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RESUMEN

En este estudio se evaluaron las propiedades fitoquimicas, antioxidantes,
antiinflamatorias y antiartriticas de un extracto hexanico de semillas de Papaver
somniferum L. Se realizaron andlisis fitoquimicos cualitativos y cuantitativos,
incluyendo ensayos espectrofotométricos para determinar el contenido de
compuestos fendlicos totales, flavonoides, taninos y antocianinas. La actividad
antioxidante se evalué mediante los métodos DPPH, ABTS y FRAP, arrojando valores
de 12.40 mg TE/g DW, 82.48 % de inhibicion y 2.95 mg TE/g DW, respectivamente.
Se aplicaron modelos in vitro para determinar la actividad antiinflamatoria
(estabilizacion de membranas eritrocitarias) y antiartritica (inhibicion de la
desnaturalizacion de proteinas), en los cuales se observo una inhibicion superior al
80 %. El andlisis FT-IR confirmé la presencia de grupos funcionales caracteristicos
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de metabolitos lipofilicos. A pesar de las limitaciones del hexano como solvente para
compuestos polares, los resultados sugieren que la fraccibn hexanica conserva
bioactividad significativa atribuible a metabolitos secundarios lipofilicos. Estos
hallazgos respaldan el potencial terapéutico de extractos no polares de Papaver
somniferum L y motivan su estudio adicional mediante técnicas avanzadas de
caracterizacion.

PALABRAS CLAVE:

Papaver somniferum L., Extractos hexanicos, Fenoles totales, Antioxidante,
Antiinflamatorio, Antiartritico.

ABSTRACT

This study evaluated the phytochemical, antioxidant, anti-inflammatory, and anti-
arthritic properties of a hexane extract from Papaver somniferum L. seeds. Qualitative
and quantitative  phytochemical analyses were performed, including
spectrophotometric assays to determine the total phenolic, flavonoid, tannin, and
anthocyanin content. Antioxidant activity was assessed using DPPH, ABTS, and
FRAP methods, yielding values of 12.40 mg TE/g DW, 82.48 % inhibition, and 2.95
mg TE/g DW, respectively. In vitro models were applied to determine anti-inflammatory
activity (erythrocyte membrane stabilization) and anti-arthritic activity (protein
denaturation inhibition), with inhibition percentages above 80 %. FT-IR analysis
confirmed the presence of functional groups characteristic of lipophilic metabolites.
Despite the hexane limitations as a solvent for polar compounds, the results suggest
that the hexane fraction retains significant bioactivity, likely due to lipophilic secondary
metabolites. These findings support the therapeutic potential of non-polar extracts
from P. somniferum and encourage further study using advanced characterization
techniques.

KEY WORDS:

Papaver somniferum L., hexane extracts, total phenols, antioxidant, anti-
inflammatory, anti-arthritic.

Introducciéon

Papaver somniferum L., conocida cominmente como adormidera, es una planta
originaria de Asia occidental que ha sido utilizada tradicionalmente por su latex rico
en alcaloides como la morfina, codeina y papaverina (Labanca et al., 2018). No
obstante, mas alla de su uso narcético, las semillas de esta especie han despertado
interés cientifico por su contenido en lipidos insaturados, compuestos fendlicos y
pigmentos naturales con potencial bioactivo (Shahidi & Ambigaipalan, 2015; Butnariu
et al., 2022).

Las semillas de P. somniferum son utlizadas legalmente en productos de
panaderia y reposteria por su perfil nutricional y alta concentracion de aceites
(Paniagua-Zambrana et al., 2020). En los ultimos afios, estudios fitoquimicos han
revelado que las semillas contienen también flavonoides, antocianinas y &cidos
fendlicos, los cuales poseen reconocida actividad antioxidante y antiinflamatoria
(Ambriz-Pérez et al., 2016; Ghasemzadeh et al., 2011).
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En este contexto, el presente estudio tuvo como objetivo caracterizar
gquimicamente el extracto hexanico de las semillas de P. somniferum L., evaluando
cuantitativamente su contenido de compuestos fendlicos y su capacidad antioxidante
y antiinflamatoria. Aunque los compuestos fendlicos son tipicamente solubles en
solventes polares, diversos estudios han mostrado que fracciones lipofilicas pueden
contener compuestos fendlicos apolares o fendlicos acilados con alta bioactividad
(Arzola-Rodriguez et al., 2022). Por lo tanto, se exploré la actividad de esta fraccion
apolar para ampliar el conocimiento sobre las potenciales aplicaciones terapéuticas y
funcionales de las semillas de adormidera.

Material y Métodos
Obtencidon del material vegetal

Las semillas de Papaver somniferum L. utilizadas en este estudio fueron adquiridas
en el portal Hierbas Organicas México, proveedor especializado en ingredientes para
uso alimentario y herbolario. El producto comercial especifica que las semillas estan
destinadas exclusivamente para fines culinarios, tales como reposteria e infusiones,
Yy no son aptas para siembra, lo cual fue considerado para fines éticos y legales de
este estudio. La informacion del proveedor indica que el material proviene de cultivos
en Holanda, siendo la parte utilizada la semilla seca entera.

Para asegurar la trazabilidad y autenticidad botanica, se realizé una inspeccion
morfoldgica y fotografica del lote utilizado. Asimismo, se deposité un espécimen de
referencia en el Herbario IBUG de la Universidad de Guadalajara.

Preparacion de extractos.

El material vegetal (300 g de semillas de Papaver somniferum L.) fue sometido a
un proceso de maceracion estatica con 300 mL de hexano en frascos de vidrio
ambar, durante 7 dias, a temperatura ambiente (27 + 2 °C) y en ausencia de luz,
con el fin de preservar la estabilidad de los compuestos sensibles a la oxidacion.
Finalizado este periodo, la mezcla fue filtrada utilizando papel Whatman N.° 1
para separar el extracto del residuo vegetal. El filtrado se concentré a presion
reducida mediante un rotaevaporador (Blchi R-210, Suiza) a 40 °C, obteniéndose
un extracto seco.

Posteriormente, el extracto fue resuspendido en etanol absoluto (299.9 %) o en
una mezcla etanol: agua (80:20 v/v), segun el tipo de analisis a realizar, con el objetivo
de garantizar su miscibilidad en medios acuosos, especialmente en los ensayos de
actividad antioxidante. Esta estrategia se fundamenta en evidencia previa que
recomienda el uso de solventes polares compatibles para facilitar la interaccion del
extracto con radicales libres y reactivos cromogénicos en fase acuosa (Ghasemzadeh
etal., 2011). Las soluciones preparadas fueron almacenadas en tubos de vidrio &mbar
a 4 °C hasta su uso experimental.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado, utilizando controles positivos
especificos: acido galico (fenoles totales), quercetina (flavonoides), catequina
(taninos) y Trolox (capacidad antioxidante). Se incluyeron también blancos de reactivo
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para cada prueba. Las lecturas espectrofotométricas se llevaron a cabo en un equipo
UV-Visible modelo Multiskan SkyHigh Microplate Spectrophotometer Thermo
Scientific™ (EUA).

Andlisis fitoquimico.

