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Introduccion
Prosopis juliflora es una especie ecolégicamente importante por su alto potencial

fijador de nitrogeno, porque puede crecer en zonas y estaciones muy secas y porque
representa refugio y alimento para muchas especies de animales que consumen su néctar,
polen, hojas y frutos (Golubov y col, 2001). Esta especie representa la Unica fuente de
néctar y polen para las abejas en los meses de abril y mayo en muchas de las zonas aridas y
semiaridas del Estado de Durango, México. Esto para los apicultores de la zona, es de
relevante importancia ya que la miel adquiere un sabor Unico y uniforme. Al igual que la
miel, el polen recolectado por las abejas en esos meses del afio es un polen monoespecifico
de esta especie.

El mezquite es una fuente importante de productos naturales. Evaluaciones sobre la
actividad antioxidante de extractos etanolicos del polen de Prosopis juliflora sugieren que
éste es una sustancia con importante capacidad bloqueadora de radicales libres y con alta
actividad inhibidora de la peroxidacion lipidica, ambas asociadas a su composicion de
fendlica (Almaraz y col., 2003). Sin embargo, se sabe que las evaluaciones de la actividad
de un antioxidante en sistemas quimicos y en sistemas biolégicos in vitro no representan la
actividad real in vivo (Zhang y Shen, 1997). Por esa razon en este trabajo se evalu6 in vivo
la capacidad antioxidante como inhibidor de la peroxidacion lipidica, del polen apicola

monoespecifico de mezquite.



Objetivo

El objetivo de este trabajo fue evaluar in vivo la capacidad inhibidora de la
peroxidacion lipidica asociada a la concentracion de flavonoles, de extractos etanolicos
crudos de polen apicola monoespecifico de mezquite (Prosopis juliflora), en
homogeneizados de higado de ratones intoxicados con bromobenceno, evaluando la
produccidon de dialdehido malénico (DAM), como principal producto de oxidacion lipidica,

por su reaccion con el &cido tiobarbitdrico (ATB).

Materiales y Métodos

Muestras de polen

Se utiliz6 una muestra de polen apicola monoespecifico de mezquite que fue
proporcionada especialmente para este estudio por los apicultores de San Juan del Rio,
Durango, México, en abril de 2002. Esta se obtuvo por medio de trampas para polen. Se
colectd polen de las anteras de flores de mezquite de los alrededores del apiario de donde
provino la muestra de polen apicola. Se colectaron ejemplares de referencia (“Voucher”)

que se depositaron en el Herbario CIIDIR para su identificacién botanica.

Anaélisis Microscépico

Para corroborar el origen botanico del polen apicola se realiz6 la comparacion
directa de la morfologia de los granos de polen de éste y de los de las anteras de mezquite.
Se elaboraron preparaciones microscopicas permanentes de los granos de polen de ambas
fuentes, previa acetolizacion de acuerdo al método de Erdtman (1966). Todas las
observaciones se llevaron a cabo en un microscopio de contraste de fases marca Olympus
BX40.

Preparacion de los Extractos
Treinta gramos de polen se extractaron en 200 ml de una solucién de etanol:agua
(50 % v/v), con maceracién de 1 hora. EI homogeneizado se centrifugé a 6000 rpm durante

10 min. El sobrenadante se recuperd y guardo en oscuridad. La pastilla sé reextracto de la



misma manera tres veces. Todos los sobrenadantes se combinaron y formaron el extracto

crudo. Este se concentr6 a sequedad en rotavapor.

Evaluacion de la Actividad Inhibidora de la Peroxidacién Lipidica en Ratones Intoxicados
con bromobenceno.

La evaluacion de la actividad inhibidora de la peroxidacion lipidica se llevo a cabo
de acuerdo a la técnica espectrometrica descrita por Uchiyama y Mihara (1977), que
cuantifica la produccion de DAM como principal producto de la oxidacion lipidica, por su
reaccion con el ATB, en homogeneizados de ratones intoxicados con bromobenceno.

