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RESUMEN

Litsea glaucescens (laurel) es una especie distribuida ampliamente en México, sus principales usos se centran en la medicina tradicional
en forma de infusiones y bafios medicinales para el alivio de des6rdenes ginecoldgicos y estomacales. Esta propiedad terapéutica es atri-
buida a la presencia de compuestos fendlicos en el cuerpo de la planta. En el presente estudio se emplearon técnicas histoquimicas para
localizar la presencia de compuestos fendlicos como lignina y taninos, asi como lipidos y carbohidratos no estructurales en cortes de
hoja y de madera; también se cuantificé el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante de extractos acuosos (92 °Cy 25 °C) y
metandlicos por los métodos de inhibicion de los radicales DPPH y ABTS. Los resultados histoquimicos muestran que tanto las hojas como
la madera poseen una concentracién importante de compuestos fendlicos, aceites y algunos carbohidratos no estructurales. La caracte-
rizacién quimica de los extractos acuosos de la hoja extraidos a 92 °C mostré una mayor concentracion de fenoles totales que aquellos
extraidos con metanol. En todos los casos, el contenido de fenoles fue mayor en las hojas que en la madera. Los extractos metandlicos
obtenidos a partir de la albura mostraron mayor actividad antioxidante que los de duramen, sin importar el método de cuantificacion
empleado. De acuerdo con los resultados obtenidos, es posible establecer una interrelacion entre el contenido y la distribucién de los
compuestos fenolicos en los tejidos vegetales y su actividad antioxidante con su uso potencial en la medicina tradicional.

PALABRAS CLAVE: cuerpos oleiferos, funcionalidad de extractos metanoélicos, laurel silvestre, meséfilo, xilema secundario.

ABSTRACT

Litsea glaucescens is widely distributed in Mexico, its main uses are focused on traditional medicine in the form of teas and medicinal
baths to relieve gynecological and stomach disorders. This therapeutic property is attributed to the presence of phenolic compounds
through the plant body. In the present study, histochemical techniques were used to locate the presence of phenolic compounds like
lignin and tannins, as well as lipids and non-structural carbohydrates in sections of leaves and wood and, to quantify total phenolic
content and antioxidant activity by means of scavenging DPPH and ABTS free radicals on leaves and wood aqueous (92 °C and 25 °C)
and methanolic extracts. Histochemical results show that leaves and wood displayed a considerable amount of phenolic compounds,
oils and non-structural carbohydrates. Chemical characterization of leaves aqueous extracts made up at 92 °C displayed higher total
phenolic content than those made with methanol. In all cases, the total phenolics were higher in leaves than in wood samples. Sapwood
methanolic extracts showed higher antioxidant activity than heartwood, regardless the quantification method used. In agreement with
these results, it is possible to establish an interrelationship between the content and distribution of phenolics on vegetal tissues and its
antioxidant activity with its potential use for therapeutic end-uses.

KEY WORDS: oil bodies, methanolic extracts functionality, wild laurel, mesophyll, secondary xylem.
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INTRODUCCION

En México la familia Lauraceae tiene gran importancia en
el drea de la salud por sus aplicaciones en la etnomedicina
y los alimentos. Se han identificado 10 taxa de esta fami-
lia: Aiouea, Beilschmiedia, Cassytha, Cinnamomum,
Licaria, Litsea, Mocinnodaphne, Nectandra, Ocotea vy
Persea, distribuidas en bosques y selvas. Muchas especies
de esta familia son utilizadas en medicina tradicional,
forraje, aceites esenciales, condimentos y frutos (Lorea,
2002). El fruto de Persea americana, el aguacate, es el mas
comestible y el mds conocido; los aceites esenciales que se
extraen de él, poseen propiedades terapéuticas y son usa-
dos como componente en productos farmacéuticos por
sus caracteristicas fisicas y quimicas. Las hojas se utilizan
en infusién como ténico digestivo y regulador de la mens-
truacion (Jiménez et al., 2001). La canela o corteza de
Cinnamomum verum, por su aroma y sabor es utilizada
como condimento, colorante y saborizante, por sus pro-
piedades quimicas, se usa en infusiones para el alivio de
algunos desordenes digestivos y ginecologicos. Las hojas
de Nectandra globosa (aguacatillo) y Litsea glaucescens
(laurel silvestre) se emplean como condimento y dado su
alto porcentaje de proteina y fibra como forraje para
ganado (Jiménez et al., 2007).

