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Resumen 

Los antioxidantes naturales son utilizados para prevenir el daño oxidativo y alteraciones 

relacionadas. El género Ficus ha sido ampliamente estudiado por sus propiedades 

antioxidantes, Ficus crocata es una especie de amplia distribución en México utilizada en la 

medicina tradicional para el control de algunas enfermedades, sin embargo, sus propiedades 

biológicas aún no han sido investigadas. El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad 

antioxidante y el efecto protector del extracto acetónico de hojas de Ficus crocata (EAFC) 

sobre la lipoperoxidación y la citotoxicidad inducida por H2O2 en células HaCaT. La 

actividad antioxidante del EAFC se determinó con las técnicas de DPPH y ABTS, el efecto 

protector sobre la lipoperoxidación y citotoxicidad inducidas por H2O2 se evaluaron con la 

técnica 1-metil-2-fenilindol (MPI) y por ensayos de viabilidad celular (MTT), 

respectivamente. Los resultados muestran que el EAFC posee actividad antioxidante 

comparable al ácido ascórbico e incluso superior a este (p < 0.05), también tuvo un efecto 

protector sobre la lipoperoxidación y citotoxicidad al evitar el aumento de los niveles de 

malondialdehído (MDA) (p < 0.0001) y la disminución de la viabilidad celular (p < 0.001). 

Los resultados, sugieren que Ficus crocata posee actividad antioxidante y citoprotectora 

contra el daño oxidativo producido por H2O2, por lo que probablemente podría tener 

beneficios para la salud y utilizarse a largo plazo para la fabricación de suplementos 

nutricionales o farmacéuticos.  

Palabras clave: Ficus crocata, DPPH, ABTS, MDA, H2O2, antioxidante. 
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1. Introducción 

El estrés oxidativo (EOx) es un desequilibrio bioquímico generado por la alta producción de 

especies reactivas de oxígeno (EROs) y la baja capacidad antioxidante de las células [1]. Las 

EROs como el anión superóxido (O2
•-), el radical hidroxilo (OH•) y el peróxido de hidrógeno 

(H2O2), se producen constantemente como un subproducto del metabolismo celular normal 

y tienen un papel importante en la señalización y la homeostasis celular [2], sin embargo, 

existen factores externos como la inflamación y la exposición a radiación ionizante y UV [3, 

4] que incrementan las concentraciones celulares de EROs. Estas especies pueden reaccionar 

con DNA, proteínas y lípidos generando alteraciones en su estructura y función, lo que se 

conoce como daño oxidativo [5]; comprometiendo el metabolismo, la proliferación, la 

diferenciación y la supervivencia celular [6].  

Para evitar el daño oxidativo, las células disponen de sistemas antioxidantes [7], sin 

embargo, durante el desequilibrio redox estos suelen ser insuficientes para mantener los 

niveles de EROs por debajo del umbral de riesgo, por lo que también requieren de 

antioxidantes exógenos adquiribles naturalmente de alimentos o plantas [1]. En los últimos 

años, la investigación sobre las propiedades antioxidantes en plantas ha aumentado 

considerablemente, así como su aplicación en productos farmacéuticos y suplementos 

nutricionales, por lo tanto, la caracterización químico-biológica de los componentes de 

algunas plantas con propiedades medicinales, es esencial en la búsqueda de nuevas 

alternativas antioxidantes [8, 9]. 

Estudios farmacológicos han mostrado que los extractos acuosos, metanólicos, etanólicos, 

clorofórmicos, de éter de petróleo y de acetato de etilo, obtenidos de hojas, corteza o fruto 

de varias especies del género Ficus (Moraceae) [9-19], poseen actividad antiobesogénica y 

antidiabética in vitro [10], regulan la actividad y la concentración de los antioxidantes 

endógenos SOD, GPx, CAT y GSH [11, 12], disminuyen los niveles de malondialdehído 

(MDA) [13, 14], tienen actividad protectora sobre la cardiomiopatía y nefropatía en ratas 

diabéticas [15] y antihipertensiva en ratas hipertensas [16], así mismo, disminuyen la 

expresión de factores asociados al proceso inflamatorio y al EOx en células HaCaT [17]. 

