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1. RESUMEN

El tabaquismo, alcoholismo, mala alimentacién, contaminacion, radiacion, son
algunos de los factores por los cuales se desencadena el estrés oxidativo, el cual es
el causante de varios efectos patologicos sobre los organismos. El estrés oxidativo
se define como un desequilibrio entre la produccion acelerada de especies reactivas
de oxigeno (ERO) y una mala respuesta del organismo de contrarrestar o estabilizar
estas sustancias. Las ERO se han relacionado con algunas de las enfermedades
como hipertension, diabetes, Péarkinson, Alzhéimer, entre otras. Los antioxidantes
son moléculas encargadas de retardar o prevenir la oxidacion, los cuales ademas de
encontrarse en frutas y verduras se presentan en plantas. Estudios epidemiologicos
han demostrado que el consumo de plantas que contienen antioxidantes es benéfico
para la salud. Diferentes pruebas (“in vitro” e “in vivo”) han sido desarrolladas para
evaluar la actividad antioxidante de extractos de plantas. Justicia spicigera es una
planta a la que se le atribuyen propiedades farmacoldgicas. Por lo tanto, el objetivo
de este trabajo fue determinar su actividad antioxidante in vitro y en una levadura

como modelo bioldgico.

Palabras claves: Estrés oxidativo, antioxidantes, Justicia spicigera, Saccharomyces

cerevisiae.
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2. ABSTRACT

Smoking, alcoholism, poor diet, pollution, radiation, are some factors by which
oxidative stress is generated. The oxidative stress is responsible of several
pathological effects on organisms, and it is defined as an imbalance between the
accelerated production of reactive oxygen species (ROS) and poor response of the
body to offset or stabilize these substances. ROS have been linked to certain
diseases such as hypertension, diabetes, Parkinson's, Alzheimer's, among others.
Antioxidants are molecules responsible for delay or prevent oxidation, which besides
being in fruits and vegetables are present in plants. Epidemiological studies have
shown that consumption of plants that contain antioxidants is beneficial to health.
Different tests ("in vitro" and "in vivo") have been developed to evaluated the
antioxidant activity of plant extracts. Justice spicigera is a plant with attributed
pharmacological properties. Therefore, the aim of this study was to determined the
antioxidant activity in vitro and in yeast as a biological model.

Keywords: Oxidative stress, antioxidants, Justice spicigera, Saccharomyces

cerevisiae.
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3.

INTRODUCCION

3.1. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo patologico es causado por un desequilibrio entre la produccion de

oxigeno reactivo y la capacidad de un sistema biologico de detoxificar los reactivos

intermedios o reparar el dafio resultante. Todas las formas de vida mantienen un

entorno reductor dentro de sus células. Este entorno reductor es preservado por las

enzimas que mantienen este estado a través de un constante aporte de energia

metabdlica. Desbalances en el estado normal redox pueden causar efectos toxicos a

través de la produccién de peroxidos y radicales libres que dafian a todos los

componentes de la célula, incluyendo las proteinas, lipidos y ADN. En el ser humano,

el estrés oxidativo patolégico se ha relacionado con algunas enfermedades, como la

arterosclerosis, el Parkinson y el Alzheimer. (Laboratorio de estrés oxidativo. 2008).

3.1.1. Factores que contribuyen a generar estrés oxidativo patolégico

X/
L X4

Malos habitos alimenticios
Humo de tabaco
Depresién

Radiacion

Alcohol

Ansiedad

Sedentarismo

Contaminacién
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3.1.2. Efectos del estrés oxidativo

Los efectos del estrés oxidativo dependen de la magnitud en la reduccion del
potencial celular, disminucién de la capacidad reductora de los pares redox celulares
como el glutation, asi como de la capacidad de la célula de superar las
perturbaciones y recuperar su estado original. El estrés oxidativo severo puede
causar la muerte celular mediante necrosis, mientras que una oxidacion moderada
desencadena la apoptosis. Un aspecto particularmente destructivo del estrés
oxidativo es la produccion de ERO, que incluyen los radicales libres y los peroxidos.
Algunas de las especies menos reactivas pueden ser convertidas por una reaccion
redox, junto con metales de transicion u otros compuestos de ciclo redox, en
quinonas; la especie radical mas agresiva que puede causar extenso dafo celular.
La mayoria de estas especies derivadas del oxigeno se producen en bajas
concentraciones en condiciones normales de metabolismo aerébico y el dafio que
causan a las células es reparado constantemente. Sin embargo, en los niveles de
estrés oxidativo que causa la necrosis, el dafio produce agotamiento de ATP
impidiendo la muerte celular por apoptosis controlada. (Laboratorio de estrés
oxidativo. 2008).

3.2. Especies reactivas de oxigeno

Aunque generalmente las reacciones de oxidacion aseguran que el oxigeno
molecular sea reducido completamente a agua, los productos de la reduccién parcial
del oxigeno son altamente reactivos. Estos productos son conocidos como especies
reactivas de oxigeno (ERO) o ROS (por sus siglas en ingles de Reactive Oxygen
Species). Algunos compuestos generados a través del oxigeno son considerados
radicales libres, sin embargo, producen estrés oxidativo. Los siguientes compuestos
derivados del oxigeno son generados de estrés oxidativo:

% Radical anién superoéxido (Oz-¢)

+ Radical hidroperoxil (HOO¢)

% Pero6xido de hidrégeno (H202)

% Radical hidroxilo (OH*)

+ Radical lipido peroxido (ROQ¢)
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Singulete de oxigeno (*02)

3.2.1. Caracteristicas de ERO:

o0

B

L)

L)

0

0

Extrema reactividad
Tiempo de vida corto
Generacion de nuevas ERO por una reacciéon en cadena

Dafio a diferentes a tejidos

3.2.2. Generacion de radicales libres y ERO

*0

*
L X4

L X4

Los radicales libres se estdn constantemente produciendo durante la
oxidacion de los productos alimenticios.

Algunas enzimas como la xantina oxidasa y aldehido oxidasa forman el radical
de anion superoxido o perdxido de hidrégeno.

La NADPH oxidasa en las células inflamatorias (neutréfilos, eosindfilos,
monocitos y macréfagos), producen el anién superdxido por un proceso de
estallido respiratorio durante la fagocitosis. El superoxido se convierte en
perdxido de hidrogeno y después en acido hipocloroso (HCIO) con la actividad
de la superoxido dismutasa (SOD) y la mieloperoxidasa (MPO). El superéxido
y los iones hipoclorosos, son los efectores finales de la accion bactericida.
Esta es una produccién deliberada de los radicales libres en el cuerpo. Con la
activacion de los macrofagos, el consumo de oxigeno por la célula se
incrementa drasticamente, por lo que se llama estallido respiratorio.