L. glaucescens tiene asociado un uso medicinal
desde tiempos ancestrales para el alivio de trastornos
estomacales, problemas ginecoldgicos, o postparto, y
para combatir la esterilidad femenina; asimismo se ha
mencionado con propiedades antiinflamatorias (Argueta
et al., 1994, Biblioteca Digital de la Medicina Tradicio-
nal mexicana, 2014). La hoja de esta planta generalmente
es empleada en forma de infusiones, macerados alcohdli-
cos o inhalaciones de vapor (Lopez et al., 1995; Jiménez-
Pérez et al., 2011).

En el sistema agroforestal es usada como cercas vivas.
La seleccion de las especies que constituyen esta practica
se da de acuerdo con la durabilidad natural de la madera
y estrechamente relacionada con la densidad basica. Las
principales ventajas que presenta esta seleccion son: reduc-
cion de la fuerza de los vientos, sombra para cultivos y

para animales domésticos, forraje, control de malezas,

fuente alternativa de frutos comestibles y lefia (Araya er
al., 1993; Avendano y Acosta, 2000). Para L. glaucescens
la densidad bdsica se ha encontrado del orden de 0,60
(Torelli, 1982) por lo que se considera pesada y explica su
importancia dentro de esta practica agroforestal.

Esta especie se distribuye desde México hasta Cen-
troamérica y el Norte de Sudamérica y puede encontrarse
en regiones templadas (Lorea, 2002). En México, esta
planta se distribuye en los estados de Aguascalientes,
Chiapas, Durango, Estado de México, Guerrero, Hidalgo,
Jalisco, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro,
Tamaulipas, Veracruz (Argueta et al., 1994; Avendafio y
Acosta, 2000; Luna, 2003; Jiménez et al., 2007; Davila et
al., 2009) y Quintana Roo.

Dada la importancia de esta planta, diversos estudios
han publicado la identificacion y aislamiento de compues-
tos quimicos como: flavonoides, lignanos, proantocianidi-
nas, alcaloides, aldehidos, terpenos, taninos, carbohidratos
y fenoles presentes en extractos cloroférmicos e hidroal-
coholicos, con la finalidad de evaluar las actividades
antibacterianas, antifungicas, antiinflamatorias, anties-
pasmodicas, y antioxidantes (Osuna e# al., 2005; Coy y
Cuca 2007; Jiménez et al., 2007; Macias, 2009; Macias,
2010; Jiménez-Pérez et al., 2011). En este contexto, Lopez
et al. (1995) encontraron que los extractos etandlicos de la
corteza de L. glaucescens son ricos en pinostrobina y
pinocembrina, dos flavonoides con efecto terapéutico
demostrado para el tratamiento de la dismenorrea. En este
sentido Céceres et al. (1987; 1991) observaron que el uso
de extractos acuosos y etandlicos de la hoja de L. guate-
malensis promovia la inhibicion del crecimiento in vitro
contra diversos microorganismos patdogenos como Epi-
dermophyton floccosum (Harz) Langeron & Miloch.,
Microsporum canis E. Bodin ex. Gueg y Candida albi-
cans (Robin) Berkhout. También observaron que los
extractos metandlicos de tallos, hojas, frutos y semillas de
L. neesiana y L. glaucescens mostraron actividad mode-
rada contra Staphylococcus aureus Rosenbach y Escheri-
chia coli Migula (Meckes et al., 1995). Por otra parte,
Tucker et al. (1992) indicaron la presencia de linalool y

cineol en el aceite esencial extraido de hojas de L. glauces-
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cens 'y L. guatemalensis Mez., a los que se les atribuyen
propiedades bactericidas y fungicidas.

Cabe resaltar que la presencia de estos componentes
estd asociada con el crecimiento natural de la planta y con-
forman parte de las estrategias de defensa contra patégenos
y predadores cuando hay dafio o infeccion (Evert, 2006;
Yan et al., 2000; Guzman-Gutiérrez et al., 2012). Dadas
las caracteristicas quimicas de estos compuestos, su activi-
dad antioxidante se debe principalmente a las propiedades
redox que les permite funcionar como agentes reductores,
donadores de hidrogeno, quelantes e inhibidores de espe-

cies reactivas de oxigeno (Rice-Evans et al., 1995).

