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RESUMEN

Introduccion: la proliferacion de radicales libres en el cuerpo humano induce dafios
oxidativos a las biomoléculas que provocan dafios a nivel celular y generan diversas
anomalias en el organismo, como arterosclerosis, envejecimiento y cancer.
Actualmente, la bisqueda por moléculas con caracteristicas antioxidantes es cada vez
mayor, donde las plantas representan una de las principales fuentes de compuestos.
Objetivo: determinar la actividad antioxidante y el contenido de fenoles de los
extractos de diferentes polaridades de la parte aérea de la especie Palicourea
guianensis (Rubiaceae).

Métodos: para la evaluaciéon de la actividad bioldgica, se calcularon los valores de
concentracion media inhibitoria (ICso) de los extractos mas activos mediante los
métodos de captura de electrones DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) y ABTS (4cido
2,2'azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico). Adicionalmente, se determiné la
concentracion de fenoles totales presentes en los extractos a través del método de
Folin-Ciocalteu.

Resultados: los extractos en acetato de etilo (PgAEF) y en agua (PgAF) presentaron
mayor actividad antioxidante con valores de I1C5o de 5 207 y 3 912 mg/L
respectivamente. Asimismo, se observé una relaciéon directamente proporcional entre
la concentracion de fenoles totales presentes en los extractos y la actividad
antioxidante exhibida.

Conclusiones: las especies de la familia Rubiaceae, especialmente P. guianensis,
son una fuente promisoria e importante de metabolitos secundarios con capacidad
antioxidante, por lo cual se requieren de mayores estudios que permitan identificar
dichas sustancias e integrarlas a programas de terapia antioxidante en el area de la
salud.
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ABSTRACT

Introduction: the proliferation of free radicals in the human body induces
oxidative damage to biomolecules that cause damage at the cellular level and
can generate various abnormalities in the body, such as atherosclerosis, aging
and cancer. Currently, the search for molecules with antioxidant properties is
increasing, where the plants are a major source of compounds.

Objective: to determine the antioxidant activity and phenolic content of
extracts of different polarities from the aerial part of Palicourea guianensis
(Rubiaceae) species.

Methods: for evaluation of the biological activity, the values of the mean
inhibitory concentration (ICsp) of the most active extracts were estimated by
the methods of electron capture DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhidracyl) and ABTS
(2,2'azinobis-(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid). Additionally, the total
phenol concentration present in the extracts was determined using the Folin-
Ciocalteu reagent.

Results: the extracts in ethyl acetate (PgAEF) and in water (PgAF) showed
higher antioxidant activity with ICsg values of 5 207 and 3 912 mg/L
respectively. Furthermore, there was direct relationship between the
concentration of total phenols present in the extracts and the antioxidant
activity.

Conclusions: Rubiaceae family species, especially P. guianensis are a
promising and important source of secondary metabolites with antioxidant
capacity, so further studies are required to identify these substances and
integrate them to the antioxidant therapy programs of the health areas.
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INTRODUCCION

En las dltimas décadas se han logrado avances significativos para obtener sustancias
quimicas o bioldgicas que sean menos tdxicas para el ambiente, el hombre, y mas
selectivas respecto a los propdésitos que se persiguen. Uno de esos propdsitos es
encontrar formas naturales de prevenir la proliferacion de radicales libres en el cuerpo
humano, pues se ha demostrado que dichos radicales libres pueden inducir dafios
oxidativos a las biomoléculas y estos dafios pueden causar diversas anomalias en el
organismo, como arterosclerosis, envejecimiento, cancer e incluso llegar a provocar
dafio a nivel celular.® Esto ha despertado gran interés en la obtencién de productos de
origen natural que contribuyan al desarrollo de nuevos antioxidantes, que permitan
combatir la proliferacion de radicales libres en el organismo y que al mismo tiempo
sean compatibles con el medio ambiente.

