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Resumen

Brunfelsia grandiflora D. Don “chiric sanango” es una planta oriunda de la amazonia peruana, perteneciente a las solana-
ceas y es utilizada en la medicina tradicional por la poblacién selvatica. La investigacion tuvo como objetivo determinar
el contenido de polifenoles totales y la actividad antioxidante in vitro del extracto acuoso de su corteza. La cuantificacion
de los polifenoles totales se realizd aplicando el método de Folin-Ciocalteu y la actividad antioxidante por el método de
eliminacion de radicales libres por transferencia de electrones empleando el 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), el método
de capacidad antioxidante reductor férrico (FRAP) y el método por transferencia de hidrégeno empleando el acido 2,2-azi-
no-bis 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS™). El contenido de polifenoles totales fue de 30,17 mg de acido galico/100g
del extracto y la actividad antioxidante por el método DPPH fue de 11,86 mg Trolox/g muestra; por el método FRAP fue de
113,9 umol de equivalentes de acido ascérbico/g de muestra y por el método ABTS™ de 80,38 mg Trolox/g muestra. Por
lo que se puede concluir que el extracto acuoso es una fuente accesible de antioxidantes.
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Abstract

Brunfelsia grandiflora D. Don “chiric sanango” is a plant native to the Peruvian Amazon, belonging to the Solanaceae and
is used in traditional medicine by the jungle population. The objective of the research was to determine the content of total
polyphenols and the in vitro antioxidant activity of the aqueous extract of its bark. The quantification of total polyphenols
was carried out by applying the Folin-Ciocalteu method and the antioxidant activity by the method of elimination of free
radical by electron transfer using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) the capacity method ferric reducing antioxidant
(FRAP) and the hydrogen transfer method using 2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS™). The con-
tent of total polyphenols was 30,17 mg of gallic acid/100g of the extract and the antioxidant activity by the DPPH method
was 11,86 mg Trolox/g sample; by the FRAP method it was 113,9 umol of ascorbic acid equivalents/g sample and by the
ABTS™t method it was 80,38 mg Trolox/g sample. Therefore, it can be concluded that the aqueous extract is an accessible
source of antioxidants.
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INTRODUCCION

El cuerpo humano posee un sistema complejo de defen-
sas enzimdticas y defensas antioxidantes que contrarres-
tan a los efectos nocivos de radicales libres y oxidantes;
los radicales libres son responsables de causar una gran
variedad de enfermedades como el cdncer, enfermeda-
des cardiovasculares, trastornos neurales, enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, envejecimiento y
aterosclerosis. Existe evidencia cientifica que los antioxi-
dantes pueden ser de gran importancia en la prevencién
y mejora de la calidad de vida al prevenir o posponer la
aparicién de enfermedades degenerativas. Ademds, tie-
nen un potencial para ahorros sustanciales en el costo de
prestacién de asistencia sanitaria’.

Las plantas medicinales se consideran fuentes potencia-
les de compuestos antioxidantes naturales, tales como los
polifenoles, taninos, estilbenos y cumarinas. Estos com-
puestos pueden desempefar un papel importante al ac-
tuar a diferentes niveles en la cadena fisiopatoldgica para
la prevencién de radicales libres y danos oxidativos®.

Una de las plantas medicinales mds importantes del
noreste de la amazonia es un pequefo arbusto pertene-
ciente a las solandceas llamado Brunfelsia grandiflora D.
Don y conocida como “chiric sanango™; utilizada por
una diversidad de curanderos en procesos de iniciacion
y aprendizaje de la medicina tradicional practicados por
la poblacién amazénica en Pert. Existen investigaciones
donde han descubierto los compuestos mds importantes
que se encuentran en las hojas, tallos, raices y corteza de
la raiz son cumarinas, como esculetina y escopoletina;
una metilendiamina, como brunfelsamidina; alcaloides
no identificados, como manacina y manaceina; alcaloi-
des tropdnicos, como escopolamina; alcaloides pirroli-
dinicos, como cuscohigrina y saponinas esteroides que
pertenecen al tipo de saponinas furostan®®. También se
describe la elucidacién estructural completa de un nue-
vo triglicésido de flavonol acilado mediante espectros-
copia de RMN 2D en 14T, siendo esta especie uno de
los remedios nativos mds importantes empleados contra
el reumatismo, la artritis, la fiebre y las mordeduras de
serpientes en la region alta del Amazonas®.

El objetivo del presente estudio fue determinar el conte-
nido de polifenoles totales y la actividad antioxidante 77
vitro del extracto acuoso de la corteza de Brunfelsia gran-
diflora D. Don “chiric sanango”; con el fin de aportar un
mayor conocimiento al estudio de esta planta.

