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RESUMEN

Nicotiana glauca Gram., Nicotiana trigonophylla Dunal y Solanum rostratum
Dunal pertenecientes a la familia de las Solanaceaes son plantas reconocidas
en el estado de Querétaro por su uso en la terapia contra la inflamacion. El
efecto terapéutico depende evidentemente de la naturaleza y abundancia de
los constituyentes quimicos de las plantas. En el caso de la inflamacion, se ha
establecido que la actividad antioxidante de esos compuestos es uno de los
mecanismos por los que ejercen su efecto esos metabolitos, de manera
individual o en conjunto. Numerosos reportes describen la actividad
antioxidante que presentan compuestos puros o extractos ricos en compuestos
fenolicos o alcaloides, los cuales constituyen un gran potencial para el
tratamiento de muchos padecimientos. En el presente trabajo, se determiné la
actividad antioxidante de los extractos metandlicos y alcaloideos de cada una
de las partes de las plantas citadas inicialmente. A una concentracion maxima
efectiva de 5 mg/mL, los extractos metandlicos de las diferentes partes de
Nicotiana glauca presentaron un porcentaje de inhibicion del radical DPPH
comprendida entre el 70% y 97%, siendo la flor la parte mas activa, con una
CEsp de 705.7 ug/mL. A la misma concentracion, los extractos metandlicos de
N. trigonophylla presentaron un porcentaje de inhibicion del radical DPPH
comprendida entre el 42% y 68% y la parte mas activa fue la flor con una CEsg
de 1526 ug/mL. Finalmente, los extractos de igual naturaleza que se obtuvieron
de S. rostratum, a la misma concentracion, presentaron un porcentaje de
inhibicion del radical DPPH comprendida entre el 81.80% y 95.85% vy la parte
mas activa fue la raiz con una CEsp de 1146 ug/mL. En general, los extractos
alcaloideos de cada una de las partes de estas tres plantas presentaron un
bajo porcentaje de inhibicion y por consiguiente la CEsp no pudo ser calculada a
la concentracion medida en este estudio.



INTRODUCCION

La produccion continua de especies reactivas de oxigeno, entre ellas radicales
libres, es un proceso constante y continuo de la célula. Todas las células
inevitablemente se encuentran produciendo estas moléculas con electrones
desapareados, y generando también antioxidantes enddgenos para
contrarrestar los efectos nocivos de dichas especies reactivas. En ciertas
situaciones extremas, estas defensas no son suficientes y las especies reactivas
producen dafio oxidativo, tanto en biomoléculas como en componentes
celulares. El dafio que se provoque estd directamente relacionado con el
desequilibrio entre ambas especies, radicales libres y antioxidantes. Sin
embargo, el estrés oxidativo ocurre en seres vivos, que por mala nutricién y/o
enfermedades, sufren desequilibrio entre radicales libres y antioxidantes.

El dafio oxidativo se relaciona con el origen y desarrollo de ciertas
enfermedades multifactoriales de caracter cronico, como la enfermedad
cardiovascular, los procesos de inflamacion, el cancer, enfermedades
neurodegenerativas etc. Se sabe con certeza que los constituyentes de las
plantas tales como polifenoles, tocoferoles, alcaloides, taninos, carotenoides,
terpenoides, y minerales son responsables de los efectos nutricionales o
medicinales que ellas presentan. La manera como estos compuestos actlan
sobre la salud es a través de su propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
antimicrobianas, anticancerigenas, antidiabética, antienvejecimiento etc.

En base a todas las investigaciones y a la tradicion herbolaria, el uso de plantas
como terapia antioxidante provee una alternativa barata para el tratamiento de
muchos padecimientos por la poblacién de escasos recursos. Es conocida la
relacion existente entre las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (que
provocan estrés oxidativo) con las enfermedades inflamatorias, por lo tanto,
existe una relacibn muy estrecha entre las plantas que tienen capacidad
antioxidante y su actividad antiinflamatoria.

Las plantas Nicotiana glauca Gram., Nicotiana trigonophylla Dunal y Solanum
rostratum Dunal son usadas en las comunidades de EI Encino, Aguacatlan,
Pinal de Amoles, San Antonio de la Cal y Toliman del estado de Querétaro para

tratar la inflamacion de cualquier parte del cuerpo o intestinal, por lo cual en el



presente trabajo se evaluo la actividad antioxidante de las plantas anteriormente
citadas como parte de un proyecto en el cual se estudiara la relacion entre la
actividad antioxidante y la actividad antiinflamatoria de 5 plantas usadas en la

medicina tradicional del estado de Querétaro.



. ANTECEDENTES
Il.1 Radicales libres y su relacién con enfermedades

El oxigeno molecular (O;) es uno de los gases mas importantes de la tierra,
constituye el 21% de la atmésfera, 89% del peso del agua del mar y al menos el
47% de la corteza terrestre. El oxigeno no solo se requiere en el proceso
respiratorio sino también en el metabolismo celular; hay muchas enzimas que
también lo utilizan. Ademas el oxigeno juega un papel esencial en la quimica de
los radicales libres.

Un radical libre (RL) se define como cualquier especie quimica, ya sea atémica
o molecular, capaz de existir independientemente, que contenga uno 0 mas
electrones desapareados (que ocupan por si mismos un orbital molecular 6
atdmico), ya sea por ganancia o pérdida de un electrén de un no radical o por

ruptura homolitica de una molécula (Cuadro 1).

Cuadro 1. Formacion de radicales libres.

.+ Radical formado por la pérdida de
un electrén de un no radical

vV ie~ . Radical formado por la ganancia de
+ — Y un electrén de un no radical

A:B —— A.+ B. Radicales formados por la ruptura
homolitica de una molécula

Los RL existen como derivados de muchos elementos o moléculas quimicas y
los mas importantes desde el punto de vista biologico son los derivados del
oxigeno y nitrégeno principalmente, aunque también destacan los derivados de
hidrogeno y carbono asi como los formados por metales de transicién como el
hierro y el cobre, entre otros.

Aunque el oxigeno es indispensable para la vida de los organismos aerobicos, a
altas concentraciones 6 bajo ciertas condiciones a la concentracién normal llega
a ser toxico. A este hecho contrastante se le conoce como la “paradoja del
oxigeno”. La toxicidad del oxigeno se puede explicar por la formacion de las

especies reactivas del oxigeno (EROS).



Estas especies son mas reactivas que el oxigeno en su estado basal de triplete.
Las principales especies son: (a) las que se producen por la ruptura o excitacion
del oxigeno (oxigeno atomico, ozono y el oxigeno singulete) y (b) las
parcialmente reducidas (anién superoxido, peréxido de hidrogeno y radical
hidroxilo) (Hansberg, 2002).

En el transcurso de la respiracién aerdbica las mitocondrias consumen O,
reduciéndolo en varias etapas a H,O. A la adicién sucesiva de electrones a la
molécula de oxigeno se le conoce como reduccion univalente (Cardenas y
Pedraza, 2006) (ver reaccion en el Cuadro 2), la cual genera intermediarios
reactivos en una serie de reacciones que involucran 4 electrones, produciendo

tres compuestos denominados especies reactivas de oxigeno.