La radiacion ionizante dafia a los tejidos mediante la produccion de radicales
hidroxilo, peroxido de hidrégeno y anion superéxido.

La luz de longitudes de onda adecuada puede causar fotolisis de oxigeno para
producir singulete de oxigeno.

La capacidad de producir dafio tisular por el peréxido de hidrégeno es minima
en comparacién con otros radicales libres, sin embargo, en presencia de

hierro libre puede generar el radical hidroxilo, que es altamente reactivo.
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X/

% La inhalacién de contaminantes en el aire aumenta la produccion de radicales

libres. (Vasudevan DM, Sreekumari S. y Kannan V. 2011).
3.3. Enfermedades relacionadas con estrés oxidativo
3.3.1. Envejecimiento

El envejecimiento puede ser el resultado de la activacion de genes especificos en un
momento determinado del ciclo celular. La teoria de los radicales libres y
envejecimiento supone que éste resulta de la acumulacion de lesiones organicas,
aunado a una menor actividad proteolitica, disminucién de las concentraciones de
antioxidantes e inactivacion de las enzimas detoxificadoras de radicales libres y una

acumulacion de proteinas oxidadas no degradadas. (Camps, D. 2010).
3.3.2. Ateroesclerosis

La formacién de la placa ateroesclerética se inicia con la captacion de lipoproteinas
de baja densidad (LDL) por los macrofagos que se transforman asi en células
espumosas. Estas células son captadas por el endotelio mediante moléculas de
adhesion y se acumulan en el espacio subendotelial, donde inducen la migracion de
células musculares, su proliferaciébn e hipertrofia. En determinadas condiciones
oxidativas las lipoproteinas se fragmentan y se alteran determinados residuos de
aminoécidos de la apoproteina de las LDL. Estas LDL oxidadas o productos
liberados de ellas, van a tener mayor poder aterogénico, ya que son captadas mas
avidamente por los macrofagos, son citotoxicas para el endotelio y estimulan la
produccién de factores vasoactivos de adhesion, trombéticos y proliferacion de
células musculares lisas de la vasculatura, iniciando o extendiendo la lesion
ateroesclerotica. Factores de riesgo de la ateroesclerosis ampliamente identificados,
como la hipertension, hipercolesterolemia y tabaquismo, pueden actuar induciendo

un desequilibrio entre pro oxidacion y anti oxidacion. (Camps, D. 2010).
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3.3.3. Diabetes

Los altos niveles de glucosa caracteristicos de la diabetes inducen la glicosilacién no
enzimatica de proteinas. Esta glicosilacion no enzimatica altera la estructura y la
funcién de las proteinas. La via del poliol es un posible mecanismo por el que la
hiperglucemia puede alterar la funcion y estructura de las células afectadas por las
complicaciones diabéticas. La activacion de la via del poliol disminuiria el NADPH vy
los niveles de glutation, aumentando de esta manera el estrés oxidativo (Camps, D.
2010). Ya que el aumento de estrés oxidativo descrito en los diabéticos esta

relacionado con la disminucion de antioxidantes como el glutation.

3.3.4. Hipertension arterial (HTA)

La HTA puede ser considerada como un conjunto de resultados sistémicos de las
lesiones (vasculares, parenquimatosas, etc.) producidas por los radicales libres. En
la HTA se ha observado un aumento de la peroxidacion de lipidos, tanto en plasma
como en las membranas celulares, asi como un aumento en la cantidad total de
lipidos y una disminucion de la capacidad antioxidante. La HTA predispone a
acelerar la ateroesclerosis, al menos en parte a causa de la sinergia entre elevacion
de presion sanguinea y otros estimulos aterogénicos que inducen estrés oxidativo en

los vasos arteriales (Camps, D. 2010).
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3.4 Antioxidantes y tipos de antioxidantes

Un antioxidante es toda sustancia que retrasa o previene el deterioro, dafio o
destruccion provocados por una oxidacion (Youngson, R. 2003). Los antioxidantes
gue se encuentran naturalmente en el organismo y en ciertos alimentos, son
sustancias que tienen la capacidad de inhibir la oxidacion causada por los radicales
libres, actuando algunos a nivel intracelular y otros en la membrana de las células,
siempre en conjunto para proteger a los diferentes 6rganos y sistemas. (Benito
Peinado PA, Calvo Bruzos SC, Carmen Gémez C y Iglesias Rosado C. 2014).

3.4.1. Antioxidantes enddgenos

En el organismo existen antioxidantes enddégenos que evitan las reacciones en

cadena que generan los radicales libres. (Fernandez P y Montoya P. 2003).
Enzimas antioxidantes capaces de inhibir a las especies reactivas de oxigeno:
% Superoxido dismutasa (SOD)

La SOD mitocondrial es dependiente de manganeso; la enzima citoplasméatica es
dependiente de cobre y zinc. (Vasudevan DM, Sreekumari S. y Kannan V. 2011). La
SOD elimina el anion superdxido mediante su conversion a peréxido de hidrégeno.
(Fernandez P y Montoya P. 2003)

¢ Glutatidon peroxidasa

El H202 se elimina por la glutation peroxidasa (POD), la cual es una enzima
dependiente de selenio. (Vasudevan DM, Sreekumari S. y Kannan V. 2011). Esta
enzima transforma el glutation reducido (GSH) en glutation oxidado (GSSG).
(Fernandez P y Montoya P. 2003)

% Glutation reductasa
El glutation oxidado, a su vez, se reduce por la glutation reductasa (GR) en
presencia de NADPH. Este NADPH se genera con la ayuda de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (GDP) en la via de derivacion del HMP. Por lo tanto, en la
deficiencia de GDP, los hematies son susceptibles a la lisis, sobre todo cuando se
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administran agentes oxidantes (anemia hemolitica inducida por drogas). (Vasudevan
DM, Sreekumari S. y Kannan V. 2011).

