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Introduccion

El uso de plantas medicinales es una costumbre de alcance mundial y con un origen
milenario ya que se reporta la existencia de recetas de plantas para la cura de enfermedades

desde la época del antiguo Egipto. (Garcia. J. M, 1999).

En Nicaragua el uso de plantas medicinales es una practica muy comin ya que constituye los
diferentes elementos fitoterapéuticos disponibles a nuestro alcance para subsanar
enfermedades comunes como no comunes; se han encontrado plantas que poseen un amplio
campo de propiedades curativas por lo que permite descubrir nuevas drogas con propiedades
medicinales; hay que intentar extraer en las mejores condiciones posibles las sustancias
activas de las hojas, frutos y semillas de la corteza o de las raices. Esto implica como

condicién previa el empleo del material de gran calidad. (Pallow. M, 1999).

La poblacién utiliza una serie de plantas para curar sus enfermedades entre las cuales se
encuentra el coco (Cocos nucifera). El grado de toxicidad se refleja en un determinado agente
mediante el cual se determina su actividad bioldgica siendo esta una de las primeras

utilidades para la ejecucion del presente estudio de investigacion. (Garcia. J. M 1999)

El aislamiento e identificacion de los compuestos quimicos de plantas medicinales, llamados
metabolitos secundarios, representan el mas exitoso acercamiento al descubrimiento de
nuevas drogas y moléculas para el beneficio de la humanidad, asi mismo derivados de la
plantas sirven como agentes potenciales que puedan ser utilizadas frecuentemente, muchas
plantas acumulan sustancias organicas extraibles para su uso comercial ya que poseen gran

utilidad con estructuras simples y complejas.(Lock.0,1994).

Un estudio sobre el coco realizado en el ano 2012, demuestra que la temperatura es un factor
que durante el secado y la extraccion afecta la estabilidad de compuestos activos, debido a la
participacion de reacciones de degradacion quimica, volatilizacion o descomposicion

térmica. (Ruiz, J.2012)
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Del mismo modo el estudio reveldé que aumenta el metabolismo, que ayuda a la gente que
estd intentando perder el peso y erradicar el sufrimiento de problemas de la tiroides. El coco
estabiliza los niveles de azicar de sangre. También protege las células del corazén contra

dafio y relevan los sintomas de menopausia y el sindrome pre-menstrual. (Mercola. S, 1981)

Los resultados publicados en el diario Americano de Nutriciéon Clinica demostraron que
ambas poblaciones presentaron salud vascular positiva. No se encontrd evidencia de que la
ingesta de grasas saturadas tuviera algun efecto nocivo en estas poblaciones.

(Mercola.S, 1981)

Por otra parte un estudio reciente, realizado por José Valdés vinculan al coco con
tratamientos para diversas enfermedades, como la neumonia. También se considera benéfico
para tratar la diabetes, ya que estimula la absorcion de insulina y tiene cualidades

antiinflamatorias, antivirales y antibacteriales. (Valdés. J, 2011).

Un estudio sobre el aceite de coco indica que este incluye propiedades antioxidantes,
previniendo enfermedades degenerativas, también se informé que un grupo de cientificos de
la Universidad de Oxford descubrieron que el uso de aceite de coco puede ayudar a producir
una cierta mejoria en las personas que sufren de la enfermedad de Alzheimer, sugieren que
las cetonas en aceite de coco pueden ayudar a recuperar la memoria temporal y estos
hallazgos pueden ser muy prometedores para el tratamiento de la demencia como los

trastornos cerebrales. (Defer. E, 2011).

La biodiversidad de plantas que se encuentran en Nicaragua y el uso medicinal que tienen
abre la posibilidad de encontrar nuevos principios activos por tanto el conocimiento de la
actividad bioldgica de plantas es un punto importante en la investigacion de nuevos
farmacos. La planta Cocos nucifera tiene reportes quimicos que exhiben su potencial como
agente terapéutico debido al importante papel que ejercen los antioxidantes en el cuerpo
humano el presente estudio se orienta a la busqueda de antioxidantes es por esto que dicho

trabajo proporcionaré validez cientifica de la planta en estudio.
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Planteamiento del problema

Las acciones nocivas de los radicales libres sobre el organismo han promovido la bisqueda
de moléculas con propiedades antioxidante es por esto que es necesario investigar ;Qué

fraccion del fruto de coco presenta mayor actividad antioxidante?
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Objetivo General

- Evaluar la actividad antioxidante del Coco nucifera mediante el ensayo del radical

2,2-difenil-1-pricril-hidrazilo (DPPH).

Objetivos especificos

1. Recolectar el material vegetal y preparar extractos etanolicos.

2. Determinar la actividad bioldgica mediante técnica DPPH de cada fraccion.
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Marco Tedrico

El uso de plantas medicinales para la prevencion y cura de enfermedades ha incrementado el
interés en la busqueda de antioxidantes naturales, generalmente constituidos por las mezclas
de compuestos con elevada diversidad molecular y funcionalidad bioldgica. Las plantas
poseen compuestos antioxidantes, involucrados mediante diferentes mecanismos de accion

en la prevencion del cancer por ello son de interés en la salud, nutricién y medicina. (Garcia.

G.J,2011).

Los antioxidantes

Son compuestos quimicos que inhiben los procesos de oxidacion, por lo que los radicales
libres de oxigeno y sus derivados son importantes en el metabolismo de las células, por el
empleo de oxigeno como fuente de energia, los compuestos extra e intercelulares,
antioxidantes en la naturaleza forman una barrera en el organismo contra la generacion
excesiva de los radicales y su propagacion a los perdxidos, manteniendo un equilibrio

oxidativo. (Garcia. G. J, 2011)

En concentraciones moderadas los radicales libres desempefian un importantes funciones
fisiologicas en el organismo pero en concentraciones elevadas pueden dafiar todo tipo de
biomolécula, alterando la actividad celular a nivel de membrana, metabolismo o expresion

génica. (Garcia. G.J, 2011)

Especie reactiva de oxigeno

Las especies reactivas del oxigeno (ERO) incluyen iones de oxigeno, radicales libres y
peroxidos inorganicos como orgdnicos. Son moléculas muy pequefias altamente reactivas
debido a la presencia de una capa de electrones de valencia no apareada. Estas especies se
forman como subproducto del metabolismo normal del oxigeno y tienen importancia a nivel
celular. En épocas de estrés ambiental sus niveles pueden aumentar lo cual resulta en dafios

significativos a las estructuras celulares; esto lleva al estrés oxidativo. (Sen.K, 2003).
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Normalmente las células son capaces de defenderse a si mismas contra los dafios de las
especies reactivas del oxigeno mediante el uso de enzimas como la superoxido dismutasa vy
la catalasa. Pequefias moléculas antioxidantes como el acido ascorbico (vitamina C), acido
urico, y glutation también desempefian un rol importante como antioxidantes celulares.

(Sen.K, 2003)

Super-oxido-dismutasa (SOD)

Actua neutralizando los radicales super-oxido convirtiéndolos en peréxido de hidrégeno en

concentraciones inferiores a 10 siempre en presencia de Zinc. (Pérez .L, 2002)

SOD

20+ 2H

O+ Hy Oy

Zn

La SOD es imprescindible para todos los organismos aerobios, habiéndose establecido una

correlacion entre los niveles de SOD y el indice la longevidad.

Catalasas

Reducen el perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno molecular, eliminando esta agua

oxigenada casi al mismo tiempo que se va formando.
2H202------------ 02+2H20

Estos enzimas se encuentran en el interior de unos organulos citoplasmaticos llamados

Peroxisomas. (Pérez.L, 2002)

Mecanismo del oxigeno dafino

En general, los efectos nocivos de las especies reactivas del oxigeno en la célula son:
1. Dafios al ADN.
2-Oxidacion de acidos grasos poliinsaturados.