Cuadro 2. Reduccion univalente

+e— . te-— +e—  te-
o, —= O, — H,0, —>= OH —— H,0
Anién Peréxidode  Radical Agua
superoxido hidrégeno hidroxilo

El H,O, no es un radical pero cae en la categoria de EROs por ser un
compuesto intermediario e importante en la bioquimica de los RL ya que se
descompone facilmente en presencia de metales de transicion (principalmente el
Fe?) para producir OH" (Halliwell y Gutteridge, 1999). Ademas del O, el
nitrégeno también es capaz de formar RL como dos 6xidos: 6xido nitrico (NO’) y
dioxido nitrico (NO;), conformando las llamadas especies reactivas del
nitrogeno (ERNs) (Drbge, 2002). A su vez, los radicales OH" son capaces de
reaccionar con las biomoléculas, produciendo RL organicos menos reactivos,
como los peréxidos (ROO") y radicales tiol (SH’). Por su parte, el O, "y NO’
reaccionan entre si para formar peroxinitrito (ONOO™.

Asi, la presencia de las EROs ha sido asociada al proceso de envejecimiento, a

los dafios ocasionados por la isquemia-reperfusién y a una amplia diversidad de



estados patolégicos como la enfermedad de Alzheimer, la artritis reumatoide, la
hipertension, la catarogénesis y la carcinogénesis, entre otras.

La expresidn “especies reactivas de oxigeno” es un término colectivo que
involucra no solo RL derivados del oxigeno, sino también a los no radicales
derivados de la reduccion molecular del oxigeno y que ademas son muy
reactivos como el H,O, y el HCIO (Cuadro 3).

En los organismos aerdbicos, la producciéon de EROs esta controlada por los

mecanismos antioxidantes de defensa.

Cuadro 3. Especies reactivas de oxigeno

Radicales No-radicales

Superéxido O,"
P 2 Oxigeno singulete (10,) forma t &

Hidroxilo OH Peréxido de hidrégeno (H,0,)

Peroxilo RO,

Ozono (O3)
Alcoxilo RO Anion peroxinitrito (ONOQO")
Hidroperoxilo HO, Acido hipocloroso (HCIO)

Acido hipobromoso (HBrO)

Sin embargo, este equilibrio se pierde cuando hay una excesiva produccion de
EROs o una deficiencia de los mecanismos antioxidantes, lo que conlleva a
dafios a las moléculas. Muchas de estas moléculas deben ser reparadas (tal
como el ADN) o incluso reemplazadas (tal como muchos tipos de proteinas
oxidadas). Asi por ejemplo, algunas proteinas, importantes para el metabolismo
de E. coli, en cuya estructura se encuentra el grupo prostético hierro—azufre (Fe-
S), pueden ser dafiadas por niveles de 0.1-0.2 uM de O~ (Halliwell y Gutteridge,
1999).



Las EROs dafian el acido desoxirribonucleico (ADN) al reaccionar con las bases
nitrogenadas y con la desoxirribosa. El dafio oxidativo al ADN es de extrema
importancia, debido a que las bases nitrogenadas dafiadas pueden generar
mutaciones que a su vez pueden resultar en carcinogénesis, apoptosis,
necrosis, y aun enfermedades hereditarias. En relacion a esto, se han detectado
més de 20 tipos de modificaciones estructurales de las bases. Se ha observado
gue en presencia de las EROs, se fragmenta el ADN y aparecen fragmentos
internucleosomales (estructuras fundamentales para la organizaciéon del ADN
dentro de los cromosomas), ocasionando con ello problemas en la
compactacion y enrollamiento del ADN dentro de la cromatina y con ello
alteraciones en las propiedades funcionales de la misma cromatina, la cual
juega un papel importante en la regulacién de la transcripcidén genética.

Otro afecto adverso de las EROs es sobre los lipidos; el principal efecto es la
lipoperoxidacion que se produce al contacto con los lipidos de las membranas
con un agente oxidante como cualquiera de las EROs. En esta reaccion, el
radical libre formado oxida una cadena insaturada de lipido, dando la formacién
de un lipido hidroperoxidado y un radical alquilo. El alquilo reacciona con una
molécula de oxigeno y regenera la especie inicial, constituyendo una reaccion
qgue se repite. Esta lipoperoxidacién trae como consecuencia alteraciones en la
esctructura de la membrana, afectando su fluidez y provocando dafio en su
integridad. La peroxidacion de los lipidos genera especies como el
malondialdehido y el 4-hidroxi-2-nonenal, los cuales son considerados como
citotoxicos que pueden funcionar como agentes electrofilicos capaces de
interactuar con otros componentes celulares principalmente proteinas y ADN.
Cabe mencionar que la lipoperoxidacibn es un proceso identificado en
enfermedades cardiovasculares (Cardenas y Pedraza, 2006).

Uno de los aspectos mas criticos del estrés oxidativo es el dafio causado a las
proteinas, debido a que puede causar la pérdida de la actividad catalitica de
enzimas, dafios en la integridad de proteinas estructurales o interrumpir la
regulacion de vias metabolicas. Los efectos de las EROs sobre las proteinas
son: la oxidacion de residuos de los aminoacidos, el rompimiento de los enlaces

peptidicos y la agregacion entre proteinas. Se ha vinculado una amplia



diversidad de enfermedades con la presencia de las proteinas oxidadas como
las enfermedades neurodegenerativas (Cardenas y Pedraza, 2006).

El desequilibrio bioquimico propiciado por la produccidon excesiva de especies
oxidantes que provocan dafo oxidativo a las biomoléculas y que no puede ser
contrarrestado por los sistemas antioxidantes se denomina estrés oxidativo
(EOx), el cual se ha relacionado con el envejecimiento y mas de 100
padecimientos ya que las especies reactivas y los radicales libres favorecen la
presencia o las complicaciones de enfermedades como: aterosclerosis, diabetes
mellitus, procesos inflamatorios, el proceso isquemia/reperfusion, enfermedad
de Alzheimer y diversos tipo de cancer, entre otros, constituyendo asi uno de los
mecanismos fisiopatoldégicos mas importantes para explicar dichos procesos
morbosos (Harman, 1992).

Para equilibrar la respuesta oxidante, el organismo vivo dispone de una serie de
sistemas antioxidantes que contrarrestan la generacién de RL. Un antioxidante
es una entidad quimica que a bajas concentraciones, en comparacién con el
oxidante, retarda o previene la oxidacion de un sustrato, incluyendo lipidos,
proteinas, hidratos de carbono y ADN (Sanchez y col., 2004). Los antioxidantes
pueden ser compuestos de alto peso molecular como enzimas, polipéptidos,
proteinas o compuestos de bajo peso molecular, como las vitaminas A, C y E.
Cabe resaltar que algunas de estas vitaminas son obtenidas de la dieta. De la
misma manera se conocen otros antioxidantes que son obtenidos también de
algunos alimentos de origen vegetal, principalmente frutas y verduras, que
contribuyen a prevenir el estrés oxidativo.