MATERIAL Y METODOS

Tipo y disefio de la investigacién

Aplicada y experimental.

Colecta e identificacion del material biolégico

La corteza de Brunfelsia grandiflora D. Don “chiric sa-
nango” se colecté en la comunidad nativa de Canadn de
Cachiyacu, distrito de Contamana, provincia de Ucaya-
li, Regién Loreto.
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Tratamiento de la muestra y andlisis del material bio-
légico.

La corteza colectada se secd y se extrajo el floema el cual
se pulveriz6 en un molino de cuchillas obteniendo 250g
a partir de cudnto inicialmente? y posteriormente se so-
metié a un proceso de evaporacién-condensacién con 2
L. de agua destilada y luego se filtré en caliente usando
papel Wathman No. 42. El filtrado se concentr6 en un
evaporador rotatorio y posteriormente se secé a 45°C,
resultando 15,7g. de extracto. Luego se pulverizé usan-
do un molino de laboratorio y se almacené en un frasco
dmbar a 8°C hasta el andlisis.

Determinacién de compuestos fenélicos totales:

Se utilizé el método de Folin-Ciocalteu descrito por
ISO 14502-1 modificado’. Se preparé una curva de cali-
bracién de dcido gélico cuyo rango de concentracién fue
de 10 — 50 pg/mL. La muestra metandlica
del material biolégico se preparé a 0,02 g/mL y se dilu-
y6 a 0,8 mg/mL de material biolégico. A 100uL de la
muestra se adicioné 500uL de Sol. Folin-Ciocalteu (1: 9
con agua bidestilada); dejdndose en reposo por 5 min.,
luego se agregé 400ul de Na,CO, 7,5% (w/v) agitdn-
dose vigorosamente, se protegié de la luz y se mantuvo
en reposo por 60 min. a temperatura ambiente. Las
medidas de absorbancias se realizaron a 765nm un es-
pectrofotémetro GENESYS™ 10S UV-VIS.. Se analizé
por triplicado y el contenido fue expresado en mg de
dcido gdlico/100g de muestra biolégica..

Determinacién de la actividad antioxidante.

Se valoré la actividad antioxidante por los métodos

DPPH, ABTS*Ty FRAP.
Modelo del radical DPPH

La actividad de captacién del radical 2,2-difenil-1-pi-
crilhidrazil (DPPH) se realiz6 siguiendo el método de
Brand Williams y Col.® con algunas modificaciones.
Este método se basa en la decoloracién del radical
DPPH por la accién de los antioxidantes. El radical
DPPH es un sélido de color purpura con un electrén
desapareado, cuando se estabilizar el radical libre frente
a un antioxidante se torna un color amarillo pdlido. La
capacidad antioxidante es directamente proporcional a
la disminucién de la absorbancia a 517nm; compardn-
dose con la curva de referencia construida con Trolox,
empleado como patrén primario, Los resultados fueron
expresados como valores TEAC (IC 50 Trolox pg/mL /
IC 50 DPPH muestra mg/mL).

Se realizé un blanco conteniendo 400pL del solvente de
la muestra y 800pL de metanol. En un tubo de ensayo se
colocé 400pL de la muestra (solvente, sustancia patron
Trolox y extracto de Brunfelsia grandiflora D. Don) y
800pL de la solucién de trabajo de DPPH, se agité y
mantuvo en reposo por 30 min. protegido de la luz. Se
calculé el porcentaje de inhibicién (% Inh.) usando la
siguiente formula:

(AbSDPPH - AbSMuestra)
Abspppy

% Inh.= x 100
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Modelo del radical ABTS™

La actividad de captacién del radical ABTS™ (4cido
2,2-azinobis-3-etil benzotiazolina-6-sulfénico) se reali-
z6 segin el método de Re y col.? con algunas modifi-
caciones, el cual se fundamenta en la decoloracién del
radical catién ABTS™ (2,2-azinobis-3-etilbenzotiazoli-
ne-6-sulfonato). EL ABTS™ es un radical cromégeno que
se puede generar enzimdtica o quimicamente a partir de
la oxidacion del ABTS™; este radical es fécilmente solu-
ble en agua y otros solventes orgdnicos y reacciona con
la mayoria de los antioxidantes sintéticos y naturales'®?.