3-Oxidacion de aminoacidos en las proteinas t.
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Para evitar estos dafios, las células tienen varios mecanismos de eliminacion y
transformacion de las ROS como las enzimas superdxido dismutasa (SOD) , catalasa asi
sustancias antioxidantes como el glutation o la vitamina C que se encargan de reducir las

ROS. (Pérez. L, 2002)

La alteracion del balance en los mecanismos de produccion y eliminacion de las ROS, en
favor de la produccion, origina el estado de estrés oxidativo en la célula. Ademés de provocar
dafios celulares, el estrés oxidativo influye en la regulacion de ciertos genes habiéndose
involucrado en la  aceleracion de los procesos de  envejecimiento.

(Wu. D, Hugenholtz.P & Mavromatis.K, 2009).

Los efectos de las especies reactivas del oxigeno sobre el metabolismo celular han sido bien
documentadas en una gran variedad de especies. Estos incluyen no sdlo los roles en la muerte
celular programada vy la necrosis, sino también efectos positivos, tales como la induccion de
genes de defensa y la movilizacion de los sistemas de transporte de iones. Las especies
reactivas del oxigeno estan implicadas en la actividad celular a una variedad de respuestas

inflamatorias incluyendo las enfermedades cardiovasculares. (Wu, et. al, 2009)

Radicales oxidantes

Los radicales libres son moléculas inestables de alta energia con un electrones desapareados
en sus Orbitas exteriores, que tienden a reaccionar con compuestos, en especial con los acidos
grasos poliinsaturados; esto debido a que las moléculas estables tienen electrones en parejas,
sin embargo si un electron no se encuentra en pareja con otro se vuelve muy reactivo e
inestable, por lo que buscard a otro electron para emparejarse con ¢l; lo que ocurre con los

radicales libres (Hernandez. F, 2004).

Cuando los radicales especialmente (OH)~ y O~ producen radicales alquilperoxido, facilitan

la perpetuacion de la cadena de reacciones de oxidacion de los lipidos, con dafios similares

sobre las proteinas y los 4cidos nucleicos (Cordova. A, 2000).
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Los radicales libres son producidos fundamentalmente por células fagociticas activadas
como los monocitos, macréfagos y neutrofilos; incluyendo diversos compuestos oxidados
como el peroxido de hidrégeno (HpO»), el anion superdxido (O7) y el 6xido nitrico (NO) .
Otras fuentes muy importantes en la produccion de radicales libres son: la exposicion a
ciertos compuestos quimicos, el estrés oxidativo tipico del ejercicio fisico intenso,
exposicion a contaminantes del aire, radiaciones ionizantes y no ionizantes, drogas,

bacterias, virus. (Abdollahi.M .Ranjbar.AShadnia.S Nikfor.S & Rezaice.A2004).

Los radicales libres pueden encontrarse en el interior o en el exterior de las células o incluso
diseminados por todo el organismo, manteniendo actividad biologica al oxidarse, dafiando
principalmente el tejido conjuntivo, proteinas, enzimas, lipidos, membranas celulares , fibras
de coldgeno, ADN y ARN, entre otros; y su accion también la pueden ejercer sobre los
leucocitos favoreciendo su activacion andémala , por lo cual estdn implicados en la
produccion de enfermedades degenerativas como el cancer, enfermedades cardiovasculares y

cerebrovasculares .(Hernandez. F, 2004)

Nuestro organismo bajo el curso normal de su metabolismo, produce radicales libres y
aunque puede canalizarlos hacia la produccion de energia e incluso en algunas células ser
utilizados como armas para destruir virus y bacterias, lamentablemente cuando son
generados en cantidades excesivas su energia extremadamente alta puede dafiar los tejidos

normales (Hernandez. F, 2004).

Estrés oxidativo

En determinadas circunstancias, la produccion de radicales libres puede aumentar en forma
descontrolada, situacioén conocida con el nombre de estrés oxidativo. El concepto expresa la
existencia de un desequilibrio entre las velocidades de produccion y de destruccion de las
moléculas toxicas que da lugar a un aumento en la concentracion celular de los radicales

libres. (Desmarchelier. Cy Ciccia. G1998).
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En las células normales permanentemente se generan derivados de oxigeno que son
neutralizados o eliminados por los mecanismos antioxidantes de la célula como: enzimas
antioxidantes (glutatién, peroxidasas, superoxido dismutasa y catalasa) agua o grasas
solubles, antioxidantes no enzimaticos (vitamina C, E glutation, selenio). Estas interacciones
determinan el buen funcionamiento en el ambiente; sin embargo estas condiciones externas o
internas pueden incrementar la produccion de sustancias reactivas de oxigeno. Este
desequilibrio se le conoce como estrés oxidativo de oxigeno y es responsable del ADN,
proteinas y lipidos; esto puede derivar de un proceso de necrosis celular o transformacion

neopldasica. (Desmarchelier et. al, 1998).

Existen evidencias que sugieren la existencia de una relacion entre el estrés oxidativo y el
origen de numerosas enfermedades. Por ejemplo, las células fagociticas del sistema inmune
(neutrofilos, monocitos, macréfagos y eosinofilos) que defienden al organismo contra la
agresion de agentes extrafios, producen grandes cantidades de radicales libres como parte del

mecanismo que les permite destruir dichos agentes. (Desmarchelier et. al, 1998).

Por otra parte, se ha demostrado que el incremento del estrés oxidativo, acompafia a la
infeccion por VIH. . Investigadores canadienses sugirieron que un sistema de defensa
antioxidante débil es un factor significativo al considerar el alto estrés oxidativo que se
observa en la poblacion infectada por dicho virus. El aumento de la produccion de moléculas
de oxigeno reactivo podria estimular la replicacion del VIH y la inmunodeficiencia asociada,
ademas, los pacientes VIH positivos también presentaban concentraciones en plasma, mas

bajas de selenio y vitaminas antioxidantes. (Allard.P y Kotler.P1998).

Se ha podido apreciar que los radicales libres se forman en condiciones fisiologicas en
proporciones controlables por los mecanismos defensivos de las células, pero en situaciones
de enfermedad se incrementa sustancialmente, asi como el estado de estrés oxidativo. Los
radicales libres, producidos por el metabolismo celular normal, con el tiempo dafian el ADN
y otras macromoléculas, originan enfermedades degenerativas, lesiones malignas y la muerte

eventual de células vitales, que llevan al envejecimiento y la muerte. (Allard et. al, 1998).
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Al conocer los efectos negativos que provocan los radicales libres, podemos entender mejor
la funcidn y efecto que tienen los antioxidantes en la salud, que como su nombre lo indica, es
evitar la oxidacion de sustancias que puedan provocar alteraciones fisiologicas, facilitar el
uso fisiologico del oxigeno por parte de las mitocondrias ayudando a reducir los efectos del
estrés oxidativo y la falta de oxigeno ); formando complejos que mitigan las reacciones
productoras de radicales libres y por consiguiente desempefiando una funcién fundamental

en la prevencion de las enfermedades derivadas del estrés oxidativo (Kleiner. S, 1996).

Los radicales libres, producidos por el metabolismo celular normal, con el tiempo dafian el
ADN y otras macromoléculas que originan enfermedades degenerativas, lesiones malignas y
la muerte eventual de células vitales, que llevan al envejecimiento y la muerte; la
acumulacion de radicales libres es incompatible con la vida, a menos que existan en las

c¢lulas mecanismos de defensa que los neutralicen, los antioxidantes (Kleiner.S, 1996).

