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Resumen 

Investigaciones precedentes en busca de plantas con efectos antioxidantes, sugieren que 

la especie vegetal Gymnanthes lucida Sw. (Yaití, Aité), perteneciente a la familia 

Euphorbiaceae, es una candidata potencial para la obtención de sustancias bioactivas con 

estas características, resultando necesaria la evaluación de estas propiedades. En este 

trabajo se realizó la caracterización química cualitativa del extracto etanólico y de 

diclorometano (fase) obtenidos a partir de la corteza de la especie, mediante la técnica de 

tamizaje fitoquímico; así como la evaluación de la actividad antioxidante in vitro de estos y 

las cumarinas aisladas, a través de los ensayos de DPPH, ABTS y poder reductor. La 

composición química cualitativa determinada para ambos extractos, mostró la presencia 

de triterpenos y esteroides, quinonas, cumarinas, fenoles y taninos, flavonoides, 

aminoácidos libres y aminas; adicionalmente para el extracto etanólico: alcaloides, 

carbohidratos y azúcares reductores. La fase de diclorometano resultó ser la de mayor 

capacidad secuestradora de radicales libres reflejado en los menores valores de CE50 

obtenidos y evidenciando el efecto sinérgico de las cumarinas presentes; mientras que el 

extracto etanólico total fue el de mayor poder reductor, con el más alto valor de la 

absorbancia. La escopoletina es el componente más activo de los compuestos puros 

evaluados, resultando el principal responsable de la actividad secuestradora de radicales 

libres y poder reductor mostrada por la fase de diclorometano y el extracto etanólico total 

de la corteza, bajo las condiciones estudiadas. Ninguna muestra presentó mayor actividad 

antioxidante que el ácido ascórbico como fármaco de referencia. 
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Abstract 

Previous research in search of plants with antioxidant effects, suggest that the medicinal 

species Gymnanthes lucida Sw. (Yaití, Aité), belonging to the family Euphorbiaceae, is a 

potential candidate for obtaining bioactive substances with these characteristics, resulting 

in the evaluation of these properties. In this work, the qualitative chemical 

characterization of the ethanolic extract and dichloromethane (phase) obtained from the 

bark of the species was carried out using the phytochemical screening  technique; as well 

as the evaluation of the in vitro antioxidant activity of these and the isolated coumarins, 

through the tests of DPPH, ABTS and reducing power. The qualitative chemical 

composition determined for both extracts showed the presence of triterpenes and 

steroids, quinones, coumarins, phenols and tannins, flavonoids, free amino acids and 

amines; additionally for the ethanolic extract: alkaloids, carbohydrates and reducing 

sugars. The dichloromethane phase was found to be the highest free radical scavenging 

capacity of reflected in lower EC50 values obtained and demonstrating the synergistic 

effect of coumarins present; while the total ethanolic extract had the highest reducing 

power, with the highest absorbance value. Scopoletin is the most active component of the 

pure compounds evaluated, being the main responsible for the activity of scavenger of 

free radicals and reducing power shown by the dichloromethane phase and the total 

ethanolic extract of the bark, under the conditions studied. No sample showed greater 

antioxidant activity than ascorbic acid as a reference drug. 
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1 

Introducción  

Diariamente el organismo origina ciertos tipos de moléculas conocidas como radicales 

libres, las que producidas en menor cantidad cumplen con funciones biológicas 

indispensables. El problema se genera cuando el número de estos aumenta, ya sea por 

esta vía o por influencia ambiental, por lo que es necesario eliminarlos. Estos radicales 

libres, que incluyen especies reactivas del oxígeno (ERO), especies reactivas del nitrógeno 

(ERN) y especies reactivas del azufre (ERA), son producidos fisiológicamente por todas las 

células, no solo durante la respiración celular sino también en los mecanismos de 

inmunidad celular contra patógenos y tumores.1 Bajas cantidades de ERO son necesarias 

para mantener la homeostasis biológica, sin embargo, altas concentraciones celulares de 

estos causan graves efectos, como la peroxidación lipídica y el daño al ADN, por lo que 

existen mecanismos antioxidantes en el organismo humano capaces de neutralizarlos.2 

Los antioxidantes son compuestos que pueden inhibir o retardar la oxidación de otras 

moléculas inhabilitando la iniciación o propagación de las reacciones en cadena de los 

radicales libres. Se pueden distinguir dos categorías: sintéticos y naturales. Los primeros 

son compuestos de estructuras fenólicas con varios grados de sustitución alquílica, 

mientras que los segundos pueden ser: compuestos fenólicos (tocoferoles, flavonoides, 

cumarinas, ácidos fenólicos), compuestos nitrogenados (alcaloides, derivados de la 

clorofila, aminoácidos y aminas) o carotenoides.  

El estudio de la capacidad antioxidante de las plantas medicinales ha crecido en las 

últimas décadas, ocupando en la actualidad un lugar privilegiado, ya que un número 

importante de productos obtenidos de éstas, como los aceites esenciales, alcaloides y 

diversos polifenoles poseen efectos antioxidantes, los que son evidenciados mediante 

diferentes ensayos in vitro e in vivo. Por su elevado consumo a través de la dieta y la 

presencia ubicua en muchas especies vegetales, el potencial de los polifenoles como 

agentes antioxidantes ha sido el más estudiado.3 

Las plantas juegan un papel fundamental en esta necesidad, ya que en ellas se encuentran 

estos elementos denominados antioxidantes, que ayudan a eliminar los radicales libres del 

organismo. Estos principios activos presentes en muchas especies vegetales ayudan a 



Tesis de Diploma. Introducción 2019 
 

 

 

2 

combatir los efectos dañinos de los radicales libres producidos en el organismo, como el 

envejecimiento prematuro, alteraciones en el aparato circulatorio y del sistema nervioso, 

e incluso se les relacionan con el cáncer y otras enfermedades degenerativas.4 

El reconocimiento global de esta problemática ha contribuido a la movilización de 

recursos para la realización de investigaciones, con el propósito de desarrollar nuevas 

sustancias que provean protección contra la oxidación. Como resultado se han obtenido 

antioxidantes sintéticos, pero los mismos tienen un uso restringido, debido a estudios de 

la comunidad científica acerca de su posible carácter carcinogénico y efectos tóxicos.5 Lo 

expuesto de forma previa ha aumentado la urgencia de encontrar antioxidantes de origen 

vegetal, como alternativa terapéutica para el tratamiento de diversas enfermedades 

relacionadas con el estrés oxidativo, como el cáncer, la ateroesclerosis, la Diabetes 

mellitus, las enfermedades glomerulares renales, cardiovasculares, coronarias y 

enfermedades cerebrales asociadas al envejecimiento, lo que sustenta y potencia la 

investigación con especies vegetales que posean un alto poder antioxidante y baja 

toxicidad.6 

A nivel mundial las personas utilizan indistintamente especies medicinales con esta 

propiedad, sin embargo, muchos de estos usos terapéuticos carecen de investigaciones 

científicas que fundamenten su eficacia y seguridad; así como la aplicación en el campo 

clínico-farmacéutico. Esta problemática limita la calidad, seguridad, desarrollo, producción 

y la comercialización de medicamentos de origen vegetal con potencialidades en la 

medicina. El propósito mencionado requiere de estudios sobre el aislamiento e 

identificación de los compuestos bioactivos de la planta de origen, su elucidación 

estructural, la demostración científica de su actividad biológica y seguridad, de manera 

que se faciliten investigaciones farmacológicas y toxicológicas, a través de los ensayos 

preclínicos y clínicos establecidos, así como los estudios de formulación farmacéutica. 

Investigaciones precedentes7,8 en busca de plantas con propiedades antioxidantes, 

sugieren que la especie vegetal Gymnanthes lucida Sw. (Yaití, Aité) perteneciente a la 

familia Euphorbiaceae es una candidata potencial para la obtención de sustancias 

bioactivas con estas características. Como resultados de estudios fitoquímicos se 
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identificaron estructuralmente los siguientes compuestos de naturaleza fenólica: 

taninos7,8 (hoja y corteza): ácido elágico (sustancia mayoritaria), ácido 3,3´,4´-tri-O-

metilelágico, ácido 3,3´,4´-tri-O-metilelágico-4-O-β-D-glucopiranósido, ácido 3,3´-di-O-

metilelágico-4´-O-β-D-xilopiranósido, ácido 3,3´-di-O-metilelágico y la corilagina; así como 

las cumarinas (corteza):8 6,7-metilendioxicumarina o ayapina, 5-metoxi-6,7-

metilendioxicumarina, 6,7,8-trimetoxicumarina, 6,7-dimetoxicumarina o escoparona y la 

escopoletina. 

Los referidos hallazgos evidencian la presencia de variados compuestos de naturaleza 

fenólica en esta especie, lo que permite justificar que esta planta podría poseer actividad 

antioxidante. En el caso de los taninos polifenólicos se atribuye a la capacidad de los 

grupos hidroxilos presentes en su estructura de secuestrar radicales libres;9 mientras que 

las cumarinas son capaces de captar radicales y ser protectores del daño tisular causado 

por la generación de las ERO, como puede ser el estrés oxidativo asociado al 

envejecimiento.10 En un estudio de relación estructura química-actividad farmacológica se 

comprobó la importancia de la sustitución pirogalol en los derivados del ácido benzoico 

(ácido gálico y ácido elágico). La sustitución orto-hidroxi confiere actividad secuestradora 

a los derivados del ácido cinámico (precursor de las cumarinas), ácido cafeico y ácido 

clorogénico.11  

Los antecedentes citados han permitido intuir el posible potencial antioxidante de esta 

especie, por lo que en el 201812 se llevó a cabo la evaluación de esta propiedad para 

extractos totales y elagitaninos aislados de G. lucida. Los resultados demostraron una 

mejor actividad del extracto total de la hoja con respecto al de la corteza frente a los 

radicales DPPH (CE50 12,82 ± 0,12 μg/mL) y ABTS (CE50 13,83 ± 3,45 μg/mL) y un poder 

reductor mayor que el ácido ascórbico (104 %). La actividad antioxidante de los 

elagitaninos evaluados demostró que estos contribuyen directamente, en dependencia de 

su estructura química, a la capacidad antioxidante de los extractos totales. El ácido elágico 

mostró la mayor actividad, superior al ácido ascórbico, con CE50 de 11,75 ± 0,53 μg/mL 

(DPPH) y 11,28 ± 0,28 μg/mL (ABTS) y un poder reductor mayor que el ácido ascórbico 
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(107 %), lo que lo señala como uno de los metabolitos secundarios de la hoja responsable 

de la actividad farmacológica. 

Teniendo en cuenta estos antecedentes y la necesidad de la búsqueda de nuevos 

compuestos con actividad antioxidante para el tratamiento de enfermedades provocadas 

por el estrés oxidativo, esta planta podría constituir una alternativa terapéutica dentro del 

arsenal de fitoterápicos disponibles. Por consiguiente, se necesitan de estudios preclínicos 

farmacológicos que evalúen la capacidad antioxidante de otro grupo de metabolitos de 

naturaleza fenólica aislados de esta planta, como las cumarinas. Estas debido a su baja 

toxicidad, presencia en la dieta y en varios remedios herbolarios son excelentes 

candidatos para la evaluación de sus propiedades antioxidantes; por lo que este trabajo 

permitirá aportar las evidencias experimentales necesarias que sustenten su uso 

medicinal y posible aplicación médico-farmacéutica.  

Problema científico: La especie vegetal G. lucida Sw. posee insuficientes evidencias 

científicas de su posible actividad antioxidante, la que ha sido estimada por la presencia 

de varios compuestos polifenólicos (taninos derivados del ácido elágico y cumarinas) 

aislados de la hoja y la corteza.  

Hipótesis: Si los extractos etanólico y de diclorometano, así como las cumarinas aisladas 

de la corteza de G. lucida Sw. muestran actividad antioxidante, entonces podrán ser 

utilizados como materias primas para la preparación de formulaciones farmacéuticas 

destinadas al tratamiento de enfermedades asociadas al estrés oxidativo. 

Objetivo General:  

Evaluar la actividad antioxidante in vitro del extracto etanólico, de diclorometano (fase) y 

cumarinas aisladas de la corteza de la especie Gymnanthes lucida Sw. 

Objetivos específicos: 

1. Determinar la composición química cualitativa del extracto etanólico y de 

diclorometano (fase) obtenidos a partir de la corteza de la especie. 

2. Determinar la actividad secuestradora de radicales libres y poder reductor in vitro del 

extracto etanólico, de diclorometano (fase) y cumarinas aisladas de la corteza de la 

especie. 



