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Resumen

Los cítricos constituyen un género de plantas rico en contenido de flavonoides,

metabolitos secundarios que debido a su efecto antioxidante y baja toxicidad,

han recibido en los últimos años mucha atención como potenciales fármacos.

En este trabajo nos propusimos determinar la actividad antioxidante in vitro y la

toxicidad frente a Artemia salina de extractos hidroalcohólicos de hojas de

cinco especies de cítricos (Citrus x aurantium var. sinensis L. Osbeck; Citrus x

aurantium L.; Citrusx aurantiifolia Christm. Swingle var. Mexicana; Citrus x

latifolia Tan. y Citrus reticulata Blanco.). Los extractos etanólicos y metanólicos

de hojas de estas plantas se obtuvieron mediante extracción asistida por

ultrasonido. Los fenoles y flavonoides fueron identificados empleando métodos

fitoquímicos y cromatografía en placa delgada, y la concentración total de los

mismos se determinó mediante el método Folin-Cioalteau-NaCO3 y NaNO2-

AlCl3, empleando ácido gálico y quercetina como patrón, respectivamente. La

actividad antioxidante de los extractos se determinó mediante la capacidad

atrapadora de radicales libre, el poder reductor, y la capacidad antioxidante

total, usando ácido ascórbico y quercetina como patrón. La toxicidad de los

extractos se evaluó mediante el ensayo de letalidad con A. salina. En  los

extractos etanólicos se encontró mayor presencia relativa de las compuestos

químicas que en los extractos metanólicos. Los extractos de Citrus x latifolia

Tan. y Citrus reticulata Blanco. en metanol 70 %, fueron los extractos que

menos clases de flavonoides mostraron, mientras que el Citrus x aurantiifolia

Christm. Swingle var. Mexicana en etanol 70% fue el que presentó la mayor

variedad de clases de flavonoides. La mayor concentración de fenoles totales

se obtuvo en Citrus reticulata Blanco. en metanol 70% (38.47 mg de ácido

gálico/ mL de extracto) y de flavonoides totales se obtuvo en el extracto

etanólico de Citrusx aurantiifolia Christm. Swingle var. Mexicana (8.54 mg de

quercetina/ mL de extracto) y la mandarina en ambos solventes, etanol 70%

(8.31 mg de quercetina/ mL de extracto) y metanol 70% (6.89 mg de

quercetina/ mL de extracto). Todos los extractos mostraron actividad

antioxidante mediante las tres pruebas ensayadas. Los extractos presentaron

toxicidad moderada hacia A. salina, siendo en el extracto de Citrus x latifolia

Tan. en metanol 70% el que mostró menor toxicidad (LC 50 = 464.24 μg/ mL).
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Abstract

Citruses constitute an important source of flavonoids, secondary metabolites

which have been recently studied extensively since they are highly effective

antioxidant agents with a low toxic effect. They have received in the last years

much attention like potential drugs. The aim of our work was to determine the

antioxidant activity and toxicity against Artemia saline of leaf alcoholic extracts

from five species of citruses (Citrus x aurantium var. sinensis L. Osbeck; Citrus

x aurantium L.; Citrusx aurantiifolia Christm. Swingle var. Mexicana; Citrus x

latifolia Tan. and Citrus reticulata Blanco. The ethanolic and methanolic leaf

extracts from these plants were obtained by an ultrasound assisted extraction

method. Phenols and flavonoids were identified using phytochemistry and Thin

Layer Chromatography methods. Total phenols and flavonoids content was

determined by Folin-Cioalteau-NaCO3 and NaNO2-AlCl3 methods by using galic

acid and quercetin as standard compounds, respectively. The antioxidant

activity was determined taking into account the free radical scavenging, the

reducing power, and total antioxidant activity of the extracts by using ascorbic

acid and quercetin as standard compounds. The toxicity was evaluated by the

lethality test against A. saline.  The  major  relative  presence  of  the  chemical

compounds was obtained in ethanolic that in the metanolic extracts. Lima and

mandarin extracts in methanol 70% showed fewer classes of flavonoids,

whereas the lemon extract in ethanol 70% presented the greater variety of

flavonoids classes. The greater total phenols concentration was obtained in

mandarin extracts in methanol 70% (38.47 mg galic acid/ ml of extract) and

from total flavonoids was obtained in the lemon ethanolic extract (8.54 mg of

quercetin/ ml of extract) and mandarin extract in both solvents, ethanol 70%

(8.31 mg of quercetin/ mL of extract) and methanol 70% (6.89 mg of quercetin/

mL of extract). All the extracts showed to antioxidant activity by the three tests.

All plant extracts presented moderate toxicity against A. saline, being the Lima

methanol 70% extract the one that showed the minor toxicity (LC 50 = 464.24

μg/ mL).
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1. INTRODUCCION

Muchas de las enfermedades que se presentan con mayor frecuencia en la actualidad

se producen debido al estrés oxidativo, el cual surge a partir del desequilibrio entre la

producción de especies reactivas y las defensas antioxidantes del organismo y es

inducido por radicales libres y especies reactivas del oxígeno que se generan producto

del metabolismo celular, en el proceso de obtención de energía (Montserrat, 2003).

Estos cambios en los sistemas biológicos son los causantes de patologías como el

cáncer (Toh et al., 2000), la ateroesclerósis, diabetes mellitus (Kesavulu et al., 2001),

enfermedades glomerulares renales, cardiovasculares, coronarias (Landmesser et al.,

2000) y enfermedades cerebrales asociadas al envejecimiento, entre muchas otras

(Montserrat, 2003). Recientemente, se ha dirigido mucha atención hacia el desarrollo

de los etnomedicamentos con el fin de tratar diversas enfermedades relacionadas con

el estrés oxidativo, para ello se precisa investigaciones acerca de las plantas con alto

poder antioxidante y baja toxicidad (Hazra et al., 2008).

En Cuba, el empleo de las plantas medicinales se ha extendido en los últimos años,

sin embargo a pesar de que han existido avances en esta sentido, aun hay déficit en

cuanto a investigaciones sobre la extracción de los compuestos bioactivos de las

plantas, la demostración de su actividad fisiológica, de manera que se faciliten los

estudios farmacológicos, así como la síntesis de medicamentos. Para ello, el

Programa Nacional Cubano de Medicina Tradicional cuenta entre sus objetivos,

evaluar la efectividad e inocuidad de las plantas e incorporar a la medicina actual sus

propiedades terapéuticas para, finalmente, incrementar la disponibilidad de productos

farmacéuticos (Blanco et al., 2006). En correspondencia con la evaluación

farmacológica de las plantas medicinales se encuentra su estudio toxicológico, el cual

permite rechazar o avalar la continuidad del proceso investigativo y el uso de un

medicamento herbario, ya que es preciso que este sea acertadamente utilizado desde

el punto de vista farmacológico y además con un mínimo de efectos tóxicos para el

individuo (Khairunnuur et al., 2009).

Los cítricos son plantas bien conocidas por el hombre, no solo por el consumo de sus

frutos, de alta demanda a nivel mundial, sino también por sus propiedades curativas.

Los cítricos deben su actividad biológica en gran medida a la presencia de fenoles y

flavonoides, metabolitos secundarios de las plantas que se oxidan fácilmente, por lo

que constituyen potentes antioxidantes (Amin et al., 2006; Anagnostopoulou et al.,

2006; Li et al., 2009). Esta característica de los compuestos fenólicos se debe a que

tienen la capacidad de secuestrar oxígeno reactivo, especialmente en forma de

aniones superóxidos, radicales hidroxilos, hidroperóxidos y peróxidos lipídicos,



bloqueando la acción deletérea de estas sustancias sobre las células (Romero et al.,

2003), por lo que pudieran tener amplia actividad farmacológica, entre las cuales se

destacan hepática protectora (Kawada et al., 1998), antialérgica, antitrombótica (Yu,

2004), antiinflamatoria, antiulcerogénica, , anticancerígeno (Martínez-Flores et al.,

2002), antibacteriana, antiviral, antifúngica (Manrique y Santana, 2008), e incluso

pueden ejercer efectos inhibidores sobre algunas enzimas (Herderson et al., 2000).

Los cítricos y sus derivados constituyen, por tanto, posibles alternativas para tratar

patologías ligadas al estrés oxidativo.

La mayoría de los trabajos publicados sobre las propiedades antioxidantes en plantas

de cítricos se centran en extractos obtenidos de los frutos, dígase cáscara (flavelo y

albedo) y jugo, y existen muy pocos trabajos sobre las propiedades de las hojas. Sería

de gran importancia la obtención de extractos con alto contenido de compuestos

fenólicos, especialmente flavonoides, obtenidos a partir de las hojas de estas plantas;

con el objetivo de desarrollar un producto farmacológico con actividad biológica

demostrada, de poca toxicidad y bajo costo de producción, ya que al emplear las hojas

de estas plantas, y no sus frutos, no afectaría la obtención de los mismos, lo cual

constituye un proceso de importancia comercial y económica para nuestro país.

Por lo anteriormente expuesto, en este trabajo nos trazamos los siguientes objetivos:

Objetivo General:
Ø Determinar la actividad antioxidante in vitro y la toxicidad frente a Artemia salina de

extractos hidroalcohólicos de hojas de cinco especies de cítricos: naranjo dulce (Citrus

x aurantium var. sinensis L. Osbeck), naranjo agrio (Citrus x aurantium L.), limón criollo

(Citrusx aurantiifolia Christm. Swingle var. mexicana), lima persa (Citrus x latifolia Tan.)

y mandarina (Citrus reticulata Blanco.)

Objetivos Específicos:

Ø Caracterizar fitoquímicamente los extractos hidroalcohólicos obtenidos a partir de

hojas de las especies de cítricos en estudio.

Ø Cuantificar el contenido de fenoles y flavonoides totales presentes en los extractos

hidroalcohólicos de hojas de las especies de cítricos en estudio.

Ø Determinar la actividad antioxidante in vitro según la capacidad de atrapar radicales

libres, el poder reductor y la capacidad antioxidante total de los extractos

hidroalcohólicos de hojas de las especies de cítricos en estudio.

Ø Determinar la toxicidad frente a Artemia salina de los extractos hidroalcohólicos de

hojas de las especies de cítricos en estudio.



2. Revisión bibliográfica

2.1 Estrés oxidativo, implicaciones fisiológicas

La vida aeróbica precisa oxígeno para oxidar los nutrientes provenientes de la dieta y

así obtener energía. De la reducción parcial de la molécula de oxígeno se pueden

generar especies reactivas como el hidroperóxido de hidrógeno (H2O2) y los radicales

libres, superóxido (O2
-), hidroperóxilo (HO2

.) e hidroxilo (OH), además de los óxidos de

nitrógeno: óxido nítrico (.ON) y dióxidonítrico (NO2).(Montserrat, 2003) Estos radicales

libres que son sintetizados fisiológicamente por el organismo humano como parte de

su metabolismo energético, en altas concentraciones resultan notablemente peligrosos

para los organismos vivos (Droge, 2002) y la producción de ellos se incrementa frente

a diferentes agresiones como infecciones, ejercicio físico extremo, dietas

desequilibradas, tóxicos alimentarios y contaminantes ambientales entre otros

(Montserrat, 2003).

Muchas de las enfermedades que se presentan con mayor frecuencia en la actualidad

se producen debido al estrés oxidativo, el cual surge a partir del desequilibrio entre la

producción de especies reactivas y las defensas antioxidantes del organismo. El estrés

oxidativo es iniciado por radicales libres, que buscan estabilidad uniéndose mediante

un electrón desapareando con macromoléculas biológicas presentes en células

humanas saludables, tales como proteínas, lípidos y ácidos nucleicos, causando

daños en proteína y DNA conjuntamente con peroxidación lipídica. Estos cambios en

los sistemas biológicos son los causantes de patologías como el cáncer (Toh et al.,

2000), la ateroesclerósis, diabetes mellitus (Kesavulu et al., 2001), enfermedades

glomerulares renales, cardiovasculares, coronarias (Landmesser et al.,  2000)  y

enfermedades cerebrales asociadas al envejecimiento, entre muchas otras

(Montserrat, 2003).

