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Abstract— Ixora coccinea plant is considered medicinal that is consumed in the form of an aqueous infusion for the
treatment of various infectious diseases and for depression and anxiety. The objective of this work was to determine the
presumed antioxidant activity of the hydroethanolic extracts of the leaves and flowers of the coccinera plant (Ixora
coccinea), for which the presence of polyphenols (total, flavonoids and tannins) contained in the extracts was quantified by
methods Spectrophotometries were evaluated and the antioxidant activity was evaluated by the DPPH technique, the
reduction of hydrogen peroxide and the ferric ion. It was found that the plant contains a large number of polyphenolic
compounds (275.9 and 177.6 mg EAG/g extract in the extract of the flower and leaf, respectively) and inhibited the DPPH
radical and reduced H.O. and Fe3*. It can be considered that the hydroethanolic extracts are of interest due to their
significantly high antioxidant action.
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Resumen— La planta Ixora coccinea se considera medicinal que se consume en forma de infusién acuosa para el
tratamiento de diversas enfermedades infecciosas y para la depresion y la ansiedad. El presente trabajo tuvo como objetivo
determinar la presunta actividad antioxidante de los extractos hidroetandlicos de las hojas y flores de la planta coccinera
(Ixora coccinea), para ello se cuantificd la presencia de polifenoles (totales, flavonoides y taninos) contenidos en los
extractos por métodos espectrofotométricos y se evallo la actividad antioxidante por las técnicas de DPPH, de reduccion de
peroxido de hidrogeno y del ion férrico. Se encontré que la planta contiene una gran cantidad de compuestos polifenélicos
(275.9 y 177.6 mg EAG/ g de extracto en el extracto de la flor y la hoja, respectivamente) e inhibieron al radical DPPH y
redujeron al H,O; y al Fe®. Se puede considerar que los extractos hidroetanélicos resultan de interés por su accion
antioxidante significativamente alta.

Palabras claves— polifenoles, FRAP, DPPH, peroxido.

I. INTRODUCCION

La planta Ixora coccinea pertenece a la familia de Rubiaceae, crece en forma de arbustos medianos
y produce una gran cantidad de racimos de flores con tonalidades variables del blanco amarillento al
naranja rojizo; se conoce popularmente como cocinera, cruz de malta, coralillo, geranio de la selva,
Santa Rita o Ixora roja; esta planta es originaria de la India pero su cultivo se ha extendido ampliamente
en Latinoamérica porque se considera una planta ornamental debido a la abundancia y al color de sus
flores y se encuentra en parques y jardines [1-5]. Tradicionalmente Ixora coccinea se ha usado para
preparar una variedad de alimentos y también se ha cultivado para propdsitos ornamentales y como
colorante en la industria textil y cosmética [3,5,6]. Igualmente I. coccinea se considera una planta
medicinal y la poblacién la emplea en etnofarmacologia por sus propiedades astrigentes, contra las
fiebres intermitentes, contra la dermatosis, como antitusivo, el decocto de hojas se aplica contra
infecciones flngicas y para el tratamiento de la diarrea, las flores son comestibles y se emplean como
desintoxificante, para tratar bronquitis catarrales y disenteria; la raiz posee compuestos con actividad
hipocolesterolemiante y nematicida [2,4,6]. Se ha demostrado que las flores de Ixora coccinea mostraron
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un efecto quiomoprotector contra el dafio inducido por ciclofosfamida y se observé un efecto
hepatoprotector muy significativo [7]. De igual modo, se demostré que el extracto acuoso de Ixora
coccinea posee actividad antinociceptiva, antiinflamatoria y antitutumural, tambien se ha comprobado
su actividad antimicrobiana contra bacterias y hongos, especialmente que el extracto etandlico de las
flores fue mas activo que los extractos metandlicos y acuoso, ademas que ejercié una mayor actividad
contra bacterias gramnegativas que contra grampositivas [3,8] Se evidencidé ademas, la presencia del
triterpeno &cido ursélico que posee acciones medicinales como hepatoprotetor, antiinflamatorio,
antialérgico, antibacteriano, antiviral, antifungico, antimalarico, anti-VIH, diurético, hipoglicémiante y
antiproliferativo [4].