Se sabe con certeza que los constituyentes de las plantas tales como
polifenoles, tocoferoles, alcaloides, taninos, carotenoides, terpenoides,
minerales, etc (Velioglu y col.,, 1998), son responsables de los efectos
nutricionales o medicinales que ellas presentan. La manera como estos
compuestos actian sobre la salud es a través de sus propiedades
antiinflamatorias, antimicrobianas, anticancerigenas, antidiabética,
antienvejecimiento, antioxidante, etc.

Existen numerosos reportes sobre esta ultima actividad (Soobrattee y col., 2005;
Kaur y Kapoor, 2001; Wolf y Christa, 2002; Lykkesfeldt y Svendsen, 2007)
donde, se ha concluido que los compuestos protegen al organismo de



enfermedades cardiovasculares, cancer, enfermedades neurodegenerativas,
diabetes, osteoporosis, y ademas presentan efectos biolégicos como
antihepatotoxicos, antiulcéricos, antimicrobianos y antiinflamatorios (Lee y col.,
2006).

Podemos concluir que en base a todas las investigaciones y a la tradicion
herbolaria, el uso de plantas como terapia antioxidante provee una alternativa
barata para el tratamiento de muchos padecimientos por la poblacion de
escasos recursos. En el estado de Querétaro, en las comunidades de El Encino,
Aguacatlan, Pinal de Amoles, San Antonio de la Cal y Toliman, las plantas
Nicotiana glauca Gram, Nicotiana trigonophylla Dunal y Solanum rostratum
Dunal, son reconocidas por su uso en la terapia contra la inflamacion.

Es conocida la relacion existente entre las especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno (que provocan estrés oxidativo) con las enfermedades inflamatorias
(Roédenas y col., 1995), por lo tanto, existe una relacion muy estrecha entre las
plantas que tienen capacidad antioxidante y actividad antiinflamatoria (Garcia
Bacallao y col., 2002).

El propésito del presente trabajo fue preparar por separado los extractos
metandlicos y alcaloideos de estas plantas y determinar su actividad
antioxidante. A continuacién se describe brevemente cada una de las plantas

objeto de estudio.

II.2 Nombres comunes y descripcién general de las plantas objeto de
estudio

[1.2.1 Nicotiana glauca Gram. (Solanaceae) (Figura 1)

Sinonimia popular:

Nexticxihuitl (nahuatl),”hoja ceniza” xiutecuitlanextli (nahuatl):"yerba para curar
empacho”. Buena moza, cometéon, Don Juan, gigante, guayacan, hierba del
gigante, hoja de veneno, hoja gigante, Juan loco, mariguana cimarrona, tabaco
cimarrén, mariquiana, mostaza, palo tabaco, palo virgen, tabaco de coyote,

tabaquillo, trébol; Distrito Federal: xiutecuitlanextli (nahuatl); Morelos:



nexticxihuitl (nahuatl); Michoacan: tzinyacua; Oaxaca: baldag teo; Puebla: ntagi-
gante, kanda xattiyani (popoloca).
Sinonimia botanica:

Siphaulax glabra Raf.; Nicotidendron glauca (Grah.) Griseb.

Figura 1. Nicotiana glauca Gram. (Tenorio, 2000)

Botanica y ecologia:

El tabaco cimarrdn es un arbusto pequefio que mide de 1.5 a 3m de altura y que
tiene el tallo de color verde-azuloso. Las hojas tienen un soporte largo que las
une al tallo y son mas largas que anchas, de 5 a 17cm de largo también verde-
azul. Las flores son amarillo-verdosas, en forma de trompeta y en grupos poco
numerosos. Los frutos son unas capsulas redondeadas con semillas muy
pequefias comprimidas y cafés.

Esta planta es originaria de Argentina y habita en climas calido, semicélido y
templado, desde los 200 y hasta los 2700 msnm. Es una planta silvestre que
crece a las orillas de los caminos o de riachuelos y habita en terrenos de cultivo
abandonados o en las calles, en ocasiones asociada a bosque tropical

caducifolio, matorral xerdfilo, pastizal, bosques de encino y de pino.



Etnoboténica y antropologia:

El dolor de cabeza de diferentes origenes es el padecimiento que mas
frecuentemente se trata mediante el uso de esta planta. También se utiliza en
casos de reumas, dolor de muelas, en hinchazones, para desinflamar heridas y
la cara. En ocasiones, como ocurre en Sonora y Zacatecas, usan el tabaco
cimarron para aliviar afecciones respiratorias como tos, asma y enfermedad
pulmonar.

Son diversas sus formas de preparacion, y las hojas son las Unicas partes
empleadas de la planta: se ocupan sin cuticula y puestas como plantillas o
untadas con aceite y colocadas como chiquiadores, o bien, calientes o
maceradas en un poco de alcohol, el cual se aplica en las sienes para mitigar el
dolor de cabeza. Las hojas machacadas se ponen en la muela cariada cuando
hay dolor (a consecuencia de la falta de limpieza bucal). Aplicadas con un poco
de alcohol o manteca, a manera de cataplasma, se usa para dolores reuméticos,
o se muelen las hojas y después de ponerlas a calentar, se colocan en los
senos para el dolor de mamas. Con ellas, se prepara un té que es tomado como
agua de tiempo para disminuir la calentura. Para disipela, se colocan las hojas
molidas en todo el cuerpo, o aplicadas en forma de emplasto, sirven contra
piquetes de hormiga y granos infectados.

En algunas comunidades indigenas del norte, llaman wipana al tabaco silvestre
(Nicotiana glauca). Sus hojas, las aplican directamente en la cabeza en caso de
jaqueca. La superficie, como es pegajosa, se adhiere como emplasto.

Otras afecciones en las que se menciona Util son en problemas de dentadura,
golpes, quemaduras, heridas, infecciones de la piel, granos, raspones, erisipela,
piojos, garrapatas, granos enterrados, dolores, mareos e infecciones, y en casos

de hemorroides.

Historia:

En el siglo XVI, Francisco Hernandez relata su uso como antiabortivo,
astringente y dentrifico y para tratar la apoplejia pituitaria, las caries, la paralisis
de la lengua y contra el veneno. Nicolas Monardes, en el mismo siglo la cita
como efectiva para heridas, llagas, dolores de cabeza, envaramientos, dolores
de pecho, asma, dolor de estbmago, dolor de ijada (dolor de ijar), clisteres, mal

10



de madre, ahito de nifios, para la tenia, dolores de articulaciones, hinchazones,
apostemas, dolor de muelas, sabafiones (sabafidén), para punturas vy
mordeduras de animales venenosos, llagas viejas, cansancio, “quitan sed y
hambre” (Biblioteca digital de la medicina tradicional mexicana, 2009).

En el siglo XIX, la Sociedad Mexicana de Historia Natural la reporta como toxica.
Eleuterio Gonzalez, a finales del mismo siglo indica que “la usan contra el dolor
de cabeza, como revulsivo ligero y calmante”.

Maximino Martinez, en el siglo XX la describe como anticatarral, antiodontéalgica,
antipodégrica, en apoplejia pituitaria, gingivitis y pardlisis de la lengua. Luis
Cabrera sefiala su uso como antiabortivo, antiparasitario, antiespasmadico,
antineurdlgico y para el asma (Biblioteca digital de la medicina tradicional
mexicana, 2009). Finalmente, la Sociedad Farmacéutica de México la menciona
como antiparasitaria, excitante, favorecedora del peristaltismo intestinal y

analgésica.