Los efectos dañinos causados por los radicales libres están controlados en el

organismo humano mediante un amplio espectro de antioxidantes de origen endógeno

(enzimas antioxidantes, glutatión, albúmina, transferrina, ceruloplasmina,

haptoglobulina, hemopexina, ácido úrico, bilirrubina) y exógenos a través de la dieta

(vitaminas E y C, carotenoides, selenio, y compuestos fenólicos como ácidos fenólicos,

fenoles no carboxílicos y flavonoides) (Gutteridge, 1995). Entre los componentes del

sistema endógeno se destacan las enzimas antioxidantes tales como la paroxanasa,

enzima extracelular específica de las lipoproteínas de alta densidad (HDL) la cual

aumenta su concentración de forma masiva como respuesta al aumento del estrés

oxidativo (Hegele, 1999). También se encuentran las enzimas superóxido dismutasa

(SOD) y glutation peroxidasa (GSH-Px) cuyas actividades enzimáticas están



consideradas como una de las defensas antioxidantes endógenas más importantes del

organismo (Montserrat, 2003).

En ocasiones estos mecanismos protectores son interrumpidos por varios procesos

patológicos, entonces los suplementos antioxidantes juegan un rol vital en combatir el

daño oxidativo. Recientemente, se ha dirigido mucha atención hacia el desarrollo de

los etnomedicamentos con el fin de tratar diversas enfermedades relacionadas con el

estrés oxidativo, para ello se pretende investigar y llevar a la práctica los

conocimientos milenarios acerca de las plantas con alto poder antioxidante y baja

citotoxicidad (Hazra et al., 2008).

2.1.1 Enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo

Epilepsia

El desarrollo de focos epilépticos en el sistema nervioso central ha sido relacionado

con alteraciones en la membrana de neuronas que involucran la generación de

radicales libres y la peroxidación de lípidos de membrana. En la epilepsia

postraumática y en el desarrollo de las epilepsias idiopáticas infantil y juvenil se ha

propuesto la peroxidación lipídica entre los mecanismos que ocasionan estos estados.

Existen modelos de epilepsia que inducen peroxidación en la membrana neuronal,

como son los modelos de excitotoxicidad con inyecciones de ácido kaínico o de hierro.

Se sabe que el α-tocoferol tiene efectos anticonvulsivantes en varios modelos de

epilepsia experimental, por lo tanto, puede pensarse que los compuestos con actividad

antioxidante sean capaces de ejercer una acción protectora sobre las membranas de

las células y contrarrestar tanto la aparición de las descargas epilépticas, como sus

efectos deteriorantes. Se piensa que los flavonoides del orégano francés tengan efecto

antioxidante y pudieran contribuir a su actividad antiepiléptica. (García et al., 1996).

Alteraciones hepáticas inducidas por estrés oxidativo7

Aunque el posible papel protector de los flavonoides en el hígado se conoce

escasamente, se ha puesto de manifiesto que la quercetina es capaz de inhibir la

activación de las células estrelladas así como la producción de óxido nítrico, alterando

vías de expresión de proteínas celulares (Kawada et al., 1998) y que, en modelos de

isquemia-reperfusión, reduce la capacidad oxidante del anión superóxido (Huk et al.,

1998). Se ha demostrado recientemente que la quercetina, al igual que los

antioxidantes de carácter tiólico, reducen la fibrosis y el estrés oxidativo en modelos

animales de cirrosis biliar (Peres et al., 2000).o



En alteraciones con una respuesta inflamatoria, los macrófagos estimulados por

factores tales como endotoxemia o isquemia/reperfusión, desempeñan un papel

fundamental. Los macrófagos activados liberan mediadores de la inflamación,

incluyendo citoquinas tales como el factor de necrosis tumoral, así como especies

reactivas de oxígeno (ERO) que pueden contribuir a la aparición de estrés oxidativo,

especialmente en aquellos casos en que exista un desequilibrio con las defensas

antioxidantes de carácter enzimático (catalasa, glutatión peroxidasa, superóxido

dismutasa) y no enzimático (vitaminas antioxidantes, glutatión y probablemente

flavonoides) (Palomero et al., 2001).

Existe mucho interés biomédico en frutos de los cítricos, pues su consumo de se

asocia con la disminución del riesgo a contraer cáncer colon y recto (Levi et al., 1999),

esofágico (Chen et al., 2002) y del estómago (McCullough et al., 2001) así como

previniendo al organismo de enfermedades degenerativas. Los cítricos también

parecen estar asociado con la disminución de los niveles de lípidos en la sangre

(Kurowska et al., 2000), y con el aumento de la calidad de vida de personas de la

tercera edad (Fortes et al., 2000). Estudios epidemiológicos han mostrado una relación

inversa entre dieta con ingestión de cítricos y las enfermedades cardiovasculares

(Tripoli et al., 2007). Entre los componentes que posibilitan estos efectos beneficiosos

se encuentran los flavonoides, un grupo de compuestos que constituyen potentes

antioxidantes (Peterson et al., 2006a y b).

2.2. Los cítricos como fuente de compuestos bioactivos

2.2.1. Clasificación y características morfofisiológicas del género Citrus

La familia Rutaceae agrupa 145-160 géneros y 925-1800 especies, se considera una

familia cosmopolita, con abundante representación en la región tropical. En Cuba

crecen 8 géneros nativos de la india y 4 géneros que no lo son, con 45 y 8 especies

respectivamente (Beurton, 2008). Se ha comprobado la presencia en esta familia de

varios tipos de alcaloides, cumarinas, aceites aromáticos esteroidales en cavidades

lisígenas, parénquima y pericarpo, no siendo así en conductos resinosos en la corteza,

los rayos medulares y nervios de las hojas. El género Citrus es uno de los más

conocidos y representativos de Rutaceae; se desarrolla en forma de árboles o

arbustos en sus ramas se aprecian espinas dispersas. Las hojas son alternas, simples;

el peciolo es alado o a veces solo marginado, articulado apicalmente. La lámina es

coriácea, cortamente pelosa en el envés. El margen es entero, aserrado o crenulado.

Las inflorecencias son axilares, unifloras o en racimo corimbiforme. Las flores son

hermafroditas o masculinas, actinomorfas, grandes y fragantes. El fruto es en



hesperidio con un exocarpo densamente glanduloso y pigmentado. Las semillas son

angulares y generalmente aplanadas, el número es variable, se pueden encontrar

unas pocas y en ocasiones llegar a ser numerosas. Los embriones son blancos o

verdes y se pueden encontrar varios en una misma semilla por lo que es común la

poliembrionía (Sauget, 1946).

Naranjo agrio (Citrus x aurantium L.)  y naranjo dulce (Citrus x aurantium var.

sinensis L. Osbeck) son especies nativas del sureste de Asia y pueden presentarse en

forma de arbusto o árbol con aproximadamente 6 m de alto, fuertemente espinoso. Las

hojas son unifolioladas con peciolos articulados apicalmente, marginados o

estrechamente alados. El folíolo es glabro, agudo o redondeado, de base cuneiforme y

margen subserrado o aserrado-crenulado. Las inflorescencias son unifloras o en

racimo corto, paucifloro. Las flores son grandes, hermafroditas y de pétalos ovales. El

fruto es ovoide y con cáscara gruesa. La pulpa contiene vesículas verdes pálido o

amarillentas y el jugo es agrio. Las semillas son pequeñas, ovoides, lisas agudas y el

embrión es blanco. Son muy empleadas con fines comestibles y ornamentales

(Beurton, 2008).

Mandarina (Citrus reticulata Blanco.) es un híbrido cultígeno, presente en todas las

regiones tropicales y subtropicales del mundo. Puede presentarse en forma de árbol o

arbusto de 4-15 m de alto, inerme o con pocas espinas mayormente cortas y finas. Las

hojas son subglabras y aromáticas, con un peciolo articulado apicalmente con alas

estrechas o anchas. El foliolo es oval u ovado obtusamente agudo o acuminado, de

base redondeada o cuneiforme y margen undulado, serrulado, crenulado o entero. La

inflorescencias son  unifloras o en racimos cortos paucifloros. Las flores son

pentámeras, fragantes, hermafroditas y de pétalos oblongo-lineares. El fruto es

subgloboso o ligeramente deprimido con cáscara gruesa amarilla o anaranjada. La

pulpa posee vesículas anaranjadas y el jugo varía desde el agrio, el amargo o el dulce.

Las semillas son pocas o numerosas, blancas y poliembrionales (Beurton, 2008).

Limón criollo (Citrusx aurantiifolia Christm. Swingle var. mexicana) y lima persa
(Citrus x latifolia Tan.) son híbridos cultígenos, presentes en muchas regiones

tropicales del mundo. Se presentan en forma de árbol o arbusto de 3-5 cm de alto,

muy ramoso, usualmente con numerosas espinas cortas y rígidas. Las hojas son

glabras con el peciolo articulado apicalmente, estrechamente alado, con ala

espatulada. El folíolo es oval u oblongo aovado, de base redondeada o margen

crenulados. Las inflorescencias son unifloras o en racimo corto paucifloro. Las flores

son muy fragantes. El fruto es de globoso a elipsoideo con una cáscara muy fina,

densamente glanduloso-punteado. La pulpa contiene vesículas pequeñas y el jugo es

muy agrio. Las semillas son rollizas, ovoides, lisas y poliembrionales (Beurton, 2008).



2.2.2 Compuestos bioactivos del género Citrus
El género Citrus constituye una importante fuente de compuestos biactivos, lo cual

convierte sus especies en portadoras de valiosas propiedades que resultan

beneficiosas para plantas y animales. Entre estos compuestos se encuentran

fundamentalmente los fenoles y sus derivados, los cuales presentan una estructura

anillada que les permite desencadenar un conjunto de reacciones metabólicas que

interfieren con enfermedades de difícil resolución. Muchos autores reportan la

presencia de antioxidantes en jugo y partes comestibles de naranjas de origen y

variedades diferentes (Anagnostopoulou et al., 2006).

Se ha comprobado que especies del género Citrus poseen clases particulares de

flavonoides que las convierten en portadoras de importantes propiedades

farmacológicas. Un ejemplo de ello lo constituye Citrus x limon L. cuya principal

flavona, Hesperidina, influye positivamente sobre la permeabilidad vascular,

incrementa la resistencia capilar, actúa como analgésico y posee propiedades

antinflamatorias (Yaqin et al., 2006). Este metabolito, además elimina radicales libres

del oxigeno involucrados en el cáncer, por ello es considerado es un efectivo

antioxidante. Otra flavona abundante es Eriocitrina, componente de numerosos

complejos multivitamínicos, debido a su elevado contenido de residuos glicosilados y

correspondiente actividad antioxidante. Su acción fundamental esta encaminada a

mantener la integridad capilar y la circulación periférica (Del Río et al., 2004).

Otro flavonoide importante en Citrus x limon L. es diosmin que posee una alta

importancia farmacológica, por lo cual es usado como componente activo de muchas

drogas, que se emplean en tratamientos de enfermedades circulatorias como

insuficiencias venosas y artritis reumatoidea. Además, posee propiedades

antihemorroides, antiperoxidación lipídica y antioxidante. También flavonoles como

kampferol y quercetina, se encuentra en la cáscara del limón, los cuales poseen gran

actividad antioxidante (González et al., 2010).

Citrus tangerina presenta funciones antimutagénicas, antioxidantes, antinflamatorias,

antitumorales, anticancerígenos y contra la arterosclerosis a consecuencia de que

presentan flavonoides como naringenina, hesperidina, didimina, tangeretina y

nobiletina que constituyen componentes bioactivos de su pericarpio (Yaqin et al.,

2006).

En Citrus x aurantiunm L. se destaca la presencia de hesperidina, naringerina y

neoesperidium los cuales están asociados a la reparación del DNA (Peterson et al.,

2006a).



Los cítricos son la fuente principal de elementos nutritivos importantes como la

vitamina C y otros componentes bioactivos (Peterson et al., 2006a y b) tales como

carotenoides y flavonoides, que se pueden encontrar en altas concentraciones incluso

en tejidos de la cáscara; por ello el consumo de sus frutos constituye una importante

fuente natural de antioxidantes (Anagnostopoulou et al., 2006; Yu, 2004). En diferentes

sistemas de plantas los flavonoides presentan un mecanismo para la detoxificación de

las células por aluminio y una acumulación particular de flavonoides con hidroxilación

en posición orto del anillo B, está correlacionada con la tolerancia a la radiación

ultravioleta (Djoukeng et al., 2008).