Por este motivo se desarrollé el presente estudio, centrado en la investigacion de la
planta Palicourea guianensis, una especie distribuida en paises como México,
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Colombia, Venezuela, Brazil, Bolivia y Las Antillas.? Esta pertenece a la familia
Rubiaceae, del género Palicourea. Colombia es el pais con mayor nimero de especies
de este género con cerca de 130, presentes en todas las regiones y altitudes hasta las
zonas de paramo; su mayor diversificacidon se localiza en la regién andina entre los

1 000 y 2 000 m de altitud.® Con este estudio se pretende contribuir con el
conocimiento de las especies de este género, pues tanto la familia Rubiaceae, como el
género Palicourea, presentan antecedentes en diferentes actividades bioldgicas, como
antimicrobiana y antimicoética,*® razén por la cual se espera encontrar resultados
positivos en la actividad antioxidante evaluada.

Constituye objetivo de este trabajo determinar la actividad antioxidante y el contenido
de fenoles de los extractos de diferentes polaridades de la parte aérea de la
especie Palicourea guianensis (Rubiaceae).

METODOS
MATERIAL VEGETAL

Las hojas de P. guianensis se colectaron en el jardin botanico de la Universidad
Tecnolégica de Pereira el 24 de abril de 2009 y una muestra de este material fue
enviado al Herbario Nacional de Colombia, en donde fue identificada con el registro
COL 519790.

El material recolectado se dej6é secar a temperatura ambiente por 8 dias. Posterior a
esto, se seco en estufa a 50 °C durante 2 h;® finalmente las hojas secas se molieron y
almacenaron.

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

Se homogeneizaron 600 g del material almacenado, se dividié en 6 porciones de 100 g
para facilitar la extraccion. A cada porcion se adicion6 6 L de metanol en porciones
sucesivas de 1 L y se extrajo en el ultrasonido durante 20 min (Fisher Scientific, modelo
FS60H). Finalmente se filtr6 a gravedad y se redujo el volumen mediante rotaevaporacion
hasta un total de 1,8 L. El extracto obtenido en metanol fue llevado a 2 L adicionando agua
y fue fraccionado a través de extracciones liquido-liquido con diferentes solventes,
obteniendo los extractos en: n-hexano, diclorometano, acetato de etilo y acuoso.
Posteriormente se fracciono6 el extracto acuoso con el empleo de una columna de DIAION
HP-20, y se obtuvo un total de 17 fracciones.

DETERMINACION DE FENOLES TOTALES

A cada una de las muestras se aplicé el siguiente procedimiento:”® 50 puL de muestra
mas 250 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu 1 N. Después de 1 min, se adicion6é 750 L
Na,CO3 al 20 % (p/v) y se aforé a 5,0 mL con agua. Luego de 30 min de incubaciéon a
25 °C, se mididé absorbancia a 760 nm y se compard con una curva de calibracion
usando soluciones patréon de acido galico (50-600 mg/L). El contenido de fenoles
totales se determindé como los equivalentes de acido galico (GAE, miligramo de acido
galico/gramo de extracto), y los valores se presentaron como la media de los datos
del analisis realizado por triplicado.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La evaluacion de la capacidad de captura del radical libre DPPH se realizé segun el
método planteado por Brand-Williams y otros.® La determinacion de los porcentajes
de inhibicion de las muestras evaluadas se realizé segun la expresion matematica:’

. ‘qm — Abm
g inhibicion radical DPPH = [1 S — ]
A= e

T

donde:

Aq: absorbancia de las muestras

Apm: absorbancia del blanco de muestra

A,: absorbancia de las soluciones de referencia
Ap: absorbancia del blanco de referencia.

La determinacion de la actividad inhibidora del cation radical del 4cido 2,2'azinobis-
(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTSe+) se realizé siguiendo metodologia
desarrollada por Re y otros®® y descrita por Kuskoski y otros,** con algunas
modificaciones, pues el ensayo de ABTS original estaba basado en la activaciéon de la
metmioglobina con peréxido de hidrogeno en presencia de ABTS para producir el
catién radical en presencia o ausencia de antioxidantes. Este método ha sido criticado
con la base de que antioxidantes con una accién rapida pueden contribuir a la
reduccion del radical ferrilo mioglobina, interfiriendo asi con los resultados; un
formato mas apropiado para este ensayo es la técnica de decoloracién del radical que
es generado en su forma estable antes de entrar en contacto con el antioxidante a
evaluar. La técnica mejorada para la generacion de ABTSe+ comprende la produccion
directa del ABTS azul verdoso a través de la reaccion entre el ABTS y persulfato
potasico y posterior a esto, la reaccion entre el radical formado y el antioxidante que
se quiere evaluar.™®

Posteriormente se calcularon los porcentajes de inhibicién para cada muestra
evaluada haciendo uso de la misma expresion mateméatica empleada para el analisis
de la capacidad de captura del radical DPPHe.’