+ Catalasa

Cuando el H202 se genera en grandes cantidades la enzima catalasa también se
utiliza para su eliminacién. (Vasudevan DM, Sreekumari S. y Kannan V. 2011). Esta
enzima se encuentra presente en los peroxisomas que transforman el H202en H20 y
Oz2. (Fernandez P y Montoya P. 2003)

3.4.2. Antioxidantes exdgenos

++ Polifenoles

El consumo de frutas, verduras y bebidas ricas en polifenoles, es benéfico para la
salud humana. Los polifenoles de la dieta representan una amplia variedad de
compuestos que se producen en las frutas, hortalizas, vino, té y chocolate. Contienen
flavonas, isoflavonas, flavonoides, catequinas y &acidos fendlicos. Actian como
agentes que tienen efectos anti-oxidantes, anti-apoptosis, anti-envejecimiento, anti-
cancerigeno, anti-inflamatorio y anti-aterosclerético. (Vasudevan DM, Sreekumari S.
y Kannan V. 2011).

< Vitaminas

La vitamina E o a-tocoferol, es un antioxidante liposoluble, supresor del dafo
oxidativo en membranas bioldgicas, lipoproteinas y tejidos. (Pérez Jiménez J. 2007).
Esta vitamina tiene la capacidad de reaccionar con radicales peroxilo (ROOQOe);
durante esta reaccion se genera un nuevo radical mas estable que el que habia
inicialmente, debido a la existencia de un anillo aromatico. Por esta capacidad para
evitar la propagaciéon de la oxidacion lipidica tiene una funcion importante en el

mantenimiento de la integridad de la membrana. (Fernandez P y Montoya P. 2003).

La vitamina C es un antioxidante soluble en agua. (Vasudevan DM, Sreekumari S. y
Kannan V. 2011). Su capacidad para actuar como antioxidante se debe a que al

reaccionar con radicales libres, fundamentalmente radicales peroxilo, los neutraliza y
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se transforma en el radical dehidroascorbato, menos reactivo que los radicales libres
que existian previamente. (Fernandez P y Montoya P. 2003).

Los carotenoides son pigmentos naturales, tetraterpenoides sintetizados en plantas y
otros organismos fotosintéticos, asi como en algunas bacterias no fotosintéticas y
levaduras. Pueden captar radicales peroxilo, mediante transferencia de electrones o
sustraccién de atomos de hidrégeno, mecanismo que lleva a la formacion de una
gran variedad de carotenoides radicalicos. (Ferndndez P y Montoya P. 2003) En
tejido humano existen el 3-caroteno, a-caroteno, licopeno y luteina. (Pérez Jiménez
J. 2007). El beta-caroteno puede actuar como antioxidante en la fase de rompimiento
de la cadena, pero son menos eficaces que el a-tocoferol. (Vasudevan DM,
Sreekumari S. y Kannan V. 2011).

3.5. Plantas como antioxidantes

Las plantas son una de las fuentes méas prometedoras para descubrir nuevos
agentes antioxidantes. (Martin y Ernst, 2003; Ziech et al., 2012; Saavedra-Molina et
al., 2014). Entre los compuestos presentes en las plantas con mayor actividad
antioxidante informada se encuentran: polifenoles (taninos, flavonoides, derivados
del acido cindmico, xantonas, cumarinas, lignanos, quinonas, rotenoides, estilbenos,
etc.), aceites esenciales (terpenoides y aromaticos), acidos grasos (saturados e
insaturados), algunos alcaloides (derivados de la isoquinoleina) y otros compuestos
como los carotenos, los acidos benzoicos y ascorbico, tocoferoles, el sitosterol y
elementos minerales. (Bhaskar y Balakrishnan, 2009; Ebrahimzadeh et al., 2009).
Estas sustancias sirven a la planta como mecanismo de defensa ante el ataque de

microorganismos, insectos y herbivoros. (Dixon, 2001).

3.5.1. Planta Justicia spicigera
+ Familia: Acanthaceae.
% Sinonimia popular: Afil de piedra, hierba purpura, limanin, micle, muele,
muecle, muille, muite y muitle.
« Sinonimia botanica: Jaconina spicigera (schlec) L.H. Bailey; Justicia
atramentaria Benth.; Sericographis mohintli Nees; Justicia mohintli Hemsley y

Jaconina scarlatina Blake.
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Figura 3. Planta completa de J. spicigera.
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3.5.2. Botanica y ecologia de J. spicigera

J. spicigera es una planta que se encuentra como arbusto de 1 a 1.5 m de altura,
densamente ramificado, con hojas mas largas que anchas. Las flores se encuentran
agrupadas en la union del tallo y la hoja en la parte terminal de la planta,
comunmente de color anaranjado, pero algunas veces rojo palido en forma de tubos
que terminan rasgandose, formandose un labio. Los frutos son en forma de capsulas.
J. spicigera es originaria de México a Colombia, presente en zonas con climas

calidos. (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana. 2009)
3.5.3. Informacion farmacoldgica de J. spicigera

En los estados de México, Hidalgo, Michoacan, Morelos y Quintana Roo se emplea
el conocimiento de las hojas o ramas en problemas de la sangre en general. En
Michoacan es utilizada en casos de eripsela, sifilis, tumores o granos, asi como en
problemas de presion arterial. El cocimiento de las hojas o ramas y en ocasiones de
la flor, se ingiere para malestares relacionados con el aparato digestivo, como dolor
de estdmago, diarrea, y disenteria. Se utiliza también para padecimientos
respiratorios como tos, bronquitis y constipacion. (Biblioteca Digital de la Medicina
Tradicional Mexicana. 2009)

3.5.4. Informacion fitoquimica de J. spicigera

En la planta se han identificado diversos compuestos como: carbohidratos
(mucilagos, pectinas, glucosidos), materia colorante (resina alcalina), aceites
esenciales, sales minerales (potasio, acetato, oxalato de calcio, sulfatos, cloruros de
sodio), de las hojas se han aislado flavonoides como camferitrin, triamnosido de

camferol y en los retofios se encuentran taninos. (Pefa Agulero B. 2010).
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3.6.- Evaluacioén de la actividad antioxidante

Existen diferentes ensayos para determinar la capacidad antioxidante, en donde
cada ensayo se basa en reacciones quimicas diferentes y por lo tanto, la actividad
antioxidante de un mismo extracto puede variar dependiendo del método de analisis

empleado. (Huang et al., 2005).
3.6.1. Pruebas in vitro
3.6.1.1 Antilipoperoxidacion

La prueba de especies reactivas al 4cido tiobarbitlrico (TBARS) esta disefiada para
determinar sustancias reactivas a este acido generadas durante el estrés oxidativo.
La degradacion oxidativa de los lipidos por ERO, llamada peroxidacién lipidica, se
traduce en la formacion de peréxidos de lipidos altamente reactivas e inestables. En
presencia de calor y &cido, el malondialdehido (MDA) reacciona con &cido
tiobarbittrico (ATB) para producir un producto coloreado, la intensidad del color
corresponde al nivel de peroxidacién de lipidos en la muestra. (R&D Systems, 2015).
Las sustancias reactivas del ATB se miden a través de un tipo de condensacion
cromogeénica entre este 4cido con el MDA a 532 nm. (Oxford Biomedical. 2013).