Existen otros metabolitos secundarios presentes en el género Citrus, que actúan

también como compuestos bioactivos e intervienen beneficiosamente en organismos

animales y vegetales. Dentro de estos se hallan las coumarinas, que presentan

actividad antiinflamatoria, antitrombótica, anticoagulante y vasodilatadora (Murphy,

1999)

La mayoría de los autores que han realizado estudios importantes sobre la actividad

biológica de los compuestos presentes en los cítricos se han referido al fruto en sí;

dígase cáscara, jugo o sumo, etc. Sin embargo poco se ha indagado respecto a otros

órganos aéreos de la planta como hojas y ramas. (Djoukeng et al., 2008), han obtenido

resultados alentadores en cuanto a la actividad de flavonoides en hojas y ramas, lo

que indica una línea de estudio en cítricos con resultados prometedores.

2.3 Flavonoides

2.3.1. Características generales de los flavonoides

Los flavonoides constituyen metabolitos secundarios de las plantas. Fueron

descubiertos por el premio Nóbel en Bioquímica Dr. Albert Szent-Gyorgi, quien

inicialmente los denominó  "vitamina P”. Años más tarde este término fue sustituido por

el de flavonoide, proveniente del latín flavus que significa amarillo, debido al color que

poseían los primeros compuestos aislados. Sin embargo también existen pigmentos

incoloros, rojos, violetas y azules, los cuales le confieren las coloraciones amarilla,

naranja, roja, violeta y azul, a muchas flores, hojas y frutos, (Martínez, 2005). Los

flavonoides son sintetizados a partir de una molécula de fenilalanina y  3  de malonil-

CoA, a través de la conocida como vía biosintética de los flavonoides, cuyo producto,

la estructura base, se cicla por la acción de una enzima isomerasa. La síntesis se

realiza en el citoplasma y luego los flavonoides se dirigen hacia su destino final en las

vacuolas celulares. (Escamilla et al., 2009)
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La mayoría de los flavonoides poseen nombres triviales con terminación -ina u -ol y

son componentes importantes en la dieta humana, su consumo promedio en los

países europeos se estima en 23 mg/día (Martínez, 2005)

Los flavonoides son sustancias sólidas, cristalinas, solubles en agua y etanol. Su

solubilidad en agua depende del grado de asociación (libre, glicósido ó sulfato) y su

solubilidad en solventes orgánicos más o menos oxigenados, depende de su polaridad

(Lock et al., 2006). De forma general las propiedades físicas dependen de la clase de

flavonoide y de su forma de asociación (Martínez, 2005). También es significativa su

intensa absorción en la región ultravioleta y visible del espectro, debido a la presencia

de sistemas aromáticos conjugados, con un máximo de absorción de luz a los 280nm

(Martínez, 2005). Por otro lado, son sustancias fácilmente oxidables y por tanto tienen

efecto antioxidante (López, 2002).

2.3.1.1. Estructura y clasificación de los flavonoides

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto

común de difenilpiranos (Puebla et al., 2004), compuesto por dos anillos de fenilos (A y

B) ligados a través de un anillo C de pirano (heterocíclico). Los átomos de carbono en

los anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2' al 6' (Martínez,

2005; Escamilla et al., 2009). (Figura 1)

Figura 1. Esqueleto común de los flavonoides con sus tres anillos A, B, C.

La estructura base de los flavonoides puede sufrir posteriormente muchas

modificaciones y adiciones de grupos funcionales, por lo que son considerados una

familia muy diversa de compuestos, aunque todos los productos finales se

caracterizan por ser poli fenólicos. (Escamilla et al., 2009). Muchas veces la biosíntesis

continúa y los productos finales, también flavonoides, quedan glucosilados portando

moléculas de azúcares preferentemente a la posición C3 y con menor frecuencia al C7

del anillo A, de forma que estos compuestos se encuentran comúnmente como O-

http://es.wikipedia.org/wiki/Polifenol


glicósidos, siendo D-glucosa el residuo de azúcar más frecuente. Otros residuos de

azúcares pueden ser D-galactosa, L-ramnosa, lL-arabinosa, D-xilosa, así como el

ácido D-glucurónico. La parte sin azúcares de la molécula flavonoide se llama

aglicona. (Martínez, 2005)

Pueden encontrarse flavonoides parcialmente polimerizados dando lugar a dímeros,

trímeros, o complejos multienlazados, como los taninos condensados (Martínez,

2005). Los flavonoides contienen en su estructura química un número variable de

grupos hidroxilo fenólicos y excelentes propiedades de quelación del hierro y otros

metales de transición, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante.

De acuerdo con la nomenclatura de la Unión Internacional de Química Pura y Aplicada

(IUPAC) pueden clasificarse, según su esqueleto y vía metabólica en Flavonoides,

Isoflavonoides y Neoflavonoides.

Los flavonoides a su vez pueden clasificarse en varias clases de acuerdo con el grado

de oxidación y de sustitución del anillo pirano central (C). De esta forma aparecen las

antocianidinas, pigmentos que confieren las coloraciones rojas, azules y violetas, a

numerosas flores, frutos, hojas y semillas (Pérez, 2003). La tabla I muestra otros

grupos importantes son los flavanos, flavonas, flavonoles, chalconas, auronas,

flavanonoles e isoflavonas.

Tabla  I. Clasificación de Flavonoides (Puebla et al., 2004; Martínez, 2005; Salamanca y

Correa, 2007)

Nombre Descripción Ejemplo Estructura
Antocianidinas Tienen un grupo hidroxilo en posición 3,

pero además poseen un doble enlace en
los carbonos 3 y 4 del anillo C.

Antocianidina

Flavanos Tiene un grupo hidroxilo en posición 3 del
anillo C.

Catequina

Flavonas Posee un grupo carbonilo en posición 4
del anillo C y carecen de grupo hidroxilo
en la posición C3, las flavonononas no
poseen doble enlace en la pocision C2-
C3.

Diosmetina

Flavonoles Posee un grupo carbonilo en posición 4 y
un grupo hidroxilo en posición 3 del anillo
C.

Quercetina

Chalconas Es la estructura mas simple de los
flavonoides C6-C3-C6

Luteolina

http://es.wikipedia.org/wiki/Pol%C3%ADmero
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Auronas Los anillos bencénicos están unidos por
un anillo de 5 átomos de carbono

Flavanonoles o
dihidroflavonole
s

Posee un grupo carbonilo en posición 4,
un grupo hidroxilo en posición 3 del anillo
C y no presenta doble enlace entre C2 y
C3.

Morina

Isoflavonas o
isoflavononas

Isoflavonoide que posee un grupo
carbonilo en posición 4 del anillo C y
carecen de grupo hidroxilo en posición 3

Genisteína

2.3.2. Las plantas como principales fuentes de flavonoides

Los flavonoides están ampliamente distribuidos entre los vegetales superiores, siendo

las rutáceas, poligonáceas y umbelíferas las principales familias que los contienen.

Abundan, sobre todo, en las partes aéreas jóvenes de las plantas y más expuestas al

sol, como hojas, frutos y flores, ya que la luz solar favorece su síntesis (López, 2002),

solo algunos pocos se han encontrado en hongos y algas, siendo los O-glicósidos los

que con más frecuencia se presentan. Las antocianinas por su parte se encuentran

como sales, principalmente en flores, frutos y tejidos con coloraciones que van desde

el rojo hasta el violeta y el azul. Muy pocas veces se encuentran varias clases de

flavonoides en un mismo tejido vegetal, sin embargo de las raíces de Lonchocarpus

subglauscescens (leguminosa) se aislaron varias flavonas, flavonoles, isoflavonas,

rotenoides, chalconas y flavanoles. (Martínez, 2005).

Estudios realizados reportan como principales fuentes de flavonoides a las uvas y

vinos, la cerveza y el cacao en polvo (Salamanca y Correa, 2007), el té verde y negro

(Vit et al., 2008), la miel (García, 2008), la manzana, el plátano, los cítricos como la

naranja, el limón, la toronja, la lima (Gonzáles et al., 2010) los tomates, lechugas,

cebollas, zanahorias, remolachas, berros y brócolis, pasiflora, manzanilla, tilo,

orégano, soja, trigo, Eucalipto, Ginkgo y el roble.

Las flavonas son amarillas y pueden estar en algunas flores, como en la prímula,

dándoles un color amarillo a sus pétalos, o en frutos, como en la piel de las uvas, son

las responsables del color amarillento de los vinos blancos. Hay tres flavonas

importantes: la tricetina, presente en el polen de algunas mirtáceas, y también en las

podocarpáceas (Podocarpus spp.); la apigenina, presente en muchas plantas como la

camomila, (Matricaria recutita) o el espino blanco (Crataegus laevigata); y la luteolina,

de color amarillo, que incluso sirve para teñir lana y otros tejidos, para lo cual se ha

empleado la Retama de los tintoreros (Genista tinctoria) (Martínez, 2005)
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Los flavonoles más importantes son: la quercetina que es el flavonol amarillo del polen

de muchas fagáceas (Quercus sp.); la miricetina, presente en la uva; y el kaempferol

que está presente en las inflorescencias. La fisetina es un flavonol que se extrae de

las plantas del género Amphipterygium (Martínez, 2005)

Entre los flavandioles característicos encontramos la leucocianidina, presente en

algunas plantas, como en el plátano, o en el muérdago criollo (Ligaria cuneifolia); la

leucopelargonidina, presente en la alfalfa de secano (Medicago truncatula);  y  la

leucodelfinidina, que es activa en el castaño de indias (Aesculus hippocastanum).

Las antocianinas, son los pigmentos hidrosolubles presentes en el líquido vacuolar de

las células responsables de la mayoría de las coloraciones rojas, azules y violetas de

las flores y hojas.

Los taninos condensados son macromoléculas constituidas por unidades de

flavonoides llamadas Antocianidinas. Los taninos están ampliamente distribuidos en

las plantas como el té, donde contribuyen al sabor astringente.

Las flavanonas se encuentran en altas concentraciones en los cítricos. Las más

importantes son naringenina, presente en el zumo de naranja, limón o pomelo,

dándole un sabor amargo; liquiritigenina, presente en el regaliz; y eriodictiol, se

presenta en el guisante actuando como quimioatrayente para interactuar con agro

bacterias.

Los dihidroflavonoles son los precursores directos de flavandioles y flavonoles, pero

también tienen cierta actividad como tales en algunas plantas. Entre los mas

importantes se encuentran la dihidromiricetina, presente en las partes aéreas de los

brezos (Erica spp.), dihidroquercetina, en las uvas blancas o en la zarzaparrilla (Smilax

aristolochiaefolia); y dihidrokaempferol (Martínez, 2005).

2.3.3 Actividad biológica de los flavonoides

Está comprobado que los flavonoides son importantes para el desarrollo y buen

funcionamiento de las plantas al protegerlas contra agentes agresores externos, como

la radiación UV, microorganismos, animales herbívoros y del medio ambiente. Pueden

actuar como señalizadores químicos, indicando a los insectos que planta es apropiada

para su alimentación, oviposición o simplemente guiándolos y facilitando así la

polinización (Martínez, 2005). También juegan un papel ecológico relevante por lo que

el hombre ha aprovechado su potencial en la búsqueda de nuevos insecticidas (García

et al., 2004).

Estudios recientes indican que los flavonoides actúan como moduladores celulares por

interacción con enzimas, receptores, y  factores de transcripción en cascadas de

señalización intracelulares (Herderson et al., 2000). El papel de los flavonoides como
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antioxidantes y moduladores de la señalización celular pudiera explicar su potencial

como inhibidores de agentes anticancerígenos y neurodegenerativos. Varios estudios

in vitro sugieren que los flavonoides actúan como basureros de radicales libres,

modulan actividad enzimática, inhiben la proliferación celular, y posee actividad

antibiótica, antialérgicas, antidiarreicas, antillagas, y antiinflamatorias (Yu, 2004).

Las propiedades antimicrobianas del propóleos pueden ser atribuidas, principalmente,

a los flavonoides. El uso de los flavonoides contra infecciones bacterianas o fúngicas

tiene como objetivos matar las células de los microorganismos o dificultar los efectos

de difusión de las toxinas bacterianas, además son componentes activos que ejerce

gran variedad de cambios biológicos en diversos sistemas, como las respuestas

inmunomoduladoras, antiinflamatórias, y antimitogénicas (Manrique y Santana, 2008).

