en el afio 2001 reportaron 15 compuestos constituyentes

del aceite esencial, siendo una de las primeras caracterizaciones.

Tabla 1. Composicion quimica del aceite esencial de las flores de Chrysanthemum

coronarium.

[ Componente [ Porcentaje (%) |
a-Pineno 14.8
Canfeno 5.2
a-Felandreno 2.6
B-Pineno 9.5
4-Metilenciclohexeno Trazas
Limoneno 0.7
B-Ocimeno 0.3
Alcanfor 29.2
Acetato del 2,7,7-

Trimetilbiciclo- [3.1.1] 3.8
hept-2-en-6-ol

Acetato de bornilo 0.9
Acetato de liratilo 9.8
B-Cariofileno 1.1
Germacreno D 2.7
p -Menta-1,3,8-trieno 3.4
Camazuleno 0.5




En otro estudio posterior en el afio 2004, se analiz6 el aceite esencial de las flores
de C.coronarium de dos localidades diferentes del sur de Italia (Lascari y Palinuro)
arrojando 68 constituyentes que ascienden a 89.0% - 91.6% de aceite, de los cuales
los principales componentes fueron trans-espirocetal-enol éter 2-(2,4-
hexadienilideno)-1,6-dioxaspiro[4.4]non-3-eno(trans-tonghaosu) con crisanteno y

éster de liracilo y alcanfor (Senatore et al., 2004).

Wesolowska et al., en el afio 2015 mostraron mas constituyentes, un total de 105
gue representan 97.71% - 99.5% de la composicién total del aceite, se observaron
concentraciones mas altas de cis-crisantemol (7.98%), acetato de bornilo (7.96%),

isovalerato de cis-crisanteno (96.61%), y alcanfor (5.68%).

Figura 17. Acetato de bornilo

Diversos estudios reportan las actividades biologicas que presenta C.coronarium.

Actividad antinflamatoria:

En un estudio de ocho extractos etanolicos de plantas seleccionadas, C.coronarium
fue uno de los siete extractos que mostraron propiedades antinflamatorias
prometedoras, ya que el extracto disminuyo la sintesis de 6xido nitrico y el factor de
necrosis tumoral -a (TNFa) en células de origen monocitico activas con

lipopolisacarido LPS (Strzelecka et al., 2005).
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Actividad antibacteriana:

Se reporta actividad antibacteriana de cuatro especies tunecinas de crisantemo,
mostrando que los extractos presentaron actividad contra el virus Herpes simplex
tipo 1, (anti HSV-1) mediante el método de incorporacion de rojo neutro (Sassi et
al., 2008).

El aceite esencial ha presentado actividad contra bacterias gram positivas como
B.aeureus y S.aureus), bioactividad que podria atribuirse a algunos componentes
como; alcanfor, germacreno D, a-felandreno, limoneno, canfeno y B-Cariofileno
(Hosni et al., 2013).

Actividad antiangiogénica / antiproliferativa:

Campesterol, un esterol vegetal conocido por reducir el colesterol y presentar
efectos anticancerigenos, el campesterol aislado a partir de una fraccion de acetato
de etilo de la especie C.coronarium mostro resultados prometedores en la inhibicion

de la proliferacion y diferenciacion celular endotelial capilar (Chio et al., 2007).

Sin embargo el aceite esencial también se ha reportado por ser eficaz para la
inhibicién del crecimiento de diversas lineas celulares tumorales, inhibiendo en un

50% el crecimiento de células cancerosas (Sanaa et al., 2015).

Tabla 2. Lineas celulares evaluadas con aceite esencial de Chrysanthemum coronarium.

Tumor epitelial de mama humano T47D
Adenocarcinoma de mama humano MCF-7
Adenocarcinoma de colon humano Caco-2
Carcinoma epitelial humano HelLa

Actividad Fitotoxica:

Los efectos fitotoxicos de los extractos acuosos de C.coronarium se han probado
en la germinacién de semillas y plantulas como; (T.durum, Z.mays) y en malas
hierbas como; (S.sinapis, P.canariensis), el efecto de los extractos es mas selectivo

hacia a las malas hierbas, los compuestos aleloquimicos a los cuales se les atribuye



http://scielo.isciii.es/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0365-66912005000800001

la actividad son; tricin y miricetin 3 —O- galactosido (Hosni et al., 2013).

Actividad hepatoprotectora:

Estudios muestran que el extracto etanolico reduce las actividades séricas elevadas
del marcador hepético enzimatico, generando actividad hepatoprotectora evaluada

en modelos animales como ratas (Abd El Raheim et al., 2014).

Actividad antioxidante:

La bibliografia cientifica reporta la evaluacion antioxidante de la especie
C.coronarium mediante la técnica de DPPH (Difenil picril Hidraxilo) del extracto

crudo y sus fracciones (ver tabla 3).

Tabla 3. Evaluacion antioxidante del extracto crudo y fracciones de Chrysanthemum

coronarium.
[ Diferentes extractos [ Inhibicion% | TEAC |

Extracto crudo 34.85+2.15 0.92+0.06
Extracto de dietil 14.50+1.2 0.54+0.02
Extracto de cloroformo 36.30+1.4 0.98+0.03
Extracto de acetato de 49.45+1.45 1.65+0.4
etilo

Extracto de butanol 24.50+2.4 1.29+0.02

TEAC: Capacidad Antioxidante Equivalente Trolox.
Abd El Raheim (2014).

La fraccion de acetato de etilo mostro una actividad mas alta. Los compuestos
fendlicos, flavonoides, rutina, luteolina y luteolina-7-O-glucosido, constituyentes del
extracto son responsables de ser eliminadores de radicales (Abd EI Raheim et al.,
2014).El aceite esencial también ha sido evaluado por la misma técnica y a

mostrado una moderada eliminacién de radicales (Hosni et al., 2013).

Actividad insecticida / nematicida:

La planta es bien conocida por presentar actividad insecticida significativa, la
bibliografia reporta varios articulos en donde se emplean distintos insectos para la
realizacion de variados bioensayos tales como: el de incorporacion a la dieta,

aplicaciones tépicas, toxicidad por contacto con discos entre muchos otros.
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ejemplo de ello son las larvas y pupas de Tribolium castaneum que se han empleado
en los bioensayos anteriormente mencionados utilizando el extracto crudo y
fracciones mostrando resultados de mortalidad e inhibicion del desarrollo de pupas
favorables, poniendo de manifiesto la funcion reguladora de la hormona del

crecimiento aunque también presenta accion por ingestion (Villalobos ,1996).

Un estudio demostré que el extracto de la flor de C.coronarium presenta actividad
insecticida en el gusano de la hoja de algodén Spodoptera littoralis, las larvas tras
ser alimentadas con hojas tratadas muestran un efecto significativo en el
surgimiento de adultos, siendo las fracciones de acetato de etilo y cloroformo

qguienes reflejaron mejores resultados (Mourad et al., 2008).

Los constituyentes principales de la fraccion de acetato de etilo fueron 3-dihidro-
metileno-2-(3H) furanona (17.8%), Jasmolina | (15.6%), Carveol | (13.6%), Acido
fosforico, éster de tributilo (11,4%) y cinerina Il (11,1%), mientras que en la fraccion
de cloroformo se encontraron 5-hidroxi-3-metil-1H-pirazol (42,7%) y carveol |
(24,8%) (Shonouda et al., 2008).

La bibliografia también ha mostrado actividad nematicida, frente a ciertos
fitopatdgenos tras la aplicacion de C.coronarium en el suelo como abono,
nematodos agalladores (Meloidogyne incognita y M. javanica) presentes en las
raices de los tomates, generando un mejoramiento del peso fresco de la planta tras
inhibir a estos. El extracto acuoso ha presentado una actividad nematicida in vitro
hacia los nematodos juveniles de segunda etapa y ha inhibido la eclosién de huevos

y masas de huevos (Bar-Eyal et al., 2006).

El uso de formulaciones de plantas con propiedades insecticidas es una alternativa
prometedora para el manejo integrado de plagas, generando proteccion de cultivos
y por ende mayor rendimiento en la produccion de productos horticolas sin poner

en riesgo la salud del hombre y su entorno.

El extracto crudo, fraccionesy aceite esencial de C.coronarium muestran una amplia
gama de bioactividades, siendo una especie prometedora en la investigacion

cientifica.
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4.2. LAS PLANTAS COMO FUENTE ANTIOXIDANTES
4.2.1 Antioxidantes y radicales libres

El oxigeno es un elemento imprescindible para la vida aerobia, representa la fuerza
motriz para el mantenimiento del metabolismo y viabilidad celular, al mismo tiempo
gue involucra un peligro potencial debido a las caracteristicas paramagnéticas de
este gas, responsable de la formacion de intermediarios parcialmente reducidos y
dotados de alta reactividad conocidos como especies reactivas de oxigeno (ERO) o
radicales libres (Tova, 2013).

Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un electron
desapareado, por lo que son muy reactivos, ya que tienden a captar un electrén de
otros atomos con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. El término “radical
libre” enfatiza una reactividad mas alta comparada con moléculas cuyos atomos
estan ligados a otros por covalencia (enlace por comparticion de electrones). Una
vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electron (reduccion) que necesita,
la molécula estable que lo pierde (oxidacion) se convierte a su vez en un radical
libre por quedar con un electron desapareado, iniciandose asi una reaccion en
cadena, debido a que estos radicales no poseen receptores especificos tienen
capacidad de agresion indiscriminada sobre células y tejidos vivos (Maldonado et
al., 2010).

Sin embargo a bajos niveles presentan una funcion fisiolégica en el organismo,
como la de participar en la fagocitosis, favoreciendo la sintesis de colageno y
prostaglandinas, funcionando también como mensajeros secundarios de ligandos
especificos incluyendo el factor de crecimiento transformante beta 1(TGF- 1) y el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), mediando varias respuestas
biologicas incluyendo la expresidn de genes, proliferacion celular, angiogénesis,

inmunidad innata y muerte celular programada (apoptosis) (Martinez, 2007).

