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Resumen: Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de las plantas, con diversas funciones fisioldgicas.
Variadas estructuras quimicas caracterizan a este grupo de moléculas. Su amplia distribucidn, asi como su capacidad de
captar especies reactivas de oxigeno y nitrégeno asociadas con el padecimiento de enfermedades, perfila a los extractos
naturales ricos en compuestos fendlicos como ingredientes que pueden ser utilizados para el desarrollo de nuevos productos
en la industria farmacéutica, de alimentos y cosméticos. Sin embargo, para lograr tales propdsitos, es necesario asegurar
su inocuidad, a través de la realizacion de pruebas rigurosas de toxicidad. En este articulo se describen los diferentes tipos
de compuestos fendlicos desde el punto de vista quimico, asi como mdltiples estudios que avalan sus propiedades
antioxidantes. De igual modo, se discuten diferentes métodos toxicoldgicos y su impacto en la determinacion del grado de
toxicidad de extractos polifenolicos naturales provenientes de plantas.

Palabras claves: antioxidante, polifenoles, toxicidad.
Abstract:

Phenolic compounds are secondary plant metabolites, with various physiological functions. Several chemical structures
characterize to these molecules. They are widely distributed and have a high capacity to capture reactive oxygen and
nitrogen species associated to the disease pathogenesis. Taking into account these charcacteristics, natural extracts rich in
polyphenols can be used for the development of new pharmaceutical, alimentary and cosmetic products. However, it is
necessary to ensure the safety of these products by performing toxicity tests. This article describes polyphenols from the
chemical point of view, as well as multiple studies that support their antioxidant properties. Additionally, different
toxicological methods are discussed, as well as their impact in the determination of the toxicity of natural polyphenolic
extracts from plants.
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1. Introduccién

Los polifenoles (PF) o compuestos fenolicos (CF) son moléculas naturales del metabolismo
secundario de las plantas que derivan de las vias de shiquimato y de los fenilpropanoides [1].
En el reino vegetal se encuentran ampliamente distribuidos, de hecho, las plantas sintetizan
miles de CF diferentes [2].

El contenido de PF en las plantas y frutos tiene variaciones que dependen del genotipo, especie,
condiciones ambientales, grado de madurez, composicion del suelo, ubicaciéon geogréafica y
condiciones de almacenamiento [3]. Ademaés de participar en la funcion fisiolégica de los
vegetales [4], también son componentes importantes de la dieta humana, aunque no se
consideran como nutrientes [5]. Son objeto frecuente de investigacion debido a sus diversas
funciones como lo es la asimilacion de nutrientes, sintesis proteica, actividad enzimatica,
fotosintesis, formacion de componentes estructurales y la defensa ante los factores adversos
del ambiente como la agresion por patdgenos e insectos [6]. Ademas de estas funciones, los PF
son reconocidos por su remarcada capacidad antioxidante [7] [8]. Los CF son los antioxidantes
mas abundantes en frutas, verduras y bebidas derivadas de algunas plantas [9]. Su ingesta es
en promedio 1g, lo que es 10 veces mayor que la de vitamina C y 100 veces mayor que la de
vitamina E [10]. Mas allad de sus propiedades para captar especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno de importancia en la patogénesis de enfermedades, los CF pueden actuar en
numerosas vias de sefializacion intracelulares como mediadores, 1o que los convierte en
moléculas muy interesantes para el desarrollo de nuevos productos.

Investigadores y grandes industrias han mostrado un gran interés en estas moléculas [10], lo
que ha llevado a realizar diversos estudios con el fin de encontrar CF con propiedades
farmacoldgicas de interés, dentro de las que se encuentra el caracter antioxidante, importante
para combatir enfermedades producidas por el estrés oxidativo [11], [12]. Adicionalmente, a
la capacidad antioxidante de estos compuestos, se les atribuyen propiedades antiinflamatorias
[13], antialérgica, antitrombdticas, antimicrobianas, antineoplasicas y anticancerigenas [14]—-
[18], que justifican el nimero importante de publicaciones que pueden encontrarse en la
literatura cientifica relacionadas con este tipo de compuestos.