YT

oy, Sy
MDA

TRA Cromaifoo rmsa

Figura 4.- Reaccion entre el acido 2-tiobarbiturico (ATB) y el malondialdehido
(MDA) en condiciones acidas y calor.
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3.6.1.2. Reduccion del radical DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

El radical DPPHe« conocido como 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, es un radical libre estable,
gue se utiliza comunmente para evaluar la capacidad de los compuestos para actuar
como captadores de radicales libres o donantes de hidrogeno y para medir la
actividad antioxidante de tejidos. La reacciéon de DPPHe con un antioxidante o
compuesto reductor, produce el DPPH2 hidracina correspondiente, que puede ser
seguido por el cambio de color de purpura (absorbencia a 515-528 nm) a amarillo
(Cayman Chemical. 2015.) Este método es rapido, simple, de bajo costo y
ampliamente utilizado para medir la capacidad de los compuestos para actuar como
eliminadores de radicales libres o donantes de hidrégeno, y para evaluar la actividad
antioxidante de los alimentos. También se puede utilizar para cuantificar los
antioxidantes en sistemas bioldgicos complejos, para muestras sélidas o liquidas. La
ventaja de este método es que el DPPH+ se deja reaccionar con la muestra el tiempo
suficiente, lo que permite reaccionar lentamente incluso con antioxidantes débiles. La
eficacia antioxidante se mide a temperatura ambiente de manera que el riesgo de
degradacion térmica de las moléculas ensayadas se elimina. (National Center for

Biotechnology Information, U.S. 2011).

:
0

{ ? OaN < ) QN
N—ﬁ@lﬁlﬂz +  AOH ——= N-N NO, + AQ®
) o

DPFH® DPPH-H

Figura 5.- Principio de ensayo del 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe)
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3.6.1.3 Capacidad de reduccion de peroxido de hidrégeno (H202)

En el organismo el H202 se descompone rapidamente en oxigeno y agua, lo cual
puede producir radicales hidroxilos que inician la peroxidacion lipidica y causan dafio
en el ADN. En esta prueba se evalla la capacidad de compuestos para inhibir el
H202, el mayor poder de inhibicion de este compuesto se registra en lecturas mas

bajas de absorbencia. (Barroso Moreno M. 2015).

3.6.1.4 Capacidad antioxidante total

El ensayo de capacidad antioxidante total esta basado en la reduccion de fosfato de
molibdeno (VI) al fosfato-molibdeno (V). La incubacion de los extractos con
molibdeno (VI) le indicara la presencia de componentes antioxidantes en el extracto,
gue pueden ser evaluados mediante el registro de la absorbencia a 695 nm (para
detectar el complejo de molibdeno verde reducido). El método del fosfomolibdeno se
aplica rutinariamente en el laboratorio para evaluar la capacidad antioxidante total de
extractos de plantas. (Pilar Prieto MP y Aguilar M. 1999).

3.6.1.5 Poder reductor

El hierro férrico (Fe®") se reduce inicialmente por antioxidantes donantes de
electrones presentes en la muestra a su forma ferrosa (Fe?*): EI complejo sonda-
hierro colorimétrica desarrolla un producto de color azul oscuro después de la
reduccion, el cual se puede medir espectroscopicamente de 540 a 600 nm. El
incremento de esta variable (absorciébn) muestra un aumento en el poder reductor de
los extractos. Cuanto mayor es la absorbencia de la mezcla de reaccion, mayor sera
el poder reductor (Cell Biolabs. 2015).
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3.6.2. Pruebas en levaduras

Aunque la actividad antioxidante se puede determinar mediante pruebas “in vitro”,
este tipo de pruebas pueden alejarse considerablemente de la accion de tales
agentes en sistemas biolégicos (Antolovich et al., 2002). Las células de levadura
tienen muchas ventajas técnicas sobre las células humanas: son adecuadas para el
desarrollo de métodos experimentales de alto rendimiento ya que su ciclo de vida es
rapido; la disponibilidad de crecer en medios liquidos como células en dispersion, o
en colonias en medios sélidos; y su cultivo, no requiere elaboradas técnicas estériles,
aunado a el bajo costo de los medios de crecimiento. (Guthrie y Fink, 1991). En la
levadura S. cerevisiae, las respuestas ante el estrés producido por diferentes
agentes (temperatura, falta de nutrientes, etanol, oxidantes, metales pesados, pH,
etc.) comparte mecanismos comunes con células eucariotas, aunque existen
cambios genéticos y bioquimicos especificos dependiendo del agente causante del
estrés. S. cerevisiae es capaz detectar el estrés oxidativo y generar una repuesta a
nivel molecular induciendo los diferentes sistemas de defensa antioxidantes tanto

primarios como secundarios. (Costa y Moradas-Ferreira, 2001).
3.7. Saccharomyces cerevisiae

3.7.1. Caracteristicas de S. cerevisiae que la hacen un modelo de células eucariotas

El genoma de esta levadura fue el primero en ser secuenciado completamente, el
cual fue completado 1996 y comprende 6000 genes, de los cuales mas del 60 %
tiene una funcién asignada. Se estima que alrededor del 30 % son genes ortélogos
entre humanos con participacion en enfermedades humanas. Debido a esta
homologia genética y a la alta conservacion de las vias bioquimicas elementales, los
estudios en la levadura han sido esenciales para entender procesos celulares
fundamentales como la traduccion del ARNm y su degradacion, el mecanismo de
reparacion del ADN vy el ciclo celular. (Morano et al., 2012). La levadura S. cerevisiae
es uno de los modelos eucariotas mas simple, y humerosos procesos esenciales se

conservan entre esta levadura y humanos. (Muller y Grossniklaus, 2010).
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3.8. Evaluacion de la actividad antioxidante en levaduras
3.8.1. Lipoperoxidacion celular

La peroxidacion de lipidos (LP) es la degradacion oxidativa de los acidos grasos
poliinsaturados causados por ERO, que son los responsables de la degradacion de
lipidos de membrana. La lipoperoxidacion es una reaccion en cadena de radicales
libres que sucede en tres pasos principales, iniciacion, propagacion y terminacion, en
las cuales surgen aldehidos, alcoholes, cetonas volatiles y polimeros de lipidos los
cuales pueden ser perjudiciales. (Neda Mimica-Duki¢, Natasa Simin, Emilija SvirCev,