Los efectos biológicos de Ficus se han relacionado con la actividad antioxidante de los 

metabolitos secundarios presentes en los extractos, entre ellos terpenos, fitoesteroles, 

vitaminas, compuestos fenólicos y flavonoides [9-19]. A pesar de los antecedentes que hay 

sobre la actividad antioxidante del género Ficus, muchas especies permanecen pobremente 

estudiadas [9], tal es el caso de Ficus crocata, una de las especies de mayor distribución en 

México [20] usada en infusiones (corteza y hojas) como medicina tradicional para el control 
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de algunas enfermedades, sin embargo, esta especie no cuenta con estudios fitoquímicos o 

farmacológicos que avalen su efecto antioxidante y protector sobre el daño oxidativo, por lo 

tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antioxidante y el efecto protector 

del extracto acetónico de hojas de F. crocata sobre el daño oxidativo y citotóxico inducido 

por H2O2 en células no tumorales HaCaT. Estos datos aportarán información sobre la 

actividad biológica de esta especie para fomentar su aplicación como una posible alternativa 

de uso en la industria farmacéutica. 

 

2. Métodos 

2.1. Reactivos 

2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) (Sigma-Aldrich®, USA), 2,2´azinobis-(3-

etilbenzotiazolin 6-ácido sulfónico) (ABTS) (Sigma-Aldrich®, USA), persulfato de potasio, 

HCl, Medio Eagle modificado por Dulbecco formula 12 (DMEM/F-12) (Gibco® Life 

Technologies, USA), Suero Fetal Bovino (SFB) (By productos S.A. de C.V, México), 

penicilina/estreptomicina, dimetil sulfóxido (DMSO), Bromuro de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-

il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Merck Millipore, Germany), H2O2 (Sigma-Aldrich®, USA), 

acetonitrilo, metanol y 1-metil-2-fenilindol (MPI) (Sigma-Aldrich®, USA). 

2.2. Obtención del extracto 

Las hojas de F. crocata fueron recolectadas en Las Petaquillas, Guerrero, México, en 

noviembre del 2015. La planta fue identificada por la M. C. Blanca Verónica Juárez Jaime 

y el Biol. Mauricio Mora Jarvio del Herbario Nacional de México (MEXU). Se depositó una 

muestra en el instituto MEXU (2052).  

Para la obtención del extracto acetónico de hojas de F. crocata (EAFC) se molieron 100 g 

de hojas secas y se maceraron con acetona (24 h, 3 veces), el material se filtró y la fase 

orgánica fue evaporada con un evaporador rotatorio a 60 °C y 80 rpm [21].  

2.3. Ensayo de actividad antioxidante 

2.3.1. Ensayo de inhibición del radical libre DPPH  

En una placa de 96 pozos se hicieron diluciones seriadas del EAFC (0.2-200 µg/mL) y se 

añadieron 150 μL de la solución del DPPH• (0.3 mM), para el blanco se usó metanol. 

Después de 30 min de incubación en oscuridad a temperatura ambiente, se leyó la 

absorbancia a 545 nm en un lector de microplacas (Star Fax 2100, Awareness Technologies). 

El porcentaje de inhibición del DPPH• fue determinado por la fórmula: % de inhibición = [1 

– (Amuestra / Acontrol)] 100. Como antioxidante estándar se utilizó ácido ascórbico [22].  
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2.3.2. Ensayo de inhibición del radical ABTS  

Se preparó un stock de ABTS disolviendo el reactivo en agua (7 mM). El ABTS•+ fue 

producido por la reacción del stock con persulfato de potasio [2.45 mM]; la mezcla fue 

incubada en oscuridad a temperatura ambiente por 16 h antes de su uso; se tomó 1 mL de 

esta solución y se diluyó con 60 mL de metanol. En una placa de 96 pozos se hicieron 

diluciones seriadas del EAFC (0.05-200 µg/mL) y se añadieron 150 μL de la solución del 

ABTS•+. Para el blanco se usó metanol. Después de 30 min de incubación en oscuridad a 

temperatura ambiente, se leyó la absorbancia a 734 nm. El porcentaje de inhibición del 

ABTS•+ fue determinado por la fórmula: % de inhibición = [1 – (Amuestra / Acontrol)] x 100. 

Como antioxidante estándar se utilizó ácido ascórbico [23]. 

Por medio de una regresión lineal se determinó la concentración inhibitoria (IC50) de ambos 

radicales.  

2.4. Efecto protector del EAFC sobre el daño inducido por H2O2 en células HaCaT 

2.4.1. Cultivo celular  

Se cultivaron queratinocitos humanos HaCaT en medio DMEM/F-12 suplementado con SFB 

al 10% y penicilina/estreptomicina al 1% a 37°C y 5% de CO2, hasta alcanzar un 80% de 

confluencia. Una vez alcanzada la confluencia las células se sembraron en placas para los 

tratamientos correspondientes. Los tratamientos se aplicaron en medio DMEM/F-12 al 1% 

de SFB y 1% de penicilina/estreptomicina bajo las mismas condiciones de incubación. 