Enfermedades neurodegenerativas, tales como Parkinson y Alzheimer, se han asociado al estrés
oxidativo y diversos estudios relacionan los niveles elevados de productos de peroxidacion lipidica con
el estado de la enfermedad [9,10]. Asimismo, se ha comprado que en desérdenes psiquiatricos, como la
depresion y la ansiedad esta implicado el estrés oxidativo mediado por especies reactivas del oxigeno,
ademés de las enfermades anteriores existe evidencia que en un gran nimero de patologias participa el
estres oxidativo, entre las que se encuentran las enfermedades cardiovasculares, cancer, artritis
reumatoide y diabetes (que frecuentemente se presentan como cobormilidades en la depresion) [11,12].
También se ha evidenciado el efecto neuroprotector de moléculas naturales debido a sus propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias, entre estas moléculas destacan los polifenoles, los alcaloides y las
saponinas; pero los polifenoles constituyen el grupo mas abundante e incluye: flavonoides, flavonas,
flavanonas, isoflavonas, antocianinas, catequinas, acidos fenolicos, taninos, fitoestrogenos, estilbenos y
curcuminoides [13-15] Los polifenoles son moléculas que poseen propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias capaces de neutralizar a los radicales libres por su capacidad de donar electrones y
atomos de hidrogeno [13,15]. Se ha reportado que tienen actividad terapéutica en enfermedades
cardiovasculares, diabetes, cancer y enfermedades neurodegenerativas De aqui surge el interés en la
evaluacion de la capacidad antioxidante de Ixora coccinea, asi como determinar efecto tipo
antidepresivo porque se sabe que Ixora coccinea es una de la planta medicinal con una alta produccién
de sustancias polifenolicas con actividad antioxidante y a la cual se le atribuye propiedades
antidepresivas [4,6]

Il. METODOLOGIA

Las muestras de Ixora coccinea (hojas y flores) se recolectaron en la Ciudad de San Francisco de
Campeche del Estado de Campeche (México) durante el mes de marzo del 2018 y se transport6 al
laboratorio para eliminar cualquier impureza mecéanica; la planta fue identificada en el Herbario del
Centro de Investigaciones Histdricas y Sociales de la Universidad Autonoma de Campeche. Las hojas y
las flores se lavaron con agua corriente y se secaron con papel higiénico antes del secado en estufa a
50°C (hasta peso constante); posteriormente se realizd la extraccion del material biolégico por
maceracion con Etanol al 70% en agua, durante 48 horas a temperatura ambiente; finalmente se filtraron
los homogenizados usando papel filtro Whatman No. 4. Los extractos obtenidos y filtrados se
concentraron a seco en un rotaevaporador equipado con bafio Maria a 40°C y se determind la cantidad
de extracto obtenido por gravimetria. Los extractos secos se suspendieron en Etanol absoluto
ajustandose las concentraciones de los extractos a 1000 ppm (1000mg de extracto vegetal crudo/1L de
disolvente); los extractos resuspendidos se conservaron en refrigeracion a 4° C. Todos los reactivos
quimicos empleados en este trabajo fueron grado analitico y se adquirieron de la compafia Sigma-
Aldrich Company. Posteriormente, al extracto obtenido se realizd la caracterizacién quimica que
consistio en la evaluacion fitoquimica para determinar cualitativamente la presencia de metabolitos
secundarios (Tabla 1), la cuantificacion de polifenoles por métodos espectrofotométricos (Tabla I1) y la
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actividad antioxidante de los extractos (inhicion de radicales libres por el ensayo de DPPH [2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo], reduccion de ion férrico y de perdxido de hidrogeno).

Tabla I. Pruebas de tamizaje fitoquimico realizadas a los extractos de I. coccinea.