Dejan Orc€i¢, lvana Beara, Marija Lesjak and Biljana Bozin. 2012).
% Fase de iniciacion

Durante la fase de iniciacion, el evento primario es la produccion RH (radical con
carbono central) (AGPI) o ROO (radical peroxido de lipidos) por la interaccion de una

molécula de AGPI con los radicales libres generados por otros medios:

RH+ OH—> R+ + H20 (REACCION 1-A)
lon metalico
ROOH ——> ROO + H+ (REACCION 1-B)

El Re y el ROO, a su vez son degradados a malondialdehido (3 carbonos). Esto es
considerado como un indicador del rompimiento de acidos grasos por los radicales

libres. (Vasudevan DM, Sreekumari S. y Kannan V. 2011).
% Fase de propagacion

El radical de carbono central (R¢) reacciona rapidamente con el oxigeno molecular
formando un radical peroxilo (ROO¢) que puede atacar a otras moléculas de lipidos

poliinsaturados. (Vasudevan DM, Sreekumari S. y Kannan V. 2011).

Re+02 ——> ROO-+ (REACCION 2)
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ROOs + RH —> ROOH + R+ (REACCION 3)

El resultado neto de las reacciones 2 y 3 es la conversion de R a ROOH (un
hidroperoxido). Pero hay una conversion simultanea de un radical de carbono central
a un radical peroxilo (ROOQOe¢). Esto podria llevar a la producciéon continua de
hidroperoxido con el consumo de cantidades equinomoleculares de AGPI. Un radical
libre genera otro radical libre en la molécula vecina y se da inicio a una “reaccion en
cadena” o de “propagacion”. La acumulacion de tales dafios en los lipidos conduce a
la destruccion de la arquitectura fina y de la integridad de las membranas.
(Vasudevan DM, Sreekumari S. y Kannan V. 2011).

« Fase de terminacion

La reaccion se continta sin supervision hasta que un radical peroxilo reacciona con
otro radical peroxilo para formar productos inactivos. (Vasudevan DM, Sreekumari S.
y Kannan V. 2011).

ROO+ + ROO+ ——> RO -- OR + O2 (REACCION 4-A)
Re+ R+ ——> R — R (REACCION 4-B)

ROO- + R+ ——> RO -- OR (REACCION 4-C)
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3.8.2. Viabilidad mediante el ensayo MTT (Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-

difeniltetrazélico)

Este método se usa para determinar la viabilidad celular, dada por el numero de
células presentes en el cultivo. La viabilidad se mide mediante la formacion de un
compuesto coloreado, debido a una reaccion que tiene lugar en las mitocondrias de
las células viables. EI MTT (Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazdlico),
es captado por las células y reducido por la enzima succinico deshidrogenasa
mitocondrial a su forma insoluble formazan. El producto de la reaccion, el formazan
gueda retenido en las células y puede ser liberado mediante la solubilizacion de las
mismas. De esta forma es cuantificada la cantidad de MTT reducido como
consecuencia de la reaccion de un cambio de coloracion del amarillo al azul. La
capacidad de las células para reducir al MTT constituye un indicador de la integridad
de las mitocondrias y su actividad funcional es interpretada como una medida de la
viabilidad celular. (Arencibia Arrebola DF, Rosario Fernandez LF y Curveco Sanchez
DL. 2009).
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4. JUSTIFICACION

Los antioxidantes son importantes ya que diferentes enfermedades se han
relacionado con el estrés oxidativo. A la planta J. spicigera se le atribuyen diferentes
propiedades farmacoldgicas, sin embargo, se desconoce su actividad antioxidante.
Por lo anterior, es necesario determinar la actividad antioxidante de la planta J.
spicigera con diferentes ensayos “in vitro” al igual que con un modelo biolégico como

lo es la levadura S. cerevisiae.
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5. HIPOTESIS

El extracto cloroférmico de J. spicigera posee actividad antioxidante “in vitro” y

reduce los procesos oxidativos en S. cerevisiae.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general
% Analizar la capacidad antioxidante del extracto cloroférmico de la planta J.

spicigera in vitro y en la levadura S. cerevisiae.

6.2. Objetivos particulares
« Estudiar la actividad antioxidante del extracto cloroférmico de la planta J.

spicigera mediante pruebas in vitro.
% Analizar el efecto del extracto cloroférmico de la planta J. spicigera sobre los

procesos oxidativos en S. cerevisiae.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1. Obtencion del extracto cloroformico de J. spicigera

Las plantas fueron obtenidas de la region de Nueva ltalia, Michoacéan, México.
Almacenadas en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal del 11QB. Se utilizaron las
hojas, ramas y flores las cuales ya secas se cortaron en trozos mas pequefios, y se
trituraron con una licuadora (Oster industrial). Enseguida, se colocé la planta en un
frasco ambar y se adicionaron 10 ml de cloroformo; se dejé macerar durante 7 dias
en refrigeracion. Después se filtro el extracto y se dejo evaporar el solvente durante
24 h. El producto se sometié a un proceso para eliminar la mayor parte del solvente
utilizando un rotavapor Soxhlet. El resto del solvente se evaporé con flujo de

nitrégeno.

7.2. Evaluacion de la actividad antioxidante in vitro

7.2.1. Antilipoperoxidacion

Se utilizé el ensayo modificado de especies reactivas del acido tiobarbitarico descrita
por Ohkowa et al. (1979), para lo cual 0.5 ml de homogenado de yema de huevo al
10% (p/v) fueron mezclados con 100 pL del extracto previamente disuelto en
agua:metanol (8:2), se completé el volumen a 1 ml con agua destilada. Se
adicionaron 5 pl de sulfato ferroso (FeSO4) 0.07 M, se incubdé por 30 min y
posteriormente se adicion6 1.5 ml de acido acético al 20% (pH 3.5 ajustado con
NaOH), 1.5 ml de &cido tiobarbitarico (ATB) 0.8 % (p/v) en duodecil sulfato de sodio
al 1.1% y 0.5 ml de acido tricloroacético (ATC) al 20%. La solucion se mezcl6 en
vortex y después se calenté a 95°C por 60 min, se centrifugd a 5,000 rpm durante 5
min a una temperatura de 15°C. Se determiné la absorbencia del sobrenadante a
532 nm, el porcentaje del indice antioxidante se calculdo de acuerdo a la siguiente

formula;
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*Tomando en cuenta como 100% el efecto generado por el &cido ascorbico.
(D.O. EXT * 100)/D.O. AC. ASC.