El analisis fitoquimico cualitativo se realizé con base en la metodologia de Colina
Ramos, (2016), con algunas modificaciones, con el objetivo de detectar
preliminarmente la presencia de metabolitos secundarios en el extracto hexanico de
Papaver somniferum L. Se evaluaron los siguientes grupos de compuestos bioactivos:
fenoles, flavonoides, taninos, antocianinas, alcaloides, saponinas, triterpenos y
esteroides.

Determinacion de saponinas
e Pruebade espuma

El extracto fue agitado enérgicamente durante 40 segundos y se evalud la
persistencia de la espuma generada durante un periodo minimo de 3 minutos. La
prueba se realizé a temperatura ambiente (27 + 2 °C).

Triterpenos y esteroides
e Reactivo de Salkowski

Se colocaron 3 gotas del extracto en un tubo de ensayo, a las que se afadieron
4 gotas de cloroformo, seguidas de 4 gotas de &cido sulfrico concentrado v,
finalmente, 4 gotas de anhidrido acético. La mezcla se dejo en reposo durante un
minuto, tras lo cual se agit6é suavemente para observar posibles cambios de
coloracion. El procedimiento se llevo a cabo a temperatura ambiente (27 + 2 °C).

e Variante A del reactivo de Salkowski

A 3 gotas del extracto se le afiadieron secuencialmente 5 gotas de cloroformo, 5
gotas de anhidrido acético y, por ultimo, 2 gotas de acido sulfdrico concentrado,
incorporadas lentamente por las paredes del tubo. La mezcla se dejé en reposo
durante 4 minutos dentro de una campana de extraccion, transcurrido ese tiempo se
evaluaron los cambios de color. La prueba se realizé a temperatura ambiente (27 +
2°C).

e Reactivo de Liebermann-Burchard

Se mezclaron 3 gotas del extracto con 5 gotas de &cido acético, 5 gotas de
anhidrido acético y 2 gotas de acido sulfarico concentrado, agregadas lentamente por
las paredes del tubo. Tras un reposo de 4 minutos, se observo el desarrollo de color.
Todas las reacciones se efectuaron a temperatura ambiente (27 + 2 °C).
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Determinacion de flavonoides
e Reactivo de hidréxido de sodio (NaOH al 20 %)
A 3 gotas del extracto se le afiadieron 5 gotas de una solucién de NaOH al 20 %,
evaluando inmediatamente la aparicion de un cambio de coloracion. El ensayo se
desarrollé a temperatura ambiente (27 + 2 °C).

e Ensayo de Shinoda

Se mezclaron 3 gotas del extracto con 0.01 g de cloruro de magnesio, seguidas
de 3 gotas de &cido clorhidrico concentrado. La mezcla se dej6é en reposo durante 5
minutos en campana de extraccion y posteriormente se registraron los cambios de
color. La prueba se llevé a cabo a temperatura ambiente (27 + 2 °C).

Determinacion de taninos
e Reactivo de cloruro férrico
Se combinaron 3 gotas del extracto con 2 gotas de una solucién de cloruro férrico
al 10 % p/v, observando inmediatamente el cambio de coloracién. El ensayo se realizé
a temperatura ambiente (27 + 2 °C).
Determinacién de compuestos fendlicos
e Reactivo de dicromato de potasio
A 3 gotas del extracto se le afiadieron 5 gotas de una solucién de dicromato de
potasio (K,Cr,0,) al 10 % p/v. Se dejo reposar durante 1 minuto y posteriormente se
observo la aparicion de cambios de coloracion. La prueba se efectu6é a temperatura
ambiente (27 £ 2 °C).
Determinacion de antocianinas y betalainas

e Adicion de hidréxido de amonio

Se mezclaron 5 gotas de hidroxido de amonio con 3 gotas del extracto. La
reaccion se dejo reposar durante 2 minutos en campana de extraccion y se evaluo el
cambio de coloracion. El procedimiento se realiz6 a temperatura ambiente (27 + 2 °C).

Determinacién de alcaloides
e Reactivo de Mayer

El reactivo se prepard al momento disolviendo 0.2040 g de cloruro mercurico en
9mL de agua y 0.7500 g de yoduro de potasio en 6 mL de agua. Posteriormente, se
mezclaron 3 gotas del extracto con 7 gotas de HCI al 10 %, y luego se afiadieron 5
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gotas del reactivo de Mayer. Se evalud la presencia de cambio de coloracion a
temperatura ambiente (27 + 2 °C).

¢ Reactivo de Wagner

Para su preparacion, se disolvieron 0.1905 g de yodo recién sublimado y 0.3000 g
de yoduro de potasio en 15 mL de agua bidestilada. En la prueba, se agregaron 3
gotas del extracto a 3 gotas de HCI al 10 %, seguido de 5 gotas del reactivo de
Wagner. El cambio de coloracion se observé a temperatura ambiente (27 + 2 °C).

e Reactivo de Dragendorff

Se disolvieron 1.20 g de nitrato de bismuto pentahidratado en 3 mL de acido
nitrico concentrado y 4.0800 g de yoduro de potasio en 7.5 mL de agua bidestilada.
Ambas soluciones fueron mezcladas y completadas a 15 mL con agua bidestilada. La
prueba consistié en mezclar 3 gotas del extracto con 3 gotas de HCl al 10 % y 6 gotas
del reactivo de Dragendorff. Se evalu6é el cambio de coloracion a temperatura
ambiente (27 £ 2 °C).

Determinacién de azlcares totales
e Pruebade Molisch

El reactivo de Molisch fue preparado disolviendo 2.25 g de a-naftol en 15 mL de
etanol. Para la prueba, se mezclaron 3 gotas del extracto con 3 gotas del reactivo, y
posteriormente se afiadieron lentamente 5 gotas de acido sulfirico concentrado por
las paredes del tubo dentro de una campana de extraccion. El cambio de color fue
inmediato. La prueba se realizé a temperatura ambiente (27 + 2 °C).

Determinacidn de azucares reductores
e Pruebade Fehling

El reactivo de Fehling se prepar6 en dos soluciones: la solucion A consistié en
0.5190 g de sulfato de cobre y 0.0075 mL de acido sulfurico, llevados a un volumen
de 7.5mL; la solucién B incluyé 2.5950 g de tartrato de sodio y potasio y 0.7500 g de
NaOH, también llevados a 7.5 mL. Ambas soluciones se combinaron antes de su uso.
Para la prueba, se mezclaron 3 gotas del extracto con 5 gotas de &cido sulfurico al 50
% y se calentaron a bafio Maria a 90 + 2 °C durante 10 minutos. Luego se dejo enfriar
a temperatura ambiente (27 + 2 °C) y se neutralizé con NaOH al 10 %. Finalmente, se
afadieron 5 gotas del reactivo de Fehling, se agito ligeramente y se recalenté en bafio
Maria a 90 £ 2 °C por otros 10 minutos, observandose el cambio resultante.

e Prueba de Benedict

El reactivo de Benedict se elabord disolviendo 2.5950 g de citrato de sodio y
1.5000 g de carbonato de sodio anhidro en 12.75 mL de agua. Adicionalmente, se
prepard una solucién con 0.2595 g de sulfato de cobre pentahidratado disuelto en
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1.5 mL de agua destilada. Ambas soluciones se combinaron y aforaron a 15 mL. Para
el andlisis, se mezclaron 3 gotas del extracto con 5 gotas de 4cido sulfdrico al 50 %,
calentandose a bafo Maria (90 + 2 °C) durante 10 minutos. Luego se dejé enfriar, se
neutralizd con NaOH al 10 % y se afadieron 5 gotas del reactivo de Benedict. Se
agitd y se volvio a calentar a bafio Maria a 90 £ 2 °C durante 10 minutos, registrando
el cambio observado.

