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Resumen
Un antioxidante es cualquier sustancia, que, al ser comparada con un sustrato oxidable, retrasa
o elimina la oxidacion de dicho sustrato. Los antioxidantes inhiben la oxidacion de biomoléculas

con la finalidad de evitar reacciones de oxidacion en cadena.

La presente investigacion tuvo como objetivo aislar y caracterizar un polisacarido con efecto
antioxidante y antiglicante contenido en las semillas de Cucurbita argyrosperma. Para lograr
tal propodsito se empled un extracto metandlico y mediante biofraccionamiento se aislo un
polisacarido. Posteriormente se caracterizd por medio de Espectroscopia de Infrarrojo y
Resonancia Magnética Nuclear de H, 3C en dos dimensiones.

La actividad antioxidante del polisacarido aislado se evalud por diferentes ensayos in vitro. Lo
anterior incluye la captacion de radicales superdxido, para la cual se obtuvo un porcentaje de
inhibicion del 35.23% al 67.01%, mientras que la captacion del radical hidroxilo mostré un
porcentaje de inhibicién del 18.77% al 45.56%, en tanto que los radicales (DPPH) tuvieron un
porcentaje de inhibicion del 36.72% al 93.9%. Ademas, la captacion del radical catidnico
(ABTS™) representd un porcentaje de inhibicién del 26.5% al 71.15%.

La inhibicion de productos finales de glicacién avanzada se realizé mediante el método de BSA,
obteniendo un porcentaje de inhibicidn del 33.33% al 55.05%. Por tanto, las semillas de calabaza
C. argyrosperma pueden ser una opcion para el tratamiento de padecimientos relacionados con

radicales libres.

El estudio de espectrometria de infrarrojo mostro picos caracteristicos de un polisacarido y la
presencia de un pico intenso se atribuyé a las vibraciones de estiramiento del grupo hidroxilo
de los enlaces de hidrogeno. Los picos complejos se deben a la vibracién de estiramiento de la
banda glucosidica (C-O-C) y la del grupo lateral C-OH. No obstante, la fuerte absorcion a 917
cm? sugirié la abundancia de enlaces B-glicosidicos y el pico débil a 851 cm™ aseguro la

presencia de un enlace glucosidico.

El polisacarido aislado mostrd sefiales de cuatro protones anomericos en el espectro de RMN
'H, indicando que estaba formado por cuatro tipos de azlcares. De igual manera, otros

desplazamientos quimicos de hidrégeno indicaron que las posiciones de C-2 a C-6 de los



residuos de azucar se acumularon en el campo de 3.3 a 3.8 ppm. Ademas, las sefiales de RMN
13C manifestaron que el polisacarido era de la forma oy p.

El polisacarido se compone de cuatro residuos, unidos entre si por enlaces glucosidicos, los
cuales se identificaron de acuerdo a los siguiente: el residuo A se distinguié como —6)-a-D-
Galactopiranosa, seguido del residuo B que se sefialé como —3)-B-D-Galactopiranosa-(1—, el
residuo C se asign6 como —4)-a-D-Glucopiranosa, En cambio, las correlaciones (C-1/H-1)

mostraron que el residuo D correspondio a a-Glucopiranosa libre.

Palabras clave: antioxidante, polisacarido, AGEs, Cucurbita argyrosperma.
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Introduccion

El ritmo actual de vida propicia malos habitos alimenticios, al consumir alimentos con baja
calidad nutricional y un gran contenido calorico, en lugar de incluir alimentos de origen natural.
Lo anterior influye en el aumento de problemas de salud en la sociedad principalmente

desnutricion y obesidad.

En afios recientes existe un gran interés en el estudio de compuestos bioactivos que tengan
capacidad de inhibir radicales libres, mismos que estan relacionados con enfermedades crénico-
degenerativas, por mencionar diabetes, cancer, enfermedades cardiovasculares 'y
neurodegenerativas®. Los radicales libres son cualquier sustancia quimica con uno o mas
electrones desapareados, inestables que pueden reaccionar facilmente con otras moléculas.
Aunado a esto, la exposicidn a contaminantes, la radiacion y solventes industriales ayudan a la

creacion de estos radicales libres?.

La mayoria de frutas, vegetales, semillas y plantas contienen diversas sustancias que actdan
como antioxidantes. Los antioxidantes tienen la funcion de retardar la tasa de oxidacion de
radicales libres en el organismo y en los alimentos evitar la descomposicion®. La industria
alimenticia, quimica y de procesos busca nuevas tecnologias, soluciones, metodologias y
productos lo cual implica que los alimentos estén enfocados a ser saludables y menos

procesados®.

C.argyrosperma pertenece al género Cucurbita y es miembro de la familia Cucurbitaceae®, se
emplea con fines medicinales y nutricionales, en tanto que las semillas forman parte de la
preparacion de diversos platillos en México. Estudios muestran que Cucurbita pepo se usa en
muchos paises para el tratamiento de diversas enfermedades, por ejemplo, como anti-
inflamatorio, antiviral, trastornos urinarios, anticelurosos, antidiabéticos y antioxidantes. Su
principal uso es alimenticio tanto en Latinoamérica como en otras regiones del mundo donde ha

sido introducida.

Por ello el presente proyecto pretendio aislar y caracterizar los compuestos bioactivos
responsables de la actividad antioxidante y anti-glicacion de las semillas de calabaza C.
argyrosperma debido a que no existen estudios acerca de esta especie. Asimismo, el estudio de

las reacciones oxidativas ha incrementado hasta nuestros dias y en prospeccion los polisacaridos

Vil



aislados de plantas han captado la atencién en el campo biomeédico debido a sus propiedades
terapéuticas y toxicidad relativamente baja. En adicion, los estudios acerca de la actividad

antioxidante y mecanismos de los polisacaridos estan aun en una etapa exploratoria.
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Objetivos
Objetivo general

Aislar y caracterizar los compuestos con actividad antioxidante y anti-glicacion contenidos en

las semillas de C. argyrosperma.
Objetivos especificos

e Preparar los extractos C. argyrosperma con disolventes de diferente polaridad.

e Aislar los bioactivos por métodos cromatograficos a partir de los extractos con actividad
antioxidante.

o Caracterizar los bioactivos por medio de Espectroscopia de Infrarrojo y Resonancia
Magnética Nuclear *H, 3C en 2D.

o Realizar ensayos in vitro de actividad antioxidante a los compuestos aislados.

e Realizar un ensayo de glicacion in vitro por el método BSA a los compuestos aislados.



Hipdtesis

Los metabolitos secundarios contenidos en las semillas de C. argyrosperma tendran efecto sobre

la inhibicion de radicales libres y la glicacion de proteinas.



CAPITULO |
Antecedentes

I.1 Cucurbita argyrosperma

1.1.1 Origen

La calabaza es uno de los vegetales méas importantes en México que pertenece al género
Cucurbita con un total de 20 especies y subespecies, siendo Cucurbita pepo la mas popular y
distribuida, mejor conocida como “calabacita o calabacin”. En este sentido, nuestro pais es un
importante centro de diversidad del género Cucurbita, puesto que se cultivan varias especies
que prosperan en estado silvestre y algunas calabazas reciben nombres como “calabazas de

castilla” °.

La familia Cucurbitaceae forma un amplio grupo con aproximadamente 130 géneros y 800
especies y pueden plantarse en las regiones mas célidas del mundo. En México existen
evidencias arqueoldgicas de su consumo desde 7000 a.C. En tanto, fue ampliamente cultivada
por los pueblos indigenas en México, América Central y América del Norte antes de la llegada
de los espafioles. Esta planta es nativa del norte de México y el sudoeste y este de Estados
Unidos®. A diferencia de lo que ocurre con otras especies del género Cucurbita, la informacion
difundida sobre C. argyrosperma fuera del continente americano es escasa. Las Cucurbitaceae
son de importancia para la economia y cultura de diversas sociedades al formar parte de las
primeras plantas domesticadas por el hombre, aprovechandolas como alimento y con fines

medicinales.

C. argyrosperma’; también identificada como “calabaza pipiana o pipian” se aprecia en muchas
partes de México y Centroamérica; dado que las semillas forman parte de diversos platillos
tradicionales. De acuerdo a restos arqueoldgicos hallados en el valle de Tehuacén en el estado
de Puebla sugieren que el origen de C. argyrosperma fue en el centro-sur de la Republica
Mexicana, con un area de distribucién nativa desde el suroeste de Estados Unidos hasta
Centroamérica® °. Ahora bien, C. argyrosperma cuenta con dos subespecies, primero,
argyrosperma consta de cuatro variedades; argyrosperma, callicarpa, stenosperma, y palmieri,

las tres primeras forman parte de todos los tipos cultivados, en tanto palmieri corresponde a



poblaciones poco recurrentes. Segundo, sororia, incluye poblaciones silvestres con una amplia

distribucion de México a Nicaragua®®.

1.1.2 Clasificacidn taxonomica y descripcion botanica

C.argyrosperma tiene un nimero cromosomico 2n=40y la clasificacién taxondmica se muestra

como siguel!:

Nombre comun: pipian, calabaza pipiana, calabaza, calabaza pinta
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Cucurbitales
Familia: Cucurbitaceae
Género: Cucurbita
Especie: argyrosperma
Subespecie: argyrosperma

C.argyrosperma es una planta herbécea, rastrera o trepadora, vellosa y aspera, con tricomas
cortos, rigidos, engrosados y punzantes de raices fibrosas y tallos ligeramente angulosos. Posee
hojas pecioladas de hasta 35 cm con manchas blancas y lébulos triangulares o elipticos,
margenes denticulados o aserrados. Sus flores son monoicas, solitarias y axilares de corola
blanco-amarillenta a naranja, las flores masculinas tienen pedicelos de hasta 20 cm y las flores

femeninas presentan pedunculos robustos de 3.5 a 6.5 cm. (Figura 1.1)

Los frutos varian de tamafio de 14 a 50 cm de didmetro, con caracteristicas piriformes o
claviformes, cortos o largos y rectos o encorvados en la parte mas delgada. Su corteza es rigida,
lisa a levemente acostillada, blanca con franjas verdes, reticuladas o blancas. (Figura 1.2).



Figura 1.2 Calabaza pipiana'3.

El color de la pulpa de C. argyrosperma es amarillo-naranja de sabor dulce, en su interior las
semillas son de 1.5-3.5 cm de largo, 0.7 a 1.7 cm de ancho, planas a tumescentes, elipticas a
lanceoladas, margenes bien definidos, angostos a muy anchos e inflados, lisos y ligeramente
ondulados, nulo o ligeramente fibrillosos, apice angostado y ligeramente oblicuo. El centro de
las semillas es de color blanco o blanco opaco, en ocasiones blanco-amarillento a pardo claro u
obscuro y en particular con los margenes de diferente color, desde verde grisaceos o azul-verde-

grisaceo, hasta pardo claro o dorado 4. (Figura 1.3).

Figura 1.3 Calabaza pipian o chigua (C. argyrosperma) *°.



1.1.3 Usos y propiedades medicinales
Los frutos inmaduros de calabaza por lo general son consumidos como vegetales, tal es el caso
de las flores, que sirven de ingrediente en la preparacion de quesadillas. En algunos lugares la

pulpa de los frutos maduros se hierve con azUcar y canela para prepararse como dulce.

Las semillas pueden comerse enteras, asadas, tostadas o molidas y constituyen un ingrediente
esencial en la elaboracién de diferentes guisos; ejemplo de ello el mole verde o pipian®. Ademas,
las semillas son ricas en aceite y se utilizan para la elaboracion de dulces artesanales tales como

palanquetas, alegrias y obleas.

Estudios muestran que Cucurbita pepo, en muchos paises se emplea en el tratamiento de
diversas enfermedades, tales como un antinflamatorio, antiviral, trastornos urinarios,
anticelurosos, antidiabéticos y antioxidantes. Reportes muestran que también tiene importantes
propiedades fisioldgicas como curacion de heridas, inhibicion del crecimiento tumoral, efectos
hipoglucemiantes e inmunomoduladores'®.Cabe mencionar que los frutos de calabaza se
caracterizan por un bajo contenido de grasa, un pequefio porcentaje de la pulpa tiene un bajo

contenido de aceite, carbohidratos, proteinas'’ y un gran contenido de carotenoides'®.

El valor alimenticio por cada 100 g es de 80 kcal, 11.46% de fibra cruda y 16% de ceniza.
Asimismo, el contenido de minerales de los frutos de calabaza arroja altos valores de manganeso
(500 pg/kg), hierro (1370 pg/kg), cobre (3900 pg/kg), plomo (2900 pg/kg), fosforo (11,380
pg/kg), niquel (500 pg/kg), calcio (179,000 pg/kg), magnesio (190,000 pg/kg), sodio (159,000
ug/kg), y potasio (160,000 pg/kg) *°.

En conjunto, las semillas de calabaza y el aceite de semillas son una fuente natural de
fitoesteroles?®, proteinas, 4cidos grasos polinsaturados®!, antioxidantes, vitaminas, carotenoides

y tocoferoles??.

1.1.4 Distribucion y cultivo en México

En relacion con la variacion geografica de C. argyrosperma ssp soria, esta comprende desde
México hasta Centroamérica regularmente dentro de un intervalo de altitud y clima similar, que
prospera en zonas medias y bajas generalmente de ambas vertientes de México que oscila entre
los 0 a 1800 m; cubriendo la Sierra Madre Occidental y Oriental, abarcando algunos valles como
la Cuenca del Balsas y la Depresion Central de Chiapas.