La intoxicacion de los ratones se hizo de acuerdo a la técnica descrita por Zhang y
Shen (1997). Se sacrificaron ratones machos de 4 semanas de edad de la cepa CF1 del
Instituto Nacional de Virologia. Se formaron al azar 8 grupos de 10 ratones cada uno: un
grupo control (solo aceite vegetal comestible); dos grupos suministrados con 200 ul de
extracto de polen apicola de mezquite, uno con una concentracion C1 de flavonoles de
9.794 ug equivalentes de quercetina/ml (calculada a partir de curvas de calibracion de los
extractos y de una curva estandar de quercetina) y el otro con una concentracion C2 de
flavonoles de 21.7514 ug equivalentes de quercetina/ml (calculada de la misma manera);
un grupo suministrado con 200 pl de vitamina E (a concentracion comercial de 400 Ul); un
grupo intoxicado con 200 pl de una solucién 0.6 M de bromobenceno disuelto en aceite de
cocina, y tres grupos intoxicados con 200 pl de la solucion 0.6 M de bromobenceno en
aceite comestible después de la administracion en cada caso, de 200 ul de la concentracion
C1 del extracto, de 200 ul de la concentracion C2 del mismo y de 200 ul de vitamina E.

Los ratones de cada grupo fueron privados de alimento durante una noche. Al dia
siguiente los animales de los grupos correspondientes fueron administrados oralmente con
los antioxidantes (200ul de extracto de polen de mezquite a la concentracién C1 y C2, o
200 ul de vitamina E a concentracion comercial, segun correspondiera) e intoxicados 1 hora
después por la administracion oral de bromobenceno (200ul de una solucién 0.6 M en
aceite comestible). Los animales fueron sacrificados por desnucamiento 24 horas después.

El higado de los ratones sacrificados fue extirpado, lavado con una solucién fria de
NaCl al 0.9% y homogeneizado con KCI frio al 1.15%, en una proporcion 1:9

(higado:KCI). A 0.5 ml de los homogeneizados se les afiadieron 3 ml de &cido fosférico al



1% y 1ml de solucidn acuosa de ATB al 0.6%. Las mezclas de reaccion fueron calentadas
durante 45 minutos en bafio de agua hirviendo. Después de enfriarlas con agua de la llave,
se les afiadieron 4 ml de n-butanol y se mezclaron vigorosamente. La fase de n-butanol fue
separada por centrifugacion y las absorbancias a 535 y 520 nm fueron registradas. Las
diferencias entre ambos valores de absorbancia fueron usadas para calcular la
concentraciéon de DAM en las mezclas de reaccion (Uchiyama y Mihara, 1977) utilizando
el valor del coeficiente de extincion de DAM (1.56 X 10°M™cm™).
Anélisis Estadistico

Todos los analisis se realizaron con 10 réplicas. Los datos obtenidos se sometieron a
un andlisis de varianza (Anova) para un disefio completamente al azar. Los valores de las

medias se agruparon de acuerdo a la prueba de Duncan.

Resultados

Analisis Microscopico

Los granos de polen de todas las cargas polinicas analizadas fueron
morfolégicamente idénticos a los granos del polen recolectado de las anteras de las flores
de mezquite. Con base en lo reportado por Martinez-Hernandez y col. (1993), quienes
mencionan que las ornamentaciones de la exina de los granos de polen son exclusivas de la
planta de la cual proviene, se puede afirmar que el polen apicola analizado en este trabajo
proviene de Prosopis juliflora. Esa afirmacién se ve apoyada por los perfiles fendlicos
obtenidos por HPLC de extractos de la muestra de polen apicola analizada en este estudio y
de polen de flores de mezquite, realizados en un estudio paralelo (resultados no

publicados), los cuales resultaron idénticos entre si.

Evaluacion de la Inhibicién de la Oxidacién Lipidica en Ratones Intoxicados con
Bromobenceno

Los valores de la produccion de DAM en los ratones de los diferentes tratamientos
se muestran en la tabla 1. En ella se puede observar que el extracto crudo de mezquite a la
concentracion de flavonoles més elevada, 21.7514 ug/ml, puede tener un efecto oxidante

tan potente como lo tiene el bromobenceno a la concentracion manejada en este estudio.



Los valores de DAM (0.0107 pg/ml) de los ratones suministrados con el extracto de polen
de concentracion de flavonoles mas baja, resultaron menores que los de los ratones control
(0.2293 pg/ml). Estos dos hechos sugieren que en condiciones en las que no se induce la
oxidacién, el suministro de extracto de polen de mezquite con concentraciones elevadas de
flavonoles, resulta dafiino al organismo, ya que puede actuar él mismo como agente
oxidante, generando una concentracion alta de DAM.