Las determinaciones se realizaron en triplicado para cada prueba, utilizando
controles positivos cuando fue posible, y se registraron los resultados cualitativos
segun la intensidad de la respuesta (ausente, débil, moderada o intensa).

Cuantificacion espectrofotométrica.
e Cuantificacion de fenoles totales.

La determinacion del contenido de compuestos fendlicos totales se realizé por
espectrofotometria UV-Visible, basada en la reaccién redox del reactivo de Folin-
Ciocalteu, siguiendo el método de Lillo et al. (2016) con algunas modificaciones. Se
tomaron 100 pL del extracto hexanico previamente rediluido en etanol: agua (80:20
v/v), a los que se agregaron 2 mL de agua destilada, 250 yL de reactivo Folin-
Ciocalteu y 1 mL de Na,CO; al 10 % p/v. La mezcla se complet6 a 5 mL con agua
destilada y se dej6 incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 3000 rpm por 10
minutos para eliminar residuos no solubilizados, y se midi6 la absorbancia a 765 nm
en un espectrofotbmetro UV-Visible modelo Multiskan SkyHigh Microplate
Spectrophotometer Thermo Scientific™ (EUA). Se emple6 acido gélico (01000 mg/L)
como patrén para la curva de calibracién. Los resultados se expresaron mg GAE-g™
DW.

e Cuantificacion de flavonoides totales.

El contenido total de flavonoides se cuantifico mediante el método colorimétrico
basado en la formacion de complejos con cloruro de aluminio (AICIs), descrito por
Cimpoiu et al. (2011), con modificaciones. A 100 pL del extracto resuspendido en una
mezcla etanol: agua (80:20 v/v) se afiadieron 100 pL de AICl; al 5 % (preparado en
etanol) y 100 L de acetato de sodio 1 M. La mezcla se llevé a un volumen final de 5
mL con etanol absoluto y se dejo incubar 30 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad. La absorbancia se midi6 a 425 nm utilizando un espectrofotometro UV-
Visible modelo Multiskan SkyHigh Microplate Spectrophotometer Thermo Scientific™
(EUA).

Se elabor6 una curva de calibracién utilizando quercetina como estandar (0—1000
png/mL), y los resultados se expresaron como mg equivalentes de quercetina por
gramo de materia seca (mg QE-g™* DW). Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado, y las soluciones se filtraron con membrana PVDF 0.45 pum antes de la
lectura espectrofotométrica.

Aunque los flavonoides son compuestos predominantemente polares, algunos
subgrupos como flavanonas metiladas, agliconas lipofilicas o flavonoides glicosilados
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con cadenas no polares pueden presentar cierta solubilidad en extractantes apolares.
Sin embargo, se reconoce que el uso de hexano como disolvente primario puede
limitar la representatividad total del perfil flavonoide de la muestra. Por esta razon, el
extracto seco fue reconstituido en una fase hidroalcohélica compatible con el ensayo
de AIClz, lo cual permiti6 evaluar de forma indirecta la posible presencia de
flavonoides parcialmente solubles o asociados a otras moléculas no polares.

Este andlisis se plantea como una evaluacién exploratoria, y se sugiere que
estudios posteriores complementen esta evaluacion utilizando fracciones extraidas
con disolventes polares para asegurar una recuperacion mas amplia de estos
compuestos bhioactivos.

e Cuantificacion de acidos fenoélicos.

Se siguio el procedimiento descrito por Lillo et al. (2016) con ajustes menores. Se
tomaron 100 uL del extracto hexanico y se hicieron diluciones sucesivas en etanol:
agua (80:20) para asegurar la miscibilidad. A cada alicuota se agregaron 1 mL de HCI
0.5 M, 1 mL del reactivo de Arnow, y 1 mL de NaOH 1 M, en ese orden, y se ajusto el
volumen a 5 mL con agua destilada. La mezcla se incubd durante 30 minutos en
ausencia de luz, y la absorbancia se midi6 a 520 nm en un utilizando un
espectrofotébmetro UV-Visible modelo Multiskan SkyHigh Microplate
Spectrophotometer Thermo Scientific™ (EUA). Se realizé una curva de calibracién
con &cido cafeico (0-1000 mg/L) y los resultados se expresaron como mg CAE-g™
DW (equivalentes de acido cafeico por gramo de materia seca).

e Cuantificacion de proantocianidinas.

Se sigui6 el protocolo de Lillo et al. (2016), con adecuaciones. A 200 pL del
extracto se le agregaron 1200 pL de vainillina al 4 % p/v en butanol y 600 pL de HCI
concentrado. La mezcla se mantuvo en oscuridad durante 30 minutos y la
absorbancia se leyé a 500 nm. Se empled una curva de calibracién con (+)-catequina
(0—-1000 mg/L), y los resultados se expresaron como mg CE-g™* DW. El ensayo fue
realizado en triplicado.

Cuantificacion de antocianinas.

Se empled el método diferencial de pH modificado de Lillo et al. (2016). Se
prepararon tampones pH 1 (KCI 0.1 M) y pH 4.5 (acetato de sodio y acido acético 0.1
M). A cuatro muestras de 100 pL de extracto se les adicionaron 900 pL del tampén
correspondiente. Se midi6 la absorbancia a 520 y 700 nm. La concentracion se calculd
mediante la ecuacion 1:

AXPM x 1000
— X FD

Ecuacién 1: antocininas totales = <1
P

Donde:

e A= (Abs s20 — Abs 700) pr 1 — (AbS 520 — AbS 700) pH 4.5,
¢ PM = Peso molecular de cianidina-3-glucdésido (449.2 g/mol),
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FD = Factor de dilucion,

| = Longitud de paso de celda en cm,

&= Coeficiente de extinciébn molar para cianidina-3-glucésido (26900 L cm™* mg1),
1000 = Factor de conversion de g a mg.

La concentracién de antocianinas en el extracto se expresa en (mg C3G-g™t DW)
(mg equivalentes de cianidina-3-glucdsido por gramo de materia seca).

e Cuantificacion de taninos.

Se utiliz6 el método de precipitacion con seroalbumina de Ricco et al. (2011). A1
mL de extracto se le afiadié 1 mL de solucién de BSA (NaCl 0.17 M, acetato sédico
0.2 M, pH 5.0, 1 mg/mL de fraccion V). Tras 15 minutos a temperatura ambiente, se
extrajeron 50 pL del sobrenadante para determinar fenoles totales (como taninos
precipitados) usando el método de Folin-Ciocalteu. Aunque este método se realizé
con extracto hexanico, es importante sefialar que los taninos son compuestos polares,
escasamente solubles en hexano, lo cual podria conllevar una subestimacion. Esta
limitacion se reconoce, y se sugiere utilizar fracciones en solventes polares para
futuras aplicaciones. El analisis se realizé por triplicado.

