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Resumen

Introduccion. Los antioxidantes han demostrado potencial quimioprotector en patologias degenerativas, inflamatorias, autoinmunes,
oncologicas y asociadas al distrés respiratorio. Objetivo. Evaluar las caracteristicas fitoquimicas y capacidad antioxidante in vitro
mediante el método DPPH y ABTS. Disefio. Observacional analitico. Lugar. Laboratorio de Farmacologia Experimental, Facultad
de Medicina Humana, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Perl. Material biolégico/Quimico. Hojas de Aloe vera,
semillas de Plukenetia volubilis, hojas-tallos de Caiophora carduifolia, hojas de Cecropia membranacea. Intervenciones. Observacion
y analisis de la capacidad antioxidante mediante el método DPPH-concentracion efectiva media (CE,,) de los extractos y la capacidad
antioxidante equivalente a trolox por el método del ABTS. Medida de resultados. Marcha fitoquimica preliminar, porcentaje de inhibicion
antioxidante por captacion del radical DPPH, determinacion del equivalente trolox/g,,,,..- Resultados. La Cecropia membranacea
presentd mayor numero de metabolitos secundarios, alcaloides, saponinas, compuestos flavonoides; en la captacion de radicales
DPPH, requirié menor dosis para alcanzar la capacidad antioxidante (CE,;=0,159 mg/mL); mediante el método ABTS (5,834 uM
trolox/g). La Caiophora carduifolia (0,87 mg/mL - 0,44 mg/mL) tuvo efectos similares al trolox (p>0,05). EI Aloe vera y Plukenetia
volubilis también tuvieron capacidad antioxidante dependiente de la dosis. Conclusiones. Se ha demostrado capacidad antioxidante
in vitro a concentracion dependiente, siendo mayor la de Cecropia membranacea y Caiophora carduifolia y menor la de Aloe vera y
Plukenetia volubilis.
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Abstract

Introduction. Antioxidants have shown chemopreventive potential in degenerative, inflammatory, autoimmune, oncology and respiratory
distress associated pathologies. Objective. To assess the phytochemical and antioxidant properties in vitro by DPPH and ABTS method.
Design. Observational analytical. Location. Laboratory of Experimental Pharmacology, Faculty of Medicine, Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, Lima, Peru. Biological/Chemical Material. Aloe vera leaves, Plukenetia volubilis seeds, Caiophora carduifolia
leaves-stalks, Cecropia membranacea leaves. Interventions. Observation and analysis of the antioxidant capacity by DPPH-method
mean effective concentration (EC,,) of the extracts and trolox equivalent antioxidant capacity by the ABTS method. Main outcome
measures. Phytochemical preliminary march, antioxidant percent uptake inhibition by DPPH radical, determination of equivalent trolox
19.s- RESUItS. Cecropia membranacea presented more secondary metabolites, alkaloids, saponins, flavonoid compounds; required
smaller dosage to achieve the antioxidant effect (EC,, = 0.159 mg/mL) in attracting DPPH radical; achieved the best antioxidant effect
by ABTS method (5.834 uM trolox/g). Caiophora carduifolia (0.87 mg/mL - 0.44 mg/mL) had trolox similar effects (p> 0.05). Aloe vera
and Plukenetia volubilis also had antioxidant dose dependent effect. Conclusions. Concentration dependent in vitro antioxidant effect
has been shown, higher with Cecropia membranacea and Caiophora carduifolia and lower with Aloe vera and Plukenetia volubilis.
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INTRODUCCION