Metabolito Prueba Reactivos empleados Resultado positivo
Fenoles Cloruro férrico FeCl; 5% en NaCl 0.85% Coloracién azul, morada o verde

. . Mg con HCI concentrado y extraccion Coloracion naranja, rosa, azul o violeta
Flavonoides Shinoda - L

con alcohol amilico en la fase organica

Taninos Proteinas Gelatina al 1.0%/ NaCl 0.85% en agua Precipitado positivo con FeCls
Antocianidinas | Rosenheim Calentar a ebullicién con HCI conc. Coloracion roja
Lactonas Baljet NaOH 10% y acido picrico al 1% Precipitado naranja rojizo
Quinonas Bdrtranger NaOH 10% y H,0O2 30% Coloracién naranja rojiza
Alcaloides Dragendorff Reactivo de Dragendorff Aparicién de precipitado
Aminas Ninhidrina Ninhidrina al 2% en EtOH Desarrollo de color azul viol4ceo
Terpenoides Lieberman Ac,0 y &cido sulfurico concentrado Coloracion roja, verde, plrpura o azul
Saponinas Espuma Agua destilada y agitacién vigorosa Espuma persistente por 10 min
Azlcares Fehling Sulfato clprico y tartrato de sodio Aparicion de recipitado rojo ladrillo
Glicosidos Kedde 3,5-dinitrobenzoico 2%/ MeOH y Coloracion rosa azulado a violeta
cardiotdnicos KOH al 5%

Tabla I1. Cuantificacidn espectrofotométrica de compuestos fenélicos en los extractos de I. coccinea.

Metabolito Método Patrén Longitud de Medida
Polifenoles totales Folin Ciocalteu Acido galico 760 nm
Taninos totales Precipitacién con proteinas y Folin Ciocalteu Acido galico 760 nm
Taninos condensados Vainillina en HCI concentrado Catequina 500 nm
Flavonoides Nitrito de sodio y Cloruro de aluminio Quercetina 510

La actividad antioxidante de los extractos se realizd mediante tres técnicas distintas, la primera sirve
para medir la capacidad neutralizante de radicales libres mediante la reduccién del radical DPPH, la
segunda mide la reduccion de iones férricos a iones ferroso por la técnica del TPTZ (2,4,6-tripiridil-
1,3,5-triazina) que es un agente complejante que reacciona con los iones ferroso y la tercera mide la
capacidad de reduccion del peréxido de hidrogeno, una especie reactiva de oxigeno.

Actividad Neutralizante de Radicales Libres (Método del DPPH)

Se mezclaron 2.0 mL de una solucion de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo. 150 uM en metanol) y 100
uL de extracto en tubos de ensayo, luego se incubo la mezcla de reaccion en un lugar oscuro y a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Posterior al periodo de incubacién se verificd que los tubos
contuvieran radical DPPH (presencia de color morado) y se leyeron las soluciones en un
espectrofotometro a 520 nm ajustando a cero de absorbancia con metanol; también se leyd la
absorbancia de la mezcla de 2.0 mL de la solucién de DPPH con 100 uL de metanol. Se emple6 acido
galico, disuelto en etanol, como solucién estandar.

Actividad Reductora de Perdxido de Hidrégeno.

Se empled el método de la peroxidasa; se mezclé en un tubo de ensayo 500 pL del extracto con 500 pL
de una solucion de H2O. 700 uM, se dejo incubar 30 minutos a 37°C en bafio maria; terminado el
tiempo de reaccion se transfirieron 100 uL de la mezcla a un tubo de ensayo que contenia el reactivo
generador de color [Fenol 12mM, 4-aminoantipirina 0.5mM, peroxidasa de rabano picante 1.0 U/mL en
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solucion buffer de fosfato (PBS) 84 mM pH=7.0], se mezcl6 y se dejé en incubacion a 37°C por 30
minutos, se midid la absorbancia a 500 nm ajustando a cero de absorbancia con PBS; se corrigio la
interferencia en la lectura usando todos los reactivos pero reemplazando el fenol por PBS, la absorbancia
obtenida se resto a la absorbancia original.

Poder Antioxidante Reductor de lon Férrico (FRAP).