Evaluaciéon de actividad antioxidante.

e Evaluacion de actividad antioxidante por el método de capacidad de
captacién del radical ABTS™.

La capacidad antioxidante del extracto hexanico de Papaver somniferum L. se
determiné de acuerdo con el método descrito por Re et al. (1999), con algunas
modificaciones.

Para generar el radical ABTS™, se prepararon 25 mL de soluciéon de ABTS (7 mM)
y se afiadieron 12.8 mg de persulfato de amonio (2.45 mM), dejandose en reposo
a temperatura ambiente y en oscuridad durante treinta minutos en constante
agitacion. Posteriormente, esta soluciébn madre se diluyé con etanol absoluto
hasta ajustar su absorbancia a 0.700 £ 0.002 a una longitud de onda de 750 nm.
Aunque el protocolo original establece la lectura a 734 nm, se realiz6 un barrido
espectrofotométrico en el rango de longitudes de onda y se determind que este
extracto hexanico presenta su pico maximo de absorcién a 750nm; por lo tanto,
esta fue la longitud de onda seleccionada para las lecturas de esta prueba.

Para evaluar la actividad antioxidante del extracto hexanico, éste fue previamente
resuspendido en etanol absoluto con el fin de asegurar su compatibilidad con el
sistema de reaccion y permitir la adecuada interaccion con el radical ABTS™. Este
paso fue necesario dado que la fase de reaccion del ensayo es hidroalcohdlica y no
miscible directamente con solventes apolares como el hexano.

Asimismo, se preparé una solucion patron de Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico) a 800 UM, disolviendo 2 mg del compuesto en 10 mL
de etanol. A partir de esta solucién madre, se gener6 una curva de calibracién con
concentraciones de 0 a 400 puM.
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Los resultados se expresaron en pmol equivalentes de Trolox por gramo de
materia seca (umol TE g™t MS).

Se reconoce que el ensayo de ABTS™ es méas adecuado para extractos obtenidos
con disolventes polares, ya que los antioxidantes con mayor capacidad captadora de
radicales suelen presentar caracteristicas hidrofilicas. En este estudio, la evaluacion
se consider6 exploratoria para detectar posibles compuestos no polares con
capacidad antioxidante en la fraccion hexanica.

La siguiente ecuacion 2 fue utilizada para determinar el porcentaje de inhibicion
de captacion del radical ABTS™.

Abs .. — Abs .
Ecuacion 2: % Inhibicion = —2215¢ ABTS muestra o 100
AbSyprsi

Donde:

e Abs agts+ = Es la absorbancia de la solucién del radical ABTS™,

e Abs muesta= ES la absorbancia debida a los radicales remanentes que quedan luego de
llevarse a cabo la reaccidn de reduccion, cuando la reaccion ha alcanzado el estado
estacionario Salazar et al (2018).

e Ensayo para medir la capacidad de captacion del radical DPPH* (2,2-Difenil-
1-Picrilhidrazilo)

La metodologia empleada se bas6 en el procedimiento descrito por Brand-
Williams et al. (1995), con modificaciones. Para preparar 100 mL de solucién de
DPPH', se pesaron 7.1 mg del reactivo y se aforé con metanol al 80 % para obtener
una solucién con una concentracion final de 180 puM.

Para la curva estandar, se disolvieron 4 mg de Trolox en 10 mL de metanol al 80
%, obteniendo una solucion madre de 1600 uM. A partir de ésta, se prepararon
diluciones en el rango de 0 a 1280 pM.

Posteriormente, se afiadieron 20 uL de muestra en solucién en una microplaca
de 96 pocillos y se agregaron 260 puL de la solucién de DPPH". La mezcla se agitd
suavemente y se incubd a temperatura ambiente en oscuridad durante 30 minutos.
La absorbancia se midié6 a 510 nm utilizando un lector de microplacas modelo
Multiskan SkyHigh Microplate Spectrophotometer Thermo Scientific™ (EUA).

Aunque la longitud de onda estandar para la medicion del radical DPPH* es 517
nm, en este estudio se utilizé 510 nm debido a las especificaciones técnicas del lector
de microplacas, el cual no cuenta con filtro o0 monocromador en 517 nm, pero si en
510 nm, como ha sido reportado en estudios similares (Gulcin & Alwasel, 2023;
Kedare, 2011). Diversos trabajos han sefialado que esta ligera variacion no afecta
significativamente la sensibilidad del método, siempre y cuando se mantenga la
consistencia en la longitud de onda para todas las mediciones experimentales y los
controles.
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Los resultados se expresaron cémo % de inhibicién del radical DPPH"y se calcul6
la concentracién efectiva 50 (ICs,) mediante andlisis no lineal de regresion sigmoidea,
con ayuda del software GraphPad Prism® version 9.0.

Abs - — Abs -
Ecuaciéon 3: % Inhibicion = DPPH LAbs DPPH muestra « 100
DPPH'i

Donde:

e Abs ppprei = Es la absorbancia de la solucion del radical DPPH",

o Abs muesra = ES la absorbancia debida a los radicales remanentes que quedan luego de
llevarse a cabo la reaccidon de reduccion, cuando la reaccién ha alcanzado el estado
estacionario.

e Ensayo para medir el poder de reduccion férrica del FRAP.

Otro método utilizado para evaluar la capacidad antioxidante del extracto fue el
ensayo de poder reductor férrico (FRAP), de acuerdo con el procedimiento descrito
por Benzie & Strain (1996), con algunas modificaciones propuestas por Salazar et al.,
(2018).

Se prepararon 100 mL de acido clorhidrico (HCI) 40 mM, agregando 123 pL de
HCI concentrado (37 %) y aforando con agua destilada. Posteriormente, se prepar6
una solucion de 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) a 10 mM disolviendo 78.08 mg
del reactivo en HCI 40 mM y aforando a 25 mL. En paralelo, se prepar6 una solucién
de cloruro férrico hexahidratado (FeCl;*6H,0) a 20 mM disolviendo 135.18 mg del
compuesto en 25 mL de agua destilada.

El buffer de acetato de sodio se preparé a una concentracion de 0.3 M y se ajusto
a pH 3.6 con HCI 40 mM, disolviendo 2.4612 g de CH;COONa en agua destilada
hasta completar 100 mL. Esta concentracién es adecuada para mantener un pH
estable durante la reaccion redox del FRAP.

La solucion FRAP se prepar6 diariamente mezclando 2.5 mL de TPTZ 10 mM,
2.5 mL de FeCl3*6H,0 20 mM y 25 mL de buffer de acetato de sodio 0.3 M.

Para la curva estandar, se prepar6 una solucion madre de Trolox a 1000 uM
disolviendo 2.5 mg en una mezcla de buffer de acetato: etanol (50:50) y aforando a
10 mL. A partir de esta solucion, se elaboré la curva de calibracién en un rango de
concentraciones de 0—-400 puM.