Como producto de nuestro metabolismo se generan distintos tipos de radicales

libres tales como:
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Especies Reactivas de Oxigeno (ERO)
1. Anidn Superéxido
2. Anién Peroxido
3. Radical Perhidroxilo
4

Radical Hidroxilo

Especies Reactivas de Nitrégeno (ERN)
1. Oxido nitrico
2. Radical Peroxinitrito

Especies que se originan tanto en procesos fisioldgicos normales como en procesos
patolégicos sin excluir también que existen especies procedentes de otros
elementos como Cloro (RCIS) y Bromo (RBrS), aunque (ERO) y (ERN) son dos

grandes grupos implicados dentro de la biologia redox.

Existen varias fuentes capaces de producir estos radicales libres, las mitocondrias
constituyen la principal fuente aunque también existen otros como los peroxisomas
(organelas del citosol ricas en oxidasa), leucocitos polimorfonucleares (cuando se
activan por diversas proteinas que actuan sobre ellas como interleukinas durante
procesos inflamatorios) y la enzima xantina deshidrogenasa en endotelios (Vazquez
et al., 2004).

Los radicales libres se pueden generar por factores como: el propio metabolismo de
los alimentos, la respiracion, el ejercicio, estar expuestos a elementos del medio
ambiente como la contaminacion industrial, el consumo del tabaco, la radiacion,
medicamentos, aditivos quimicos en alimentos procesados, pesticidas, herbicidas y
ciertas circunstancias como la dieta hipercaldorica o dieta insuficiente en
antioxidantes, procesos inflamatorios, traumatismos, fenbmenos de isquemia y

perfusion (Maldonado et al., 2010).

Los sistemas bioldgicos en ambientes oxigenados han desarrollado mecanismos de

defensa, tanto a nivel fisiol6gico como bioquimico. Entre ellas destacan a nivel




fisiolégico el sistema microvascular cuya funcion es mantener los niveles de Oz en

los tejidos y a nivel bioquimico la defensa antioxidante.

Un antioxidante al colisionar con el radical, le cede un electrén oxidandose y
transformandose en una sustancia inocua. Los antioxidantes pueden ser
enzimaticos o no, clasificAndose en endbégenos (se encuentran en el organismo y
son sintetizados por sus células) y exdgenos (ingresan a través de la dieta)
(Martinez, 2007, Mayor et al., 2010, Corrales et al., 2012, & Tovar, 2013).

Tabla 4. Clasificacion de los antioxidantes, segun su origen.

1.Exdgenos

Vitamina E Neutraliza el oxigeno, captura
radicales libres hidroxilo, Og,
neutraliza peroxidos

Vitamina C Neutraliza el oxigeno singlete,
captura radicales libres de hidroxilo
y O2

Betacarotenos Neutraliza el oxigeno singlete

Flavonoides, Licopenos Neutraliza radicales hidroxilo vy
superdéxido

2.Endbgenos

Enziméticos Cofactor

Superoxido dismutasa (SOD) Cataliza la dismutacion de radicales
O2y H0»
Cataliza la descomposicion del

Catalasa (CAT) peréxido de hidrogeno en agua y
oxigeno
Selenoproteina es un agente

Glutation peroxidasa (GPx) reductor, cataliza la reduccién de
peréxido de hidrogeno

3.No enziméticos
Barreras fisiologicas que enfrenta el

Glutatidon oxigeno a su paso desde el aire
hasta las células

Coenzima Q

Acido tioctico Transportadores de metales
(transferrina y ceruloplasma)
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Las células estan equipadas con sistemas de defensa (antioxidantes enddégenos)
gue permiten mantener bajas concentraciones de dichas especies reactivas, sin
embargo si hay un exceso de estas, se genera el estrés oxidativo que es
responsable de numerosas patologias por ello los antioxidantes exégenos acttan
como moléculas suicidas ya que se oxidan al neutralizar al radical libre, por lo que
la reposicion de ellos debe ser continua, mediante la ingestion de los nutrientes que

los contienen (Venereo, 2002).

4.2.2 Efectos de los radicales libres

Las especies reactivas de oxigeno y el establecimiento del estrés oxidativo se ve
relacionado con las modificaciones que sufren ciertas biomoléculas como lipidos,
proteinas, carbohidratos y ADN, como muestra la (figura.18) las especies reactivas
atacan estas estructuras fundamentales en el cuerpo humano trayendo como
consecuencia a largo plazo alteraciones metabdlicas (Weyemi et al., 2012 &
Navarro et al., 2016).

Especies reactivas Alteraciones

de oxigeno (EROs) metabdlicas
05 Cancer
Alzheimer
HO™ . Parkinson
Fisiologico Carbohidratos :’J\'._:;‘,.q Ataxia
Ambiental H,O, - Hepatopatias
Genético ¢ Neuropatias
Nutricional = SH 0=V Diabetes
Psicosocial /Formacion 28] Ataquea ¢I_ _,_,EW Hipertension
dle ERCs R MNefropati
NO en-a--om Lipidos ropatias
Factores de riesgo b Retinosis
Autoinmunidad
HOd Inmunodeficiencias
Vejez

Figura 18. Generacién de especies reactivas de oxigeno y consecuencias del desbalance
oxidante-antioxidante.
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Sin embargo los radicales libres juegan un papel fisiologico clave en la homeostasis,
como es el caso del 6xido nitrico sintetizado por la enzima 6xido nitrico sintasa. El
oxido nitrico participa en la relajacion muscular, el control del tono vascular y varias
otras funciones que dependen de la guanosina monofosfato ciclico (GMPc). El
superoxido (027 ) formado por la oxidasa NAD(P)H controla la produccion de
eritropoyetina, participa en el control de la ventilacién, en la relajacion del musculo
liso y en la transduccion de sefiales de varios receptores membranales que activan
funciones inmunes. En general, las especies reactivas de oxigeno intervienen en la
respuesta del estrés oxidativo (el bombardeo persistente de moléculas por radicales

de oxigeno reactivo) y mantienen la homeostasis redox.

Pero un desbalance en estos desencadena consecuencias que a primera instancia

ejercen un dafio en macromoléculas esenciales como:

Lipidos: provocan la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados y de los
fosfolipidos de las membranas, la peroxidacion lipidica (POL) conduce a un
aumento considerable de la permeabilidad de las membranas celulares, originando
alteraciones irreversibles de las propiedades funcionales de la célula que pueden
conducir a su lisis total o a la formacion de derivados téxicos como los

hidroperoxidos.

Proteinas: los radicales libres son capaces de oxidar un grupo de aminoacidos como
fenilalanina, tirosina, histidina, metionina, ademas de formar entrecruzamientos de

cadenas peptidicas y formacion de carbonilos.

ADN: los dafios fundamentalmente son la hidroxilacion de las bases nitrogenadas
gue constituyen el ADN, entrecruzamientos e inhibicion de la sintesis de proteinas,
nucleotidos y acidos grasos causados por el radical hidroxilo (‘(OH) y el oxigeno
singlete (*O-), también se generan fendmenos de mutacién y carcinogénesis (Tova,
2013).

De acuerdo con Nufiez (2011) se han estudiado alrededor de 100 enfermedades y
su relacion con el desbalance del sistema oxidativo. Estas enfermedades pueden

clasificarse en las generadas por pro-oxidantes que modifican el estado redox y
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alteran la tolerancia a la glucosa, favoreciendo el estrés oxidativo mitocondrial en
enfermedades como el cancer y diabetes mellitus, el segundo incluye estrés
oxidativo de tipo inflamatorio y una mayor actividad de enzima nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato-oxidasa (NADPH-ox) que conduce a la ateroesclerosis e
inflamacion cronica y el tercer grupo deriva del sistema xantina—oxidasa generando
especies reactivas implicadas en lesion isquémica por perfusion (Sanchez et
al.,2013)

Enfermedades como el Alzheimer, Parkinson, Esclerosis lateral amiotrofica, cancer,
diabetes mellitus, enfermedades hepaticas y cardiovasculares se destacan

habitualmente como patologias mas asociadas en el estrés oxidativo.

Entre estas las enfermedades de tipo cardiovascular presentan una amplia
relevancia epidemioldgica, la oxidacion de las LDL (lipoproteinas de baja densidad)
colesterol parece representar la “llave maestra” en el desarrollo de la
ateroesclerosis, en tanto pueden ser citotoxicas de las células endoteliales y baja la

motilidad del tejido macroéfagico (Stanner et al., 2015).

El Alzheimer se caracteriza por la pérdida de neuronas asociada con la agregacion
de placas de proteina B-amiloide y marafias neurofibrilares, en esta enfermedad los
radicales libres generados por las mitocondrias mantienen al paciente en estrés

oxidativo presentando marcadores de oxidacion de proteinas elevados.

En la enfermedad de Parkinson el estrés oxidativo esta implicado en la perdida de
células nigro- estriadas y defensas en la cadena respiratoria mitocondrial, en la
esclerosis lateral amiotrofica se presenta la degradacién de neuronas motoras en la
corteza cerebral y corddn espinal, las altas concentraciones de proteinas oxidadas

en tejidos post-mortem son generadas por radicales libres.

En el cancer el estrés oxidativo y el proceso tumoral se encuentran estrechamente
relacionadas a través de la oxidacion del material genético ya que el peroxido de
hidrogeno juega un papel crucial como segundo mensajero en la transduccion de
sefales para la activacion, diferenciacion y proliferacion celular (Sanchez et al.,
2013 & Coronado et al., 2015).
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Otra enfermedad muy recurrente es la diabetes mellitus ya que es la primera causa
de muerte en México, en esta enfermedad los radicales libres estan implicados en
el dafo tisular, encontrdndose la actividad antioxidante disminuida, aqui las
especies reactivas se asocian con la hiperglucemia cronica que es caracteriza la

patologia.

Con base al avance en la investigacion cientifica se puede afirmar que en
condiciones normales los radicales libres no son dafiinos para nuestro organismo y
ademas estan involucrados en diversos procesos fisioldgicos benéficos, sin
embargo cuando las defensas antioxidantes se ven superadas por especies
oxidantes nuestras células se ven comprometidas por el estrés oxidante que se
establece generando gran numero de enfermedades como las ya mencionadas
(Maldonado et al., 2010).