 
Capítulo I: Revisión 

Bibliográfica 
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CAPÍTULO I. Revisión Bibliográfica  

I.1 Proceso de oxidación celular. Definición 

El oxígeno (O2) es necesario para la vida de la mayoría de los seres vivos, ya que actúa en 

la respiración mitocondrial como aceptor final de cuatro electrones, dando lugar a una 

molécula de agua. Cuando la reducción del oxígeno es parcial se generan especies 

reactivas derivadas, conocidas como radicales libres. Así, cuando captan un electrón, se 

produce el radical superóxido (O2
-), que puede dar lugar a peróxido de hidrógeno (H2O2) y 

al radical hidroxilo (OH-), resultando este el más perjudicial de todos. A nivel biológico y 

fisiológico, la  oxidación celular es el proceso de alimentación y desgaste de las células.13 

I.1.1 Radicales libres y especies reactivas del oxígeno. Concepto y mecanismos 

fisiológicos de generación 

Los radicales libres son todas aquellas especies químicas, cargadas o no, que en su 

estructura atómica presentan un electrón no pareado o impar en el orbital externo. En 

estas condiciones buscan otro electrón para poder parearse, por lo que son muy reactivos 

y tienen una vida media corta, lo que condiciona que actúen cercano al sitio en que se 

forman. Estas pequeñas moléculas se producen mediante diferentes mecanismos que 

tienen lugar en la cadena respiratoria mitocondrial, la cadena de transporte de electrones 

a nivel microsomal y en los cloroplastos. De forma general, las reacciones de oxidación 

producen daño celular (oxidativo) al interactuar con las principales biomoléculas del 

organismo. No obstante lo expresado anteriormente, los radicales libres del oxígeno 

tienen una función fisiológica en el organismo, como es la de participar en la fagocitosis, 

favorecer la síntesis de colágeno y prostaglandinas. Existe un término que incluye a los 

radicales libres y a otras especies no radicálicas, que originan agentes prooxidantes y son 

las especies reactivas del oxígeno (EROS).14  

Los radicales libres del oxígeno se clasifican de la forma siguiente: 

1. Radicales libres inorgánicos o primarios: Se originan por transferencia de electrones 

sobre el átomo de oxígeno, representan por tanto distintos estados en la reducción de 
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este y se caracterizan por tener una vida media muy corta; estos son el anión superóxido, 

el radical hidroxilo y el óxido nítrico. 

2. Radicales libres orgánicos o secundarios: Se pueden originar por la transferencia de un 

electrón de un radical primario a un átomo de una molécula orgánica o por la reacción de 

dos radicales primarios entre sí. Poseen una vida media un tanto más larga que los 

primarios y los principales átomos de las biomoléculas son: carbono, nitrógeno, oxígeno y 

azufre. 

3. Intermediarios estables relacionados con los radicales libres del oxígeno: Aquí se 

incluye un grupo de especies químicas que, sin ser radicales libres, son generadoras de 

estas sustancias o resultan de la reducción o metabolismo de ellas, entre las que están el 

oxígeno singlete, el peróxido de hidrógeno, el ácido hipocloroso, el peroxinitrito, el 

hidroperóxido orgánico.15 

Los radicales libres se generan a nivel intracelular y extracelular. Entre las células 

relacionadas con la producción de radicales libres del oxígeno, están los neutrófilos, 

monocitos, macrófagos, eosinófilos y las células endoteliales. Las enzimas oxidantes 

involucradas son la xantinoxidasa, la indolamindioxigenasa, la triptófano dioxigenasa, la 

mieloperoxidasa, la galactosa oxidasa, la ciclooxigenasa, la lipooxigenasa, la 

monoaminooxidasa y la NADPH oxidasa. Se reconoce ampliamente la relación de 

productos cíclicos de naturaleza redox, como son el paraquat, diquat, alloxano, 

estreptozozina y doxorubicina con los radicales libres. También se producen radicales 

libres por la administración de paracetamol, tetracloruro de carbono y furosemida. No se 

deben olvidar agentes como el humo del cigarrillo, las radiaciones ionizantes, la luz solar, 

el shock térmico y las sustancias que oxidan el glutatión (GSH) como fuentes de radicales 

libres.15 

Existen otras circunstancias en que también se producen radicales libres, como son: 

•Dieta hipercalórica. 

•Dieta insuficiente en antioxidantes. 

•Procesos inflamatorios y traumatismos. 

•Fenómenos de isquemia y reperfusión. 
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I.1.2 Estrés oxidativo. Fisiopatología y enfermedades asociadas 

El daño o estrés oxidativo se ha definido como la ruptura del equilibrio que debe existir 

entre las sustancias o factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados 

de eliminar dichas especies, ya sea por un déficit de estas defensas o por un incremento 

exagerado de la producción de ERO. Todo esto trae como consecuencia alteraciones en la 

relación estructura-función de cualquier órgano, sistema o grupo celular especializado; 

por lo tanto, se reconoce como mecanismo general de daño celular, asociado con la 

fisiopatología primaria o la evolución de un número creciente de entidades y síndromes 

de interés médico-social, involucrado en la génesis y en las consecuencias de dichos 

eventos.16,17  

Son numerosas las patologías que han sido asociadas con este desbalance entre oxidantes 

y antioxidantes: la ateroesclerosis, trombosis, hipertrofia, el cáncer, la enfermedad de 

Alzheimer y Parkinson, la Diabetes mellitus, enfermedades autoinmunes e inflamatorias 

crónicas, cataratas y retinopatía, situaciones de injuria por isquemia y repercusión en los 

tejidos, el síndrome de distrés respiratorio, asma, psoriasis, anemia de Falconi, así como 

otras de causas multiorgánicas como intoxicaciones, envejecimiento y cáncer.16-19 

I.2 Antioxidantes. Generalidades 

Los antioxidantes son compuestos químicos importantes en la prevención o reducción del 

daño oxidativo de los componentes celulares causados por las ERO. Estos tienen la 

capacidad de evitar o reducir la intensidad de las reacciones de oxidación a lípidos, 

proteínas, ADN, o cualquier otro tipo de molécula.20 Los seres vivos desarrollan sistemas 

de defensa antioxidantes, que no es suficiente en ocasiones para combatir los procesos 

oxidativos.21 Estos sistemas complejos incluyen una amplia variedad de componentes, de 

origen endógeno y exógeno, que actúan de forma interactiva y sinérgica.  La defensa 

antioxidante puede ser enzimática o no enzimática, así como ser un sistema reparador de 

moléculas.22  

No existe un único criterio para la clasificación de los antioxidantes, porque varios de ellos 

actúan por diversos mecanismos. Entre los que se reportan en la literatura, se pueden 
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citar: según fuentes de origen (natural y sintético), modo de acción (preventivas y 

bloqueadoras de cadena) y sobre organismos vivos (primarios, secundarios y terciarios).23 

Arrate Lacalle en el 2007, informó que los mecanismos de acción antioxidantes primarios 

previenen la formación de nuevos radicales libres (RL), convirtiendo a los existentes en 

moléculas menos perjudiciales antes de que puedan reaccionar y aumentar así su número 

(Ejemplos: antioxidantes de naturaleza enzimática, como la superóxido dismutasa, la 

catalasa y la glutatión peroxidasa). Por otro lado, los secundarios tienen la función de 

capturar los RL, evitando así que se produzcan reacciones en cadena (Ejemplos: Vitamina 

E, C y β-caroteno). Los terciarios son aquellos que reparan biomoléculas dañadas por los 

ataques mediados por RL (Ejemplos: Enzimas reparadoras de ADN, proteínas y lípidos).23-25 

El uso de antioxidantes sintéticos está bajo estricta regulación, debido a la incertidumbre 

sobre su seguridad (carcinogénesis y hepatotoxicidad), lo que ha motivado en la 

actualidad el interés creciente en los productos naturales para atenuar el daño 

oxidativo.26 Los antioxidantes vegetales funcionan como captadores de ERO, eliminadores 

de peróxidos e inhibidores de enzimas23.  

I.3 Métodos para evaluar actividad antioxidante 

La medición de la actividad antioxidante resulta de gran interés para el diagnóstico y 

tratamiento de enfermedades asociadas al estrés oxidativo. 

Los métodos de determinación de esta actividad se basan en comprobar cómo un agente 

oxidante induce daño oxidativo a un sustrato oxidable, daño que es inhibido o reducido en 

presencia de un antioxidante. Esta inhibición es proporcional a la actividad del compuesto 

o la muestra. Por otra parte, hay ensayos que se basan en la cuantificación de los 

productos formados tras el proceso oxidativo. 

Los distintos métodos difieren en el agente oxidante, en el sustrato empleado, en la 

medida del punto final, en la técnica instrumental utilizada y en las posibles interacciones 

de la muestra con el medio de reacción. Además, los objetivos de los diferentes métodos 

de medida son diversos. Entre ellos se señala la medida de la resistencia de un compuesto 

a la oxidación, la evaluación cuantitativa del aporte en sustancias antioxidantes o la 
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evaluación de la actividad antioxidante del plasma una vez ingerido un alimento. Los 

métodos in vitro son útiles para comparar la actividad antioxidante de diferentes 

muestras.27  

La gran diversidad de antioxidantes naturales hace difícil separar, detectar y cuantificar 

antioxidantes individuales de una compleja matriz biológica donde la actividad combinada 

de estos puede resultar de mayor relevancia. Por esta razón, generalmente se evalúa el 

poder antioxidante total directamente de extractos de plantas. Actualmente no existe un 

único ensayo para la evaluación de la capacidad antioxidante, por la falta de métodos de 

cuantificación estandarizados. Lo que significa que la actividad antioxidante de una 

muestra no puede ser determinada basándose solo en un ensayo de prueba.28 

Hoy en día se tienen en cuenta una cierta cantidad de modelos de test in vitro (Tabla I) 

para evaluar la actividad antioxidante de una muestra de interés.29  

Existe una batería de ensayos que permiten obtener información complementaria sobre el 

poder antioxidante, los que se desarrollan por diferentes mecanismos de reacción 

química. Estos se clasifican en dos categorías: ensayos basados en la reacción por 

transferencia de átomos de hidrógeno (HAT), donde se monitorea una reacción cinética 

competitiva y generalmente están compuestos de un generador de radical libre sintético, 

una prueba molecular oxidable y un antioxidante. El otro ensayo se basa en la reacción 

por transferencia de electrones (ET), que involucra una reacción redox con el oxidante, 

como un indicador del punto final de la reacción.  Los ensayos basados en HAT y ET miden 

la capacidad de atrapar radicales libres, en lugar de la capacidad preventiva antioxidante 

de una muestra (Figura 1).30  

En función de estos se destacan diferentes ensayos espectrofotométricos para medir la 

capacidad antioxidante de los alimentos, muestras biológicas y extractos vegetales. El uso 

de radicales estables coloreados como el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), el ácido 2,2´-

azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfónico (ABTS) o reactivos como el complejo férrico-

2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) se recomiendan como criterio preliminar para jerarquizar 

las distintas plantas, extractos o fracciones de éstas de acuerdo a su poder antioxidante. 
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Tabla 1. Métodos in vitro para medir capacidad antioxidante.29  

 
Leyenda: 
CARO: Capacidad de absorbancia de radicales de oxígeno, PATAR: Parámetro antioxidante total de 

atrapamiento de radicales, CRHF: Capacidad para reducir el hierro férrico. 
aDe la más (+++) a la menos (−−−) especializada, bDel más (+++) al menos (−−−) relevante, c-TAH: Transferencia 

de átomos de Hidrógeno, TE: Transferencia de electrones, d- ABC: Área Bajo la Curva, e- Del más (+++) al 
menos (−−−) adaptable.   
 

 

Figura 1. Mecanismos de reacción por transferencia de átomos de hidrógeno  (TAH) y 
transferencia de electrones (TE).30 
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I.4 Familia Euphorbiaceae. Características generales 

En el mundo existen millones de especies pertenecientes a diferentes familias botánicas, 

cada una tiene su peculiaridad y de ahí su interés en la investigación relacionada a su uso. 

Una de estas es la Euphorbiaceae, con mayor amplitud en cuanto al número de especies 

que la componen y en lo que a su distribución mundial se refiere.31 Esta familia, descrita 

por Antoine Laurent de Jussieu, está integrada aproximadamente por 432 géneros y 8000 

especies, distribuidas en diferentes regiones del mundo. En las Américas existen cerca de 

2500 especies distribuidas en 92 géneros,32,33 siendo su mayor diversidad en las regiones 

tropicales y subtropicales, fundamentalmente en la región Indo-Malaya y la América 

tropical, existiendo también una amplia variedad en el África tropical, aunque no tan 

abundante ni variada como en las otras dos regiones.33 Tanto la familia como los géneros 

que la integran, presentan una grande y compleja diversidad morfológica.32  Es la sexta 

familia más diversa de las plantas con flores. La familia Euphorbiaceae está representada 

en Cuba por 48 géneros y 330 especies.34 Algunos de los géneros más importantes son: 

Jatropha, Croton, Euphorbia, Hippomane, Aleurites, Sapium y Gymnanthes. 

I.4.1 Géneros Gymnanthes y Excoecaria. Aspectos generales 

Gymnanthes es un género de plantas con flores. Posee 45 especies y es pantropical. 