2.4.2. Efecto del EAFC y del H2O2 sobre la viabilidad celular (MTT) 

Para determinar las concentraciones citotóxicas del EAFC y del H2O2 se sembraron 1x104 

células/mL en una placa de cultivo celular de 96 pozos y se cultivaron durante 24 h. 

Posteriormente fueron tratadas con concentraciones seriadas del EAFC (1.25-320 µg/mL) 

por 24 h o H2O2 (200-1000 µM) durante 0.5, 1, 2 y 4 h. Se desechó el medio de cultivo y se 

agregaron 100 µL (5 mg/mL) de solución de MTT, se incubó durante 4 h y se añadió 

isopropanol (0.04 N) para disolver el precipitado. La densidad óptica (DO) se midió a 570 

nm y las tasas de supervivencia se calcularon con la siguiente fórmula: % = (DOgrupo tratado / 

DOcontrol) x 100 [24].  

2.4.3. Efecto protector del EAFC sobre la citotoxicidad inducida por H2O2 (MTT) 

Una vez definidas las concentraciones no citotóxicas del EAFC y las condiciones de 

tratamiento (concentración y tiempo de exposición) con H2O2 que indujeron una mayor 

citotoxicidad, se evaluó el efecto protector del pretratamiento con EAFC siguiendo las 

condiciones de cultivo mencionadas anteriormente. Brevemente, se sembraron 1x104 
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células/mL en una placa de cultivo celular de 96 pozos, se cultivaron durante 24 h y 

posteriormente se agregó el EAFC (0, 1.25, 2.5, 5, 10 y 20 µg/mL) por 24 h. Después se 

eliminó el medio y se agregó medio fresco con H2O2 (1000 µM) durante 2 h. Una vez 

cumplido el tiempo de tratamiento, se desechó el medio y se agregaron 100 µL de solución 

de MTT, se incubó durante 4 h y se añadió isopropanol para disolver el precipitado. Se leyó 

la DO y se calculó el % de células viables con la misma fórmula del apartado anterior. 

2.4.4. Inducción de lipoperoxidación con H2O2  

Para determinar el efecto protector del EAFC contra la lipoperoxidación inducida por H2O2, 

inicialmente se eligieron las concentraciones y el tiempo de exposición al H2O2 que indujeran 

esta condición, se sembraron células en placas de 6 pozos hasta alcanzar una confluencia del 

80%, se eliminó el medio y se aplicó H2O2 (0, 200, 400, 600, 800 y 1000 µM) durante 0.5, 

1, 2 y 4 h. Se desechó el medio, se recuperó el sobrenadante y las células se tripsinizaron y 

resuspendieron en 65 µl de PBS (pH 7.4), se homogeneizaron en vórtex durante 1 min. Se 

mezclaron 50 μL de muestra (sobrenadante o células, individualmente) y 50 μL de agua Milli 

Q, 350 μL de reactivo MPI [10 mM] y 100 μL de HCl [37%], se agitaron y se incubaron 

durante 40 min a 45°C, se centrifugaron a 4°C a 7000 rpm durante 10 min, se tomó el 

sobrenadante y se leyó la absorbancia a 586 nm (NanoDrop 2000) [25]. Los datos de cada 

muestra se normalizaron con la concentración de proteína total obtenida por el ensayo de 

Bradford (se colocaron en un tubo Eppendorf 40 μL de agua Milli Q, 10 μL de muestra y 

450 μl del reactivo de Bradford y se leyó a 595 nm). La concentración de MDA se calculó 

con la siguiente fórmula: % = (MDA grupo tratado / Proteína total grupo tratado) / (MDA control / 

Proteína total control) x 100. 

2.4.5. Efecto protector del EAFC sobre la lipoperoxidación inducida por H2O2  

Una vez definidas las condiciones (concentración y tiempo de exposición) para inducir la 

lipoperoxidación con H2O2, se evaluó el efecto protector del pre-tratamiento con EAFC 

siguiendo las condiciones de cultivo mencionadas anteriormente. Brevemente, se sembraron 

células en placas de 6 pozos hasta alcanzar una confluencia del 80%, posteriormente, se 

aplicaron los tratamientos con el EAFC (1.25, 2.5, 5, 10 y 20 μg/mL) por 24 h, se eliminó el 

medio y se aplicó H2O2 (1000 µM) por 2 h. Se recuperó el sobrenadante y las células se 

resuspendieron en 65 µl de PBS, se homogeneizaron en vórtex por 1 min. Se mezclaron 50 

μL de muestra y 50 μL de agua Milli Q, 350 μL de reactivo MPI y 100 μL de HCl, se agitaron 

y se incubaron por 40 min a 45°C, se centrifugaron a 4°C a 7000 rpm durante 10 min y se 

leyó la absorbancia a 586 nm [25]. Los datos se normalizaron con la concentración de 
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proteína total obtenida por el ensayo de Bradford y se calculó la concentración de MDA con 

la misma fórmula del apartado anterior. 