Las plantas poseen taninos, lignanos,
estilbenos, compuestos fendlicos, fla-
vonoides, catequinas, antocianinas ).
Estos productos de origen natural de-
mostraron potencial quimiopreventivo
en bioensayos y modelos animales, los
cuales han sido asociados a la actividad
antioxidante ?; como suplementos die-
téticos protegen los efectos nocivos de
la oxidacién y neutralizan los efectos
adversos del estrés oxidativo @. El des-
balance entre oxidantes-antioxidantes
estd asociado a diversas patologias,
como ateroesclerosis, cdncer, enferme-
dad de Alzheimer, diabetes mellitus,
enfermedades autoinmunes,
inflamatorias crénicas, situaciones de
injuria por isquemia, sindrome de dis-
trés respiratorio . Los antioxidantes
primarios neutralizan los radicales li-
bres, mediante transferencia de un
atomo de hidrégeno o electrén; mien-
tras que los antioxidantes secundarios
neutralizan catalizadores prooxidan-
tes @), El Aloe vera ‘sabila’ es una espe-
cie xerofita y suculenta, originaria del
Africa; se le ha identificado 75 prin-
cipios activos ®; presenta compuestos
fendlicos, principalmente cromonas y
antroquinonas, ubicados en la capa in-
terna de las células epidermales ©; el
parénquima gelatinoso e incoloro estd
constituido principalmente por agua,
mucilagos, 4cidos y sales organicas,
enzimas, saponinas, taninos, trazas de
alcaloides y vitaminas . Plukenetia vo-
lubilis ‘sacha inchi’ es una especie que
se encuentra en la selva tropical perua-
na; es reconocida por el alto contenido
de proteinas, tocoferoles, aceites ricos
en omega-3 y omega-6 ®. Mediante
HPLC se cuantific6 compuestos fe-
ndlicos -acidos fendlicos, flavonoides
y fitoesteroles-, encontrandose estig-
masterol 75,49 mg/100 g y B-sitosterol
74,62 mg/100 g ©. Caiophora carduifolia
‘ortiga colorada’ pertenece a la familia
Loasaceae, crece en los Andes a 4 000
msnm, desde Argentina, Chile, Perd
hasta Ecuador 9; es utilizada para el
tratamiento del resfriado comin, tos,
infecciones bronquiales, neumonia y
como antiinflamatorio. En un estudio

lesiones

fitoquimico se identificé la presencia
de taninos, flavonoides, aminoacidos
y alcaloides V. Cecropia membranacea
‘guarumo’ es una especie originaria de
América tropical, crece a nivel del mar
hasta los 1 500 msnm, pertenece a la
familia Urticaceae, las hojas de la planta
poseen aziicares, se reportan flavonoi-
des y esteroides 2.

El objetivo del estudio fue evaluar
las caracteristicas fitoquimicas y la ca-
pacidad antioxidante in vitro de Aloe
vera, Plukenetia volubilis, Caiophora car-
duifolia, Cecropia membranacea median-
te el método DPPH y ABTS; se buscé
reducir radicales libres y con ello prote-
ger al organismo de los dafios causados
por el estrés oxidativo; ademas de gene-
rar estudios sobre los recursos vegetales
del Peru.

METODOS

Las muestras fueron recolectadas de
diversas ciudades del Peri e identifica-
das por el Museo de Historia Natural
de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos (UNMSM): Aloe vera (L.)
Burman f., ciudad de Lima a 160 msnm
(N°183-USM-2015); Plukenetia volubi-
lis Linnaeus, ciudad de Tarapoto a 330
msnm (N°348-USM-2014); Caiophora
carduifolia C. Presl, ciudad de Huari
a 4 000 msnm (N°114-USM-2015);
Cecropia membranacea Trécul, ciu-
dad de Iquitos a 104 msnm (N°146-
USM-2015).

Las muestras fueron procesadas a
temperatura ambiente en el Labora-
torio de Farmacologia Experimental
de la Facultad de Medicina Humana
de la UNMSM; el Aloe vera fue liofi-
lizado mediante desecacién a partir de
un extracto acuoso de hojas completas
(500 g), colectado y procesado segiin
Ramachandra y Srinivasa @, poste-
riormente homogenizado utilizando
una licuadora a 2 000 rpm durante 90
segundos; los desechos fueron separa-
dos por filtracién con papel Whatman
N° 2 para ser liofilizado y almacenado
(5°C); el aceite de Plukenetia volubilis
fue obtenido por prensado de 900 g