La absorbancia se midi6 a 593 nm, y los resultados se expresaron como
equivalentes de Trolox por gramo de muestra seca (umol TE/g MS).
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Actividad antiinflamatoria.

e Evaluacion de la actividad antiinflamatoria mediante la metodologia de
estabilizacién de la membrana del eritrocito

La actividad antiinflamatoria se evalué mediante la metodologia descrita por
Lopez et al. (2018), con algunas modificaciones.

Para este ensayo, se emplearon 5 mL de sangre humana obtenidos de un
donador sano, quien otorgd su consentimiento informado por escrito para el uso
exclusivo de la muestra con fines de investigacion. Dado que el protocolo no involucr
procedimientos clinicos ni diagnésticos sobre el donador, y la muestra fue utilizada
Unicamente para evaluacioén in vitro, no se requirié aprobacion de un comité de ética,
de acuerdo con las normas institucionales aplicables. La muestra se obtuvo en un
tubo con anticoagulante EDTA, para preservar la integridad de los eritrocitos.
Posteriormente, se centrifugé a 3000 r.p.m. durante 10 minutos, obteniéndose un
paquete globular (RBC, red blood cells), con el cual se prepard una suspension al 10
% v/v en solucion salina isotonica.

e Hemdlisis inducida con solucién salina hipoténica.

La mezcla de reaccion consistié en 0.5 mL de la suspensién al 10 % de RBC, 1
mL de buffer de fosfato (PBS) pH 7.4, 1 mL de solucion salina hipotdnica (0.3 % p/v)
y 1 mL del extracto a evaluar.

Como control negativo, se emple6é una mezcla similar reemplazando el extracto
por 1 mL de solucién salina isotonica. Para el control farmacolégico, se utilizé6 1 mL
de indometacina disuelta en solucién salina isotonica a una concentracion de 3.33
mg/mL.

Todos los tubos se incubaron a 37 °C durante 30 minutos y posteriormente se
centrifugaron a 3000 r.p.m. durante 20 minutos. La absorbancia del sobrenadante se
midié por triplicado a 560 nm en un espectrofotbmetro UV-VIS marca Thermo
Scientific modelo Multiskan SkyHigh Microplate Spectrophotometer (EUA), para
determinar el grado de hemodlisis, como indicador de la estabilidad de la membrana
eritrocitaria.

e Hemolisis inducida con calor.

Para esta prueba, se empled la misma mezcla de reaccién descrita anteriormente.
A cada tubo se le adicion6 1 mL del extracto hexanico de Papaver somniferum L. en
concentraciones de 100, 250 y 500 pg/mL. Previamente, el extracto fue resuspendido
en etanol al 10 % v/v en agua, a fin de asegurar su adecuada miscibilidad con la fase
acuosa del sistema.

Como control negativo se empled Unicamente la solucién salina isoténica. El
control farmacol6gico consistid en la adicion de 1 mL de indometacina a una
concentracion de 3.33 mg/mL. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.
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Las muestras se incubaron a 57 °C durante 30 minutos y, posteriormente, se
sometieron a una centrifugacién a 2500 r.p.m. durante 5 minutos.

Las lecturas de absorbancia se realizaron a 560 nm utilizando un
espectrofotdmetro UV-Vis modelo Multiskan SkyHigh Microplate Spectrophotometer
Thermo Scientific™ (EUA), para calcular la liberacién de hemoglobina como indicador
del grado de hemdlisis.

Se utilizé la siguiente ecuacion 4 para para determinar el porcentaje de inhibicién
de la actividad antinflamatoria.

abs de la muestra — abs del control

Ecuacion 4: % de estabilidad = 100 — ( X 100)

abs del control

e Evaluacién de la actividad antiartritica por el método de la Seroalbumina
Bovina.

Esta prueba inicio con la preparacion de una solucién de Seroalblimina de suero
bovino (BSA) al 0.5 %: se disolvieron 500 mg de BSA en 100 mL de agua destilada.
Posterior se prepar6 una solucion salina tamponada con fosfato a pH 6.3: se
disolvieron 8 g de NaCl, 0.2 g de KCl, 1.44 g de Na,HPO, y 0.24 g de KH,PO, en 800
mL de agua destilada. El pH se ajust6 a 6.3 con HCI 1N y se completo el volumen a
1 L con agua destilada.

Se mezclaron 0.05 mL del extracto hexanico resuspendido en etanol al 10 % v/v
en agua destilada, y 0.05 mL de indometacina como farmaco de referencia a 3.33
mg/mL, con 0.45 mL de solucién BSA al 0.5 %. Las muestras se incubaron a 37 °C
durante 20 minutos, y posteriormente se elevaron a 57 °C durante 3 minutos para
inducir la desnaturalizacién proteica. Luego de enfriar, se adicionaron 2.50 mL del
tampén fosfato a cada tubo.

La absorbancia se midié a 255 nm con un espectrofotémetro UV-Visible modelo
Multiskan SkyHigh Microplate Spectrophotometer Thermo Scientific™ (EUA).

Se utiliz6 como control la solucién con BSA sin extracto ni farmaco, la cual
representé el 100 % de desnaturalizacion proteica.

Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion de la
desnaturalizacion de proteinas, comparando la absorbancia de cada muestra con la
del control negativo segun la formula:

Acontral - Amuestra

Ecuacion 5: %Inhibicion = ( ) x 100

Acontrol

Donde:

e Acontrol: absorbancia del control,
e Amuestra: absorbancia de la muestra.
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e Evaluacion de la actividad antiartritica por el método de la Proteina de
huevo.

El porcentaje de inhibicion de la desnaturalizacion de proteinas se calculod
utilizando la siguiente ecuacion 6:

v
Ecuacion 6: %Inhibicién = 100 x [Vf - 1]
C

Donde:

e Vi absorbancia de la muestra,
e \/c absorbancia control.

La mezcla de reaccion (5.00 mL) consistié en 0.20 mL de albumina de huevo,
2.80 mL de soluciéon salina tamponada con fosfato (PBS, pH 6.4) y 2.00 mL del
extracto hexanico previamente resuspendido en una mezcla de etanol: agua (10:90,
v/v), a fin de asegurar su compatibilidad con el medio acuoso.

Un volumen similar de agua bidestilada fue empleado como control. Las mezclas
se incubaron a 37 = 2 °C durante 15 minutos y posteriormente se calentaron a 70 °C
durante 5 minutos para inducir la desnaturalizacion de la proteina.

Después de enfriar, se midi6 la absorbancia a 660 nm utilizando como blanco el
vehiculo correspondiente. Se utiliz6 indometacina a 3.33 mg/mL como farmaco de
referencia, tratada bajo las mismas condiciones que los extractos.

Analisis por Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

Con el fin de identificar los grupos funcionales presentes en el extracto hexanico
de Papaver somniferum L., se realizé un andlisis mediante espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier (FT-IR). Para ello, se utilizé un espectrofotometro FT-IR
modelo Nicolet iS50 de THERMO SCIENTIFIC, equipado con accesorio de
reflectancia total atenuada (ATR), operando en un rango espectral de 4000 a 500
cm™ con una resolucion de 4 cm™ y un promedio de 30 escaneos por muestra.