4.2.3 Antioxidantes naturales

Antioxidante natural el término alude a aquellas sustancias, con propiedades
antioxidantes que se presentan o pueden ser extraidas de las plantas. Debido a la
mala imagen adquirida y al rechazo por parte del consumidor de los antioxidantes

sintéticos, los naturales han generado un gran interés en los ultimos afos.

Dentro de la gama de antioxidantes se encuentran los polifenoles (alcoholes y
acidos fendlicos, éacidos cinamicos sus derivados y glucésidos, cumarinas,
flavonoides y sus glucésidos, catequinas, fenoles condensados o taninos, sin
embargo los carotenoides, vitaminas, y ciertos oligoelementos constituyen también

un potencial antioxidante. (Navarro et al., 2016).

Estos compuestos que presentan la actividad han adquirido una gran importancia
desde el punto de vista biologico, pues ellos pueden mostrar una serie de beneficios
gue van desde el retraso del deterioro de celular, la inhibicién de ciertos tipos de
cancer, hasta la prevencion de patologias asociadas al estrés oxidativo (Carrasco
et al., 2005).
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Un ejemplo de ello es la capacidad antioxidante que presentan los flavonoides
encontrados ampliamente en las plantas, frutas y vegetales, son actualmente un
grupo de compuestos fitoquimicos de gran interés nutricional por su contribucion al
mantenimiento de la salud humana, estas sustancias se forman en el reino vegetal
a partir de los aminoacidos fenilalanina y tirosina, el tipo de conjugacién y la
localizacion de los flavonoides en el organismo, determina la capacidad de inhibicion
enzimatica y su capacidad antioxidante, estos compuestos no solamente son
capaces de inhibir la peroxidacion lipidica sino que pueden actuar como barredores
directos de radicales libres y como agentes quelantes de metales, ademas de
poseer un efecto aditivo de defensa antioxidante enddégena aumentando o
manteniendo dicha defensa. La estructura quimica de estos compuestos es la que
les confiere su capacidad para actuar como captadores de radicales (Slullitel, 2012).
Se ha encontrado que la actividad de los flavonoides puede ser afectada por la
naturaleza de los sustituyentes presentes en su estructura al igual que su posicion,
estableciendo asi condiciones generalizadas, para una actividad antioxidante

significativa (Apak et al., 2007) tales como:

1. Una sustitucion orto-dihidroxi en el anillo B, impartiendo estabilidad a los
radicales ariloxi formados por la oxidacion del flavonoide posiblemente por

puentes de hidrogeno y/o electron-deslocalizacion (Apak et al., 2007).

2. Un doble enlace entre los atomos de carbono 2 y 3 que facilita la
transferencia de electrones en conjugacioén con la funcién carbonilo del

carbono 4 a través de electron-deslocalizacion.

3. Presencia de grupos hidroxi en ambos carbonos 3 y 5 que ayudan a la
formacion de estructuras estables una vez los flavonoides se hayan oxidado.
Siguiendo estos criterios, el flavonoide quercitina es el que mejor reune los

requisitos para ejercer una efectiva funcion antioxidante.
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Figura 19. Estructura bésica de los flavonoides y subclases mas usuales.

Estos compuestos han sido sujeto de estudio ya que juegan un papel importante en
la prevencion, reduccion y manejo de los sintomas ocasionados por distintas

enfermedades cronicas degenerativas.

La familia de los carotenoides también presenta efectos antioxidantes potentes y
reduce el riesgo de cancer, unos valores bajos del carotenoide licopeno constituyen
un posible riesgo de cancer de préstata, los carotenoides se encuentran en verduras
de hojas de color verde oscuro y en la frutas y verduras de color amarillo-naranja a
mayor intensidad de color, mayor es la concentracion de carotenoides, estos
compuestos ofrecen una proteccion frente a la oxidacién de las LDL, reducen el
riesgo de ateroesclerosis, ataques cardiacos e ictus. Existen alrededor de 600
carotenoides de los cuales cerca de 50 son precursores de la vitamina A o retinol
(Anderson et al., 2009).

La investigacion cientifica aporta datos sobre el beneficio del consumo de productos
con propiedades antioxidantes de origen vegetal como parte de la dieta ya que
mejora la calidad de vida de la poblacion, sin duda la accidon antioxidante que

presentan las plantas genera gran interés en la comunidad cientifica puesto que
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representa una ayuda al combate de enfermedades provocadas por el estrés

oxidante.

4.3 LAS PLANTAS COMO INSECTICIDAS BIOLOGICOS
4.3.1 Baja California como estado agricola

Baja California es uno de los estados mas atractivos del pais, debido a su dinamica
econdémicay su cercania con el mercado estadounidense, la agricultura ha sido una
de las actividades primas que aportan ganancias econdémicas al estado. El 43% del
uso de suelo agricola en Baja California se encuentra en el municipio de Ensenada,
gue sumado a las porciones de Tijuana, Rosarito y Tecate componen el 50% del
uso agricola estatal, donde el 54% corresponde a agricultura de temporal y el 46%
de riego. Mexicali corresponde el otro 50% restante el cual estd destinado a

agricultura de riego.

Los principales cultivos del estado son el trigo ocupando la tercera posicion a nivel
nacional atras de Guanajuato y Sonora, el tomate rojo ubica a Baja California en la
segunda posicion con una produccion de 1,090 millones de pesos detras de Sinaloa,
la cebolla logro el primer lugar en produccién a nivel nacional en el afio 2008 y en
actualidad sigue siendo un cultivo sobresaliente, la produccién de uva en la region
vinicola del estado es de amplio reconocimiento internacional, sin embargo otros
cultivos como la fresa, algoddn, olivo, la alfalfa por superficie sembrada, frambuesa

y chile verde también representan un gran valor comercial (SAGARPA, 2010).

Figura 20. Region agricola de Baja California




4.3.2 Plagas agricolas
El sector agricola de Baja California se enfrenta diariamente con diversas plagas
como hongos e insectos que infestan sus cultivos y adquieren un gran poder de
resistencia tras el empleo incontrolado de distintos agroquimicos, desencadenando

grandes pérdidas econdmicas al estado.

Un ejemplo de ello es la arafia roja
(Tetranychus urticae) es una de las especies
gue mas dafios y pérdidas econdmicas
provoca en la produccién de cultivos en el
mundo no solo en México, sin embargo hay
otras plagas que también generan un gran

impacto de dafo.

Figura 21. Arafia roja (Tetranychus urticae)

Tabla 5. Plagas mas comunes que afectan cultivos de Baja california

Principal plaga | Acaros que al picar y chupar
que daflamuchos |la savia de Ila planta

Arafa roja cultivos ejemplo: | ocasionan decoloracion,
(Tetranychus urticae) algodon, maizy | deformacion asi como caida
fresa. prematura de las hojas.

Insectos pequefios, el dafo
se manifiesta por el

Chicharrita Algoddn, alfalfa, | amacollamiento de las hojas
(Homalodisca vitripennis) frijol, maiz y soya. |y algunas veces por el
achaparramiento de la

planta.
Algoddn, alfalfa, | Insectos que se alimentan
Chiche lygus fresa etc... chupando la savia de las
(Lygus lineolaris) terminales, generando flores

deformes y puntos negros.
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Gusano bellotero
(Helicoverpa zea)

Algodon, maiz,
sorgo, sandia,
meldn, pepino,
berenjena,
cartamo, soya,
garbanzo y otros

Este insecto dafia los frutos
de los cultivos.

cultivos.
Tomate, chile, Las larvas al alimentarse
Minador frijol, meldn, originan galerias o minas en
(Liriomyza trifoli) sandia etc... las hojas, haciendo que se

sequen y caigan.

Mosca blanca
(Trialeurodes vaporariorum)

Algodon, calabaza,
chile, frijol etc...

Tanto las ninfas como los
adultos se localizan en el
envés de las hojas
succionando la savia de las

(Schizaphis graminum)

cebada y otros

plantas.

Afido que se alimenta de la

savia de las plantas
Pulgon del follaje Trigo, maiz, sorgo, | ocasionando manchas

amarillentas que se tornan

(Melanaphis sacchari)

cultivos. café oscuras, los tejidos
mueren a causa de las
toxinas inyectadas.
Pulgén amarillo Sorgo y trigo Succionan la savia de hojas

y generan lesiones rojizas
afectando cultivos enteros.

Trips
(Thrips tabaci)

Algoddn, alfalfa,
frijol, hortalizas,
remolacha y otros
cultivos.

El dafio que causan los
adultos y ninfas al raspar y
chupar tejidos epidérmicos,
es la aparicion de manchas
blanquecinas, rasgaduras y
arrugas en la hoja.

SAGARPA, (2015). Agenda Técnica Agricola de Baja California.
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Estas plagas son algunas de las principales que atacan cultivos productivos de Baja

California, sin embargo hay muchas otras en el estado, estas generan severas

afecciones en el producto horticola y derrames econdémicos elevados de aqui la

importancia de la busqueda de soluciones a la probleméatica (SAGARPA, 2015).



http://www.cesaveson.com/files/docs/noticias/alertaPULGON.pdf

Figura 22. Tela y dafios que produce Tetranychus urticae sobre planta de frutilla.
(Guagole, 2012)

4.3.3 Insecticidas sintéticos

Los productos sintéticos destinados a controlar las plagas y enfermedades en los
vegetales han tenido un rol muy marcado en el incremento de la produccién
agricola. Sin embargo el uso continuo e indiscriminado de estas sustancias, no solo
ha causado enfermedades y muertes por envenenamiento a corto y largo plazo,
sino también ha afectado al medio ambiente, acumulandose por bioconcentracion
en los distintos eslabones de la cadena alimenticia, en el suelo y agua. Son
responsables ademas de la resistencia insecticida, el surgimiento de plagas
secundarias, asi como el ataque a organismos no blanco, como polinizadores o

animales de sangre caliente (Rosas et al., 2006).

Uno de los principales insecticidas sintéticos empleados en el siglo XX fue el DDT
(dicloro difenil tricloroetano) el cual se utilizo6 para controlar diversas infecciones
causadas por insectos vectores, fue a partir de éste que se sintetizaron diferentes
compuestos analogos, lo cuales fueron suspendidos en la década de los 70’s por

su persistencia en el medio ambiente (Torres et al., 2007).