2. Clasificacion y distribucion de los compuestos fendlicos en el reino vegetal.

Los CF presentan una estructura molecular similar, caracterizada por tener de uno a mas anillos
aromaticos con al menos un grupo hidroxilo enlazado [19]. Su diversidad estructural implica
que existan un amplio grupo de moléculas pertenecientes a este grupo [20] los cuales van desde
estructuras simples hasta compuestos complejos, siendo clasificados de diversas maneras [21].
De manera general, los CF han sido clasificados en dos grandes grupos: flavonoides (F) y no-
flavonoides. En el grupo de los F, se encuentran los flavonoles (FN), flavonas (FAS), flavan-
3-ols, isoflavonas (IF), flavanonas (FNA), dihidroflavonoles (DHF), antocianidinas y
chalconas. Mientras que en el grupo de no F estan los acidos hidroxibenzoicos, &cidos
hidroxicinamicos, polifenoles volatiles, estilboenos y compuestos diversos (lignanos y
cumarinas) [22].

El grado de solubilidad es otro factor tomado en cuenta para su clasificacion. Los compuestos
solubles en agua son los &cidos fenodlicos, fenilpropanoides, falvonoides y quinonas. Por otro
lado, se encuentran los compuestos insolubles en agua, tales como los taninos condensados,
ligninas y acidos hidroxicinamicos, los cuales estan unidos a la pared celular de las células
vegetales [3]. Los PF también se clasifican acorde al nimero de anillos fendlicos y los
elementos estructurales unidos a las unidades basicas, siendo los principales grupos de
compuestos fenolicos, los flavonoides, acidos fendlicos, taninos hidrolizables, taninos
condensados, estilbenos y lignanos [21], [23], [24].
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2.1.Flavonoides

Los flavonoides son la clase més abundante de PF, derivados de aminoacidos aromaticos,
fenilalanina y tirosina [25]. Estos compuestos de bajo peso molecular son necesarios para el
desarrollo de vegetales ya que pueden actuar como sefialadores quimicos y tiene efectos sobre
algunas enzimas ligadas a la fisiologia y metabolismo del vegetal [2]. En seres humanos, son
compuestos con propiedades asociadas a una disminucion en la incidencia de enfermedades
cardiovasculares [26]. Se encuentran ampliamente distribuidos en reino vegetal, con una menor
proporcion en hongos y algas. En las plantas se localizan principalmente en las partes aéreas
[2].

El esqueleto quimico de los F estd basado en compuestos de 15 carbonos (C6-C3-C6), con
numerosos sustituyentes. Los cuales comparten un esqueleto de carbono tipo difenil 1,3-
propano con dos anillos enlazados (anillo A y B) ligados por un tercer anillo de pirano (anillo
C). La mayoria aparecen como glucosidos, en menor frecuencia como sulfatos, dimeros,
polimeros o en su forma libre (agliconas). Los glucésidos se pueden presentar como C-
glucosidos o como O-glucoésidos, siendo estos dltimos los més frecuentes. La glucosa es el
azlcar mas comun en estos compuestos pero se podrian encontrar en su estructura quimica la
ramnosa, xilosa y galactosa. Las posiciones C3 o C5 del anillo A son los sitios de glicosilacion
mas comunes y menormente en el sitio C7 del esqueleto flavoinode [21].

Dentro del grupo de los F pueden encontrarse diversos subgrupos con una gran variedad de
compuestos, diferenciados por el nimero y posicion de grupos hidroxilos, asi como por los
grupos funcionales que presentan [27]. Los principales subgrupos de flavonoides son: FN,
FAS, FNA, dihidroflavonas, IF, antocianidinas, flavan-3-ol y flavanoles monoméricos
(catequinas y leucoantocianidinas) asi como flavanoles polimeéricos (proantocianidinas). De
menor importancia son las chalconas, dihidrochalconas, DHF, flavan-3,4-dioles, cumarinas,
auronas, biflavonoides y neoflavanoides [21], [28].

El subgrupo de los FN es omnipresente en los alimentos. Se caracterizan por poseer un grupo
ceto en el carbono C4 y una insaturacion entre los carbonos C2 y C3. Poseen ademas un grupo
hidroxilo adicional en el carbono C3. Entre los FN mas comunes se pueden nombrar el
kaempferol, quercetina, isorramnetina y miricetina. Su contenido en frutas, verduras y bebidas
puede variar considerablemente debido a diversas condiciones como son los cambios de
estacion y las condiciones de crecimiento de la especie vegetal donde se encuentran. La cebolla
amarilla y roja (Allium cepa) es una fuente rica en FN [2], [20][29].