2.5. Análisis de datos  

Se utilizó el software GraphPad Prism 6.0 para la captura y el análisis de datos. Los 

resultados se expresaron como media ± desviación estándar. Se realizaron comparaciones 

múltiples de grupos utilizando el análisis de varianza de una vía (ANOVA) seguido de la 

prueba de Dunnett; los valores de p < 0.05 fueron considerados estadísticamente 

significativos. 

3. Resultados y discusión  

3.1. Actividad antioxidante 

El EAFC inhibió el DPPH• (Fig. 1A) y el ABTS•+ (Fig. 1B) de manera dependiente a la 

concentración hasta los 6.2 µg/mL y 3.1 µg/mL respectivamente, después de estas últimas 

concentraciones el porcentaje de inhibición se mantuvo en más del 40% para DPPH• y 70% 

para ABTS•+. El EAFC presentó una actividad de inhibición del ABTS•+ mayor al ácido 

ascórbico usado como estándar (IC50 del EAFC = 1.47 ± 1.21 μg/mL, IC50 del AA = 2.22 ± 

0.80 μg/mL) (p < 0.05) (Fig. 1B), mientras que en el DPPH• la actividad de inhibición del 

EAFC y del AA fueron iguales (IC50 del EAFC = 175.0 ± 2.99 μg/mL, IC50 del AA = 167.9 

± 1.16 μg/mL) (p > 0.05) (Fig. 1A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se observa en la Fig. 1 el EAFC tuvo una mayor actividad de inhibición sobre el 

ABTS•+ en comparación con el DPPH•, esto puede deberse a que el ABTS•+ reacciona 

energéticamente con los electrones y tiene una menor selectividad en la reacción con 

donantes de átomos de hidrógeno, por el contrario, el DPPH• es más selectivo que el ABTS•+ 

Fig. 1 Actividad de inhibición de los radicales libres DPPH (A) y ABTS (B) por el extracto acetónico de 

hojas de F. crocata (EAFC) y AA (ácido ascórbico). 
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en la reacción con donantes de hidrógeno y no reacciona con ácidos aromáticos que 

contienen solo un grupo hidroxilo [26]. Lo que demuestra que la actividad antioxidante del 

EAFC se debe a la presencia de metabolitos secundarios con un papel directo en la donación 

tanto de átomos de hidrógeno como de electrones. Recientemente se identificaron los 

compuestos del EAFC; los de mayor abundancia son los tocoferoles, seguido de triterpenos, 

esteroles y diterpenos (Anexo 1) [27]. Todos ellos han sido reconocidos como antioxidantes 

por su acción directa en la captación de radicales libres [28-34], por lo que su acción 

sinérgica podría ser la responsable de la actividad antioxidante del EAFC encontrada en este 

estudio. La inhibición del DPPH• y del ABTS•+ demuestra la capacidad que tiene el EAFC 

de reducir diferentes radicales en varios sistemas, lo que indica que puede ser un agente 

terapéutico útil para prevenir o tratar el daño patológico relacionado con el EOx [28]. 

3.2. Efecto del EAFC sobre la viabilidad celular 

Para determinar el efecto protector del EAFC contra la lipoperoxidación y la citotoxicidad 

inducida por H2O2 en células HaCaT, inicialmente se determinaron las concentraciones del 

EAFC que no presentaran citotoxicidad en la línea celular. No se observaron cambios en la 

viabilidad celular en las concentraciones de 1.25-20 μg/mL del EAFC, mientras que en 

concentraciones de 40-320 μg/mL el EAFC presentó efectos citotóxicos, disminuyendo un 

16.75% la viabilidad celular (p < 0.0001) (Fig. 2), por lo que se usaron las concentraciones 

de 1.25-20 μg/mL del EAFC como pretratamiento en los ensayos posteriores. 