Se emplearon diferentes concentraciones de los extractos (de 50 a 200 ppm). Se mezclaron 100 uL del
extracto con 2.5 mL de solucion tampdn de fosfatos (0.2M, pH=6.6) y se adicion6 2.5 mL de solucién
de ferricianuro de potasio [KsFe(CN)e] al 1%; se incubd la mezcla a 50°C por 20 minutos; luego se
adicionaron 2.5 mL de &cido tricloroacético al 10% y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min. Se
tomaron 2.5 mL del sobrenadante y se adicionaron 2.5 mL de agua destilada y 500 pL de cloruro férrico
al 1%. Finalmente se midio la absorbancia de cada mezcla en un espectrofotometro a 700 nm.

Analisis Estadistico

Todos los datos se expresan como la media y una desviacion estdndar (DE); la comparacion entre
grupos se desarrollo por un ANOVA de una via seguido por test HSD de Tukey (los valores p<0,05
implican significancia estadistica) en el programa estadistico SPSS 24 ®.

I1l. RESULTADOS

En la tabla 111 se muestran los resultados de la evaluacion fitoquimica de los extractos hidroetandlicos
de la hoja y de la flor de Ixora coccinea, en ella se puede apreciar que ambos extractos contienen
polifenoles, taninos, flavonoides y antocianidinas.

Tabla I11. Resultados de la Evaluacion fitoquimica de los extractos de Ixora coccinea

Metabolito Hoja Flor
Saponinas 2 3
Polifenoles totales 3 4
Taninos 2 3
Flavonoides 3 4
Antocianidinas 3 4
Quinonas 2 3
Triterpenos 2 3
AzUcares reductores 2 3

Los resultados se interpretan de acuerdo a la escala siguiente: 0, no se detectaron; %, presencia dudosa; 1, positivo débil; 2, marcadamente
positivo; 3, positivo fuerte; 4, positivo muy fuerte. No se detectaron aminas, alcaloides, glicésidos cardiotdnicos ni lactonas.

Con base en los resultados anteriores, se cuantificaron los compuestos polifendélicos total, flavonoides,
taninos y antocianidinas contenidos en los extractos, los valores obtenidos en cada determinacion se
reportan en la tabla IV y los resultados de la actividad antioxidante en la tabla V. Se puede observar
que el extracto de flor generalmente presento la mayor cantidad de polifenoles que el extracto de la
hoja, a excepcion de taninos totales; estos datos se correlacionan bien con la actividad antioxidante en
donde se encontrd que el extracto de la flor tuvo una mejor actividad en las tres pruebas realizadas.
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Tabla IV. Concentracién de Compuestos fendélicos en los extractos de Ixora coccinea

Extracto Fenoles totales Taninos totales Taninos condensados Flavonoides
Flor 235.916.72 15.1+2.92 6.240.42 70.9+3.4°
Hoja 177.614.7° 24.745.3 5.7+0.42 65.7+3.6°

Resultados expresados como el promediotuna desviacion estandar (X+S, n=3) letras diferentes en la misma columna indican diferencias
significativas; los valores representan mg de la sustancia de referencia/ g de extracto: acido galico para fenoles totales y taninos totales,
catequina para taninos condensados y quercetina para flavonoides.

Tabla V. Actividad antioxidante de los extractos de Ixora coccinea.

Extracto Inhibicion del DPPH Reduccion del H202 FRAP
Flor 236.4+4.92 114.343,42 254.3+3,22
Hoja 173.7+1.4° 08.3+1.88° 159.1+68°

Resultados expresados como equivalentes de acido galico contenidos en el extracto, se reporta el promediotuna desviacion estandar
(X4£S, n=3) letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas.