El antioxidante, al chocar con el radical libre cede un electron que oxida y se transforma en

un radical libre débil no toxico (Kleiner.S, 1996).

Fuentes de radicales libres

e La mitocondria resulta la principal fuente de radicales libres. Este fendmeno se
verifica a nivel de la cadena de transporte de electrones, tltima etapa de la produccion

de protones de alta energia para formar el ATP (Ferreira, n. d).

e Los peroxisomas, organelas del citosol, ricas en oxidasas y que generan H202

(Ferreira, n. d).

e Los leucocitos polimorfo nucleares neutréfilos, son células claves en la respuesta
protectora contra los microorganismos y realizan una funcién importante en la

fisiopatologia de la respuesta inflamatoria. (Ferreira, n.d).

¢ Enzima xantina deshidrogenasa, predominante en los endotelios.(Ferreira, n. d).
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Antioxidantes y enfermedades cardiovasculares

Las particulas de colesterol LDL oxidadas contribuyen al desarrollo de la placa
aterosclerotica, ademas de que estas particulas pueden inducir la apoptosis directamente. Se
sabe que un aumento en los procesos apoptoticos en los vasos con lesiones ateroscleroticas
que puede originar displasia fibromuscular focal y degeneracion de la capa media de las

arterias coronarias (Watson, Cai.J & Jones.D, 2000).

También las particulas LDL oxidadas pueden modificar la inflamacién y los mediadores
trombogénicos; por lo que la prevencion de la oxidacion de las LDL con antioxidantes podria

usarse para inhibir la progresion de la enfermedad (Watson, et. al, 2000).

Dos componentes alimentarios que inhiben el potencial de oxidacion del colesterol LDL son
el nivel de acido linoleico en las particulas y la disponibilidad de antioxidantes, siendo la

vitamina E el nutriente mas importante. (Watson, et. al, 2000).

In vitro la vitamina E inhibe la oxidacién de las LDL y su accion es superior si la
suplementacion combina ésta vitamina con la vitamina C y el betacaroteno (Watson, et. al,

2000).

La suplementacion de 100 mg/dia de vitamina E, ha permitido disminuir los niveles de LDL
tanto en hombres como en mujeres, sin embargo la suplementacién no produce ningtn efecto
de cambio en personas que hayan sufrido ataques al corazén o en la calidad de vida de

pacientes que hayan manifestado varios ataques al corazén (Feldman.H y Butrum.E,2003).

Referente a la vitamina C, las concentraciones de ésta vitamina en el plasma descienden con
el aumento de la edad al igual que otros antioxidantes, por lo que los ancianos son mas
propensos a tener bajos niveles de antioxidantes debido en la mayoria de los casos a una
alimentacion insuficiente y mal balanceada. Los carotenoides, sugieren que desempefian un
papel posterior y no anterior en el proceso aterosclerodtico, al prevenir la formacion de la

placa arterial. Se ha comprobado que el carotenoide licopeno tiene una funcidon antioxidante
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previniendo las enfermedades cardiovasculares; ademds se ha encontrado que personas que
presentaban elevadas concentraciones de licopeno en el tejido, disminuian en un 60% los

riesgos de infarto (Zhang& Farthing.M, 2005).

Antioxidantes y el cancer

Se ha demostrado que la vitamina E induce la muerte celular en células del cancer colorectal
y aumenta la inhibicion del crecimiento de éstas células por el 5-fluorouracilo (posiblemente
el unico tratamiento mds eficaz para el cancer colorectal avanzado), lo que sugiere que es util
como tratamiento complementario para €ste tipo de cancer; también se ha descubierto que el
consumo de alimentos con beta-caroteno, protege contra los dafios producidos por los rayos x
; ademas de que el consumo de alimentos con vitamina C y beta-carotenos disminuyen el

riesgo de desarrollar algunos tipos de canceres.(Zhang, et. al, 2005).

Con respecto a las posibles funciones protectoras de la vitamina C en la carcinogénesis
gastrica asociada al Helicobacter pylori, no se estd claro el mecanismo por el cual la
vitamina C reduce el riesgo de cancer gastrico ; sin embargo hay estudios que sugieren que su
accion antioxidante contra el estrés oxidativo de la mucosa géstrica puede deberse a la
vitamina C, al ser un potente antioxidante soluble en agua atrapa y neutraliza una variedad de
especies reactivas del oxigeno, como hidroxilo, alcoxilo, perdxido, anion superoxido,
radicales hidroperoxido y radicales reactivos del nitrogeno a concentraciones muy bajas;
ademads puede regenerar otros antioxidantes como el alfa-tocoferoxilo y el beta-caroteno a

partir de sus especies radicales (Zhang, et. al, 2005).

Prevencién de enfermedades

Los antioxidantes pueden anular los efectos perjudiciales de los radicales libres en las células
y la gente con una dieta de frutas y vegetales ricos en polifenoles y antocianinas tienen un
riesgo mas bajo de contraer cancer, enfermedades cardiacas y algunas enfermedades

neuroldgicas. Esta observacion sugirid que estos compuestos pudieran prevenir

12
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enfermedades tales como degeneracion macular, inmunidad suprimida debido a una
nutricion pobre y neurodegeneracion, que son causados por el estrés oxidativo. Sin embargo,
a pesar del papel claro del estrés oxidativo en las enfermedades cardiovasculares, estudios
controlados usando vitaminas antioxidantes no han mostrado ninguna reduccion clara en el
progreso o riesgo de contraer enfermedades cardiacas. Esto sugiere que otras sustancias en
las frutas y los vegetales (posiblemente los flavonoides) por lo menos expliquen
parcialmente la mejor salud cardiovascular de quienes consumen mas frutas y vegetales

(Garcia. J.M,1999).

Los Antioxidantes han demostrado que pueden ser la proteccion efectiva y eficaz para
prevenir el envejecimiento prematuro y enfermedades cronicas degenerativas, como
hipertension, artritis reumatoide, lupus, diabetes mellitus, arteriosclerosis, entre otras. Se
piensa que la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad en la sangre contribuye a las
enfermedades cardiacas y en estudios de observacion iniciales se encontrd que gente que
tomaba suplementos de la vitamina E tenia riesgos mas bajos de desarrollar enfermedades
cardiacas. Por consiguiente se realizaron por lo menos siete grandes ensayos clinicos
conducidos para probar los efectos del suplemento antioxidante con vitamina E, en dosis que
se extendian desde los 50 a los 600 mg por dia. Sin embargo, en ninguno de estos ensayos se
encontr6 un efecto estadistico significativo de la vitamina E sobre el numero total de muertes

o en las muertes debido a enfermedades cardiacas (Garcia. J.M,1999).

Los investigadores encontraron que no habia ningun efecto estadistico significativo de los
antioxidantes en la esperanza de vida media, cancer, o enfermedades cardiacas. Sin embargo,
un analisis de un subgrupo demostré una reduccion del 31% en el riesgo de cancer en

hombres, pero no en mujeres (Garcia.J.M,1999).

La produccién de antioxidantes naturales y los antioxidantes que se obtienen con la
alimentacion, no es suficiente para la mayoria de las personas, por esa razén muchas
compaiiias alimentarias y de nutracéuticos venden formulaciones de antioxidantes como
suplementos dietéticos y estos son ampliamente consumidos en los paises industrializados.
Estos suplementos pueden incluir quimicos especificos antioxidantes, como el resveratrol(de

las semillas de uva), productos que contienen beta-caroteno (provitamina A), vitamina C,
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vitamina E y Selenio, o hierbas especiales que se sabe que contienen antioxidantes, como el
té verde y el jiaogulan. Aunque algunos de los niveles de vitaminas antioxidantes y minerales
en la dieta son necesarios para la buena salud, hay considerables dudas sobre si los
suplementos antioxidantes son beneficiosos y, en caso afirmativo, que antioxidantes lo y en

qué cantidades (Garcia.J.M,1999).