Existen Unicos registros en Tamaulipas, Veracruz y zonas aledafias al noroeste de Oaxaca,

mientras que al oeste la distribucion se extiende de Sonora hasta Chiapas y hacia el sur?3, como

se muestra en la (Figura 1.4).

e, p]
~ " J 1 ~
) 3 -
*\" S 4
L I, S
A RN sl &
*__‘JV'L»- | e
4 \E_‘—‘.‘ —4 ) A
I\ A} N
4 \"}\ AN AL
IR-L‘ L \ \’. }
e \ a2 \
| !
( < “\» ‘-,’ 3
O / t N\

———— A C pepo ssp. texana
% C. pepo ssp. fraterna
® C argyrosperma SSp. sororia |
- v J
; | ‘

—

J
o .
J

Figura 1.4 Distribucién geogréafica de los taxa silvestres de los grupos argyrospermay pepo®.

En Meéxico, existen registros de C. argyrosperma para los estados de Chihuahua, Chiapas,
Guerrero, Guanajuato, Jalisco, Morelos, Michoacan, Nayarit, Quintana Roo, Oaxaca, San Luis
Potosi, Puebla, Sonora, Sinaloa, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz, Yucatan y Zacatecas® °. En la
actualidad los registros de presencia de la especie C. argyrosperma se muestran en la Figura 1.5.
No obstante, C. argyrosperma se cultiva anualmente en un sistema de produccion tradicional
conocido como “milpa” en la modalidad de temporal principalmente y que, durante la época
seca, mediante riego puede tener un segundo ciclo de cultivo. En México, por lo general se

siembra en los meses de mayo y junio; durante julio-septiembre florece y fructifica de

septiembre a diciembre!# 2,
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Figura 1.5 Registros de presencia “calabaza de castilla” %*.

|.2 Radicales libres
La quimica de los radicales libres y antioxidantes se basa en un equilibrio entre ambos. Los
primeros son compuestos reactivos que capturan electrones de moléculas bioldgicas estables

provocando un dafio, mientras que los antioxidantes neutralizan a los radicales libres.

Dicho proceso tiene tres pasos definidos, la iniciacion, donde se da lugar a la formacion de
radicales libres; seguido de la propagacion, aqui sucede la reaccion con otras moléculas y por
ultimo la terminacion, cuando se transforman en otros productos como se muestra en la (Figura
1.6).

Iniciacion
AL B A+ ++B
Propagacién
NN A—=8 & =D
(s "BLr D—E +-F
Terminacion
F- -G F—G

Figura 1.6 Reacciones en cadena de los radicales libres?®.



Los radicales libres son atomos, moléculas o iones con electrones desapareados que son
inestables y activos para reaccionar con otros compuestos. En cuanto a especies radicales se
refiere, existen tres clases principales, las Especies Reactivas de Oxigeno (ERO), Especies

Reactivas de Nitrogeno (ERN), las Especies Reactivas de Azufre (ERA)

Las ERO incluyen a radicales como el radical superdxido (05 °), el radical hidroxilo (*OH),
radical hidroperoxilo (HO; ), el 6xido nitrico (NO), el peréxido de hidrogeno (H20.), y también
el oxigeno singlete (*O), &cido hipocloroso (HCIO) y peroxinitrito (ONOO °). Las ERN
provienen de la reaccion entre dxido nitrico y el radical superoxido, por su parte la produccion

de ERA es posible por la reaccion de ERO con grupos tioles?®,

La Figura 1.7 presenta la formacion de algunas Especies Reactivas de Oxigeno. La Reaccion 1
corresponde al radical hidroperoxilo, que al disociarse a un pH de 7.4 genera el anion superédxido
(Reaccion 2). Por lo que, al ser muy activo puede reaccionar con otras moléculas y producir

ERO en forma directa o en presencia de procesos catalizados, por enzimas o metales.

Después, por medio de una reaccion de dismutacién, la enzima superoxido dismutasa (SOD)
cumple la funcion de desintoxicar al radical superdxido y produce perdxido de hidrogeno
(Reaccion 3). Finalmente, el peréxido de hidrogeno puede reaccionar con Fe*? y catalizar la
misma dando lugar a la (Reaccién 4), generando asi el radical hidroxilo; un radical sumamente

reactivo gque finalmente reacciona con la enzima catalasa (CAT) y forma agua.

1. O+ +H — H(.)_«,

H=7.4 —
2. HO, p—b H" + O
[0 . g
'—> 2 + OH + OH
. 02+ 2H" —»H,0, + 0, LOH4€+II —» H,0 +0;

Reaccién de Haber-Weiss

Fe*? . -
4 HO0, ——» Fe™® + OH + OH Reaccién de Fenton

Figura 1.7 Especies Reactivas de Oxigeno (ERO)?.



Por lo que se refiere a radicales libres y otras ERO, normalmente se generan de procesos
metabdlicos esenciales en el cuerpo humano, entre ellos la inflamacion, infecciones microbianas
que activan fagocitos o ejercicio fisico. Algunos factores externos sirven de ayuda en este
propdsito, ejemplo de ello: la accidén de contaminantes ambientales, exposicion a toxinas por
fumar cigarrillos, radiacion, consumo de drogas, productos quimicos, solventes industriales y

0zono.

Si bien algunos elementos son pieza clave para la vida humana, el oxigeno puede tener efectos
nocivos a través de especies reactivas. Incluso, la produccién y neutralizacion de especies
reactivas es un proceso complejo, por lo que si existe una tendencia en el aumento de (ERO),

las células sufriran los efectos del estrés oxidativo?.

1.2.1 Relacion con el estrés oxidativo

Los radicales libres que representan a las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ERO/ERN),
se contrarrestan mediante los sistemas de proteccion antioxidante del organismo, donde su
capacidad es puesta a prueba. Por lo que los antioxidantes enddgenos al combatir el ataque
oxidativo, carecen de capacidad para contrarrestarlo. El estrés oxidativo comprende una
cantidad excesiva de especies reactivas de oxigeno (ERO), resultado de un desequilibrio entre

la generacion y agotamiento de los mismos?.

Ademas, este proceso puede afectar a diversas estructuras celulares, ejemplo de ello,
membranas, proteinas, lipoproteinas, lipidos e inclusive acido desoxirribonucleico (ADN). Tal
es el caso del radical hidroxilo y peroxinitrito que al estar en exceso pueden desencadenar
peroxidacion lipidica, afectando membranas celulares y lipoproteinas a su paso. Por
consiguiente, se propicia la generacion de malondialdehido y compuestos dienos conjugados,
considerados citotdxicos y mutagénicos. Desde luego la peroxidacion lipidica se propaga con

rapidez y causa un deterioro a un gran nimero de moléculas lipidicas.

Otra afectacion del estres oxidativo tiene lugar en las proteinas al reducir o perder su actividad
enzimatica. El dafio causado por los radicales libres en el estrés oxidativo se ha relacionado con
diversas patologias entre ellas, cancer, enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas e
inflamatorias y diabetes®C. Por ello las reacciones que involucran (ROS) se han relacionado con
enfermedades tales como la diabetes.



1.2.1.1 Diabetes mellitus
La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad relacionada con trastornos endocrinos y
metabdlicos caracterizado de un gran nivel de glucosa en la sangre (hiperglucemia),

consecuencia de ello puede ge

nerar trastornos del metabolismo de carbohidratos, proteinas y grasas®, esto debido a la

insuficiencia en la accion o produccion de insulina.

De forma que, la insulina permite el paso de la glucosa de la sangre a las células para producir
energia, por tal motivo si la insulina no esta presente o tiene anormalidades, provoca que la
glucosa no entré en las células y permanezca en la sangre y pueda llegar a valores que pongan
en riesgo la salud de quien la presenta. La insulina se produce en la region del pancreas conocida
como islotes de Langerhans dentro de las células beta y se libera con base a las necesidades del

organismo?3?,

La diabetes se puede clasificar de diversas maneras, pero de acuerdo a la Asociacion Americana
de Diabetes, es como sigue:
e Diabetes tipo | (Dependiente de la insulina):
e Diabetes idiopatica es la Diabetes tipo I, que se refiere a formas infrecuentes de la
enfermedad y se desconoce la causa de la misma.
e Diabetes tipo Il (No dependiente de la insulina)
e Diabetes mellitus gestacional: intolerancia a la glucosa con inicio o primer

reconocimiento de embarazo.

Sin embargo, la diabetes se clasifica en dos tipos comunes: Diabetes tipo | (IDDM) y Diabetes
tipo 11 (NIDDM), por sus siglas en inglés. La DM tipo | no dependiente de la Insulina (IDDM)
se caracteriza por una deficiencia de la secrecion de insulina a causa de la destruccion
autoinmune de células B pancreaticas, que inducen alteraciones metabolicas. La DM tipo Il no
dependiente de la insulina (NIDDM) conduce a una secrecion de insulina dafiada por las células
beta pancreaticas, lo cual se refleja en una resistencia a la insulina. Por tanto, los pacientes con
diabetes pueden sufrir complicaciones en todo momento, entre ellas, complicaciones
metabolicas agudas, en un corto plazo, tales como: infecciones, cetoacidosis diabética,

hiperglucemia, fatiga, vision borrosa. Ademas, de complicaciones cronicas (sistematicas): a



largo plazo, ejemplo de ello: ceguera, neuropatia, aterosclerosis, enfermedad vascular periférica,

amputacion, y enfermedad cerebro vascular®,

A nivel nacional, de acuerdo al informe Health at a Glance3* 2017, sobre la prevalencia de
diabetes tipos | y Il, México es el primer lugar de la Organizacion para la Cooperacion y
Desarrollo Econémicos (OCDE), con el 15.8% de la poblacién de entre 20 y 79 afios que
padecen esta enfermedad en comparacion a los otros paises miembros, donde el promedio oscila

en un 7%.

Por otro lado, los datos del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) registraron en
(2017), 106,525 defunciones a causa de la diabetes, lo que significo el 15% del total de muertes

en nuestro pais®.

Con respecto a cifras de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la cifra de personas con
diabetes en el mundo aumento considerablemente ya que en 1980 era de 108 millones, para
2014 se estim0 en 422 millones. De hecho, la prevalencia aument6 rapidamente en paises de
ingresos bajos y medianos, en adultos (mayores de 18 afios), debido a que la cifra se incremento
del 4.7% en 1980 a 8.5% en 2014. Incluso, las predicciones de la OMS muestran que para 2030

sera la séptima causa de muerte3.

Actualmente los tratamientos mas comunes son la insulina y agentes hipoglucemiantes orales.
Sin embargo, estos ultimos pueden causar efectos secundarios significativos, como el aumento
de peso y trastornos gastrointestinales, por lo que es preciso la busqueda de productos naturales

con la finalidad de reducir estos3!.

1.3 Antioxidantes

El origen de los antioxidantes se remonta a la antigliedad en particular a los conocimientos
técnicos que los egipcios tenian en la preservacion de cuerpos sin vida, mediante el uso de
extractos de plantas ricos en polifenoles. Asimismo, la oxidacion propicid la investigacion a
fondo de los mecanismos de oxidacién y como contrarrestarlos por medio de simples
antioxidantes quimicos. Si bien, estos estudios eran empiricos, entre 1870 y 1900, para 1940 ya
se habian dilucidado los mecanismos de autooxidacion de los radicales libres, asi como la

identificacion de algunos antioxidantes que rompian cadenas.
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En 1960 Denham Harman propuso que el envejecimiento estaba asociado con cambios
progresivos causados por el dafio acumulativo de radicales libres, de inmediato se planted la

posibilidad de que los antioxidantes retrasarian el proceso de envejecimiento y la vida Gtil®’.

En efecto cada dia nuestro organismo genera moléculas conocidas como radicales libres, su
produccion es necesaria y benéfica, pero si el nimero de radicales aumenta, su eliminacion es
indispensable, por ello las frutas, semillas, vegetales y plantas juegan un papel fundamental
porque contienen sustancias que actlan como antioxidantes®. Los antioxidantes son
importantes en la prevencion de enfermedades inhibiendo o retrasando la oxidacion de las

biomoléculas al evitar el inicio o la propagacion de reacciones oxidantes en cadena®®.

Haliwell? define los antioxidantes como cualquier sustancia, que, a bajas concentraciones en
comparacion con un sustrato oxidable, disminuyen significativamente la oxidacion del mismo.
Esta definicidn, también aplica a aquellos antioxidantes que interaccionan con radicales libres
dentro de nuestro cuerpo o cuando se utilizan como aditivos alimentarios. Ademas, los
antioxidantes siguen algun tipo de mecanismo de accion, de acuerdo al tipo de oxidante, y estos
pueden ser: secuestro de radicales libres del medio, quelacion de iones metalicos, inhibicion de
enzimas que producen radicales libres, activacion de enzimas enddgenas, prevencion de
peroxidacion de lipidos, prevencién de dafio al ADN y prevencién de modificacion de

proteinas®?.