Los flavonoides pueden unirse a los polímeros biológicos, tales como enzimas,

transportadores de hormonas, y ADN; quelar iones metálicos transitorios, tales como

Fe2+, Cu2+, Zn2+, catalizar el transporte de electrones, y depurar radicales libres

(Manrique y Santana, 2008). Sus efectos citoprotectores son, por ejemplo, bien

potentes en fibroblastos de la piel humana, queratinocitos, células endoteliales y

ganglios sensoriales (Martínez-Flóres et al., 2002). Diversos flavonoides han mostrado

su eficiencia para eliminar los procesos de peroxidación lipídica del ácido linoleico o de

los fosfolípidos de las membranas, la peroxidación de los glóbulos rojos o la

autooxidación de los homogeneizados de cerebro (Martínez-Flóres et al., 2002).

Asimismo, se ha comprobado su potente capacidad de  inhibir in vitro la oxidación de

las lipoproteínas de baja densidad (LDL) por los macrófagos y reducir la citotoxicidad

de las LDL oxidadas (Hirano et al., 2001; Terao et al., 2001). De hecho, las

poblaciones que consumen productos ricos en flavonoides estadísticamente presentan

menores riesgos de afecciones cardiovasculares (Geleijnse et al., 2002).

En ensayos clínicos, se ha comprobado que la administración profiláctica de

flavonoides disminuye la producción de radicales libres en la reperfusión después del

bypass en cirugía de reemplazo vascular (Martínez-Flóres et al., 2002). En estudios

epidemiológicos se ha demostrado que con el consumo incrementado de frutas y

vegetales se experimenta una reducción del 50% en el riesgo de cánceres digestivos y

de las vías respiratorias (Hollman y Katan, 1998). Así, la genisteína bloquea el

desarrollo de tumores al prevenir la formación de nuevos vasos impidiendo con ello la

llegada del oxígeno y nutrientes a las células neotumorales (Martínez-Flóres et al.,

2002).

También los flavonoides modulan la reacción de los estrógenos ligándose a sus

receptores con lo que disminuye el riesgo de cáncer de mama. De hecho, se ha

puesto de manifiesto que diversos flavonoides pueden inhibir monooxigenasas



dependientes del Citocromo P-450, lo que indicaría un papel potencial en la regulación

de la activación de carcinógenos (Herderson et al., 2000)  y que chalconas y

flavononas en concreto son inductoras de las quinonas reductasas y podrían tener un

papel preventivo en la progresión de los hematomas (Miranda et al., 2000).

2.3.3.1 Actividad antioxidante y prooxidante de los flavonoides

Los antioxidantes se clasifican en dos principales categorías: primarios y secundarios.

Los antioxidantes primarios son aquéllos que reaccionan con especies reactivas de

oxígeno (ERO). Los antioxidantes secundarios actúan debido a numerosos

mecanismos, reduciendo la velocidad de oxidación de lípidos por varias acciones, pero

sin estabilizar a las ERO. También pueden desactivar metales pesados prooxidantes o

ceder hidrógeno a los antioxidantes primarios provocando su regeneración (Harborne,

1994; Akoh y Min, 2002).

La capacidad de los polifenoles vegetales para actuar como antioxidantes en los

sistemas biológicos fue reconocida en los años treinta; sin embargo, el mecanismo

antioxidante fue ignorado, en gran medida, hasta hace poco tiempo. El creciente

interés en los flavonoides se debe a la apreciación de su amplia actividad

farmacológica. (Pérez, 2003; Monroy et al., 2007; Vit et al., 2008).

Los flavonoides secuestran oxígeno reactivo, especialmente en forma de aniones

superóxidos, radicales hidroxilos, hidroperóxidos y peróxidos lipídicos, bloqueando la

acción deletérea de estas sustancias sobre las células. Sus propiedades anti-radicales

libres se dirigen fundamentalmente hacia el radical hidroxilo y superóxido, especies

altamente reactivas implicadas en el inicio de la cadena de peroxidación lipídica y se

ha descrito su capacidad de modificar la síntesis de eicosanoides y de proteger a las

lipoproteínas de baja densidad de la oxidación (Pérez, 2003; Romero et al., 2003).

Además los flavonoides contienen en su estructura química un número variable de

grupos hidroxilo fenólicos y excelentes propiedades de quelación del hierro y otros

metales de transición, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante (Martínez-

Flóres et al., 2002). La actividad antioxidante de los flavonoides ha sido determinada

en queratinocitos, fibroblastos dérmicos, ganglios sensoriales, endotelio, tejido

nervioso y en lipoproteínas de baja densidad. (Pérez, 2003; Vit et al., 2006)

Entre las características estructurales que le confieren la capacidad antioxidante a los

flavonoides, se encuentran

— Presencia del grupo O-dihidroxi en el anillo B; que confiere una mayor estabilidad a

la forma radical y participa en la deslocalización de los electrones.

— Doble enlace, en conjunción con la función 4- oxo del anillo C.



— Grupos 3' y 5'OH con función 4-oxo en los anillos A y C necesarios para ejercer el

máximo potencial antioxidante. (Pérez, 2003)

Siguiendo estos criterios, el flavonoide quercetina es el que mejor reúne los requisitos

para ejercer una efectiva función antioxidante (Fig. 4), su capacidad antioxidante

resulta 5 veces mayor al demostrado por las vitaminas E y C (Martínez-Flóres et al.,

2002). La función antioxidante de la quercetina muestra efectos sinérgicos con el ácido

ascórbico (vitamina C), el cual reduce la oxidación de la quercetina, de manera tal que

combinado con ella permite al flavonoide mantener sus funciones antioxidantes

durante más tiempo. Por otra parte, la quercetina protege de la oxidación a la vitamina

E, con lo cual también presenta efectos sinergizantes (Escamilla et al., 2009). Así, se

ha demostrado que el flavonoide inhibe la fotooxidación de la vitamina E en la

membrana de las células sanguíneas en presencia de hematoporfirina como

fotosensibilizador (Rice-Evans y Packer, 2003).

Figura 2. Estructura química de la Quercetina y los principales grupos encargados de su

acción antioxidante.

No obstante, los flavonoides no constituyen un grupo homogéneo de compuestos y las

mismas propiedades que caracterizan su actividad antioxidante, determinan que

puedan presentar efectos prooxidantes. Los mecanismos moleculares que determinan

la actividad de los flavonoides en ese sentido, se basan en la formación de un radical

aroxilo lábil o de un complejo flavonoide hierro redox lábil. En el primer caso, la

autooxidación del radical aroxilo genera un anión superóxido (02- ) que, siguiendo la

secuencia conocida, genera el dañino radical hidroxilo (HO.). Estos mecanismos

pueden constituir la base de las acciones mutagénicas y citotóxicas descritas para

algunos flavonoides (Martínez-Flóres et al., 2002). Debe destacarse que las

propiedades prooxidantes y mutagénicas de los flavonoides se hallan unidas a la

acción de eliminar radicales libres que tienen estos compuestos. Sin embargo, lo que

determina el carácter antioxidante o prooxidante de esta reacción inicial es la

estabilidad/labilidad redox del compuesto radical formado a partir del flavonoide

original. La autooxidación del radical aroxilo o la formación de compuestos ternarios



entre el ADN, el cobre y los flavonoides, son posibles explicaciones de la

mutagenicidad mediada por los flavonoides (Martínez-Flóres et al., 2002); ahora bien,

dichas acciones sólo parecen producirse cuando las dosis de flavonoides utilizadas

son muy altas (Da Silva et al., 2002).

2.3.3.1.1 Técnicas de determinación de actividad antioxidante

Varios son los ensayos in vitro empleados para la evaluación de la actividad de

compuestos bioactivos como los fenoles y flavonoides, basándose fundamentalmente

en las diferentes propiedades que estos poseen para realizar su acción antioxidante.

La capacidad de atrapar radicales libres, la determinación del poder reductor, el

ensayo de peroxidación lipídica, la evaluación de la actividad antioxidante total y la

capacidad de quelar metales; son las principales. Se pueden encontrar diversas

variantes de estas técnicas, en dependencia de los reactivos y patrones empleados,

siempre de acuerdo con el objetivo que se persiga. El compuesto utilizado

generalmente como patrón es la quercetina, ya que es un flavonoide que reúne una

serie de propiedades químicas que la hacen un compuesto de referencia muy eficaz

(Mariani et al., 2008).

Capacidad de atrapara radicales libres

Para determinar la capacidad de atrapara radicales libres se desarrollan métodos no

enzimáticos que proporciona información básica de la habilidad para eliminar radicales

libres de compuestos o mezclas individuales. El radical 1, 1-difenil, 2-picril hidrazil

(DPPH) se emplea para determinar la capacidad de atrapar radicales libres de varios

compuestos naturales como los compuestos fenólicos, antocianinas o extractos crudos

de plantas. El radical DPPH es atrapado por el antioxidante dado mediante la donación

de un grupo hidrógeno, formándose el DPPH-H reducido. Ocurre entones un cambio

de coloración de púrpura a amarillo que indica la reducción química de la especie. La

disminución de la absorbancia puede ser medida a 517 nm y da una medida de la

capacidad antioxidante del compuesto en cuestión (Chang et al., 2007).

Una técnica mejorada para determinar la capacidad de atrapar radicales libres es la

generación del catión radical de 2,29-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline- 6-sulfonic acid)

(ABTS), que supone la producción directa de un catión ABTS cromóforo de color

azule/ verde como resultado de la reacción que ocurre entre el persulfato de potasio y

el cation radical ABTS. Con absorción a longitudes de onda de 645 nm, 734 nm y 815

nm, así como el máximo más comúnmente usado a 415 nm. La adición de un

antioxidante dado al catión radical ABTS pre-formado lo reduce a una extensión y

escala de tiempo en dependencia de su actividad antioxidante. Así el porciento de la



inhibición del catión radical ABTS es determinado en función de la concentración del

antioxidante y la duración de la reacción, empleando como patrón un antioxidante

dado como por ejemplo el trolox, el ácido ascórbico o la quercetina. Este método es

aplicable al estudio de compuestos puros y extractos naturales; tanto solubles en agua

como en lípidos. (Re et al., 2009)

Determinación del poder reductor

El poder reductor de un compuesto constituye un indicador significativo de su potencial

actividad antioxidante (Yildirim et al., 2000). La existencia de reductones es la llave del

poder reductor, que supone la actividad antioxidante por la acción de romper la cadena

de radical libre donando un átomo de hidrógeno (Xing et al., 2005). En este ensayo se

produce la reducción del hierro del complejo Fe3+ - ferricianuro a la forma Fe2+

(GϋlÇin, 2006), formando un complejo azul prusia que permite determinar el poder

reductor de la muestra mediante la lectura espectrofotométrica a 700 nm (Cheng et al.,

2002).

Ensayos de Peroxidación lipídica

El ensayo para determinar la capacidad antioxidante de un compuesto mediante la

peroxidación lipídica, la lipoproteína de baja densidad (LDL), se obtiene mediante la

oxidación de ácidos grasos ricos en enlaces no saturados, que pueden reaccionar con

dos moléculas de ácido de tiobarbitúrico para dar lugar a un complejo coloreado rojo-

rosado, el incremento de los valores de la absorbancia a 532 nm expresados en

porcentaje de inhibición da una medida de la capacidad antioxidante del compuesto en

estudio (Senevirathne et al., 2006 )

Determinación de la actividad antioxidante total

En la determinación de la actividad antioxidante de un compuesto natural ha sido

empleado en múltiples ocasiones el método del fosfo-molibdato. Este es un método

espectrofoptomérico que se ha desarrollado para la determinación cuantitativa de

capacidad antioxidante total de un compuesto. Es un ensayo basado en la reducción

de Mo (VI) a Mo (V) con la consiguiente formación de un complejo fosfato/ Mo (V) de

color verde y un pH ácido. Con un máximo de absorción a los 695nm y empleando

como patrones a la vitamina E o al ácido ascórbico (vitamina C) (Prieto et al., 1999).

En él, un incremento en los valores de la absorbancia indica que la muestra posee una

significativa capacidad antioxidante (Pan et al., 2008).

Capacidad de quelación de metales



En el ensayo para determinar la capacidad antioxidante de un compuesto basándose

en la propiedad de quelación de metales, la Ferrozina al unirse al hierro (Fe2+) produce

un complejo de color violeta. En presencia de un agente quelante (compuesto

antioxidante), la formación de este complejo se ve interrumpida y como consecuencia

de ello el color violeta del complejo disminuye hasta tomar un tono rojizo. En este

ensayo se suele emplear como compuesto de referencia el etilen diamin tetra ácido

acético (EDTA). Con un máximo de 652 nm donde una incremento de la absorbancia

indica la significancia de la capacidad antioxidante del compuesto en cuestión (Hazra

et al., 2008)

2.4 Toxicidad de extractos vegetales

La evaluación de la acción tóxica de los extractos de plantas es indispensable a fin de

considerarlo como un tratamiento seguro; ello incluye la evaluación de la toxicidad

intrínseca de la planta y de los efectos agudos de dosis excesivas. En la actualidad

existe una tendencia encaminada a sustituir el uso de los animales de laboratorio en

pruebas toxicológicas, debido a los altos costos y el sufrimiento causado a los

animales en estas pruebas (Lagarto et al., 2001).