V. DISCUSION

Las plantas son organismos productores de metabolitos secundarios de interés en clinica y por ello
ademas de emplearse como alimentos muchas de ellas se reportan como especies medicinales; uno de
los grupos metabdlicos de interés son los compuestos polifenoles que incluyen una diversidad de
estructuras quimicas como los flavonoides, taninos y antocianinas, con propiedades biologicas de interés
como antimicrobianos, antidepresivos y antioxidantes entre otros [16,17]. En el presente trabajo se
evallo la actividad antioxidante de la hoja y flor de Ixora coccinea, a pesar de los usos medicinales que
se le atribuyen existen muy pocos reportes en la literatura cientifica que corroboren su uso medicinal; en
principio, se realizd la evaluacion fitoquimica de los extractos hidroetanolicos de I. coccinea para
identificar los metabolitos secundarios de interés biol6gico presente en la especie que probablemente
sean las responsables de las actividades bioldgicas atribuidas a la especie [18,19]. Se encontrdé una
presencia muy significativa de sustancias polifendlicas, flavonoides, taninos y antocianidinas; se sabe
que estas sustancias presentes en alimentos de origen vegetal como frutas, flores y hojas pueden ejercer
un efector protector contra algunas enfermedades como el cancer, trastornos cardiovasculares, diabetes,
hipertension y enfermedades neuroldgicas como la depresion y la ansiedad [17-19]. La mayor parte de
sus actividades bioldgicas se relacionan a su capacidad antioxidante que interfiere con los mecanismos
de oxidacion y dafio celular; la actividad antioxidante generalmente es concomitante con el poder
reductor que ejerce su accion a través del rompimiento de la reaccion en cadena de los radicales libres
por donacion de un atomo de hidrogeno; las propiedades reductoras de los extractos vegetales estan
asociadas con la presencia de reductoras como los compuestos flavonoles y procianidinas que donan
electrones.

Los compuestos polifendlicos derivados de plantas poseen una actividad antioxidante elevada y
sirven para la prevencion y el tratamiento de diversas enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo;
estos compuestos generalmente son inocuos para el ser humano y pueden emplearse en la alimentacion
por sus efectos benéficos para la salud [16-17]. Existe una gran diversidad de compuestos polifendlicos,
por ello, dependera del disolvente empleado el tipo de polifenoles extraido; aunque los disolventes
polares extraen bien a los polifenoles en general, las antocianinas que son muy polares se extraen mejor
en agua, etanol y metanol y aumenta la eficacia de su extraccion si se acidula los disolventes, en
contraste la acetona y el acetato de etilo extraeran compuestos polifendlicos con una estructura
hidrocarbonada mas predominante [20-24]. Los fenoles han recibido mucha atencion como
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antioxidantes por su capacidad de reducir radicales libres y quelar metales; los compuestos polifendlicos
son donadores de hidrogeno y por su propiedad RedOx son sustancias reductoras [16,20,24].

Para evaluar la actividad antioxidante de un extracto vegetal es necesario emplear diferentes métodos
para determinar los posibles mecanismos de accidon antioxidantes; ademas se prefieren métodos
sencillos, econdmicos y de facil acceso y con alta reproducibilidad, entre ellos destaca el método del
DPPH que mide la capacidad de los extractos para reducir al radical libre por donacion de atomos de
hidrogeno; el método de FRAP mide la capacidad de quelacién y reduccion del ion férrico que es
participe en reacciones bioquimicas prooxidantes in vivo y el método de reduccion de perdéxido de
hidrégeno mide la capacidad de un metabolito de reducir una especie reactiva de oxigeno relativamente
estable al no ser de naturaleza radicalaria pero que puede producir radicales hidroxilo que son en
extremo dafiinos para las estructuras celulares [16-18,20]. En general, todos los extractos estudiados
mostraron una actividad antioxidante significativa que se relaciona bien con el contenido de polifenoles,
esto concuerda con estudios previos que reportan una correlacion positiva entre la cantidad de
polifenoles presentes en materiales vegetales y su actividad antioxidante medidas por distintos métodos
como la neutralizacion del radical DPPH y la reduccion de iones metalicos (FRAP) y especies reactivas
de oxigeno (perdxido de hidrogeno); el valor alto de coeficiente de correlacion establece que la actividad
antioxidante se explica muy bien por la presencia de polifenoles que fue el principal grupo metabolico
presentado. También se encontrd en los extractos evaluados metabolitos secundarios de interés como las
saponinas Yy triterpenos, estos también pueden poseer bioactividad como antimicrobianos,
hipolipemiantes, hipoglucemiantes y seria de interés en estudios posteriores estudiar la accion bioldgica
de los extractos y dilucidar si existe sinergia entre los diferentes metabolitos secundarios de Ixora
coccinea o qué tipos de metabolitos son los principios activos potencialmente Utiles para su empleo en la
industria agroalimentaria, biotecnoldgica o farmacéutica [2-5].
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