Compuestos fenolicos

Este tipo de compuestos es encontrado en arroz, trigo, avena, tomate, frutas citricas. Los
compuestos de este tipo son incapaces de iniciar o propagar una cadena de reaccion (Sargo.

A, Lanza.M, Marzullo.D,Bonina y Castelli.F, 1995).

Dentro de estos compuestos tenemos:

Flavonoides

Los flavonoides son conocidos por poseer diferentes actividades bioldgicas, principalmente
en el avance de antioxidantes y la habilidad de captura de radicales libres. La propiedad

antiradical del flavonoide es comunmente dirigida hacia el grupo OH (Sargo, et. al, 1995).

La proteccion hacia el dafio depende de la capacidad de donar hidrogeno de un grupo
hidroxilo de cada molécula. Sin embargo, la efectividad de proteccion por antioxidantes
fenolicos es bien fundada en relacion a la incorporacion dentro de la célula y de la orientacion

en la biomembrana. (Sargo, et. al, 1995).

El efecto antioxidante de los flavonoides esta bien relacionado con la estructura caracteristica
de ellos. La actividad antioxidante de los flavonoides no solo estd en su estructura sino

también en su localizacion en la membrana.(Sargo, et. al, 1995).

El radical hidroxil generado cerca o préximo al ADN puede eventualmente resultar en la

ruptura de la fibra de ADN y contribuir a un significante efecto biologico, tal puede ser:
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carcinogénesis, mutacion, citotoxicidad. El dafio causado por la toxicidad debido al efecto
del radical libre OH es disminuido por la captura de ese radical, tal capturador puede ser un

flavonoide. (Sargo, et. al, 1995).

La actividad de captura puede no ser no vista directamente por el numero de grupos OH
sustituyendo al anillo, especialmente si se localizan en el carbono 3. Cuando el nimero de
grupos OH decrece la habilidad de romper la cadena rapidamente decrece.(Sargo, et. al,

1995).

Sus propiedades anti-radicales libres se dirigen fundamentalmente hacia el radical hidroxilo
y superdxido, especies altamente reactivas implicadas en el inicio de la cadena de
peroxidacion lipidica y se ha descrito su capacidad de modificar la sintesis de eicosanoides

y de proteger a las lipoproteinas de baja densidad de la oxidacion. (Martinez, Gonzalez. M. y

Tufion, 2002).

Ademas de sus conocidos efectos antioxidantes, los flavonoides presentan otras propiedades
que incluyen la estimulacion de las comunicaciones a través de las uniones en hendidura, el
impacto sobre la regulacion del crecimiento celular y la inducciéon de enzimas de
destoxificacion tales como las monooxigenasas dependientes de citocromo P-450, entre

otras.(Martinez, et.al, 2002).

La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las propiedades redox de sus
grupos hidroxifenoélicos y de la relacion estructural entre las diferentes partes de la estructura

quimica. (Martinez, et.al, 2002).

Las repercusiones de la carga negativa son sumamente importantes en la evaluacion del
potencial antioxidante de los flavonoides. Primero, el radical cargado negativamente no es
probable que pase a través de la membrana celular con carga negativa. Segundo, la reaccion
de los radicales flavonoides con la vitamina E, que es termodindmicamente factible para
algunos radicales flavonoides, tiene un obstidculo adicional a causa de la repulsion

electrostatica entre el anién del radical flavonoide y la membrana fosfolipidica cargada
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negativamente, donde la vitamina E se incrusta. Tercero, la oxidacion de un solo electron de
los flavonoides por cualquier oxidante tendra una barrera entropica, porque por lo menos dos
protones se intercambian en la reaccion. Los protones pueden intercambiarse entre los
reactantes o con el solvente en el estado de transicidn, en este caso, la interfase del enlace con

hidrogeno debe tenerse en cuenta. (Martinez, et.al, 2002).

Los flavonoides se encuentran también en extractos de plantas como arandano, gingkobiloba,
cardo, mariano o crataegus. Desempenan un papel importante en la biologia vegetal; asi,
responden a la luz y controlan los niveles de las auxinas reguladoras del crecimiento y
diferenciacion de las plantas. Otras funciones incluyen un papel antifungico y bactericida,
confieren coloracion, lo que puede contribuir a los fendmenos de polinizacion y tienen una

importante capacidad para fijar metales como el hierro y el cobre. (Martinez, et.al, 2002).

Los flavonoides se ubican principalmente en las hojas y en el exterior de las plantas,
apareciendo sélo rastros de ellos en las partes de la planta por encima de la superficie del
suelo; representan, pues, una contribucién importante al potencial antioxidante de la dieta

humana. (Martinez, et.al, 2002).

Accidén antioxidante de los flavonoides

La capacidad de los polifenoles vegetales para actuar como antioxidantes en los sistemas
bioldgicos fue ya reconocida en los afios 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 apreciacion de su amplia actividad farmacologica. Pueden unirse a los polimeros
biologicos, tales como enzimas, transportadores de hormonas, y ADN; quelar iones
metalicos transitorios, tales como Fe2+, Cu2+, Zn2+, catalizar el transporte de electrones, y
depurar radicales libres. Debido a este hecho se han descrito efectos protectores en patologias
tales como diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones viricas, ulcera estomacal y
duodenal e inflamaciones. Otras actividades que merecen ser destacadas son sus acciones
antivirales y  antialérgicas asi como sus propiedades antitrombotica y

antiinflamatoria.(Martinez, et.al, 2002).
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La funcién antioxidante de la quercitina muestra efectos sinérgicos con la vitamina C. El
acido ascorbico la oxidacion de la quercitina, de manera tal que combinado con ella permite
al flavonoide mantener sus funciones antioxidantes durante mas tiempo. Por otra parte, la
quercitina protege de la oxidacion a la vitamina E, con lo cual también presenta efectos

sinergizantes. (Martinez, et.al, 2002).

Los flavonoides retiran oxigeno reactivo especialmente en forma de aniones superoxidos,
radicales hidroxilos, peroxidos lipidicos o hidroperoxidos. De esta manera bloquean la
accion deletérea de dichas sustancias sobre las células. Sus efectos citoprotectores son, por
ejemplo, bien patentes en fibroblastos de la piel humana, queratinocitos, células endoteliales
y ganglios sensoriales cultivados en presencia de sulfoxina butionina, un inhibidor
irreversible de la glutation sintetasa. Diversos flavonoides han mostrado su eficiencia para
eliminar los procesos de peroxidacion lipidica del 4cido linoleico o de los fosfolipidos de las
membranas, la peroxidacion de los globulos rojos o la autooxidacion de los homogeneizados
de cerebro. Asimismo, se ha comprobado su potente capacidad de inhibir in vitro la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) por los macrofagos y reducir la

citotoxicidad de las LDL oxidadas. (Martinez, et.al, 2002).

En ensayos clinicos, se ha comprobado que la administracién profilactica de flavonoides
disminuye la produccion de radicales libres en la reperfusion después del bypass en cirugia
de reemplazamiento vascular Ademas, flavonoides como la quercitina y el kaempferol son
capaces de aumentar el nivel en un 50%, induciendo el sistema antioxidante celular y

contribuyendo asi a la prevencion de enfermedades. (Martinez, et.al, 2002).