Ambas concentraciones de flavonoles, en los extractos de polen de mezquite
analizados, tuvieron actividad antioxidante in vivo. El extracto de concentracion mas baja
de flavonoles disminuy6 19.4 % la oxidacion lipidica producida por el bromobenceno en
los ratones intoxicados. El extracto de concentracion mas alta caus6 una disminucién de
32.4 %. Estos resultados sugieren una relacion entre la concentracion de flavonoles en los
extractos y el nivel de actividad antioxidante de los mismos. Sin embargo, ninguna de las
dos concentraciones alcanzo el nivel presentado por la vitamina E para inhibir la oxidacion

lipidica in vivo, que fue de 88.08 %.

Tabla 1 Produccién de DAM (ug/ml) en ratones sometidos a los diferentes tratamientos

TRATAMIENTO MEDIA* £ DS

Ratones suministrados con extracto de polen de 0.2251£0.0566 a
mezquite a la concentracion de 21.7514 ug

equivalentes de quercetina/ml

Ratones intoxicados con bromobenceno 0.2021 + 0.0397 ab
(200 pl, 0.6 M)
Ratones intoxicados con bromobenceno 0.1629 + 0.05892 bc

(200 pul, 0.6 M) y suministrados con extracto de
polen de mezquite a la concentracion

de 9.7949 g equivalentes de quercetina/ml

Ratones intoxicados con bromobenceno 0.1373 £ 0.0653 c
(200 pl, 0.6 M) y suministrados con extracto de
polen de mezquite a la concentracion de 21.7514 pg
equivalentes de quercetina/ml

Ratones control, suministrados con 200 pl de aceite 0.1293 £ 0.0641 c

comestible

Ratones intoxicados con bromobenceno 0.0241 + 0.0022 d




(200 pl, 0.6 M) y suministrados con 200 ul de

vitamina E a concentracion comercial.

Ratones suministrados con extracto de mezquite a la 0.0107 £ 0.0017 d
concentracion de 9. 7949 g equivalentes de

quercetina/ml

Ratones suministrados con 200 pl de vitamina E a 0.0091 £ 0.0017 d

concentracion comercial

* Valores calculados de 10 repeticiones

De acuerdo a la revision bibliografica realizada para este trabajo, no existen estudios
sobre la evaluacion inhibidora de la oxidacion lipidica de extractos de polen que se hayan
llevado a cabo en sistemas in vivo, razén por la cual no es posible presentar comparaciones
de las actividades entre polen de diferente origen botanico. Sin embargo, evaluaciones de la
capacidad inhibidora de la peroxidacion lipidica de extractos crudos de polen de Prosopis
juliflora, en sistemas microsomales de higado de ratones, utilizando la misma técnica de
MAD-ATB, permiten comparar la capacidad del polen de esta especie entre un sistema
bioldgico in vitro y un sistema in vivo. De acuerdo a esos estudios, la capacidad inhibidora
de la peroxidacion lipidica (definida como la concentracion de sustancia antioxidante
necesaria para disminuir en 50 % la concentracion inicial de DAM) de Prosopis juliflora en
el primero de esos sistemas es 7.885 ug/ml (Almaraz y col., 2003). Esto indica que se
requieren 7.885 pg/ml de flavnoles en un extracto de polen de mezquite para disminuir 50
% la produccion de DAM con respecto a un control sin antioxidante, en un sistema
bioldgico in vitro. Mientras que se requieren 21.751 pg/ml de flavonoles en un extracto
anélogo para lograr solamente una reduccion de la produccion de DAM de 32 %, en un

sistema in vivo.

Conclusiones

Los extractos etandlicos crudos de polen apicola monoespecifico de mezquite tienen
actividad como inhibidores de la oxidacion lipidica en sistemas in vivo, si bien ésta es
menor que la de la vitamina E y menor que la manifestada en sistemas microsomales
aislados. Sin embargo, considerando el potencial alimenticio de este producto apicola y las

demas propiedades terapéuticas asociadas a él, su consumo se considera recomendable.



Los flavonoles que contienen los extractos crudos de polen apicola monoespeciifico
de mezquite son, al menos en parte, responsables de la actividad antioxidante del polen de
esta especie.

Dependiendo de la concentracién de flavonoles y en la ausencia de estrés oxidativo,
los extractos crudos de este tipo de polen pueden actuar ellos mismos como sustancias

oxidantes.
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