Otros plaguicidas sintéticos como los orgafosforados, derivados halogenados,
carbamatos, piretroides, derivados de la urea y compuestos heterociclicos fuerén

surgiendo dando origen a la era de los insecticidas sintéticos, sin embargo,
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actualmente en el mercado mundial se comencializan miles de estos productos con
efectos nocivos a la salud y el ambiente, sin que esto sea una limitante para su
venta. El uso de insecticidas en México ha aumentado en las Ultimas décadas,
preocupantemente la (FAO) reporta que en nuestro pais fueron utilizados en
promedio 4.55 toneladas de plaguicidas (funguicidas, herbicidas e insecticidas) por
cada 1000 hectareas entre los afios 2009 y 2010. En el afio 2011 del total de
plaguicidas registrados ante COFEPRIS, aproximadamente el 90% son de origen
quimico y el 10% de origen biolégico (SAGARPA, 2014).

México hoy en dia emplea por lo menos 30 insecticidas prohibidos en otras naciones
por su alto nivel de toxicidad como: azinfos metilicos, carbarilo, dicofol, forato y
paraquat entre otros, esto debido a que no existe ningun tipo de regulacién o

monitoreo en el pais (Arellano et al., 2016).

Son 13 los estados de la republica que utilizan casi el 80% del total de plaguicidas

empleados a nivel nacional, entre ellos esta Baja California (Albert et al., 2005).

De acuerdo con el Instituto Nacional de Investigacion Forestales Agricolas y
Pecuarias (INIFAP, 2007) los plaguicidas, funguicidas y herbicidas de mayor uso
en laregion de Baja California son: Diazindn, Ambush, Diazinon 25, Lannate, Bravo
720, Goal, Azufre, Dimetoato, Goal 2-Ec, Fli, Lannate 90, Maneb, Manzate,
Malation 1000 E, Metomil, Cupravit, Maneb 80, Sevin 80, Lannate 90, Robran,
Azinfos metilico, Paraquat, Talstar, Dacthal, Promilo, Tamardon, Gramoxone,

Thiodan, Bensulide, Prefar, Vydate, Cabrio.

Debido a las consecuencias que han ocasionado los plaguicidas sintéticos, la
comunidad cientifica esta en busqueda de nuevas sustancias que presenten las
actividades deseadas, beneficiando el sector agricola pero mitigando los efectos

secundarios.

4.3.4 Insecticidas naturales

Desde épocas tempranas del surgimiento y desarrollo del hombre, se tuvo la

necesidad de combatir las plagas que afectaban sus cultivos y productos, con el uso




de sustancias capaces de eliminarlos. La llamada “era de los productos naturales”
comprendio desde antes de nuestra era hasta mediados del siglo XIX, en donde se
tienen evidencias en documentos escritos por Homero, del uso del azufre como
sustancia purificadora para eliminar los hongos, el uso de flores de piretro como
insecticida usado por el rey de Persia y los chinos utilizaron los arsenitos para el

control de roedores y otras plagas (Del Puerto et al., 2014).

El uso de extractos de plantas como insecticidas data de la época del imperio
Romano. Sin embargo, solo a partir de los afios 30 del siglo recién pasado se
produjeron los avances mas importantes en el uso de los insecticidas como nicotina
(alcaloide derivado del tabaco), rotenona (flavonoide extraido de las raices de
Derris elliptica), cuasina (terpenoide extraido del arbol quassia) y piretrinas (esteres
extraidos de las flores de Chrysanthemum) (Villalobos, 1996, & Rodriguez et al
2003).

Figura 23. Plantas con actividad insecticida (Chrysanthemum coronarium, Quassia

amara, Derris elliptica, Nicotiana tabacum) (Lizana, 2005).

En los ultimos afios se esta retornando en el estudio del uso de las plantas como
fuente insecticida a partir de la necesidad por encontrar una nueva alternativa para
el control de plagas y reemplazar asi a los insecticidas sintéticos ofreciendo una

eficiente opcion agronémica.

La ventaja del empleo de estos nuevos insecticidas naturales son basicamente

gue el material es renovable biodegradable, no contaminante, es de bajo costo
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y riesgo a la salud humana, presentan menor efecto sobre organismos benéficos,
es un material de alta disponibilidad al igual que mantiene el equilibrio de la fauna
entomoldgica ya que los compuestos vegetales no persisten mucho tiempo en el
medio y sus parametros farmacocinéticos son poco toxicos a organismos

superiores, generando menos contaminacion (Lizana, 2005).

Sin lugar a dudas los insecticidas naturales a partir de extractos vegetales
constituyen una muy interesante alternativa de control de insectos ademas de que
solo se han evaluado muy pocas plantas en relacién a la fuente que ofrece el planeta

por lo que las perspectivas futuras en cuanto a investigacion, son ain mayores.
4.3.5 Acaricidas naturales

Un acaricida es una sustancia que se emplea para el control biologico de acaros,
estos son aracnidos diminutos de cuerpo ovalado en los que la cabeza, torax y

abdomen se encuentran fusionados en un cuerpo no segmentado.

Probablemente el acaricida mas estudiado los Ultimos veinte afios es un
triterpenoide llamado azadiractina que es el principal constituyente del extracto y

aceite de los productos derivados de las semillas del arbol de neem indico. Los

productos Neem estan registrados en mas
de 40 paises como productos para el
combate de plagas tanto de tipo insecticida
como acaricida, en esta actividad ha
mostrado ser altamente toxico en las

distintas etapas de desarrollo del acaro.

Figura 24. Azadiractina

Los moterpenoides y sesquiterpenos presentan el antecedente de mostrar toxicidad
aguda en insectos y acaros, la bibliografia reporta que tanto extractos como aceites
esenciales de una diversidad de plantas muestran actividad acaricida, frente a

acaros de importancia en el sector agricola (Marcic et al., 2011).
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RECOLECCION Y GENERACION DE
EXTRACTOS




RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

La parte aérea de las especies Adenostoma fasciculatum y Eriophyllum
confertiflorum fueron recolectadas el 22 de marzo del 2017 en San Antonio de las
minas, Ensenada Baja California con unas coordenadas de 31'58 5Ny 116" 37 30
O, temperatura ambiente de 18 °C y a una altura de 330 metros sobre el nivel del
mar; la especie Chrysanthemum coronarium fue recolectada cerca del mismo punto
anterior a 31°52 46 Ny 116 40 57 O, temperatura de 14°C y 10 metros sobre el

nivel del mar.

Todas las especies fueron autentificadas por el Dr. José Delgadillo Rodriguez

(Botanico).

Figura 25. Zona de recoleccion de las especies vegetales.
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TRATAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL.

El material vegetal se dejo secar a temperatura ambiente durante un mes, pasado
este tiempo se trituro con la finalidad de tener una mejor superficie de contacto con

el disolvente. Este procedimiento fue realizado con las 3 especies.

5 V“'Q‘._Lm -

Figura 26. Especies en proceso de secado.




GENERACION DE EXTRACTOS

DESARROLLO EXPERIMENTAL

La generacion de los extractos se llevé a cabo mediante un proceso de maceracion

hidroalcohdlica, para las especies A.fasciculatum y E.confertiflorum se emplearon

100 g de material vegetal y 1.5 litros de disolvente (50% agua/ 50% metanol); para

C.coronarium se emplearon 500 g de material vegetal y 6 litro de disolvente en la

misma proporcion.

Los extractos se concentraron a presion reducida utilizando un rotaevaporador

Buchi R-210 y finalmente liofilizados.

Tabla 6. Pesos de extractos crudos de las especies vegetales

A.fasciculatum 24.6
E.confertiflorum 19.6
C.coronarium 123.9

Figura 27. Maceracién de una de las especies.
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PARTICION DEL EXTRACTO CRUDO DE Chrysanthemum coronarium

Para la generacién de las particiones se pesaron 100 gramos de extracto seco de
C.coronarium y se redisolvio en una disolucion metanol/agua en proporcion 2:3,
subsecuentemente se realizaron extracciones con solventes de polaridad creciente

dando como resultado 3 particiones: n- hexano, acetato de etilo e hidroalcoholico.

Extracto crudo

1) Metanol/ Agua

2) n- hexano

Extracto Hexanico Extracto Hidroalcoholico

Acetato de etilo

Extracto de Extracto
AcOEt Hidroalcoholico

Diagrama 1. Generacién de particiones
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Figura 28. Separacion de fracciones

Figura 29. Obtencion de fracciones
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Existen algunos factores fundamentales para un investigador al momento de llevar
a cabo la recoleccion de un material vegetal: estar seguro de que el material
pertenece a determinada familia o género, que parte de la planta debe recolectar
para garantizar una mayor abundancia del o los principios activos buscados, etc.,
como una medida de apoyo al momento de recolecciones en campo existen
distintos ensayos cualitativos para identificacion de metabolitos secundarios
mayoritarios, dichos ensayos tienen la ventaja de ser pruebas quimicas sencillas,
sensibles, especificas y rapidas que no requieren de mucho equipo o gastos

economicos elevados. Pueden ser clasificados de la siguiente manera:

1. Histologicos: basados en el comportamiento de los cortes de tejidos frente
ciertos reactivos, formando precipitados.

2. Quimicos: tratamiento de extractos con agentes cromOgenos que generan
precipitados, etc.

3. Fisicoquimicos: con el uso de cromatografia para la localizacion de bandas
de absorcion.

4. Biologicos: basado en el comportamiento de extractos frente a cultivos

microbioldgicos, 6rganos aislados, tejidos, etc.

El reconocimiento de los metabolitos secundarios por medio de ensayos
fitoquimicos resulta conveniente para predeterminar o dar preferencia a las plantas
con un mejor perfil. Estas pruebas quimicas de caracterizacion consisten en una
reaccion quimica que produce alteracion rapida en la estructura molecular del
compuesto, ejemplo: la modificacion de un grupo funcional, apertura de un sistema
anular, formacion de un complejo etc., dando por resultado una manifestacion
sensible como puede ser el cambio de color, la formacién de precipitado o el
desprendimiento de un gas. Generando indicios de la presencia de algun metabolito

secundario especifico.