En estudios epidemiologicos se ha demostrado que con el consumo incrementado de frutas y
vegetales se experimenta una reduccion del 50% en el riesgo de canceres digestivos y de las
vias respiratorias. Asi, la genisteina bloquea el desarrollo de tumores al prevenir la formacion
de nuevos vasos impidiendo con ello la llegada del oxigeno y nutrientes a las células
neotumorales. También modula la reaccion de los estrogenos ligdndose a sus receptores con
lo que disminuye el riesgo de cancer de mama. De hecho, se ha puesto de manifiesto que

diversos flavonoides pueden inhibir monooxigenasas dependientes del citocromo P-450, lo
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que indicaria un papel potencial en la regulacion de la activacion de carcindgenos59 y que
chalconas y flavononas en concreto son inductoras de las quinonas reductasas y podrian tener

un papel preventivo en la progresion de los hepatomas. (Martinez, et.al, 2002).

Los flavonoides protoantocianidicos pueden ser absorbidos por las membranas celulares y
protegerlas dela accion de los radicales libres. Tienen la ventaja de ser liposolubles e
hidrosolubles: es decir, se disuelven en lipidos o en agua. Por eso, en contraste con otros
antioxidantes que no poseen esa doble cualidad, son capaces de atravesar la barrera
hematoencefalica y pueden proteger a las células cerebrales, que son muy sensibles a las

lesiones producidas por los radicales libres. (Martinez, et.al, 2002).

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 formacion de un radical aroxilo 1abil o de un
complejo flavonoide hierro redox Iabil. En el primer caso, la autooxidacion del radical
aroxilo genera anion superoxido (02-) que, siguiendo la secuencia conocida, genera el dafiino
radical hidroxilo (HO.). Estos mecanismos pueden constituir la base de las acciones
mutagénicas y citotoxicas descritas para algunos flavonoides. Debe destacarse que las
propiedades prooxidantes y mutagénicas de los flavonoides se hallan unidas a la accion de
eliminar radicales libres que tienen estos compuestos. Sin embargo, lo que determina el
caracter antioxidante o prooxidante de esta reaccidon inicial es, como ya se menciond
previamente, estabilidad/labilidad redox del compuesto radical formado a partir del

flavonoide original.(Martinez, et.al, 2002).

La autotooxidacion del radical aroxilo o la formacion de compuestos ternarios entre el ADN,
el cobre y los flavonoides, son posibles explicaciones de la mutagenicidad mediada por los
flavonoides; ahora bien, dichas acciones solo parecen producirse cuando las dosis de

flavonoides utilizadas son muy altas. (Martinez, et.al, 2002).
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Terpenos

Este tipo de compuestos es encontrado en frutas, vegetales y granos de cereales.
Cientificamente se conoce que los terpenos tienen una variedad de actividades biologicas.
Dado que los terpenos los encontramos en las frutas y vegetales se consideran constituyentes
de la dieta humana. Por eso es que se puede citar que “la dieta humana contiene un sinnimero
de antimutagenos y anticancerigenos” por lo que esta premisa puede ser aplicada también a

los terpenos (Sargo, et. al, 1995).

Entre los terpenos comunes se pueden citar el limoneno, geraniol y carvona. Los terpenos
antioxidantes son muy importantes en el roll de prevencion de la formacion de los radicales

libres por via no enzimatica en el proceso de proteccion(Sargo, et. al, 1995).

Metabolitos secundarios

Los organismos varian ampliamente en su capacidad para sintetizar y transformar
compuestos quimicos. Las plantas destinan gran parte de sus genomas para la produccion de
metabolitos secundarios, mostrando un mayor potencial para dichos compuestos en
comparacion con los animales. Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso
molecular con gran importancia ecologica, son utilizados por las plantas como defensa contra
los herbivoros o microorganismos patégenos; atraccion de polinizadores o dispersores de
semillas entre los mas sobresalientes. Se ha estimado que las plantas producen mas de
100,000 tipos de metabolitos secundarios de los cuales se han aislado mas de 40,000. La
variedad de estructuras de metabolitos secundarios estd dada por modificaciones de una
estructura basica. En la actualidad ese conoce una gran variedad de estructuras quimicas de
metabolitos secundarios; para algunos de ellos se conoce la actividad biologica incluyendo el

efecto que presentan en el organismo humano (Garcia.J.M, 1999).
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La importancia relativa y las interacciones entre estos diferentes antioxidantes constituye un
area compleja, con varios metabolitos y sistemas de enzimas teniendo efectos sinérgicos e
interdependientes unos de otros. La accioén de un antioxidante puede depender de la funcion
apropiada de otros miembros del sistema antioxidante.La cantidad de proteccion
proporcionada por cualquier antioxidante depende de su concentracion, de su reactividad
hacia la especie reactiva del oxigeno y del estado de los antioxidantes con los cuales

interactiia (Garcia.J.M, 1999).

Algunos compuestos contribuyen a la defensa antioxidante quelando los metales de
transicion y evitando que catalicen la producciéon de radicales libres en la célula.
Particularmente importante es la capacidad de secuestrar el hierro, que es la funcion de
proteinas de union al hierro tales como la transferina y la ferritina' El selenio y el zinc son
comunmente mencionados como nutrientes antioxidantes pero estos elementos quimicos no
tienen ninguna accidn antioxidante ellos mismos sino que se requieren para la actividad de

algunas enzimas antioxidantes (Garcia.J.M, 1999).

Principios activos

Los principios activos son sustancias que se presentan en alguna parte de la planta y que son
capaces de modificar el funcionamiento del cuerpo humano. Se estima que los productos
naturales y sus derivados representan el 50% de farmacos utilizados en el mundo.
Actualmente se conocen las vias de formacién de los principios activos de la planta,

agrupandose en la funcién del precursor a partir del cual se biosintetizan (Herrera.M,2010).

» Ruta de acetil coenzima — A o de los poliacetato: Responsable de la formacion de
metabolitos policiclicos aromadticos, tales como los heterosidos como los
antraquinonicos (axantes) y las antraciclinas (antibioticos y antitumorales)

(Herrera.M,2010).

» Ruta del acidosikimico: Da lugar a compuestos con anillos aromaticos

frecuentementepolifenolicos, lignanos, algunos derivados de podifilotoxina
20
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(actividad antitumoral), taninos (propiedades astringentes) cumarinas, flavonoides y
antocianinas (Herrera.M,2010).

» Ruta del &cido mevaldnico: Por esta via se forman moléculas que forman unidades
isoprenicas como heterosidoscardiotonicos; saponinas triterpenicas o esteroides
(antiinflamatorios y expectorantes) o diterpenos nitrogenados (antitumurales del tipo

del taxol) (Herrera.M,2010).

= Ruta de los aminodacidos: En esta ruta son sintetizados los alcaloides tales como la

morfina, codeina, cocaina, atropina, entre otros (Herrera.M,2010).

= Derivados del metabolismo primario: Se forman por la condensacion de unidades
de monosacaridos o aminoacidos. Entre los compuestos que son producidos por esta
ruta se pueden destacar el dextrano,( utilizado como expansor del

plasma)(Herrera.M,2010).

Aislamiento de fitoquimicos

Las plantas poseen una amplia variedad de componentes que pueden servir como farmacos,
asi como revelar nuevos mecanismos de accion para el control de enfermedades

(Herrera.M, 2010).