Donde:

D.O. EXT: densidad 6ptica de la muestra tratada con el extracto

D.O. AC. ASC: densidad optica de la muestra tratada con el acido ascorbico

7.2.2. Reduccion del radical DPPHe- (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

La actividad antioxidante del extracto basada en la reduccion del radical libre estable
DPPHe+ se determiné de acuerdo al método descrito por Lee et al. (2004) de la
siguiente forma: 100 pl de extracto fueron afiadidos en tubos y completando un
volumen de 1 ml con agua destilada, 5 ml de la solucion DPPH+ (0.2 mM en metanol)
se afiadi6 a cada tubo, se mezcl6 y se incubo a temperatura ambiente en obscuridad
por 30 min. El control fue preparado por el mismo procedimiento sin el extracto. La
absorbencia de la solucién se midié6 a 517 nm. La inhibicién del radical DPPH- fue
calculada en % con la siguiente ecuacion:

* Tomando en cuenta como 100% el efecto generado por el &cido ascérbico
(D.O. EXT * 100)/D.O. AC. ASC.

Donde:

D.O. EXT: densidad 6ptica de la muestra tratada con el extracto

D.O. AC. ASC: densidad optica de la muestra tratada con el 4cido ascorbico
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7.2.3. Capacidad de reduccion del peréxido de hidrogeno (H202)

La determinacion de la capacidad de reduccion de H20:2 se determino de acuerdo al
meétodo descrito por Ruch et al. (1984). Para lo cual 100 pl de extracto se adicionaron
en 3.4 ml de buffer de fosfatos 0.1 M (pH 7.4) y fueron mezclados con 600 pl de H202
43 mM. Se determinO la absorbencia de la mezcla de la reaccion a 230 nm, el
porcentaje de capacidad de reduccion de H20: se calculé con la formula:

* Tomando en cuenta como 100% el efecto generado por el acido ascérbico

(D.O. EXT * 100)/D.0. AC. ASC.
Doénde:
D.O. EXT: densidad optica de la muestra tratada con el extracto
D.O. AC. ASC: densidad optica de la muestra tratada con el cido ascorbico

7.2.4. Capacidad antioxidante total

La determinacion de la capacidad antioxidante total fue evaluada por el método del
fosfomolibdeno como lo describe Kumaran y Karunakaran (2007), para lo cual 100 pl
de extracto se completaron a un volumen constante de 0.3 ml con agua destilada, se
adicioné 3 ml de la solucién reactiva: acido sulfarico (H2S04) 0.6 M, fosfato de sodio
(Na2HPO4) 28mM y molibdato de amonio [(NH4)6M0702 + 4H20)] 4 mM, se
mezclaron e incubaron a 95°C por 90 min, el blanco fue preparado por el mismo
procedimiento sin el extracto. Después de enfriar a temperatura ambiente se midi6 la

absorbencia a 695 nm.

* Tomando en cuenta como 100% el efecto generado por el &cido ascérbico
(D.O. EXT * 100)/D.O. AC. ASC.

Donde:

D.O. EXT: densidad 6ptica de la muestra tratada con el extracto

D.O. AC. ASC: densidad optica de la muestra tratada con el acido ascorbico
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7.2.5. Poder reductor

El poder reductor del extracto fue determinado por el método de Mathew y Abraham,
(2006) de la siguiente forma: se afiadié a cada tubo 100 pl de extracto y se completo
el volumen a 1 ml con agua destilada, 2.5 ml de buffer de fosfatos (0.2 M, pH 6.6) y
2.5 ml de solucion de ferrocianuro de potasio (CsNeFeKas) al 1% (p/v) fueron
adicionados y mezclados mediante vortex, la mezcla fue incubada a 50°C por 20 min,
después se agrego6 1.5 ml de la solucién de acido tricloroacético (ATC) al 10 % (p/v)
a cada mezcla y posteriormente se centrifugd a 3,000 rpm durante 10 min. Se
tomaron 2.5 ml de sobrenadante y se mezclaron con 2.5 ml de agua, se afiadié 0.5
ml de cloruro férrico (FeCls) al 0.1% (p/v), se mezcld en vortex y se determiné la
absorbencia a 700 nm. El blanco fue preparado por el mismo procedimiento sin el
extracto.

* Tomando en cuenta como 100% el efecto generado por el &cido ascoérbico
(D.O. EXT * 100)/D.O. AC. ASC.

Donde:

D.O. EXT: densidad 6ptica de la muestra tratada con el extracto

D.O. AC. ASC: densidad Optica de la muestra tratada con el 4cido ascorbico
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7.3. Obtencion de levaduras
7.3.1. Precultivos y cultivos de la levadura S. cerevisiae (W303-1A)

Los precultivos y cultivos de la levadura S. cerevisiae (W303-1A) se realizaron
mediante la inoculacion en medio YPD liquido (extracto de levadura 1 %, peptona 2
% y dextrosa 2 %) (ATCC, 2014).

7.3.2. Lipoperoxidacion celular

Se adicionaron 100 pl de extracto, 100 pl de acido ascoérbico y 100 ul de agua en las
levaduras obtenidas, mediante purificacion y lavados utilizando centrifugacion y agua
destilada. Como oxidantes se utilizé6 peroxido de hidrégeno y menadiona, 2.5 mM y
10 mM, respectivamente. Después se incubaron durante 30 min, enseguida se
cosecharon las células mediante centrifugacion (3 min a 7,000 rpm) a una
temperatura de 20°C, esto se realizdé en 3 ocasiones desechando el sobrenadante y
agregando 1 ml de agua. Después se resuspendio el pellet en 0.5 ml de &acido
tricloroacético al 10 % (p/v) y se colocaron de 2 a 3 perlas de vidrio, se lisaron las
células en 6 ciclos de 20 s en vortex y 20 s en hielo, se centrifugaron a 5,000 rpm
durante 3 min, se tomé el sobrenadante y se mezclé con 0.1 ml de EDTA 0.1 My 0.6
ml de acido tiobarbittrico al 1 % (p/v) en NaOH 0.05 M, se incubo a 90°C durante 15
min se dejo enfriar, se centrifugo nuevamente a 5,000 rpm durante 3 min y se midi6

la densidad éptica del sobrenadante a 532 nm.
7.3.3. Viabilidad celular mediante ensayo MTT