Pertenece a la tribu Hippomaneae y fue establecido por Swartz (1788) a partir de G. 

elliptica y G. lucida.35 Se considera uno de los géneros de mayor dificultad taxonómica de 

esta tribu, por poseer límites intra e intergenéricos poco comprendidos y por presentar 

diversos problemas de nomenclatura y de tipificación, lo que ha traído como consecuencia 

que algunas de sus especies a lo largo de varios años hayan sido reclasificadas al género 

Excoecaria, por ejemplo: E. lucida, E. albicans, E. pallens, E. glandulosa.36 

Debido a su complejidad taxonómica, el género Gymnanthes posee pocos reportes 

bibliográficos. Solo se reporta para Gymnanthes pallens (Griseb.) Muell. Arg. (Excoecaria 

pallens Griseb., Excoecaria tenax Griseb. sin¨), ensayos químicos cualitativos para la 

identificación de saponinas y alcaloides por métodos convencionales37 y para Gymnanthes 

albicans (Gris) Sw. (Excoecaria albicans Griseb ¨sin¨) (Amansaguapo), su empleo en 

Camagüey para baños y fines misteriosos.38 
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En este trabajo se hace referencia a especies de Excoecaria, ya que posee los mayores 

reportes bibliográficos. Excoecaria es un género de Euphorbiaceae, descrito formalmente 

por Linnaeus en 1759. Es nativo de los trópicos del viejo mundo (África, Asia Meridional, 

norte de Australia y las diversas Islas Oceánicas). Comprende cerca de 40 especies, 

algunas de ellas utilizadas en la Medicina Herbolaria Tradicional.39 

I.4.1.1 Antecedentes de estudios científicos para el género Excoecaria 

En el 2002, según reporte de Bandaranayeke, la infusión de las hojas de E. agallocha 

posee propiedades antioxidantes y antitumorales.40 En el 2009, Hossain y colaboradores 

estudian extractos de la corteza, con el objetivo de determinar el contenido de polifenoles 

totales y evaluar la actividad antioxidante y antihistamínica. Los resultados obtenidos 

muestran que el mayor contenido de fenoles totales y la mayor actividad antioxidante 

(por el método de secuestro del radical estable DPPH●) y antihistamínica (según el ensayo 

de liberación de histamina inducida por el ionóforo A23187) fueron para la fracción 

acuosa, seguida de la fracción etanólica. La cromatografía en capa delgada realizada a las 

fracciones reveló la presencia de compuestos análogos al ácido elágico y al lupeol en las 

etanólicas y clorofórmicas, respectivamente. Estos resultados demuestran que la corteza 

de E. agallocha puede ser considerada como una fuente potencial de productos naturales 

antioxidantes y antihistamínicos.41 

Un estudio desarrollado en la India en 2009 por Ku Patra evaluó la actividad antioxidante y 

antifilarial de los extractos de las hojas de E. agallocha L. empleando diferentes 

disolventes. Los resultados obtenidos arribaron que esta especie puede ser una fuente 

potencial de agentes para tratar el estrés oxidativo generado durante manifestaciones 

crónicas y para evitar la embriogénesis de parásitos.42  

Otro de los estudios encontrados para esta especie, fue en el 2012, donde Arumugam y 

colaboradores evaluaron la actividad antioxidante de los extractos metanólicos obtenidos 

de ejemplares de E. agallocha. Se utilizó el método de secuestro del radical DPPH● y se 

obtuvo resultados notables en torno a un 80 % de inhibición de este en los extractos de 

plantas micropropagadas, con un CE50 en un rango 10,2 a 128 μg/mL. El contenido de 

fenoles totales, según el método colorimétrico de Folin Ciocalteau fue mayor para las 
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plantas cultivadas in vitro, obteniéndose una alta correlación entre la actividad 

antioxidante mostrada por ambos extractos y el contenido de fenoles totales.6 

I.4.1.2 Gymnanthes lucida Sw. Sinonimias 

Gymnanthes lucida Sw., 1788; Excoecaria lucida (Sw.), 1800; Sebastiania lucida (Sw.) Müll. 

Arg., 1866; Ateramnus lucidus (Sw.) Rothm., 1944 (Figura 2).36  

I.4.1.2.1 Nombres comunes 

Yaití, aité, aceitillo, aití, nagrona, yaité bobo, yaitecillo, yaya macho (Cuba), crabwood, 

crabbush, oysterwood, poisonwood (Estados Unidos, Florida), crabwood (Bahamas, 

Jamaica), baboncillo (Perú), bois marbré, bois marbré greadilla (Haití), granadillo, 

greadilla, huevo de chivo, jabacón, juan prieto, palo de hueso, palo de tabaco, tabacón 

(República Dominicana), boisvert, casse haches, colas, ebène verte, ebène verte brune 

(Francia), false lignum-vitae (Belice), yaitil (México), ramón, yaití, tabaco (Puerto Rico), pij 

(Guatemala), kitwood (Antillas menores).36,38,39,43  

I.4.1.3 Clasificación taxonómica 

Reino: Plantae 

Subreino: Tracheobionta                              

Superdivisión: Spermatophyta 

División: Magnoliophyta 

Clase: Magnoliopsida 

Subclase: Rosidae 

Orden: Euphorbiales 

Familia: Euphorbiaceae                                                 Figura 2. Gymanthes lucida Sw. 

Subfamilia: Euphorbioideae                                       

Género: Gymnanthes 

Especie: Gymnanthes lucida Sw.44,45 

I.4.1.4 Hábitat y distribución 

Comúnmente se distribuye en los trópicos, fundamentalmente en la región Indo-Malaya y 

en la América tropical.46,32 Esta especie se encuentra en Bahamas, Cuba, Hispaniola, 

Jamaica, Puerto Rico, Islas Vírgenes, Anguilla, Antigua, Barbuda, Guadalupe, Marie 
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Galante, Saba, St. Barthélemy, St. Eustatius y México. Se encuentra formando hamacas 

costeras en todo el sur de la Florida, las Antillas, el Caribe, Guatemala y Belice.43  

Crece en varias regiones de Cuba, como los macizos montañosos de la Sierra Maestra y 

Nipe-Sagua-Baracoa, en los cayos Las Vacas y Venado de la Ciénaga de Zapata,38,47 el 

Parque Nacional de Viñales en Pinar del Río, en la loma El Palenque, provincia 

Mayabeque; en la Sierra de Cubitas, específicamente en las localidades de Cerro Mirador 

de Limones, Cerro de Tuabaquey y Paso de Vigueta, provincia de Camagüey;48 en la 

Reserva Ecológica Siboney-Juticí y toda la zona costera de Ciudamar en Santiago de Cuba. 

I.4.1.5 Usos etnofarmacológicos     

Se reporta el cocimiento de la corteza para el dolor de muelas. El látex cáustico y 

venenoso destruye los callos aplicándolo en esas partes de modo continuo. El humo de su 

leña se dice dañino para la vista.38 Informaciones etnofarmacológicas reportan el uso de 

las hojas como antimicrobiano y antiasmático (zonas rurales y costeras de Santiago de 

Cuba).49 

I.4.1.6 Antecedentes de estudios químicos para la especie 

En el 2005, Pino y colaboradores reportaron la composición química del aceite extraído a 

partir de la hoja, utilizando cromatografía gaseosa acoplada a espectrometría de masas. 

Se identificaron un total de 99 compuestos, de los cuales el espatulenol (16,6 %), 

metilfarnesoato (11,4 %) y α-pineno (9,7 %) resultaron ser los componentes 

mayoritarios.50 

Ochoa en el 2015 llevó a cabo un estudio fitoquímico con las hojas, donde al extracto total 

se le determinó su composición química cualitativa y posteriormente se fraccionó con 

disolventes. La fase de mayor rendimiento fue estudiada por cromatografía líquida de alta 

resolución y aislada la sustancia mayoritaria. Esta fue caracterizada por espectroscopía 

infrarroja y de Resonancia Magnética Nuclear 1H y 13C a 500 MHz, uni y bidimensional 

(HMQC, HMBC, COSY y NOESY). Dicho procedimiento permitió la identificación cualitativa 

de alcaloides, triterpenos y esteroides, quinonas, flavonoides, cumarinas, lactonas 

sesquiterpénicas, fenoles y taninos. La fase de mayor rendimiento fue la butanólica (23,48 
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g) y se logró aislar e identificar el compuesto mayoritario perteneciente a un 

hemiterpenoide: (2E)-2-metil-2-buteno-1,4-diol-1-O-β-D-glucopiranósido.49 

Otras investigaciones fitoquímicas que fueron llevadas a cabo a través de proyecto de 

investigación CAPES/MES/CUBA, involucraron la aplicación de diversas técnicas 

cromatográficas y espectroscópicas a extractos totales y fases derivadas de la hoja y la 

corteza, las que resultaron en el aislamiento y caracterización estructural de 41 

compuestos bioactivos.7,8 Las principales familias de compuestos identificados estuvieron 

representadas por esteroides, diterpenos, triterpenos, taninos y cumarinas. Se reportó 

por primera vez para la hoja de la especie la presencia de taninos, tales como: el ácido 3, 

3', 4'-tri-O-metilelágico-4-O-β-D-glucopiranósido, el ácido 3, 3', 4'-tri-O-metilelágico, el 

ácido elágico y la corilagina7; mientras que para la corteza, el ácido 3,3’,4’-

trimetoxielágico, el ácido 3,3’-di-O-metilelágico y el ácido 3,3’-di-O-metilelágico-4’-O-β-D-

xilopiranósido (Figura 3).8 La corilagina ya ha sido aislada de E. kawakamii 51 y el ácido 

elágico de E. agallocha.52 El tanino ácido elágico resultó ser la sustancia mayoritaria de las 

caracterizadas para la hoja (784,29 mg),7 lo que coincide con estudios previos realizados 

en E. agallocha.39,52  
 Otros hallazgos fueron de estructuras cumarínicas (Figura 4), como la 5-metoxi-6,7-

metilendioxicumarina, la 6,7-metilendioxicumarina o ayapina, la 6,7,8-trimetoxicumarina 

o dimetilfraxetina y la 6,7-dimetoxicumarina o escoparona, las que  se reportaron por 

primera vez para la corteza de la especie.8 La escopoletina ha sido reportada para E. 

acerifolia.53 

Arró en el 2018 realizó una caracterización cualitativa y cuantitativa de los metabolitos 

secundarios presentes en los extractos totales de la hoja y la corteza. Se cuantificaron los 

fenoles, flavonoides y azúcares reductores totales por los métodos de Folin-Ciocalteu, de 

cloruro de aluminio y ácido dinitro-salicílico, respectivamente. Se identificaron 

cualitativamente triterpenos, esteroides, alcaloides, cumarinas, poliurónidos, quinonas, 

azúcares reductores, aceites esenciales, fenoles, taninos y flavonoides.  Los metabolitos 

cuantificados fueron  mayores  en el extracto total de la hoja con respecto a la corteza.12  
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Figura 3. Taninos aislados de la hoja y la corteza de Gymnanthes lucida Sw.7,8 

 

 

Figura 4. Cumarinas aisladas de la fase de diclorometano a partir del extracto total de la 
corteza de G. lucida Sw.8 
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I.4.1.7 Antecedentes de estudios farmacológicos para la especie 

Pérez y colaboradores en el 2001 evaluaron la actividad antimicrobiana de los extractos 

clorofórmico, metanólico y acuoso de la corteza de esta especie, utilizando el método de 

difusión en disco. Los resultados mostraron actividad del extracto metanólico frente a  S. 

choleraesuis,  P. vulgaris  y  B. pumillis; del extracto acuoso frente a  S. lutea  y de ambos 

frente a S. epidermidis. Los resultados negativos fueron para S. aureus, P. aeruginosa y V. 

cholerae.54 

Un estudio publicado en la revista Pharmacognosy Research del 2017 informa sobre la 

evaluación de la citotoxicidad in vitro y la actividad antimicrobiana de las hojas, a través 

de un fraccionamiento bioguiado.  Las muestras más activas fueron la fase de acetato de 

etilo y el ácido elágico con CE50 de 128 μg/mL frente a siete y cinco cepas de 

microorganismos, respectivamente. El extracto total (CC50= 512 μg/mL) y la fase de 

acetato de etilo (CC50= 128 μg/mL) fueron citotóxicos en las líneas celulares: MRC-5 SV2 y 

RAW 264.7, mientras que la fase de butanol y el ácido elágico, ambos con CC50> 2048 

μg/mL, son más seguros. Los resultados que se obtuvieron indican que las hojas de  E. 

lucida pueden ser usadas convencionalmente como antimicrobiano, pero hay que tener 

en cuenta la posible aparición de citotoxicidad.7 

En el 2018, Da Silva y colaboradores publicaron en la Revista Medicinal Chemistry un 

artículo sobre la evaluación de la actividad anti-trypanosoma in vitro  de fases, el ácido 

elágico (EL1) aislado de las fases de acetato de etilo (AE) y de butanol y la mezcla 1:1 de 

estigmasterol-3-O-β-D-glucopiranósido y sitosterol-3-O-β-D-glucopiranósido (EL2) de la 

fase de hexano (Hex), ambos de la hoja. Se demostró que los compuestos EL1 Y EL2 fueron 

más activos frente a las formas tripomastigotas sanguíneas, con CE50 de 53,0 ± 3,6 y 58,2 ± 

29,0 μg/mL, respectivamente. El compuesto EL1 y la fase AE mostraron un 70 % de 

inhibición de la forma intracelular del Trypanosoma cruzi. Los ensayos de toxicidad 

demostraron que después de 96 h de tratamiento, solamente las fases de Hex y AE 

presentaron citotoxicidad detectable a 200 μg/mL. EL1 y EL2 son reportados por primera 

vez para las hojas de la especie. Se concluyó que estos resultados sirven de base para 

futuras investigaciones sobre el tratamiento de la enfermedad de Chagas.55 
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Arró en el 2018 realizó la evaluación de la actividad antioxidante in vitro de extractos 

totales de la hoja y la corteza, así como elagitaninos aislados a partir de los mismos. Los 

ensayos de DPPH●; ABTS●+ y Poder reductor permitieron evaluar la actividad antioxidante 

de las muestras. El extracto total de la hoja manifestó una mejor actividad respecto al de 

la corteza frente a los radicales ABTS●+ y DPPH●, con CE50 de 13,83 ± 3,45 μg/mL y 12,82 ± 

0,12 μg/mL, respectivamente y para el poder reductor una absorbancia máxima de 1,887. 