El aislamiento de un compuesto activo requiere de proceso de investigacion y desarrollo

interdisciplinario, siguiendo los pasos que se describen a continuacion:

Seleccién del material vegetal

La seleccion de la planta puede ser al azar cuando se elige una planta cualquiera o
biorracional cuando se encuentra con referencias acerca de las propiedades de la especie. En
la seleccion biorracional se incluye la etnobotanica, cuando se conoce el uso medicinal de la
planta; fotoquimica cuando se obtiene un metabolito del cual se obtiene reportes de

bioactividad; ecoldgica busqueda de plantas expuestas a estrés ambiental y taxondmica
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eleccion de especies mas emparentadas taxondmicamente a otras que presentan actividad

biologica (Herrera.M,2010).

Extraccion

Una vez seleccionada la planta, se hace la extraccion de compuestos, para ello las técnicas
mas comunes son la maceracion, decoccion, percolacion y extraccion de acido — base. La
maceracion es un proceso solido- liquido, donde se aprovecha que la planta posee una serie
de compuestos solubles en el liquido extrante (disolvente). Los disolventes mas utilizados
son hexano, éter de petréleo, cloroformo, acetato de etilo, cloroformo, acetona, alcohol,
metanol y agua dependiendo de la polaridad de los componentes que se deseen extraer

(Herrera.M,2010).

Separacion de compuestos

La cromatografia es el método méas comun de separacion, en el que los componentes a
separar son distribuidos en la fase estacionaria atraves de la fase movil, los componentes de
la muestra tienen propiedades particulares que permitiran la interaccion entre la fase
estacionaria y la movil, de esta forma cada uno de ellos se retrasa de forma diferente. Las
caracteristicas de la fase estacionaria y la mévil deben ser las adecuadas para tener una
separacion completa de todos los componentes de la muestra. En la separacion de
compuestos vegetales se utiliza la combinacion de dos o mas técnicas cromatografias como
cromatografia en capa fina (CCF), cromatografia en columna abierta (CCA), cromatografia
de liquidos de alta resolucion (CLAR), cromatografia gas — liquido y cromatografia de gases.

(Herrera.M,2010).

Elucidacion de compuestos

La identificacion y caracterizaciéon de los compuestos se realiza fundamentalmente por

espectrometria de masas, espectroscopia infrarrojo, ultravioleta y magnética nuclear

(RMN)(Herrera.M,2010).
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Ensayo antioxidante

El estudio de los antioxidantes se ve desarrollado debido a que el radical oxigeno y otras
especies de oxigeno activadas son continuamente producidas formas células y muchas se ven
envueltas en algunos procesos de enfermedades por dafio celular, molecular y estructural ya
que se considera que tienen una importante funcion en la produccion tumoral El potencial
antioxidante de los extractos de plantas puede ser basado en la capacidad de capturada de

radicales libres tal como DPPH ( 1,1- Diphenyl- 2 -picryhydrazyl) .(Herrera.M, 2010).

La determinacion de la actividad antioxidante es realizada por métodos que se basan en
comprobar como un agente oxidante es inhibido o reducido en presencia de un antioxidante.
Actualmente uno de los métodos més utilizados para la determinacion de los antioxidantes es
el método eliminacion del radical 2,2-difenil-1-1picrihidracilo (DPPH). En su forma de
radical libre, el DPPH absorbe a 515nm y cuando es reducido por un antioxidante, esta
absorcion desaparece. La disminucion de la absorbancia del DPPH proporciona un indice

para estimar la capacidad del compuesto de prueba para atrapa radicales (Herrera.M, 2010).

El modelo que explica la actividad de un compuesto como antioxidante se ejemplifica con la

siguiente ecuacion: (Herrera.M, 2010).

DPPH. + (AH) 11 ~----mmmmm- DPPH - H + (A.)n

Ecuacion 1. Reaccion del DPPH con un antioxidante. Donde AH es un antioxidante que
actia donando radicales de hidrogeno, dando como resultado radicales con estructuras
moleculares estables de (DPPH-H) que destacan la reaccion en cadena. El nuevo radical

formado (A.) puede interactuar con oro radical para formar moléculas estables

(DPPH-A, A-A). (Herrera.M, 2010).

La reaccion entre el DPPH un compuesto depende de la conformacion estructural del

mismo, por lo que las comparaciones cuantitativas no siempre son apropiadas.

(Herrera.M, 2010).
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Taxonomia

1) Informacion basica.

Nombre comun: Cocotero, Coco, Palmera de coco
Nombre cientifico: Cocos nucifera
Familia: Arecaceae.

Especie: Cocos nucifera L.

2) Descripcién botanica.

Es una palmera monoica de tronco tinico, con frecuencia inclinado, de 10-20 metros de altura
y de 50 centimetros de grosor en la base y estrechdndose hacia la parte superior. En el 4pice
presenta un grupo de hojas que protegen el tnico punto de crecimiento o yema terminal que
posee la planta. Hojas pinnadas, de 1.5-4 metros de longitud, con foliolos coriaceos de 50-70
centimetros de longitud, de color verde amarillento sus flores poseen inflorescencias
paniculadas que nacen en las axilas de las hojas inferiores, protegidas por una bractea
llamada espata de hasta 70 centimetros de longitud y se desarrolla en 3 0 4 meses (Las frutas

en nuestro cuerpo , 2001).

El coco es una drupa, cubierto de fibras, de 20-30 centimetros de longitud con forma ovoidal,
pudiendo llegar a pesar hasta 2.5 kilogramos; estdn formados por una céascara externa
amarillenta, correosa y fibrosa (exocarpo) de 4 o 5 centimetros de espesor con forma de pelos
fuertemente adheridos a la nuez; una capa intermedia fina (mesocarpo) y otra mas dura
(endocarpo) que dispone de tres orificios proximos en disposicion triangular, situados en el
apice, dos cerrados y el otro frente a la raicilla del embridn (Las frutas en nuestro cuerpo ,

2001).

La pulpa blanca es comestible conteniendo en su cavidad central un liquido azucarado
conocido como agua de coco y que en cantidad aproximada de 300 gramos se encuentra

encerrada en el interior del fruto. (Las frutas en nuestro cuerpo, 2001).
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3) Ensayos bioldgicos reportados.

El cocos nucifera es una especie que reporta del aceite y del agua de coco actividad
neutralizante y mineralizante en la acidez 1til en la arterosclerosis, la cubierta fibrosa da

buenos resultados para la tos. También reporta actividad antiparasitaria, antiasmatica,

astringente, laxante y diurético (Duraffourd.C, Hervicourt.D y Lapraz.C, 1986).

4) Composicién quimica

El zumo (agua) de fruto contiene azicar: sorbitol; acidos orgénicos: acido malico;
aminodcidos y una aminopurina. La copra (semilla secada artificialmente) contiene 20% de

carbohidratos, 8% de proteinas y 65% de lipidos (Germosen, 2005).

El endospermo contiene sorbitol; proteinas: alanina, arginina, acido aspartico, acido
glutdmico, glicina, lisina y valina; alcanoles: 2,3-butano-diol; lipidos; acido laurico,
octanoico; alcaloides: 2, 3,5-trimetil amino-pirazina; hidratosalcanona C4 y carbohidratos:

galactitol (Germosén.R, 2005).
En el aceite de semilla se encuentran entre otras las siguientes sustancias:
triterpenos:a-amirina, [-amirina, esteroides: campesterol, estigmasterol; alcanos: n-

decosano, n- cicosano y lipidos como el acidocaproico y vitamina E (Germosen.R, 2005).

Técnicas de extraccion

La existencia de componentes activos en las plantas ha llevado a la elaboracion de extractos
etanolicos o hidroalcoholicos de las plantas de donde se extraen los componentes que
reportan actividad. Estos componentes activos se encuentran por el orden del 0.1% - 2.0% y

en algunos casos es menor al 0.01% (Lock, 1994).