OBJETIVOS

Determinar y localizar cualitativamente mediante técni-
cas histoquimicas, la presencia de compuestos fendlicos
como lignina y taninos, asi como lipidos y carbohidratos
no estructurales en hojas frescas, tratadas como té tradi-
cional, hervidas a 92 °C y en infusién alcohdlica, asi como
en secciones frescas de la madera de Litsea glaucescens.
Asimismo evaluar las propiedades funcionales de los
extractos acuosos y metandlicos mediante la cuantifica-
cién de la concentracion de fenoles totales y su interrela-

cion con la actividad antioxidante in vitro.

MATERIALES Y METODOS
El material biolégico utilizado se obtuvo de un arbol de 10
m de altura, con fuste de 5§ m y didmetro de 24 cm. El
ejemplar se recolect6 en una selva mediana subperennifo-
lia en el municipio y ejido Felipe Carrillo Puerto, Quin-
tana Roo. Santos et al. (1998), mencionan que este tipo de
vegetacion es la dominante. El ejido se localiza entre los
paralelos 19° 34” 43’ de latitud Norte y en los meridianos
88° 02” 43’ de longitud Oeste, tiene una altitud de 30 m
snm, el clima es Aw, Aw, y Aw, caracterizado como cdlido
subhtiimedo con una temperatura promedio de 25 °C y
una precipitacion anual de 800 a 1000 (INEGI, 2010).

El ejemplar de herbario, se identifico y registré en el
Herbario Metropolitano UAMIZ Dr. Ramén Riba y Nava
con el nimero 67133 y las muestras de madera en la Xilo-

teca UAMI con la clave M-279.
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Preparacion del material vegetal

Del arbol seleccionado se recolectaron de forma aleatoria
cinco kilogramos de hojas y de su fuste, a una altura de
1,30 m (DAP) se cortaron dos rodajas, una de 8 cm y otra
de 5 cm de alto.

Hoja. Para los estudios histoquimicos de deteccion y
localizacién de lignina, taninos, lipidos (aceites y ceras) y
carbohidratos no estructurales (granos de almidén y pecti-
nas) se seleccionaron 20 hojas. Se elaboraron secciones
transversales de la zona media de la [amina de la hoja con
un criostato marca Leica a -20 °C. La descripcion de los
tejidos que conforman este 6rgano se realizé de acuerdo con
Evert (2006). Para la determinacién cuantitativa de fenoles
totales y actividad antioxidante se utilizaron las hojas res-
tantes. Estas se dejaron secar dentro de una estufa a una
temperatura de 30 °C y en oscuridad durante 15 dias, pos-
teriormente se molieron y se tamizaron a un tamarfio de par-
ticula no mayor a 250 pm de acuerdo con Serrano (2010).

Madera. De la rodaja de 8 cm se obtuvieron cubos de
1 cm x 1 cm, tanto de la albura como del duramen. Se
obtuvieron secciones transversales, tangenciales y radia-
les mojando las superficies. A mano alzada se hicieron los
cortes empleando navajas de un filo para criostato. En
estas se hicieron las pruebas de deteccion y localizacion
histoquimica de lignina, taninos, lipidos, almidones u
otros carbohidratos no estructurales. Se analizaron las
paredes y contenidos celulares en fibras, vasos y parén-
quima axial y radial de albura y duramen.

Para la determinacion de los fenoles totales y la activi-
dad antioxidante se utilizé la pieza de 5§ cm de la que se
separd la albura y el duramen. De cada zona se obtuvieron
muestras de aserrin y se consideraron dos categorias de
muestras experimentales: de la albura y el duramen. Todas
las muestras se tamizaron para obtener particulas no mayo-

res a 250 pm.

Determinacion cualitativa de compuestos
fendlicos, lipidos totales y carbohidratos no
estructurales.

En los cortes de las hojas y la madera se detectd la lignina

(color rojo) empleando el reactivo de Wiesner (fluorogluci-
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nol al 2% en etanol al 96%) por cinco minutos en seccio-
nes frescas y montando con una gota de HCI 6N (Rivera
et al., 1999). También se usé el reactivo de Maiile (solu-
cién acuosa de permanganato de potasio al 1%) por cinco
minutos en secciones frescas. Estas se lavaron con agua
destilada y cubrieron con una solucién de HCl al 30% vy se
montaron con una gota de hidréxido de amonio concen-
trado (color fucsia) (Vallet et al., 1996).

Para la detecciéon y localizaciéon de los taninos, se
empled la téenica de vainillina-HCI (solucion saturada de
vainillina en etanol al 95%), se cubrieron secciones frescas
durante 5 minutos y montando con una gota de HCI 9N
(naranja rojizo) (Rivera et al., 1999).