La actividad antioxidante de los elagitaninos aislados demostró que estos contribuyen 

directamente, en dependencia de su estructura química, a la capacidad antioxidante de 

los extractos totales.  El ácido elágico, componente mayoritario de las hojas, demostró 

poseer la mayor actividad antioxidante, lo que lo señala como uno de los metabolitos 

secundarios de este órgano responsable de la actividad.12  

I.5 Cumarinas  

I.5.1 Características generales 

El nombre de cumarinas es derivado de ‘’coumarou’’, que es el nombre común de Tonka 

bean (Dipteryx odorata Willd, Fabaceae), de la cual fue aislada la cumarina en 1820.56 

Las cumarinas están distribuidas en varias familias de plantas, como Apiaceae, Rutaceae, 

Asteraceae, Fabaceae, Oleaceae, Moraceae y Timelaeaceae. Están presentes en semillas, 

raíces, tallos, hojas, flores y frutos, aunque las concentraciones más altas se reportan en 

estos dos últimos órganos. También han sido aisladas de microorganismos y esponjas. Son 

producidas a partir de la fenilalanina, mediante la vía del ácido shikímico. Estas se pueden 

clasificar como simples, furanocumarinas, dihidrofuranocumarinas, piranocumarinas 

(lineales y angular), fenilcumarinas y biscumarina.57 

Químicamente son compuestos heterocíclicos oxigenados derivados de la α-pirona 

(benzo-1,2-pirona). En general son lactonas insaturadas y comprenden una clase de 

compuestos C6-C3. Prácticamente todas, a excepción de la cumarina de origen natural, 

poseen un sustituyente oxigenado en posición 7. La 7-hidroxicumarina es conocida como 

umbeliferona, la que puede ser considerada como el precursor de estas. Los grupos 

hidroxílicos pueden estar metilados o unidos a azúcares formando heterósidos.58 
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Las cumarinas han atraído considerablemente la atención de los químicos farmacéuticos y 

farmacólogos en los últimos tiempos, ya que se le han demostrado actividades 

farmacológicas, como antimicrobiana, antioxidante, antiinflamatoria, analgésica, 

anticancerígena, ulcerogénica, antimalárica, antihiperlipidémica, inhibidor de la tirosina y 

de la colinesterasa, anticonvulsivante, antiparkinsoniana, antihepatitis, anticoagulante y 

vasorelajante.56 

Estudios reportados desde 1965 plantean que las cumarinas son una fuente primaria de 

sustancias con características antioxidantes. Las cumarinas 3,4-diheterosustituidas son 

análogos estructurales del ácido ascórbico. Dicha analogía puede explicar el mecanismo 

de acción antioxidante de estos compuestos.59,60 

I.5.2 Estudios farmacológicos de las cumarinas aisladas en G. lucida Sw. 

La escopoletina es una cumarina que se encuentra en la raíz de las plantas del género 

Scopolia (Scopolia carniolica o Scopolia japonica), en Cichorium intybus, Artemisia 

scoparia, en el género Passiflora y Brunfelsia, en Viburnum prunifolium, Kleinhovia hospita 

y Nicotiana glauca. La biosíntesis de la escopoletina está relacionada con la de la 

umbeliferona y la esculetina.61 Estudios realizados en el 2009 demostraron que esta regula 

la presión sanguínea cuando está elevada, ha mostrado actividad bacteriostática frente a 

varias cepas, como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus sp., Klebsiella 

pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa, además de presentar  actividad antiinflamatoria. 

Puede ser utilizada para el tratamiento de enfermedades bronquiales.62 

Malik y colaboradores en el 2011 publicaron la evaluación de sus propiedades 

antioxidantes in vitro, mediante los ensayos de DPPH●, secuestro del radical peróxido de 

hidrógeno, anión superóxido, radical hidroxilo y la actividad quelante de iones ferrosos. Se 

utilizó α-tocoferol como antioxidante de referencia a un nivel de concentración de 45 

μg/mL. La escopoletina mostró 63,79 %, 70,21 %, 68,98 %, 39,97 % y 38,61 %, 

respectivamente, de actividad de captación de radicales libres en estos ensayos. Por otro 

lado, el α-tocoferol mostró 84,54 %, 92,51 %, 74,98 %, 49,76 % y 32,17 %, 

respectivamente. La escopoletina reveló una alta actividad secuestradora del radical 

peróxido de hidrógeno, seguida del anión superóxido y luego DPPH●. Este compuesto 

https://es.wikipedia.org/wiki/Cumarina
https://es.wikipedia.org/wiki/Ra%C3%ADz_(bot%C3%A1nica)
https://es.wikipedia.org/wiki/Planta
https://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Scopolia
https://es.wikipedia.org/wiki/Scopolia_carniolica
https://es.wikipedia.org/wiki/Scopolia_japonica
https://es.wikipedia.org/wiki/Cichorium_intybus
https://es.wikipedia.org/wiki/Artemisia_scoparia
https://es.wikipedia.org/wiki/Artemisia_scoparia
https://es.wikipedia.org/wiki/Artemisia_scoparia
https://es.wikipedia.org/wiki/Passiflora
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puede desempeñar un papel importante en la regulación de los radicales libres generados 

a través de diversas actividades metabólicas corporales, como el transporte mitocondrial 

de ácidos grasos libres de cadena larga y la cadena de transporte citocromo-P450. Estos 

datos sugieren que este puede modular el estrés oxidativo endógeno y ser un 

nutracéutico eficaz para anular el estrés oxidativo en el cuerpo.63 

En el 2005 se llevó a cabo un estudio con la especie Artemisia capillaris (Compositae), la 

cual se ha utilizado en países orientales para el tratamiento de la hepatitis e infecciones 

del tracto biliar. Se reportó que la escoparona es un componente importante de esta 

especie y que no mostró ningún efecto citotóxico en macrófagos no estimulados, pero 

redujo la liberación de óxido nítrico (NO) y prostaglandina E2 (PGE2) tras la estimulación 

por interferón-γ plus (IFN-γ/LPS) o LPS. Se informó además que los efectos inhibitorios 

están relacionados con la supresión de las enzimas óxido nítrico sintetasa (iNOS) y la 

ciclooxigenasa-2 (COX-2) en células RAW 264.7 estimuladas por IFN-γ/LPS. Igualmente 

atenuó la producción del factor de necrosis tumoral (TNF)-α, interleucina (IL)-1β e IL-6 en 

células RAW 264.7 estimuladas por lipopolisacáridos. Estos resultados sugieren que la 

escoparona disminuye la producción de mediadores inflamatorios como el NO y PGE2 en 

macrófagos al inhibir la expresión de iNOS y COX-2.64 

Otro estudio en el 2015, para esta misma especie, fue realizado con el objetivo de evaluar 

el efecto anti-osteoporosis de la escoparona y su mecanismo subyacente in vitro. Este 

compuesto demostró una potente capacidad antioxidante celular. Durante la 

diferenciación de los osteoclastos, la producción de especies reactivas  del oxígeno (EROS), 

entre estos el anión superóxido, se redujo de forma dosis dependiente con la escoparona. 

Los resultados generales indican que el efecto inhibitorio de esta sustancia en la 

diferenciación de osteoclastos se atribuye a un efecto supresor en la producción de EROS 

y aniones superóxido, al inhibir la expresión y activación de la NADPH oxidasa, mientras 

que el efecto secuestrador de EROS resulta de una expresión elevada de la superóxido 

dismutasa 1 y la catalasa.65 

Witaicenis y colaboradores en el 2014 evaluaron las propiedades antioxidantes de seis 

cumarinas obtenidas a partir de fuentes vegetales, entre ellas, escopoletina y escoparona, 
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para correlacionarlas con la actividad antinflamatoria intestinal. La escoparona produjo 

uno de los mejores efectos protectores en el proceso inflamatorio.66 

Konstantina y colaboradores informaron sobre la actividad relajante muscular en ratas de 

la escoparona y la relación de esta propiedad con un efecto secuestrador del anión 

superóxido y potenciación de la liberación de prostaciclina.67 

Sobre la ayapina se ha reportado que disminuye el tiempo de coagulación sanguínea y 

muestra actividad tripanocida, antifúngica y antibacteriana.68  
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CAPÍTULO II. Materiales y Métodos  

II.1 Características generales de la investigación  

Se realizó un estudio prospectivo, experimental, preclínico farmacológico in vitro para la 

evaluación de la actividad antioxidante del extracto etanólico, de diclorometano (fase) y 

cumarinas aisladas de la corteza de la especie Gymnanthes lucida Sw.  

Los ensayos fueron realizados en los laboratorios MEDICUBA/SUIZA del Departamento de 

Farmacia de la Universidad de Oriente (UO), Cultivo Celular del proyecto VLIR del Centro 

de Estudios de Biotecnología Industrial (CEBI) y Centro de Toxicología y Biomedicina 

(TOXIMED) de Santiago de Cuba, en el período de tiempo comprendido entre Enero-Mayo 

del 2019.  

II.2. Obtención de las muestras  

Las muestras que se evaluaron provienen de investigaciones8 del grupo de productos 

naturales del Departamento de Farmacia de la UO, conformando un total de seis a partir 

de la corteza de la especie. 

 Muestra 1: Extracto total etanólico (ET). 

 Muestra 2: Fase de diclorometano (FD). 

 Muestra 3: Escopoletina (ESP). 

 Muestra4: Escoparona (SCP). 

 Muestra 5: 6,7,8-trimetoxicumarina (TMX). 

 Muestra 6: Ayapina (AYA). 

II.3 Caracterización química de los extractos 

Este estudio se realizó de forma cualitativa al extracto etanólico y de diclorometano (fase). 

Para llevar a cabo los ensayos químicos se prepararon disoluciones de 1 mg/mL a partir de 

10 mg de los dos extractos en 10 mL de etanol 95 %. 

II.3.1 Determinación cualitativa de los metabolitos 

Para la determinación cualitativa se utilizaron los ensayos químicos descritos en la técnica 

de tamizaje fitoquímico,69 para las siguientes clases de metabolitos secundarios: alcaloides 

(Dragendorff, Mayer y Wagner), triterpenos y esteroides (Liebermann-Burchard, Solkowski 
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y Rosemheim), quinonas (Borntrager), cumarinas (Baljet y Legal), saponinas (espuma), 

azúcares reductores (Fehling), fenoles y taninos (Cloruro férrico), carbohidratos (Molish), 

aminoácidos y aminas libres (Ninhidrina), flavonoides (Shinoda, ácido sulfúrico 

concentrado, álcalis y Rosemheim), resinas (ensayo de resinas) y aceites esenciales y 

sustancias grasas (Sudán III).   

II.4. Evaluación de la actividad antioxidante 

Debido a que no existe un único método capaz de medir la verdadera capacidad 

antioxidante de un compuesto, se decidió evaluar la actividad de las muestras objeto de 

estudio mediante tres metodologías: la capacidad de secuestro de los radicales DPPH● y 

ABTS ●+ y la determinación del poder reductor.  

II.4.1 Preparación de las disoluciones de las muestras a evaluar 

Para todas las muestras se parte de una disolución madre de concentración 1 mg/mL en 

metanol absoluto (DPPH) o agua (ABTS y poder reductor), en dependencia de las 

metodologías que se emplearon.29,70 A partir de estas se derivaron las diluciones 

pertinentes para la realización de los ensayos antioxidantes. Para la definición del rango 

de concentraciones evaluadas se tuvieron en cuenta las cantidades disponibles para cada 

una de las muestras, así como reportes de investigación y bibliográficos.6,12  

II.4.2. Actividad antioxidante frente al radical DPPH● 

Para la realización de este ensayo se tuvo en cuenta la modificación de Clarke y 

colaboradores, 2013.71 Se utilizó el radical 2,2 difenil-1-picrilhidracilo (DPPH●) (Sigma-

Aldrich®) a una concentración de 0,2 mM en metanol absoluto (EMSURE®). Este radical 

tiene un electrón desapareado y presenta una coloración violeta, pero cuando entra en 

contacto con un antioxidante capaz de donar un átomo de hidrógeno se reduce a DPPH-H 

con la consiguiente pérdida del color a amarillo tenue y por tanto una disminución de la 

absorbancia.  

Se adicionaron 100 μL de cada una de las muestras (10-200 µg/mL) en una microplaca de 

96-pocillos desde la primera hasta la última fila. Posteriormente un volumen de 100 μL de 

la solución del radical DPPH (0,2 mM) fue adicionado a cada pozo de la microplaca. Luego 
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de homogeneizar suavemente, la placa fue cubierta con papel metálico, incubada a 

temperatura ambiente y protegida de la luz durante 30 min. La absorbancia fue medida a 

una longitud de onda de 517 nm en un lector de microplacas (FLUORstar Optima, Suiza). 

Cada muestra fue ensayada por triplicado y se utilizó ácido ascórbico en metanol (9-200 

µg/mL) como control positivo. Se consideró como blanco, pocillos conteniendo 200 μL de 

la solución de DPPH y metanol.  

La capacidad de secuestro del radical se determinó mediante el cálculo del porcentaje de 

inhibición (PI) de este a través de la ecuación 1: 

Ecuación 1: 

PI DPPH % = (AB -AM) /AB *100, donde: 

AB = Absorbancia del blanco. 

AM = Absorbancia de la muestra. 

Un porcentaje de inhibición mayor al 50 % se definió como una muestra activa.  

La capacidad antioxidante ante este radical se expresó como la concentración efectiva 

para secuestrar el 50 % del radical DPPH● (CE50). 

II.4.3. Actividad antioxidante frente al radical ABTS●+ 

Este ensayo se rigió según la metódica diseñada por Choi et al., 2002.72 El radical ABTS●+ 

[(2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolino-6-ácido sulfónico)] se obtuvo por la mezcla de 7 mM 

de ABTS y 2,45 mM de persulfato de potasio en agua destilada, dejando reposar la mezcla 

durante la noche a temperatura ambiente en la oscuridad. Para ello se tomó 6 mL de la 

mezcla y se diluyó con 500 mL de agua destilada, luego a 50 µL de cada muestra se le 

añadieron 3 mL de solución de ABTS●+ diluido y transcurrido 90 minutos se midió la 

absorbancia a 734 nm en un espectrofotómetro Genesys 10S. Como blanco de 

absorbancia se utilizó 50 mL de agua destilada y 3 mL de disolución diluida de ABTS●+.  