La extraccion de los componentes activos da lugar a que se puedan disefiar derivados

sintéticos y estos nos pueden ser utiles en el mercado (Lock.O,1994).

25
UNAN - Ledn



Ensayo biodirigido del extracto etandlico del fruto Cocos nucifera con actividad
antioxidante.

La elaboraciéon de los extractos permite realizar ensayos bioldgicos para extraer
posteriormente sus componentes activos. Los extractos pueden ser elaborados por diferentes
técnicas entre las mds comunes estdn: maceracion, digestion, infusion, lixiviacion y

percolacion.(Lock.O,1994).

En la técnica de maceracion el material seco se pone en contacto con el disolvente a
temperatura ambiente por un periodo de 2 — 30 dias, para hacer ensayos biologicos en
cantidades pequenas se utiliza la maceracion acelerada la cual difiere en que el material a
estudiar se pone en contacto con el disolvente en bafio maria por un periodo de 30-45 minutos

a una temperatura no mayor de 45 °C. (Lock.0,1994).

La técnica de percolacion consiste en poner el material de estudio en contacto con el

disolvente a temperatura ambiente por un periodo de 48h-72h. (Lock.0,1994).

La técnica de particion o extraccion con disolvente es el proceso mediante el cual un
material que estd en una fase se hace pasar por otra fase. Aunque existen diferentes métodos
para la elaboracion de la particiones se utiliza el convencional que es la relacion 1:1 extracto

solvente (Lock.0,1994).

Aislamiento, consiste en separar el principio activo totalmente puro de la especie vegetal que
se estd estudiando lo cual es importante ya que el tratamiento por ingestion oral del preparado
de hojas deberia tener menor efecto que el principio activo puro (Lock.0,1994).

Para aislar componentes se han utilizado diferentestécnicasatraves del tiempo. Entre ellas
estan: cromatografia de capa fina, cromatografia de columna, cromatografia liquido- liquido,
cromatografia gas — liquido, cromatografia liquido — liquido por particiones, por absorcion,
por exclusion, por intercambio i6nico, por HPLC, por el contrario corriente, por
electroforesis. Al igual para la identificacion de los componentes las técnicas
cromatograficas son utiles. Para el aislamiento de compuestos puro las técnicas de
cromatografia en columna por gravedad y la técnica de capa fina han sido las mas

utilizadas.(Lock.O, 1994).
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Cromatografia: es un procedimiento fisico — quimico que permite separar los componentes
o sustancias integrantes de una mezcla en movimiento por absorcion o separacion diferencial

de los componentes sobre una superficie estacionaria o inmoévil (Jirén.Z, 1998).

La fase estacionaria esta constituida por un sélido absorbente que se empaqueta en una

columna de vidrio (Burriel.M, Lucena.C, Arriba. y Hernandez.M,1982).

Se llama absorcion al deposito o retencion selectiva de las sustancias sobre las superficies de
los sdlidos finamente divididos por efecto de fuerzas fisico — quimicas. Los componentes a
separar se anaden en forma soluble por la parte superior de la columna quedandose retenidos
la misma, posteriormente en los componentes se desplazan arrastrados por una fase movil

liquida. (Burriel, et.al, 1982).

Nuevas adiciones de disolventes arrastran las moléculas de soluto atraves de la columna en
una sucesion continua de transferencia entre las dos fases dado que el movimiento del
solutosolo puede ocurrir en la fase movil la velocidad media a la que el soluto migra depende
de la fraccién de tiempo que permanece en esta fase. Esta fraccion es pequeia para los
solutos que son fuertemente retenidos por la fase estacionaria y es grande para aquellos cuya
retencion en la fase movil es mayor. Para una separacion efectiva de los componentes su
velocidad atraves de la columna debe ser suficientemente diferente y la longitud de la

columna adecuada. (Burriel, et.al, 1982).

Para cromatografia de columna las fases estacionarias mas comunmente utilizadas es gel de
silica. Para terminar de identificar y purificar lo que se utiliza es cromatografia de capa fina o
capa delgada (TLC) esta ofrece una fase inmovil para el rapido desplazamiento de los
componentes y la posibilidad de usar agentes cromogénicos, como reveladores, tal es el caso

del 4cido sulftrico puro o mezclado, acido nitrico y vapores de bromo.(Dominguez. A,1978).

La silica gel o gel de silica es el absorbente mas utilizado. Para obtener una buena separacion
es recomendado que se impregne la silica con el 1 — 20 % de nitrato de plata. Para localizar

las manchas, ademas de los reactivos ya citados se usan vapores de yodo, solucion al 70% de
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sulfato cérico con 4cido sulfurico 2N, se recomienda luego calentar la placa cromatografica.
De este sistema se obtienen los Rf, los cuales sirven de orientadores ya que tienen que ser

reproducibles.(Dominguez.A,1978).

El Rf (Factor de desplazamiento o indice de retencion) es las relaciones del soluto y la del
disolvente en la fase moévil, medidas ambas por el avance desde el frente.

(Dominguez.A, 1978).

Puesto que la distancia recorrida en un tiempo es la velocidad, el factor Rf puede ser
expresado como la distancia recorrida por el soluto y el disolvente en un mismo tiempo.Rf=
Distancia recorrida por el frente del soluto/ Distancia recorrida por el frente del disolvente.

(Dominguez.A, 1978).
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Hipotesis

Las fracciones del extracto de fruto de coco fraccionado tienen mayor actividad antioxidante

que el extracto de fruto de coco crudo.
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Material y método

Tipo de estudio: Experimental
Unidad de andlisis: Los frutos de Cocos secos a temperatura ambiente.
Universo: Cocos nucifera
Muestra: Extracto etandlico del Coco nucifera
Especie: Cocos nucifera
Reactivos: Equipo:
1. Etanol 1.Balanza analitica
2. AcOET 2.Espectrofotometro UV-VIS
3. hexano
4. Dimetilsulfuxido (DMSO)
5. Radical DPPH
6

Acido ascorbico

Cristaleria:
1. Agitador, balones , beakers de 100 ml, capsulas de porcelana, columna

cromatografica, tubos de ensayo, embudo separador, cocina, espatula.

Procedimiento
Seleccion del material: El material se escogio al azar, en este paso se elige una planta

cualquiera y de ellas se toman muestras correspondientes.
Colecta del material vegetal

La colecta del material vegetal se realizoé dentro de los limites del campus médico tomando
en cuenta que los frutos estuvieran en buenas condiciones ambientales asi mismo que
tuvieran buena apariencia, tomando en cuenta que recolecté veinticuatro frutos pequefios de

COCO.
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Obtencion de los Extractos.

1. Los frutos del Coco se secaron a temperatura ambiente para evitar la degradacion
de los compuestos.

2. Una vez seco el material se coloco en contacto con etanol 96° por 5 dias a temperatura
ambiente y al abrigo de la luz.

3. Se agitara al menos una vez al dia.

4. El extracto crudo se separd por decantacion y filtracion simple eliminandose el
residuo.

5. Se aplico el método de 2,2-1-difeni-pricrihidrazilo, para determinar la actividad del

extracto crudo, para tener una actividad base de referencia del extracto.

Separacion de compuesto

1. El extracto se fraccionara por Cromatografia de columna abierta, usando como
soporte fase normal.

2. El extracto crudo se agitdé con acetato de etilo hasta formar un precipitado
blanquecino el extracto se recuperara por filtracion y se sometera a una cromatografia
de exclusion molecular en columna abierta utilizando como soporte silica gel mesh
60 y fase movil n-hexano acetato de etilo incrementando su polaridad hasta llegar al
etanol.