Adicionalmente se empleé Azul de toluidina para
contrastar lignina y polifenoles (verde turquesa), carbohi-
dratos (color lila) y aceites (sin color).

Asimismo se empled Lugol para contrastar lignina
(amarillo) de carbohidratos no estructurales (morado azu-
lado) (Rivera et al., 1999).

Se empled Suddn negro para detectar lipidos totales
(ceras y aceites) en paredes celulares o como depdsitos
(color negro) (Krishnamurty, 1988). Adicionalmente se
hicieron cortes transversales de hojas enteras después de
ser tratadas en agua (25 °C y 92 °C) y metanol. En estos
cortes se utiliz6 vainillina y Suddn 1V para evaluar la pér-
dida de compuestos fendlicos solubles en agua y/o presen-
cia de cuerpos oleiferos en el meséfilo de la hoja después
de cada tratamiento (Lersten et al., 2006). Los resultados
se compararon con cortes de hojas frescas tefiidas bajo el
mismo procedimiento.

En el estudio histoquimico en hoja y madera se usa-

ron al menos diez secciones para cada tincion.

Preparacion de los extractos de L.glaucescens

Para la cuantificacion de fenoles totales y la actividad anti-
oxidante se hicieron tres extractos utilizando como solven-
tes agua en ebullicion, agua destilada a 25 °C y metanol,
con la finalidad de determinar las mejores condiciones de
extraccion de compuestos fendlicos en hojas y madera
(albura y duramen) de L. glaucescens. El primero se pre-

paré de acuerdo con Serrano (2010). A 500 mg de muestra

de hoja y de madera se les afiadieron 25 mL de agua desti-
lada y se mantuvieron en agitaciéon durante 5 min a una
temperatura de 92 °C. El extracto obtenido se filtré y aford
a 25 mL con agua destilada. Este extracto es similar al tra-
dicional té que se prepara con L. glaucescens. Los otros dos
extractos se prepararon siguiendo la metodologia pro-
puesta por Miliauskas et al. (2004). A 500 mg de cada
muestra de hoja y de madera, se les afiadieron 10 mL de
agua destilada o metanol, se mantuvieron en agitaciéon
durante 30 min a una temperatura de 25 °C, se filtraron y

aforaron a 10 mL con el solvente correspondiente.

Cuantificacion de la concentracion de fenoles
totales (CFT)

La concentracion de fenoles totales en los tres extractos de
hojas y de madera se midi6 con un espectrofotometro UV-
VIS Spectronic GENESYS 2, usando el reactivo Folin-Cio-
calteu. El contenido de fenoles totales se cuantificd
mediante el siguiente procedimiento: a una mezcla de
reaccion que contiene 1,58 mL de agua desionizada, 20
pL de la solucién estandar de acido galico o 20 pL de la
disolucién problema (por triplicado) o 20 pL de agua
desionizada si era el blanco, se le agregaron 100 pL del
reactivo de Folin-Ciocalteu (50% v/v). Después de agitar
en un vortex se dej6 incubar durante 8 minutos y final-
mente se afiadieron 300 pL de solucion de carbonato de
sodio (Na,CO,) al 20% (p/v). Esta dltima se incub6
durante 30 min a 40 °C. Después se obtuvo la lectura de
la absorbancia a una longitud de onda de 765 nm. La solu-
cién estandar utilizada fue 4cido galico de 500 mg/mL, de
la cual se tomaron alicuotas de 0,625 mg/mL; 1,25 mg/
mL; 2,5 mg/mL; 5 mg/mL y 10 mg/mL. El contenido de la
muestra se expres6 como mg de equivalentes de acido
galico por gramo de s6lido seco (mg,,  mL Single-
ton y Rossi, 1965).

solido secn) (

Actividad antioxidante

Inhibicién del radical 2,2-difenol-I-picrilhidrazil (DPPH)
La actividad antioxidante se determind con el método

DPPH* en una cinética realizada a la disolucién del radical
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se obtuvo un mdximo de absorbancia de 516 nm. La eva-
luacién de la actividad antioxidante por la reduccion del
radical DPPH se realizé de acuerdo con Sanchez-Moreno et
al. (1998), la mezcla de reaccién se obtuvo colocando en
un tubo de ensayo 1,5 mL de DPPH y 20 mL de la solucién
estindar trolox o 20 pL de la disolucién problema (por
triplicado) 0 20 pL de agua desionizada si era el blanco. Se
dejo reaccionar durante 30 min a temperatura ambiente y
en oscuridad. Se determinaron las lecturas de absorbancia
a 765 nm. La reduccién del radical se determiné mediante
el cdlculo de la concentracion en equivalentes a la activi-
dad antioxidante (TEAC) por medio de una curva de
calibracién realizada con trolox a 500 pM. Las concentra-
ciones utilizadas que se tomaron fueron 50 pM, 100 pM,
150 pM, 200 pM y 250 pM.