Una de las tecnología de vital importancia para el descubrimiento y desarrollo de

nuevos productos de origen natural son los ensayos biológicos o bioensayos. En la

última década, se han incorporado algunos ensayos de gran utilidad y eficacia que

requieren pequeñas cantidades de muestras, resultan baratos, fáciles de utilizar, y

permiten evaluar de una forma rápida la bioactividad de extractos crudos y de

fracciones, conduciendo con seguridad a los principios activos y descartando todo lo

que no sea de interés (Carballo et al., 2002; Torokne et al., 2007).

Uno de los bioensayos más utilizados es el ensayo de Artemia salina. Este es un

ensayo general, de amplio uso para determinar el efecto letal de los materiales en

nauplios de Artemia, ya que es muy sensitivo a una variedad de substancias y puede

considerarse un bioensayo útil, rápido y simple para predecir la toxicidad de extractos

de plantas (Lagarto et al., 2001); de esta manera se predice su habilidad para producir

la muerte de células cancerígenas en cultivo de tejidos, matar insectos y/o ejercer un

amplio rango de efectos farmacológicos (Pino et al., 2008).  El mosquito doméstico

Culex quinquefasciatus es otro insecto empleado en modelos de toxicidad de extractos

naturales (García et al.,, 2004).

En el Ensayo de toxicidad general de Artemia salina los extractos crudos, fracciones o

compuestos puros de origen natural son evaluados a concentraciones iniciales de 10,

100 y 1000 μg/mL-1 en viales que contienen 5 mL de solución salina y 10 nauplios,

cada uno es considerado una réplica (tres por concentración). Después de 24 horas,



se cuenta el número de nauplios muertos. La muerte de los nauplios se establece por

la falta total de movimientos durante 10 segundos de observación bajo el estéreo

microscopio (Pino et al., 2008). Los valores de LD50 e intervalos de confianza 95%, se

calculan usando el método análisis estadístico Probit, programa Polo (LeOra Software,

Berkeley, California) (Finney, 1985). La LD50 se define como la concentración de un

material tóxico letal al 50% de los organismos de la prueba (Pino et al., 2008).

Este método, ha sido usado en investigaciones en plantas medicinales llevadas a cabo

en diferentes países para evaluar la toxicidad, la acción gastroprotectora, y otras

acciones biológicas, que en algunos casos estuvieron relacionados con estudios

farmacológicos llevados a cabo para diferentes componentes químicos (Lagarto et al.,

2001). Además este ensayo es considerado una herramienta útil para evaluación

preliminar de toxicidad de toxinas fúngicas, metales pesados, insecticidas y en

comprobación citotóxica de materiales dentales (Pelka et al., 2000).



3 3 Materiales y métodos

3.1 Colecta del material vegetal

Se colectó, en el Centro de Estudio Jardín Botánico de la Universidad Central “Marta

Abreu” de Las Villas, material foliar de cinco especies de cítricos: naranjo dulce (Citrus

x aurantium var. sinensis L. Osbeck), naranjo agrio (Citrus x aurantium L.), limón criollo

(Citrusx aurantiifolia Christm. Swingle var. mexicana), lima persa (Citrus x latifolia Tan.)

y mandarina (Citrus reticulata Blanco.). Las especies colectadas se identificaron

taxonómicamente y una muestra de cada especie se depositó en el herbario de dicha

institución (O. Méndez No. 9882, 9878, 9884, 9885, 9883 (ULV)). El material vegetal

se lavó con abundante agua, se secó en una estufa a 60 °C durante 24 h y se

pulverizó en molino de 5 pulgada.

3.2 Obtención de los extractos hidroalcohólicos

Se prepararon dos clases de extractos a partir de las muestras colectadas:

metanólicos y etanólicos. A 1 g del material vegetal pulverizado se adicionó 20 mL de

etanol o metanol al 70%. Posteriormente, las soluciones se sometieron a ultrasonido

(Ultrasonic Cell Crusher, Scientz-llD, China), durante 20 min a una temperatura de

muestra de 60 °C. Finalmente, los extractos se filtraron al vacío (Water Circulating

Multi Propose Vacuum Pump SHB-III, Liuyi, China).

3.3 Caracterización de los extractos crudos
3.3.1 Caracterización fitoquímica

El análisis fitoquímico de los extractos se realizó acorde con el método descrito por

(Schabra et al. (1984). Se analizó la presencia de saponinas, fenoles, taninos,

aminoácidos, aminas, coumarinas, quinonas, alcaloides, triterpenos, esteroides y

flavonoides. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

3.3.1 Cromatografía en placa delgada (TLC)

Se realizó un análisis cromatográfico de los extractos obtenidos, para el cual se

empleó como fase estacionaria placas del sílica gel 60 F254, (Merck, Alemania) y tres

sistemas de fase móvil diferentes: etanol -agua (3:2), n -butanol -ácido acético -agua

(4:1:5) y metanol -ácido acético -agua (19:1:1). Los cromatogramas se evaluaron a

254 y 365 nm para la identificación de las diferentes clases de flavonoides (Wagner et

al., 1996).



3.4 Cuantificación de compuestos fenólicos

3.4.1 Cuantificación de fenoles totales

La determinación de fenoles totales se realizó según el método descrito por Tuberoso

et al. (2009), con algunas modificaciones. A 1 mL de cada extracto vegetal se adicionó

80 μL de Folin-Cioalteau 1N, se dejó reposar durante 5 min y se adicionaron 800 μL de

Na2CO3 al 7%, se completó hasta 2 mL con agua destilada, se mezcló empleando

vortex y se incubó durante 90 min a una temperatura de 23 °C. Finalmente, se realizó

la lectura a 750 nm en un espectrofotómetro UV-VIS (Rayleigh 1601, China). El

contenido de fenoles totales de cada extracto se expresó en mg de ácido gálico/ mL de

extracto, mediante extrapolación en una curva de calibración empleando como patrón

ácido gálico a diferentes concentraciones. Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado.

3.4.2 Cuantificación de flavonoides totales

La cuantificación del contenido de flavonoides totales se realizó empleando el método

NaNO2 – ALCL3, descrito por Liu y Zhu (2007), con algunas modificaciones. A 1 mL de

cada extracto vegetal se le adicionaron 60 μL de una solución de NaNO2 al  5%,  se

mezcló con vortex durante 5 min, seguidamente se añadieron 60 μL de ALCL3 al 5%,

se mezcló mediante vortex y se dejó reposar durante 6 min. Posteriormente, se

adicionaron 400 μL de NaOH 1 M, se dejó en reposo durante 10 min y se realizó la

lectura espectrofotométrica a 415 nm antes de 30 min. El contenido de flavonoides

total de cada extracto se expresó en mg de quercetina/ mL de extracto, por

extrapolación en una curva de calibración realizada empleando como patrón

quercetina a diferentes concentraciones. Las determinaciones se realizaron por

triplicado.

3.5 Determinación de la actividad antioxidante in vitro de los extractos vegetales

3.5.1 Determinación de la capacidad de atrapar radicales libres

La capacidad atrapadora de radicales libres de los extractos se determinó mediante el

ensayo con 2,2’ –azinobis -(3 –etilbezotiazoline -6 -ácido sulfónico) (ABTS) a través

del método descrito por Re et al. (1999), usando ácido ascórbico y quercetina como

patrones antioxidantes. El catión de ABTS.+ se obtuvo mediante la oxidación química

con persulfato de potasio; el ABTS fue disuelto en agua destilada hasta una

concentración de 7 mM, posteriormente se mezcló con persulfato de potasio a 2.45

mM. La mezcla ABTS.+ -persulfato de potasio se dejó reposar en oscuridad total a



temperatura del cuarto entre 12 y 16 h. Se tomaron 2 mL de la solución de ABTS.+ y

se ajustó la absorbancia a 0.700 ± 0.020 nm a una longitud de onda de 734 nm.

Posteriormente, se adicionó 10 μL de cada uno de los extractos a diferentes

concentraciones (2, 4, 6 μg/mL) a 1 mL de ABTS, respectivamente. Al transcurrir 1 min

se realizó una segunda lectura espectrofotométrica. El porcentaje de inhibición de la

absorbancia se calculó según la fórmula ((A0 –  A)  /A0) x 100), y según este se

consideró la capacidad atrapadora de radicales libres de cada extracto. Cada

determinación se realizó por triplicado.

3.5.2 Determinación del poder reductor

La determinación del poder reductor de los extractos vegetales y de los patrones

antioxidantes quercetina y ácido ascórbico se realizó según el método descrito por Pan

et al., (2008). Se tomó 1 mL de cada extracto a diferentes concentraciones (12.5, 25,

50, 200 y 400 µg) de flavonoides totales/ mL de solvente) y se adicionó 2.5 mL de

tampón fosfato al 0.2 M pH 6.6. Posteriormente, se adicionó 2.5 mL de ferrcianuro de

potasio (K3Fe (CN)6) al 1%, se calentó hasta una temperatura de 50 °C durante 20

min, luego se añadieron 2.5 mL de ácido tricloroacetico (TCA) al 1%, se centrifugó a

3000 g durante 10 min. A 2.5 mL del sobrenadante se le adicionó 2.5 mL de agua

destilada y 0.5 mL de tricloruro férrico (FeCL3) al 0.1%, finalmente se realizó la lectura

espectrofotométrica a 700 nm. Se consideró el aumento de la absorbancia como

indicador del poder reductor de los extractos. Cada determinación se realizó por

triplicado.

3.5.3 Determinación de la capacidad antioxidante total

La capacidad antioxidante total se determinó por el método descrito por Prieto et al. (1999)

modificado. A 180 μL de extracto, se adicionó 1.82 mL de reactivo A, compuesto por ácido

sulfúrico al 0.6 M, fosfato de sodio a 28 mM y molibdato de amonio a 4 mM. La mezcla se

incubó a 95 °C durante 150 min. Posteriormente, se dejó enfriar a temperatura del cuarto y

se determinó la absorbancia a 695 nm. Las lecturas se repitieron a los 30, 60, 90, 120 y 150

min. Se consideró el aumento de la absorbancia como indicador de actividad antioxidante

total. Cada determinación se realizó por triplicado.

3.6 Evaluación de la toxicidad de los extractos vegetales mediante el ensayo de
letalidad frente a Artemia salina.

Se valoró la actividad tóxica in vitro de los extractos mediante el ensayo de letalidad

frente a Artemia salina. Se evaluaron tres concentraciones diferentes de cada uno de



los extractos hidroalcohólicos: 10, 100 y 1 000 μg/mL. En 2 mL de agua de mar

artificial (23 g de NaCl, 11 g de MgCl2 6 H2O, 4 g Na 2SO 4 , 1.3 g CaCl2 2H2O, 0.7 g

KCl en 1 000 mL de agua destilada) se colocaron entre 10 y 15 nauplios de A. salina y

se adicionaron los extractos a concentraciones diferentes. A las 24 h en contacto, se

realizó un conteo de los nauplios sobrevivientes, este ensayo se realizó por triplicado.

La toxicidad de los extractos se expresó mediante el porcentaje de mortalidad de los

nauplios de A. salina y se interpretó de la siguiente forma: 0-10% no tóxico, 11-50%

moderadamente tóxico, 51-90% altamente tóxico y 100 % extremadamente tóxico

(Borroto et al., 2010). Los porcentajes de mortalidad se graficaron en función de la

concentración utilizada y se obtuvo la línea de tendencia potencial. A partir de la

ecuación de la gráfica se determinó la concentración letal para el 50% de la población

expuesta (CL50).