Se realizé un blanco que contenfa 20pL del solvente
de la muestra y 980pL de agua bidestilada. Se adicioné
20pL de la muestra (solvente, sustancia patrén Trolox
y Extracto de Brunfelsia grandiflora) y 980puL de la so-
lucién ABTS™ .Se agitdé y mantuvo en reposo por 7
min. protegido de la luz. Se realizaron las lecturas a 734
nm y se expresé los resultados como valores TEAC (IC
50 Trolox pg/mL / IC 50 ABTS muestra mg/mL). Se
calculé el porcentaje de inhibicién (% Inh.) usando la
siguiente formula:

(AbSABTS - AbSMuestra)

% Inh.=
%o In Absyprs

x 100

Modelo FRAP

El poder antioxidante de la reduccién del ion férrico
segiin Benzie E y Stain J."' es un método colorimétri-
co que se fundamenta en la reduccién del complejo
[Fe(TPTZ)]** a [Fe(TPTZ)]** debido a la presencia de
agentes antioxidantes donadores de electrones en me-
dio 4cido (pH= 3,6). La reduccién del complejo férri-
co se evidencia en el cambio de coloracién de incoloro
a azul intenso a 593nm. Un volumen de 50pL de las
muestras (Acido ascérbico y extracto de Brunfelsia gran-
diflora D. Don a diferentes concentraciones), se mez-
clé con 950pL de reactivo FRAP (2,5mL de la solucién
2,4,6-Tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) (10mM) en HCI
40 mM; 25mL de buffer acetato 300 mM y 2.5mL de

(o))
[—

y=0.2227x +2.1212
R3=0.99

5 W
S ©

[y
=

% Inhibicion radical DPPH
= 2

=]

0 50

100

FeCl, 20mM a un pH de 3.6). La absorbancia se midi6
a 593nm después de 15 min. Se utilizé una curva de
calibracién de 4cido ascérbico (AA) y la actividad del
extracto de Brunfelsia grandiflora D. Don se expresaron
como pmol de equivalentes de 4cido ascérbico/g de ex-
tracto.

RESULTADOS
Compuestos fendlicos totales

El contenido de compuestos fendlicos totales del extrac-
to acuoso de la corteza de Brunfelsia grandiflora D. Don
se determiné mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu. La
curva de calibracién fue lineal (y = 0,0011x + 0,0099,
R?=0,999) en el rango de (10 — 50 pg/mL de 4cido gi-
lico). La muestra analizada tuvo un contenido de com-
puestos fendlicos de 24,34 pg/mL que al ser expresado
en corteza de Brunfelsia grandiflora se obtuvo 30,17 mg
de 4cido gélico/ 100g de sélido del extracto acuoso de la
corteza de Brunfelsia grandiflora D. Don.

Actividad antioxidante

Los resultados obtenidos de la actividad antioxidante
evaluado por los ensayos DPPH (Figura 1) y ABTS™
(Figura 2), se presenta en la Tabla 1. Mientras que el re-
sultado obtenido mediante el ensayo FRAP, el cual es un
método antioxidante reductor, se encontré una activi-
dad del extracto de Brunfelsia grandiflora de 113,9pmol

de equivalentes de dcido ascérbico/g de muestra.

DISCUSION

La cuantificacién de los compuestos fenélicos totales en
el extracto del floema de la corteza de Brunfelsia gran-
diflora D. Don “chiric sanango”, resulté en un valor in-
ferior al reportado por Rongai D. y col."? al evaluar los
extractos de plantas antifingicas, dentro de las cuales
se evalud las hojas de Brunfelsia calyicina, encontraron
136,71mg equivalente de dcido gilico/g peso seco. Este
hallazgo es consistente con los resultados reportados
por Castro y col.'?, quienes encontraron presencia de

IC50: 214.99 pg/mL

150

Concentracion del extracto alcoholico pg/mL

—&— %INHI

Lineal (%INHI)

Figura 1. Extracto de Brunfelsia grandiflora frente al radica DPPH para determinar el IC50.
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Figura 2. Extracto de Brunfelsia grandifiora frente al radica ABTS™ para determinar el IC50.

Tabla 1. Actividad antioxidante del extracto de Brunfelsia grandiflora
D. Don expresada como capacidad antioxidante equivalente a Trolox

(TEAC).
TEAC
Ensayo
mg Trolox/g muestra
DPPH 11,86 mg Trolox/g muestra
ABTS* 80,38 mg Trolox/g muestra

polifenoles, flavonoides, alcaloides, lactonas insaturadas
y glicésidos. Siendo los flavonoides quienes estdn invo-
lucrados en la actividad antioxidante.