Las FAS son estructuralmente similares a los FN, a diferencia de que las FAS carecen del grupo
hidroxilo en el carbono 3. Aunque se han encontrado en vegetales, tanto en forma de O-
glucésidos como C-glucésidos, siendo abundantes en el apio (Apium graveolens), perejil
(Petroselinum hortense) y algunas hierbas, no son compuestos con amplia distribucion [20].
Debido a su similitud estructural con los estrogenos y la capacidad de unirse a los receptores
estrogenicos, las IF, se consideran como fitoestrégenos. Estas poseen un anillo bencénico en
el carbono C3 con grupos hidroxilos en C7 y C4. Son compuestos que pueden presentarse
glicosilados o como agliconas, siendo encontrados con regularidad en plantas leguminosas.
Durante su procesamiento tienden a hidrolizarse ademas de ser termosensibles. Los productos
de soya fermentados pueden ser ricos en agliconas como resultado de la hidrélisis de los
glicosidos, mientras que los productos cuya fabricacién implica calentamiento, tales como
leche de soya y tofu, contienen cantidades reducidas de IF [2], [20].

Las antocianidinas son las estructuras basicas de las antocianinas [26]. Conforman un grupo
importante de pigmentos vegetales formando conjugados con azlcares y acidos grasos para
formar un grupo diverso en colores responsables de tonalidades azules, color de malva,
purpura, rojo, escarlata y naranjas brillantes. Las mas comunes son la pelargonidina, la
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cianidina, la delfinidina, la peonidina, la petunidina y la malvidina. Su principal fuente son las
frutas, aunque se les encuentra en cereales, vinos y algunos vegetales[30].

Los FN estructuralmente tienen un anillo C saturado y un hidroxilo en carbono C3. Pueden
aparecer como monomeros o polimeros, y las combinaciones heterosidicas son poco
habituales. Los flavanoles representativos en alimentos son los flavan-3-ol, que a su vez pueden
encontrarse ya sea en forma de monomero (catequina), dimero condensado, oligdbmero
(procianidinas) o polimero (proantocianidinas o taninos condensados). Las catequinas se
encuentran principalmente en frutas, vino y chocolate. Mientras que galocatequina,
epigalocatequina y epigalocatequina galato aparecen principalmente en el té [31].

Fuentes como verduras, frutas, té y vino son alimentos con gran contenido de FN. Se
distribuyen principalmente en tejido externo y aéreo de la planta; la concentracion de FN en
frutas de la misma planta pueden variar en funcion de la exposicion solar [32][33].

Una subclase compleja de flavonoides, que pueden ser encontrados desde simples mondémeros
a proantocianidinas oligoméricas y poliméricas son los taninos condensados o
proantocianidinas. La catequina y la epicatequina estan ampliamente distribuidas (como
dimeros y trimeros) a diferencia de la poca distribucion de epiafzelequina. Los taninos son
compuestos polifendlicos, solubles en agua con amplia variedad de estructuras cuyo peso
molecular tiende a ser alto [21]. Se caracterizan por ser astringentes, amargos y por su
capacidad de precipitar proteinas [3]. Se dividen en dos grandes grupos en funcién de su
estructura y propiedades: los taninos condensados y los hidrolizables. Mas recientemente, una
tercera clase de taninos es agregada; los florotaninos, los que se han aislado en varios géneros
de algas [34].

Los taninos condensados son oligdmeros o polimeros de flavan-3-oles y flavan-3,4-dioles,
encontrados principalmente en las uvas. Estdn muy extendidos en todos los helechos,
gimnospermas y algunas angiospermas [21]. Las proantocianidinas, cuando estan en contacto
con las proteinas salivales, son responsables de la astringencia de los frutos [3]. El tipo méas
abundante de proantocianidinas son las procianidinas compuestas por unidades de
epicatequina. Las proantocianidinas pueden ser polimeros de hasta 50 unidades. El tipo menos
frecuente son las propelargonidinas y prodelfinidinas [35].

2.2. No flavonoides

El acido gélico, vinilico y p-hidroxibenzoico son los acidos hidroxibenzoicos mas comunes.
Estos compuestos organicos con un anillo fendlico y un grupo carboxilico asociado forman
una estructura de tipo C6-C1 [21]. Se encuentran ademas muy frecuentemente en las frutas en
forma de ésteres [3]. Los acidos hidroxicinamicos con un esqueleto C6-C3, se encuentran
principalmente como acido cumarico, cafeico y ferulico conjugados con acido tartarico o acido
quinico y en raras ocasiones en estado libre [34].