Se utilizaron 100 pl de extracto, 100 pL de acido ascérbico o 100 pL de agua; como
oxidantes peroxido de hidrégeno (2.5 mM) y menadiona (10 mM). A cada tubo se le
adiciond 100 pl, se incubo durante 1 h a 180 rpm a 30 °C. Después se lavaron en 3
ocasiones y se desecho el sobrenadante, el resto se suspendiéo en 1 ml de agua
desionizada y se le adiciona 0.150 ml de MTT (5 mg/ml), se homogenizo e incubdé
durante 2 h a 180 rpm y 30°C. Transcurrido el tiempo se adicioné 1.5 ml de HCI 0.04
M en 2-propanol y se homogeniz0, enseguida se centrifugd a 5,000 rpm durante 3

min y enseguida se midio la densidad optica a 570 nm.
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8. RESULTADOS

8.1. Evaluacién de la actividad antioxidante in vitro del extracto cloroférmico de J.

spicigera

8.1.1. Antilipoperoxidacion

Los resultados se compararon con la actividad antilipoperoxidante del acido
ascorbico tomando ésta como el 100%. Utilizando una concentracién de 0.03 % se
observé una actividad alrededor del 100% con respecto al acido ascorbico. Al
aumentar la concentracion del extracto a 0.1 y 1 %, no se observdO un aumento

significativo en el % de antilipoperoxidacién (grafica 1).
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Gréfica 1. % de indice antioxidante a partir de la prueba de antilipoperoxidacion
por el extracto cloroféormico de J. spicigera. Se realizé analisis de varianza
(ANOVA), se utilizd la prueba de comparacion de medias multiple Tukey
(p<0.05). El experimento se repitié 3 veces y cada valor representa la media +
E.E.
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8.1.2. Reduccion del radical DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

En la reduccion del radical DPPH?e los valores que se obtuvieron fueron comparados
respecto a la actividad de reduccion del acido ascorbico (100%). Utilizando la
concentracion del extracto de J. spicigera al 0.03 % se redujo el DPPHes un 28 %
mas que con el 4cido ascorbico, mientras que con la concentracién de 0.1 % un 55

%, siendo éste el valor mayor. Con el extracto al 1 % aumento un 16 %.
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Grafica 2. % de reduccién del radical DPPH* por el extracto cloroférmico de J.
spicigera. Se realiz6 andlisis de varianza (ANOVA), se utilizé la prueba de
comparacion de medias multiple Tukey (p<0.05). El experimento se repitié 3

veces y cada valor representa la media * E.E.
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8.1.3. Determinacién de la capacidad de reduccion del perdxido de hidrégeno (H202)
En la determinacion de la capacidad de reduccion del peroxido de hidrégeno se
observé una diferencia significativa comparando cada una de las concentraciones.
En la grafica 3 se muestra como la reduccion del H202 tiene un efecto exponencial al
aumentar la concentracion del extracto. Al utilizar la concentracion del extracto de J.
spicigera al 0.03 % se observo una reduccion del 17%, en la concentracion de 0.1 %
un 43 % y en la concentracion de 1 % de 117 %, siendo mayor que la reduccion

generada por el acido ascorbico.
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Gréfica 3. % de reduccion de peréxido de hidrogeno (H202) por el extracto de J.
spicigera. Se realiz6 analisis de varianza (ANOVA), se utilizé la prueba de
comparacion de medias multiple Tukey (p<0.05). ElI experimento se repitié 3

veces Yy cada valor representa la media = E.E.
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8.1.4. Capacidad antioxidante total

Determinando la capacidad antioxidante total de cada concentracion de extracto de
J. spicigera se observé una diferencia significativa al aumentar la concentraciéon
(grafica 4). Al adicionar la concentracion de 0.03% se generd un porcentaje de
actividad del 17%, en la concentracion de 0.1% del 27% y en la concentracion de 1%
del 67%. Se utilizé el acido ascorbico como 100% de actividad antioxidante.
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Gréfica 4. % de capacidad antioxidante total del extracto de J. spicigera. Se
realiz6 andlisis de varianza (ANOVA), se utilizé la prueba de comparacion de
medias multiple Tukey (p<0.05). El experimento se repitié 3 veces y cada valor

representa la media = E.E.
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8.1.5. Poder reductor

En la actividad reductora del extracto con las concentraciones de 0.03% y 0.1% no
se observo una diferencia significativa, con porcentajes de reduccion de un 14% y
15%, respectivamente. Comparando las concentraciones 0.03% con 1% y 0.1% con
1%, se observan diferencias estadisticamente (gréafica 5). Utilizando la concentracion
de 1 % se obtuvo un 23 % de reduccion tomando la actividad del acido ascorbico

como 100%.
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Grafica 5. Determinacién de poder reductor por el extracto cloroférmico de J.
spicigera. Se realiz6 andlisis de varianza (ANOVA), se utiliz6 la prueba de
comparacion de medias multiple Tukey (p<0.05). El experimento se repitié 3

veces y cada valor representala media + E.E.
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8.2. PRUEBAS REALIZADAS EN LEVADURAS

8.2.1. Lipoperoxidacion celular

En esta prueba se calculé el grado de lipoperoxidacion que puede ser reducido
utilizando el extracto de J. spicigera. Se utilizaron como oxidantes el peréxido de
hidrogeno 2.5 mM y menadiona 10 mM. Aunque existe una tendencia a una
reduccion en el grado de lipoperoxidacion generado por la exposicion al peréxido de
hidrogeno, estadisticamente no se observo diferencia significativa al adicionar el

acido ascorbico o extracto al 1% (grafica 6).
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Grafica 6. Lipoperoxidacién celular en S. cerevisiae con peréxido de hidrégeno
(H202). Se realizé andlisis de varianza (ANOVA), se utilizé la prueba de
comparacién de medias multiple Tukey (p<0.05). El experimento se repitié 3

veces Yy cada valor representa la media = E.E.
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En la lipoperoxidacion generada en células de S. cerevisiae al adicionar la
menadiona, no se observaron diferencias significativas en presencia del acido

ascorbico (0.03%) o extracto al 1% (gréafica 7).
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Grafica 7. Lipoperoxidacién celular en S. cerevisiae con menadiona. Se realizé
analisis de varianza (ANOVA), se utilizé la prueba de comparacion de medias
multiple Tukey (p<0.05). ElI experimento se repiti6 3 veces Yy cada valor

representa la media = E.E.
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8.2.2. Viabilidad determinada mediante ensayo MTT (Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-
tiazoil)-2,5-difeniltetrazolico) al adicionar peroxido de hidrégeno o menadiona