Inhibicion del radical dcido 2,2°-azino-bis—
(3—etillbenzotiazolin—-6-sulfdénico) (ABTS).

La evaluacién de la actividad antioxidante por el método
ABTS se realiz6 empleando el ensayo modificado de Ozgen
et al. (2006), que se basa en la utilizacién del compuesto
ABTS para la formacién de un radical libre ABTS™ tras la
reaccion quimica de ABTS (3,7 mM) y persulfato potasico
(1,3 mM) cuyo tiempo de reaccién va de 12 h a 16 h. En
una cinética realizada a la disolucion del radical con el
buffer se obtuvo un maximo de absorbancia de 728 nM.
Para evaluar la actividad antioxidante por el método ABTS
se realizd la mezcla de reaccién colocando 1,5 mL de ABTS
y 10 mL de la solucion estidndar trolox o 10 pL de la diso-
lucién problema (por triplicado) o 10 pL de agua desioni-
zada para el blanco. Se dej6 reaccionar durante 30 minutos
a 38 °C. Se tomo la lectura de absorbancia. Los datos se
expresaron como equivalentes de Trolox (TEAC, mM).
Para la preparacion de la curva estandar se tomaron ali-
cuotas de 50 pM, 100 uM, 200 uM, 300 uM, 400 pM y
500 pM de la solucién de trolox a 1000 pM.

Analisis estadistico
Todas las determinaciones fueron realizadas por tripli-
cado. Los resultados obtenidos se analizaron con la

prueba estadistica de comparacion multiple de medias de
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Tukey de significancia p< 0,05 con el software IBM SPSS
Statistics V 17.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas histoquimicas de la hoja.

Las hojas de Litsea glaucescens son bifaciadas con dos
estratos de parénquima en empalizada; los espacios interce-
lulares en el mesoéfilo son muy reducidos (Figs. 1A, D, G, E,
G y H); la cuticula y las paredes de las células epidérmicas
son gruesas y estas ultimas con contenido de origen fené-
lico en las cavidades (Figs. 1D y F); presenta pelos como
derivados epidérmicos. Los tratamientos de las hojas como
infusién a temperatura ambiente y en ebullicion mostraron
que los fenoles presentes en la epidermis se van perdiendo
después del tratamiento (Figs. 1ICy G, 2A-B).

Las paredes de las fibras marginales, las perivascula-
res, las del xilema y las de los vasos de los haces vasculares
primarios de la [imina y del lefioso de la nervadura cen-
tral, presentan lignificaciéon (Figs. 1A-E). Se identificé un
tipo de fenol (reactivo de Maiile) en la pared celular de las
fibras perivasculares y marginales de toda la hoja, que
Esau (1972) destaca como un compuesto asociado a favo-
recer una mejor conduccion de agua (Fig. 1B). La intensi-
dad registrada para los fenoles en las hojas frescas
disminuy6 en aquellas tratadas como té y en ebullicion
(Figs. 2A-B).

En general en las cavidades de las células que dan
soporte mecanico y conduccion en toda la hoja y las del
colénquima anular de la nervadura se identificaron depé-
sitos fenolicos y taninos (Figs 1B-D y F). En el colénquima
se presentaron depositos de aceites y granos de almidén
(Figs. 1F y 2D).