de las semillas sin cdscara a 2 000 psi
mediante el método de extraccién del
IIAP y posterior filtrado; el extracto
etandlico de hojas de Cecropia membra-
nacea (650 g) resulté de macerados en
etanol 96°; el extracto hidroalcohélico
de hojas-tallos de Caiophora carduifolia
(500 g), por maceracién en agua-etanol
96° (1:3), previa desecacién y pulveri-
zado mecénico. El liofilizado se realizé
en los Laboratorios Médico Biolégicos
H. Colichén SAC; el prensado, en las
instalaciones del Laboratorio de Farma-
cotecnia de la Facultad de Farmacia y

Bioquimica de la UNMSM.

En relacién al estudio fitoquimico
preliminar segin Lock (1994), las reac-
ciones de identificacién de metabolitos
secundarios presentes fueron realizadas
con 5 mL de solucién y 5 gotas de reac-
tivo 13,

La determinaciéon de la capacidad
antioxidante in vitro se realizé en las
instalaciones del Laboratorio de Far-
macologfa Experimental de la Facultad
de Medicina Humana de la UNMSM,
por el método del 1,1-difenil-2—pi-
crilhidrazilo hidratado (DPPH; Sigma-
Aldrich®), segin Brand-Williams y
col. 4; se prepar6 una solucién de
0,1 mM (3,9 mg DPPH + 100 mL de
etanol), protegida de la luz; se calibr6
a 517 nm (0,6 a 07) con espectrofoté-
metro UNICO serie 2100.

Para cada extracto se prepar6 la so-
lucién madre y 2 diluciones consecuti-
vas (I mL + 1 mL de agua destilada);
luego se mezcl6 200 uL de solucién +
1 800 uL de DPPH; 30 minutos después
se realizé las lecturas. Se evalué el cam-
bio de color del DPPH, de color violeta
a un color amarillo, en presencia de an-
tioxidantes.

La determinacién de la capacidad
antioxidante in vitro se realizé por el
método del 2,2-azinobis-3-etilbenzo-
tiazolin-6-sulfénico  (ABTS; Sigma-
Aldrich®), segin Hazra y col. 5.
Se preparé el reactivo ABTS a 1 mM
(ABTS+ persulfato de potasio), 16
horas previas protegido de la luz. Para
cada extracto se preparé la solucién
madre y 2 diluciones consecutivas (1
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mL + 1 mL de agua destilada), luego se ~ Tabla 1. Marcha fitoquimica.
mezclé 1960 ul de ABTS + 40 ul de
extracto; 7 minutos después se analiz6 Metabolito secundario Reaccitn
la absorbancia a 734 nm con espectro-

Aloe Plukenetia Caiophora  Cecropia

vera Volubilis  carduifolia membranacea

. . Alcaloides Mayer - - - +
fotémetro UNICO serie 2100. . .
Taninos Gelatina
Se utilizé el reactivo estandar TRO- AA libres Aqua de Br i . .
LOX 1 mM (250 ug/mL) como patrén ) i
. . (14,15) Flavonoides Shinoda + + +
de referencia antioxidante 4%,
Comp. fendlicos Cloruro férrico + + +
La descrlp(‘flon de \.Jar'lz/lbles s’e ex- Saponinas Ensayo de espuma - + +
presa en medias, desviacién estiandar, ) ) .
. BRI, Triterpenos y/o esteroides  Liebermann-Burchard - + +
porcentaje de inhibicién; la compara-
Antronas y naftoquinonas Borntrager + +

cién estadistica de grupos mediante la
prueba de Kruskal-Wallis; la compara-  (+) Presencia, (-) Ausencia.
cién de las medias en relacién al grupo
control por la prueba U-Mann Whit-
ney. Se consideré significativo un valor
p<0,05, intervalo de confianza al 95%;
la ECso se determiné mediante regre- Grupo experimental Porcentaje de inhibicion DPPH (%)*