 

 

 

 

  

  

 

  

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 Efecto del EAFC sobre la viabilidad celular. Las células HaCaT se 

trataron con diferentes concentraciones (1.25-320 µg/mL) de EAFC durante 

24 h. Los datos se expresaron como media ± desviación estándar de tres 

experimentos independientes y se examinaron con un análisis de ANOVA 

seguido de una prueba de Dunnett respecto al control. **** p < 0.0001. 
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3.3. Establecimiento del modelo de daño oxidativo inducido por H2O2 

Con la finalidad de conocer el efecto protector del EAFC sobre el daño oxidativo y la 

viabilidad celular, se desarrolló un modelo experimental de lipoperoxidación y citotoxicidad 

a partir del tratamiento con H2O2 en diferentes concentraciones y tiempos de exposición. Los 

resultados en la Fig. 3 muestran una mayor lipoperoxidación y citotoxicidad con una 

concentración de 1000 µM de H2O2 durante 2 h, bajo estas condiciones los niveles de MDA 

incrementaron significativamente respecto al control (p < 0.0001) (Fig. 3A) y la viabilidad 

celular se redujo a un 69.1% (p < 0.0001) (Fig. 3B), de igual manera se observaron 

alteraciones morfológicas en las células (Fig. 3C), por lo que se eligió esta condición de 

tratamiento para el modelo de daño celular.  
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Probablemente dentro de la célula el H2O2 se convirtió en radicales OH• en presencia de Fe2+ 

a partir de la reacción de Fenton [35, 36] y alteró macromoléculas intracelulares, 

principalmente los ácidos grasos poliinsaturados de las membranas ya que son los 

principales blancos de EROs, provocando como evento temprano la peroxidación lipídica 

[37]. Esto explica la inducción de la lipoperoxidación a un tiempo corto de exposición con 

H2O2 (2 h) observado en la Fig. 3A. Además de provocar lipoperoxidación, las altas 

Fig. 3. Establecimiento del daño oxidativo inducido por H2O2. A) Peroxidación lipídica inducida por 

H2O2. Las células HaCaT se trataron con 1000 µM de H2O2 por 0.5, 1, 2 y 4 h. B) Ensayo de citotoxicidad 

del H2O2. Las células HaCaT se trataron con H2O2 (200 µM-1000 µM) durante 0.5, 1, 2 y 4 h. Los datos 

se expresaron como media ± desviación estándar de tres experimentos independientes y se examinaron 

con un análisis de ANOVA, seguido de una prueba de Dunnett. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, 

**** p < 0.0001 es significativamente diferente del control. C) Micrografías de las células HaCaT. Las 

células se trataron con H2O2 (200-1000 µM) durante 2 h (microscopio Evos). 
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concentraciones de EROs pueden dañar otras macromoléculas como DNA y proteínas, 

acelerando el daño oxidativo en los organelos y la muerte celular [5, 38]. El efecto citotóxico 

del H2O2 sobre las células HaCaT en la mayoría de los tratamientos (Fig. 3B) fue similar a 

los efectos reportados previamente, coincidiendo con la reducción en la viabilidad celular 

dependiente de la concentración de H2O2 [35, 38-40]. Considerando que la homeostasis 

mitocondrial juega un papel clave sobre la viabilidad y supervivencia celular [41], el efecto 

citotóxico se ha asociado a la disfunción mitocondrial y los eventos apoptóticos producidos 

por el H2O2 [35, 38-40]. Las mitocondrias que funcionan correctamente producen ATP y 

modulan el equilibrio redox celular para asegurar el metabolismo de las células epidérmicas 

[42, 43], sin embargo, las mitocondrias dañadas participan en la activación y amplificación 

de la señal apoptótica a través de múltiples efectos [44]. Recientemente se ha reportado que 

la lesión oxidativa severa inducida por H2O2 en células HaCaT, induce disfunción 

mitocondrial al incrementar las concentraciones de EROs, disminuir las defensas 

antioxidantes (SOD, GPx y GSH) e incrementar la liberación de citocromo c al citoplasma 

y al núcleo, además provoca el colapso del metabolismo energético mitocondrial reduciendo 

la captación de glucosa, disipando el potencial de membrana, disminuyendo la expresión del 

complejo respiratorio mitocondrial, la producción de ATP y la formación de ácido láctico 

[39]. Con todos estos eventos el H2O2 promueve la apoptosis, debido a que incrementa el 

número de células muertas, la reducción en la expresión de la proteína antiapoptótica Bcl-2 

y la sobreexpresión y activación de proteínas pro-apoptóticas Bax y las caspasas 3, 6, 7, 8 y 

9 [35, 39, 40]. Estos resultados se han relacionado con el incremento de la expresión y 

fosforilación de p38 y JNK pertenecientes a la vía MAPK [40], la principal vía de 

señalización inductora de la apoptosis en respuesta al EOx [45, 46, 47]. La exposición al 