Los hidroxicinamatos C6-C3 producidos como conjugados son denominados &cidos
clorogeénicos, estos compuestos presentes en un 10% en granos de café (Coffea canephora) son
la principal ingesta de fendlicos en consumidores regulares. Estan presentes en alimentos como
uvas y en vinos tintos y blancos procedentes de Vitis vinifera [36].

Los taninos hidrolizables como el 4cido tanico y los elagitaninos son polimeros cuyo peso
molecular varia entre 500 y 5000 Da [37], [38]. Se caracterizan por una parte central que
consiste en un poliol (generalmente glucosa) donde las funciones hidroxilo estan esterificadas
con acido galico. Hay dos tipos de taninos hidrolizables: a) los galotaninos cuya hidrdlisis
libera acido galico y sus derivados galloilados asi como b) los elagitaninos quienes liberan por
hidrolisis al &cido galico, elagico, hexahidroxidifénico, valonico y cuyos grupos galoil estan
conectados a través de enlaces C-C [36].
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Los estilbenos son compuestos con una estructura C6-C2-C6, sintetizados por la adicion de 1
a 3 moléculas de malonil-CoA con acidos cinamicos, que se derivan de la ruta biosintética de
fenilpropano. Pueden actuar como fitoalexinas producidas por las plantas en respuesta a
enfermedades, lesiones y estrés; contribuyendo también al sabor y potentes actividades
biologicas de las plantas. La sintesis de estilbenos antifingicos puede ser inducida por
organismos apropiados, 0 por una serie de estimulos abiéticos [34]. El resveratrol (3, 5, 4'-
trihidroxiestilbeno) principal representante de este grupo se produce en las plantas
principalmente en respuesta a una lesion y a una infeccion por hongos [39]. Estudios recientes
indican que el resveratrol tiene propiedades que ayudan a la prevencion de céncer y de
enfermedades degenerativas [40]. Las concentraciones en vinos tintos son bajas en
comparacion con otros PF [20], [21].

Los lignanos y neolignanos son un gran grupo de compuestos con una estructura (C6-C3)
producidos por la dimerizacion oxidativa de dos unidades fenilpropano [41] [34]. Cuando las
unidades de fenilpropano estan unidas por enlaces C-C en las posiciones 8 y 8 ', el compuesto
se considera un lignano. Si los dimeros fenilpropano estan unidos por medio de enlaces
distintos de C-C 8-8 ', se trata de un neolignano [42].

Los lignanos son parte del sistema de defensa quimica de la planta y tradicionalmente se
consideran como metabolitos secundarios del duramen en los arboles[43]. Estos compuestos
son reconocidos como fitoestrogenos; en el tracto gastrointestinal tienen propiedades
estrogenicas y antiestrogénicas [3]. Se encuentran principalmente en forma libre, aunque
también se presentan como derivados glucdsidos [26]. Las cumarinas son benzo-a-pironas que
se encuentran de forma libre 0 combinada con azlcares. Se pueden clasificar en
hidroxicumarinas simples, furanocumarinas con anillo furano unido a nicleo cumarinico; y las
piranocumarinas con un anillo pirano [34].

3. Propiedades antioxidantes de los compuestos fenolicos-

El estrés oxidativo es un desequilibrio entre la generacion y la eliminacion de especies
reactivas, las que tienen como caracteristica comun el tener un electron incompleto en su ltimo
orbital. Este desequilibrio ocasiona que la célula sea abrumada por radicales con gran
capacidad oxidante [44]. Estos radicales pueden ser resultado del metabolismo celular y un
claro ejemplo de ellos son las especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrogeno (NOS) [45],
[46], tales como el anidn superoxido, radical hidroxilo, perdxido de hidrégeno y 6xido nitrico.
Los ROS y NOS causan dafio celular grave lo que lleva a una amplia lista de enfermedades
como el sindrome metabdlico, cancer, Alzheimer y problemas cardiovasculares [4].

El alto contenido en PF, particularmente de flavonoides, ha correlacionado positivamente con
la capacidad de ciertas plantas para eliminar radicales libres e inhibir enzimas prooxidantes
[47]. Los CF han sido situados como los antioxidantes mas abundantes proporcionados por la
dieta humana [48]. Se ha reportado que extractos de PF inhiben las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) [49], mientras que estudios epidemioldgicos, han sugerido que la ingesta de
fitoquimicos y en particular PF est4 asociada con la disminucion de enfermedades incluyendo
las cardiovasculares, el cancer y las neurodegenerativas [50].