Se confirmé la presencia de ceras en la cuticula, acei-
tes en las cavidades de la epidermis y cuerpos oleiferos
dentro de las células del parénquima en empalizada (Fig.
2F) y en células oleiferas similares a las que describe Lers-
ten et al. (2006) (Figs. 1D, F, Hy 2C y E), las que se dis-
tribuyen en toda la hoja (Figs. 1B-F y H). Se observaron
dos tipos de células oleiferas en el mésofilo: el tipo A loca-

lizado entre el parénquima en empalizada (Figs. 1H y 2C
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FIGURA 1. Caracteristicas histoquimicas de la hoja. Nervadura central: A-C y F. Lignificacion en fibras perivasculares (fp): A, reactivo

de Wiesner. B, reactivo de Miule, colénquima (col) sin tefiir. C, taninos (tn) con vainillina en colénquima y floema. F, cuerpos oleiferos

(ga), de fenoles (df) y células oleiferas (co) en colénquima (col), epidermis (ep); ceras en la cuticula (cu) con suddn negro. Limina de la

hoja: D, E, G y H, D, margen de la hoja: fibras marginales (fm), cuticula (cu), contenidos fendlicos en epidermis (ep), células oleiferas

(co), parénquima en empalizada (emp) y esponjoso (esp) con azul de toluidina. E y H, distribucion y detalle de células oleiferas (co);

granos de almidoén (al) con lugol. G, taninos (tn) en parénquima en empalizada y esponjoso con vainillina. xil: xilema; flo: floema.

y F), conteniendo muchos cuerpos oleiferos, y el tipo B,
entre el parénquima esponjoso de la cara abaxial (Figs. 2A
y B), presentando un cuerpo oleifero de gran tamafio. Las
hojas tratadas por infusién a 25 °C y a 92 °C mostraron
pérdida de cutina (Figs. 2C-F), comparando la intensidad
de la tincion de la reaccién en los distintos tratamientos.
Destacan los resultados en el tratamiento con extraccion

alcoholica, en la que las células de la epidermis muestran

menor intensidad. Por otro lado se observo que los cuer-
pos oleiferos contenidos en ambos tipos celulares, A y B,
se contraen con los tratamientos, incluso con el alcohdlico
(Figs. 1H, 2A-C, 2E y F).

Adicionalmente se localizaron taninos en las paredes
de las fibras del floema y en las células del parénquima en
empalizada, principalmente en el primer estrato adaxial y

en algunas células del esponjoso (Figs. 1C y G). En las
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hojas empleadas para la infusién a 25 °C y mayormente
para aquellas tratadas a 92 °C, se observé una clara dis-

minucién en la intensidad de la tincién (Figs. 2A-B ).

Cuantificacion de la concentracion de fenoles
totales y actividad antioxidante en la hoja

En términos generales, la extraccion acuosa de compues-
tos fendlicos empleando altas temperaturas y solventes
polares, mejord significativamente la concentracion de
fenoles totales (Tabla 1), lo anterior se debe principal-
mente al nimero de grupos —OH presentes en los com-
puestos fendlicos que favorecen su solubilidad en agua y
por lo tanto su extraccion (Vermerris y Nicholson,
2008), Se ha mencionado que los fenoles al tener mds de
un grupo —OH cooperan en la solubilidad en agua, ade-
mds la temperatura juega un papel muy importante en la
extraccion de dichos compuestos, lo anterior se debe a
que ésta favorece el incremento en los coeficientes de
difusion y solubilidad de los compuestos fendlicos, al
promover la liberacion de los polifenoles debido al rom-
pimiento de ciertas estructuras celulares (Wang et al.,
2007; Al-Farsi y Lee, 2008).

Los resultados de esta extraccién y la presencia de
diversos compuestos como taninos, fenoles y aceites en
células especializadas en toda la hoja son significativos
pues sugiere la razén de la preparacion tradicional de
infusiones y bafios calientes para el alivio a problemas
estomacales, ginecoldgicos y antiinflamatorios (Argueta
et al., 1994). Adicionalmente Campagna et al. (2012)
reportan propiedades antidiarreicas y antisépticas aso-
ciandolas a fenoles, lo que representa el papel preponde-
rante del conocimiento tradicional en el tratamiento de
este tipo de trastornos. Asimismo la hoja mostr6 una con-
centracion de fenoles totales significativamente mayor (p <
0,05) cuando se emple6 agua a 92 °C respecto al trata-
miento a 25 °C (Tabla 1). Cabe mencionar que los extrac-
tos metanolicos de las hojas presentaron la menor cantidad
de compuestos fendlicos, lo que esta relacionado con la
forma y uso en que tradicionalmente se administra la
hoja. Por otra parte, para ambas pruebas de inhibicién de

los radicales DPPH y ABTS, los extractos metandlicos y
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acuosos a 92 °C presentaron mayor actividad antioxi-
dante que aquellos cuya infusion se llevé a cabo a 25 °C.

De los resultados anteriores resalta que, dependiendo
de la forma de la extraccién, puede ser el tipo y tiempo del

tratamiento en la prictica tradicional.