3. Se monitoreara la cromatografia en columna abierta por medio de una cromatografia
en capa fina, las fracciones que presenten las mismas bandas se juntaran y se aplicara

el bioensayo de 2,2-difenil-1-pricril-hidrazilo.
Actividad biolégica con DPPH
1. Cada extracto crudo y fraccion se disolveran en dimetilsulfoxido antes de realizar el

bioensayo.

2. Se tomo una alicuota se dejaran secar y se disolveran completamente cada muestra.
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3. El disolvente a utilizar para el bioensayo sera etanol.

4. La actividad antioxidante se realizara utilizando el 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo.

Ensayo de la Actividad Antioxidante.

Preparacion del radical de DPPH.

Se pesé aproximadamente 0.014234 g del reactivo DPPH, se coloc6 en un balon de 100 ml y

se afor6 con Etanol (EtoH), como diluyente.

Preparacion del Acido Ascorbico (Vitamina C)

Se peso 0.1 g de Acido Ascorbico se llevé a un balén de 100 ml y luego se aforo con etanol.

Preparacion de la muestra

Se lavo y se limpid las cépsulas con alcohol para evitar cualquier contaminacion de la
muestra luego se procedié a secar las capsulas a temperatura ambiente; una vez secas se
esperd 30 minutos a temperatura ambiente para luego proceder a pesar y anotar su peso. Una
vez pesadas se le adicionaron 200 mcl de extractos, estos se dejaron 24 horas para el secado
del extracto, una vez secos se pesaron las capsulas con el extracto seco se procedio a realizar
la diferencia de la capsula llena y cépsula vacia para saber cudnto es la cantidad de extracto

seco que se obtuvo.

Se realizaron calculos para saber cuanto se le afiadi6 de DMSO 3.5% para diluir el extracto
seco, igual se realizaron los calculos para saber la cantidad de extracto que se anadio a cada
celda para contener una concentracion de 3.5 mg del activo y luego completar con el

reactivo de DPPH para llegar a 3500 mcl.
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Preparacion del patron positivo

En celdas desechables con una capacidad de 4000 mcl se adicionaron 175 mcl acido
ascorbico (Vit. C) disuelto en etanol preparado anteriormente. Seguidamente se adicionol75
mcl de dimetilsulfoxido (DMSO) completando a 3500 mcl de DPPH.

Preparacion del patrén negativo

Se adiciono a la celda 175 mcl de dimetilsulfoxido (DMSO) seguidamente se le agregaron

3325mcl de DPPH.

Preparacion del Blanco

Se agrego en una celda 175 mcl de Dimetilsulfoxido (DMSO) + 3325mcl de Etanol.
Medidas de absorbancias

A los extractos obtenidos se les realizo el bioensayo de captura de radicales libres DPPH
(1,1Diphenyl -2- picrylhydrazyl) se leyeron las muestras a una Absorbancia a 515 nm (luz

visible) utilizando el espectrofotdmetro.

El reactivo obtuvo un color violeta, la actividad atrapadora de radicales libre se hizo evidente

cuando la solucion se decoloro presentando un color amarillento.

El % inhibicion se calcul6 por la siguiente formula:

abs. Muetsra

YoInhibicion (—( )] + 1+100

abs.patron

Todos los calculos se realizaron en la hoja de célculo de Excel utilizando la formula anterior.
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RESULTADOS
% Recuperado de

DPPH Absorbancias | % de inhibicién
HEXANO : 1 99.696 2.6009| 20.37167437
L 2 100.98 2.6344| 19.34604905
3 96.628 2.5209| 22.82092888
4 96.664 2.5218| 22.79337477
DHH- 5 98.213 2.5622| 21.55650124

6 97.871 2.5533| 21.8289808
L 7 98.065 2.5584| 21.67284083
r 8 95.54 2.4925| 23.69041423
n ] 9 97.392 2.5408 | 22.21167682
10 97.652 2.5476| 22.00349019
- 11 96.271 2.5116| 23.10565472
- 12 89.17 2.3263| 28.77874047
13 98.044 2.5578 | 21.69121024
ACETATO+D 14 99.298 2.5905| 20.69007746
15 100.79 2.6294| 19.49912745
- 16 98.298 2.5644 | 21.48914674
17 95.798 2.4992| 23.48528917
D + ACETATO - 18 98.903 2.5802| 21.00541898
19 91.398 2.3844| 26.99996938
20 82.41 2.1499| 34.17934666
21 88.174 2.3003| 29.57474819
22 66.543 1.736| 46.85117717
ACETATO 23 94.207 2.4577| 24.75583994
24 86.354 2.2528| 31.02899305
25 79.403 2.3097| 29.28696078
ACETATO + 26 78.094 2.2716| 30.45341824
ETOH 27 78.474 2.2827| 30.11358418
28 69.863 2.0322| 37.78281236
29 85.947 2.5 23.46079662
AC + ETOH 30 77.085 2.2423| 31.3504577
31 75.554 2.1977| 32.71591709
32 80.523 2.3423| 28.28888957
ETOH 33 84.452 2.4566| 24.78951719
34 84.075 2.4456| 25.12628969
35 82.187 2.3907| 26.80709059
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36 81.221 2.3626| 27.66739124
ETOH + H20 37 79.073 2.3001| 29.58087132
38 81.816 2.3799| 27.13773995
39 92.958 2.704 | 17.21519762
40 90.212 2.6241| 19.66139056
ETOH + H20 - 41 88.277 2.5678| 21.38505342
42 93.851 2.73| 16.41918991
43 94.254 2.7417| 16.06098644
H20 destilada ] 44 89.975 2.6172| 19.87263877
Acido
ascorbico 0.086918 97.33894621
70.747 2.0579| 36.99598935
DPPH 112.29 3.2663
Curva del DPPH
3.5
Yy = 0.0259X + 0.3833 ,
3 R? = 0.9955
2.5
2
=Q= Curva del DPPH
15 Lineal (Curva del DPPH)
1
0.5
o)
o 20 40 60 8o 100 120
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ANALISIS DE RESULTADOS

Se observé que las fracciones combinadas muestran una actividad de inhibicion del radical
libre muy por debajo que la muestra del acido ascorbico y comparada con el extracto
etandlico de los frutos se ve que hay mayor sinergia en el extracto que en la fracciones, lo que
quiere decir que los compuestos separados disminuyen su actividad atrapadora de radicales.
Entre las fracciones crudas mostro mejor actividad protectora la fraccidn que muestra un
porcentaje de 46.85 %, la que posiblemente sea porque arrastro los compuesto con mayor
actividad protectora. Entre las fracciones crudas y el dcido ascorbico se observa que hay

mayor actividad del 4cido ascorbico.

CONCLUSION

El efecto antioxidante de las fracciones del extracto etanolico de coco puede atribuirse, en
forma parcial, a la presencia de algunos compuestos fenolicos, cuya actividad antioxidante
puede ser incrementada por la presencia de otros componentes no fendlicos en el extracto.
Que las fracciones del extracto no muestran actividad protectora mayor o igual a la del

extracto crudo.
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ANEXOS

CORTE Y EXTRACCION DEL FRUTO MUESTRA SECA AT° AMBIENTE

ALMACENAMIENTO DEL EXTRACTO EXTRACTO FILTRADO
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FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO EN TUBOS DE ENSAYO

FRACCIONAMIENTO DE MUESTRAS 80:20 DICLOROMETANO HEXANO.
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PREPARACION DE MUESTRAS EN CELDAS DESECHABLES

LECTURA DE LAS MUESTRAS
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