Este ensayo se basa en la capacidad de captura del radical ABTS●+ de color azul intenso. La 

capacidad antioxidante de los compuestos de prueba se midió como la inhibición óptica 

complementaria a la absorbancia (disminución del color), al reaccionar directamente con 

dicho radical.  
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Las concentraciones de las muestras 1 y 2 fueron de 10-250 µg/mL, mientras que de la 3-6 

(compuestos puros) de 350-700 µg/mL. 

Como control positivo se utilizó el ácido ascórbico (AA) a concentraciones de 9-200 µg/mL 

en agua destilada. 

La capacidad de secuestro del radical se calculó por el porcentaje de inhibición (PI) de este 

mediante la ecuación 2: 

Ecuación 2: 

PI ABTS % = (AB -AM) /AB *100, donde: 

AB = Absorbancia del blanco. 

AM = Absorbancia de la muestra. 

Un porcentaje de inhibición mayor al 50 % se define como una muestra activa. 

La capacidad antioxidante ante este radical se expresó como la concentración efectiva 

para secuestrar el 50 % del radical ABTS (CE50). 

Para los ensayos de DPPH● y ABTS●+, se consideró para todas las muestras como criterio 

de evaluación: una elevada actividad cuando la CE50 <100 µg/mL.73 

II.4.4. Determinación del Poder reductor 

Se utilizó la técnica referida por Benzie y Strain.74 Este ensayo busca comparar los 

antioxidantes, basado en su capacidad para reducir el ion férrico (Fe3+) a ferroso (Fe2+) por 

una transferencia electrónica directa, produciendo un complejo ferroso que absorbe a una 

longitud de onda de 700 nm. El incremento de la absorbancia a esta longitud de onda es 

proporcional a la cantidad de Fe3+ reducido a Fe2+ por la especie antioxidante evaluada. 

Para ello se tomaron 680 µL de las muestras y se le añadió 680 µL de ferricianuro de 

potasio (Reachim®) (10 g/L). Se incubó durante 20 min a 50 °C y una vez frescas las 

muestras, se añadió 680 µL de ácido tricloroacético (UNI-CHEM®) (100 g/L). A 

continuación, se procedió a centrifugar a 2000 rpm durante 10 min. Posteriormente se 

tomaron 1,36 mL del sobrenadante, al cual se le añadió 1,36 mL de agua destilada y 1 mL 

de cloruro férrico (Sigma-Aldrich®) (1 g/L). Luego se pasó a leer a 700 nm en un 

espectrofotómetro (Genesys 10S) contra un blanco preparado con agua destilada.  
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Las concentraciones evaluadas de las muestras y el control positivo en agua destilada  

(Ácido ascórbico)  fueron de 75-375 µg/mL. 

El poder reductor de cada muestra evaluada se expresó como la absorbancia máxima 

alcanzada por los extractos a las concentraciones evaluadas y se calculó el porcentaje de 

actividad antioxidante de las muestras 1-6 respecto al ácido ascórbico (100 %).  

II.5. Análisis estadístico y procesamiento de los resultados 

Para el procesamiento matemático y análisis estadístico de los resultados se emplearon 

los softwares Microsoft Excel contenido en el paquete Microsoft Office 2016 y el software 

Statgraphics Plus Versión 5,1. 

La capacidad secuestradora de las muestras ante los radicales evaluados se expresó como 

la media de los resultados obtenidos.  Las CE50 calculadas para cada muestra en los 

ensayos de DPPH● y ABTS●+ se compararon empleando un análisis de varianza de 

clasificación simple (ANOVA), auxiliados del software Statgraphic. Las diferencias entre las 

muestras fueron determinadas por el Test de Mínimas Diferencias Significativas de Tukey 

(LSD). En todos los casos se consideró un 95 % de intervalo de confianza. 

Se realizó además una correlación estadística entre los tres ensayos de evaluación de la 

actividad antioxidante con un 95 % de intervalo de confianza. 
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CAPÍTULO III. Resultados y Discusión 

III.1 Caracterización química de los extractos. Determinación cualitativa de metabolitos 

secundarios 

Los resultados de la determinación cualitativa se muestran en la Tabla 2. 

Tabla 2. Resultados de la composición química cualitativa  

Metabolitos Ensayos Resultados /Evidencias 
Extracto etanólico total Fase de diclorometano  

Alcaloides Dragendorff +++/precipitado rojo ++/turbidez y  partículas 
rojas 

Mayer ++/turbidez +/opalescencia 
Wagner - - 

Triterpenos y 
esteroides 

Lieberman-
Burchard 

+++/coloración verde 
negruzco 

+++/cambio de coloración 
de rosado-azul 

Solkowski +++/amarilla rojiza +++/amarilla rojiza fuerte 
Rosemheim - - 

Quinonas Borntrager ++/coloración roja clara +++/coloración rojo oscuro 
Cumarinas Baljet +++/precipitado rojo +++/precipitado rojo 

Legal ++/marrón rojizo +++/coloración roja intensa 
Saponinas Espuma - - 
Resinas Resinas - - 
Aceites esenciales y 
sustancias grasas 

Sudán III - - 

Azúcares reductores Fehling +++/precipitado rojo  - 
Fenoles y taninos Cloruro férrico +++/coloración verde 

oscura  
++/color verde  

Aminoácidos libres y 
aminas en general 

Ninhidrina +++/aparición de 
coloración violácea 

+++/ aparición de un 
coloración violácea 

Flavonoides Ácido sulfúrico +++/coloración marrón 
rojiza 

+++/ cambio de coloración, 
marrón oscuro 

Shinoda - - 
Álcalis ++/coloración amarilla-

naranja (flavanonas y 
flavonol)69 

++/ coloración amarilla 
(flavonas, flavanolol e 
isoflavonas)69 

Rosemheim +++/coloración rojo-
anaranjado 
(antocianidinas)69 

++/coloración rojo marrón 

Carbohidratos Molish +++/aparición de anillo 
violáceo 

- 

Leyenda: (+++) indica evidencia positiva clara; (++) indica evidencia positiva, (+) indica evidencia 

positiva con posibilidades de interferencias o no definida; (-) indica resultado negativo 
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Como se observa en esta tabla,  de las disoluciones de ambos extractos se obtuvieron 

resultados positivos para triterpenos y esteroides, quinonas, cumarinas, fenoles y  taninos, 

flavonoides, aminoácidos libres y aminas en general;  mientras que alcaloides, 

carbohidratos y azúcares reductores solo para el extracto etanólico.  

El mayor número de resultados positivos en cuanto a composición química cualitativa se 

obtuvo para el extracto etanólico total, donde se apreciaron mejor las evidencias de los 

ensayos. Esto puede estar relacionado con la reconocida capacidad del etanol para extraer 

metabolitos de diferentes índices de polaridad, tanto de naturaleza apolar, como polar. 

Sin embargo, en el otro extracto se utilizó el diclorometano, disolvente de naturaleza 

apolar, lo que limita la extracción de constituyentes de naturaleza polar. 

Los resultados positivos para triterpenos y esteroides, quinonas, cumarinas, fenoles y 

taninos, flavonoides y azúcares reductores del extracto etanólico total coinciden con 

reportes de investigación y bibliográficos.7,8,12 

Los ensayos de Lieberman-Burchard y Solkowski para triterpenos y esteroides resultaron 

positivos para ambos extractos. En el primer ensayo se observó un rápido cambio de color 

verde a negro al final de la reacción para el extracto total (posibles compuestos 

esteroidales)69 y una aparición de color rosado a azul en la fase de diclorometano. El 

resultado negativo del ensayo de Rosemheim evidenció la ausencia de dienos.69 Estas 

evidencias coinciden con resultados obtenidos en el estudio fitoquímico desarrollado por 

Ochoa en 20178 y tamizaje fitoquímico por Arró en 201812, así como reportes 

bibliográficos para dos especies del género Excoecaria. En el primer reporte8 se informa el 

aislamiento e identificación estructural de estructuras triterpénicas pentacíclicas 

(Taraxerona, moretenol y moretenona) y esteroidales (β-sitosterol glucosilado) en la 

corteza. Para Excoecaria agallocha se reportó la presencia de la taraxerona, taraxerol, 3-

epilupeol, β-amirina, β-sitosterol, entre otros75,76 así como en E. parvifolia, el lupeol.77 

En el ensayo de Borntrager, la coloración roja visualizada sugiere la posible presencia de 

antraquinonas libres y naftoquinonas,69 con prevalencia de las primeras.  
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El precipitado rojo obtenido para el ensayo de Baljet, indica la presencia de cumarinas en 

ambos extractos, obteniéndose resultados similares en el ensayo de Legal. En este último, 

la evidencia positiva es más significativa para la fase de diclorometano, lo que pudiera 

estar relacionado con los resultados obtenidos en estudio fitoquímico desarrollado por 

Ochoa en 20178 con esta fase, donde se reportó el aislamiento e identificación estructural 

de cumarinas, como escoparona, escopoletina, ayapina, 6,7,8-trimetoxicumarina y 5-

metoxi-6,7-metilendioxicumarina. Estos resultados también coinciden con estudios 

realizados en E. acerifolia que revelan el aislamiento de la escopoletina de sus partes 

aéreas.53 

El precipitado rojo obtenido en el ensayo de Fehling para el extracto total sugiere la 

presencia de azúcares con grupo carbonilo libre.  Este resultado coincide con lo reportado 

por Ochoa y colaboradores en 20158 y Arró en 2018.12 En este último reporte,12 además se 

cuantificaron los azúcares reductores, obteniéndose un valor de 220,23 ± 0,003 mg de 

equivalente de glucosa/g extracto seco. 

La coloración verde obtenida en el ensayo del cloruro férrico para ambos extractos sugiere 

la posible presencia de taninos del tipo catecólicos. Este resultado coincide con los 

obtenidos en el estudio fitoquímico desarrollado por Ochoa en 20178 para la fase de 

diclorometano de la corteza de la especie, donde se reportó el aislamiento e identificación 

estructural del ácido 3,3’,4’-tri-O-metilelágico; así como para el estudio de composición 

química cualitativa desarrollado por Arró12 en 2018. En este último reporte12 se 

cuantificaron los fenoles totales, obteniéndose un valor de 621,2 ± 2,2 mg de equivalente 

de ácido gálico/g extracto seco. Para especies de Excoecaria sp., como E. agallocha52 y E. 

Kawakamii51 también se han reportado la presencia de estos taninos. 

Especies del género Excoecaria han sido más estudiadas y se ha determinado la presencia 

de diterpenos, flavonoides, cumarinas, fenoles, triterpenos, taninos, esteroides y 

alcaloides en E. acerifolia,53,78 E. parvifolia77, E. kawakamii,51 E. agallocha,75,76,79, así como 

en G. pallens.37 

 



Tesis de Diploma. Resultados y Discusión 2019 

 

 

 

28 

III.2. Evaluación de la actividad antioxidante 

No existen métodos mundialmente unificados para medir los efectos antioxidantes, en 

parte, debido a la disparidad de condiciones en las cuales se desarrollan estas 

metodologías, además de la complejidad de los sistemas y de la diversidad de matrices 

que necesitan ser evaluadas. Ningún método refleja por sí solo la ‘’capacidad antioxidante 

total de una muestra’’, puesto que este parámetro deberá expresar la propiedad de 

compuestos lipofílicos e hidrofílicos, reflejar y diferenciar los diferentes mecanismos y 

evaluar la reactividad frente a diversas especies reactivas.80 

El uso de ensayos químicos (in vitro) es una alternativa para determinar la capacidad 

antioxidante de muestras complejas, a través de metodologías que siguen procedimientos 

experimentales sencillos basados en diferentes mecanismos de reacción. Los resultados 

de los ensayos in vitro pueden usarse como un indicador directo de la actividad 

antioxidante in vivo.81 

III.2.1 Actividad antioxidante frente al radical DPPH● 

Este método es el clásico para la evaluación de la actividad antioxidante de compuestos 

químicos y sus mezclas, fundamentalmente de naturaleza fenólica y extractos naturales. El 

radical DPPH● absorbe intensamente en la región visible (517 nm), presentando un color 

violeta debido a su electrón desapareado y la deslocalización parcial de la densidad 

electrónica a través del sistema conjugado de anillos aromáticos que lo conforman.80 

Las muestras evaluadas revelaron un cambio de coloración de violáceo a amarillo luego de 

añadir la solución de DPPH●, esto es indicativo del potencial antioxidante de estas, que 

son capaces de donar un átomo de hidrógeno y transferir electrones, mientras que este 

radical le permite aceptar un electrón o dicho átomo para convertirse en un compuesto 

diamagnético estable (hidrazina) de color amarillo,81 provocando una disminución de la 

absorbancia,  que se interpreta como la desaparición del radical producto de la acción del 

antioxidante. 
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La figura 5 muestra los porcentajes de inhibición de la actividad secuestradora del radical 

DPPH● y la CE50 para las muestras 1-6 y el antioxidante de referencia a las concentraciones 

evaluadas (9-200 µg/mL). 

              

Figura 5. A) Porcentaje de inhibición de la actividad secuestradora del radical DPPH● para 

las muestras 1-6 y el antioxidante de referencia. B) Valores de CE50 en el ensayo de 

inhibición del radical DPPH●. AA: ácido ascórbico, ET: extracto etanólico total, FD: fase de 

diclorometano, SCP: escoparona, ESP: escopoletina, AYA: ayapina, TMX: 6,7,8-

trimetoxicumarina. Letras en supraíndice diferentes: presenta diferencias estadísticas 

significativas entre las medias de las muestras evaluadas. Nivel de significación: p< 0,05. 