Los extractos de A.fasciculatum, E.confertiflorum y C.coronarium fueron evaluados

mediante el tamiz fitoquimico en la busqueda preliminar de metabolitos secundarios
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Tabla 7. Tamiz fitoquimico preliminar

Mayer
Alcaloides Dragendorff
Wagner
. Cloruro férrico
Taninos :
Gelatina

Esteroides y Lieberman- Burchard

triterpenoides
Flavonoides Shinoda
Carbohidratos Benedict
Saponinas Espuma
Glucoésidos
P Borntrager
antraquinénicos
Cumarinas Erlich

Alcaloides

El analisis fitoquimico preliminar para estos compuestos se basa en la capacidad
gue tienen los alcaloides en su estado de sal (extractos acidos), para combinarse
con yodo y metales pesados, formando precipitados con reactivos como el mercurio

y yoduro de potasio (reactivo de Mayer) y el yoduro de potasio (reactivo de
Dragendorff) (Coy et al., 2014).

Mayer (+): precipitado color crema
Dragendorff (+): precipitado café- rojo
Wagner (+): precipitado café- rojo
Procedimiento

1. Preparar una solucién a concentracion de 1mg/ mL del extracto a evaluar en
acido clorhidrico al 5%.

2. Calentar a bafio maria por 5 minutos y dividir la solucién en 3.

3. Adicionar 8 gotas de reactivo correspondiente. Observar cambios.

Utilizar sulfato de quinina como control positivo para estas pruebas.
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Taninos

Quimicamente los taninos son polimeros de polifenoles con 1% a 2% de Hidroxilos
fendlicos libres, estos compuestos precipitan en presencia de Cloruro Férrico y

tienen la propiedad de unirse a las proteinas y precipitarlas.
Cloruro férrico (+): coloracion verde, azul o negra

Gelatina (+): precipitado blanco

Procedimiento

1. Preparar una solucién a concentracion de 1mg/ mL del extracto crudo a
evaluar en etanol.

2. Adicionar 8 gotas del reactivo de FeClz y observar los cambios.
Utilizar acido galico como control positivo para estas pruebas.
Esteroides y triterpenoides

Estos constituyen sin duda un amplio grupo de metabolitos secundarios, para su
analisis preliminar en plantas la prueba mas comunmente usada es la de
Lieberman- Burchard, existiendo una reaccion del colesterol con diferentes acidos

fuertes generando coloraciones verdes- azules.
Esteroides y triterpenoides (+): coloraciones azul- verde y violeta.
Procedimiento

1. Preparar una solucién a concentracion de 1mg/ mL del extracto a evaluar en
etanol.

2. Adicionar 1 mL de anhidrido acético y mezclar ligeramente

3. Agregar 3 gotas de acido sulfarico concentrado (lentamente) y observar los

cambios.

Utilizar colesterol como control positivo para esta prueba.
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Flavonoides

Los flavonoides son compuestos fendlicos en su mayoria pigmentos responsables
de la coloracion de numerosas flores y de frutas. El elemento estructural coman de
estos compuestos es el nucleo benzopirona. La prueba de Shinoda produce
coloraciones rojizas dependiendo de la estructura del flavonoide cuando se produce

la liberacion de hidrégeno al reaccionar con magnesio metalico y HCI concentrado.
Flavonoides (+): tonalidades rojo
Procedimiento

1. Preparar una solucién a concentracion de 0.5mg/ mL del extracto a evaluar
en etanol.

2. Adicionar limaduras de magnesio metalico y dejar reposar 5 minutos, una
coloracion naranja es indicativo de la presencia de flavonas, coloracion rojo
flavonoides y coloracion magenta de flavononas.

3. En la misma solucion anterior, adicionar 3 gotas de acido clorhidrico
concentrado, dejar reposar unos minutos, coloracion roja indica la presencia

de auronas o chalconas.

Utilizar un extracto citrico como control positivo para esta prueba.
Carbohidratos

Benedict es una reaccion de oxidacion que nos ayuda en el reconocimiento de
azucares reductores, es decir aquellos compuestos que presentan un OH
anomerico libre, como por ejemplo la glucosa, lactosa, maltosa, celobiosa, etc., en
la reacion de Benedict el Cu?* que presenta un color azul (en solucién) se reduce
en medio alcalino para producir el i6n caprico el cual se observa como precipitado

rojo ladrillo correspondiente al 6xido cuproso (Cu20).
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Procedimiento

1. Preparar una solucion a concentracion de 1mg/ mL del extracto a evaluar en
etanol.
2. Agregar 8 gotas del reactivo de Benedict.

3. Colocar a bafio maria entre 5-10 minutos y observar cambios.

Utilizar fructosa como control positivo para esta prueba.
Saponinas

Las saponinas son un grupo de glucésidos esteroidales o de triterpenoides que se
disuelven en agua y disminuyen la tension superficial de esta, formando una

espuma abundante y relativamente estable.
Saponinas (+): espuma estable por lo menos 15 minutos
Procedimiento

1. Prepara una solucién a concentracion de 1mg/ mL del extracto a evaluar en
etanol.
2. Adicionar de 1-2mL de agua destilada, agitar vigorosamente y observar los

cambios.

Utilizar una saponina como control positivo para esta prueba.
Glucésidos antraquinonicos

Estos compuestos contienen una aglicona derivada de la antraquinona y son
utilizados como laxantes, en el analisis fitoquimico preliminar se utiliza una solucién
de acido clorhidrico acuoso diluido, el cual hidroliza los glucésidos antracénicos y
oxida las antronas y antranoles hasta antraquinonas, se extrae con cloroformo y
esta fase se pone en contacto con una solucion 4&cida diluida, presentando una

tonalidad rojo cereza.

Glucosidos antraquinénicos (+): anillo rosa-rojo en la superficie de la fase acuosa.




Procedimiento

1. Preparar una solucion a concentracion de 1mg/ mL del extracto a evaluar en
etanol.

2. Adicionar 1 mL de acido clorhidrico al 5%.

3. Adicionar 1 mL de cloroformo.

4. Agregar 4 gotas de hidroxido de amonio al 10% y observar cambios.

Utilizar acido carminico como control positivo para esta prueba.
Cumarinas

Las cumarinas son una gran clase de lactonas de origen natural procedentes de la
ruta del acido shikimico y se caracterizan por contener un nucleo benzo -2- pirona.
El reactivo de Erlich (p-dimetilamino benzaldehido) se utiliza para determinar la
presencia de cumarinas, que aunado a con el acido clorhidrico generan una

coloracion naranja.
Cumarinas (+): coloracion naranja
Procedimiento

1. Preparar una solucién a concentracion de 1mg/ mL del extracto a evaluar en
etanol.
2. Calentar la solucion y posteriormente adicionar 2 gotas de reactivo de Erlich.

3. Agregar una gota de acido clorhidrico y observar cambios.
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La evaluacion quimica de tipo antioxidante realizada a los diferentes extractos
vegetales (ver diagrama 2) se llevd a cabo mediante las siguientes técnicas:
decoloraciéon oxidativa de B-caroteno, reduccion del radical libre DPPH, reduccién

del catidon-radical ABTS y determinacién de polifenoles totales como prueba

complementaria

Evaluacion quimica antioxidante

Extractos crudos Extractos de C.coronarium

—— | A.fasciculatum

Extracto hexanico

—— | E.confertiflorum —

Extracto de AcOEt

L | C.coronarium —

Extracto hidroalcoholico

Diagrama 2. Extractos utilizados en la evaluacion quimica antioxidante

Para la evaluacién acaricida se realizaron las ventanas bioldgicas de los 3 extractos
crudos frente al &caro Tetranychus urticae (ver tabla 8).

Tabla 8. Extractos evaluados frente a Tetranychus urticae.

Extractos crudos de:

A.fasciculatum

E.confertiflorum

C.coronarium

DESARROLLO EXPERIMENTAL

EVALUACION QUIMICA (ANTIOXIDANTE) Y BIOLOGICA DE TIPO ACARICIDA



Decoloracién oxidativa del B-caroteno

La inhibicion de la decoloracion oxidativa B-caroteno es una metodologia bien
conocida para la evaluacion de la capacidad antioxidante en productos naturales,
ya que los carotenoides son extremadamente susceptibles a la oxidacion por
radicales libres. Esta técnica se basa en la medicion espectrofotométrica de la
decoloracion de carotenoides (B-caroteno) causada por su interaccion con radicales
peroxilo producidos durante la oxidacion del acido linoléico. La reaccion que tiene
lugar es una adicion del radical peroxilo al sistema poliénico de los carotenoides,
produciendo un radical estabilizado por resonancia capaz de reaccionar con otros
radicales, generando moléculas estables (etapa de terminacidn); de no ocurrir esto,
el nuevo radical estabilizado afadird oxigeno molecular en una etapa de
propagacion de una reaccion en cadena, produciendo un radical caroteno-peroxilo.
Si existen antioxidantes en la muestra a evaluar, los radicales reaccionaran con
dichos compuestos en lugar de atacar al B-caroteno, evitando su decoloracion; en
consecuencia cuanto mayor sea la actividad antioxidante en la sustancia de interés,

menor sera la decoloracion. (Chaillou et al., 2006).

Figura 30. Estructura de B-caroteno
Procedimiento

1. Poner a burbujeo constante agua destilada durante un periodo no menor a 1
hora.

2. Preparar una disolucion de carotenoides para ello: disolver 0.2 mg de (-
caroteno en 1-2 mL de cloroformo y adicionar 25 uL de acido linoléico y 200
ML de Tween 20, mezclar y guardar en oscuridad hasta la evaporacién del

disolvente.

DESARROLLO EXPERIMENTAL



9.

Preparar una solucion de muestra a evaluar a una concentracion de 1 mg/
mL.

Disolver la solucion de B-caroteno (ya sin cloroformo) en 50 mL de agua
destilada previamente en burbujeo para generar la emulsion.

Tomar 350 uL de la solucion de la muestra y adicionar 2.5 mL de la emulsion
de B-caroteno.

Inmediatamente realizar una primera lectura de la muestra a tiempo cero
(AmP) a una longitud de onda de 470 nm. Medir la absorbancia de la emulsion
sin muestra a tiempo cero (Ac®).