En esta prueba se tom6 como 100% de sobrevivencia el valor obtenido de las
levaduras de S. cerevisiae en presencia del perdxido de hidrégeno sin algun
antioxidante. Al adicionar el extracto al 1 % aumento el % de sobrevivencia un 12%,
mientras que con el &cido ascorbico fue de 18%. Al realizar la comparacion entre el
% de sobrevivencia generado por el &cido ascorbico y el extracto de J. spicigera, no

se observaron diferencias estadisticamente (gréafica 8).
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Gréfica 8. Porcentaje de sobrevivencia en presencia de perdxido de hidrégeno
determinada mediante el ensayo MTT. Como 100% se tomé la viabilidad en
presencia del peréxido de hidrogeno. Los resultados se analizaron mediante la
prueba t-student (p<0.05). Cada valor representa la media + E.E, de tres

experimentos independientes por triplicado.
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Para la determinacion de la viabilidad se utilizé el valor generado en presencia de la
menadiona como 100%. En presencia del extracto de J. spicigera aumento la
viabilidad un 16%, sin embargo, estadisticamente no hay diferencias significativas al

adicionar el acido ascorbico (grafica 9).
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Gréfica 9. Porcentaje de sobrevivencia en presencia de menadiona determinada
mediante el ensayo MTT. Como 100% se tomo la viabilidad con menadiona. Los
resultados se analizaron mediante la prueba t-student (p<0.05). Cada valor
representa la media = E.E, de tres experimentos independientes por triplicado.
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9. DISCUSION

Estudios previos sobre el género Justicia han demostrado que presenta propiedades
farmacoldgicas, sin embargo, se desconoce si la planta Justicia spicigera presenta
actividad antioxidante. Para determinar la actividad antioxidante de J. spicigera en
este trabajo se obtuvo su extracto cloroférmico y se realizaron diferentes pruebas “in
vitro” y en la levadura S. cerevisiae como modelo bioldgico. Diferentes estudios
relacionados con las propiedades farmacologicas de J. spicigera se han realizado en
el grupo de trabajo, Sin embargo, se ha utilizado como solvente hexano y etanol, los
cuales difieren en la polaridad del cloroformo, caracteristica que puede alterar el tipo
y concentracion de compuestos extraidos de J. spicigera, y por ende sus
propiedades farmacoldgicas. La actividad antioxidante de un compuesto ya sea puro
0 una mezcla compleja, esta basada en la habilidad de donar atomos de hidrégeno o
electrones, quelacion de cationes metalicos o reduciendo radicales potencialmente
nocivos (Huang et al., 2005). Por lo que es necesario utilizar pruebas in vitro
basadas en diferentes mecanismos de reaccion. En base a lo anterior es que la
actividad antioxidante del extracto cloroférmico de J. spicigera se evalu6 mediante
cinco ensayos in vitro que difieren en sus mecanismos de reaccion. Con los
resultados obtenidos en las pruebas se observlé que en la capacidad para evitar la
oxidacion de acidos grasos poliinsaturados, el extracto tiene una mejor actividad a
una concentracion de 0.03%. En la prueba de reduccién del radical DPPH® se obtuvo
que a la concentracion de 1% presentd una reduccion promedio de 155%. En las
pruebas de capacidad de reduccion del peréxido, capacidad antioxidante total y
poder reductor, se obtuvo una mayor actividad antioxidante a la concentracion de 1%
del extracto de J. spicigera. Se puede sugerir que a una mayor concentraciéon del
extracto se obtendran mejores resultados en la capacidad antioxidante, sin embargo,
en las pruebas de antilipoperoxidacion y reduccion del radical DPPH-, no fue asi, ya
que la concentracidon con una mayor actividad antioxidante fue de 0.03% y 0.1%,
respectivamente. A J. spicigera se le atribuyen propiedades farmacologicas, por lo
qgue es utilizada para el tratamiento de gonorrea, disenteria, parasitismo, diabetes,

cancer, leucemia y como alternativas en otras terapias como para el VIH; mientras
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gue sus pigmentos son utilizados en la industria alimentaria, sin embargo, es la

primera vez que se reporta actividad antioxidante in vitro de su extracto cloroférmico.

Para inducir estrés oxidativo en la levadura S. cerevisiae W303-1A como modelo
bioldgico, se utilizé peréxido de hidrogeno y menadiona. El extracto y acido ascorbico
se utilizaron a una misma concentracion (0.03%). En la prueba de reduccion del
grado de lipoperoxidacion en levaduras se obtuvieron valores cercanos entre el 4cido
ascorbico y el extracto, demostrando asi que el extracto puede actuar impidiendo la
oxidacion de los &cidos grasos poliinsaturados. Al determinar el porcentaje de
sobrevivencia mediante el ensayo con MTT (Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-
difeniltetrazélico), que es captado por las células y reducido por la enzima succinico
deshidrogenasa mitocondrial a su forma insoluble formazan [21], se observdé un
aumento en el porcentaje de sobrevivencia. Con los resultados obtenidos se puede
reportar una actividad antioxidante del extracto cloroférmico de J. spicigera, en donde
podran estar actuando sus compuestos. Entre los compuestos mas relacionados por
presentar actividad antioxidante, se encuentran los flavonoides como el camferitrin y
el triamnosido de camferol, que se han asilado de las hojas J. spicigera [9]. Por lo
cual es necesario determinar la concentracién tanto de estos compuestos como de
todos los presentes en el extracto utilizado, con el fin de conocer si la actividad
antioxidante observada es debida especificamente a alguno de los compuestos
presentes, 0 a un efecto sinérgico entre los compuestos presentes. De igual manera
es importante evaluar si el efecto reportado se conservado en organismos
multicelulares y si ése efecto presenta algun beneficio en padecimientos originados

por el estrés oxidativo.
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10.CONCLUSION
El extracto cloroférmico de J. spicigera presenta actividad antioxidante in vitro y una
tendencia a reducir el grado de lipoperoxidacion, aumentando la viabilidad de células

de S. cerevisiae expuestas a agentes oxidantes.
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11.PERSPECTIVAS

Determinacion de los compuestos quimicos del extracto cloroférmico de J. spicigera,

asi como la evaluacion de la actividad antioxidante de estos compuestos.

Estudio de la actividad antioxidante del extracto cloroférmico de J. spicigera y sus
compuestos, en organismos multicelulares con padecimientos relacionados con la

generacion de estrés oxidativo, como hipertensién y diabetes.
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