Los resultados obtenidos para todas las muestras y el control positivo indican que existe 

una relación actividad-concentración dependiente, a medida que aumenta la 

concentración va aumentando el poder de captación del radical DPPH● por los compuestos 

presentes. Este resultado coincide con el informado por Ravi y colaboradores.82 

El efecto secuestrador decreció en el siguiente orden: fase de diclorometano (18-87 %) > 

ácido ascórbico (38-82 %) > extracto etanólico total (12-71 %) > escopoletina (43-68 %) > 

escoparona (33-60,1 %) > 6,7,8-trimetoxicumarina (30-57 %) > ayapina (43-52 %).  
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Como se observa en la Figura 5-A, todas las muestras revelaron actividad secuestradora 

del radical DPPH●, por lo que presentan constituyentes activos capaces de transferir un 

átomo de hidrógeno o un electrón.  

El extracto total etanólico mostró ser activo y con porcentajes de inhibición menores que 

el ácido ascórbico, resultado este que coincide con lo obtenido por Arró.12 

De las muestras evaluadas, la mayor capacidad secuestradora frente a este radical se 

obtuvo para la fase de diclorometano, con un CE50 de 44,7 ± 0,13 µg/mL (Figura 5-B); 

resultando esta concentración efectiva inferior a la del ácido ascórbico (CE50 de 19,43 ± 

0,1 µg/mL), con diferencias estadísticamente significativas (p<0,05), para un 95 % de 

confianza (Anexo I).  

A su vez, esta fase mostró la mayor capacidad secuestradora con respecto a todos los 

compuestos puros (Figura 5-B), con diferencias estadísticamente significativas para un 95 

% de confianza (Anexo I). Este resultado sugiere el posible sinergismo que existe entre las 

cumarinas presentes en esta fase, sin descartar la influencia de otros constituyentes en la 

actividad.  

La actividad secuestradora del radical DPPH● de las cumarinas puras fueron evaluadas 

individualmente para determinar su posible contribución a la actividad de la fase de 

diclorometano y el extracto total etanólico. Aunque las cuatro cumarinas son activas, la 

escopoletina es la que muestra una actividad elevada, reflejada en su valor de CE50 menor 

de 100 µg/mL (70,03 ± 0,5 µg/mL)73 y por tanto la mayor contribución a ambos extractos, 

como uno de los principales responsables de esta actividad. 

El valor de la CE50 de la escopoletina no muestra diferencias estadísticamente 

significativas con respecto al extracto etanólico (69,8 ± 0,1 µg/mL) a un nivel del 95 % de 

confianza (Anexo I), lo que confirma la mejor actividad secuestradora de este compuesto. 

Estructuralmente es reconocido el marcado incremento de la actividad antioxidante de los 

polifenoles de acuerdo al grado de los grupos hidroxilos fenólicos libres presentes en la 

molécula.29  También se ha reportado que la actividad secuestradora de radicales libres y 
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antioxidante de las cumarinas depende principalmente del número y la posición de los 

grupos hidroxilos donadores de hidrógeno en el anillo aromático de estas moléculas 

fenólicas, lo que puede verse afectado por otros factores, como la glicosilación de 

agliconas y grupos que donen hidrógenos (-NH, -SH).83 

De acuerdo a estos planteamientos, la escopoletina es la única de las muestras evaluadas 

que posee hidroxilo fenólico libre y la mayor capacidad secuestradora de DPPH de los 

compuestos puros.  

Para analizar la magnitud de la influencia de los sustituyentes en la actividad frente a este 

radical, se realizó un análisis de regresión simple, tomando como variable dependiente los 

valores de 1/CE50 de las muestras (teniendo en cuenta que a menor CE50 mayor es la 

actividad secuestradora de radicales libres) y como variable independiente, el número de 

grupos hidroxilos fenólicos libres y metoxilos presentes en la estructura molecular, 

respectivamente. Solo se obtuvo una correlación aceptable para el modelo de análisis de 

los grupos hidroxilos fenólicos libres, mostrando que existe una relación estadísticamente 

significativa entre ambas variables (p=0,0371), con un coeficiente de correlación de 

0,962944 y un R2 de 92,7, lo que permite confirmar los planteamientos anteriores.29,83 

A pesar de este criterio general aplicado a la mayoría de los compuestos con hidroxilos 

fenólicos libres, como uno de los requisitos fundamentales para la actividad antioxidante, 

los químicos farmacéuticos han desarrollado diferentes modificaciones estructurales82 en 

el esqueleto cumarínico, que han conllevado a la síntesis de diversos derivados con 

elevada actividad antioxidante. Por tanto, son variados los requisitos estructurales en este 

grupo de metabolitos secundarios necesarios para esta actividad farmacológica y se 

requiere profundizar en estos estudios para poder establecer todos los aspectos de 

relación estructura química-actividad antioxidante (REA) para este grupo de metabolitos 

secundarios. 

La actividad antioxidante de la escopoletina ha sido informada por varios autores, como 

Della Greca y colaboradores en el 2009, donde obtuvieron un 58 % de inhibición del 

radical superóxido frente a un 12 % del α-tocoferol como referencia.84 Otras publicaciones 
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revelan para el ensayo de DPPH●, valores de CE50 de 0,560 μM66 y mayor a 200 μM.85 

Malik y colaboradores en el 2011 publicaron la evaluación de sus propiedades 

antioxidantes in vitro, mediante los ensayos de DPPH● y otros. En este ensayo se obtuvo 

un 63,79 % de inhibición a la concentración de 45 μg/mL y una CE50 de 34,86 μg/mL, 

menor que el α-tocoferol.63 

La escoparona no posee grupos hidroxilos fenólicos libres, pero mostró actividad, con una 

CE50 de 126,8 ± 0,24. Esta cumarina ha sido reportada como antioxidante. Lee y Jang en el 

2015 informaron su capacidad antioxidante celular. Mostró un efecto inhibitorio en la 

diferenciación de los osteoclastos, lo que se atribuyó a un efecto supresor en la 

producción de EROS y anión superóxido, al inhibir la expresión y activación de la NADPH 

oxidasa. El efecto secuestrador de EROS se atribuyó a una expresión elevada de las 

enzimas superóxido dismutasa 1 y la catalasa.65 En otro estudio, se reportó una potente 

actividad en el ensayo de DPPH, con valores de CE50 de 0,192 μM. Se argumenta que este 

compuesto posee un amplio rango de actividades farmacológicas relacionadas a los 

procesos inflamatorios, particularmente como supresor del óxido nítrico sintetasa y la 

ciclooxigenasa-2, inhibidor de la 5-lipooxigenasa, entre otros. Se ha propuesto que la ruta 

metabólica en ratas incluye la escopoletina, isoescopoletina, fraxidina e isofraxidina como 

metabolitos microsomales y que las propiedades farmacológicas de la escoparona han 

sido atribuidas a la escopoletina, su metabolito bioactivo.66 

Especies como Excoecaria agallocha Sw., también han demostrado una marcada actividad 

secuestradora del radical DPPH● con más de 80 % de inhibición de este radical para varios 

extractos metanólicos a concentraciones entre 7-250 μg/mL86 y acuosos de 50-100 

μg/mL;52 apoyando los usos tradicionales antioxidantes de la misma en varios países. En el 

2012 Arumugam et. al. evaluaron la actividad secuestradora del radical DPPH● de 

extractos metanólicos de las hojas a concentraciones de 50-250 μg/mL, obteniendo 

valores de CE50 entre 10,2 a 128 μg/mL.6 Otro estudio demostró que de cinco extractos 

evaluados de la corteza, el etanólico y el acuoso son los que poseen el mayor contenido 

de fenoles totales equivalentes a ácido gálico (160,5 ± 1,1 y 348,0 ± 5,2 mg, 
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respectivamente), la mayor actividad secuestradora del radical DPPH● a 12,5 μg/mL con 

89,7 ± 0,1 y 91,0 ± 0,2 %, respectivamente y valores de CE50 de 4,7 μg/mL y 2,1 μg/mL, 

respectivamente.87 En el 2015, Sofía y colaboradores evaluaron la actividad antioxidante 

de extractos metanólicos de las hojas, la corteza y las raíces de esta especie mostrando 

valores máximos en la hoja (CE50= 141,56 μg/mL) y mínimos en la corteza (CE50 = 931,3 

μg/mL).88 Reddy y Grace en el 2016 publicaron sus resultados de la evaluación 

antioxidante de un extracto metanólico de las hojas, obteniéndose un porcentaje de 

inhibición del DPPH● de 41,43 ± 0,34 mg/mL a la concentración de 1 mg/mL.89 

Se resume, que en este ensayo, la fase de diclorometano, el extracto total etanólico y la 

escopoletina mostraron una elevada actividad, con valores de CE50 <100 µg/mL.73 

III.2.2 Actividad antioxidante frente al radical ABTS●+ 

Este método al igual que el anterior es altamente utilizado debido a su fácil montaje, 

mecanismos de acción tanto por transferencia de electrones, como por transferencia de 

átomos de hidrógeno y que sirve tanto para antioxidantes lipófilos como hidrófilos.28 Se 

fundamenta en la capacidad de un antioxidante para estabilizar el radical catión coloreado 

ABTS●+. La técnica requiere de la generación previa del cromóforo azul verdoso ABTS●+ por 

oxidación de ABTS●+ con persulfato de potasio. Este radical presenta cinco longitudes de 

onda de máxima absorción diferentes, de las cuales 414 nm y 734 nm son las más 

utilizadas. Sin embargo, en este estudio se realizaron las mediciones a 734 nm debido a 

que se ha reportado que las mediciones a 414 nm pueden subestimar la capacidad 

antioxidante de muestras vegetales por interferencia con varios compuestos como 

antocianinas y carotenoides.80 

En el ensayo se corroboró visualmente como positivo el evidente cambio de color azul a 

verde claro para algunas muestras y total desaparición del color para otras luego de añadir 

la solución de ABTS●+. Este fenómeno indica el potencial antioxidante de las muestras 

evaluadas, ya que la estructura de este radical provoca que se reduzca en presencia de 

compuestos donadores de hidrógeno. 
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La figura 6 muestra los porcentajes de inhibición de la actividad secuestradora del radical 

ABTS●+ y la CE50 para las muestras 1-2 (75-250 µg/mL), 3-6 (350-700 µg/mL) y para el 

antioxidante de referencia a las concentraciones evaluadas. 

      
Figura 6. A) Porcentaje de actividad secuestradora del radical ABTS●+ para las muestras 1-6 

y el antioxidante de referencia. B) Valores de CE50 en el ensayo de inhibición del radical 

ABTS●+. AA: ácido ascórbico, ET: extracto etanólico total, FD: fase de diclorometano, SCP: 

escoparona, ESP: escopoletina, AYA: ayapina, TMX: 6,7,8-trimetoxicumarina. Letras en 

supraíndice diferentes: presenta diferencias estadísticas significativas entre las medias de 

las muestras evaluadas. Nivel de significación: p< 0,05. 

Los resultados obtenidos para este método coinciden con los del DPPH●, en cuanto a que 

existe una relación de actividad-concentración dependiente. 

Los porcentajes de inhibición de la actividad secuestradora del radical ABTS●+ decrecieron 

en el siguiente orden: ácido ascórbico (22-97 %) > fase de diclorometano (9-77 %) > 

extracto etanólico total (16-76 %) > escopoletina (23-63 %) > escoparona (20-60 %) > 

6,7,8-trimetoxicumarina (17-39 %) > ayapina (16-35 %) (Figura 6-A).  

Se observó que en el ensayo de ABTS●+ se obtuvieron porcentajes de actividad 

secuestradora menores que en DPPH● para todas las muestras, excepto para el 

compuesto de referencia. Esto puede estar relacionado con la baja solubilidad en agua de 

los extractos y las cumarinas evaluadas, ya que los diferentes medios de reacción de estos 
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ensayos in vitro (agua y metanol absoluto) condicionan que estas sustancias reflejen 

mejor su potencial antioxidante en DPPH●. También el radical catión ABTS●+ debe ser 

generado previamente, es menos estable y más transitorio, la cinética de reacción con 

algunos antioxidantes suele ser bastante lenta y, por lo tanto, el punto final de medición 

debe fijarse de manera arbitraria.90 

Como se observa en la Figura 6-A, todas las muestras revelaron actividad secuestradora de 

este radical, excepto ayapina y 6,7,8-trimetoxicumarina; probablemente influenciado por 

ser las de más baja solubilidad en agua.  

El extracto total etanólico mostró ser activo y con porcentajes de inhibición menores que 

el ácido ascórbico, comportamiento similar al obtenido en el ensayo de DPPH●, 

coincidiendo también con lo reportado por Arró para este método.12 

Al igual que en el ensayo del DPPH●, se confirma que de las muestras evaluadas, la fase de 

diclorometano es la que posee la mayor actividad secuestradora de este radical, reflejada 

en su CE50 de 128,16 ± 0,03 µg/mL, aunque igualmente inferior al ácido ascórbico (CE50 

86,35 ± 0,02 µg/mL), con diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) para un 95 % 

de confianza (Anexo II) (Figura 6-B). Se confirma una vez más con este ensayo, que las 

cumarinas de forma individual, no muestran una actividad superior a la de sus extractos 

de partida (etanólico y diclorometano) donde el efecto sinérgico parece tener su 

protagonismo, sin descartar el posible aporte de otros compuestos presentes a esta 

actividad. 