La actividad antioxidante del extracto acuoso, fue eva-
luado por los ensayos DPPH, ABTS™" y FRAP; ensayos
basados en la transferencia de electrones donde la prue-
ba DPPH proporcioné informacién sobre la reactividad
de los compuestos de prueba con un radical libre el 2,
2-difenil-picrilhidracilo (DPPH) mostrando una fuerte
banda de absorcién a 517nm en espectroscopia visible,
siendo la eficacia de los antioxidantes a menudo aso-
ciados con su capacidad para eliminar radicales libres
estables’. En el presente estudio, (Tabla 1), la muestra
que produjo una inhibicién del 50% del radical DPPH
(IC50) 11,86mg Trolox/g muestra.

El mecanismo del método ABTS™ para la evaluacién de
la actividad antioxidante es la misma que la del método
DPPH, pero el método ABTS™ es més confiable que el
método DPPH debido a la solubilidad del reactivo';
ABTS™ es un radical libre protonado y, por lo tanto,
se utiliz6 en este estudio para examinar la capacidad de
los extractos de hojas para reducir el radical con car-
ga positiva en solucion. Este ensayo también se incluyé
en este estudio porque ABTS™ es sensible en un amplio
rango, desde antioxidantes muy potentes hasta antioxi-
dantes muy débiles, lo cual estos Gltimos podrian no ser
detectados por el ensayo DPPH. Los compuestos con
un grupo OH en el anillo aromdtico que se encuentran
inactivos frente al radical DPPH son significativamente
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activos frente a ABTS™*" por lo que se puede ver una
diferencia entre los resultados obtenidos en la Tabla 1
donde la actividad eliminadora de ABTS™ varia signifi-
cativamente.

El ensayo FRAP es uno de los métodos antioxidantes
reductores que tiene la capacidad de producir Fe (II) a
partir de Fe (III) indicdndose esto como el “poder an-
tioxidante™? Un valor alto de FRAP indica un alto po-
tencial redox, y los compuestos con un alto potencial
redox pueden donar electrones a los radicales libres y
convertirlos en un estado inofensivo, poniendo fin a
sus reacciones radicales'. El poder reductor del extrac-
to se expresé como valor FRAD, el cual fue 113,9pmol
de equivalentes de dcido ascérbico/g de muestra que al
compararlo con los resultados obtenidos por Palomino
Ly col.?® quienes utilizaron el antioxidante sintético bu-
til hidroxitolueno presenta una débil actividad captado-
ra de radicales libres.

Los agentes antioxidantes pueden ser desde compuestos
simples hasta muy polimerizados y pueden tener un alto
peso molecular, como son los polifenoles que poseen ca-
pacidad quelante y dadores de hidrégeno. Los radicales
libres atacan lugares con una alta densidad electrénica
y tienen cardcter electrofilico, como uniones de O,y
grupos sulfidrilo o nitrogenados que encontramos en
el glutdtion?. Shalaby y col. indican que el método de
DPPH es un método simple, rdpido y econémico para
estudiar la capacidad antioxidante de extractos ya sea de
plantas, alimentos, entre otros. De la misma manera,

CIENCIA E INVESTIGACION 2022; 25(1)
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estos autores mencionan que el método ABTS™ se ha
empleado para analizar la capacidad relativa de capta-
cién de radicales de fenoles y flavonoides. El ABTS™ es
soluble en soluciones acuosas y orgdnicas; es también
una mejor opcién y mds sensible que él DPPH. Asimis-
mo, ellos mencionan que el ensayo FRAP es simple; asi
como econémico, rapido y no requiere equipo especiali-
zado. Una desventaja del reactivo FRAP es que no puede
detectar especies como antioxidantes del grupo sulthi-
drilo como las proteinas y el glutatién y que actien por
transferencia de H 222,

En la presente investigacion, el extracto del floema de la
corteza de Brunfelsia grandiflora D. Don “chiric sanan-
go”, posee una actividad antioxidante iz vitro donde los
compuestos fendlicos y otros fitoquimicos pueden ser
los responsables de esta actividad antioxidante, los cua-
les pueden contribuir a la actividad terapéutica

CONCLUSION

Sobre la base de los resultados obtenidos, el extracto
acuoso de Brunfelsia grandiflora D. Don “chiric sanan-
go” presenta un contenido de polifenoles totales de
30,17 mg de equivalente de dcido gélico/100g de extrac-
to de corteza cuya actividad antioxidante se evalué me-
diante los ensayos DPPH (11,86 mg Trolox/g muestra),
ABTS™ (80,38 mg Trolox/g muestra) y FRAP (113,9
pmol de equivalentes de dcido ascérbico/g de muestra).
Estos resultados indican que este extracto representa una
fuente de antioxidantes naturales pudiendo ser una al-
ternativa a los antioxidantes sintéticos. Este estudio es
el primer informe sobre la actividad antioxidantes del
extracto acuoso de Brunfelsia grandiflora D. Don “chiric
sanango”
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