Quimica:

Nicotiana glauca se caracteriza por la presencia de alcaloides, de los cuales se
han identificado anabasina en todos los oOrganos de la planta (Figura 2).
Anatabina, nicotina, nor-nicotina, N’-nor-anabasina, 2,3 bipiridina, cotinina,
miosmina, nicotelina, 6xido de nicotina, acido nicotinico y 3-acetil-piridina en la
planta completa (Khafagy y col., 1968, Galiana y col., 1964, de Leon y Hope,
1962, Barilari, 1958, Pyriki, 1954, Zaher y col., 2009) y amidas (Backheet y
Sayed, 2002, Morel y col., 1998). En la hoja se indica la presencia del flavonoide
rutina (Badgett, y col., 1949).

Farmacologia:

La actividad antimicrobiana de esta planta ha sido evaluada frente a diferentes
especies de bacterias, hongos y levaduras (Shabana y col., 1988). Los
resultados obtenidos indicaron actividad frente a Staphylococcus aureus y
Candida albicans con los extractos etandlico e hidroalcohdlico preparados a
partir de las partes aéreas de esta planta, y que la respuesta frente a
Escherichia coli y Stretococcus pyogenes fue muy deébil. En el resto de las

especies probadas Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Sarcina
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lutea, Aspergilius niger y Microsporum gypseum se obtuvieron resultados
negativos (Bhakuniy col., 1974).

Otras actividades bioldgicas evaluadas en esta planta han sido la actividad
antiviral (Van Den Berghe y col., 1978), actividad antitumoral, y efecto abortivo
(Bhakuni y col., 1976). Todas ellas resultaron negativas.

Por otra parte, se pudo comprobar actividad citotoxica en un extracto
hidroalcoholico preparado a partir de las hojas y los tallos de esta planta
(Bhakuni y col., 1974).

En un estudio para detectar la actividad antibidtica del extracto etandlico
obtenido de las hojas sobre Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Streptococcus faecatis, Escherichia coli y el hongo Candida albicans, se observo

ausencia de actividad (Encarnacion y Keer, 1991).

N CH, N — H — H

Nicotina Anatabina

Solanina

Figura 2. Alcaloides identificados en Nicotiana glauca, Nicotiana trigonophylla y

Solanum rostratum.

Toxicidad:

Esta planta ha presentado efectos toxicos diversos en vacas, puercos y
carneros, siendo muy variados los sintomas presentados por los animales al
ingerir la planta. Entre ellos se destacan: locomocion irregular, excesiva

salivacion, temblores, falta de coordinacién y colapso.
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La actividad teratogénica ha sido comprobada en vacas, puercas y cameras
prefiadas, siendo los efectos méas frecuentes observados la curvatura de la
espina, paladar hendido, asi como otras malformaciones esqueléticas (Keeler y
col., 1981; Keeler y Crowe, 1985)

En el hombre, la ingestion de una decoccion de hojas de la planta provoco
diversos sintomas como salivacion, diaforesis, dolor de cabeza, mareo,
alteraciones en la vision, confusion mental, debilidad y fatiga, hipertension y
pardlisis (Schep y col., 2009).

Por otra parte, se ha reportado que la ingestion directa de hojas frescas de la
planta le provocé la muerte a un hombre. Al practicarsele la autopsia, se
diagnostic6 que la muerte habia sido provocada por envenenamiento con
anabasina, un alcaloide presente en diferentes partes de la planta. La
concentracion en sangre de este alcaloide en la persona muerta fue de 1.15
mg/mL, mucho mas baja que la concentracion de nicotina que se ha observado
en envenenamientos fatales. La ingestion de esta planta ha provocado el
envenenamiento de ganado vacuno, caballos, borregos y el caso de que la
ingestion de unas cuantas hojas provoco la muerte de un buey y se han descrito
casos de envenenamiento de vacas prefiadas y cerdos alimentados con 700
mg/kg (Biblioteca digital de la medicina tradicional mexicana, 2009)

[1.2.2 Nicotiana trigonophylla Dunal (Solanaceae) (Figura 3)

Sinonimia popular:

Tabaco de coyote, Tabaquillo, tabaquillo delgado, tabaco Papantla.

Sinonimia botanica:

SHT (SHT, 2009) y PLANTS (PLANTS, 2010) utilizan el nombre Nicotiana

obtusifolia var. obtusifolia Mertens & Galeotti

Botanica y ecologia:

Planta de 30 cm a 1 m de altura; a veces tiene un solo tallo. Las hojas son
alargadas y los bordes, ligeramente ondulados. Las flores son tubulares,
presentan un color blanco-verduzco o amarillo y estan dispuestas en racimos.

Los frutos son capsulas con semillas cafés.

13



Figura 3. Nicotiana trigonophylla Dunal (Tenorio 2000)

Originaria de América boreal y occidental. Habita en climas célido, semicalido,
semiseco y templado, entre los 300 y los 1900 msnm. Planta silvestre asociada

a matorral xerdfilo, pastizal, bosques de encino y de pino.

Etnoboténica y antropologia:

En Durango, sus aplicaciones medicinales incluyen padecimientos respiratorios
como tos y asma, asi como malestares reumaticos, contra los cuales se
aconseja emplear las hojas. En Durango la ocupan para bajar la fiebre y en

Puebla como antialcohdlico.

Quimica:

El Unico estudio quimico que se ha realizado sobre Nicotiana trigonophylla
indica la presencia de alcaloides en esta planta. En las hojas y raices se
encontraron anabasina, anatabina, nicotina y nor-nicotina (Fig. 2) (Saitoh y col.,
1985; Bowen, 2006).

Comentarios:

Planta originaria de América de la cual no se detectaron antecedentes de uso
medicinal, ni estudios quimicos que corroboren su efectividad (Biblioteca digital
de la medicina tradicional mexicana, 2009).
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[1.2.3 Solanum rostratum Dunal (Solanaceae) (Figura 4)

Figura 4. Solanum rostratum Dunal (Tenorio, 2000)

Sinonimia popular:

Abrojo, colmillo de puerco, espina amarilla, espinaca del cerro, flor de duraznillo,
hierba de la manca mula, hierba del sapo, huevo de chucho, mala mujer, manca
mula, mata yegua; Morelos: ayhuixcle; Oaxaca: guiici baloo (zapoteco); Puebla:
iztecuate.

Sinonimia botanica:

Nycterium rostratum (Dunal) Link; Solanum propinquum Mart. & Galeotti;

Solanum_bejarense Dunal.

Botanica y ecologia:

Planta anual de 70 cm de altura, provista de pelillos y con espinas lisas en toda
la planta. Las hojas estan divididas o partidas, provistas de espinas en las
nervaduras y un poco asperas. Las flores crecen en racimos y son amarillas.
Los frutos conservan el caliz espinoso, son globosos, manchaditos, con
abundantes semillas café-negruzcas.