Mantener las muestras en bafio a una temperatura de 50°C durante 120
minutos.

Realizar una segunda lectura a las muestras a las 2 horas (Am*?°) asi como
de la emulsion (Act?0),

El ensayo es realizado por triplicado.

Las absorbancias obtenidas se promedian para realizar los célculos

correspondientes del porcentaje de actividad antioxidante mediante la siguiente

ecuacion:

% Actividad antioxidante = [1-(Am°-Am*?°)/ (Ac®-Ac'?°)] x100

Donde:

Am°= Promedio de las absorbancias de la muestra a tiempo cero.
Am'?°= Promedio de las absorbancias de la muestra a tiempo 120 min.
Ac®= Promedio de las absorbancias de la emulsion tiempo cero.

Ac'?°= Promedio de las absorbancias de la emulsion a tiempo 120 min.

Utilizar a- tocoferol como control positivo para este ensayo.
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Reduccion del radical libre DPPH

Uno de los procedimientos mas aplicados por la comunidad cientifica para evaluar
la actividad antioxidante es el método de DPPH. Este es un método
espectrofotométrico en el que se utiliza el radical libre difenil picril hidrazilo (DPPH),
el cual presenta una coloracion violeta en solucion y al ponerse en contacto con una
sustancia que puede donar atomos de hidrogeno, capaz de estabilizarlo, el color
violeta intenso decae a un color residual amarillo palido del grupo picril adn

presente, con la consecuente disminucién de la absorbancia (Molyneux, 2004).

NO, NO5
H
05N N—N —_— O5N N—NMN
NO, NO>
Dipicril fenil hidrazilo Difenil picril hidrazina

Figura 31. Reduccion del radical libre DPPH

Procedimiento

1. Preparar unasolucién patrén de la muestra a evaluar a una concentraciéon de
1mg/ mL.

2. A partir de la solucion patrén, realizar 10 disoluciones seriadas de la muestra
por triplicado.

3. Preparar una solucion 125 yL del radical DPPH en metanol (7.5 mg/ 250 mL).

4. Afadir 500 pL de solucion de DPPH a todas las disoluciones seriadas
preparadas anteriormente.

5. Incubar durante 30 minutos en oscuridad.

6. Realizar la lectura de las muestras en un espectrofotometro a una longitud

de onda de 517 nm; leer la absorbancia de la solucién de DPPH sin muestra.

DESARROLLO EXPERIMENTAL
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Realizar la lectura de las muestras en un espectrofotometro a una longitud de onda

de 517 nm; leer la absorbancia de la solucion de DPPH sin muestra.

Las absorbancias obtenidas se promedian para realizar los célculos

correspondientes del % de reduccion del DPPH mediante la siguiente ecuacion:
% Actividad antioxidante =[1-(Am/Ac)] x100

Doénde:

Am = Absorbancia promedio de la muestra
Ac = Absorbancia de la muestra control (solucion de DPPH)

Graficar los % de reduccion del DPPH calculados contra la concentracion para la

obtencion de la concentracion efectiva media (CEso).

Utilizar quercetina como control positivo para este ensayo.
Reduccion del catiéon-radical ABTS

La generacion del radical ABTS®** (Acido 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico) constituye la base de uno de los métodos espectrométricos que han sido
aplicados para medir la actividad antioxidante, tanto en muestras hidrosolubles
como liposolubles eligiendo el disolvente apropiado en cada caso, esta técnica
implica la produccién directa del croméforo ABTS®* verde- azul a través de la
reaccion entre ABTS y persulfato de potasio (K2S20s). La adicidon de antioxidantes
al radical pre-formado conduce a la reduccién, disminuyendo la coloracion de esta
manera el grado decoloracién como porcentaje de inhibicion del radical catiénico

esta determinado en funcién de la concentracion y el tiempo (Tovar, 2013).
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Figura 32. Oxidacion de ABTS por perfulfato de potasio

Procedimiento

1. Pesar 0.0033 g de persulfato de potasio y 0.0194 g de ABTS, disolverlos en
5 mL de agua desionizada, dejar reposar en oscuridad durante 18 horas.

2. Aproximadamente 30 minutos antes de cumplirse las 18 horas de incubacion
del radical, preparar la solucion patron de la muestra a evaluar en metanol a
una concentracion de 1 mg/ mL.

3. Apartir de la solucion patrén, realizar 10 disoluciones seriadas de la muestra
por triplicado.

4. Preparar la solucién de ABTS, para ello se toman 150 yL de la solucién
patron de ABTS y se diluyen en 15 ml de metanol. Cubrir de la luz.

5. Mezclar 20 pyL de la solucién de la muestra a evaluar con 980 uL de la
solucién de ABTS.

6. Incubar durante 6 minutos en oscuridad.

7. Realizar la lectura de las muestras en un espectrofotometro a una longitud

de onda de 734 nm; leer absorbancia de la solucién de ABTS sin muestra.
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Las absorbancias obtenidas se promedian para realizar los calculas
correspondientes del % de reduccion del cation—-radical ABTS mediante la siguiente

ecuacion:

% Actividad antioxidante = [(Ac-Am/Ac)] x100

Doénde:

Am = Absorbancia promedio de la muestra
Ac = Absorbancia de la muestra control (solucion de ABTS)

Graficar los % de reduccion del cation- radical ABTS calculados contra la

concentracion para la obtencion de la concentracion efectiva media (CEso).
Utilizar quercetina como control positivo para este ensayo.
Determinacion de fenoles totales

El ensayo de Folin-Ciocalteu se utiliza como medida del contenido en compuestos
fendlicos totales en productos vegetales. Esta técnica se basa en la capacidad de
los compuestos fendlicos para reaccionar con el reactivo Folin a pH basico, dando
lugar a una coloracion azul susceptible de ser determinada
espectrofotométricamente. El reactivo contiene una mezcla de wolframato sodico y
molibdato sédico en acido fosférico estas 2 sales (en medio acido) forman el acido
fosfomolibdotingstico de color amarillo, el cual al ser reducido por los grupos
fendlicos da lugar a un complejo de color azul, cuya intensidad es proporcional al

contenido de polifenoles (Garcia et al., 2015).
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Reactivo de Folin
(W*, Mo®) color
amarillo

Reactivo de Folin
reducido (W,
Mo**) color azul

Figura 33. Mecanismo de accion del reactivo Folin-Ciocalteu
Procedimiento
1. Preparar una solucion de la muestra a evaluar en etanol a una concentracion
de 1 mg/ mL. Esta técnica se realiza por triplicado
2. Enun tubo de ensaye adicionar 3 mL de agua destilada, 0.1 mL de solucién
de la muestra a evaluar y 0.5 mL de reactivo Folin, dejar reposar durante 3
minutos.
3. Adicionar 2 mL de carbonato de sodio al 20%, agitar para homogenizar e
incubar durante 1 hora en condiciones ambientales de luz y temperatura.
4. Leer absorbancias de las muestras en un espectrofotometro a una longitud
de onda de 650 nm.
Determinar el contenido de polifenoles totales expresados como g EAG/100 g
(Gramos equivalentes de Acido Galico por cada 100 gramos de extracto seco)

mediante una curva de calibracion con acido galico.




Evaluacion de la actividad de tipo acaricida

Para las ventanas biologicas realizadas se utilizO como modelo a Tetranychus

urticae, tomado del insectario perteneciente al laboratorio de Quimica Medicinal y

Productos Naturales, de la Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria, UABC,

donde se mantienen en plantas de frijol peruano (Phaseolus vulgare). Los ensayos

se realizardn por la técnica de “Inmersion de circulos de hoja” reportada por Canhill

(1996) con algunas modificaciones.

Procedimiento

1.

Preparar una solucién patron al 10% de la muestra a evaluar utilizando como
solvente una solucion de Tween 20 (al 10% en agua destilada).

Realizar diluciones seriadas a partir de la solucion patron (ver tabla 8).
Cortar los discos de hoja de frijol de tamafio correspondiente a la caja petri
empleada.

Sumergir los discos de hojas en la disolucion correspondiente y dejar secar
a temperatura ambiente aproximadamente 20 minutos.

Se utilizan cajas petri de 35 mm previamente impregnados al igual que los
discos de hoja con la disolucion correspondiente.

Colocar los discos de hoja en cada caja petri correspondiente y depositar 20
acaros adultos en cada caja con ayuda de un estereoscopio. Los ensayos
fueron realizados por duplicado (dos repeticiones y 40 adultos por
concentracion).

Sellar las cajas y evaluar la mortalidad a las 24 horas, realizando un conteo
de los 4caros muertos, considerando como muertos a todos aquellos que no

muestran movimiento al tacto.
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Tabla 9. Concentraciones utilizadas en las ventanas bioldgicas

10%
5%
2.5%
1.25%
0.6%
0.3%
Control

N[o|jo|h~|WIN|EF

Los valores obtenidos se promediaran para determinar el % de Mortalidad mediante

la siguiente férmula:

% Mortalidad = Numero de muertos X 100

Adultos tratados

Se utilizan laférmula de Abbot (1925) para determinar el % de Mortalidad corregida:

% Mortalidad corregida = [(% Mortalidad -% Mortalidad del control)] X100
100 - % Mortalidad control

DESARROLLO EXPERIMENTAL
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Los resultados obtenidos de las pruebas fitoquimicas preliminares se muestran en

la siguiente tabla:

Tabla 10. Resultados del tamiz fitoquimico

Mayer
Alcaloides Dragendorff - ) "
Wagner
Cloruro
Taninos ferrlc_:o n " "
gelatina
Esteroides y Lieberman - + - -
triterpenoides Burchard
Flavonoides Shinoda + + -
Carbohidratos Benedict + + +
Saponinas Espuma - - -
Glucosidos Borntrager - - -
antraguinonicos
Cumarinas Erlinch + - -

EAF: extracto de A.fasciculatum. EEC: extracto de E.confertifforum. ECC: extracto de

C.coronarium

De los tres extractos evaluados mediante las 8 pruebas para identificacion de
metabolitos secundarios, A.fasciculatum presentd un mayor nimero de pruebas
positivas: taninos, esteroides Yy triterpenoides, flavonoides, carbohidratos y
cumarinas. McPherson et al.,, en 1971 reportaron la presencia de compuestos
fendlicos como phloridzin, &cido cumarico, &cido ferdlico, acido siringico,
umbeliferona, acido vanilico, acido p-hidroxibenzoico, hidroquinona y urbutina en el
lixiviado de las hojas de A. fasciculatum, confirmando la abundancia de metabolitos
de tipo taninos y cumarinas en esta planta. Por otra lado Proksch et al., en el afio
de 1985 estudiaron el extracto cloroformico de A.fasciculatum reportando la
presencia de 2 flavonoides ya conocidos (galangina y pinocembrina) aislados por
primera vez; en este mismo articulo reportan la presencia de triterpenoides

pentaciclicos, reafirmando nuevamente los resultados obtenidos en este trabajo.
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Eriophyllum confertiflorum arrojo la presencia mayoritaria de taninos, flavonoides y
carbohidratos. En 1969 Torrance y col., asi como en el afio 1977 Kumpchan y col.,
aislaron por primera vez nuevas sesquiterpenolactonas de E.confertiflorum, sin
embargo, al no ser metabolitos mayoritarios, un resultado negativo en la prueba de

terpenos es esperado.