Los porcentajes de inhibiciéon encontrados para cada una de las muestras se
graficaron contra la concentracion de extracto evaluado, y a partir de las ecuaciones
obtenidas se determind el valor de la concentracién media inhibitoria (ICso) de cada
extracto para cada metodologia empleada.

RESULTADOS

DETERMINACION DE FENOLES TOTALES

A partir de la curva patrén de acido galico, se determind la concentraciéon de fenoles
totales presentes en las muestras (Fig. 1).

Los extractos en acetato de etilo (PgQAEF) y en agua (PgAF) registraron una mayor
concentracion de fenoles totales (tabla 1).
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Fig. 1. Curva patron de acido galico.
Tabla 1. Resultados obtenidos en la determinacion de fenoles totales

) Concentracidn fenoles totales
Absorbancia

Extracto evaluado {mg acido galico/g extracto seco)
L . .

(mg/L) Promedio DE % CV Promedio DE % CV
2 000 0,147 0,002 | 1,078

PGMETOH 10,47 0,68 6,47
(metandlico) 4 000 0,205 0,002 | 1,156
2 000 0,088 0,001 | 1,271

PgHF 0,27 0,00 0,00
(n-hexano) 4 000 0,101 0,002 | 2,057
PgDF 2 000 0,175 0,002 | 0,905

. 16,33 0,82 5,04
(diclorometano) 4 000 0,263 0,002 | 0,625
2 000 0,242 0,002 | 0,729

PgAEF . 28,95 0,78 2,68
(acetato de etilo) 4 000 0,375 0,002 | 0,811
2 000 0,214 0,005 | 1,459

PgﬂF ' r r 43,99 0,41 0,94
(acuoso) 4 000 0,524 0,004 | 0,771

DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacidn.

CAPACIDAD DE CAPTURA DEL RADICAL LIBRE DPPH

Los extractos PGAEF y PgAF son los mas activos pues necesitan de una menor
cantidad de extracto para inhibir el 50 % del radical DPPH empleado en la evaluacion
(tabla 2).

Las fracciones mas activas corresponden a PgAF-2 y PgAF-3 pues presentaron los
menores valores de 1Csg, mientras que las fracciones PgAF-16 y PgAF-17
corresponden a las menos activas debido a sus altos valores de ICs, (tabla 3).
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Tabla 2. Resultados obtenidos para cada ensayo realizado a los extractos evaluados

ICsqg

Extracto evaluado Método DPPH

(rmg/L)
PgMET OH 11342
PgHF 42116
PgDF 16105
PgAEF 5207
PgAF 3912
Acido ascdrbico 196,5

Método ABTS
(ma/L)

ICsq

1421
8279
Blé
267

104,8

Concentracion de fenoles totales
{rmg acido gdlico/g extracto seco)

10,47
0,27
16,33
28,95
43,99

Se informa la concentracion de cada extracto necesaria para inhibir el 50 %
del radical ernpleado en cada ensayo v se compara dicha concentracidn
con la cantidad de fenoles presentes en cada muestra.

Tabla 3. Valores de ICsy obtenidos para cada fraccidgn del
extracto PgAF evaluada por DPPH

Fraccign

[¥ie I T R s VT W [ O R S TR %

[
|l L]

e | 2 ] e
=] h A B W R

R2
0,9901
0,9953
0,9922
00,9970
0,9941
0,9988
0,9985
0,9997
0,9979
0,9938
00,9964
0,9938
0,9927
0,9914
0,9990
00,9989
0,9955

ICsq (ma/L)

2 372
2 063
2 025
2126
2274
2 108
3 033
4 195
6 129
5712
12 195
& 847
11 4449
11 335
17 153
21 29%
22 403

ACTIVIDAD INHIBIDORA DEL CATION RADICAL DEL ACIDO 2,2'AZINOBIS-

(3-ETILBENZOTIAZOLINA)-6-SULFONICO (ABTSe+)

Los resultados obtenidos se trataron de igual manera. Los extractos presentan un
comportamiento similar al encontrado al realizar la evaluacion empleando el radical
libre DPPH, de igual manera los extractos PgQAEF y PgAF fueron los més activos en

esta determinacion (tabla 2).
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En la figura 2 se puede observar la correlacion existente entre la actividad
evidenciada por los extractos y la concentracion de fenoles totales presentes en estos,
lo que permite atribuir la actividad encontrada a dichos compuestos.