En un sentido mas amplio un antioxidante es “cualquier sustancia que elimine directamente
Especies Reactivas de Oxigeno (ERO), permita de forma indirecta regular el aumento de las
defensas antioxidantes o inhiba la formacion de (ERO) #2. Por lo que un compuesto se considera
como antioxidante de acuerdo a la capacidad de secuestrar un radical y formar un nuevo radical,

que sea estable a través del enlace hidrégeno intermolecular en la oxidacién posterior,

Ahora bien, la investigacion en antioxidantes ha tenido un desarrollo considerable en los tltimos
afios y ha aportado mayor informacion de los radicales libres, el estrés oxidativo, asi como sus
efectos. Por consiguiente, un exceso de radicales libres puede ocasionar un desequilibrio entre

antioxidantes/radicales, y causar estrés oxidativo, que conduce a diversas enfermedades®Z.

Los antioxidantes enddgenos se agrupan en antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Con
respecto a los antioxidantes enziméticos se dividen en defensas enzimaticas primarias y

secundarias. La defensa enzimatica primaria evita la formacion o neutraliza radicales libres a
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través de tres enzimas: glutation peroxidasa, catalasa y superdxido dismutasa. Por su parte la
defensa enzimética secundaria incluye al glutation reductasa y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, ambas enzimas tienen la funcion de dar soporte a otros antioxidantes
enddgenos. Ahora bien, existen varios antioxidantes enddgenos no enzimaticos, a saber,
vitaminas, cofactores enzimaticos, compuestos nitrogenados y péptidos*?. Si bien el sistema
antioxidante enddgeno cumple su propésito, el hombre depende de varios tipos de antioxidantes

presentes en la dieta para asi poder equilibrar la concentracion de radicales libres 43.

Los antioxidantes exdgenos los cuales pueden ser: vitaminas, flavonoides, acidos fenolicos,
carotenoides, minerales y compuestos organosulfurados. Por consiguiente, las principales
fuentes de estos compuestos provienen de frutas y verduras. En adelante, existe otra fuente de
antioxidantes exdgenos, que esta constituida por suplementos dietéticos que proveen nutrientes
gue no estan presentes en la dieta. Estos complementos alimenticios, pueden contener vitamina
A, vitaminas C y E, licopeno, luteina, ubiquinona, glutation, polifenoles, resveratrol y N-

acetilcisteina**.

1.3.1 Compuestos con efecto antioxidante en plantas
Los antioxidantes abarcan diferentes compuestos que pueden interferir con los ciclos oxidativos
para inhibir o retardar el dafio oxidativo. Existen compuestos con actividad antioxidante entre

estos: vitaminas, carotenoides y polifenoles.

Las vitaminas C y E son nombres genéricos del acido ascorbico y tocoferoles, la vitamina C es
el antioxidante hidrofilico mas importante porque es efectivo en la eliminacion de radicales
superoxido, peroxido de hidrégeno, radical hidroxilo, especies reactivas de oxigeno y de
nitrégeno, asi como oxigeno singlete. Su estructura tiene cuatro grupos hidroxilo que pueden
donar hidrégeno a un sistema antioxidante. La vitamina E actla como antioxidante por medio

de un mecanismo de donacién de electrones y otro de aceptacion de rotura de cadena.

En igual forma, al menos sesenta carotenoides provienen de frutas y vegetales que son
consumidos por el ser humano. Los carotenos (o y B-caroteno) y los hidroxicarotenoides
(xantofilas y luteina), estan presentes en la dieta diaria y son inhibidores efectivos de oxigeno
singlete y secuestradores de (ERO) 4. El B-caroteno es considerado uno de los antioxidantes
mas poderosos contra el oxigeno singlete y la inhibicion de la oxidacion en lipidos. Por otro

lado, el licopeno es el inhibidor de oxigeno singlete mas efectivo de los carotenoides y también
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destaca su capacidad de atrapar radicales peroxilo (HOO"). Las xantofilas son carotenoides

oxigenados y se encuentran por lo general como pigmentos amarillos en las hojas.

Los polifenoles estan presentes en la mayoria de las plantas, por lo que forman parte integral de

la dieta humana. Cerca de 800 estructuras fendlicas estan dispersas en el reino de las plantas,

mismas que son ingeridas en los alimentos. Estos compuestos fendlicos pueden ser simples, de

peso molecular bajo hasta compuestos complejos y polifenoles derivados®®. A finales del siglo

XX el interés en compuestos fendlicos increment6 por su capacidad antioxidante y eliminacion

de radicales libres. Los principales grupos de polifenoles son flavonoides, acidos fenolicos,

estilbenos y lignanos*’“8, (Figura 1.8).
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Figura 1.8 Clasificacion y estructura quimica de los polifenoles®.

13



Los flavonoides son pigmentos vegetales con abundancia en la naturaleza que a su vez se
dividen en subclases siendo las mas representativas las flavonas, flavononas, flavonoles,
catequinas, antocianidas e isoflavonas. La estructura general de los flavonoides incluye un
esqueleto C15 (C6-C3-C6)%°. Los acidos fendlicos se dividen en dos categorias segun su
estructura, a saber, derivados del &cido benzoico (compuestos con un anillo de benceno unido a

grupo carboxilico) y derivados del 4cido cinamico?®.

Otra clase de compuestos fenolicos que muestran dos anillos aromaticos unidos entre si por un
puente de etano y existen en forma monomerica y oligomérica son los estilbenos. Por dltimo,
los lignanos son un grupo de compuestos fendlicos que estan presentes en gran cantidad en
semillas®. En consecuencia, a pesar de que frutas y vegetales contienen antioxidantes y son
importantes para mitigar radicales libres y evitar el estrés oxidativo, cabe mencionar que su

biodisponibilidad y el acceso a estos pueden ser limitados2.

1.3.2 Antioxidantes sintéticos

Derivado de lo anterior se han desarrollado antioxidantes de origen sintético para ser agregados
a los alimentos con el objetivo de prevenir la oxidacion y prolongar su vida util, principalmente
acidos grasos; todos estos actlan debido a la presencia de compuestos fendlicos. La tert-
butilhidroquinona (TBHQ) tiene la funcion de estabilizar y conservar la frescura, el valor
nutritivo, el sabor y el color de alimentos de origen animal. Ademas, el galato de octilo se
considera seguro para utilizarse como aditivo en los alimentos. Por su parte, el BHT
(Butilhidroxitolueno) y el BHA (Butilhidroxianisol) son de los antioxidantes de mayor uso, el
BHT es insoluble en agua y soluble en aceites; se emplea para preservar aceites y lubricantes de
origen vegetal, productos alimenticios, por ejemplo, cereales, grasas comestibles, arroz y

productos de confiteria®!.

Por ultimo, la industria quimica produce diversos antioxidantes sintéticos, pero es preciso
obtener nuevos compuestos de origen natural que sean mas seguros ya que los anteriormente

mencionados pueden originar problemas de salud 2 53),

1.3.3 Aplicaciones
En cuanto a antioxidantes se refiere estos pueden ser naturales o sintéticos. Se emplean
principalmente en alimentos, puesto que se han realizado estudios en plantas y algunas son una

buena fuente de estos. La adicion de estos evita que los alimentos se vuelvan rancios y por
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consiguiente mitiguen la oxidacién. Por lo general, los antioxidantes naturales actiian como
agentes reductores al terminar la reaccion en cadena de radicales libres y ademas evitan malos

olores y sabores®,

Asimismo, los extractos derivados de productos naturales se han empleado por su actividad
antioxidante en el biodiesel. Tal es el caso del biodiesel de soja ya que la adicién de extractos
de orégano, romero y albahaca aument6 la estabilidad oxidativa debido al contenido de

polifenoles complejos y dimeros de lignano tales como el acido rosmarinico®®.

Otra posible aplicacion que aun esta en investigaciones es la utilizacion de antioxidantes
naturales como estabilizadores de polimeros. Sin embargo, una gran variedad de compuestos ha
sido afiadida a polimeros para mejorar su estabilidad, los mejores prospectos son los

carotenoides, flavonoides, fenoles naturales y compuestos fenélicos como el lignano®e.

Entonces, la industria alimentaria, cosmética y terapéutica utilizan antioxidantes, entre estos lo
de origen natural son una alternativa prometedora en lugar de los sintéticos, gracias a su
compatibilidad con la ingesta dietética y sin efectos negativos en el cuerpo humano. En resumen,
muchos antioxidantes se han identificado, procedentes de fuentes vegetales, como radicales

libres o captadores de oxigeno activo®.

1.3.4 Analisis de actividad antioxidante

En cuanto actividad antioxidante, existen diversos ensayos in vitro para evaluarla a fin de
establecer su utilidad en alimentos y en el cuerpo humano, entre otros. En general estos métodos
se subdividen en dos categorias; la primera se basa en la transferencia de atomos de hidrégeno
y que mide la capacidad de extincién de radicales libres, en ensayos como, Capacidad de
Absorcién de Radicales de Oxigeno (ORAC); por sus siglas en inglés, Parametro Antioxidante
de Atrapamiento de Radicales Total (TRAP), la inhibicion de la oxidacion inducida de
lipoproteinas de baja densidad (DLD) y el ensayo de capacidad de eliminacion de oxirradical
total.

La segunda categoria mide la capacidad en la transferencia de s6lo un electron para reducir
cualquier compuesto entre ellos metales, carbonilos y radicales, que producen un color, por
ejemplo, el ensayo de la Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox (TEAC), el ensayo de
Poder Antioxidante Reductor de ion Férrico (FRAP) y el ensayo de captacion del radical 2,2°-

difenil-1-picrilhidracilo (DPPH). En tanto, los ensayos de la eliminacion de radicales
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superoxido, peroxido de hidrégeno y oxigeno singlete, solo evallan la capacidad de eliminacion
de oxidantes®’.

Incluso, los métodos empleados en la cuantificacion de actividad antioxidante total, implican
Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) y que con algunos reactivos forman un complejo de color
que se detecta espectrofotométricamente en diferentes longitudes de onda, por ejemplo: 520 nm
para el ensayo (DPPH), 734 nm para el ensayo (TEAC) y 593 nm para el ensayo (FRAP).
También, puede medirse por deteccion fluorométrica, tal es el caso del ensayo ORAC en una

longitud de excitacion de 540 nm y una de emision de 545 nm“°,

Hoy en dia, se cuenta con diversos ensayos cada uno con un objetivo especifico, y por
consiguiente algunos de estos emplean antioxidantes sintéticos, como control positivo, para
comparar la actividad antioxidante de fracciones de extractos de plantas, bebidas, alimentos,

compuestos aislados, etc.

1.4 Productos finales de glicacion avanzada (AGES)

Un marcador reconocido del envejecimiento es la modificacion de proteinas por azucares, dicho
proceso es llamado glicacion. La glucosa ademas de ser la principal fuente de energia, también
es responsable de las principales complicaciones de la diabetes mellitus, por la formacién de
productos finales de glicacién avanzada (AGEs, por sus siglas en inglés). Los (AGEs) se forman
a partir de una reaccion de glicacion no enzimatica entre los grupos carbonilo de azlcares

reductores y grupos amino en proteinas®e,

Asimismo, estudios sefialan que un aumento en las concentraciones de glucosa en pacientes con
diabetes esta relacionado con la hiperglucemia, que es uno de los mecanismos que puede causar
dafio micro y macro-vascular, debido a la formacién y acumulacion de (AGEs).

La produccién de (AGEs) ocurre a partir de la reaccion de Maillard, descrita por el quimico
Louis-Camille Maillard a principios del siglo XX, que consiste en una reaccion de glucosilacion
no enzimatica entre un grupo carbonilo de azucar reductor y una amina primaria. La formacion
de estos grupos complejos se puede dividir en tres estados, el primer estado inicia cuando los
grupos aminos de una biomolécula reaccionan con un azucar reductor de forma no enzimatica,
lo cual forma un producto denominado base de Shiff, que a su vez, por medio de una

transposicion, formara compuestos mas estables, mejor conocidos como productos de Amadori
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(tal como la fructosamina o cetoamina), esto puede ocurrir en pocos dias y solo hasta este punto,
la reaccion es reversible® (Figura 1.9).

0
R—t
H——OH " R
i H——OH ——
H,0 ° H,0 —O
HO—1—H
H——OH ’
R H—1—O0H H——OH
H——OH
H—1—OH H—t—OH
Proteina
OH
OH
Glucosa Producto de Amadori O
Base de Schiff

Figura 1.9 Reaccion de Maillard®°.

En el segundo estado, los productos de Amadori, dependen del (pH) o de diferentes
temperaturas. Si el pH es menor o igual a 7 se mantiene una enolizacion en la que los productos
de Amadori se transforman a furfural o hidroximetilfurfural, mientras que en una escala de pH
mayor a 7 y temperaturas menores, el proceso de enolizacién da lugar a la reaccién de Strecker,
donde los productos estan presentes como deshidroreductonas y reductonas, que después
conducen a formar aldehidos y alfa-amino cetonas. Sin embargo, si el pH es mayor que 7 y la
temperatura muestra un aumento, se favorece la produccion de glioxal, metilglioxal y di

acetilo®0.