Respecto a Chrysanthemum coronarium, las pruebas realizadas mostraron
resultados positivos para alcoloides, taninos y carbohidratos; la bibliografia reporta
la presencia de alcaloides en diferentes especies del género Crisantemo como

Chrysanthemum morfolium (Min Gui et al., 2014).

Los tres extractos resultaron positivos para taninos y carbohidratos, lo cual es
congruente debido al hecho de que aproximadamente el 50% del peso seco de las

hojas de una planta son taninos (Condori, 2017).
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Resultados de la actividad antioxidante por la técnica de la decoloracion

oxidativa de B- caroteno

Tabla 11. Resultados de la actividad antioxidante por la técnica de 3- caroteno de

extractos crudos.

EAF 51
EEC 45
ECC 92
Control 60

EAF: extracto de A.fasciculatum, EEC: extracto de E.confertiflorum ECC: extracto de
C.coronarium, %AA: Actividad Antioxidante Control: a-tocoferol

B- caroteno (Actividad antioxidante)

|
| I |
|
d
EAF o L

ECC a- tocoferol
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Gréafica 1. Resultados de la actividad antioxidante de extractos crudos

Los resultados obtenidos por el método de la decoloracion oxidativa de - caroteno
mostraron una mayor actividad para el extracto ECC con un 92% en este
experimento, superando asi al control utilizado a-tocoferol que mostro un 60%. Los

extractos restantes EAF y ECC presentaron un 51% y 45% respectivamente como

inhibidores oxidativos.
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Tabla 12. Resultados de la actividad antioxidante por la técnica de 3- caroteno de las

particiones del extracto de C.coronarium (ECC)

ECC 92
ECC-n-hexano 83
ECC-AcOEt 77
ECC-Ac 90
Control 60

ECC: Extracto de C.coronarium, ECC-n-hexano: Extracto hexanico, ECC-AcOEt: Extracto
de acetato de etilo, ECC-Ac: Extracto acuoso, %AA: Actividad Antioxidante Control: a-
tocoferol

100 B- caroteno (Actividad antioxidante)

90
80
70
60
50
40
30
20
10

% Actividad antioxidante

ECC
ECC-n-hexano

ECC-AcOEt ECC-Ac a- tocoferol

Gréfica 2. Resultados de la actividad antioxidante de las particiones de ECC por la

técnica de - caroteno

Los resultados de actividad antioxidante obtenidos por el método de decoloracion
oxidativa de - caroteno para las diferentes particiones obtenidas del extracto crudo
de C.coronarium ECC, mostraron que la particion ECC-Ac fue la mas activa con un

90%, sin embargo, el ECC continio mostrando un resultado mayor del 92%.
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Los datos de estos experimentos antioxidantes presentan una coherencia con la
naturaleza polar de la composicion quimica que suelen identificarse en los extractos
acuosos, principalmente taninos, compuestos fendlicos, azucares y carbohidratos

entre otros.

El resultado que arrojo este estudio con la particién de n-hexano (83%) y de acuerdo
a numerosas investigaciones reportadas (Mufioz et al., 2010), sugiere que algunos
carotenoides y fitoesteroles pueden ser los responsables de este efecto

antioxidante.

Resultados de la actividad antioxidante por latécnica de reduccion del radical
libre de DPPH

Tabla 13. Resultados de la actividad antioxidante por el método de DPPH de extractos

crudos
EAF 2x10-3
EEC 1.15x102
ECC 4.79x10*
Control 3x102

EAF: Extracto de A.fasciculatum, EEC: Extracto de E.confertiflorum, ECC: Extracto de
C.coronarium, CEso: Concentracion efectiva media Control: Quercetina

0.03 DPPH (Actividad antioxidante)
CU ,
3 0.025
(]
Q
'-'CJ - 0.02
s £
g g 0.015
g S 0.01
5=
S 0.005
: -y
L 0
O VsV 4
EAF
EEC ECC ,
Quercetina
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Gréfica 3. Resultados de la actividad antioxidante de extractos crudos

Los resultados obtenidos por medio de la técnica de reduccién de radical libre DPPH
en extractos crudos, mostraron que el extracto ECC requirié 4.79x10* mg/mL para
poder inhibir el 50% del radical DPPH. Cabe destacar que este extracto también fue
mas activo que el control Quercetina que presenté una concentracion 3x102 mg/

mL para inhibir el radical.

Es importante mencionar, que existe un estudio de la actividad antioxidante de un
extracto crudo de C.coronarium por esta técnica (Abd, 2014), en donde se indica
gue uno de los extractos mas activos reportado en este trabajo fue del 34%,
mientras que en nuestro trabajo el mejor % de inhibicion con esta planta fue de 78%

a diferentes concentraciones.

Los extractos EAF y EEC mostraron una concentracion efectiva media de 2x103
mg/ mL y 1.15x10? respectivamente. Este resultado también indica una mayor

efectividad que el control utilizado quercetina.

Tabla 14. Resultados de la actividad antioxidante por el método de DPPH de las
particiones de ECC

ECC 4.79x104
ECC-n-hexano | 8.17x10!
ECC-AcOEt 2.20x103
ECC-Ac 1.14x101
Control 3x107?

ECC: extracto de C.coronarium, ECC- n-hexano: extracto hexanico, ECC-AcOEt: extracto
de acetato de etilo, ECC- Ac: extracto acuoso, CEsy: Concentracion efectiva media,
Control: Quercetina
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Gréfica 4. Resultados de la actividad antioxidante de las particiones de ECC por la

técnica de DPPH

En algunos estudios reportados (Abd, 2014), se ha estudiado el extracto crudo y las
particiones de C.coronarium, en donde se reporta la particion de ECC-AcOEt como
la de mayor inhibicion a este radical con un 49%, seguida del extracto crudo con

34% en sus concentraciones mas altas.

Los resultados generados por el presente trabajo muestran que el extracto crudo
mediante esta técnica presenta un mejor perfil antiradicalario que el reportado en la
bibliografia, asimismo, el extracto de ECC-AcOEt present6 una CEso menor a la del

control.

Estos resultados sugieren, que los componentes de ECC actian de manera
sinérgica para presentar esta actividad antioxidante, y de acuerdo a lo reportado en
referencias bibliograficas (Sudheer et al., 2015), los extractos de polaridad media
como los de AcCEOt, son los flavonoides y ciertos terpenos los posibles protagonistas
en este efecto antioxidante.




Resultados de la actividad antioxidante por latécnica de reduccién del catidn-
radical ABTS

Tabla 15. Resultados de la actividad antioxidante por el método de reduccion del radical-
cation ABTS de extractos crudos

EAF 6.9x1072
EEC 1.305
ECC 8.43x101

EAF: Extracto de A.fasciculatum, EEC: Extracto de E.confertiflorum, ECC: Extracto de
C.coronarium, CEsp: Concentracion efectiva media

ABTS (Actividad antioxidante)
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Gréfica 5. Resultados de la actividad antioxidante de los extractos crudos por la técnica
de ABTS

Los resultados obtenidos de actividad antioxidante para los extractos crudos por el
método de reduccidon del cation-radical ABTS, mostro que EAF requiere una
concentracion de 6.9x102 mg/mL para inhibir el 50% del radical ABTS, siendo el
extracto mas activo, ya que ECC y EEC requirieron una CEsode 8.4x10' mg/ mL y

1.305mg/mL respectivamente en estos experimentos.
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Tabla 16. Resultados de la actividad antioxidante de las particiones del ECC por la

técnica de ABTS
ECC 8.34x101
ECC-n-hexano 0.198
ECC-AcOEt 0.468
ECC-Ac 0.533

ECC: extracto de C.coronarium, ECC- n-hexano: extracto hexanico, ECC- AcOEt:
extracto de acetato de etilo, ECC-Ac: extracto acuoso, CEsq: Concentracién efectiva
media

ABTS (Actividad antioxidante)
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Gréfica 6. Resultados de la actividad antioxidante de las particiones de ECC por la
técnica de ABTS

Los resultados por la técnica de ABTS mostraron una concentracion efectiva media
(CEso) més baja para la particion de ECC-n-hexano (0.198 mg/ mL), seguida de la
particion de acetato de etilo (ECC-AcOEt) con 0.468 mg/mL y 0.533 mg/mL para la

particion acuosa (ECC-Ac).

ECC muestra una mayor concentracion efectiva media mas alta a las anteriores

particiones, de 0.843 mg/ mL para la inhibicién del 50% de este radical.
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Cabe mencionar que la mayor parte de los métodos antioxidantes pueden evaluar

solamente compuestos hidrosolubles, debido a la naturaleza hidrofilica de las

especies reactivas y de los sustratos oxidables que se emplean, sin embargo

algunas técnicas como la de reduccién del ABTS, son de gran utilidad para poder

analizar antioxidantes de tipo lipofilico.