H2O2 en células HaCaT también incrementa de manera dependiente a la concentración, la 

expresión de la formina-2 invertida (INF2), un regulador dinámico mitocondrial asociado a 

lesión por isquemia reperfusión [39]. INF2 es una proteína que interactúa con actina y el 

retículo endoplásmico (RE). La sobreexpresión de INF2 induce la formación excesiva de 

fibras de actina alrededor del RE, provocando un desequilibrio en las concentraciones 

de calcio citosólico [48]. El exceso de calcio citosólico provoca EOx, la disminución de Bcl-

2 y el aumento de Bax, generando el colapso del potencial de la membrana mitocondrial, la 

liberación del citocromo c, la activación de caspasas y el desencadenamiento de la 

apoptosis [49]. INF2 también activa la fisión mitocondrial al reprimir al factor inducido por 

hipoxia 1 (HIF1), lo que evita que HIF1 promueva la expresión de la proteína de atrofia 

óptica de tipo 1 (OPA1) [39]. OPA1 es una proteína estructural que evita la fragmentación 
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y promueve la fusión mitocondrial, por lo tanto la represión de esta vía altera la función 

mitocondrial y el metabolismo celular [50]. Todas estas alteraciones pudieron haber sido 

provocadas por el H2O2 en las células HaCaT en este estudio y pudieron haber ocasionado 

el efecto citotóxico observado en la Fig. 3B y 3C.  

3.4. Efecto protector del EAFC sobre la peroxidación lipídica  

El pretratamiento con el EAFC evitó la lipoperoxidación en todas las concentraciones 

evaluadas en comparación con las células tratadas únicamente con H2O2 (p < 0.0001). De 

manera específica, el EAFC redujo la formación de MDA un 9.9 (1.25 µg/mL), 7.3 (2.5 

µg/mL), 15.2 (5 µg/mL), 25.1 (10 µg/mL) y 143.5 (20 µg/mL) veces respecto al grupo 

tratado con H2O2, el cual aumentó la formación de MDA 8.2 veces más respecto al control 

(p < 0.0001). A pesar de que el pretratamiento con el EAFC no mostró diferencias con el 

control, en la mayoría de las concentraciones tuvo una tendencia a disminuir la formación 

de MDA por debajo de éste último grupo, sobre todo en las concentraciones de 5, 10 y 20 

µg/mL en dónde se observa una disminución dependiente al incremento de la concentración 

del EAFC (p > 0.05) (Fig. 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

El efecto protector sobre la lipoperoxidación también ha sido reportado en el extracto 

hidrometanólico de la corteza F. sycomorus [51] y el extracto acuoso de hojas de F. 

exasperata [52], los extractos redujeron los nivel de MDA in vivo en cerebro e in vitro en 

corazón de ratas expuestas a inductores de EOx. Este efecto se ha asociado a la actividad 

Fig. 4. Efecto protector del EAFC sobre la peroxidación lipídica inducida por 

H2O2. Las células HaCaT fueron pretratadas con el EAFC (1.25, 2.5, 5, 10 y 20 

µg/mL) durante 24 h antes del tratamiento con H2O2 (1000 µM por 2 h). Los 

resultados se expresaron respecto al porcentaje de células tratadas sólo con H2O2 

(#### p  < 0.0001) y respecto a las células control (**** p  < 0.0001). Los datos se 

expresaron como media ± desviación estándar de tres experimentos independientes 

y se examinaron con un análisis de ANOVA, seguido de una prueba de Dunnett. 
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antioxidante de los extractos, atribuida a los compuestos fenólicos hallados en los mismos, 

debido a que se observó actividad de inhibición de radicales libres, un incremento en la 

concentración de antioxidantes endógenos y quelación de Fe2+ de una manera dosis-

dependiente [51, 52]. Los metabolitos secundarios aislados en el EAFC son compuestos 

fenólicos y algunos son precursores de estos, también han sido reconocidos como 

antioxidantes por su acción directa en la captación de radicales libres, por lo que regulan su 

concentración en el medio, previniendo alteraciones morfológicas y el daño oxidativo 

causado por inductores de EOx [28-34]. Probablemente la actividad citoprotectora sobre la 

lipoperoxidación de estos compuestos al igual que en los extractos de F. sycomorus [51] y 

F. exasperata [52], también se debe a la formación de complejos entre los compuestos 

fenólicos con Fe2+ evitando así su participación en las reacciones de transferencia de 

electrones, que causan la generación del radical OH• y la etapa inicial de la peroxidación 

lipídica [53], ya que se ha demostrado que los diterpenos [29] y los triterpenos [31] 

disminuyen la producción de OH•. Adicionalmente se ha demostrado que los triterpenos 

tienen un poder reductor equivalente al glutatión (GSH), un agente citoprotector reconocido 

[31] y poseen una fuerte actividad de captación contra el O2
•- y sus metabolitos [32]. Mientras 

tanto, los esteroles y tocoferoles [33] reducen el H2O2 por donación de un átomo de 

hidrógeno [28], lo que demuestra la alta capacidad antioxidante de estos compuestos en la 

prevención de la formación y la reducción de radicales libres.  