% Inhiibiciin DPPH % inhibicién ABTS
=8 Ext@cioa 1000 mgL (R = 05900 200 = Extracts a 1000 mg/L (FF = 05448
40 =& Exicio 2 1500 mpL Ai=05778) - Extracto 3 1500 mgl (FE = 0,7508)
30 =¥ Exl@ch 3 000 myL (7= Q719 1501 =& Extacto a 2000 mglL (R*= 0,8780)
m_
10
“ T T T T 1 1]
10 =0 30 40 =0 50
-10- 50
Fenoles totales Fenoles totales

(mg acido gélico / g extracto seco) (mg acido galico / g extracto seco)

Fig. 2. %0 inhibicibn DPPH vs. concentracion fenoles totales y % inhibicion ABTS vs.
concentracién de fenoles totales.

El ANOVA realizado para la actividad antioxidante de las concentraciones evaluadas
de los extractos de P. guianensis Rubiaceae, frente a los dos métodos empleados,
muestra la existencia de diferencias significativas entre ambos, debidas posiblemente
a la naturaleza de los reactivos y a la diferencia entre la estabilidad de cada uno de
los radicales empleados.

DISCUSION

Los extractos PQAEF y PQAF presentaron mayor poder antioxidante con valores de 1Csq
de 5207 mg/L y 3912 mg/L respectivamente (tabla 2). Asi mismo, las fracciones del
extracto PgAF de la PgAF-1 a la PgAF-7 lograron una mayor decoloracién del radical
DPPH (tabla 3), lo que se evidencia en los bajos valores de I1Csg presentados por
dichas fracciones, pues necesitan de una menor concentracién de la muestra para
inhibir el 50 % del radical libre DPPH; esto indica que estas fracciones son las
responsables de la actividad antioxidante presentada por el extracto PgAF que al ser
fraccionado concentré6 compuestos activos en las primeras fracciones.

En general, el efecto antiradical aumenta conforme aumenta la concentraciéon de
extracto evaluado. Adicionalmente, para alcanzar una inhibicidon del radical ABTS del
50 %, es necesaria una concentracion de extracto mas baja que las concentraciones
necesarias para inhibir el 50 % del radical DPPH (tabla 2). Sin embargo, la técnica del
ABTS no permite discriminar extractos que contienen buenos compuestos
antioxidantes como la gran mayoria de técnicas. Esto se debe a la estabilidad del
reactivo ABTSe+, una estructura completamente plana que reacciona facilmente con
reductores mediante un mecanismo SET (Single Electron Transfer) y(o) HAT
(Hydrogen Atom Transfer),*? lo cual hace que los ensayos con el ABTS sean poco
confiables y de baja reproducibilidad, por lo que no es recomendable realizarlos sin
otro método de captura de electrones, con el cual se pueda corroborar los resultados
obtenidos.
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La correlacion directa entre la concentracion de fenoles totales presentes en cada
extracto y la actividad antioxidante evidenciada por cada uno de estos mediante los
métodos de captura de electrones empleados (tabla 2), coincide con numerosos
estudios mostrados en la literatura cientifica referentes a los compuestos fendlicos
como antioxidantes que actan con una variada gama de mecanismos.*®
Adicionalmente, los antioxidantes fendlicos son moléculas que en pequefias
concentraciones protegen a las biomoléculas (fosfolipidos, acidos nucleicos) del dafio
provocado por radicales libres!*. Lo cierto es que la naturaleza de los radicales libres
los hace muy reactivos; sin embargo, los compuestos fendlicos son capaces, al
colisionar con ellos, de cederles un electron o un hidrégeno, estabilizandolos y
evitando asi el inicio o la propagacién del dafio oxidativo.**®

En conclusién, las especies de la familia Rubiaceae, especialmente P. guianensis, son
una fuente promisoria e importante de metabolitos secundarios con capacidad
antioxidante, por lo cual se requieren de mayores estudios que permitan identificar
dichas sustancias e integrarlas a programas de terapia antioxidante en el area de la
salud.
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