Tabla 2. Efecto antioxidante in vitro mediante el método DPPH.

sién lineal. (N=6)** 1° Dilucion*** 2° Dilucion*** 3° Dilucion***
Trolox
(250ug/mL - 125ug/mL - 62,5ug/mL) 94,66 + 0,04 53,19 £ 0,19 26,52 = 0,34
RESULTADOS 1 2img/ml— oAé?fng::L-o smgmy B8O 319=1g 2060 067
Al realizar el andlisis fitoquimico, se Plukenetia volubilis
identificé la mayor presencia de meta- (4,23mg/mL — 2,11mg/mL — 1,06mg/mL) 76,88 + 0.25° 46,34 = 242 2652 = 0,09

bolitos secundarios en Cecropia mem- T b
branacea, siendo la tnica en presentar (0,87mg/mL — 0,44mg/mL — 0,22mg/mL) 94,42 + 0,78 5329 + 0,48 3532 + 1,44
alcaloides; adems4s, junto con la Caio-
phora carduifolia presentaron aminoAci-
dos libres y saponinas; todas las plantas
presentaron compuestos fendlicos y fla-
vonoides, a excepcion de Plukenetia vo-
lubilis, que solo mostré triterpenos y es-
teroides; asimismo, el Aloe vera presentd
antronas y naftoquinonas (tabla 1).

Cecropia membranacea

b b b
(0,29mg/mL — 0,15mg/mL — 0,07mg/mL) 80,63 = 1,01 48,68 = 0,00 30,74 = 0,10

*Valores expresados en media + desviacion estandar. ** Kruskal Wallis (P=0.01). ***Variaciones de la inhibicion de las
soluciones experimentales en relacion al trolox. U-Mann Whitney a (p>0,05), b (p<0,05).

En la evaluacién de captacién de 100 7 g47 T
radical DPPH, el porcentaje de inhi-
bicién de la capacidad antioxidante se
observé en un efecto dosis-respuesta; el
analisis de diferencia de medias Krus-
kal-Wallis mostré diferencia significati-
va (p<0,05) entre los grupos. El grupo
Plukenetia volubilis (1,06 mg/mL), Caio-
phora carduifolia (0,87 mg/mL, 0,44 mg/
mL) lograron un resultado similar al
trolox (U-Mann Whitney (p>0,05));
Cepropia membranacea (0,07 mg/mL),
Caiophora carduifolia (0,22 mg/mL) pre- | | | |
sentaron menor inhibicién en relacién TROLOX Aloe vera Plukenetia Caiophora Cecropia
al trolox (U-Mann Whitney (p<0‘05)) volubilis carduifolia ~ membranacea
(tabla 2). Asimismo, todas mostraron M °Dicion M 2°Dilucion M 3° Dilucién
capacidad antioxidante superior al
25%, excepto Aloe vera (0,30 mg/mL)
(figura 1).

76.9 80.6

53,3
46,3 48,7

353

30,7
26,7

Figura 1. Porcentaje de Inhibicion del trolox y extractos mediante el método DPPH.

"
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Tabla 3. Efecto antioxidante in vitro mediante el método DPPH y ABTS.

DPPH ABTS"
EC,, (mg/mL) uM trolox/g extracto
Aloe vera 0,860 = 0,01 1,160 = 0,060
Plukenetia volubilis 2,550 = 0,04 0,154 = 0,001
Caiophora carduifolia 0,420 + 0,06 4,580 = 0,020
Cecropia membranacea 0,159 + 0,04 5,834 + 0,001

EC50: Concentracion efectiva media. *Desviacion estandar.

A partir del porcentaje de inhibi-
cién-dosis en el DPPH y mediante un
andlisis lineal se determiné la EC
(tabla 3) demostrando que la Cecropia
membranacea requirié menor cantidad
para alcanzar una actividad antioxi-
dante (0,159 mg/mL), seguido de la
Caiophora carduifolia (0,420 mg/mL) y
Aloe vera (0,860 mg/mL). Asimismo,
mediante el método del ABTS se ob-
servé mayor capacidad antioxidante
del extracto de Cecropia membranacea vy

Caiophora carduifolia (tabla 3).