El pretratamiento con EAFC por su efecto directo sobre EROs probablemente también 

reguló las concentraciones y actividad de los antioxidantes endógenos, ya que se ha 

reportado que los tocoferoles, triterpenos, diterpenos y esteroles regulan la concentración 

proteica y actividad de GSH, GPx, GR, SOD y CAT [34, 54-56].  

Los tocoferoles son los compuestos mayoritarios en el EAFC, debido a que son antioxidantes 

importantes en la protección de las células, la presencia de estos pudo haber influido en la 

disminución del EOx y de esta manera evitar la oxidación de los ácidos grasos 

poliinsaturados de las membranas celulares [57, 58]. La actividad de los tocoferoles se ha 

atribuido a su naturaleza lipofílica que facilita su distribución libre y acción en la membrana, 

favoreciendo la eliminación de los lipoperóxidos, evitando la formación de MDA [59, 60], 

los diterpenos, triterpenos y esteroles también tienen un efecto protector sobre la 

peroxidación lipídica al reducir los niveles de MDA [5, 29, 34, 54, 55]. De esta manera los 

compuestos del EAFC pudieron haber protegido a la célula frente al daño oxidativo 

producido por el H2O2, lo que coincide con el efecto observado en la Fig. 4, en donde se 

puede ver que el pretratamiento con el EAFC evitó la formación de MDA inducida por el 
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H2O2 (p < 0.0001), esto también concuerda con las imágenes de la figura 5B, en donde se 

observa que el EAFC evita el daño producido por el H2O2 sobre la membrana y la morfología 

celular, lo que puede estar directamente relacionado con la prevención de la 

lipoperoxidación.  

3.5. Efecto protector del EAFC contra la citotoxicidad  

El EAFC también tuvo un efecto protector contra la citotoxicidad inducida por H2O2. De 

forma específica, la exposición previa al EAFC mantuvo la viabilidad celular en un 94.9% 

(1.25 μg/mL), 93.7% (2.5 μg/mL), 94.9% (5 μg/mL), 92.7% (10 μg/mL) (p < 0.0001) y 

83.1% (20 μg/mL) (p < 0.001), en comparación con el grupo expuesto al H2O2 (69.1% 

respecto al control) (Fig. 5A), además previno las alteraciones morfológicas causadas por 

este compuesto (Fig. 5B). 
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Fig. 5 Efecto protector del EAFC sobre la citotoxicidad inducida por H2O2. A) Efecto 

protector del EAFC sobre la viabilidad celular. Las células HaCaT fueron pretratadas con 

el EAFC (1.25, 2.5, 5, 10 y 20 µg/mL) durante 24 h antes del tratamiento con H2O2 (1000 

µM por 2 h). Los resultados se expresaron respecto al porcentaje de células tratadas sólo con 

H2O2 (### p < 0.001) (#### p < 0.0001) y las células control (**** p < 0.0001). Los datos se 

expresaron como media ± desviación estándar de tres experimentos independientes y se 

examinaron con un análisis de ANOVA, seguido de una prueba de Dunnett. B) Micrografías 

de las células HaCaT. Las células se pretrataron con EAFC (1.25, 2.5, 5, 10 y 20 µg/mL) 

por 24 h antes del tratamiento con H2O2 (1000 µM por 2 h) (microscopio Evos). 
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Los resultados de la Fig. 5 coinciden con varios reportes en los que se ha señalado la 

actividad protectora de otras especies de Ficus sobre las alteraciones celulares y tisulares 

causadas por inductores de daño oxidativo en modelos in vivo. El extracto acuoso del fruto 

de F. carica L. tiene un efecto citoprotector en cardiomiocitos sobre la citotoxicidad de un 

inductor de EOx, el efecto protector se ha relacionado con la prevención de la formación de 