Entre las cumarinas puras, nuevamente la escopoletina presentó la principal actividad 

(CE50 593,62 ± 0,01 µg/mL) a las concentraciones evaluadas, aunque con resultados menos 

significativos que en el ensayo de DPPH (Figura 6-B). Reportes bibliográficos muestran 

pocos estudios para este compuesto por el método de ABTS con respecto a DPPH y entre 

estos se reporta la actividad secuestradora del radical ABTS●+ con una CE50 de 1,57 μM.84 

La menor actividad de la escoparona respecto a la escopoletina, tanto en el ensayo de 

DPPH como de ABTS, puede deberse a que la metilación de los dos grupos hidroxilos 
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fenólicos puede dificultar la capacidad de donar átomos de hidrógeno/electrones. No 

obstante, reportes bibliográficos sobre este compuesto han informado de sus propiedades 

antioxidantes y secuestradora de radicales libres.65,66 

Para los compuestos 5 y 6 fueron estimados sus CE50 (982,52 ± 0,01 µg/mL para ayapina y 

852,45 ± 0,01 µg/mL para 6,7,8-trimetoxicumarina).  

En el 2015, Mundekkad y colaboradores evaluaron la actividad antioxidante de varias 

fracciones de las hojas de la especie Excoecaria agallocha Sw. por diferentes métodos, 

incluyendo los ensayos de secuestro de los radicales DPPH• y ABTS●+, revelando el 

potencial antioxidante de los extractos de la planta. La fracción de acetato de etilo fue la 

que presentó el mayor efecto secuestrador en ambos ensayos.91 

III.2.3 Determinación del Poder reductor 

Varios estudios han demostrado que los antioxidantes y quelantes de metales pueden ser 

beneficiosos en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, como la 

enfermedad de Alzheimer. Se conoce que metales como el cobre y el hierro, son capaces 

de agravar el estrés oxidativo.92 

El poder reductor está relacionado con el grado de hidroxilación y conjugación en 

polifenoles; sin embargo, la capacidad para reducir el ion férrico (CRIF) no puede detectar 

compuestos que actúan por mecanismo de transferencia de átomos de hidrógeno, 

subestimando el potencial antioxidante de mezclas que contengan, por ejemplo, tioles. Se 

ha argumentado que la capacidad para reducir el hierro se correlaciona poco con la 

estabilización de radicales libres; sin embargo, la oxidación o reducción de radicales para 

formar iones puede detener la oxidación en cadena y por lo tanto el poder reductor 

reflejaría la capacidad de un compuesto para regular el estado redox del plasma o tejidos. 

Este método sigue un mecanismo típicamente de transferencia de electrones y por lo 

tanto, en combinación con otros métodos puede ser útil para distinguir el mecanismo 

dominante de diferentes antioxidantes. Adicionalmente, como los metales reducidos son 

propagadores de reacción en cadena de peroxidación lipídica por el rompimiento de 

hidroperóxidos a radicales alcoxilo, esto podría ser interesante para evaluar si altos 



Tesis de Diploma. Resultados y Discusión 2019 

 

 

 

37 

valores de CRIF correlacionan con la tendencia de algunos antioxidantes para actuar como 

prooxidantes bajo algunas condiciones.77 

Durante el ensayo se observó un cambio de color de amarillo pálido a verde intenso en 

algunas muestras y azul oscuro para otras luego de añadir la solución de cloruro férrico. 

Este fenómeno es indicativo del potencial reductor de las muestras evaluadas que pueden 

actuar como donantes de electrones.  Los resultados obtenidos se expresaron según la 

absorbancia máxima alcanzada por cada muestra a las concentraciones evaluadas    

(Figura 7). 

    

  Figura7. A) Poder reductor de las muestras 1-6 y el antioxidante de referencia en función 

de la absorbancia. B) Porcentaje de actividad antioxidante de las muestras 1-6 respecto al 

ácido ascórbico (100 %) en el ensayo de estimación del poder reductor: AA: ácido 

ascórbico, ET: extracto etanólico total, FD: fase de diclorometano, SCP: escoparona, ESP: 

escopoletina, AYA: ayapina, TMX: 6,7,8-trimetoxicumarina. 

Como se observa, a medida que aumenta la concentración de los extractos, aumenta la 

absorbancia, lo cual indica que existe una relación de absorbancia-concentración 

dependiente entre la cantidad de muestra y el poder reductor mostrado por estas.  

Los valores del poder reductor alcanzados por las muestras y la sustancia de referencia, a 

las concentraciones evaluadas (75-375 µg/mL), decrecieron en el siguiente orden: ácido 
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ascórbico > extracto etanólico total > escopoletina > fase de diclorometano > escoparona 

> ayapina > 6,7,8-trimetoxicumarina, mostrando diferencias entre ellos (Figura 7-A). 

La actividad mostrada por el extracto total etanólico coincide con los resultados obtenidos 

por Arró en el 2018 para este ensayo.12 

Entre las seis muestras evaluadas, el extracto etanólico total y la escopoletina fueron los 

que mostraron un mayor poder reductor en base al ácido ascórbico  a las concentraciones 

ensayadas (Figura 7-B), con prevalencia del primero (81 %). 

La mejor capacidad de reducir el ion férrico para el extracto etanólico total puede estar 

relacionado con la presencia de otros constituyentes que posean un poder reductor 

mayor que las cumarinas. Como por ejemplo, se pueden citar los taninos derivados del 

ácido elágico que han sido aislados de la corteza, como el ácido 3,3’,4’-tri-O-metilelágico y 

el ácido 3,3´-di-O-metilelágico.8 Estos dos compuestos en el estudio desarrollado por Arró 

en el 2018 mostraron un 69 % de capacidad reductora en base al ácido ascórbico.12 

Estudios desarrollados por Atta Ur Ramman en el año 2000, revelaron la presencia de 

cinco elagitaninos en la corteza del tallo de Pteleopsis hylodendron, entre ellos el ácido 

3,3´-di-O-metilelágico y el ácido 3,3´,4´-tri-O-metilelágico. El primero mostró una actividad 

antioxidante significativa por el método de secuestro del radical DPPH•, con CE50 de 0,39 

mM comparado con CE50 de 0,044 mM del patrón BHA (butilhidroxianisol).93  

Nuevamente la escopoletina resultó ser el principal responsable de la actividad del 

extracto total y la fase de diclorometano, al mostrar el más alto porcentaje de todas las 

sustancias puras (65 %) en base al ácido ascórbico. 

La escopoletina posee un efectivo poder reductor cuando se compara con compuestos de 

referencia. Malik y colaboradores en el 2011 evaluaron la habilidad de este compuesto 

para reducir el ion férrico a ferroso usando el método de Oyaizu. Se utilizaron 

concentraciones de 15–45 g/mL y esta demostró una potente habilidad reductora, con 

diferencias estadísticamente significativas con el α-tocoferol (R2: 0,9937, p<0,01) 

(escopoletina>α-tocoferol). Los resultados demostraron sus propiedades de donar 
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electrones para neutralizar radicales libres por la formación de productos estables y una 

efectiva capacidad quelante de iones Fe2+.63 

En el 2008, Subhan y colaboradores evaluaron la actividad antioxidante de un extracto 

hidroalcohólico de Excoecaria agallocha (Euphorbiaceae) obteniendo como resultado que 

el poder reductor aumentó de forma dependiente con la dosis, siendo capaz este de 

reducir la mayoría de los iones Fe3+.94 Este comportamiento también fue descrito en el 

2015 por Mundekkad y colaboradores que evaluaron el poder reductor de cuatro 

fracciones obtenidas del extracto total de las hojas de esta especie, resultando la fase de 

acetato de etilo la que demostró mayor actividad.91 

El análisis estadístico realizado para los tres ensayos, mostró correlación estadísticamente 

significativa entre los métodos de DPPH● y ABTS●+ [coeficiente de correlación (R) de 

0,778523; p<0,05] para un nivel de confianza del 95 %; sin embargo no se obtuvo 

correlación entre el ensayo de DPPH● y el poder reductor (R=0,707751) con un p˃0,05, 

siguiendo un modelo de proporcionalidad inversa. Lo mismo ocurre con los resultados 

obtenidos para el método del ABTS●+ (R=0,647871) con un p>0,05. Según Apak (2013), la 

naturaleza compleja del nitro-radical ABTS●+ puede provocar falta de correlación con otros 

ensayos que miden la capacidad antioxidante enlenteciendo la reacción con polifenoles, 

como es el caso del ensayo del poder reductor.29 Otros autores plantean que esta falta de 

correlación puede radicar en la naturaleza no selectiva de la reacción entre el radical 

ABTS●+ y los compuestos aromáticos hidroxilados.95 

Un análisis integral de los resultados obtenidos en los tres ensayos permite confirmar la 

actividad secuestradora de radicales libres y el poder reductor de la escopoletina y la 

escoparona, coincidiendo con reportes bibliográficos.63,66,84,85 Estos dos compuestos puros 

son los que presentan la mejor capacidad para actuar por mecanismos de transferencia de 

electrones y de protones con respecto a la 6,7,8-trimetoxicumarina y ayapina. 

A través del programa Gaussian versión 3,07, empleando el método de cálculo Ab initio y 

la base de datos H.F. 6,316, con la opción NBO, se calcularon las energías de los orbitales 

HOMO (orbital molecular ocupado de más energía) de las cuatro cumarinas evaluadas. Los 
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orbitales HOMO con mayores valores de energía fueron de -0,349 para ESP y SCP (Figura 

8-A1 y 8-A2), -0,354 para TMX y -0,364 para AYA (Figura 8-B).  Estos valores muestran que 

las dos primeras cumarinas tienen similares energías del orbital HOMO y el mismo se 

localiza en las posiciones 7 y 8 del núcleo cumarínico (Figura 8-A1 y 8-A2), por lo que 

teóricamente se espera un comportamiento antioxidante y de reactividad por 

transferencia de electrones similares. Mientras que los otros dos compuestos serían 

diferentes, resultando la ayapina la que posee el valor de energía más negativo (-0,364) y 

por tanto tendrá una mayor dificultad para ceder electrones. Esto justificaría 

teóricamente la más baja actividad antioxidante para TMX y AYA en los ensayos de ABTS y 

poder reductor, así como los menores valores de actividad en el ensayo de DPPH●, bajo las 

condiciones estudiadas; sin descartar el comportamiento de la solubilidad en agua 

explicado anteriormente para estas dos cumarinas. 

       
A1                                                                   A2 

 
             B 

Figura 8. Representación de los orbitales HOMO de mayor energía para  

ESP (A1), SCP (A2) y AYA (B) 
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Este análisis teórico está en concordancia con lo planteado por Thakur y Shah, con 

respecto a la mayor densidad de electrones sobre los carbonos 6 y 8 de las estructuras B y 

C (Figura 9).    
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Figura 9. Movimiento de electrones sobre el esqueleto cumarínico. 

 
El núcleo de las cumarinas, debido a su estructura básica tienen la habilidad de ejercer 

interacciones no covalentes (electrostáticas, enlace por puente de hidrógeno, 

coordinación de metal, Van de Walls) con muchos receptores en los organismos vivos y 

por lo tanto exhiben un amplio rango de actividades biológicas.96 

Un resumen integral del potencial farmacológico de las muestras de la corteza de la 

especie G. lucida permite plantear que la fase de diclorometano es la que posee la mayor 

actividad secuestradora de radicales libres, reflejado en los menores valores de CE50 

obtenidos en ambos ensayos y justificado por la coexistencia y efecto sinérgico de todas 

las cumarinas presentes. El extracto etanólico total demostró una mayor actividad 

reductora de metales, expresado en el mayor valor de la absorbancia y del porcentaje de 

actividad con respecto al ácido ascórbico, justificado por la coexistencia de diversos 

constituyentes de naturaleza fenólica (621,2 ± 2,2 mg de ácido gálico/g del extracto seco). 
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Entre las cumarinas puras, la escopoletina resultó poseer la mejor actividad antioxidante 

por los tres métodos evaluados, lo que lo señala como uno de los principales metabolitos 

secundarios de la corteza de esta especie responsable de esta actividad. Esta podría 

constituir un ingrediente farmacéutico activo para el desarrollo de un nuevo medicamento 

con aplicaciones en el manejo de las enfermedades inducidas por el estrés oxidativo. De 

forma general, los dos extractos evaluados muestran actividad secuestradora de radicales 

libres y poder reductor superior a las cumarinas puras, reafirmando el hecho de que la 

actividad combinada de muchos metabolitos secundarios puede resultar de mayor 

relevancia, que los componentes aislados.28 Ninguna de las muestras evaluadas presentó 

mayor actividad antioxidante que el ácido ascórbico, con diferencias estadísticamente 

significativas. 

Comparando los resultados de la actividad de las cumarinas evaluadas con respecto a la 

de los taninos derivados del ácido elágico,12 se puede plantear que estos últimos 

contribuyen en mayor medida al potencial antioxidante de la especie, con valores de CE50 

del ácido elágico similares y superiores al ácido ascórbico bajo las condiciones estudiadas. 

 



 
Conclusiones 
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Conclusiones 

1. La composición química cualitativa determinada para ambos extractos, mostró la 

presencia de triterpenos y esteroides, quinonas, cumarinas, fenoles  y  taninos, 

flavonoides, aminoácidos libres y aminas;  adicionalmente para el extracto etanólico: 

alcaloides, carbohidratos y azúcares reductores.  

2. La fase de diclorometano resultó ser la de mayor capacidad secuestradora de radicales 

libres, mientras que el extracto etanólico total el de mayor poder reductor. 

3. La escopoletina es el componente más activo de los compuestos puros evaluados, 

resultando el principal responsable de la actividad secuestradora de radicales libres y 

poder reductor mostrada por la fase de diclorometano y el extracto etanólico total de la 

corteza, bajo las condiciones estudiadas. 