Los PF son sustancias caracterizadas por su actividad antioxidante, lo que se ha demostrado in
vitro considerando su capacidad para eliminar ROS y NOS [9], [47], [51], [52]. Los PF
disminuyen los niveles de ROS y NOS mediante un mecanismo donde atrapan y disipan los
electrones libres de los radicales a través de la donacion de un aomo de hidrégeno,
generandose como consecuencia la formacion de un radical fenoxilo menos dafiino para las
células [53]-[55]. Sin embargo, se ha documentado que diversos parametros pueden ejercer
una influencia sobre la actividad antioxidante de los PF. Cambios en la estructura de los PF
como la sulfatacion o glucuronidacion, reducen la actividad antioxidante. Se ha demostrado
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que glucuronidos de quercetina conservan su actividad antioxidante pero en menor medida que
la quercetina como tal [56], [57] . Los PF son compuestos omnipresentes en el reino vegetal.
De hecho, en la Tabla 1 se puede observar la concentracion de compuestos polifenélicos en
diversas estructuras como frutos, flores, tallos, hojas, raices, semillas y cortezas.

Tabla 1. Concentracion de fenoles totales en frutos, flores, tallos, hojas, raices, semillas y cortezas de
especies vegetales.

Especie Nombre Tejido Fenoles Fenoles Ref.
comun totales totales
mg EAG/g mg EAG/g
extracto seco
Thymus vulgaris L. Tomillo Hoja 7.30+1.47 [58]
Salvia officinalis L. Salvia Hoja 6801 [58]
Origanum majorana L. Mejorana Hoja 4,65+ 1 [58]
Chenopodium quinoa Willd | Quinoa Semilla 6.66 £ 0.33 [59]
rosada
Baccharis platypoda Hojas 149.13x3.91 [60]
Polygala sabulosa Partes 102.94+ 1.27 [60]
aereas
Cyathea phalerata Helecho Madera 305.57+ 2.98 [60]
Cyathea phalerata Helecho Madera 119.00+ 2.90 [60]
Trichilia catigua Corteza 486.07+ 3.90 [60]
Artemisia absinthium L Ajenjo, Callos 8.53 [61]
hierba santa
Hippophae rhamnoides Espino Hojas 245.65 [62]
amarillo
Opuntia ficus indica f. | Nopal Flor 159.76+0.32 [63]
inermis
Vitis vinifera Uva (merlot) | Semilla 38.45 +£79.20 [64]
Vitis vinifera Uva (merlot) | Piel 14.99+75.97 [64]
Vitis rotundifolia Uva Semilla 32.1371.63 [64]
(muscadine)
Persea americana Mill, | Aguacate Fruto 0.66+0.01 [65]
Fuerte
Persea americana Mill, | Aguacate Fruto 0.78+0.01 [65]
Hass
Vaccinium corymbosum Arandano Fruto 2.81 + 0.162 [66]
azul /ml de jugo
Fragaria x ananassa Duch | Fresa Fruto 0.29 mg/g [67]
(Elkat)
Betula alleghaniensis Abedul Follaje 702125 [68]
amarillo
Betula alleghaniensis Abedul Ramas 583+ 15 [68]
amarillo tiernas
Betula alleghaniensis Abedul Madera 240.1+6.8 [68]
amarillo
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Betula alleghaniensis Abedul Corteza 170.2+ 3.0 [68]
amarillo Exterior
Betula alleghaniensis Abedul Corteza 313.1+£18.0 [68]
amarillo Interior
Picea mariana Piceanegra | Corteza 193.06 £4.21 | [51]
Picea mariana Piceanegra | Corteza 404.29 +4.04 | [51]
Abies balsamea Abeto Corteza 182.08 £7.69 | [51]
balsamico
Abies balsamea Abeto Corteza 44.01+0.34 [51]
balsamico
Pinus banksiana Lamb. Pino  gris, | Corteza 23258 +2.36 | [51]
ciprés
Pinus banksiana Lamb. Pino  gris, | Corteza 30.75+£0.48 [51]
ciprés
Betula alleganiensis Britton | Abedul Corteza 31498 £7.83 | [51]
amarillo
Betula alleganiensis Britton | Abedul Corteza 309.07 £8.55 | [51]
amarillo
Eucalyptus grandis Eucalipto Corteza 385.63 £11.02 | [69]
Quercus resinosa Encino Hojas 6.91+0.02 [70]
Quercus grisea Encino Hojas 7.06 £0.28 [70]
Quercus laeta Encino Hojas 5.75+0.03 [70]
Quercus obtusata Encino Hojas 5.72+0.21 [70]
Quercus macranthera subsp. | Encino Corteza 327.101 £ 02 [71]
syspirensis
Quercus aucheri Encino Corteza 367.401 +£0.82 [71]
Quercus aucheri Encino Corteza 389+0.84 [71]
Quercus suber L Encino Corteza 200 £ 0.04 [72]
exterior
Quercus suber L Encino Corteza 350 +0.01 [72]
exterior
Quercus suber L Encino Corteza 290 £0.02 [72]
exterior
Quercus resinosa Encino Hojas 561.5+71.06 [73]
Quercus sideroxyla Encino Corteza 464.0+11.6 [74]
Quercus sideroxyla Encino Corteza 686.7 £ 12.9 [74]
Quercus eduardii Encino 34.36 + 0.85 [75]
Quercus durifolia Encino 20.98 £1.03 [75]
Quercus sideroxyla Encino 36.93+0.76 [75]
Quercus resinosa Encino 120.74 + 1.67 [75]