Al final, por medio de diferentes modificaciones moleculares; condensacion, deshidrogenacion,
reorganizacion, isomerizacion®?, forman compuestos conocidos como (AGEs), de una estructura
compleja e irreversible, dicho proceso puede tardar semanas o meses. La formacién de (AGEs),
tiene otros mecanismos, ejemplo de ellos: la autooxidacion de la glucosa y la via de los polioles,
etc. En nuestros dias, compuestos como la pirralina, pentosidina (Figura 1.10) y la N-¢-
carboximetil-lisina (CML), se han caracterizado como (AGEs), donde CML es el de mayor
estudio®®. Por consiguiente, cada vez es mas frecuente que los consumidores presten mayor
atencion a los alimentos que consumen, tomando en cuenta ademas de color y sabor, el

contenido nutricional de los mismos, su calidad e inocuidad.
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Figura 1.10. Productos finales de glicacion avanzada (AGEs).

En relacién al punto anterior, la principal fuente de (AGES) son los alimentos, por lo que ciertos
factores permiten su formacion, entre estos el contenido de proteinas, carbohidratos, agua,
grasas y algunos elementos minerales. Ademas, la temperatura, tiempos de reaccion,

concentracion, presencia de humedad y pH, pueden influir en la generacion de (AGES).

Asimismo, la peroxidacion lipidica tiene la capacidad de producir compuestos dicarbonilicos,
por la reaccion de Maillard y luego formar (AGEs). Un claro ejemplo de esta reaccion se
encuentra por lo general en alimentos con grandes cantidades de grasa. De igual manera, los
procesos de coccion: asado, al vapor, horneado, y freido; tienen injerencia en la formacion de
(AGEs) 9.

En consecuencia, los alimentos con gran cantidad de grasas o proteinas; como las carnes a la
parrilla contienen (AGESs), que ademas de aumentar el riesgo de padecer enfermedades como la

diabetes®?, pueden ayudar a que se acumulen (AGESs) de caracter exdgeno en el organismo.

Ciertos compuestos tanto de origen natural como sintético han sido evaluados como inhibidores
de (AGEs), algunos extractos de plantas han mostrado efectos en la generacion de estos en afios
recientes. Este efecto se debe principalmente a la gran cantidad de antioxidantes fendlicos que
albergan, si bien los radicales libres estan relacionados con la formacién de (AGES) es preciso

mencionar que los antioxidantes fenolicos pueden inhibir estos compuestos.
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Uno de los primeros inhibidores de (AGEs) que se estudio fue la aminoguanidina, por su efecto
en condiciones in vivo e in vitro. La estructura quimica de este compuesto contiene un grupo
denominado guanidina que actia como eliminador de alfa-carbonilos en la reaccion de
Maillard®3. Sin embargo, este agente no ha sido usado en la clinica por su toxicidad a largo plazo

y solo se emplea como control positivo en ensayos de laboratorio®.

|.5 Polisacéaridos

Los polisacaridos son moléculas de gran tamafio de origen natural, compuestos por subunidades
conocidas como monosacaridos (por lo general més de diez), con un gran nimero de grupos
hidroxilo libres, y que muestran actividad antioxidante (Figura 1.11). Estan enlazados por
enlaces glucosidicos, la longitud de estos es variable o constante y difieren en cadenas lineales
o ramificadas similar a los polimeros, con una masa molecular de miles e incluso hasta millones.
Su mayor presencia esta en diversas plantas, microorganismos, algas y otros®®. El aislamiento y
la obtencion de compuestos puros de los polisacéridos dependen de su forma estructural. Las
estructuras de polisacaridos provenientes de productos naturales son complejas y diferentes, sin
embargo, a menudo glucano, fructano, xilano, manano, galactano, etc. son la base de su cadena
principal, o por la union repetida de varios monosacaridos. Ademas, estudios muestran que los
polisacéridos cuentan con varias actividades biologicas con mayor peso en el sistema inmune,

lo anterior ha despertado un mayor interés en sus funciones y aplicaciones®®.
H
S Q
o) HO
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HO HO (@)
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HO HO

Figura 1.11 Estructura de un polisacarido®”.

En efecto, el aislamiento de polisacaridos de alimentos funcionales y medicinales ha captado la
atencion de estudios de carcter antioxidante, en fuentes alimenticias como frutas, verduras,

cereales, hierbas, té, nueces, hongos, algas, productos de leche, vino, etc.
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Incluso, estudios muestran que los polisacéridos provenientes de alimentos tienen un gran poder
reductor y de eliminacion de radicales libres in vitro. Su actividad antioxidante proviene de

grupos funcionales como hidroxilo, carbonilo, carboxilo y amino®.

1.5.1 Estudios en el género Cucurbita

Existen diversos estudios de polisacaridos en el género Cucurbita tanto en semillas, pulpa, frutos

frescos, entre los que se encuentran los siguientes:

Wang y colaboradores aislaron un polisacarido a partir de semillas de calabaza Cucurbita
moschata unido a una proteina. En cuanto a actividad antioxidante se refiere el polisacarido
presento actividad antioxidante moderada frente al radical DPPH y al radical OH. Asimismo,

mostrd evidencia de actividad inhibitoria contra la a-amilasa y gran capacidad antibacteriana®.

Lu y colaboradores aislaron polisacaridos de pulpa seca de calabaza (Cucurbita moschata) con
efecto hipoglucemiante. Dicho efecto se evalu6 en ratones diabéticos, y sugieren el efecto

potencial de los polisacéaridos para el tratamiento de la diabetes mellitus?.

Song y colaboradores aislaron un polisacarido soluble en agua a partir de frutos maduros de
calabaza (Cucurbita pepo Lady Godiva). Donde el estudio de RMN confirmo que L-Fructosa y

D-Galactosa estaban en la posicion alfa, mientras que la D-Glucosa estaba en la posicién beta’.

Kost’alova. y colaboradores estudiaron el aceite de semillas de (Cucurbita pepo L. var. Styriaca)
y que representan una fuente conjunta de polisacaridos pécticos, por medio de varias etapas de
extraccion, los resultados de esta investigacion sugieren que las fracciones de polisacéarido de
calabaza representan fibras dietéticas con alto contenido de pectina y propiedades antioxidantes

benéficas, que pueden ser Utiles en aplicaciones alimentarias funcionales’.

Nara y colaboradores evaluaron la actividad antioxidante de un polisacarido soluble en agua en
frutos de calabaza (Cucurbita maxima Duchesne), donde la actividad de eliminacion del radical
DPPH y superdxido se incremento en funcién del contenido total de azGcar. Ademas, mencionan
la importancia de descubrir nuevos alimentos funcionales y el desarrollo de productos de

calabaza procesados’®.

Liang y colaboradores en su investigacion evaluaron la capacidad de los polisacaridos extraidos
de frutos de calabaza (Cucurbita moschata) para inhibir la formacion de (AGEs), mostrando un

mayor efecto que el control positivo de aminoguanidina. Por lo que sugieren que los
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polisacéridos presentan un potencial terapéutico en la prevencion y tratamiento de
complicaciones relacionadas con la diabetes®®,

1.6 Métodos cromatograficos

A principios del siglo XX el botanico ruso Milkhail Tswett invento6 la cromatografia empleando
esta técnica en la separacion de algunos pigmentos de plantas, tales como clorofilas y xantofilas,
al hacer pasar estas soluciones por columnas de vidrio empacadas con carbonato de calcio en
granulos finos. Las especies separadas se identifican como bandas coloridas en la columna. Esto
explica por qué el método se nombra asi, del griego chroma, que significa color, y graphein,
que significa escritura. Por su parte, la cromatografia es un método con amplia gama de usos en
la separacion, identificacion y determinacion de los compuestos quimicos de mezclas complejas.
La cromatografia se aplica en diversos sistemas y técnicas, y todos tienen en comun el empleo
de una fase estacionaria; que es fija en una columna o en una superficie plana, y una fase mavil,
que se desplaza a través de la fase estacionaria acarreando una mezcla con presencia del analito,

dicha fase puede ser un gas, un liquido o un fluido supercritico’. (Figura 1.12).

Fase estacionaria

Fase mavil (Disolvente)

Figura 1.12. Cromatografia de capa fina’.

En cromatografia existen diferentes fendmenos que se pueden distinguir segun sea el caso: entre
estos, adsorcion, reparto, adsorcion polar o intercambio i6nico. También, es importante
mencionar que el empleo de diversos métodos cromatograficos permite la separacion y el

analisis al mismo tiempo y aplica para mezclas solidas, liquidas y gaseosas.
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En cuanto absorbentes estos difieren de acuerdo al tipo de cromatografia que se emplea, para
fines de esta investigacion se hace uso de cromatografia en columna y en capa fina utilizando
(silica gel) como absorbente. El gel de silice, de formula quimica (SiO), es un so6lido blanco
que puede hallarse pulverizado en diferentes nimeros de mallas de acuerdo al tipo de
cromatografia de interés. Los disolventes utilizados son de naturaleza variada y depende de los
compuestos a separar y su polaridad, por lo que los disolventes polares son aquellos que facilitan

el desplazamiento de sustancias absorbidas, en tanto que los no polares casi no las desplazan’®.

1.6.1 Cromatografia en capa fina

Esta técnica consiste en la separacion e identificacion de compuestos quimicos al emplear un
disolvente que avanza sobre una capa delgada de un adsorbente adecuado que esta adherido
sobre una hoja de vidrio u otro material como el aluminio, con el propdsito de dar soporte inerte
ala capa’”. (Figura 1.12) El uso de esta técnica permite de manera sencilla explorar y controlar
la separacion de una mezcla, asi como su seguimiento. Sin embargo, si se cuenta con

instrumentos de analisis es recomendable explorar por esta técnica al iniciar un estudio’®.

1.6.2 Cromatografia en columna

Este método emplea un eluente para llevar a cabo las separaciones de los componentes de una
mezcla, que a su vez depende de la polaridad de los compuestos problema. La columna se
empaca con silica gel y esta superficie comprende la fase estacionaria, el material de la columna
puede ser vidrio o plastico, la fase movil ocupa los espacios restantes entre las particulas del
empaque. Al inicio, la muestra es depositada por la parte superior de la columna, después por
medio de adiciones repetidas de disolvente, fuerza a los componentes de la mezcla a pasar por

la columna’™.

I.7 Métodos espectroscopicos

La quimica organica es de gran ayuda para la determinacion de estructuras organicas sobre todo
en la obtencion de compuestos de origen natural. Por su parte la espectroscopia de absorcion
mide la cantidad de luz que absorbe un compuesto en funcion de la longitud de onda. La mayoria
de pruebas son de caracter no destructivo y asi es posible realizar diferentes pruebas con menor

perdida de muestra.
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1.7.1 Espectrometria en el infrarrojo (IR)

Una region infrarroja comprende a las frecuencias que estan debajo de la region visible y por
encima de las frecuencias de microondas y de radar. Para especificar una posicion de banda
infrarroja, la longitud de onda (A) se mide en micrones, en tanto que los numeros de onda (cm”
1 es la unidad mas comun para especificar las absorciones de infrarrojo. Otro fenomeno
importante comprende las vibraciones moleculares, por lo que si un enlace covalente se estira 0

comprime y después se libera, los atomos tenderan a vibrar, como se muestra en la Figura 1.13.
P ) R

QAP N9 O
o Sd OOb O

Estiramientos (simétricos y anti simétricos) Flexiones (tijereteo o balanceo)

Figura 1.13. Vibraciones tipicas de los &tomos®®,

Los enlaces mas resistentes son mas rigidos, lo que implica mayor fuerza para estirarlos o
comprimirlos. Tal es el caso de los enlaces O-H que son mas fuertes que los enlaces C-H, por
lo que los enlaces O-H vibran a frecuencias altas. Los grupos de enlaces con energia de enlaces
similares, su frecuencia disminuye con el incremento de las masas atdmicas, mientras que

enlaces que tienen &tomos de masas similares, su frecuencia aumenta con la energia de enlace’®.

Entonces un espectro infrarrojo representa la energia absorbida por una molécula como funcién
de la frecuencia o de la longitud de onda. Con la finalidad de identificar compuestos organicos
el espectro de infrarrojo se ha divido en dos porciones, la region que comprende los 4000 cm
y 1500 cm se emplea para identificar grupos funcionales, que se distingue por presentar bandas
de absorcidn intensa. La region que va de los 1500 a 200 cm™ mejor conocida como de huellas

digitales, con patrones absorcion caracteristicos’®.

La espectrometria en el infrarrojo es una herramienta muy diversa, que se divide en tres regiones
espectrales, siendo la region del infrarrojo medio la de mayor uso y que se extiende de 670 hasta
4000 cm™. La region del infrarrojo cercano, comprende entre los 4000 y 14000 cm™ y por Gltimo

la region infrarroja lejana.
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Los solventes mas comunes que se utilizan en estudios espectroscopicos de (IR) para
compuestos organicos son los siguientes: disulfuro de carbono, tetracloruro de carbono,

tetracloroetileno, cloroformo, dimetilformamida, dioxano, ciclohexano, benceno, etc.

Por su parte, el agua y los alcoholes no se recomiendan como solventes para espectrometria en
el infrarrojo; tal es el caso del agua; ya que manifiesta bandas de absorcion en la region (IR).
Ademas, el agua y los alcoholes atacan a los haluros de metales alcalinos, los cuales son
compuestos utilizados en las ventanas de las cubetas. De igual manera, cuando la cantidad de
muestra liquida es pequefia y no se dispone del solvente apropiado, por lo general se obtiene el

espectro del liquido puro™.