El extracto se analizé directamente sin necesidad de preparacién adicional,
colocando una pequefia cantidad del mismo sobre el cristal del accesorio ATR. Los
espectros obtenidos se interpretaron con base en las bandas caracteristicas de los
grupos funcionales, con el apoyo de bibliografia especializada.

Analisis Estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado independiente, y los
resultados se expresaron como media + desviacion estandar (DE). Para determinar
diferencias significativas entre los métodos de evaluacion de capacidad antioxidante,
se aplicé un andlisis de varianza de una via (ANOVA de un solo factor), seguido de
la prueba de comparaciones mdultiples de Tukey. Se considerd estadisticamente
significativa una diferencia con valor de p < 0.05. El andlisis se realiz6 utilizando el
software GraphPad Prism version 9.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.).


http://revistabiociencias.uan.edu.mx/
https://doi.org/10.15741/revbio.13.e1891

http://revistabiociencias.uan.edu.mx ISSN 2007-3380

https://doi.org/10.15741/revbio.13.e1891 @@@@

Resultados y Discusion

Posterior al proceso de maceracion y concentracion del extracto mediante
rotaevaporacion, se obtuvo un volumen residual de 25.00 mL de extracto
concentrado, correspondiente a la fraccidon hexanica. Dicho volumen se utilizé para
las distintas determinaciones experimentales. Cabe sefialar que no se tratd de
extracto seco, ya que no se realiz6 un secado completo ni cuantificacion gravimétrica,
por lo que los resultados posteriores se expresan con base en concentraciones
relativas del extracto en solucion.

Los analisis fitoquimicos cualitativos realizados al extracto hexanico (Tabla 1)
evidenciaron la presencia de metabolitos secundarios como flavonoides, taninos y
compuestos fendlicos (Diaz et al., 2015; Lu et al., 2017). La deteccién de estas
moléculas, tradicionalmente consideradas de naturaleza polar, podria explicarse por
una resuspension parcial del extracto hexanico en un vehiculo hidroalcohélico polar
previo a su andlisis, o por la concentracion de formas lipofilicas (o agliconas) que
presentan afinidad con solventes apolares Diaz et al. (2015).

Adicionalmente, se observé una sefal positiva en la prueba de azlcares, aunque
esta no fue respaldada por un método cuantitativo ni reportada en la seccion
metodoldgica, por lo que debe interpretarse con cautela.

Respecto a las pruebas en las que no se detectaron ciertos metabolitos, esto no
implica su ausencia total en el extracto, sino que podria deberse a limitaciones en las
condiciones experimentales, tales como el pH, la polaridad del solvente, la
sensibilidad de las pruebas colorimétricas o la concentracion utilizada Lu et al. (2017).

El andlisis fitoquimico cualitativo del extracto hexanico revel6 una presencia
destacada de compuestos fendlicos, como flavonas, taninos y antocianinas, con
intensidades de reaccion entre (+++) y (++++), lo que sugiere un perfil metabdlico
complejo con potencial bioactivo (Tabla 1). Estos resultados son especialmente
relevantes, ya que los compuestos mencionados suelen estar asociados con diversas
propiedades farmacoldgicas y antioxidantes.

Si bien estos metabolitos son tipicamente solubles en solventes polares, su
deteccion en el extracto hexanico podria explicarse por la polaridad intermedia de
ciertos compuestos presentes en las semillas, asi como por una posible coextraccién
de trazas polares residuales durante el proceso de maceracion. Estudios previos han
demostrado que, aunque los extractos hexanicos tienden a mostrar un bajo contenido
de polifenoles en comparacion con solventes como etanol o metanol, algunos
compuestos fendlicos menos polares pueden llegar a recuperarse en esta fraccion
(Ng et al., 2020; Kulshreshtha & Ranawat, 2022).

Por otro lado, se observo que el extracto diluido permitio una mejor deteccion de
metabolitos que su contraparte concentrada. Este comportamiento puede atribuirse a
una menor interferencia de matriz en las muestras diluidas, lo que facilita la
interaccion especifica entre los metabolitos y los reactivos cromogénicos,
aumentando la sensibilidad de las pruebas cualitativas. Este fendmeno ha sido
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descrito previamente en ensayos fitoquimicos, donde la dilucién adecuada del
extracto mejora la visibilidad de las reacciones colorimétricas (Khoddami et al., 2013).

Tabla 1. Resultados de analisis fitoquimico donde: (++++) muy abundante, (+++) abundante,
(++) medianamente abundante, (+) poco abundante y (-) no se observa.

Metabolito Prueba fitoquimica Resultado
Prueba de espuma +
Saponinas Salkowski ++
Liebermann-Burchard ++
Flavonas Shinoda +++
Fenoles Dicromato de potasio +++
Taninos Cloruro férrico +++
Antocianinas NaOH al 20 % ++++
Quinonas NaOH al 5 % +
Borntréanger +
Mayer +
Alcaloides Wagner +
Dragendorff +
Azucares Molisch +++
Fehling +++
AzUlcares reductores Benedict +++

En cuanto a la deteccion de azlcares y azUcares reductores, si bien su presencia
en un extracto hexanico es poco esperada debido a su naturaleza polar, no puede
descartarse completamente la posibilidad de trazas o interferencias analiticas.
Factores como una eliminacién incompleta del solvente acuoso, o la interaccion de
otros compuestos no azucarados con los reactivos de Molisch, Fehling y Benedict,
podrian haber generado resultados positivos. En este contexto, se recomienda
realizar futuras evaluaciones utilizando fraccionamientos polares y controles
negativos, a fin de confirmar la naturaleza de las sefiales observadas.

Finalmente, estos resultados respaldan la importancia de optimizar los
procedimientos de extraccion y analisis, especialmente al trabajar con matrices
vegetales complejas. La implementacion de técnicas espectrofotométricas
cuantitativas como Folin-Ciocalteu para fenoles totales, cloruro de aluminio para
flavonoides y Folin-Denis para taninos, contribuird a validar y complementar los
hallazgos obtenidos por métodos cualitativos. Ademas, se sugiere estandarizar el
proceso de extraccion, especificando claramente las fases utilizadas y su
concentracion, con el fin de garantizar la reproducibilidad y comparabilidad de los
resultados.
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Tabla 2. Resultado de cuantificacion de metabolitos secundarios.

Flavonas y Acidos - o ;
Fenoles totales A o Proantocianidinas ® Antocianinas®  Taninos A
Flavonoles®  fendlicos ©

Extracto 0.3510 + 0.05 0.2081 +0.011  0.1332 +0.010 0.0193 +0.013 2.1457 +0.005  0.0247 +0.004

Amg GAE g* DW; B mg EQ g*DW; ¢ mg CAE g; P mg CE g1 DW; E mg C3G g'DW. Los valores
representan las medias y su desviacion estandar.

Analisis comparativo de la actividad antioxidante mediante los ensayos ABTS™,
DPPH"y FRAP.

Resultados del ensayo ABTS™

El extracto directo alcanz6 su mayor capacidad antioxidante a los 60 minutos de
reaccion, momento en el cual se registrd el porcentaje maximo de inhibicion. El valor
obtenido para este ensayo fue de 82.48 % de inhibicion.