3.7 Procesamiento estadístico

Los datos fueron analizados con el paquete estadístico PASW Statistics para Windows

versión 18.0, verificándose en todos los casos el cumplimiento de los supuestos de

normalidad por la prueba de Sapiro Wilk. Se emplearon pruebas paramétricas para los

datos que mostraron distribución normal; se realizó un análisis de varianza para un

factor (ANOVA de un factor) para las variables independientes, y las pruebas de

comparaciones múltiples se realizaron empleando las pruebas HSD de Tukey y T de

Dunnett. Se emplearon pruebas no paramétricas a los datos que no seguían una

distribución normal; el análisis de varianza entre variables dependientes se realizó

empleando la Prueba de Friedman. El análisis de varianza para dos variables no

relacionadas se realizó empleando la prueba U de Mann Whitney y para varias

muestras independientes la prueba de Kruskal Wallis. Los análisis de correlación entre

variables se realizaron mediante el cálculo del coeficiente de correlación de Pearson.

En todos los casos las diferencias se consideraron significativas para un valor de p <

0.05.



4. Resultados

4.1 Caracterización fitoquímica de los extractos

En todos los extractos de cítricos, se encontraron abundante presencia de quinonas y

aminoácidos, taninos, fenoles, flavonoides y dihidroflavonoles, siendo los aminoácidos y

aminas los de mayor presencia (Tabla II). Se encontró mayor presencia de fenoles y taninos

en los extractos etanólicos que en los metanólico, sin embargo los extractos metanólicos de

naranjo agrio, naranjo dulce y lima persa fueron los que mostraron mayor presencia de

flavonoides. Solamente la mandarina mostró presencia de esteroides y triterpenos tanto en

el extracto etanólico como metanólico. Las coumarinas no se presentaron en ningún extracto

de tipo etanólico y en los metanólicos se encontró en todos excepto en el de lima persa. De

forma general en los extractos etanólicos se encontró mayor presencia relativa de los

compuestos químicos que en los extractos metanólicos.

Tabla II. Análisis fitoquímico de los extractos hidroalcohólicos de hojas de cinco especies de cítricos:
Naranjo agrio (NA); Naranjo dulce (ND); Limón criollo criollo (LMN); Mandarina (MAN); Lima persa
(LMA).

Leyenda: (+, ++, +++) Presencia relativa del compuesto químico. (-) No presencia del compuesto químico.

Los extractos de naranjo agrio, lima persa, mandarina en etanol 70%, y la lima persa en

metanol 70%; fueron los de mayor representación de compuestos químicos. Mientras que

los de naranjo agrio, mandarina y el limón criollo en metanol 70%, fueron los de menor

representación de especies químicas.

Etanol 70% Metanol 70%Compuesto
Químico NA ND LMN MAN LMA NA ND LMN MAN LMA

Saponinas +++ +++ ++ +++ +++ - ++ ++ - +++

Taninos y fenoles +++ +++ +++ +++ +++ + + + + +

Aminoácidos y
aminas +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++

Coumarinas
volátiles - - - - - + + + + -

Alcaloides +++ - +++ +++ +++ ++ - - - +++

Esteroides y
triterpenos - - - ++ - - - - ++ -

Quinonas +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++
Flavonoides:
Flavonas,
flavonoles,
flavanonas

+ + + + + +++ +++ + + +++

Dihidroflavonoles +++ +++ - + ++ +++ +++ - +++ +++



4.1.1 Cromatografía en placa delgada

En todos los extractos etanólicos se encontró presencia de flavonol 3-glicosilados, flavonas y

flavonol 3,5-metoxilado; solamente se encontró presencia de flavonoides 3-hidroxilados en el

extracto de limón criollo y solo en el de lima persa no se encontró la presencia de flavonoles

3,5-metoxilados (Tabla III).

En los extractos metanólicos no se encontró presencia de flavonoles 3-glicosilados ni

flavonas; en el extracto de limón criollo sólo se encontró la presencia de flavonoides 3-

hidroxilados y en el extracto de lima persa y mandarina solamente hubo presencia de

flavonoles 3,5-metoxilados.

Los extractos de lima persa y mandarina en metanol 70%, fueron los que menos clases de

flavonoides mostraron, mientras que el extracto de limón criollo en etanol 70% fue el que

presentó la mayor variedad de clases de flavonoides.

El sistema de cromatografía que más clases de flavonoides mostró fue el BAA y el que menos

mostró fue el MAA. En las corridas con EA y MAA, ninguno de los extractos ensayados mostró

presencia de flavonoides 5-hidroxilados.

Tabla III. Clases de flavonoides identificadas en extractos de naranjo agrio en etanol 70% (NA-et);
naranjo dulce en etanol 70% (ND-et); limón criollo en etanol 70% (LMN-et); lima persa en etanol 70%
(LMA-et); mandarina en etanol 70% (MAN-et); naranjo agrio en metanol 70% (NA-met); naranjo dulce
en metanol 70% (ND-met); limón criollo en metanol 70% (LMN-met); lima persa en metanol 70%



(LMA-met); mandarina en metanol 70% (MAN-met) mediante TLC (sílica gel 60 F254; etanol: agua
(EA), metanol: ácido acético: agua (MAA) y n-butanol: ácido acético: agua (BAA)), evaluados a 365
nm.

4.2 Compuestos fenólicos

En todos los extractos ensayados, se obtuvieron concentraciones superiores a los 25 mg/

mL de fenoles totales en base a ácido gálico y a los 4 mg/ mL de flavonoides totales en base

a quercetina como se muestra en la tabla IV.

Tabla IV. Contenido de fenoles y flavonoides totales presentes en los extractos hidroalcohólicos de
hojas de cinco especies de cítricos. naranjo agrio en etanol 70% (NA-et); naranjo agrio en metanol
70% (NA-met); naranjo dulce en etanol 70% (ND-et); naranjo dulce en metanol 70% (ND-met); limón
criollo en etanol 70% (LMN-et); limón criollo en metanol 70% (LMN-met); mandarina en etanol 70%

Sistemas de Fase Móvil

Ex
tr

ac
to

s

BAA MAA EA

NA-E
Flavonoles 3-glicosilados
Flavonas
Flavonoles 3,5-metoxilados
Flavonoides 5-hidroxilado

Flavonoles 3-glicosilados
Flavonas

Flavonoles 3-glicosilados
Flavonas
Flavonoles 3,5-metoxilados

ND-E
Flavonoles 3-glicosilados
Flavonas
Flavonoles 3,5-metoxilados
Flavonoides 5-hidroxilados

Flavonoles 3,5-metoxilados
Flavonoles 3-glicosilados
Flavonas
Flavonoles 3,5-metoxilados

LMN-E Flavonoides 3-hidroxilados
Flavonoides 5-hidroxilados

Flavonoles 3-glicosilados
Flavonas
Flavonoles 3,5-metoxilados

Flavonoles 3-glicosilados
Flavonas
Flavonoles 3,5-metoxilados

LMA-E
Flavonoles 3-glicosilados
Flavonas
Flavonoides 5-hidroxilados

----- Flavonoles 3-glicosilados,
Flavonas

MAN-E
Flavonoles 3-glicosilados
Flavonas
Flavonoles 3,5-metoxilados
Flavonoides 5-hidroxilados

Flavonoles 3,5-metoxilados
Flavonoles 3-glicosilados
Flavonas
Flavonoles 3,5-metoxilados

NA-M Flavonoles 3,5-metoxilados
Flavonoides 5-hidroxilados ----- Flavonoles 3,5-metoxilados

ND-M Flavonoles 3,5-metoxilados
Flavonoides 5-hidroxilados Flavonoles 3,5-metoxilados Flavonoles 3,5-metoxilados

LMN-M Flavonoides 3-hidroxilados  Flavonoides 3-hidroxilados  Flavonoides 3-hidroxilados

LMA-M Flavonoles 3,5-metoxilados ---- ----

MAN-
M Flavonoles 3,5-metoxilados Flavonoles 3,5-metoxilados Flavonoles 3,5-metoxilados



(MAN-et); mandarina en metanol 70% (MAN-met); lima persa en etanol 70% (LMA-et); lima persa en
metanol 70% (LMA-met).

* Datos analizados por las Pruebas Kruskal Wallis/ U de Mann Whitney
** Datos analizados por ANOVA de un factor/ Prueba HSD de Tukey
Las medias con letras diferentes en una colunma difieren estadísticamente para una p < 0.05

En cuanto a la concentración de fenoles totales solo se hallaron diferencias significativas

entre valores extremos (38.47 mg/ mL (MAN-met) y 33.91 mg/ mL (LMN-et) frente a 27.07

mg/ mL (LMA-et) y 25.85 mg/ mL (LMA-met). No se encontraron diferencias significativas en

la concentración de fenoles totales entre los diferentes solventes de extracción en ninguna

de las plantas ensayadas.

En cuanto al contenido de flavonoides totales los extractos que mostraron mayor

concentración fueron el limón criollo en etanol 70% (8.54 mg/ mL) y la mandarina en ambos

solventes, etanol 70% (8.31 mg/ mL) y metanol 70% (6.89 mg/ mL), coincidiendo con los

extractos de mayor concentración de fenoles totales. Solo se encontraron diferencias

significativas en la concentración de flavonoides totales entre los diferentes solventes de

extracción para el limón criollo.

4.3 Actividad antioxidante in vitro de los extractos vegetales

4.3.1 Capacidad de atrapar radicales libres

Como se muestra en la figura 3, todos los extractos mostraron capacidad de atrapar

radicales libres. No se encontraron diferencias significativas entre los porcentajes de

inhibición de la absorbancia de los diferentes extractos de cítricos, sin embargo se encontró

Extractos
Concentración de fenoles totales

mg de ácido gálico/mL de extracto
(X ± SD) *

Concentración de flavonoides totales
 mg de quercetina/mL de extracto

(X ± SD) **
NA-et 31.82 ± 2.81 ab 4.89 ± 0.88 bc

ND-et 32.25 ± 5.11 ab 5.62 ± 1.21 bc

LMN-et 33.91 ± 3.07 a 8.54 ± 1.02 a

LMA-et 27.07 ± 2.59 b 5.90 ± 1.23 bc

MAN-et 35.33 ± 2.93 ab 8.31 ± 1.05 ab

NA-met 29.98 ± 2.74 ab 4.29 ± 0.21 bc

ND-met 26.31 ± 3.24 b 4.38 ± 1.18 bc

LMN-met 32.25 ± 5.60 ab 4.74 ± 0.67 bc

LMA-met 25.85 ± 2.42 b 4.62 ± 0.46 c

MAN-met 38.47 ± 6.36 a 6.89 ± 1.31 ab



que existen diferencias entre los porcentajes de inhibición de las diferentes plantas y los

patrones de quercetina y ácido ascórbico, siendo estos últimos superiores.

Figura 3. Capacidad de atrapar radicales libres expresados en porcentaje de inhibición de la
absorbancia a 734 nm (%) de los extractos hidroalcohólicos de cinco especies de cítricos y de los
patrones quercetina y ácido ascórbico. Los datos fueron analizados empleando las Pruebas no
paramétricas Kruskal Wallis/ U de Mann Whitney. Las barras con letras diferentes difieren
estadísticamente para p < 0.05

En cuanto a los diferentes solventes empleados en la extracción, como se muestra en la

figura 4, la naranjo dulce fue la única especie de cítrico que mostró diferencia significativa en

los valores de inhibición de la absorbancia cuando se empleó etanol 70% (44.23 %) y

metanol 70% (78.56%) como solvente de extracción, siendo con el extracto metanólico

donde se obtuvo el mayor porcentaje de inhibición de la absorbancia, por consiguiente la

mayor capacidad de atrapar radicales libres.
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Figura 4. Capacidad de atrapar radicales libres expresados en porcentaje de inhibición de la
absorbancia de las cinco especies de cítricos con los diferentes solventes de extracción, etanol y
metanol al 70 % a 734 nm. Naranjo agrio en etanol 70% (NA-et); naranjo agrio en metanol 70% (NA-
met); naranjo dulce en etanol 70% (ND-et); naranjo dulce en metanol 70% (ND-met); limón criollo en
etanol 70% (LMN-et); limón criollo en metanol 70% (LMN-met); mandarina en etanol 70% (MAN-et);
mandarina en metanol 70% (MAN-met); lima persa en etanol 70% (LMA-et); lima persa en metanol
70% (LMA-met). Los datos fueron analizados empleando las Pruebas no paramétricas Kruskal Wallis/
U de Mann Whitney. Las barras con letras diferentes difieren estadísticamente para p < 0.05

La capacidad de atrapar radicales libres de los diferentes extractos de cítricos, a diferentes

concentraciones de flavonoides totales se muestran en la figura 5.
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Figura 5. Porcentaje de inhibición de la absorbancia de los extractos hidroalcohólicos de naranjo
agrio en etanol 70% (NA-et); naranjo agrio en metanol 70% (NA-met); naranjo dulce en etanol 70%
(ND-et); naranjo dulce en metanol 70% (ND-met); limón criollo en etanol 70% (LMN-et); limón criollo
en metanol 70% (LMN-met); mandarina en etanol 70% (MAN-et); mandarina en metanol 70% (MAN-
met); lima persa en etanol 70% (LMA-et); lima persa en metanol 70% (LMA-met) a tres
concentraciones de flavonoides totales diferentes. Los datos fueron analizados empleando las
Pruebas no paramétricas Kruskal Wallis/ U de Mann Whitney. Las barras con letras diferentes en el
mismo extracto difieren estadísticamente para p < 0.05

Los extractos etanólicos, con excepción del de naranjo dulce, mostraron diferencias

significativas entre los valores de absorbancia a las diferentes concentraciones de

flavonoides totales, a mayor concentración de flavonoides totales mayor absorbancia por

tanto, mayor capacidad de atrapar radicales libres, mostrando muy buena relación lineal

entre ambos factores, con coeficientes de correlación superiores a 0.942.