1.7.2 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La resonancia magnética nuclear se basa en medir la absorcion de la radiacion electromagnética
en la regién de radiofrecuencias, de alrededor de 4 a 900 MHz. Desde sus inicios, los quimicos
se percataron de que el entorno molecular influia en la absorcion de radiofrecuencia, por parte
de un nucleo en un campo magnético y asi poder relacionarlo con la estructura molecular. Esto
ha generado un gran auge, que ha influido notablemente en el avance de la quimica organica,
de la quimica inorganica y de la bioquimica. Los espectrofotdémetros que se utilizan en la
actualidad son los de onda continua, de impulsos o de transformada de Fourier y a la fecha este

ultimo es quien predomina en instrumentos en el mercado.

Existen varios tipos de espectros de RMN, gque dependen de acuerdo al tipo de instrumento
empleado, tipo de ndcleo, estado de la muestra, el entorno del ndcleo del analito y del uso de
datos. No obstante, la mayoria de espectros de RMN se clasifican como de linea ancha o de alta
resolucion. Los espectros de linea ancha son aquellos en los que la anchura de la banda de la
fuente de lineas es tan grande que oscurece la estructura fina debido al entorno quimico. Por lo
qgue los espectros de RMN de alta resolucion son los mas empleados y se obtienen de
instrumentos capaces de distinguir las diferencias mas pequefias, de 0.01 ppm o menos. (Figura
1.14)80,

En particular la RMN, proporciona informacion estructural y estereoquimica de gran interés en
un espacio de tiempo muy reducido. Se trata de una prueba no destructiva que estudia el
comportamiento de ciertos ndcleos atomicos en presencia de un campo magnetico externo. El

campo magnético aplicado produce un desdoblamiento de los niveles de energia del spin
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nuclear, de modo que pueden inducirse transiciones entre ellos como consecuencia de la
absorcion de una radiacion electromagnética adecuada. RMN constituye una herramienta
fundamental en andlisis cualitativo y cuantitativo superando a gran escala a los métodos
tradicionales. Por otra parte, cabe mencionar que los estudios de RMN han llegado a tener la
resonancia de dos dimensiones, la cual conjunta en un solo espectro la resonancia de *H Y 13C,
logrando asi una informacion conjunta de gran utilidad en la determinacion de estructuras

quimicas’®.

(a) Baja resolucidn

100 Hz

- ) ——

0,023 gauss

Absorcidn

—CH,—
—0OH

~— Pico tedrico para el nicleo de hidrogeno aislado

Campo magnético —

(b) Alta resolucicn

Absorcion—

Campo magnetico ———-

Figura 1.14. Espectros de RMN del Etanol a 60 MHz con baja y alta resolucion.

Los espectros de RMN en dos dimensiones que existen son variados tanto homonucleares y
heteronucleares, los primeros corresponden principalmente a COSY (Correlation Spectroscopy)
y NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy). Por su parte el espectro (COSY, por sus
siglas en inglés) permite obtener correlaciones cruzadas entre sefiales que corresponden a
protones acoplados. Mientras que el espectro (NOESY, por sus siglas en inglés), hace posible
observar correlaciones cruzadas entre protones cercanos en el espacio cuya intensidad facilita

informacion sobre la distancia que los separa®?.

Las interacciones heteronucleares corresponden a HMQC (Hetero Nuclear Multiple Quantum
Coherence) y HMBC (Hetero Multiple Bond Correlation). El experimento (HMQC, por sus
siglas en inglés) proporciona un procedimiento con una sensibilidad alta para la determinacién

de las correlaciones de desplazamiento proton-carbono de un enlace.
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En relacion al experimento (HMBC, por sus siglas en inglés) provee informacion sobre
interacciones de acoplamiento 'H de largo alcance con nicleos de *C, que también es un
experimento conocido como “inverso” similar al experimento HMQC?2, Por ello quiza los
experimentos de HMBC son los mas utilizados para la elucidacién de estructuras moleculares
orgénicas complejas y la técnica més popular para corregir cambios quimicos heteronucleares
de enlace multiple, que ademaés puede abarcar carbonos cuaternarios, proporcionando una forma
de vincular fragmentos moleculares en una estructura completa®3. Por Gltimo, la Resonancia
Magnética Nuclear tiene diversas aplicaciones entre ellas: la caracterizacion de compuestos
quimicos, establecimiento de equilibrios quimicos, cinéticas quimicas, cuantificacion de

mezclas, control de calidad, anélisis conformacional y estereoquimico, entre otros8.

1.7.3 Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV/VIS)

La espectroscopia UV/VIS es una técnica que se basa en la absorcion de luz por una muestra y
dependiendo de la cantidad de luz y longitud de onda, se puede obtener informacion valiosa de
estas. Para ello, la muestra se ilumina con rayos electromagnéticos de varias longitudes de onda
en los rangos visible (VIS, es decir a diferentes colores) y adyacentes (UV, es decir ultravioleta)

incluyendo parte de la region infrarroja inferior (IR cercano) del espectro.

Por otro lado, la espectroscopia UV/VIS generalmente se aplica a compuestos organicos, e
inorgéanicos o complejos en soluciones, aunque también se pueden analizar materiales solidos.
Loa espectros UV/VIS son Utiles para mediciones cuantitativas de un compuesto en especifico.
De igual forma, la concentracion de un analito puede ser determinada midiendo la absorbancia

a una longitud de onda caracteristica®.
La relacion entre la absorbancia y la concentracién mejor conocida como la ley de Lambert-
Beer se describe mediante la siguiente ecuacion:

I
A=—log10(1—)=£*c*d
0

Donde:

A: es la absorbancia de la solucién

I: intensidad de transmision

lo: intensidad de la luz incidente a una determinada longitud de onda

€: es la capacidad de absorcion molar (L/mol cm)
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c: concentracion de la muestra (mol/L).

d: longitud de ruta a través de la muestra (cm).

Es conveniente mencionar que para obtener resultados de medicién dptimos y cumplir con la

Ley de Lambert-Beer, la absorbancia debe estar en el rango lineal del instrumento a utilizar.

La region del espectro electromagnético cubierta por la mayoria de los espectrofotdmetros es
200 a 400 nm, regioén mejor conocida como ultravioleta cercana. De modo que a longitudes méas
cortas que 200 nm requieren instrumentacion especial que es poco usual en este tipo de
espectrofotometros. La mayoria de espectrofotometros visibles cubre la region que va de los

400 nm (violeta) a 700 nm (rojo)2, tal y como se muestra en la Figura 1.15.

5 2 -1 -4
Longitud 10 1|0 1|0 1|0

de onda (m). Radio Microondas IR IUV RX

Espectro visible

I E
0 500

Figura 1.15. Espectro electromagnético®’.

Longitud
de onda (nm). 700

]
60
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Capitulo 11

Material y métodos

El presente trabajo se desarroll6 en el Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales de

la Escuela Superior de Ingenieria Quimica e Industrias Extractivas conforme a la siguiente

metodologia (Figura 11.1)

Obtencidén de extractos
C. argyrosperma

A\

Evaluar actividad
antioxidante

Y

Biofraccionamiento
de extracto activo

Y

Purificacién
Sephadex-LH20

\

Compuesto

Actividad
antioxidante in vitro

aislado

A\

Identificacion de azlcares

Evaluacion de actividad
antiglicacion
Método de BSA/Glucosa

Caracterizacion

Espectroscopia de FT-IR
Espectroscopia de RMN

Figura I11.1 Métodologia del trabajo realizado.
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I1.1 Reactivos y disolventes

Los reactivos se enlistan de acuerdo al proceso realizado en cada etapa de la experimentacion
(Tabla I1.1)

Tabla I1.1. Reactivos y disolventes.

Hexano
Obtencion de extractos Acetato de etilo
Metanol
B-caroteno
Acido oleico
Prueba preliminar Cloroformo
Radical DPPH
Acido ascorbico
Etanol, acetona, agua destilada, Cloruro de metileno
Sephadex LH-20, Silica gel( Malla 250-240, Merck)
Acido sulfdrico
Butanol
Acido acético
Isopropanol
Identificacion de azUcares Arabinosa, Galactosa, Ribosa, Ramnosa
Manosa, Glucosa, Xilosa, Maltosa.
Inositol, Rafinosa Sacarosa, Fructosa
Peryodato de sodio
Permanganato de potasio
Radical ABTS(+)
Persulfato de potasio
Solucién buffer pH=7.4
Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2 4cido
carboxilico)
Sulfato ferroso
Peroxido de hidrégeno
Acido salicilico
Solucién buffer pH=7.0
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) disddica
Metionina
Nitroazul de tetrazolio (NBT)
Riboflavina
Metionina
Albimina de Suero Bovino (BSA)
Azida de sodio
Glucosa
Aminoguanidina
Fluoresceina

Biofraccionamiento

Actividad antioxidante

Actividad anti-glicacion
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1.2 Materiales

V V V V V V VYV V V VYV V

Cromatofolios TLC de silica gel
Papel filtro Whatman
Vasos de precipitado
Espatulas

Tubos capilares

Viales de plastico de 2.5 ml
Tubos de ensayo

Embudos

Atomizador de 50 ml
Charolas de plastico
Gradillas

1.3 Equipo

Espectrofotdmetro (UV-Vis) Shimadazu-1800
Rota vapor Yamato (Re400)

Agitador Vortex

Balanza analitica BBI31 (Boeco Germany)
Lampara UV

Fluorémetro (Barnstead Turner)
Espectrofotdmetro BioTek

Espectrometro Brucker AV-400

Parrilla con agitador magnético

TermoOmetro

Incubadora Thermolyne

Estufa

Micropipetas de 20 a 200 ul y de 100 a 1000 ul

Camara cromatografica.
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I1.3 Planta

Se colecto la planta C. argyrosperma fresca en las cercanias de Amecameca, Estado de México,
y fue identificada por un bidlogo perteneciente al Herbario de la Escuela Nacional de Ciencias
Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional. Una muestra de C. argyrosperma se almaceno
bajo el nimero de espécimen 6728. La cascara de las semillas de C. argyrosperma (5 kg) se

desprendié manualmente y estas se secaron a temperatura ambiente y se trituraron en un molino

manual.

Figura 11.2. Preparacion de la semilla.
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I1.4 Preparacion de extractos
Las semillas se maceraron diez dias con disolventes de diferente polaridad (Hexano, acetato de

etilo y metanol), las cuales se agregaron en un garrafén de 45 L con los disolventes empleados,

dicho proceso se repitio consecutivamente (Figura 11.3).

Figura 11.3 Extraccion por maceracion.

Posteriormente, cada a uno de los extractos obtenidos se filtraron y las semillas se secaron a
temperatura ambiente antes de continuar con el siguiente disolvente (Figura I1.4). Por Gltimo,

cada extracto se concentré a sequedad con un Rotavapor (Yamato Re400), de acuerdo a la

(Figura 11.5).

Figura I1.4. Filtracion del extracto y secado de semillas.
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Figura I1.5. Rotavapor utilizado para la concentracion de los extractos.

I1.5 Prueba preliminar de efecto antioxidante en C. argyrosperma.

Mediante el método de la decoloracion por B-caroteno fue posible determinar cual de los
extractos tenian efecto antioxidante. Los extractos obtenidos se clasificaron como sigue:
extracto de hexano (CA-H), extracto de acetato de etilo (CA-AE) y extracto de metanol (CA-
M) (Figura 11.6).

Figura 11.6 Disolucion de extractos de C.argyrosperma.

Posteriormente una pequefia cantidad del residuo obtenido de cada extracto se disolvid en
cloroformo y con tubos capilares se colocaron en placas de capa fina impregnadas con gel de
silice (Figura 11.7), después se roci6 una solucion que contenia (&cido oleico-p-caroteno disuelto
en cloroformo) sobre los cromatogramas y se dejo reposar durante 30 min a temperatura

ambiente (Figura 11.8).
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Después de atomizar una solucion de DPPH al 0.2% los cromatogramas fueron expuestos a luz
por 45 min, lo cual se represento en la Figura 11.8. El &cido ascérbico (AA) se emple6 como
control positivo para esta prueba.

CA - ORCET AB. CA-M [ AN —’

Figura 11.8. Rociado de cromatogramas.

I1.6 Biofraccionamiento del polisacarido
El extracto de metanol (CA-M) se obtuvo en forma de goma color verde (280 g), que se
fracciono de acuerdo a las siguientes etapas:
1. Seagreg0 agua destilada a CA-M y en una parrilla se calent6 a 65°C, durante 30 minutos,
manteniendo agitacion vigorosa.
2. Posteriormente se dejé reposar a temperatura ambiente, durante 45 minutos.

3. Finalmente, el extracto soluble en agua se centrifugd, y el precipitado se le identificd
como (CA-M1). Figura 11.9

Por medio de cromatografia en capa fina se realizo la busqueda de una fase movil que permitiera
la separacion de los metabolitos presentes en CA-M1, el procedimiento se llevo a cabo de
acuerdo a la Figura I1.10.
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Figura 11.9 Proceso para la obtencion de CA-M1.