Resultados del ensayo DPPH*

Se observé una actividad antioxidante significativa del extracto hexanico,
alcanzando un 79 % de inhibicion, estabilizandose a los 85 minutos de iniciada la
reaccion. Ademas, se cuantific6 un contenido de 12.40 mg TE/g DW mediante
eguivalentes de Trolox.

Resultados del ensayo FRAP

El extracto presenté una capacidad reductora correspondiente a 2.95 mg TE/g
DW, lo cual indica una actividad antioxidante moderada.

Los resultados obtenidos evidencian una actividad antioxidante significativa del
extracto hexanico, tanto en los ensayos ABTS” como DPPH'y FRAP, a pesar de que
este tipo de extracto generalmente se asocia con una menor presencia de metabolitos
antioxidantes debido a su baja polaridad. El valor de inhibicion del 79 % en el ensayo
DPPH' y del 82.48 % en ABTS™ indican la presencia de compuestos con capacidad
donadora de electrones o protones, posiblemente compuestos fendlicos menos
polares, carotenoides u otros metabolitos lipofilicos extraidos con hexano.

En el caso del ensayo FRAP, el valor obtenido de 2.95 mg TE/g DW es moderado
en comparacion con extractos obtenidos con disolventes mas polares, lo cual puede
deberse a la baja extraccion de polifenoles fuertemente reductores en disolventes no
polares. Sin embargo, la deteccién de actividad en este ensayo complementa los
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resultados previos y sugiere que el extracto contiene al menos algunos compuestos
capaces de reducir iones férricos, lo que refuerza su potencial antioxidante.

El andlisis estadistico realizado mediante ANOVA de un solo factor revelo
diferencias estadisticamente significativas en los valores de capacidad antioxidante
del extracto hexanico de Papaver somniferum L. obtenidos con los métodos ABTS,
DPPH y FRAP (F = 316.77; p = 8.26 x 1077). Los valores medios observados fueron
de 4.4965 + 0.012 mg TE/g DW (ABTS), 12.4039 = 0.011 mg TE/g DW (DPPH) y
2.9487 + 0.80 mg TE/g DW (FRAP), lo que evidencia una variabilidad significativa
atribuible a la metodologia analitica empleada. La prueba de Tukey confirmo que al
menos uno de los métodos (DPPH) se comporta de manera significativamente
diferente frente a los otros, particularmente al mostrar una mayor capacidad
antioxidante expresada en mg TE/g DW.

Asimismo, la cinética observada en los ensayos ABTS™ y DPPH' mostré que la
actividad antioxidante se estabiliza después de una hora, lo cual sugiere que la
interaccion entre los compuestos del extracto y los radicales libres ocurre de forma
progresiva, probablemente por una liberacion sostenida o por diferencias en la
afinidad de los metabolitos hacia cada tipo de radical.

Estos hallazgos son consistentes con estudios como los de Ng et al. (2020) y
Shah & Patel, (2021) quienes sefialaron que, aunque los extractos hexanicos tienden
a tener menor contenido de compuestos fendlicos totales en comparacion con
extractos metandlicos o acuosos, aln pueden mostrar una actividad antioxidante
moderada o elevada dependiendo de la matriz vegetal y del tipo de compuestos
presentes.

En conjunto, los resultados obtenidos evidencian que el extracto hexanico de
Papaver somniferum L. contiene metabolitos con potencial actividad antioxidante,
cuya deteccion estd influida por la naturaleza quimica de los radicales empleados en
cada método y la sensibilidad inherente a cada ensayo. La mayor respuesta
observada en el ensayo DPPH sugiere la presencia de compuestos con alta
capacidad donadora de electrones o hidrogenos, mientras que el método FRAP, que
evalla el poder reductor férrico, presentdé menor sensibilidad frente a esta matriz
lipofilica. Estas diferencias, respaldadas por un andlisis estadistico significativo entre
métodos (p < 0.001), subrayan la importancia de emplear metodologias
complementarias para una caracterizacion mas completa del potencial antioxidante.
Se recomienda, ademas, complementar estos hallazgos con andlisis cuantitativos
especificos (como HPLC o Folin-Ciocalteu) que permitan identificar los compuestos
bioactivos responsables de dicha actividad.
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Tabla 3. Capacidad antioxidante y mg TE/g materia seca del extracto hexanico de Papaver
somniferum L. frente a las diferentes metodologias.

Resultado (mgTE g

Muestra materia seca) % Inhibicion
(ABTS*") 4.4965 + 0.012 82.4756
(DPPH®) 12.4039+ 0.011 79.6251
(FRAP) 2.9487 +0.80 N/A

Resultados de la actividad antiinflamatoria y antiartritica
Actividad antiinflamatoria

El extracto hexanico mostré una capacidad significativa para inhibir la hemolisis
inducida, lo que refleja un efecto estabilizador de membranas. Se obtuvo un 82.21 %
de inhibicién en el método de solucion hipotdnica (HISH) y un 85.13 % en el método
de hemodlisis inducida por calor (HIC). Estos valores son comparables con el control
farmacoldgico (indometacina a 5.33 mg/mL), que present6 un 95.15 % de inhibicion.
Aunqgue ligeramente inferiores, los porcentajes observados para el extracto sugieren
una actividad antiinflamatoria relevante, considerando la naturaleza no polar del
solvente utilizado para su obtencion.

Actividad antiartritica

En los modelos in vitro para evaluacion de actividad antiartritica, el extracto
mostrd un efecto inhibitorio del proceso de desnaturalizacién proteica. Se registré un
82.0 % de inhibiciéon con el método de albumina sérica bovina (BSA) y un 87.04 %
con el método de albumina de huevo (EA). Estos valores respaldan la capacidad del
extracto para estabilizar proteinas frente a condiciones desnaturalizantes, mecanismo
asociado a procesos inflamatorios y artriticos.

El analisis de varianza de una via (ANOVA) aplicado a los datos de porcentaje de
inhibicion entre tratamientos reveld diferencias estadisticamente significativas (F =
10,209.11; p = 5.28 x 107'). El analisis post hoc mediante la prueba de
comparaciones multiples de Tukey confirmé que el extracto hexanico difiere
significativamente del control positivo (indometacina a 3.33 mg/mL), aunque mantiene
una inhibicién dentro de un rango biol6gicamente relevante. Entre los modelos
evaluados, el método de albumina de huevo (EA) mostré el mayor porcentaje de
inhibicion, seguido por el modelo de hemdlisis inducida por calor (HIH) y, en menor
medida, el modelo de solucion hipoténica (HSIH). Estas diferencias sugieren que la
respuesta del extracto puede depender del mecanismo de desestabilizacion celular
especifico de cada modelo, siendo mas efectivo en condiciones de desnaturalizacion
proteica o térmica. En conjunto, los resultados estadisticos respaldan el potencial
antiinflamatorio y antiartritico del extracto hexanico, con variaciones atribuibles a la
sensibilidad particular de cada modelo in vitro.
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Los hallazgos en los ensayos antiinflamatorios y antiartriticos refuerzan el
potencial del extracto hexanico como agente bioactivo. Aunque los valores de
inhibicion fueron ligeramente menores al del farmaco estandar, se encuentran dentro
de un rango biol6gicamente relevante. Estos efectos podrian explicarse por la
presencia de metabolitos secundarios lipofilicos, como alcaloides, terpenoides o
flavonoides no polares. Investigaciones previas han reportado que extractos lipofilicos
de ortiga mayor presentan efectos antiinflamatorios superiores a los extractos polares
(Johnson et al., 2013), y que extractos con diclorometano de verdolaga inhiben la
COXy promueven la IL-10 (Ahmed et al., 2022).