En todos los extractos metanólicos, aunque existieron diferencias significativas en los

valores de absorbancia según la concentración de flavonoides totales, no hubo relación

lineal entre estas variables, obteniéndose los mayores valores de absorbancia a la 2 μM de

flavonoides totales. En el caso de los patrones de quercetina y ácido ascórbico no hubo
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diferencias significativas en la capacidad de atrapar radicales libres con respecto a las

concentraciones empleadas.

4.4.2 Poder reductor de los extractos vegetales

Todos los extractos de cítricos ensayados mostraron poder reductor a diferentes

concentraciones de flavonoides totales (figura 6).

Figura 6. Poder reductor de los extractos hidroalcohólicos de cinco especies de cítricos y de los
patrones de quercetina y ácido ascórbico; a cinco diferentes concentraciones de flavonoides totales.
Naranjo agrio en etanol 70% (NA-et); naranjo agrio en metanol 70% (NA-met); naranjo dulce en
etanol 70% (ND-et); naranjo dulce en metanol 70% (ND-met); limón criollo en etanol 70% (LMN-et);
limón criollo en metanol 70% (LMN-met); mandarina en etanol 70% (MAN-et); mandarina en metanol
70% (MAN-met); lima persa en etanol 70% (LMA-et); lima persa en metanol 70% (LMA-met). Los
datos fueron analizados empleando las Pruebas no paramétricas Kruskal Wallis/ U de Mann Whitney.
Las medias con letras diferentes a una misma concentración difieren estadísticamente para una p <
0.05
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A las concentraciones inferiores a 200 μg/ mL (12.5, 25 y 50 μg/ mL) no se encontraron

diferencias significativas en cuanto al poder reductor de ninguno de los extractos ensayados,

ni entre ellos ni con los patrones quercetina y ácido ascórbico. Las diferencias significativas

en el poder reductor se encontraron a concentraciones de 200 μg/ mL y 400 μg/ mL y

solamente con respecto al ácido ascórbico.

Los extractos naranjo agrio, tanto en etanol 70% como en metanol 70%, naranjo dulce en

metanol 70%, lima persa en etanol 70%, mostraron diferencias significativas entre los

valores de absorbancia a las diferentes concentraciones de flavonoides totales, a mayor

concentración de flavonoides totales mayor poder reductor, mostrando buena relación lineal

entre ambos factores, con coeficientes de correlación superiores a 0.851, no así en el resto

de los extractos para los cuales no hubo diferencias significativas entre los valores de

absorbancia a diferentes concentraciones de flavonoides totales.

4.3.3 Actividad antioxidante total

La capacidad antioxidante total de los cinco extractos de cítricos analizados se muestran en

la figura 7.

Figura 7. Capacidad antioxidante total de extractos de cinco especies de cítricos. Naranjo agrio en
etanol 70%(NA-et); naranjo agrio en metanol 70% (NA-met); naranjo dulce en etanol 70% (ND-et);
naranjo dulce en metanol 70% (ND-met); limón criollo en etanol 70% (LMN-et); limón criollo en
metanol 70% (LMN-met); mandarina en etanol 70% (MAN-et); mandarina en metanol 70% (MAN-
met); lima persa en etanol 70% (LMA-et); lima persa en metanol 70% (LMA-met). Los datos fueron
analizados empleando las Pruebas no paramétricas Kruskal Wallis/ U de Mann Whitney. Las medias
con letras diferentes a un mismo tiempo  difieren estadísticamente para una p < 0.05
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No se encontraron diferencias significativas en los valores de absorbancia entre los cinco

tiempos diferentes de ninguno de los extractos hidroalcohólicos de cítricos, ni en la actividad

antioxidante total entre ninguno de los extractos ni los patrones ensayados.

4.4 Toxicidad de los extractos vegetales

La toxicidad de los extractos hidroalcohólicos de hojas de las cinco especies de cítricos

estudiadas frente a A. salina fue dependiente de la dosis, mostrando el máximo de letalidad

a concentraciones de 1 000 μg/ mL y el menor a concentraciones menores de 10 μg/ mL .

En la Tabla V se muestra la CL50 para todos los extractos hidroalcohólicos ensayados.

Tabla V. Concentración letal para el 50 % de la población de nauplios de A. salina expuesta (DL50) a
extractos hidroalcohólicos de cinco especies de cítricos (naranjo agrio en etanol al 70 % (NA-et);
naranjo agrio en metanol al 70 % (NA-met); naranjo dulce en etanol al 70 % (ND-et); naranjo dulce en
metanol al 70 % (ND-met); limón criollo en etanol al 70 % (LMN-et); limón criollo en metanol al 70 %
(LMN-met); mandarina en etanol al 70 % (MAN-et); mandarina en metanol al 70 % (MAN-met); lima
persa en etanol al 70 % (LMA-et); lima persa en etanol al 70 % (LMA-met).

El extracto de lima persa en metanol 70% mostró en mayor valor de LC 50 (464.24 μg/ mL)

resultando, por tanto, ser el extracto de menor toxicidad, mientras que el extracto de limón

criollo en metanol al 70% mostró menor valor de CL 50 (74.78 μg/ mL) resultando, por tanto,

ser el extracto de mayor toxicidad.

Extractos CL50 (μg/ mL)

NA-et 408.32

ND-et 449.48

LMN-et 170.53

LMA-et 379.72

MAN-et 261.09

NA-met 100.23

ND-met 421.21

LMN-met 74.78

LMA-met 464.24

MAN-met 190.94



5. Discusión de Resultados.

5.1 Caracterización de los extractos hidroalcohólicos de hojas de Citrus ssp.

El género cítrico abarca varios tipos: naranjas (agrias y dulces), mandarinas, toronjas,

limones y limas, y cada especie o cruzamiento híbrido tiene una o más variedades

(Peterson et al., 2006a). En la última década ha existido un marcado interés biomédico

sobre las frutas de este género, por estar asociadas a disminuir el riesgo de

enfermedades colorrectales (Levi et al., 1999), del esófago (Levi et al., 2000; Chen et

al., 2002), cánceres gástricos (Palli et al., 2001), y del estómago (McCullough et al.,

2001), entre otros. Los componentes responsables de estos efectos beneficiosos son

desconocidos, pero los flavonoides, que son los metabolitos secundarios más activos

en estas plantas (Djoukeng et al., 2008), pudieran estar implicados (Peterson et al.,

2006a).

Existe muy poca información sobre estudios fitoquímicos de extractos crudos de Citrus

spp. Iqbal y Beg. (2001) realizaron un estudio fitoquímico de extractos alcohólicos al

70% de corteza del fruto de C. sinensis donde solamente reportaron la presencia de

fenoles y taninos. En este estudio para ambos extractos hidroalcohólicos de hojas de

esta especie de planta se encontraron la presencia de otros compuestos químicos

como saponinas, aminoácidos y aminas, quinonas y diferentes clases de flavonoides.

Numerosos estudios del contenido de compuestos fenólicos y flavonoides en

diferentes especies de cítricos han sido publicados (e.g. Yu, 2004; Ghafar et al., 2010,

Guimarães et al., 2010) La mayoría de estos se han realizado en el jugo, la corteza y

aceites esenciales aislados del fruto (e.g. Anagnostopoulou et al., 2006; Gattuso et al.,

2007; Khan et al., 2010), pero existe muy poca la información disponible sobre el

contenidos de compuestos fenólicos y flavonoides en hojas de estas plantas

(Djoukeng et al., 2008).

Peterson et al. (2006a y 2006b), realizaron una compilación y revisión analítica de toda

la literatura publicada hasta ese momento sobre compuestos fenólicos en frutos de

citricos. Sobre naranjas, tanto agria como dulce, mandarina y toronja, encontraron 125

publicaciones, de ellas muy pocas citaciones para clases de avonoides y otros

compuestos con excepción de flavanonas, algunos datos sobre flavonoles en naranjas

dulces, flavonas (hidroxiflavonas y metoxiflavonas) y las antocianinas (Rapisarda et al.,

1994) y ninguno para avonoles o isoflavonoides. De acuerdo con este estudio las

flavanonas son la clase principal de flavonoides presentes en frutos de cítricos. En

estudios más recientes Gattuso et al. (2007) encontraron flavanonas-O-glicosiladas

como naringina, hesperidina, narirutina; flavonas como diosmina; polimetoxiflavonas



como tangeretina y agliconas como taxifolin y kaemferol en jugo de naranja dulce y

naranja agria respectivamente. Ghafar et al., (2010) y Khan et al. (2010), mencionaron

a la cáscara de naranja dulce como rica en flavononas. También Ghafar et al. (2010)

encontró en extractos de cáscara de mandarina abundante presencia de flavononas y

flavonas, y en el jugo, de flavononas y polimethoxy flavonas.

Peterson et al., (2006b), solamente encontraron cinco artículos científicos sobre limón

y cuatro sobre lima. En el limón, cuatro de estas publicaciones reportaron la presencia

de flavonoles y dos la presencia de hidroxiflavonas (Peterson et al., 2006b). En el caso

de la lima, se encontraron las mismas clases de flavonoides que para el limón. Sin

embargo, estudios más recientes muestran que el fruto del limón (Yu, 2004; Gattuso et

al., 2007) y la lima (Ghafar et al., 2010) presentan abundantes flavanonas como la

hesperidina y flavonas.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo coinciden con todos estos estudios, los

extractos etanólicos de hojas de naranjo agrio y naranjo dulce mostraron abundante

presencia de flavonas, flavonoles, flavanonas, y dihidroflavonoles; así como en el

extracto metanólico de hojas de mandarina, se encontró dihidroflavonoles y flavonoles

metilados, además, en todos los extractos de hojas de limón criollo y lima persa,

encontramos la presencia de flavonoles, flavonas y flavanonas. Del mismo modo,

Djoukeng et al. (2008), realizaron un perfil de flavonoides en hojas de Citrus paradisi L.

Macf. × Poncirus trifoliata L. Raf. y Citrus sinensis L. Osb. × Poncirus. trifoliata L. Raf.

donde encontraron un total de 47 compuestos fenólicos y entre los flavonoides se

identificaron: apigenina (flavona), eriodictiol, naringenina (flavanona), kaemferol y

quercetina (flavonoles). También, Shalaby et al. (2011) encontraron kaemferol,

quercetina, rutina y hesperidina, entre otros flavonoides, en hojas de C. aurantifolia y

C. sinensis.

El hecho de que la composición de flavonoides sea similar en hojas que en frutos de

estas especies de cítricos, puede deberse a las funciones fisiológicas de estos

metabolitos secundarios, por ejemplo la capacidad de absorber ciertas radiaciones

ultravioleta, los convierte en filtros solares para proteger los tejidos vegetales de

radiaciones dañinas, y además se ha sugerido que participan en el proceso de la

fotosíntesis (Moriguchi et al., 2003). Las diferentes actividades biológicas halladas

para algunos de los flavonoides y las evidencias experimentales de que algunos

aumentan la resistencia de ciertas plantas contra diferentes enfermedades, es decir,

que actúan como fitoalexinas (Echeverri, 1987), sugieren que estas sustancias

también pudieran formar parte de un mecanismo químico de defensa vegetal. La

capacidad inhibidora de ciertas hormonas vegetales presentada por algunos



flavonoides sugiere que actúan como reguladores del crecimiento vegetal (Arbona y

Gómez-Cárdenas, 2008).