 



 
Recomendaciones  
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Recomendaciones 

1. Evaluar la actividad antioxidante de las muestras ensayadas en otros modelos in vitro e 

in vivo. 

2. Realizar estudios SAR y QSAR que permitan establecer los aspectos de relación 

estructura química-actividad antioxidante para estas cumarinas.  

3. Cuantificar el contenido de fenoles totales en la fase de diclorometano de la corteza. 
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Anexos  

Anexo I. Comparación de valores de CE50 para el ensayo de DPPH 

Prueba de Múltiple Rangos, Método: 95,0 porcentajes LSD 

 Casos Medias Grupos Homogéneos 

AA 3 19,43 X 
FD 3 44,70  X 
ESP 3 70,03   X 
ET 3 69,8   X  
SCP 3 126,88    X  
TMX 3 135,89     X  
AYA 3 148,98      X  
 

Anexo II. Comparación de valores de CE50 para el ensayo de ABTS 

Prueba de Múltiple Rangos, Método: 95,0 porcentaje LSD 

 Casos Medias Grupos Homogéneos 

AA 3 86,35 X 

FD 3 128,16  X 

ET 3 150,03   X 

ESP 3 593,62    X 

SCP 3 624,98     X 

TMX 3 852,45      X 

AYA 3 982,52       X 

 

Anexos Fichas de datos de seguridad (FDS) de sustancias químicas y peligrosas utilizadas 
en el Trabajo de Diploma 
Identificación de 

la sustancia y 
firma comercial 

Radical 2,2 difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH) 

(MERCK) 

Radical ABTS* (2,2'-
azinobis (3-

etilbenzotiazolino-6-
ácido sulfónico) 
(Sigma-aldrich) 

Ferricianuro de 
potasio 

(Reachim) 
 

Ácido sulfúrico 98% 
(EMSURE®) 

Identificación de 
peligros 

Nocivo en caso de 
ingestión. Nocivo en 
contacto con la piel. 
Nocivo en caso de 
inhalación. Provoca 
irritación cutánea. 
Provoca irritación ocular 
grave. Puede provocar 
una reacción alérgica 
en la piel. 

Provoca irritación 
cutánea, irritación 
ocular grave y puede 
irritar las vías 
respiratorias. 
 

Nocivo para los 
organismos 
acuáticos, con 
efectos nocivos 
duraderos. Evitar su 
liberación al medio 
ambiente. 
 

Corrosivo cutáneo 
(Categoría 1 A). 
Corrosivo para 
metales. 
 

Composición, 
Información 
sobre 

No hay presentes 
componentes 
adicionales.  

No. CAS 30931-67-0. 
 

Potasio hexaciano 
ferrato (II) trihidrato 
(>= 50 % -<= 100 %)  

H2SO4  
No. CAS 7664-93-9 
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ingredientes CAS1898-66-4. No. CAS 14459-95-1. 
Medidas de 
primeros auxilios 

En caso de contacto 
con la piel y/o mucosas: 
Lavar con agua y jabón 
abundantes. En caso 
de contacto con los 
ojos: Aclarar 
cuidadosamente con 
agua durante varios 
minutos. Quitar las 
lentes de contacto, si 
lleva y resulta fácil. 
Seguir aclarando. 
Procurar atención 
médica. Inhalación: 
Transportar a la víctima 
al exterior y mantenerla 
en reposo en una 
posición confortable 
para respirar. Si no hay 
respiración el personal 
capacitado debe 
proporcionar 
respiración artificial u 
oxígeno. Llamar a un 
centro de información 
toxicológica o a un 
médico. Es posible que 
la persona expuesta 
tenga que estar bajo 
vigilancia médica por un 
período de 48 horas. 

Recurrir a un médico 
de inmediato. 
Suministrar aire 
fresco; eventualmente 
hacer respiración 
artificial. Si los 
trastornos persisten 
consultar al médico. 
Las personas 
desmayadas deben 
tenderse y 
transportarse de lado 
con la suficiente 
estabilidad. En caso 
de contacto con la 
piel: Aclarar con 
abundante agua. En 
caso de irritaciones 
continuas de la piel, 
consultar un médico. 
En caso de los ojos: 
Limpiar los ojos 
abiertos durante 
varios minutos con 
agua corriente. En 
caso de trastornos 
persistentes consultar 
un médico. En caso 
de ingestión: 
Enjuagar la boca. 
Proporcionar 
asistencia médica a la 
persona afectada. 

Tras inhalación: aire 
fresco. Tras contacto 
con la piel y ojos: 
lavar con abundante 
agua. Eliminar ropa 
contaminada. Tras 
ingestión: Hacer 
beber agua (máximo 
dos vasos). Consultar 
al médico. 
 

Tras inhalación aire 
fresco. Llamar al 
médico. Tras contacto 
con la piel: aclarar 
con abundante agua. 
Extraer la sustancia 
por medio de algodón 
impregnad o con 
polietilenglicol 400. 
Despojarse 
inmediatamente de la 
ropa contaminada. 
Tras contacto con los 
ojos: aclarar con 
abundante agua. 
Llamar 
inmediatamente al 
oftalmólogo. Tras 
ingestión: hacer beber 
agua (máximo 2 
vasos), evitar el 
vómito por peligro de 
perforación. No 
proceder a pruebas 
de neutralización. 
 

Medidas contra 
incendios 

No existe un peligro 
específico de incendio o 
explosión. Use un 
agente de extinción 
adecuado para el 
incendio circundante. 

Posible formación de 
gases tóxicos en caso 
de calentamiento o 
incendio. Puede ser 
combustible a altas 
temperaturas. En 
caso de incendio 
pequeño usar polvo 
químico seco y en 
caso de gran incendio 
utilizar agua 
pulverizada, niebla de 
agua o espuma, pero 
no usar chorro de 
agua. 

Usar medidas de 
extinción que sean 
adecuadas según el 
local y sus 
alrededores. No 
existen limitaciones 
de agentes 
extinguidores para 
esta sustancia. No 
combustible. 
 

Usar medidas de 
extinción adecuadas 
según el local y sus 
alrededores. No es 
combustible. 
Posibilidad de 
formación de vapores 
peligrosos. Usar 
equipode protección 
especial. 
 

Medidas en caso 
de vertido 
accidental 

No debe realizarse 
acción alguna que 
suponga un riesgo 
personal o sin una 
formación adecuada. 
Evacuar los 

Usar lentes anti-
salpicaduras, ropa de 
protección completa, 
aparato de 
respiración anti-
polvos, botas, 

Evitar la formación de 
polvo, no inhalar el 
polvo. Evacuar el 
área de peligro. Usar 
equipo de protección. 
No tirar los residuos 

No respire los 
vapores. Evitar 
contacto con la 
sustancia. Asegure 
una ventilación 
adecuada. No tirar los 
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alrededores. No toque o 
camine sobre el 
material derramado. 
Proporcione ventilación 
adecuada. Llevar un 
aparato de respiración 
apropiado cuando el 
sistema de ventilación 
sea inadecuado. Llevar 
puestos equipos de 
protección personal. 

guantes. Utilizar los 
instrumentos 
necesarios para 
poner el sólido vertido 
en un recipiente de 
recuperación 
apropiado. 
 

por el desagüe. 
Cubra las 
alcantarillas. Recoja, 
una y aspire los 
derrames. 
 

residuos por el 
desagüe. 
 

Almacenamiento 
y Manipulación 

Consérvese en su 
envase original. No 
conservar a 
temperaturas 
superiores a: -20°C. 
Conservar de acuerdo 
con las normativas 
locales. Almacenar en 
el contenedor original 
protegido de la luz 
directa del sol en un 
área seca, fresca y 
bienventilada, separado 
de materiales 
incompatibles y comida 
y bebida. 

Conservar alejado del 
calor y de toda fuente 
de ignición. Los 
recipientes vacíos 
pueden suponer un 
riesgo de incendio, 
evaporar los residuos 
bajo una campana de 
humos. Poner a tierra 
todo el equipo que 
contiene material. 
Manténgase el 
recipiente bien 
cerrado. Mantenga el 
contenedor en un 
área fresca y bien 
ventilada. No 
almacenar encima 
4°C. Utilizar el 
contenedor original. 

Almacenar protegido 
de la luz, seco y bien 
cerrado. 
 

Almacenar bien 
cerrado, en lugar seco 
y fresco. 
 

Controles de 
exposición/ 
protección 
personal 

Use equipo protector 
personal adecuado 

Utilizar recintos de 
proceso, sistemas de 
ventilación locales, u 
otros procedimientos 
de ingeniería para 
conservar la cantidad 
de partículas 
aerotransportadas por 
debajo de los límites 
de exposición 
recomendados. 
Lávese las manos 
después de manejar 
los compuestos y 
antes de comer, 
fumar, utilizar los 
lavabos y al final del 
día. 

Usar equipos de 
protección personal. 
 

Valor límite ambiental-
exposición de corta 
duración: 3 mg/m3. 
Valor límite ambiental-
exposición diaria: 1 
mg/m3. 
 

Propiedades 
físicas y químicas 

Apariencia: Polvo sólido 
de color negro. Fórmula 
química: C18 H12 N5 
O6. Masa molar: 394,32 
g/mol. No hay otras 
informaciones 

Polvo amarillo claro, 
masa molar 548,7 
g/mol, fórmula 
química C18 H24 N6 
O6 S4. No hay más 
información 

Sólido amarillo claro 
inodoro, pH 9,5 a 100 
g/L a 20°C. Punto de 
fusión 70°C. 
Solubilidad en agua 
289 g/L a 20°C. 

Líquido incoloro e 
inodoro, pH 0,3 a 49 
g/L a 25°C. Punto de 
fusión -20°C. Punto 
de ebullición 335°C. 
Presión de vapor 
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disponibles disponible. Temperatura de 
descomposición > 
70°C.Densidad 
aparente 950-1050 
kg/m2. 

0,0001 hPa a 20°C. 
Densidad relativa del 
vapor 3,4. Densidad 
1,84 g/cm3 a 20°C. 
Soluble en agua con 
desprendimiento de 
calor. 

Estabilidad y 
reactividad 

El producto es estable. 
En condiciones 
normales de 
almacenamiento y uso, 
no se producen 
reacciones peligrosas. 

El producto es 
estable. 

Sensible a la luz. 
Eliminación del agua 
de calefacción por 
calefacción. 
Incompatible con 
ácidos fuertes, 
oxidantes, gas cloruro 
de hidrógeno, nitritos. 
Evitar calentamiento. 

Evitar calentamiento 
fuerte. Higroscópico, 
corrosivo. Peligro de 
explosión y formación 
de gases tóxicos con 
agua, metales 
alcalinos, amoniaco, 
aldehídos, 
acetonitrilo, metales 
alcalinotérreos, 
álcalis, ácidos, 
metales y sus 
aleaciones, óxidos de 
fósforo, fósforo, 
hidruros, halogenuros 
y halogenatos, 
permanganato, 
nitratos, sustancias 
inflamables, solventes 
orgánicos, aminas y 
otros. 

Información 
toxicológica 

Nocivo para el 
organismo. La 
exposición a los 
productos de 
degradación puede 
producir riesgos para la 
salud. Es posible que 
los efectos graves 
surjan a largo plazo tras 
la exposición. 

Peligroso en caso de 
contacto cutáneo 
(irritante), del 
contacto con los ojos 
(irritante), de 
inhalación (irritante 
pulmonar). 
 

Toxicidad oral aguda 
en ratas DL50 3,613 
mg/kg. Irritante 
ocular, de piel y 
mucosas. No 
carcinogénico ni 
genotóxico. 

CL50 rata 510 mg/kg. 
Irritante ocular, 
cutáneo y de 
mucosas. 
 

Información 
ecológica 

Evite la dispersión del 
reactivo. Avisar a las 
autoridades pertinentes 
si el producto ha 
causado contaminación 
medio ambiental 
(alcantarillas, canales, 
tierra o aire). 

El producto y sus 
productos de 
degradación no son 
tóxicos. 

Tóxico para los 
peces, dafnias, algas 
e invertebrados 
acuáticos. La 
descarga en el 
ambiente debe ser 
evitada. 

Tóxico para animales 
marinos. Forma 
mezclas causticas a 
pesar de estar diluido. 
Efecto perjudicial por 
desviación del pH. 
Peligro para el agua 
potable por filtración 
en suelos y acuíferos. 

Consideraciones 
de Disposición 
Final 

Elimínense los residuos 
del producto y sus 
recipientes con todas 
las precauciones 
posibles. 

Los desperdicios 
deben ser 
desechados de 
acuerdo con las 
regulaciones 
federales, estatales y 
de control ambiental 
local. 

Los residuos deben 
de eliminarse de 
acuerdo con la 
directiva sobre 
residuos y otras 
normativas locales y 
nacionales. Deje los 
productos químicos 

Eliminar según las 
normativas 
nacionales. 
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en sus recipientes 
originales. No 
mezclar con otros 
residuos. Maneje los 
recipientes sucios 
como el propio 
producto. 

Transporte Como este material no 
está regulado, no hay 
información de 
transporte será dado. 

Como este material 
no está regulado, no 
hay información de 
transporte será dado. 

Producto no peligroso 
según los criterios de 
reglamentación del 
transporte. 

Clase 8 Grupo de 
embalaje II. 
Peligrosas 
ambientalmente. 
Precauciones 
particulares para los 
usuarios si Código de 
restricciones en 
túneles E. Transporte 
fluvial 
(ADN) No relevante. 
Transporte aéreo 
(IATA). 
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