Ademas, se ha documentado que los compuestos naturales derivados de plantas
y fuentes marinas, como alcaloides, terpenoides y flavonoides, pueden modular vias
inflamatorias en macrofagos y otras células inmunes (Merecz-Sadowska et al., 2020;
Mohammed et al., 2014; Saudagar & Saokar, 2019; Verma et al., 2016). Talhouk et
al. (2007) y Justo et al. (2015) han sefialado también que el vehiculo de administracion
puede influir en la eficacia observada, siendo el DMSO uno de los més eficientes para
revelar actividad antiinflamatoria in vitro.

En conjunto, estos hallazgos sugieren que los metabolitos lipofilicos presentes en
el extracto hexanico pueden ejercer un efecto estabilizador de membranas y proteinas
estructurales, actuando como agentes antiinflamatorios a través de mecanismos de
proteccion fisica o modulacién molecular temprana. A pesar de la polaridad limitada
del hexano, su capacidad para extraer compuestos bioactivos con efecto relevante
justifica su uso exploratorio.

Se recomienda complementar estos hallazgos con estudios de caracterizacion
fitoquimica por HPLC u otras técnicas avanzadas para identificar los compuestos
responsables y evaluar su bioactividad in vivo.

Figura 1. Grafico de % de inhibicion del extracto hexanico de Papaver somniferum L.
contra un farmaco comercial (indometacina). HSIH: Hemolisis Inducida por Solucion
Hipoténica, HIC: Hemolisis Inducida por Calor, BSA: Seroalbumina Bovina, EA: Albumina de
huevo.
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Analisis por Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR).

El extracto hexanico de la semilla de Papaver somniferum L. fue analizado
mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) con el
objetivo de identificar los principales grupos funcionales presentes. El espectro
obtenido (Figura 2) revela varias bandas caracteristicas que permiten inferir la
composicion quimica general del extracto.

Se observa una banda ancha en 3000 cm™, atribuida a las vibraciones de tensiéon
del doble enlace C=C presentes en olefinas. Adicionalmente, se identifican bandas
en 2930 cm™ y 2850 cm™, asociadas a las vibraciones de estiramiento asimétrico y
simétrico del grupo metileno (—CH,-) tipico de hidrocarburos alifaticos.

Una sefial intensa en 1750 cm™ sugiere la presencia de grupos éster, atribuible
al estiramiento del enlace C=0. A su vez, una banda en 1680 cm™ puede estar
relacionada con enlaces C=C conjugados, o bien con compuestos aromaticos
sustituidos, mas que con olefinas aisladas, por lo que debe interpretarse con cautela.
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Figura 2. Espectro FT-IR del extracto hexanico de la semilla de Papaver somniferum L.

Las bandas observadas en 1400 cm™ y 1390 cm™ pueden asignarse a
deformaciones del grupo metilo (-CH3) o vibraciones del anillo de compuestos
aromaticos, aunque no son diagnésticas por si solas de la presencia de alquenos.

La sefial a 1150 cm™ corresponde al estiramiento del enlace C-O-C,
caracteristico de los grupos éster, lo cual refuerza la observacién previa en 1750 cm™,
Finalmente, la banda en 700 cm™ podria estar asociada a vibraciones fuera del plano
del anillo aromatico, aunque su intensidad y forma sugieren precaucién en su
interpretacion.
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Las sefiales observadas en el espectro FT-IR son consistentes con la presencia
de compuestos lipofilicos, como acidos grasos, ésteres, hidrocarburos alifaticos y
terpenos, que suelen ser extraidos con disolventes no polares como el hexano. La
identificacion de grupos ésteres es particularmente relevante, ya que estos
compuestos pueden estar asociados con metabolitos secundarios de interés
bioactivo, como ciertos triterpenos o &cidos grasos esterificados con potencial
antioxidante y antiinflamatorio. La espectroscopia FT-IR ha sido empleada con éxito
para detectar lipidos, &cidos grasos y terpenos en extractos obtenidos con disolventes
no polares (Felix-Sagaste et al., 2024; Shekhawat, Deora, & Sarswati, 2025). Las
sefiales observadas en el espectro son consistentes con componentes lipofilicos
activos, y corroboran la eficacia del hexano como solvente para aislar metabolitos
antiinflamatorios de naturaleza no polar (Hari & Nair, 2018; Forfang et al., 2017).

La caracterizacion por FT-IR proporciona un primer acercamiento cualitativo a la
composicion guimica del extracto, que debe complementarse con técnicas mas
especificas como cromatografia o espectrometria de masas para la identificacion
definitiva de los compuestos presentes.

Limitaciones del estudio

Aunque los hallazgos obtenidos aportan evidencia del potencial antioxidante,
antiinflamatorio y antiartritico del extracto hexanico de Papaver somniferum L., existen
algunas limitaciones que deben considerarse. En primer lugar, los ensayos biol6gicos
se realizaron con un numero limitado de replicaciones, lo que restringe la posibilidad
de aplicar andlisis estadisticos robustos en algunos modelos, como en los ensayos
antiinflamatorios. En segundo lugar, el estudio no incluy6 una evaluacion toxicolégica
del extracto, lo cual limita las inferencias sobre su seguridad y aplicabilidad
terapéutica. Ademas, no se realizé una caracterizacion fitoquimica exhaustiva para
identificar los metabolitos responsables de las actividades observadas, por lo que se
requiere la aplicacion de técnicas analiticas especificas (como HPLC, GC-MS o LC-
MS/MS) en estudios futuros. Por ultimo, si bien se observd una relacién cualitativa
entre el contenido fendlico y la bioactividad, no se efectuaron andlisis estadisticos de
correlacion que permitan establecer una asociacion cuantitativa entre estas variables.
Estas limitaciones deben ser abordadas en investigaciones posteriores para
consolidar el valor farmacolégico del extracto.

Conclusion.

Los resultados obtenidos evidencian que el extracto hexanico de semillas de
Papaver somniferum L. posee una actividad antioxidante, antiinflamatoria y
antiartritica destacable, atribuible posiblemente a la presencia de compuestos
lipofilicos como terpenoides, alcaloides y flavonoides no polares. La caracterizacion
espectroscopica mediante FT-IR reforzé la identificacion de estos metabolitos.
Aunque el hexano no es el solvente 6ptimo para compuestos polares, el peffil
fitoquimico y la actividad biolégica observada indican que esta fraccion puede
contener principios activos relevantes con posible aplicacién terapéutica. Los
hallazgos sugieren la necesidad de complementar el andlisis con técnicas como
HPLC-MS o0 GC-MS, asi como ensayos in vivo, para validar el potencial farmacolégico
de este extracto en contextos clinicos o nutracéuticos. Este estudio contribuye a la
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revalorizacion de extractos no polares en la investigacion de productos naturales
bioactivos.
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