CA-M1 + Agua

destilada El . Secado
O tyente Lampara UV
Cromatograma Revelado
(TLC) Camara de yodo Crom:toglrama
INa

Figura 11.10. Cromatografia en capa fina.
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Después, se elaboraron columnas cilindricas de polietileno de 5 cm de diametro y 60 cm de
largo, conforme a la Figura I1.11. Posteriormente, se le coloco en la parte inferior de esta un
tapdn de algoddn para evitar la pérdida de silica y se empacaron con silica gel (Malla 250-420,

Merck), hasta dejar un tercio de la columna libre, enseguida se agregé CA-M1 en solucién.

Ingreso de
"‘,' muestra
% i |

: E‘ C
<'3 R’ ,
=)

Figura I1.11. Columna de cromatografia empacada con silica gel.

Se corrid la columna con una mezcla de eluyente de Acetato de etilo/Metanol/Cloruro de
metileno (0.5:1:0.25) y se obtuvieron seis subfracciones de la S1 a S6, seguido de la prueba de

actividad antioxidante.

Posteriormente, la fraccion S1 se volvio a separar por cromatografia en una columna de silica
gel, usando como eluyente cloruro de metileno generando cuatro subfracciones S1-1 a S1-4, de
las cuales la fraccion S1-3 fue sometida a purificacion en una columna de Sephadex LH20, con
una mezcla de cloroformo/metanol incrementando la polaridad para obtener el polisacarido
(PLS). Figura 11.12
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Figura 11.12. Columna de Sephadex LH20.

I1.7 Hidrdlisis &cida

Una vez obtenido PLS se procedio a efectuarle una hidrodlisis 4cida®, para ello se pesaron 40
mg Yy en un tubo de ensayo se adicionaron 2.5 ml de una disolucion de acido sulfurico (H2SO4)
2M, de inmediato se calentd a bafio maria durante 6 hrs a una temperatura de 90 a 92°C. (Figura
11.13).

Después, se dejé enfriar a temperatura ambiente y se neutraliz6 con hidréxido de bario Ba(OH):
a un pH=7 y se centrifug6 a 3000 rpm por 15 minutos. Al sobrenadante se le agregaron 25 ml
etanol absoluto para eliminar el exceso de &cido, calentado gradualmente en una parrilla a 45°C.
Finalmente, la muestra de PLS hidrolizada se utilizé para identificar el contenido de azucares
usando una cromatografia en papel, para lo cual se prepararon los diferentes azlcares usados

como estandar.
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Figura 11.13. Hidrdlisis acida de PLS.

I1.8 Cromatografia en papel

Reactivos necesarios para este ensayo:

1.

Soluciones al 1% de diferentes azUcares: arabinosa, galactosa, ribosa, ramnosa, manosa,
glucosa, xilosa, maltosa, inositol, rafinosa, sacarosa y fructosa. Para cada solucion se
pesaron 20 mg y se disolvieron en 2 ml de agua destilada.
Eluentes empleado: Se mezclaron las soluciones A y B para obtener 250 ml de mezcla.
A. Butanol/Acido acético/Agua (4:1:5)
B. Isopropanol/Acido acético/Agua (3:1:1)
Solucioén para revelar: Se mezclaron 80 ml de la solucion A con 20 ml de la solucion B.
3.1 Solucion A: Peryodato de sodio (NalOs) al 2%.
» Se pesaron 2g de NalOs, y se afor6 a 100 ml con agua destilada.
3.2 Soluciéon B: 20 ml de Permanganato de potasio (KMnOs) al 1% disuelto en
Carbonato de sodio (Na2CQs) al 2%.
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Procedimiento para la cromatografia ascendente.

1. Se corto el papel Whatman No. 1 en un cuadro de 28 cm x 28 cm y a 3 cm del margen de
uno de los lados, se trazd con ayuda de un lapiz una linea transversal y se marcaron lineas
verticales separadas entre si por 2 cm de ancho. Realizado lo anterior, sobre cada punto se
colocaron 5 gotas de las soluciones de azucares utilizando tubos capilares para cada azUcar,

incluyendo la muestra de PLS hidrolizada previamente. (Figura 11.14).

Figura 11.14 Preparacion de cromatografia ascendente.

2. Enuna camara cromatogréafica se colocaron 250 ml de la mezcla de eluyente preparada, se
tapo y se dejé en estas condiciones durante 20 minutos para saturar la atmosfera interna.
(Figura 11.15), se introdujo el cromatograma doblando la parte superior y sosteniendo el
doblez de la parte superior con un hilo sujeto a la cAmara cromatogréafica.

3. Se dejo correr el disolvente durante varias horas, después, se retird el papel de la cuba y se
secd a temperatura ambiente.

4. Unavez seco el papel, se rocidé con un atomizador la solucion reveladora y se dejo secar por
15 minutos (Figura 11.16), después se introdujo en una estufa a 80°C durante otros 15
minutos mas. Concluido lo anterior, se midio la distancia desde el origen hasta el frente del

solvente, determinandose el Rf para los azucares contenidos en PLS.

Distancia desde el punto de partida al centro de la mancha

Rf

~ Distancia desde el punto de partida hasta el frente del solvente
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afica.

Figura 11.15. Camara cromatogr

Figura 11.16 Revelado de los estandares y PLS.
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11.9 Espectrometria infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR) del

compuesto aislado

El anélisis del espectro de (FT-IR) fue realizado para caracterizar los grupos funcionales
presentes en el compuesto aislado, PLS (3 mg), el espectro de infrarrojo fue obtenido en un
Espectrémetro FT-IR (Perkin Elmer) en un rango de 4000 a 400 cm™ a 25°C.

11.10 Estudio espectroscopico de Resonancia Magnética Nuclear (*H y 3C) del

compuesto aislado

El andlisis de espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) fue realizado en la

Unidad Profesional Interdisciplinaria de Biotecnologia (UPIBI-IPN).

Cien miligramos del compuesto puro aislado (PLS) se disolvieron en 1 ml de 6xido de deuterio
(D20) y se colocd en un tubo de vidrio de 5 mm para ser introducido en el equipo de RMN vy asi
determinar los espectros. Los datos de *H NMR, *3C NMR y RMN en 2D se registraron en 600
MHz y 150 MHz, respectivamente, en un espectrometro Brucker AV-400 empleando MS como
estandar interno. Los cambios quimicos de las sefiales de *H y 13C se expresaron como partes
por millén (ppm) a 25 ° C.

11.11 Analisis de UV-vis

El espectro UV del polisacérido (PLS) se evalud con un espectrofotémetro UV-Vis (Shimadazu
UV-1800) en la region de 200-400 nm y a temperatura ambiente para detectar la presencia de
proteinas y acidos nucleicos.

11.12 Ensayos para evaluar la actividad antioxidante in vitro

[1.12.1 Ensayo de captacion del radical DPPH (2,2’-difenil-1-picrilhidrazilo).

Preparacion de soluciones para ensayo DPPH

» DPPH (2,2’-difenil-1-picrilhidrazilo) a 0.2 mM: Se pes6 1.97 mg del radical DPPH y se
disolvio con alcohol etilico, aforandose a 25 ml.
» Disoluciones de polisacarido (20 mg/ml)
Se pesaron 6 mg de (PLS) y se disolvieron en 300 ul de agua destilada hasta disolucion
completa, seguidamente se hicieron diluciones para obtener las concentraciones (10, 5y 2.5

mg/ml de PLS) como se muestra en la Tabla I1.2.
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Tabla I1.2. Dilucion seriada de (PLS) para ensayo DPPH.

No.de | Concentracién Agua Volumen de solucién Factor de
. destilada N
vial (mg/ml) () Dilucion

()
I 10 200 200 pul de PLS a 20 mg/ml
1 5 200 200 pul de PLS a 10 mg/ml 1/2
i 2.5 200 200 pl de PLS a 5 mg/ml

Las soluciones de acido ascorbico de 20 a 2.5 mg/ml se hicieron de acuerdo al procedimiento

descrito anteriormente.

El método de captacion del radical DPPH (2,2’-difenil-1-picrilhidrazilo) fue estimada de

acuerdo a Martinez®!. Primero, 20 ul de solucién de muestra (PLS; 2.5 a 20 mg/ml en agua

destilada) y/o &cido ascérbico (2.5 a 20 mg/ml en agua destilada). Se afiadieron a una placa de

96 pozos por duplicado y se mezclaron con 180 ul de solucion de DPPH a 0.2 mM, la placa se

incubd en la obscuridad y a temperatura ambiente por 30 minutos, los cambios en la absorbancia

fueron medidos a 520 nm usando un espectrofotdmetro BioTek, el &cido ascorbico se utilizo

como estandar.

La actividad antioxidante fue expresada como el porcentaje de inhibicion (1) y fue calculado de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

(Abs Muestra — Abs Blanco) * 100
%I =100 —

Abs Control

Donde:
%I = Porcentaje de inhibicion
Abs Muestra = Absorbancia de la muestra/estandar
Abs Blanco = Absorbancia del Blanco

Abs Control = Absorbancia de la solucién DPPH
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11.12.2 Captacion del radical cationico acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-
6-sulfonico) ABTS*
Preparacidn de soluciones para el ensayo de ABTS".
> Acido 2,2°-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) ABTS a 7 mM
Se pesaron 19.20 mg del ABTS vy se disolvieron con 5 ml de etanol, la solucion se torno verde,

una vez homogénea la disolucion se protegio de la luz.

» Persulfato de potasio (K2S20g) a 2.45 mM.

Se pesaron 3.3 mg de K2S20g, y se disolvieron con 5 ml de agua destilada.

» Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) a 0.1 mg/ml.

Se pesaron 10.3 mg de Trolox y se disolvi6 en una solucion de metanol/agua (1:1) y se aforo a

un volumen de 100 ml. La solucién se almacend en un lugar oscuro hasta su uso.

» Curva de calibracion
A partir de la solucion estandar de Trolox (0.1mg/ml), se hicieron diluciones para obtener las
siguientes concentraciones 0.02, 0.04, 0.06, 0.08. Se calculé el volumen para cada disolucion
aplicando el principio de equivalencia, la realizacion de la curva siguio lo establecido en la Tabla

11.3, cada dilucion se aforé a un volumen final de 25ml.

Tabla 11.3. Concentracion y volimenes de Trolox.

No.de | concentracion | . Yolumen Volumen de
matraz Metanol/Agua | solucion Trolox
Trolox i
(1:1) (0.1 mg/ml)
1 0.02 20 5
2 0.04 15 10
3 0.06 10 15
4 0.08 5 20

» Disoluciones de muestra (PLS; 0.5 a 8 mg/ml).
Se pesaron 4 mg de (PLS) y se disolvieron en 500 pl de agua destilada hasta disolucion
completa, la solucion de PLS (8 mg/ml), se reservé en un vial de 1.5 ml. Posteriormente

mediante dilucion seriada se obtuvieron las concentraciones de 4, 2, 1 y 0.5 mg/ml (Tabla 11.4).
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Tabla I1.4. Dilucion seriada de muestra para ensayo ABTS.

No.de | Concentracion Ag_:Ja Volumen de solucién Factor
vial (mg/miy | destilada () de
(uh) Dilucion
| 4 200 200 pl de PLS a 8 mg/ml
1 2 200 200 pl de PLS a 4 mg/ml 12
i 1 200 200 pl de PLS a 2 mg/ml
v 0.5 200 200 ul de PLS a 1 mg/ml

El ensayo ABTS se realizé de acuerdo al método de (Re y colaboradores®?) con algunas
modificaciones, el radical catiénico (ABTS") fue producido por la reaccion de una solucién 7
mM de ABTS con persulfato de potasio (2.45 mM), dejando reposar la mezcla en la obscuridad

a temperatura ambiente por 20 horas (Figura 11.17).

Antes de su uso, la solucion de (ABTS") se ajust6 a una absorbancia de 0.70+0.2 mediante una

dilucion con alcohol etilico a 734 nm de acuerdo a lo mostrado en la Tabla I1.5.

Tabla 11.5 Ajuste de absorbancia a 0.7+0.2.

Solucioén estable Volumen de 3=734 nm
de ABTS* alcohol etilico )
Absorbancia
(ml) (ml)
0.3 30 0.867
0.6 40 0.765
1.0 50 0.711

Después, 50 pl de solucion de muestra diluida en serie a diferentes concentraciones (PLS; 0.5-
8 mg/ml en agua destilada), fueron afiadidos a 1 ml de solucién diluida de ABTS™ (0.70+0.02).
La absorbancia se midi6 después de 7 min en un espectrofotémetro a 734 nm. De igual manera,
la curva de calibracién a diferentes concentraciones de Trolox (0.02 a 0.1 mg/ml), permiti6
medir la reduccion en la absorbancia de la solucion (ABTS™). El porcentaje de inhibicion (1) del

radical ABTS se calcul6 siguiendo la formula:

Ag — Ay

%l = * 100

0

Donde:

A, = Absorbancia del control

A; = Absorbancia de la muestra o estandar
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Figura I1.17. Formacion del radical cationico ABTS.

11.12.3 Captacion del radical hidroxilo

Preparacion de soluciones

» (PLS; 0.5a8 mg/ml)
Se pesaron 80 mg de (PLS) se disolvieron en 10 ml de agua destilada hasta disolucion completa,

la solucion de PLS (8 mg/ml), se reservd en un tubo de ensayo. Posteriormente mediante

diluciones se obtuvieron las concentraciones de 4, 2, 1 y 0.5 mg/ml, como se indica en la Tabla

11.6.

Tabla 11.6. Concentracion y volumenes de PLS.