Es originaria de México, y esta presente en climas calido, semicéalido, semiseco
y templado desde el nivel del mar hasta los 2450 m. Planta abundante de

habitats diversos, crece a orilla de los rios, caminos y cultivos, asociada a
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bosques tropicales caducifolio y subcaducifolio, matorral xerdfilo, pastizal,
bosque mesofilo de montafia, bosques de encino y de pino.

Etnobotanica y antropologia:

Se usa principalmente para tratar afecciones de los rifiones, empleando las
hojas y flores hervidas junto con flores de cinco llagas (Tagetes lunulata) y
aceitilla (Bidens odorata), tomada como agua de uso. Para el empacho
(enlechado de nifios), se hierve con chia china y chia morada (Salvia sp.), y se
aplica en lavado intestinal. El duraznillo es ademas empleado en trastornos
digestivos, utilizando la infusién de las hojas como purgante. Un té preparado
con las flores se recomienda para el dolor de estomago. Mezclado con ramas de
chia (Salvia tiliaefolia) y epazote de zorrillo (Chenopodium graveolens), tomado
como agua de tiempo, sirve cuando hay diarrea.

Asimismo, se usan las flores contra la tos y la infusion de las hojas, endulzadas
con miel de abeja, para la tosferina, que se describe como tos crénica. El
cocimiento de las ramas aplicado en bafios se recomienda como antirreumatico;
Este cocimiento junto con canahuala (Polypodium aureum), hierba del golpe
(Gaura coccinea) y otate macho se ingiere por ocho dias, cuando hay golpes
externos “que no revientan”. Sin embargo, el cocimiento de las ramas, dejandolo
casi hasta consumirse, se usa para combatir la carnosidad de los ojos; definida
como excrescencia fibrosa o de tejido vascular desarrollado sobre la cérnea
transparente del ojo.

Se le menciona como muy Util para aliviar colicos, fortalecer el cuerpo,

desinfectar genitales y contra cancer y diabetes.

Historia:
A inicios del siglo XVIII Juan de Esteyneffer hace referencia a esta planta sin
indicar ningun uso medicinal. Es hasta el siglo XX que Maximino Martinez la

sefiala como antitusigena.
Toxicidad:

Planta toxica al ganado porque sus hojas y frutos contienen solanina (Oladosu y
Case, 1979).
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Quimica:

Un estudio realizado por Bah y colaboradores (2004) permitio el aislamiento e
identificacion de la metillprotodioscina (Fig. 2) que es una saponina de la familia
de los furastanos, la cual es un potente agente antitumoral (Cheng y col., 2003).
Comentarios:

Solanum rostratum es una planta originaria de México de la cual no se
encontraron referencias historicas de los usos, ni se han realizado estudios
farmacoldgicos y toxicologicos que determinen con precision las acciones
biolégicas de esta planta y la seguridad en su uso (Biblioteca digital de la
medicina tradicional mexicana 2009).
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1. HIPOTESIS

Los extractos metandlicos y alcaloideos de Nicotiana glauca Gram., Nicotiana

trigonophylla Dunal y Solanum rostratum Dunal presentan actividad antioxidante.
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V. OBJETIVOS

IV.1 GENERAL

Determinar la actividad antioxidante por el método del DPPH de los extractos
metandlicos y alcaloideos de cada parte de las plantas Nicotiana glauca

Graham, Nicotiana trigonophylla Dunal y Solanum rostratum Dunal.

IV.2 ESPECIFICOS

e Obtener los extractos metandlicos y alcaloideos de cada una de las
partes de las plantas N. glauca, N. trigonophylla y S. rostratum.

e Estandarizar las curvas para la determinacion de la actividad
antioxidante por el método del DPPH.

e Evaluar la actividad antioxidante de los extractos metandlicos vy
alcaloideos de cada una de las partes de las plantas N. glauca, N.

trigonophylla 'y S. rostratum.
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V. METODOLOGIA

V.1 Materiales y reactivos

o Balanza analitica OHAUS Analytical Plus
o Refrigerador

o Maquina para hacer hielo.

. Matraces volumétricos de 25 mL.

. Frascos de vidrio @&mbar

o Viales ambar

o Matraces bola de 25, 50, 125, 250, y 1000 mL
o Pipetas automaticas de 50, 100, 1000 pL

J Vasos de precipitados de 50 pL

o Probetas graduadas de 10y 100 mL

o Matraces erlenmeyers de 250, 500 y 1000 mL
o Embudos de separacion de 250, 500 y 100 mL
o Tiras de papel pH

o Papel filtro

J Papel aluminio

. Hexano J. T. Baker

. Cloroformo J. T. Baker

. Metanol J. T. Baker

. Acetona J. T. Baker

J Acetato de etilo J. T. Baker

o Acido clorhidrico Sigma Aldrich

o Hidréxido de amonio Sigma Aldrich

o 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) (Sigma Aldrich Chemical)
o 2,6-di-t-butil-4-metilfenol (Sigma Aldrich Chemical)

o Agua destilada
o Lector de ELISA Versamax Microplate reader SoftMax Pro. 2004
o Rotaevaporador r-210/215 marca Buchi Bomba de vacio con bomba de

vacio V-700/710 marca Buchi
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. Bano de recirculacion distillation chiller B-741 marca Buchi
. Controlador de vacio V-850/855 Buchi

o Plato caliente con agitacion magnética marca Corning
o Molino manual
V.2 Métodos

V.2.1 Recoleccion del material vegetal

Las plantas en estado maduro que se utilizaron en este estudio, se colectaron
en diferentes localidades del estado de Querétaro. Un espécimen de cada
planta fue depositado en el herbario de Querétaro “Dr. Jerzy Rzedowski”
(QMEX) situado en la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad
Autonoma de Querétaro. Las plantas se secaron a 39 °C, posteriormente se
pulverizaron finamente y se guardaron en frascos ambar para protegerlas de la
luz y la humedad a 4° C para los estudios realizados.

Las plantas objeto de estudio fueron: N. glauca, N. trigonophylla 'y S. rostratum

V.2.2 Preparaciéon de los extractos metandlicos de N. glauca, N.
trigonophylla y S. rostratum

Se realiz6 la limpieza de cada planta cuidando que cada una de las partes de la
planta estuviera libre de hongos, plagas y fisicamente en buen estado, se
separaron cada una de las partes de la planta (raiz, tallo, hoja, flor, fruto,
semilla) y se pusieron a secar en un horno de secado a 30° C. Una vez secas,
se molieron con ayuda de un molino mecéanico hasta obtener un polvo fino. Los
polvos se guardaron en frascos ambar debidamente etiquetados para
posteriormente ser utilizados.
Se pesaron 100 g de cada parte de cada una de las plantas, se vertieron en un
matraz erlenmeyer de 200 mL y se agrego la cantidad suficiente de metanol de
tal manera que el material vegetal queddé completamente cubierto por el
disolvente y se dejo en maceracion por 48 horas. Se filtr6 y se colecté el
metanol en un frasco ambar. Los residuos soélidos se sometieron a cuatro

extracciones adicionales.
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Las fases metandlicas recolectadas se concentraron con ayuda de un
rotaevaporador en bafio maria a una temperatura de 45°C y a una presion de
122 mm Hg con ayuda de una bomba de vacio. Los extractos metandlicos secos
de cada parte de las plantas se pesaron y guardaron en frascos ambar a 5° C

para su posterior uso.