Caracteristicas histoquimicas de la madera

La madera presenta diferencias entre albura y duramen.
La primera ocupa de 52% a 55% vy el duramen de 45% a
48% del area total del tronco. Los vasos, las fibras y
ambos tipos de parénquima presentan paredes muy grue-
sas con contenidos celulares que varian en composicion de
albura a duramen. Los radios presentan células oleiferas
caracteristicas de la familia Lauraceae.

La albura exhibié un mayor contenido de compuestos
de origen lipidico en tilides, en algunas fibras y en las cavi-
dades de algunas células del parénquima axial y radial
(Figs. 3E-I).

El duramen muestra algunos contenidos de las células
de los radios no asociados a fendlicos (Figs. 3E y J), sino a
aceites que en la albura se observan como carbohidratos
no estructurales (Figs. 3 H-I).

La albura present6 reaccion a la lignina destacando
las unidades de guayacil procedentes de un solo monolin-
gol y para el duramen las de siringil que se forman a partir
de dos o tres monolingoles (Vermerris y Nicholson, 2008).
En relacién con los taninos y depdsitos fendlicos, la albura
presenta este tipo de componentes en algunas células del
parénquima axial y radial (Figs. 3A y B), mientras que en
el duramen estos compuestos se han depositado en las
paredes de todos los tipos celulares (Figs. 3C-E y J). La
presencia de este tipo de compuestos fendlicos en todos los
elementos celulares del duramen influye en la diferencia de
color con respecto a la albura y de acuerdo con Rivera er
al. (1999) e Isaza (2007) estos fenoles proporcionan un
sistema de defensa ante el ataque de microorganismos
(bacterias y virus), insectos y hongos. Lo anterior es una
de las razones, de que el duramen en general tiene mayor
durabilidad natural que la albura, lo que también esta
relacionado con la presencia de aceites esenciales (Figs.

3E-]). Los carbohidratos no estructurales, lipidos y dep6-
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FIGURA 2. Caracteristicas histoquimicas de la hoja. A. Limina de la hoja en fresco (vainillina) y B. Ldmina de la hoja hervida a 92° C.
(vainillina), células oleiferas tipo B. C-F. Sudan I'V. C. Ldmina de la hoja, hervida a 92 °C. E. Seccion de la ldmina de la hoja del té y
F. Limina de la hoja del extracto, células oleiferas tipo A, *cuerpo oleifero. D. Nervadura central. Doble tincién con Suddn 1v y Lugol,

granos de almidén (ga). Células oleiferas (co), aceites (ac), parénquima en empalizada (emp), cuticula (cu), taninos (tn).
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FIGURA 3. Caracteristicas histoquimicas la madera. A-C. Taninos (tn) en albura: A, vainillina. B, reactivo de Miule. C, lignina (In),

depositos fendlico (df) y taninos (tn) en fibras, vasos y paredes de radios en duramen, reactivo de Wiesner. D, lignina (In) en paredes

de fibras y vasos, depésitos fendlicos (df) en cavidades y pectinas (pc) en paredes internas de fibras y en paredes primarias de tilides

(til), azul de toluidina. E, dep6sitos fendlicos (df) y aceites en células de radio (ac) azul de toluidina. F y G, dep6sitos de aceites (ac) en

tilides, suddn negro. H-I, granos de almidén (al) con lugol. I'y J. aceites y depdsitos fendlicos (df) en células de radio.

sitos fendlicos presentes en albura, zona de transicion y
duramen contribuyen a comprender el proceso de durami-

nizacion en esta especie.

Cuantificacion de la concentracion de fenoles
totales y actividad antioxidante de la madera

En lo que respecta a la madera de L. glaucescens, la con-
centracion de fenoles totales fue mds alta en la albura con
extraccion metandlica (Tabla 1), aunque destaca que del

duramen se puede extraer el mayor contenido de fenoles

totales por ebullicién a 92 °C. En relacién con la actividad
antioxidante se puede observar que la albura mostré la
mayor actividad antioxidante para los extractos metandli-
cos seguida del tratamiento acuoso a 92 °C y finalmente la
infusién a 25 °C (Tabla 1). Las diferencias observadas
entre el contenido de compuestos fendlicos y la actividad
antioxidante en los diferentes tratamientos es debido a la
naturaleza quimica de los solventes, radicales y polaridad
de los compuestos fendlicos, de manera que la combina-

cion de estas propiedades conlleva a cambios en la trans-
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TABLA 1. Fenoles totales y actividad antioxidante de extractos de hoja y madera Litsea glaucescens.