EROs, la peroxidación lipídica, la disfunción mitocondrial, el colapso del potencial de la 

membrana mitocondrial y la liberación del citocromo c. También se ha relacionado con el 

aumento de los niveles GSH y la actividad de la succinato deshidrogenasa [61]. Los extractos 

acuosos y etanólicos de corteza de F. racemosa linn tienen actividad neuroprotectora en ratas 

diabéticas al aumentar las concentraciones de SOD y CAT, reducir el EOx, la inflamación 

temprana y la peroxidación lipídica [62]. El extracto etanólico de la corteza de F. racemosa 

tiene un efecto protector sobre la hipertrofia cardiaca y las alteraciones morfológicas renales 

en ratas diabéticas, la actividad protectora se ha asociado a la disminución de la peroxidación 

lipídica (MDA) y al incremento de la actividad de SOD y GSH, los resultados fueron 

atribuidos a las altas concentraciones de triterpenos hallados en el extracto [15]. Los 

antecedentes anteriores sugieren que el efecto citoprotector del EAFC sobre el H2O2 

observado en la Fig. 5, podría estar relacionado con la prevención del EOx, la 

lipoperoxidación y la disfunción mitocondrial por parte de los compuestos presentes en el 

EAFC; los triterpenos son uno de ellos y al igual que en Ficus racemosa [15] probablemente 

también fueron parte de los metabolitos secundarios responsables de la actividad 

citoprotectora frente al H2O2 (Fig. 5). Además de los triterpenos, el resto de los compuestos 

presentes en el EAFC también han demostrado tener actividad citoprotectora ante la 

toxicidad de algunos inductores de EOx. Se ha reportado que los tocoferoles, los triterpenos 

y los esteroles tienen actividad neuroprotectora [30, 34, 63], hepatoprotectora [5, 55], 

cardioprotectora [64] y citoprotectora sobre el esperma [65] y las alteraciones morfológicas 

testiculares [54] en ratas y ratones. Específicamente, se ha indicado que los tocoferoles 

reducen los niveles de EROs y p53 en células HaCaT expuestas a luz UV y con ello 

aumentan la viabilidad celular alterada por este inductor de EOx [66]. En otros estudios se 

ha señalado que los tocoferoles aumentan la tasa de supervivencia en células de epitelio renal 

expuestas a EOx, ya que evita la despolarización de la membrana mitocondrial por medio de 

la disminución de los niveles de H2O2, disminuyendo también los niveles de caspasa-3 [33, 

67, 68]. Los triterpenos además de prevenir la lipoperoxidación, previenen la carbonilación 

de proteínas y protegen la permeabilidad de la membrana mitocondrial al evitar la 

disminución de Bcl-2 y el aumento de Bax, importantes reguladores de la cascada apoptótica. 
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También disminuyen la liberación del citocromo c y el nivel de las caspasas 9/3 e inhiben el 

daño al DNA al reducir la formación de 8-OH-dG y la fragmentación del DNA [5, 55, 69, 

70].  

En conjunto, el efecto citoprotector del EAFC sobre el daño oxidativo y la citotoxicidad en 

el modelo biológico, probablemente se deba al papel sinérgico de los compuestos del EAFC, 

ya que se ha demostrado que además de actuar como reductores directos de EROs, regular 

la concentración y actividad de los antioxidantes endógenos, también mantienen los 

tocoferoles en el medio al reducirlos y reciclarlos [71], potenciando de esta manera la 

protección sobre el daño oxidativo y la regulación de las vías que preservan la viabilidad 

celular. Por lo tanto, las hojas de F. crocata podrían tener beneficios para la salud, 

pudiéndose utilizar a largo plazo para la fabricación de suplementos nutricionales o 

farmacéuticos. 

A pesar de que este estudio proporciona por primera vez información relevante sobre la 

riqueza antioxidante de F. crocata en un modelo celular, aún hace falta realizar 

investigaciones en otros modelos celulares y en modelos in vivo para reafirmar su actividad 

antioxidante. 

4. Conclusiones 

El extracto acetónico de hojas de F. crocata tiene actividad antioxidante comparable al ácido 

ascórbico, no afecta la viabilidad de las células no tumorales HaCaT y evita la 

lipoperoxidación y citotoxicidad inducida por H2O2 en esta misma línea celular.  
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8. Anexos  

Anexo 1. Análisis CG-SM de los compuestos identificados en el EAFC (datos no publicados) [27]. 

TR (Tiempo de retención), IUPAC (Unión Internacional de Química Pura y Aplicada, sistema empleado para 

nombrar a los compuestos). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compuestos TR (min) Área Total (%) IUPAC 

1 20.687 10081309 7.365 Fitol 

2 29.535 32684512 23.877 Escualeno 

3 32.892 11809336 8.627 Stigmastan-3,5-dieno 

4 33.450 57988698 42.363 Vitamina E 

5 36.728 9528161 6.961 β- Sitosterol 

6 38.416 11716813 8.560 Lupeol 

 

Fig. 3 Estructura química de los compuestos del EAFC de hojas de F. crocata 

agrupados en familias (datos no publicados) [27]. 