V.2.3 Preparacion de los extractos alcaloideos de N. glauca y N.
trigonophylla y S. rostratum

De cada parte molida de cada una de las plantas se pesaron 100 g y se
vertieron en un matraz erlenmeyer de 200 mL con la cantidad suficiente de
hexano, con el fin de desengrasar el material vegetal durante 48 horas a una
temperatura de 30°C; se filtr6 y el hexano se elimind del extracto. El residuo
vegetal se puso a secar nuevamente sobre papel absorbente con el fin de
eliminar todo el hexano y se extrajo tres veces con una solucién de metanol al
70% durante 48 horas.

Se evapor6 la porcidon alcohdlica del extracto total y a la solucion acuosa
resultante se le agregd acido clorhidrico 0.1 N hasta ajustar su pH a 4.5; se
agregaron 50 ml de cloroformo y la solucidbn se agit6é vigorosamente para
posteriormente extraer con ayuda de un embudo de separacion. Esta extraccion
se realiz6 dos veces. A la solucion acuosa, se le agregé hidréxido de amonio al
70% hasta ajustar el pH a 11.5. Se le agregaron 50 mL de cloroformo y se agité
vigorosamente, para luego de reposar la solucién, separar las 2 fases. Esta
extraccién se realizd por duplicado. La fase organica se guardé y la fase acuosa
se sometid a una nueva extraccién (dos veces) con porciones de 50 mL de
acetato de etilo, la fase acuosa resultante se desecho.

Las fases organicas asi obtenidas (cloroformo y acetato de etilo) se
concentraron en un rotaevaporador a una temperatura del bafio de 40°C y una
presion de 240 mm Hg con ayuda de una bomba de vacio hasta completa
sequedad. Los extractos asi obtenidos se juntaron, se guardaron, a una
temperatura de 5° C, en viales ambar debidamente pesados y etiquetados para

su futura utilizacion
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V.2.4 Determinaciéon de la actividad antioxidante de los extractos

metandlicos y alcaloideos

La capacidad para capturar radicales libres de los extractos fue determinada
utilizando como referencia la disolucién de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) de
acuerdo al método reportado por Fukumoto y Mazza (2000). Las sustancias
antioxidantes presentes en los extractos reaccionan con el DPPH, el cual es un
radical centrado en el nitrégeno con una absorcion caracteristica a 517 nm, y lo
convierten en 1,1-difenil-2 picrilhidrazina, debido a la habilidad donadora de
hidrégeno de los antioxidantes a una velocidad muy rapida. El grado de
decoloracion del DPPH indica el potencial para interceptar radicales por parte
del antioxidante. Por esta propiedad, el DPPH se utiliza como material de
referencia para determinar el poder antioxidante de una sustancia por captura
de radicales libres. En el ensayo, se determina la concentracion inicial de DPPH
y la final después de afadir el posible antioxidante, de forma que una
disminucion de la absorcion de radiacion se traduce en una disminucion de la
concentracion de DPPH debida a la cesion de electrones de la especie
antioxidante.

Para la determinacion de la actividad antioxidante se prepar6 una solucion de
DPPH 150 uM en metanol al 80% para lo cual se pesaron 3.3 mg de DPPH en
un matraz volumétrico de 50 ml, se adicionaron 40 ml del disolvente se agit6 en
el Vortex y se aford. Esta solucion se debe usar recién preparada.

Un control positivo de &cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico
(Trolox) se prepar6 en concentraciones de 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700
y 800 uM.

Para la obtencion de las soluciones de los extractos usados en el ensayo se
prepararon en metanol concentraciones de 50, 100, 250, 500, 1000, 1500, 2000,
3000, 4000 y 5000 ug/mL de cada uno de los extractos metandlicos y
alcaloideos.

Para la determinacion de la actividad antioxidante de los extractos de cada una
de las partes de las plantas objeto de estudio, en placas de 96 pozos se
colocaron alicuotas de 20 uL de cada extracto, 20 uL de agua destilada como

control para cada uno de los extractos, 20 yL de metanol grado reactivo como
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control para la solucion de Trolox, 220 uL de agua y metanol como blanco y 20

ML de Trolox como solucion de referencia segun se indica en el cuadro 4.

Cuadro 4. Llenado de la microplaca para la determinacion de la actividad
antioxidante

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | H0 MeOH
B |HO |HO |HO |H,O |H,O |H,O |MeOH | MeOH | MeOH | MeOH | MeOH | MeOH
C | MiCy | MiCy | MiCy | MoCy | MoCy | MoCy | MGy | MsCy | MsCy | TXC; | TXCy | TXC,
D | MiCy | MiCy | MiCy | MoCy | MoCo | MoCo | MsCy | MsC, | MsC, | TXC, | TXC, | TXC,
E | MiCs | MiCs | MiCs | MoCs | MoCs | MoCs | MsCs | MsCs | MsCs | TXC3 | TXCs | TXCs
F | MiCs | MiCy | MiCy | MoCy | MoCy | MoCy | MsCy | MsCy | MsCy | TXC, | TXC, | TXC,
G | MiCs | MiCs | MiCs | MoCs | MoCs | MoCs | MsCs | MsCs | MsCs | TXCs | TXCs | TxCs
H | MiCs | MiCs | MiCs | MoCs | MoCs | MoCs | MsCs | MsCs | MsCs | TXCs | TXCg | TXCg

MxCx = Muestra que se esta usando a una concentracion definida
TxCx = Trolox a una concentracion definida

Posteriormente, se adicion6 a cada pozo (excepto a la fila A) 20 uL de DPPH
para iniciar la reaccion. Las reacciones fueron llevadas a cabo durante 30 min. a
temperatura ambiente, en las microplacas protegidas de la luz, después de lo
cual, se midi6 la absorbancia a 520 nm en un Lector de ELISA Versamax
Microplate reader (SoftMax Pro. 2004).

Los experimentos se llevaron a cabo usando un bloque de disefio al azar.
Dentro de cada bloque, cada tratamiento se aplicé 3 veces.

El porcentaje de inhibicidn, el cual corresponde a la cantidad de radical DPPH
neutralizado por el extracto a una determinada concentracion, se calculd de

acuerdo a la siguiente ecuacion (1):

A-A
% de Inhibicion = * 100 (1)
A

Donde A es la absorbancia del blanco, y A1 es absorbancia de la muestra.
La actividad captadora de radicales fue expresada como un valor de CEsy que
es la concentracion inhibitoria media, es decir, la concentracion de compuestos

antioxidantes que es capaz de inhibir el 50 % del radical DPPH. Se grafico el

24




porcentaje de inhibicién versus el logaritmo de la concentracion y mediante el
programa Prism 4.0, GraphPad; (GraphPad Software Inc. CA., U.S.A) se obtuvo

el valor de ICsp y concentracion efectiva maxima.
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VI. RESULTADOS

VI.1 Recoleccion del material vegetal

Las fechas y sitios de colecta, asi como el nUmero de registro asignado a las
plantas en el herbario Dr. Jerzy Rzedowski (QMEX) de la Facultad de Ciencias
de la Universidad Autbnoma de Querétaro se encuentran expresados en el

cuadro 5.