Tratamiento crr DPPH ABTS
(MG /] TEAC [uM] TEAC [uM]
(Eb,,) 4143+7,1° 541,0 + 38,2¢ 198,8 + 13,29
(Eb,) 2675+6,3° 838,6 +12,6° 1423 £13,6"
(Ebg,) 331,720 531,0 £ 23,9° 320,4 + 24,0
(A 157,1£0,7° 4495 +36,7° 159,4 +1,49h
(A, 146,0 £ 6,89" 737.9 £24,9¢ 2744 +14,1eF
(Ag,) 1202+ 2,9 498,4 + 29,8¢°F 355,1+1,9<¢
(Met,, ) 1423+ 0,7" 556,2+7,9° 266,3 +4,0°
(Met,) 371,1+5,8° 952,6 + 212,0° 5455 £14,9°
(Met, ) 2684+ 6,9° 8345:+73° 705,0+7,9°

CFT. Fenoles totales. DPPH y ABTS: ensayo de capacidad antioxidante. TEAC: Equivalentes de Troxol. Eb: ebullicion; A agua 25°C;
Met: metanol. Ho: hoja; Al: albura; Du: duramen. Valores con letra distinta: significativamente distintos. Valores en negritas: resultados

relevantes.

ferencia de electrones y de dtomos de hidrégeno, asi como
la presencia de algunos compuestos sin actividad antioxi-
dante que pueden interferir en la determinacion, como los
compuestos fendlicos polimerizados (Pérez-Jiménez y
Saura-Calixto, 2006).

A pesar de que la actividad antioxidante en los extrac-
tos acuosos a 92 °C no fue la mayor, la importancia de su
determinacién reside en su aplicacion terapéutica en la
medicina tradicional.

Los estudios realizados por Lépez et al. (1995),
Osuna et al. (2005) y Macias (2010) indican la relevancia
que tienen los fenoles como lignanos y taninos al compro-
bar su actividad terapéutica por sus propiedades antibac-
terianas, antifungicas, antiespasmddicas, antitumorales,
hormonales, antimicrobianas y como inhibitoria a la
replicacion del HIV-1 que es el retrovirus que causa el SIDA.

Cabe mencionar que, a pesar de que existen algunos
estudios que dan indicio de la composicion de ciertos
extractos de L. glaucescens, la mayoria de los compuestos
encontrados poseen baja hidrofilicidad debido a que fue-
ron caracterizados a partir de los aceites esenciales de esta
planta y extraidos bajo condiciones prolongadas de tiempo
y altas temperaturas, como es el caso de la hidrodestila-

cién (Guzmdn-Gutiérrez et al. 2012), por consiguiente la

presencia de los compuestos terpenoides encontrados bajo
las condiciones de extraccion probadas en el presente tra-
bajo es casi nula. Ademas es bien sabido que la exposicién
de compuestos fendlicos a altas temperaturas por tiempos
largos ocasiona la pérdida de los mismos debido a su alta
inestabilidad térmica (Liyana-Pathirana y Shahidi, 2005).

Es relevante destacar que la cantidad de compuestos
fendlicos con actividad antioxidante extraidos a partir de
cualquiera de las tres condiciones probadas en el presente
trabajo no contempla su identificacién, sino la interrela-
cién de su ubicacion en los tejidos vegetales y su uso para
definir su funcionalidad con su uso potencial en la medi-
cina tradicional.

Adicionalmente, a pesar de que los extractos metané-
licos en madera presentaron mayor actividad antioxi-
dante, el uso de los extractos acuosos justifica la
funcionalidad antioxidante sin representar riesgos a la
salud en el uso tradicional, resaltando la actividad antio-
xidante de la albura de la cual ain no existe un registro

satisfactorio de su uso.

CONCLUSIONES
A vpartir de los resultados obtenidos en este trabajo, se

demuestra la presencia de compuestos fendlicos como lig-
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nanos y taninos, asi como la presencia de aceites y almido-
nes en la hoja y la madera de Litsea glaucescens. Desde el
punto de vista quimico, se encontrd que es posible definir
una relacion entre la concentracién de compuestos fendli-
cos y su localizacion en los tejidos vegetales, asi como la
funcionalidad tanto en la planta como en los extractos
comunmente utilizados en la medicina tradicional, justifi-

cando su gran potencial para el uso terapéutico.
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