Determinacion de fenoles totales

Tabla 17. Resultados de la determinacién de fenoles totales en extractos crudos

EAF 7.792
EEC 5.051
ECC 4471

EAF: Extracto de A.fasciculatum, EEC: Extracto de E.confertiflorum, ECC: Extracto de
C.coronarium, g ag/100 ext: Gramos de acido galico por cada 100 g de extracto seco

Gramos de estandar por cada
100 gde extracto seco

EAF

Determinacion de fenoles

totales

“

EEC

ECC

Grafica 7. Resultados de la determinacién de fenoles totales de extractos crudos
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Estos resultados indican que EAF presenta 7.79 gramos de acido galico por cada

100 g de extracto seco. Cabe mencionar, que en la bibliografia se reporta (Chou et
al., 1971, Proksch et al., 1980 & Proksch et al., 1985) la presencia de una gran
variedad de compuestos fendlicos en este tipo de extractos, por lo que existe una

coherencia con los resultados obtenidos en este ensayo.

EEC arroj6 un resultado de 5.051 g ag/100 g extracto seco, mientras que ECC

fueron 4.471 g ag/100 g de extracto seco, observdndose una ligera menor

concentracion de estos productos naturales.

Tabla 18. Resultados de la determinacion de fenoles totales de las particiones del ECC

ECC 4.471
ECC-n-hexano 4.055
ECC-AcOEt 10.289
ECC-Ac 5.214

ECC: extracto de C.coronarium, ECC -n-hexano: extracto hexanico, ECC-AcOEt:; extracto

de acetato de etilo, ECC-Ac: extracto acuoso, g ag/100 ext: Gramos de acido galico por
cada 100 g de extracto seco

12

10

Gramos de estandar por cada
100 g de extractoseco
(o]

Determinacion de fenoles totales

ECC

ECC-n-hexano

d

ECC-AcOEt

ECC-Ac

Gréfica 8. Resultados de la determinacion de fenoles totales de las particiones de ECC




En este experimento se muestra una notoria cantidad de compuestos polifendlicos
para la particion de ECC-AcOEt con 10.289 g ag/100g de extracto seco, resultado
atribuible a la gran cantidad de flavonoides que presenta la especie C. coronarium
(Raheim et al., & 2014, Sudheer et al., 2015) y que pudieran estar en abundancia

en la particion de polaridad media.

La particiobn acuosa muestra en promedio la mitad de estos compuestos (5.0214 g

ag/100g de extracto seco) en relacion al extracto de AcOEt

ECC presento 4.471 g ag/100g de extracto seco, cantidad aproximada a la particién

acuosay la particion de n-hexano mostré la menor cantidad con un 4.055 g ag/100g.

DISCUSION DE RESULTADOS
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Resultados de la actividad acaricida

Tabla 19. Resultados del % de mortalidad del extracto crudo de A.fasciculatum
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Gréfica 9. Resultados del % de mortalidad del extracto crudo de A.fasciculatum (EAF)
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Tabla 20. Resultados del % de mortalidad del extracto crudo de E.confertiflorum
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Gréfica 10. Resultados del % de mortalidad del extracto crudo de E.confertiflorum (EEC)
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Tabla 21. Resultados del % de mortalidad del extracto crudo de C.coronaium

10% 63%
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Gréfica 11. Resultados del % de mortalidad del extracto crudo de C.coronarium (ECC)
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Ventana biologica del los tres extractos crudos
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EAF: extracto de A.fasciculatum, EEC: extracto de E.confertiflorum, ECC: extracto de
C.coronarium

Grafica 12. Resultados del % de mortalidad de los tres extractos crudos

Los resultados obtenidos de actividad acaricida frente al acaro Tetranychus urticae,
muestran que el EEC fue el extracto que obtuvo un mayor porcentaje de mortalidad
de un 70% a una concentracion de 10%. Cabe mencionar que en la bibliografia se
reporta que los extractos de esta especie (Torrance et al., 1969), se han identificado
en abundancia lactonas sesquiterpenicas, a estos compuestos presentes en las
plantas de la familia Asteraceae, se les atribuyen actividades importantes de tipo
insecticida e inclusive los sesquiterpenos han sido descritos por presentar actividad
acaricida frente a garrapatas (Gonzalez et al., 2014), lo cual explicaria el potencial

acaricida que presenté en los experimentos de nuestro estudio.

Otro dato importante en este trabajo es el resultado del extracto de C.coronarium
(ECC) que mostrd un 63% de mortalidad a una concentracion de 10%. Una vez mas
hacemos énfasis en que la especie es muy conocida por presentar actividad

insecticida por la presencia de lactonas sesquiterpenicas, compuestos fenolicos y
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piretrinas, siendo responsables de dicha actividad. También se menciona que la
especie si podria presentar un efecto acaricida frente a Tetranychus urticae debido

a la naturaleza de sus biomoléculas (Santos et al., 2015).

Por ultimo, EAF fue el que presentdé un menor porcentaje de mortalidad mostrando

con un 48% a una concentracion de 10% frente al acaro.

Hasta el momento no hay reportes bibliograficos que registren la presencia de
actividad acaricida de las tres especies en este estudio, pero no descartamos que

puedan presentar este perfil por los reportes y antecedentes ya mencionados.




ANALISIS PRELIMINAR DE LA
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Composicion Quimica
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En la caracterizacion quimica del extracto de Chrysanthemum coronarium

utilizando un cromatégrafo de gases acoplado a un espectrémetro de masas

(GCIMS), preliminarmente se lograron identificar doce compuestos.

Es importante establecer que el porcentaje de abundancia de estos productos es

muy bajo, por lo que tenemos que continuar con la identificacion y separacion

cromatografica convencional y su caracterizacion estructural por espectrometria de

masas y resonancia magnética nuclear de protony C-13.

Tabla 20. Composicion quimica preliminar del extracto de Chrysanthemum coronarium

1 4,5-dimetil-2-pentadecil-1,3- dioxolano 11.237 3.529
2 Fenol 11.559 10.036
3 5-metil, 2-heptanamina 16.380 1.503
4 Maltol 17.247 1.165
5 Resorcinol 20.761 1.848
6 Hidroquinona 22.949 2.317
7 Eugenol 23.737 3.592
8 Azuleno,7-etil-1,4-dimetil 30.260 3.288
9 Ester etil de acido linoleico 33.393 7.699
10 | Biciclo [10.1.0] tridec-1-eno 33.393 7.699
11 | Santolina trieno 33.498 12.348
12 | Isocitronellol 43.608 3.042

TR: tiempo de retencién

De los compuestos identificados en este extracto, santolina trieno fue el metabolito

gue es el compuesto que presento un mayor porcentaje de abundancia con un

12.34%. La bibliografia lo reporta como parte de la composicién quimica del aceite

esencial de Chrysanthemum coronarium. Otro compuesto también fue Eugenol

(3.59%) presente en el aceite de la especie (Twaha et al., 2010).
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Por otro lado el metabolito conocido como azuleno, 7-etil-1,4-dimetil o camazuleno
y responsable de la coloracion azulada del aceite esencial fue identificado en este

analisis con un 3.28% de abundancia.
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CONCLUCIONES

Los estudios de la actividad antioxidante de los extractos crudos de
C.coronarium mediante la técnica de la decoloracion oxidativa de -
caroteno, muestran que el extracto (ECC) es el mas eficiente con un 92% de
esta accion inhibitoria oxidativa, superando al control a- tocoferol que
presentd 60% Yy a sus particiones.

Los experimentos de la técnica de reduccion del radical libre DPPH para los
extractos crudos de las especies vegetales estudiadas, muestran que el
extracto de C.coronarium (ECC) fue el mas activo con una CEsode 4.79x10
4 mg/mL. Este resultado también predomina sobre los obtenidos de las

particiones de este extracto.

El resultado obtenido de la evaluacion antioxidante por la método de la
reduccion del cation radical ABTS para los extractos crudos, comprueban que
el extracto de A.fasciculatum (EAF) fué el de mayor eficacia con una CEsg de
6.9x102 mg/mL.

El andlisis de las particiones de C.coronarium por el método reductivo del
radical cationico ABTS, establece que la particibn hexanica presenta mayor

actividad con una CEso de 0.198 mg/mL.

En la determinacion de fenoles totales de los extractos crudos, se muestra
gue el extracto de A.fasciculatum (EAF) arrojé una mayor concentracion de
estos componentes con 7.792 gramos de acido galico por cada 100 g de

extracto seco.

El andlisis de las particiones del extracto de C.coronarium en la
determinacién de fenoles totales, muestra que la particion de AcOEt fue la

gue present6 una mayor cantidad de estos productos de 10.289 g ag/100 ext.

Los resultados de la evaluacion de inhibicién oxidativa por los tres métodos
utilizados en este estudio, muestran que los extractos crudos son mas

eficientes que sus respectivas particiones. Este comportamiento sugiere que
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la accion antioxidante de los componentes que forman los extractos es

sinérgica.

En la evaluacion de la actividad acaricida para los extractos crudos en este
estudio, se pudo establecer que el extracto de E.confertifforum (EEC)
present6 un mayor porcentaje de mortalidad frente a Tetranychus urticae.
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CROMATOGRAMA
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TECNICAS EXPERIMENTALES
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INSTRUMENTACION

CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADO A ESPECTROMETRIA DE MASAS
(GCIMS)

Se utilizé un cromatografo de gases acoplado a masas Agilent Technologies 7890A
/5975C, con una columna capilar de 30m x 0.25 mm x 0.25 ym utilizando un
volumen de inyeccion 0.5 pyL. Se realizé una dilucion con gas de 1:2000. La
temperatura de columna inicié con 70°C marcando una rampa de temperatura de
2°C/min hasta llegar a 100°C., continuando con una rampa de 10°C/min hasta llegar
a 250°C. En cuanto al inyector la temperatura de éste fue de 250°C.

El espectro de masas obtenido fue comparado con los proporcionados por

la base de datos NIST.

ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA (UV)

Las mediciones de absorbancia de las pruebas antioxidantes se realizaron en un
espectrofotometro THERMO SCIIENTIFIC, modelo Genesys 20, en celdas de
cuarzo de 10 mm. Como disolvente se empleé metanol o agua destilada. Los

valores de absorbancia (A) se expresan en nm.
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