No.de | Concentracion Agua ] Factor
: destilada Volumen de solucién de
tubo (mg/ml) L

(ml) dilucion
| 4 5 5 ml de PLS a 8 mg/ml
I 2 5 5 ml de PLS a 4 mg/ml 12
i 1 5 5 ml de PLS a 2 mg/ml
v 0.5 5 5ml de PLS a1 mg/ml
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» Sulfato ferroso (6 mM)

Se pesaron 83.7 mg de FeSOs, se disolvio con agua destilada, y se aford a un volumen de 50 ml.

» Peroxido de hidrégeno (6 mM)
A partir de una solucion de H202 al 30.3%, con una concentracion de 0.89 M, se tomaron 340
ul de H2O, para obtener una solucion de 6 mM y se aforo a un volumen de 50 ml con agua

destilada.

» Acido salicilico 6 mM

Se pesaron 41.4 mg de &cido salicilico y se disolvieron en (35 ml de alcohol etilico + 15 ml de

agua destilada) se agitd hasta disolucion completa y se reservé hasta su uso.

La captacion del radical hidroxilo se determind de acuerdo al método reportado por He®, se
tomo6 1 ml de solucién de muestra diluida (PLS; 0.5-8 mg/ml) mezclandose con 1ml de FeSO4
(6 mM), 0.5 ml de H202 (6 mM) y 0.5 ml de (&cido salicilico (6 mM) en presencia de etanol).

Los conjuntos de mezclas fueron incubadas a 37°C por 30 min.

Una vez realizado lo anterior, la absorbancia fue medida a 510 nm en un espectrofotometro. El
acido ascorbico se us6 como estandar. La captacidn del radical hidroxilo fue calculada mediante

la ecuacion:

(D) = (1- ﬁ—i)

Donde:
A; = Absorbancia del la muestra

A, = Absorbancia del control

11.12.4 Captacion del radical superoxido

Disoluciones para el ensayo

» (PLS; 0.5 a8 mg/ml)
Se pesaron 16 mg de (PLS) y se disolvieron en 2000 pul de agua destilada hasta disolucion
completa, la solucion de PLS (8 mg/ml), se reservo en un vial de 4 ml. Posteriormente mediante
dilucién seriada se obtuvieron las concentraciones de 4, 2, 1, hasta que se obtuvo PLS a 0.5

mg/ml, como se muestra en la Tabla 11.7.
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Tabla 11.7. Concentracion y volimenes de PLS.

. Volumen de Factor
No.de | Concentracion .
vial (mg/ml) agua Volumen de solucion _ de. ,
destilada (ul) dilucién
| 4 1000 1000 pl de PLS a 8 mg/ml
1 2 1000 1000 pl de PLS a 4 mg/ml 12
i 1 1000 1000 pl de PLS a 2 mg/ml
AV 0.5 1000 1000 pl de PLS a 1 mg/ml

> Solucién buffer fosfato (50 mM, pH=7.0)
Para un volumen de 50 ml de solucion se pesaron 387 mg de fosfato de sodio dibasico y 146 mg
de fosfato de sodio monobaésico, se disolvieron uno a uno en 40 ml de agua destilada, se ajusto
el pH con un potenciémetro empleando soluciones de acido clorhidrico al (1%) o hidréxido de

sodio a la misma concentracion., finalmente se aforé a 50 ml con agua destilada.

La preparacion de las demés soluciones se realiz6 conforme a lo indicado en la Tabla 11.8,
ademas fue necesario realizar diluciones (1/10 y 1/100) para EDTA disddica y Riboflavina

puesto que la concentracion requerida fue de 0.02 mM para ambas soluciones.

Tabla 11.8. Preparacién de soluciones.

Compuesto Peso . Volumen final | Peso
A Concentracion
guimico molecular (ml) (mg)
EDTA 372.24 2 mM 10 75
disodica
Metionina 149.2 130 mM 10 193.96
NBT 817.64 0.75 mM 10 6.2
Riboflavina 376.36 2 mM 10 7.6

La captacion del radical superéxido fue establecida de acuerdo al método reportado por Yuan®.
Para tal proposito 200ul de solucion de muestra diluida (PLS; 0.5-8 mg/ml) fueron afadidos a
la solucion de reaccion que incluyé buffer fosfato (1.5 ml, 50 mM, pH 7.0), EDTA disodica
(300 pl, 0.02 mM), metionina (300 ul, 130 mM), NBT (300 ul, 0.75 mM), riboflavina (300 pl,
0.02 mM) y por ultimo 500 pl de agua purificada.
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Despues, las mezclas de reaccién se incubaron en un cuarto oscuro por 30 min a temperatura
ambiente y la absorbancia de las muestras se midié a 560 nm usando un espectrofotometro. El
acido ascorbico se usé como estandar y el porcentaje de captacion del radical superoxido se
evaluo de acuerdo a la ecuacion:

A
(%]) = (1 - A—l) +100

0
Donde:

A; = Absorbancia del la muestra/estandar

A, = Absorbancia del control

11.13 Ensayo de inhibicion en productos finales de glicacion avanzada (AGES) in

vitro.

11.13.1 Glicacion por el método de BSA

Preparacion de soluciones.

» BSA (10 mg/ml)
Se pesaron 250 mg de BSA y se disolvieron en 25 ml de agua destilada lentamente para evitar

la presencia de espuma.

» Buffer fosfato pH=7.4

Para un volumen de 50 ml de solucion se pesaron 1.01 g de fosfato de sodio dibasico y 170 mg
de fosfato de sodio monobasico, se disolvieron uno a uno en 40 ml de agua destilada, se ajusto
el pH con un potenciémetro empleando soluciones de acido clorhidrico al (1%) o hidréxido de
sodio a la misma concentracion., finalmente se aford a 50 ml con agua destilada.

» Glucosa 0.5 M
Se pesaron 2.252 g de glucosa y se disolvieron en 25 ml de agua destilada hasta disolucion

completa.

» Azida de sodio (0.02%)

Se pesaron 5mg de azida de sodio y se disolvieron en 25 ml de agua destilada, una vez

homogenizado se reservo hasta su uso.
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» PLS(0.5,1,2y4 mg/ml)
Se pesaron 40 mg de (PLS) y se disolvieron en 10 ml de agua destilada hasta disolucion
completa, la solucién de PLS (4 mg/ml), se reservé en un tubo de ensayo. Después, mediante
dilucion seriada se obtuvieron las concentraciones de 2, 1 y 0.5 mg/ml, como se muestra en la
Tabla 11.9.

Tabla 11.9. Concentracion y volimenes de PLS.

Volumen de
., Factor
No.de | Concentracion agua .
: . Volumen de solucion de
vial (mg/ml) destilada S
Dilucion
(ml)
| 2 4 4ml de PLS a 4 mg/mi
1 1 4 4 ml de PLS a 2 mg/mi 1/2
i 0.5 4 4 mL de PLS a 1 mg/ml

Para realizar el ensayo se tomé 1 ml de (BSA) con una concentracion de (10 mg/ml) en buffer
de fosfato pH=7.4, se mezcl6 con 1 ml de 0.5 M de glucosa y fueron incubados a 37°C por
cuatro semanas en presencia o ausencia de diferentes concentraciones de PLS (0.5, 1,2y 4
mg/ml), la aminoguanidina (AG, 1 mg/ml) se empled como estandar. También a cada solucion
de prueba se adiciono azida de sodio (0.02%) para mantener una condicion aséptica. Después,
del tiempo de incubacion la intensidad fluorescente fue medida en un espectrofluorémetro a una
longitud de onda de emisién de 450 nm y 350 de excitacion respectivamente®. El efecto anti-
glicacion de (PLS) y de la (AG) fue medido por el calculo del porcentaje de inhibicion y se

comparé con la glucosa de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Fluorescencia de la solucion BSA/Glucosa/(PLS o AG) 100
*

I hb .z 0 — 1 _
nhibicién (%) Fluorescencia de la solucién BSA/Glucosa
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Capitulo 111

Resultados y discusion

I11.1 Obtencién de extractos

Los extractos se obtuvieron por maceracion empleando 5 kg de semillas de C. argyrosperma,
una vez llevados a sequedad, se determind el rendimiento expresado en (% m/m) tal y como se
ejemplifica en la Figura I11.1. Los extractos mostraron una consistencia semisélida de color
verde y un olor caracteristico. El rendimiento aumenta con la duracién de la extraccion en un

cierto intervalo de tiempo, asi como la relacion de solvente a solido.

HEXANO ACETATO DE ETILO METANOL

Figura 111.1 Porcentaje de Rendimiento de los extractos.

I11.2 Actividad antioxidante en C. argyrosperma

En la actualidad existe un gran interés en compuestos bioactivos de origen natural como una
alternativa en la prevencién de enfermedades, principalmente aquellos que sean capaces de

inhibir radicales libres.

Por ello se determino si los extractos de hexano (CA-H), acetato de etilo (CA-AE) y metanol
(CA-M) presentaban actividad antioxidante mediante el ensayo de decoloracion de p-caroteno.
De acuerdo a la Figura I11.2 solamente el extracto metandlico (CA-M) mostr6 actividad
antioxidante debido a la coloracion amarilla que se presenta sobre el fondo color violeta
(Solucion DPPH al 0.2 %), lo cual indica prueba positiva de efecto antioxidante. Dicho efecto

se compard con el acido ascorbico que se utiliz6 como control positivo para esta prueba.
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Extracto

Resultado

CA-H

NEGATIVO
CA-AE
NEGATIVO
CA-M
POSITIVO

Figura 111.2 Prueba de actividad antioxidante.

Una vez identificado el extracto con efecto antioxidante se continu6 con el proceso de

aislamiento y purificacion del o los bioactivos causantes de este efecto, mediante el

procedimiento descrito en la parte experimental, obteniéndose 800 mg del compuesto aislado.
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111.3 Identificacidn de azlcares presentes en PLS

Se realiz6 hidrolisis al polisacarido con la finalidad de obtener mondmeros, seguido de una
cromatografia en papel que, al ser revelada, se identificaron los azlcares mediante manchas
amarillas sobre un fondo color rosa y se determinaron los Rf para cada estandar y la muestra de
polisacarido, de ello se pudo inferir que los Rf calculados de galactosa y glucosa, son cercanos
a la muestra de polisacarido con un Rf=0.213, (Tabla I11.1). Si bien, esta prueba es cualitativa,
permitio identificar los azlcares presentes en PLS, lo cual se confirmé con un andlisis de

espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN).

Tabla I11.1 Relacion de frentes (Rf).

No. Muestra Rf No. Muestra Rf
1 Arabinosa 0.277 8 Maltosa 0.178
2 Galactosa 0.228 9 Inositol 0.139
3 Ribosa 0.347 10 Rafinosa 0.119
4 Ramnosa 0.386 11 Sacarosa 0.168
5 Manosa 0.248 12 Fructosa 0.257
6 Glucosa 0.218 13 Polisacarido | 0.213
7 Xilosa 0.277 14 Polisacarido | 0.213

I11.4 Caracterizacion del polisacarido

I11.4.1 Analisis del espectro FT-IR

El espectro de FT-IR (Figura I11.3) mostrd picos de absorcion caracteristicos de un polisacarido,
para las vibraciones de estiramiento C-H (2923 a 2931 cm™) y los picos de absorcion débiles de
1400 a 1200 cm™ ), Ademas, exhibi6 un pico intenso en 3265 a 3291 cm™ que se atribuyo a
las vibraciones de estiramiento del grupo hidroxilo. Los picos complejos que oscilaron entre
1200 y 1021 cm™ fueron debido a la vibracién de la banda glicosidica C — O — C. 7,
Especialmente, las adsorciones a 1121, 1026 y 1023 cm™ se atribuyeron a los picos
caracteristicos de un enlace B-pirano 8. La fuerte absorcion caracteristica a 917 cm™ sugirio la
abundancia de enlaces B-glicosidicos en el compuesto, y el pico débil a 851 cm™ confirm6 la

existencia de un enlace glucosidico ©9).
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Figura 111.3 Espectro de FT-IR del polisacérido.
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Asimismo, PLS mostro sefiales a 1634, 1410 y 1596 cm™ que se relacionaron con la absorcion
del grupo carboxilico desprotonado. Por tanto, el compuesto aislado contiene grupos funcionales

de un polisacéarido.

La Figura I11.4 muestra el espectro de IR de un polisacérido aislado de calabaza que contiene
bandas de absorcion que sugieren las vibraciones de estiramiento (C-C) y (C-O-C) a 1018, 1107
y 1110 cm™™. En adicion, una banda a 913 cm™ asignada al modo de deformacion del enlace -
glucosidico correspondiente a (Ci-H) y otra banda a (833 cm™) correspondiente al modo de

deformacion del enlace a-glucosidico y la intensidad méas alta de la banda (OH) a 3242 cm™,

100
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Figura I11.4. Espectro de IR de un polisacérido aislado de calabaza'®.