5.2 Contenido de compuestos fenólicos en los extractos hidroalcohólicos de

hojas de Citrus spp.

Los resultados obtenidos en la cuantificación de los compuestos fenólicos difieren de

los obtenidos en los análisis cualitativos, lo cual puede deberse a la presencia de

algunas clases de estos metabolitos que no pueden detectarse por estas técnicas

cualitativas, lo que hace que extractos con escasa positividad de presencia relativa

para un compuesto químico en cuestión, tengan concentraciones totales superiores.

En general, todos los extractos de hojas de cítricos presentaron valores de fenoles

totales (Anagnostopoulou et al., 2006; Khan et al., 2010) y flavonoides totales

(Peterson et al., 2006a y b; Ghafar et al., 2010) superiores a los reportados para frutos

y jugos de estas especies de cítricos. Solamente, Guimarães et al. (2010), en las

fracciones volátiles de aceites esenciales de frutos de limón y lima reportan valores de

fenoles y flavonoides totales superiores a los obtenidos en este estudio.

Estas diferencias pueden deberse a los órganos de la planta analizados, y además

estar condicionadas por los diversos métodos de extracción, solventes y condiciones

ambientales en los cuales se obtuvieron los extractos. En consecuencia,

Anagnostopoulou et al. (2006) obtuvieron al emplear diferentes solventes de

extracción, las mayores concentraciones de compuestos fenólicos en fracciones

metanólicas de extractos de cáscaras de frutos de C. sinensis, en concordancia con lo

encontrado por Chung et al. (1999) y Parejo et al. (2002) para esta misma especie.

5.3 Actividad antioxidante in vitro de los extractos hidroalcohólicos de hojas de
Citrus spp.

Numerosas son las pruebas que se han desarrollado para medir la capacidad

antioxidante tanto de alimentos como de muestras biológicas. Sin embargo, no existe

un método universal que pueda determinar la capacidad antioxidante de todas las

muestras cuantitativamente (Guimarães et al., 2010). Por supuesto, la fuente de

radicales libres, las características del sistema y los mecanismos de la reacción

antioxidante, son críticos en la selección de los métodos apropiados teniendo en

consideración la finalidad del uso de los resultados. Por tales motivos, es

recomendable realizar la evaluación de la actividad antioxidante por varios métodos

(Khan et al., 2010). En este trabajo se emplearon tres métodos para la determinación



in vitro de la actividad antioxidante de los diferentes extractos hidroalcohólicos de

hojas de especies de cítricos.

Para expresar la capacidad de atrapar radicales libres de los extractos de plantas, se

emplean de modo general dos especies de radicales estables, ABTS•- y DPPH•

(Almeida et al., 2009). El radical ABTS •+ es el más indicado para las determinaciones

en compuestos coloreados, como es el caso de los extractos de hojas de cítricos,

debido a que este radical presenta un máximo de absorción cerca de la región

infrarroja (734 nm) que reduce las posibilidades de interferencias por compuestos

coloreados que absorban en la región visible del espectro o de los compuestos

resultantes de una reacción secundaria (Re et al., 1999; Almeida et al., 2009). El

análisis mediante ABTS se puede utilizar en sistemas de solventes orgánicos y

acuosos, además, requiere un tiempo de reacción corto, por lo que hace a éste un

método más deseable que el análisis mediante el radical DPPH (Dae-Ok et al., 2002).

Se emplearon como patrones el ácido ascórbico y la quercetina por ser compuestos

con probada capacidad de atrapar radicales libres (Fernández-López et al., 2005; Dae-

Ok et al., 2002), poder reductor (Kim et al., 2010) y además ser compuestos

abundantes en estas plantas (Moriguchi et al., 2003; Fernández-López et al., 2005;

Djoukeng et al., 2008)

Son numerosos los estudios donde se ha demostrado la capacidad de atrapar

radicales libres de extractos obtenidos a partir de frutos de diferentes especies de

cítricos (e.g. Anagnostopoulou et al., 2006; Khan et al., 2010). Las actividades

antioxidantes de las especies del fruto de los cítricos están de acuerdo con su cantidad

de compuestos fenólicos (Ghafar et al., 2010). Varios informes han demostraron una

relación estrecha entre el contenido de fenoles totales y la alta actividad antioxidante

(Prasad et al., 2005; Amin et al, 2006; Li et al., 2009), coincidiendo con los resultados

obtenidos en este trabajo para extractos hidroalcohólicos de hojas de las especies de

cítricos estudiadas, donde en los extractos etanólicos con excepción de la naranja

dulce la capacidad de atrapar radicales libres mostró una correlación lineal positiva

con respecto a la concentración de flavonoides totales.

Anagnostopoulou et al. (2006) analizaron la correlación entre la capacidad de atrapar

radicales libres y el contenido de compuestos fenólicos de diferentes fracciones de

extractos de cáscaras y de frutos de C. sinensis, y a pesar de que obtuvieron en las

fracciones metanólicas una significativa capacidad de atrapar radicales libres y un alto

contenido de compuestos fenólicos, no obtuvieron buenos índices de correlación,

resultados que coinciden con los obtenidos en este estudio para todos los extractos

metanólicos de hojas de cítricos ensayados. Ghafar et al. (2010) encontraron



correlaciones negativas entre la capacidad de atrapar radicales libres y el contenido de

fenoles totales, lo que probablemente se deba a la presencia de otras resinas fenólicas

en las muestras de los extractos que pudieron haber contribuido a la actividad

antioxidante. Esto también puede explicarse por el establecimiento de relaciones

antagónicas entre las diferentes clases de flavonoides y otros compuestos (Montserrat,

2003; Escamilla et al., 2009)

El poder reductor de un compuesto sirve como indicador significativo de su actividad

antioxidante. El método de determinación del poder reductor se basa

fundamentalmente en la reducción del Fe3+ a  Fe2+ en presencia de una muestra, en

este caso un extracto vegetal, donde un incremento en los valores de la absorbancia a

700 nm indican un significativo poder reductor (Hazra et al., 2008). La existencia de

reductonas es la clave de la energía de reducción, que exhiben sus actividades

antioxidantes con la acción de romper la cadena radical libre donando un átomo de

hidrógeno (Pan et al., 2008)

Todos los extractos de cítricos ensayados mostraron poder reductor a diferentes

concentraciones de flavonoides totales lo cual se puede explicar debido al alto

contenido de fenoles y flavonoides presentes en los mismos que le confiere

considerables propiedades antioxidantes. Guimarães et al. 2010, obtuvieron resultados

similares en diferentes fracciones de extractos de corteza de limón, naranja y lima.

Empleando este método también se ha encontrado correlación entre la concentración

de compuestos fenólicos en los extractos vegetales y el incremento en la absorbancia

y por consiguiente el incremento del poder reductor (Chang et al., 2007; Hazra et al.,

2008) resultado que coincide con los obtenidos en este trabajo donde los extractos

naranjo agrio, tanto en etanol 70% como en metanol 70%, naranjo dulce en metanol

70%, lima persa en etanol 70% mostraron buena relación lineal entre ambos factores,

con coeficientes de correlación superiores a 0.851.

El ensayo para determinar la actividad antioxidante total se basó fundamentalmente en

la reducción de Mo (VI) a Mo (V) inducida por los extractos y en la consiguiente

formación de un complejo fosfato/ Mo (V), de color verde y pH ácido. El incremento de

los valores de la absorbancia indica que el extracto posee significativa actividad

antioxidante total. Todos los extractos probados mostraron capacidad antioxidante

total sin diferencias significativas a tiempos diferentes, coincidiendo con Prieto et al.,

(1999) los cuales reportaron que la actividad antioxidante total no variaba en el tiempo;

no así en los resultados de Pan et al., (2008) que obtuvo que la actividad antioxidante

total se incrementa a medida que aumenta la concentración y el tiempo de reacción,

en extractos de Dimocarpus longan Lour (logan). Teniendo en cuenta que Prieto et al.,

(1999) estandarizaron esta técnica empleando ácido ascórbico y glutatión como



compuestos patrones, y que los cítricos son plantas ricas en estos compuestos, la

estabilidad en el tiempo podría deberse a la presencia de este compuesto, y no al

extracto vegetal propiamente.

Los flavonoides secuestran oxígeno reactivo, especialmente en forma de aniones

superóxidos, radicales hidroxilos, hidroperóxidos y peróxidos lipídicos, bloqueando la

acción deletérea de estas sustancias sobre las células (Pérez, 2003; Romero et al.,

2003). Además los flavonoides contienen en su estructura química un número variable

de grupos hidroxilo fenólicos y excelentes propiedades de quelación del hierro y otros

metales de transición, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante (Rice-Evans

y Bourdon, 1993; Martínez-Flóres et al., 2002). Entre las características estructurales

que le confieren la capacidad antioxidante a los flavonoides, se encuentran la

presencia de  grupos 3' y 5' OH en los anillos A y C necesarios para ejercer el máximo

potencial antioxidante (Pérez, 2003). Las flavonas y flavonoles, cuentan con estos

grupos en su estructura, y fueron clases de flavonoides encontrados en los extractos

de hojas de cítricos obtenidos en nuestro trabajo, por lo que puede deberse a este tipo

de compuesto la actividad antioxidante de los mismos.

5.4 Toxicidad frente a A. salina de los extractos hidroalcohólicos de hojas de
Citrus spp.

La evaluación de la toxicidad de extractos vegetales es indispensable con el objetivo

de considerar un tratamiento seguro, permite la definición de la toxicidad intrínseca de

la planta y los efectos de una sobredosis aguda.

El método para la evaluación de la toxicidad frente a A. salina es considerado un

instrumento útil para la evaluación preliminar de toxicidad, por la simplicidad del

procedimiento, que requiere pequeñas cantidades de muestras y permite la evaluación

rápida en extractos de plantas (Krishnaraju et al., 2006).

En este trabajo los extractos de hojas de cítricos resultaron ser de baja toxicidad,

aunque son necesarios experimentos de citotoxicidad para comprobar este efecto.

En la literatura consultada solamente encontramos un reporte de este tipo de estudio

en especies de cítrico, específicamente en extractos de corteza del fruto de Citrus

aurantium L. (Lagarto et al., 2001), donde se obtuvieron similares resultados que los

nuestros, y se compararon con estudios de toxicidad realizados en ratones, mostrando

una buena correlación entre los resultados.

De forma general, los resultados obtenidos demuestran el potencial de los extractos

hidroalcohólicos de hojas de cítricos para su empleo como potentes antioxidantes,

aunque seria necesario realizar otros estudios, de estabilidad y formulación química,



así como la evaluación de la toxicidad del extracto en animales experimentales y

establecer su seguridad para proponer su uso como producto farmacológico.



Conclusiones

Ø Se caracterizaron fitoquímicamente los extractos hidroalcohólicos obtenidos a partir de

hojas de naranja dulce (Citrus sinensis L. Osbeck), naranja agria (Citrus x aurantiunm

L.), limón criollo (Citrus x limon  L. Burms.f), lima persa (Citrus latifolia Tan.) y

mandarina (Citrus tangerina Hort. Ex Tan), encontrándose la mayor representación de

especies químicas en los extractos de naranja agria, lima, mandarina en etanol 70%, y

lima en metanol 70%.

Ø Los extractos con mayor concentración de fenoles totales fueron mandarina en

metanol 70 % (38.47 mg de ácido gálico/ mL de extracto) y limón en etanol (33.91 mg

de ácido gálico/ mL de extracto).

Ø Los extractos con mayor concentración de flavonoides totales fueron el limón en etanol

70 % (8.54 mg de quercetina/ mL de extracto) y la mandarina en ambos solventes,

etanol 70% (8.31 mg de quercetina/ mL de extracto) y metanol 70% (6.89 mg de

quercetina/ mL de extracto).

Ø Todos los extractos mostraron capacidad de atrapar radicales libres, alto  poder

reductor y elevada la capacidad antioxidante tota.

Ø Los extractos presentaron toxicidad moderada hacia A. salina, siendo en el extracto de

lima en metanol 70% el que mostró menor toxicidad (LC 50 = 464.24 μg/ mL).



Recomendaciones

Ø Realizar caracterizaciones químicas de los extractos con técnicas de mayor

resolución como son la Cromatografía Líquida de Alta Resolución (HPLC) y la

Espectrofotometría de Masa.

Ø Realizar estudios farmacológicos y de estabilidad del producto.

Ø Evaluar la toxicidad del extracto en animales experimentales y establecer su

seguridad para proponer su uso como producto farmacológico.
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