En la tabla se muestra la media * la desviacion estandar, expresada como Equivalentes de Acido Galicopor
gramo de extracto (EAG/g) o Equivalentes de Acido Galicopor gramo de extracto seco (EAG/g extracto seco).
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4. Estudios toxicologicos realizados con polifenoles

Los estudios toxicoldgicos se definen como el conjunto de ensayos realizados a una sustancia
0 mezcla de sustancias quimicas en animales de experimentacion o in vitro. Dichos estudios
son disefiados para obtener la informacion necesaria que permita conocer el perfil toxicologico
de la sustancia en estudio, de manera que, en el caso de desarrollo de moléculas para consumo
humano, se puedan justificar mas estudios sin exponer a los seres humanos a riesgos
injustificados [76]. Durante el desarrollo de nuevos farmacos, alimentos o sustancias para
consumo humano es necesario evaluar el potencial toxico de las moléculas a explorar mediante
diversos modelos exsperimentales. Esto es posible debido a la realizacién de ensayos
toxicoldgicos en diferentes especies animales [77].

La toxicidad de las sustancias puede observarse a través de: a) el estudio de su exposicion
accidental; b) el estudio de su impacto in vitro utilizando células/lineas celulares; c) el estudio
de su impacto in vivo en animales de experimentacion [78] En este ultimo tipo de estudios se
identifica la dosis inicial que se administrard en un estudio ulterior asi como la esquematizacion
de los aumentos posteriores de dosis y la identificacion de los 6rganos diana que permitiran
conocer si los efectos adversos que puedan presentarse son reversibles o irreversibles [79] . A
continuacion se describen las caracteristicas de los estudios toxicoldgicos mas empleados en
el desarrollo de nuevas moléculas como candidatas a alimentos, medicamentos o productos
cosméticos.

4.1.Estudio de toxicidad aguda

Este tipo de estudios son los encargados de evaluar la toxicidad producida por un farmaco o
compuesto bioactivo como resultado de su administracion en altas dosis, ya sea como dosis
Unicas o repetidas en un lapso no mayor a 24 h. Durante mucho tiempo este tipo de estudios
eran utilizados para la busqueda de la dosis letal media (DLso), definida como la concentracion
que causa la muerte del 50% de los animales. En la actualidad, este tipo de estudios dejé de ser
un requerimiento para el registro de nuevos medicamentos, siendo reemplazados por métodos
alternativos como el de la dosis fijay el de las clases de toxicidad, reportados a finales del
2002 [77], [80] .

Las dosis administradas en estos estudios han ido variando a raiz de los nuevos cambios que
se han introducido en la experimentacion animal para disminuir al maximo el sufrimiento de
los animales, siento aceptada hasta el 2001 una dosis méaxima de 5000 mg/kg, mientras que
2000 mg/kg es la dosis maxima aceptada en la actualidad [77].

El objetivo es obtener los datos de los efectos ocasionados en los animales al ser expuestos a
la sustancia estudiadia en el ensayo [76]. Para obtener los resultados correspondientes del
estudio agudo es necesario la observacion de los animales expuestos durante un periodo de 14
dias, concluido este periodo de observacion los animales son sacrificados y analizados
anatomo-patologicamente [81], [82] .

4.2 Estudios de toxicidad a dosis repetidas

Este tipo de estudios toxicoldgicos tienen algunas diferencias con los estudios agudos. Ademas
de la diferencia en cuanto a las concentraciones utilizadas, existen generalmente repeticiones
de dosis. Estos estudios también se diferencian por la duracion llegando a prolongarse hasta
por 12 meses [77].