Cuadro 5. Lugar, fecha de colecta y nimero de voucher de cada espécimen.

Planta Lugar de | Estado de|Fecha de|No. reservaen

procedencia maduracion | colecta el herbario
Nicotiana Escolésticas, madura 7/04/2008 # 877
glauca Municipio de

Pedro Escobedo,

Qro.
Nicotiana Dovil6  Municipio madura 24/06/2007 # 140
trigonophylla | de Cadereyta,

Qro.
Solanum Juriquilla, madura 21/09/2009 #1
rostratum Municipio de Sta.

Rosa Jauregui

VI.2 Preparacion de los extractos metandlicos de Nicotiana glauca,

Nicotiana trigonophylla y Solanum rostratum

Cada planta limpia y seca se separ6 en cada una de sus partes (raiz, tallo, hoja,
flor, fruto, semilla, tronco y corteza) segun las caracteristicas y abundancia de
dichas partes, de tal suerte que se pudieran obtener los extractos que serian
objeto de estudio. Los pesos del material seco, de los extractos obtenidos para

cada planta y los rendimientos se expresan en los cuadros 6-8.
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Cuadro 6. Peso del material vegetal seco y molido de los extractos obtenidos de
Nicotiana glauca.

Nicotiana glauca

Cantidad | Cantidad | Ren | Cantidad | Cantidad | Ren
tomada de di tomada de di
Peso para extracto dien para extracto | mien
Parte preparar | metandlico | to preparar | alcaloideo | to
de la extracto obtenido extracto | obtenido
planta metanolico alcaloideo
(9) (@) (@) (%) (9) (9) (%)
Raiz 73 43 1.77 4.12 30 0.13 0.46
Tallo 95 45 3.33 11.84 51 0.15 0.30
Hoja 163.5 82 14.7 18.00 74 0.98 1.20
Flor 33 25 3.00 12.00 29 0.34 1.03
Semilla | 150 100 6.54 6.60 74 0.22 0.41
Corteza | 91 49 1.20 2.44 42 0.5 1.19
Tronco | 300 200 15.88 7.94 100 0.78 0.78

Cuadro 7. Peso del material vegetal seco y molido de los extractos obtenidos de

Nicotiana trigonophylla.

Nicotiana trigonophylla

Cantidad Cantidad | Ren | Cantidad | Cantidad | Ren
tomada de di tomada de di
Peso para extracto | dien para extracto | mien
Parte preparar | metandlico | to preparar | alcaloideo | to
de la extracto obtenido extracto obtenido
planta metandlico alcaloideo
(@) (@) )] (%) (@) (@) (%)
Raiz 110 55 3 5.45 | 55 0.18 0.32
Tallo 282 141 12 8.5 141 0.22 0.15
Hoja 214 107 13 12.1 | 107 0.21 0.19
Flor 22 15 0.30 20 |22 0.08 0.36
Fruto 50 25 0.38 14.4 | 25 0.19 0.76
Semilla | 65 32 0.30 9.3 |33 0.10 0.30

27




Cuadro 8. Peso del material vegetal seco y molido de los extractos obtenidos de
Solanum rostratum.

Solanum rostratum

Cantidad Cantidad | Ren | Cantidad | Cantidad | Ren
tomada de di tomada de di
Peso para extracto | dien para extracto | mien
Parte preparar | metanodlico | to preparar | alcaloideo | to
de la extracto obtenido extracto obtenido
planta metanolico alcaloideo
(9) Q) (@) (%) Q) (9) (%)
Raiz 405 |405 1.37 3.38 | 100 2.32 2.32
Tallo | 222 100 10.7 10.7 | 111.8 0.582 0.52
Hoja 184 90 12.0 13.3 | 88.4 0.428 0.48
Flor 78,5 |50 114 2.28 | 17.95 0.11 0.6
Fruto |18.5 18.5 2.7 145 | 18.5 1.32 0.7

VI.3 Determinacion de

la actividad antioxidante de

los extractos

metanolicos y alcaloideos de N. glauca, N. trigonophylla y S.

rostratum

Los resultados obtenidos sobre la reaccion de cada uno de los extractos con el
radical DPPH se presentan en los Cuadros 9 a 11 donde se indican los valores
de la concentracion efectiva al 50% (CEsp), el porcentaje de inhibicibn maximo
(Emax) Y la concentracion méxima efectiva alcanzada para cada especie.

La representacion que expresa el porcentaje de efecto (inhibicion) en funcién de
la concentracion ensayada para cada extracto se observa en las figuras 4-9.
Solo se presentan 2 figuras para cada extracto para ejemplificar diferentes

efectos.
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Nicotiana glauca.

Cuadro 9. CEso, Emax Y concentracion maxima efectiva a 5000 ug/mL para

Nicotiana glauca
Parte de la Extracto metandlico Extracto alcaloideo
planta
CE50 Emax CESO Emax
(ug/mL) (%) (ng/mL) (%)
Raiz 1739+1.00 | 88.59+0.49 | 2371+1.04 | 61.00+0.16
Tallo 1243+1.01 | 86.38+0.15 | 2864+1.04 | 70.5+0.256
Hoja 2800+1.05 | 70.75+0.82 | ND 34.34+0.29
Flor 705.7+1.04 | 97.73+0.25 | ND 31.06+4.68
Semilla 1688+1.03 | 82.08+0.73 | 3229+1.06 | 64.2+0.088
Corteza 1152+1.00 | 84.82+0.48 | ND 43.16+0.88
Tronco 17921.01 83.97+0.34 | 3632+1.38 | 67.21+0.14
N. glauca (corteza-metandlico)
100-
- 804
o
S 604
—
€ 40
XX
° 20-
O L] T 1
2.5 3.0 3.5 4.0

Log (ug/mL)

Figura 5. Curva dosis-respuesta obtenida de la actividad anti-radical para el

extracto metanolico de la corteza de Nicotiana glauca.
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N. glauca (corteza-alcaloideo)
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Figura 6. Curva dosis-respuesta obtenida de la actividad anti-radical para el

extracto alcaloideo de la corteza de Nicotiana glauca.

Cuadro 10. CEsp, Emax Y concentracion maxima efectiva a 5000 pg/mL para

Nicotiana trigonophylla.

Nicotiana trigonophylla
Parte de la Extracto metandlico Extracto alcaloideo
planta

CEso Emax CEso Emax

(ng/mL) (%) (ng/mL) (%)
Raiz 5842+1.76 68.73+3.74 ND 29.16+2.72
Tallo ND 42.00+2.56 ND 27.20+1.20
Hoja 5639+1.09 58.35+0.57 ND 11.33+3.06
Flor 1526+1.06 65.35+3.43 ND 16.7+£1.99
fruto ND - ND 12.45+2.39

30




N. trigonophylla (raiz-MeOH)
80~
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404 ()
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Log (ng/mL)

Figura 7. Curva dosis-respuesta obtenida de la actividad anti-radical para el

extracto metandlico de la raiz de Nicotiana trigonophylla.