DISCUSION

En el presente estudio se evidencié
la presencia de diversos metabolitos
secundarios que confieren capacidad
antioxidante; los compuestos fendlicos
presentes en Aloe vera, Caiophora car-
duifolia y Cepropia membranacea actan
como interruptores de radicales libres o
quelantes de metales, provocando un
efecto antioxidante 9.

La capacidad antioxidante ha sido
evidente con Cepropia membranacea,
posiblemente porque tiene una mayor
cantidad de metabolitos secundarios
(tabla 1); con resultados similares en-
contrados por Ospina y col., la Cecropia
peltata posee flavonoides, taninos y me-
nor proporcién de terpenos y esteroi-
des; ademas demostré poseer un efecto
neurofarmacolégico 17 y se encontrd
alcaloides en los géneros Cecropia po-
lyphlebia y Cecropia obtusifolia '®; esto
coincidié con lo hallado en la marcha
fitoquimica.

Estudios realizados de Caiophora
sepiaria y Caiophora ahmeri indicaron
que no poseen capacidad antioxidan-

te 19, Sin embargo, Khera y col. @
identificaron triterpenos, en la especie
Caiophora coronata; adem4s, observan-
do efectos antibacterianos, estos datos
coinciden con los resultados obtenidos
en la marcha fotoquimica. Se presume
que la presencia de saponinas, flavonoi-
des y amino4cidos libres contribuyen a
alcanzar altos potenciales de inhibi-
cién mediante el método de DPPH y
ABTS @; con ello contribuyen a la
capacidad antioxidante in vitro.

Del mismo modo, el aceite de Pluke-
netia volubilis logré un elevado valor de
EC,, con baja capacidad antioxidante
equivalente al trolox; se puede atribuir
ello a la ausencia de compuestos fend-
licos y flavonoides, principales metabo-
litos secundarios responsables de la ca-
pacidad antioxidante @, los cuales se
encuentran principalmente en las hojas
de la planta segin el reporte de Castillo
y col. @,

Rahda y col. y Lucini y col. refieren
alto contenido de compuestos flavonoi-
des y antroquinonas del Aloe vera ©9;
la presencia de estos metabolitos se-
cundarios coinciden con los resultados
obtenidos en la marcha fitoquimica.
Los anillos de flavonoides poseen un
gran potencial para inhibir la genera-
cién de especies reactivas de oxigeno;
los flavonoides glicosilados se encuen-
tran con frecuencia en hojas sanas y
poseen actividad reductora ??.

La presencia de antroquinonas en
Aloe vera y Cecropia membranacea po-
drfa contribuir en la capacidad antioxi-
dante mediante la peroxidacién de
lipidos; adicionalmente, se le atribuye
propiedades hepatoprotectoras, inmu-
nomoduladoras e inhibidores de cana-
les de calcio ®¥.

De todos los metabolitos secunda-
rios, los compuestos fendlicos muestran
una correlacién lineal entre la concen-
tracién y la capacidad antioxidante
expresada en equivalentes de trolox y
acido ascérbico ®¥; en especial los fla-
vonoides 9 y asimismo los fitoesteroles
como el B-sitosterol poseen también
dicho efecto leve o moderado in vitro,
reduciendo el estrés oxidativo causado
por la administracién de 1,2-dimetilhi-
dracina durante la induccién de carci-
nogénesis en colon de ratas ®7.

Se concluye que las plantas del es-
tudio poseen metabolitos secundarios,
principalmente compuestos fendlicos
y flavonoides; ademas, se observa ma-
yor capacidad antioxidante in vitro de
Cecropia membranacea y Caiophora car-
duifolia por el método DPPH y ABTS
y menor capacidad antioxidante para
Aloe vera y Plukenetia volubilis, siendo
el efecto dependiente de la concentra-
cién.
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