22



Revista de la Facultad de Ciencias Quimicas ® ISSN: 1390-1869 e N° 16 e Octubre, 2016-Enero, 2017

4.3.Estudios subcrénicos

En estos estudios se analizan los efectos adversos que puede producir una sustancia que es
administrada en un animal de experimentacion o en su defecto alguno de sus metabolitos, todo
esto durante un tiempo equivalente a no mayor del 10% de la vida del animal [76]. Esto
conlleva a la deteccion de la dosis maxima en la cual no se presenta toxicidad relacionada con
la droga (NOEL). Estos estudios también permiten conocer la dosis méxima tolerada (DTM).
Una limitacién importante es que estos estudios no permiten conocer los efectos que pueda
presentar una sustancia a un tiempo mayor que su periodo de latencia, pero aportan la
informacidn necesaria para conocer cuales son los érganos diana y sirven de base para elegir
los niveles de dosificacion que se utilizaran en los estudios crénicos [77], [83] .

4.4 Estudios cronicos

Estos son los estudios donde se observan los efectos adversos o toxicos que puede tener una
sustancia como consecuencia de una administracion diaria durante un periodo prolongado,
generalmente mas del 50% de la vida del animal de experimentacién. Estos estudios varian en
el tiempo que se ve expuesto el animal a la sustancia 0 mezcla de sustancias, y pueden tener
una duracion minima de tres meses hasta en algunos casos de 2 afios [76].

Estas investigaciones son realizadas con al menos dos especies animales, por ejemplo con
algun roedor y otra especie no roedora, siendo los perros los mas utilizados. El disefio de estos
estudios esta encamindado a detectar efectos toxicos generales entre ellos neurolégicos,
fisiolégicos, bioguimicos, conductuales y patologicos. La dosis maxima utilizada no debe
superar los 1000 mg/kg. Esta dosis puede tener efectos toxicos pero sin comprometer la
supervivencia del animal de experimentacién [77].

4.5.Estudios toxicoldgicos alternativos

En los ultimos afios los métodos alternativos de experimentacion animal han progresado,
siendo hoy en dia los métodos in vitro, in silico e in vivo muy importantes en la evaluacion del
perfil toxicolégico de nuevos compuestos. Estos métodos son muy utilizados para la
evalucacion de moléculas y son aceptados por las entidades regulatorias como la OCDE, la
FDA y la EPA, debido a que pueden reducir, refinar y/o sustituir la experimentacion in vivo
en animales [84]. Los métodos alternativos se fundamentan en el principio de las 3 R
(refinamiento, reduccion y reemplazo) [84].

5. Estudios toxicologicos basados en compuestos fendlicos

A pesar de las caracteristicas beneficiosas para la salud de los compuestos polifendlicos, la
ingesta elevada y cronica de estas moléculas consumidas normalmente en la dieta diaria puede
resultar en efectos adversos negativos para la salud. Por ejemplo, algunos taninos pueden
ocasionar efectos antinutricionales debido a su capacidad como agentes quelantes [85]. Los
polifenoles pueden interferir en la absorcion del hierro consumido en los alimentos de la dieta
diaria y provocar anemia [86].

Se ha reportado que los PF pueden alcanzar concentraciones toxicas si su ingesta se encuentra
entre el 1 y 5% total de la dieta diaria, no obstante en condiciones normales, lo habitual en una
persona es ingerir, aproximadamente entre 25 mg y 1 g por dia [86].

Debido al interés suscitado por estas moléculas en cuanto a su bioactividad, que las convierte
en candidatas para el desarrollo de nuevos productos, en afios recientes se han realizados
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diversos estudios toxicoldgicos para determinar su toxicidad con el objetivo de garantizar la
seguridad de su consumo humano.