111.4.2 Analisis del espectro de RMN del polisacéarido

El espectro de *H RMN muestra las sefiales tipicas de polisacaridos principalmente en el rango
de 3.0 2 6.0 ppm y para **C RMN en el rango de 60.0-110.0 ppm. Las sefiales de RMN de *H 'y
13C se han resumido en la Tabla I11.2 y cada desplazamiento quimico corresponde a & en ppm.
El polisacarido aislado mostro senales para cuatro protones anoméricos en oH 5.27, o1 5.08, OH
4.79 y 5n 4.78 en el espectro de *H RMN indicando que el compuesto aislado estd compuesto
principalmente por cuatro tipos de azUcares (Figura 111.5). Los otros desplazamientos quimicos
indican que las posiciones de todos los residuos de azlcar se acumularon en el campo de 3.3—

3.8 ppm para C-2 a C-6. Las sefiales de carbono anoméricas de las unidades A, B, C y D fueron
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detectables a 6c 103.65, dc 98.90, dc 98.21 y 6c 91.96, respectivamente, asi como también

aparecio otro carbono no anomérico desde oc 61.00 a 6c 81.16.

Tabla I11.2. Cambio quimico de las sefiales de los espectros RMN de *H y 13C.

Desplazamientos quimicos, 6 (ppm)
Residuo Enlace glucosidico Cambio
H1/C1 | H2/C2 | H3/C3 | H4/C4 | H5/C5 H6/C6
A —6)-a-D-Galp C 103.65 | 73.82 | 81.37 | 68.31 | 73.82 61.03
H 4.79 3.60 3.69 3.94 3.63 3.99
C 98.90 7262 | 7424 | 7260 | 72.12 69.32
B —3)-p-D Galp(1—
H 4.78 3.88 4.01 3.99 4.04 3.72
C 98.21 71.20 | 73.78 | 76.14 | 71.09 61.23
C —4)-a-D-Glcp
3.77/
H 5.20 3.57 3.73 3.60 3.88 360
C 91.96 69.52 | 7381 | 69.21 | 71.21 60.40
D Glcp-a reducida
3.92/
H 5.23 3.52 3.71 3.34 3.88 376

Las sefiales en *3C RMN del polisacarido se encuentran entre 90 y 103 ppm, manifestando que
el compuesto aislado era de forma o y p 1%V, La sefial de protones anoméricos en Sn 4.79 y 8¢
103.65 revelaron que el compuesto aislado tiene una configuracion de tipo B y las otras sefiales
en & 98.90, d¢c 98.21 y ¢ 91.96, revelaron que este compuesto mostraba una configuracion de

tipo a, Figura II1.6.

En el residuo A, las resonancias para H-1, H-2, H-3 y H-4 se asignaron a partir de las
correlaciones en el espectro COSY. La resonancia H-5 se sugirié a partir de los picos cruzados
para H-3/4 y H-4 / H-5 en el espectro NOESY. Tanto H-3 como H-5y H-4 indican que A es un
residuo de tipo Galactosa. En el espectro de *H NMR, el centro anomérico se observa desde el
singlete de H-1, asi como las caracteristicas Ju-1, -2 <3 Hz y las correlaciones H-1 / H-2 en el
espectro NOESY indican que el residuo A tiene una configuraciéon a. Asi, la combinacion de

estos datos, el residuo fue identificado como —6)-a-D-Galp.
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Figura 111.5. Espectro de *H RMN del polisacéarido.
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Figura I11.6 Espectro de *C RMN del polisacérido.

En el residuo B, las sefiales de protones anoméricos que aparecen en oH 4.79 indicaron una
configuracion PB. Las resonancias entre H1 / C1 de este residuo se percibieron en on 4.79 / dc
103.65. La observacion del pico cruzado en. dn 3.69 / 6¢c 81.37 en la unidad B sugirio que estaba
sustituido en C3, en comparacién con C3 no sustituido que generalmente apareci6 en 6¢ 71-73
(102.103) Por o tanto, el residuo B se asigné como —3)-p D-Galp- (1 —.

Para el residuo C, el proton anomérico de la senal en o 4.78 se correlaciono con la sefial de los
carbonos anoméricos en dc 98.21. Este resultado indicé que eran residuos de glucopiranosa con
enlaces a. En el espectro COSY, las sefiales de otros protones en diferentes posiciones de un
azucar configurado (H-2, H-3, H-4H-5, H-6 y H-6") se reconocieron de acuerdo con sus
correlaciones (Figura 111.9). Lo cual se confirmé a partir de la correlacién heteronuclear de
enlaces multiples (HMBC) de los polisacaridos. Los cambios quimicos de H-1, H-2, H-3, H-4,
H-5, H-6 y H-6' en el espectro COSY estaba en 6n 5.20, dn 3.57, dn 3.73, on 360, dH 3.88 y OH
3.77 / 6n 3.60 debido a los picos cruzados de H-1/ H-2, H-2 / H-3, H- 3/ H4, H-4 /| H-5,H 5/
H-6 y H-5/ H-6. (Figura 111.9).

El desplazamiento hacia abajo de C4 en d¢ 76.14 en comparaciéon con los datos de Zhang®?
demostraron la presencia de enlaces (1 — 4), por lo que este residuo se identifico como —4) -
a-D-Glcp).
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Para el residuo D, la sefial a 6c 91.96 se atribuyd a la glucosa; Algunas otras sefiales de carbono
anomeéricas pueden atribuirse a diferentes configuraciones de glucosa y galactosa. Ademas,
estos cambios han sido ampliamente estudiados; el desplazamiento del proton H-1 anomérico a.
en oH 5.23 y el cambio del C-1 a ¢ 91.96 y el anomero B tiene un desplazamiento H-1 en on
4.69 y el C-1 cambio a d¢c 96.53. Las correlaciones C-1 / H-1 en 8n 5.23/ ¢ 91.96, indicaron
que el residuo D correspondia a Glcp libre en a.

Para a-Glcp reducida, las correlaciones en el espectro COSY (Figura 111.8) fueron: H-1 / H-2
(6H 5.23 /81 3.52), H2 / H-3 (61 3.52 /61 3.71),H 3/ H-4 (6n 3.71 / 61 3.34, H-4 /| H-5 (61 3.34
/ on 3.88), H-5/ H-6 (81 3.88 / dn 3.92) y H-5/ H-6 (61 3.88 / &1 3. Del andlisis anterior los
cuatro residuos de azucar (A, B, C, y D), estan unidos por enlaces glucosidicos en la
configuracién alfa y beta, por tanto, la Figura I11.7 es una propuesta del polisacarido aislado de

semillas de calabaza Cucurbita argyrosperma.

—6)-a-D-Galp —3)-p D-Galp- (1—4) -a-D-Glcp) a-Glcp reducida

p-D-Galactopiranosa
\O wo A o-D-Glucopiranosa
HO ¢~ | € OH
NP T e
A TN\ e
2
HO\?’Z\\l/H T’ \\ll/ HO\ H '2 ?’/H
H OH o "0" n oy |1| “oH \
H ¢ ©

a-D-Galactopiranosa |

HO/4\5/O

I \

—2_ la/H
|
H oH

a-D-Glucopiranosa

Figura I11.7. Estructura propuesta del polisacarido de Cucurbita argyrosperma.
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Figura I11.8 Espectro COSY para PLS.

111.4.3 Anélisis del espectro UV

El espectro de ultravioleta entre 200 y 800 nm no mostrd ningun pico, lo que permite inferir la

ausencia de proteinas que pudieran estar unidas al polisacarido.
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I11.5 Actividad antioxidante in vitro

[11.5.1 Captacion del radical DPPH por el polisacarido (PLS)

Se analizé la inhibicién del radical estable DPPH, indicando que a medida que el radical DPPH
capta un electrén en presencia de PLS, la absorcion disminuye y por ende la decoloracion
cambiando de violeta a amarillo (Figura 111.9), lo cual se relaciona estequiométricamente con

los electrones, tal y como se muestra en la (Figura 111.10)%04,

0N

Radical libre ‘ .
(DPPH-) (DPPH)

Figura I11.10 Reaccion entre el radical libre (DPPHe) y un antioxidante a la forma (DPPH) 104,
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La actividad de captacion de radicales DPPH por PLS ejerci6 una inhibicion del 93.98% vy la
del &cido ascorbico fue de 96.20% a una concentracion de 20 mg/mL. EI ECso de PLS fue de

6.446 mg/ml, mientras que el ECso del acido ascorbico fue de 1.893 mg/ml. (Gréfica 111.1)
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Gréfica I11.1. Actividad de captacion de radicales DPPH.

[11.5.2 Captacion del radical ABTS" por PLS

El radical cationico ABTS" es ampliamente recomendado para la actividad antioxidante de
compuestos naturales'®4. La habilidad de captacion del radical ABTS* en PLS fue evaluada y
comparada con Trolox como estandar, esta a su vez puede correlacionarse con la concentracion.
La Figura I11.11 muestra que PLS capt6 al radical ABTS* a una concentracion de 8 mg/ml, lo
cual se reflejo en el cambio de coloracion, mientras que el porcentaje de inhibicidn de este fue
del 72.15%. (Grafica I11.2). En tanto que el estandar a una concentracion de 0.1 mg/ml presento
un porcentaje de inhibicion del 83.49% (Grafica 111.3). Por lo que, el ECso para PLS fue de 4.055

mg/ml y para Trolox con un valor de 0.05953 mg/ml, respectivamente.
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Figura I11.11. Captacion del radical ABTS a diferentes concentraciones de PLS.
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Grafica I11.2. Porcentaje de inhibicion a diferentes concentraciones de PLS en la captacion del

radical ABTS*.
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Grafica I11.3. Porcentaje de inhibicion a diferentes concentraciones de Trolox en la actividad de

captacion del radical ABTS".

[11.5.3 Captacion del radical hidroxilo

Dentro de las especies reactivas de oxigeno (ERO), se encuentra el radical hidroxilo el cual es
uno de los radicales libres de mayor actividad que atacan a moléculas bioldgicas y provocan
reacciones en cadena. La captacion del radical hidroxilo por PLS y del &cido ascorbico (AA)
usado como estandar de referencia se muestra en la Grafica 111.4. EI ECso obtenido para PLS
fue de 11.09 mg/ml comparado con el del AA fue de 0.0413 mg/ml. De igual forma, la Figura
I11.12 muestra el cambio de coloracion de PLS a una concentracion de 8 mg/ml, comparado con

el control, que contenia la mezcla de reaccion, pero sin PLS.
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Grafico I11.4. Porcentaje de inhibicion de PLS en la captacion del radical hidroxilo.
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Figura 111.12. Captacion del radical hidroxilo (PLS y control).
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111.5.4 Captacidn del radical superdxido

La captacion del radical superoxido fue utilizada para evaluar la habilidad que tiene PLS de
captar al radical superdxido. Con un porcentaje de inhibicion de 67.1% para PLS, el &cido
ascorbico mostro un 97.7% de inhibicion a una concentracion de 8 mg/ml como se representa
en la Grafica l11.5. El ECso para PLS fue de 1.575 mg/ml mientras que el ECso del ascérbico fue

de 0.1858 mg/ml.

-©- PLS
<= AA

% Inhibicién

0 y T T T T T T 1
0 2 4 6 8

Concentracién (mg/mL)

Grafica I11.5. Porcentaje de inhibicion de PLS en la captacion del radical superéxido.

I11.6 Actividad anti-glicacion in vitro

También, se evalu6 el efecto de PLS en la formacion de (AGEs) por el método de BSA, los
productos finales de glicacion avanzada (AGEs), son un grupo de compuestos con
caracteristicas oxidantes que se acumulan con hiperglucemia crénica y contribuyen al desarrollo
de las complicaciones diabéticas. Por ello, la inhibicion de la formacion de AGEs constituye un

objetivo terapéutico atractivo para el tratamiento de la diabetes.

Los resultados muestran que el polisacarido aislado inhibié la formacion de AGEs en el sistema

de BSA/Glucosa, después de cuatro semanas de incubacion, de acuerdo a lo presentado en la
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Figura I11.13, la inhibicién se compar6 con la aminoguanidina a una concentracion de 1 mg/ml,

bajo las mismas condiciones de reaccion y duracion de la misma.
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Figura I11.13. Inhibicion en la formacion de AGEs por PLS.
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Conclusiones

Se obtuvo un extracto de metanol de las semillas de C. argyrosperma con propiedades

antioxidantes y anti-glicacion de la proteina BSA.

Al extracto de metanol se le hizo un biofraccionamiento por columnas cromatograficas para

obtener un polisacarido con efecto antioxidante y anti-glicacion.

El polisacérido se caracterizd empleando técnicas espectroscépicas indicado que este contiene
cuatro tipos de azucares (a-D-Galactopiranosa, B-D-Galactopiranosa, a-D-Glucopiranosa y o-

D-Glucopiranosa libre) unidos entre si por enlaces glucosidicos.

Se realizaron diferentes ensayos in vitro para estimar la capacidad antioxidante de PLS
mostrando mejor efecto en la captacion del radical DPPH, radical ABTS* y radical superéxido.
Sin embargo, el radical hidroxilo, tuvo menor inhibicion, debido a que es uno de los radicales

libres mas reactivo.

Ademas del efecto antioxidante, PLS mostré actividad para reducir la formacion de productos

finales de glicacién avanzada (AGESs), después de cuatro semanas de incubacion.

Se aislo y caracterizo un polisacarido de las semillas de calabaza C. argyrosperma con actividad
antioxidante y anti-glicacion. Por lo tanto, las semillas son una fuente natural de antioxidantes,
para ser empleadas en la generacion de productos que puedan tener un impacto en diferentes
padecimientos, tales como la diabetes.
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