N. trigonophylla (tallo-alcaloideo)
40-

30+

20+

% Inhibicién

2.5 30 35 4.0
Log (ng/mL)

Figura 8. Curva dosis-respuesta obtenida de la actividad anti-radical para el

extracto alcaloideo del tallo de Nicotiana trigonophylla.
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Cuadro 11. CEso, Emax Y concentracion maxima efectiva a 5000 ug/mL para

Solanum rostratum

Figura 9. Curva dosis-respuesta obtenida de la actividad anti-radical para el

Log (ng/mL)

extracto metandlico de la raiz de Solanum rostratum.
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Solanum rostratum
Parte de la Extracto metandlico Extracto alcaloideo
planta
CESO Emax CESO Emax
(ug/mL) (%) (ug/mL) (%)
Raiz 1146+1.00 05.85+1.79 | ND 21.14+2.17
Tallo 3570+1.11 81.80+2.78 | 595.4+1.03 94.15+0.15
Hoja 1584+1.01 89.95+0.34 | ND 18.00+1.09
Flor 1428+1.02 89.53+0.18 | ND 18.82+1.01
fruto 1827+1.01 91.68+0.14 | ND 23.14+0.52
S. rostratum (raiz-MeOH)
150+
c
© 100-
0
Q
=
= 504
>
0 L] L] 1
25 3.0 35 4.0




S. rostratum (hoja-alcaloideo)
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Figura 10. Curva dosis-respuesta obtenida de la actividad anti-radical para el

extracto alcaloideo de la hoja de Solanum rostratum.
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VIIl. DISCUSION

Las plantas son fundamentales en el desarrollo de la medicina. Su accion
preventiva o curativa se debe a sustancias quimicas que provocan un efecto
fisiologico en el organismo. Las plantas objeto de estudio en el presente
proyecto, Nicotiana glauca, Nicotiana trigonophylla, Solanum rostratum de la
familia de las Solanaceaes se caracterizan por producir alcaloides o compuestos
nitrogenados aromaticos como atropina, nicotina, solanina, tomatina, anabasina
etc., los que, en algunos casos, se usan como drogas medicinales o
estimulantes pero facilmente pueden llegar a ser toxicos para los animales y el
hombre. También en estas plantas, se han identificado flavonoides, como la
rutina y saponinas como la metilprotodioscina.

Por otro lado, es reconocida la actividad antioxidante de los alcaloides (Pérez y
col., 2003; Maiza-benabdesselam y col., 2007; Suhanya y col., 2009; Oloyede y
col., 2010) y los compuestos fendlicos en general (Soobrattee y col., 2005; Kaur
y Kapoor, 2002; Wolf y Christa, 2002; Lykkesfeldt y Svendsen, 2007).

En este trabajo, se dividieron las plantas en cada una de sus partes
morfologicas y de éstas a su vez se obtuvieron los extractos metandlicos y
alcaloideos con el fin de localizar la actividad antioxidante mas relevante. En la
Figura 11, se compara la actividad antirradical de los extractos metandlicos de
las 3 plantas y en la Figura 12, la de los extractos alcaloideos. Cabe mencionar
gue no de todas las plantas se prepararon los mismos extractos debido a la
naturaleza de la planta. Por ejemplo, N. glauca es un arbusto que llega a
desarrollar tronco y corteza no asi las otras plantas. Por otro lado, la recoleccion
de la semilla de algunas de las especies se hizo muy dificil, por lo tanto, en las
gréficas siguientes la ausencia de barras significa estudio no realizado.

Segun los resultados mostrados en las Figuras 11 y 12, se observa que de las
tres plantas estudiadas Nicotiana trigonophylla mostrd actividades antioxidantes
mas bajas para los dos tipos de extractos preparados y que los extractos
alcaloideos en general fueron menos activos que los metandlicos. Figura 13.
Aunque la actividad antioxidante de los alcaloides esta ampliamente
documentada, es de esperarse gue la disminucién de ésta en dichos extractos
se deba a la estructura de los alcaloides abundantes en estas especies que son
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de tipo piridinicos (Figura 2) como la nicotina a la que se le atribuye més bien un
caracter prooxidante. En Solanum rostratum, el alcaloide identificado fue la
solanina, cuya estructura es diferente. En estos alcaloides se nota la ausencia
de grupos fendlicos o dobles enlaces conjugados a los cuales se atribuye
frecuentemente el efecto antioxidante, esto se corrobora en el estudio realizado
por Maiza-Benabdesselam y colaboradores (2007) sobre la identificacion de
alcaloides y la actividad antioxidante de extractos alcaloideos de especies de
Fumarias donde los alcaloides de tipo fendlico presentaron una actividad
antioxidante considerablemente mayor que la cafeina. De la misma manera la
erisodina, alcaloide de tipo fendlico presentd una considerable inhibiciébn sobre
el radical DPPH (lbarra, 2010).

Finalmente, considerando la mejor actividad por planta tenemos que los
extractos metanolicos de la flor de Nicotiana glauca, de la raiz de Nicotiana
trigonophylla, y de la raiz de Solanum rostratum presentaron la mejor actividad

antirradical.

% de inhibicion

||:| N. trigonophylla B S.rostratum B N. glauca |

Figura 11. Comparacion de la actividad anti-radical de los extractos metandlicos

de Nicotiana glauca, Nicotiana trigonophylla y Solanum rostratum.
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Figura 12. Comparacion de la actividad anti-radical de los extractos alcaloideos

de Nicotiana glauca, Nicotiana trigonophylla y Solanum rostratum.
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Figura 13. Comparacién de la actividad antirradical de los extractos metandlicos

y alcaloideos de Nicotiana glauca, Nicotiana trigonophylla y Solanum rostratum.
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VIIl. CONCLUSIONES

Se prepararon los extractos metandlicos y alcaloideos de cada una de las partes
de 3 especies de Solanaceae con rendimientos sobre planta seca utilizada entre
2.0% y 20.4 % para los extractos metandlicos y entre el 0.2% y 1.2 % para los
extractos alcaloideos.

El extracto metandlico de la flor de Nicotiana glauca present6 la mejor CEsp lo
que significa que presentd la mejor concentracion de compuestos antioxidantes
capaces de inhibir el 50 % del radical DPPH.

Para la mayoria de los extractos alcaloideos de las tres plantas estudiadas no
fue posible determinar los valores de CEsp debido a que el efecto maximo o
porcentaje de inhibicién fue inferior al 50% medida a una concentracibn maxima
de 5000 pg/ml a la cual los extractos fueron solubles. Lo que significa que los
extractos alcaloideos no proporcionan un efecto antioxidante considerable, bajo
las condiciones de estudio, excepto los extractos de la raiz, tallo, semilla y

tronco de Nicotiana glauca que presentaron efectos superiores al 50%

De las tres plantas analizadas la que resulté menos activa frente al radical
DPPH fue Nicotiana trigonophylla tanto para los extractos metandlicos como

alcaloideos.

La base del ensayo del DPPH radica en la reaccion de transferencia de
electrones e hidrégeno del sustrato hacia el radical, sin embargo, pueden existir
otras moléculas dentro del extracto cuya actividad antioxidante involucra otro
mecanismo, por lo cual seria conveniente evaluar la capacidad antioxidante con

otros ensayos como ABTS, FRAP y Folin para validar los resultados obtenidos.
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