En 2015, Soto y colaboradores [87] evaluaron la toxicidad de la infusion de las hojas de chaya
organica, obteniendo como resultado de dicha infusion, administrada en larvas de A. salina una
DLso de 1070.42 pg/ml. En base a estos resultados se Ileg6 a la conclusion, de que el extracto
no es toxico y es seguro para el consumo como agente terapéutico en el tratamiento de la
diabetes mellitus. En un ensayo de letalidad en A. salina se demostr6 que los extractos
hidroalcoholicos de las hojas de naranjo dulce (Citrus aurantium L. var. sinensis L.), naranjo
agrio (Citrus aurantium L.), limén criollo (Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle), lima persa
(Citrus latifolia (Tanaka ex Yu. Tanaka) Tanaka) y mandarina (Citrus reticulata Blanco), todos
ricos en polifenoles, presentaron cierta toxicidad dependiendo de la concentracion, resultando
ser no toxicos a concentraciones menores de 10 pg/ml. Sin embargo, se presento toxicidad
moderada a concentraciones entre 100 y 1000 pg/ml [88]. En otra investigacion se demostro
que el extracto metandlico de limén criollo poseia un valor de CLso de 74,78 pg/ml [88].
Plazas Gonzalez (2015) [90] realizé un ensayo de toxicidad en A. salina de los CF presentes
en fruto, hojas y flores de C. bracteata, M. rupestris, G. erectina, B. recinosa, T. floribunda y
D. alaternoides obteniendo como resultado que los extractos de los frutos de M. rupestris y
G.erecta poseen un CLso superior a 1000 ppm, mostrando que a la mayor concentracion
ensayada no se afectd a la mitad de la poblacion de este crustaceo. Los extractos de G. erecta,
D. alaternoides y flores de T. floriunda presentaron una ClLso de 229, 173 y 196 ppm
respectivamente, mientras que otros extractos estudiados en este ensayo (C.bractaeata, M.
rupestris, G. erecta, B.recinosa) resultaron poseer una toxicidad baja o0 moderada.

Poma, Requis y Gordillo (2011) [91], reportaron que los compuestos polifendlicos del extracto
acuoso de hojas secas de Annona muricata L. (Guandbana) no presentd toxicidad, basado en el
método de dosis limite establecido por la OCDE en el que se administra 1.5mg/kg a ratas. El
extracto no produjo la muerte ni signos de toxicidad posteriores a la administracion. La
necropsia aplicada a las ratas no mostrd alteraciones macroscépicas en los tejidos que se
examinaron.

Se valord la toxicidad aguda que prensenta el extracto de hoja de Psidium guajava, reportada
por poseer un elevado contenido de PF, por el método de las clases de toxicidad aguda y dosis
letal media en ratas. En ambos estudios se reporto la ausencia de toxicidad a una dosis limite
de 2000 mg/kg [92].

Si se analiza la informacion presentada anteriormente, es posible constatar que la toxicidad
presentada por los extractos polifendlicos en modelos animales es relativamente baja sobre
todo en el caso de una ingesta moderada. Esto podria deberse a su baja absorcién y a su rapida
metabolizacion [86]. Aunque estos estudios resultan alentadores, analisis mas profundos
dirigidos a comprender el mecanismo de toxicidad de los polifenoles deben realizarse sobre
todo considerando mayores periodos de exposicion con el fin de que los resultados puedan ser
extrapolables a los seres humanos [86].

6. Conclusiones

Durante los ultimos afios ha habido un interes notable en el estudio de los PF, en parte atribuible
a sus numerosas propiedades biol6gicas. Su capacidad antioxidante ha sido identificada como
una de las mas representativas. De hecho, la capacidad para captar especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno de numerosas plantas se ha asociado con su contenido en este tipo de
moléculas. La distribucion de PF no se restringe solamente a las flores o frutos de la planta, en
diversos estudios se han demostrado la existencia de CF en hojas, raices y cortezas.

Como se ha mencionado, y de acuerdo la revision de la literatura realizada, los estudios
utilizando extractos polifendlicos, han demostrado que la toxicidad de estos es de leve a
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moderada, llegando incluso a ser aparentemente inocuos. Estos resultados implicarian que la
relacion beneficio riesgo de estos compuestos podria ser muy prometedora, vislumbrandose
como candidatos terapéuticos en el tratamiento de algunas enfermedades asociadas al estrés
oxidativo.

Sin embargo, mucho queda aun por estudiar en cuanto a su toxicidad potencial, particularmente
en lo relacionado con aparicion de efectos toxicos acumulativos tardios, los que solo pueden
ser detectados con la realizacion de investigaciones toxicolégicas de larga duracién ejecutadas
sobre la base de lineamientos bioéticos que garanticen el cumplimiento del principio de las tres
R. Lo anterior resulta de vital importancia para establecer la utilidad de estas moléculas en el
desarrollo de productos de uso humano generados por las industrias farmaceéuticas, alimentaria
y cosmeceUtica donde se vislumbra un futuro promisorio para este tipo de compuestos.
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