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Resumen

En este trabajo se evalud la capacidad inhibidora de la oxidacion de Lipoproteinas de Baja Densidad (LDL) y la
actividad captadora de radicales libres de tres especies de plantas medicinales con alta demanda de
comercializacion en Colombia: Calendula officinalis, Passiflora mollisima, Cynara scolymuus. Se establecie-
ron relaciones entre el perfil cromatografico y la actividad bioldgica de materiales obtenidos de casas
comercializadoras locales y colectados en campo.
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Abstract

In this work, was evaluated the activity for inhibit the oxidation of Low Density Lipoprotein (LDL) and free
radical scavenger activity of three medicinal plants highly commercialized in Colombia: Calendula officinalis,
Passiflora mollisima, Cynara scolymuus. Relation between chromatographic profile and biological activity

was established for plant material from local market and collected in field.
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mollisima, Cynara scolymuus.

INTRODUCCION

Debido al envejecimiento progresivo de nuestras
sociedades, es de esperar que la patologia cardio-
vascular siga teniendo un alto impacto sanitario y
socioecondmico en las proximas décadas. Esto obli-
ga a la busqueda de un mayor conocimiento de los
mecanismos moleculares de estas enfermedades y

al desarrollo de técnicas que permitan explorar nue-
vas fuentes terapéuticas. Sin embargo en los paises
en desarrollo gran parte de la poblacion no puede
acceder a los medicamentos y contintan utilizando
sus propios sistemas de medicina tradicional basa-
da principalmente en plantas, siendo importante
aprovechar esta informacion para la investigacion
cientifica y clinica tanto de los principios activos
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como de las llamadas terapias herbales (Tyler,
1999); esto implica un uso sustentable de la biodi-
versidad en la busqueda de una mejor calidad de
vida y disminucion en el costo del tratamiento de
graves problemas de salud como las enfermedades
cardiovasculares (isquemia, infarto agudo a miocar-
dio, accidente cerebrovascular). Dichas enfermeda-
des ocupan el primer lugar entre las causas de mor-
talidad en el mundo, por encima de las enfermeda-
des infecciosas, VIH/SIDA, neoplasias y diabetes
(WHO, 2002).

Precisamente en la comprension de los mecanis-
mos moleculares implicados en el desarrollo de es-
tas enfermedades, se ha evidenciado la “Hipotesis
de modificacion oxidativa de Lipoproteinas de Baja
Densidad (LDL)”, segtin la cual la aterosclerosis es
iniciada y promovida por la oxidacién de LDL, con-
duciendo a la modificacion de la Apolipoproteina
B, especificamente a la formacion de residuos de
lisina con productos de la peroxidacion lipidica, lo
que conlleva a que la particula de LDL sea reconoci-
da por el receptor scavenger de macrofagos, pro-
duciendo células espumosas cargadas de colesterol,
que daran origen a la placa ateromatosa. Estas mo-
dificaciones oxidativas en la ApoB, encontradas en
lesiones in vivo y generadas in vitro, pueden ser evi-
denciadas mediante algunos cambios fisicoquimicos e
inmunoldgicos de la LDL tales como el aumento en la
electronegatividad y reactividad frente a anticuerpos
monoclonados (Anti LDLox) (Hamilton etal., 1997;
Hessler et al., 1979, 1983; Morel et al., 1983).

Por lo tanto esta investigacion plantea la utilizacion
de una técnica de aislamiento de LDL e inhibicion
de su oxidacion in vitro, para medir potencial
antiaterogénico de extractos de plantas aprobadas
para uso medicinal y con amplia comercializacion
en Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Calendula officinalis, Passiflo-
ra mollisima y Cynara scolymuus, fueron obteni-
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das de dos fuentes: casas locales comercializadoras
de extractos vegetales y plantaciones de cultivos
organicos del Oriente antioquefio (Naturagro).

El material vegetal seco y molido, es almacenado,
rotulado y sometido a extraccion en etanol a 70 °C
hasta agotamiento, los extractos obtenidos se con-
centraron a presion reducida y luego fueron alma-
cenados en frascos de vidrio &mbar, protegidos de
la luz directa, bajo atmoésfera de nitrogeno, a 4 °C
hasta el momento de los ensayos.

Perfil cromatografico. Fueron preparadas solu-
ciones de trabajo de cada extracto, desarrolladas
en cromatoplacas F,, en los sistemas de eluciony
con los reveladores recomendados en el Plant Drugs
Analysis (Wagner y Bladt, 2001).

Actividad Captadora de Radicales Libres. Se
evaluo la actividad captadora de radicales libres de
los extractos estudiados utilizando el método del
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), el cual con-
siste en la decoloracion estequiométrica del radical
libre DPPH de coloracion violeta en solucion
metanolica que absorbe radiacion fuertementemente
a 517 nmy contiene un electrén desapareado que
se estabiliza en presencia de antioxidantes prima-
rios (Brand-Williams, 1995).

Las soluciones de trabajo de cada extracto fueron
desarrolladas por duplicado en placas de cromato-
grafiaF_,, (10 x 2) utilizando los solventes indica-
dos en el Plant Drugs Analysis. Una solucioén
metanolica de DPPH (0,02%) fue utilizada como
revelador, regiones de decoloracion sobre un fon-
do violaceo desarrolladas en el transcurso de 5 mi-
nutos fueron tomadas como indicativo de actividad
captadora de radicales libres.

Aislamiento de LDL. La fraccion de LDL se aislo
por ultracentrifugacion, aplicando gradiente discon-
tinuo de densidad (Wilson, 2002). Se obtuvieron
50 ml de plasma de voluntarios sanos, no fumado-
res (20-25 anos) que fueron tratados por centrifuga-
cion a2.500 rpm y 4 °C con citrato de sodio como
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anticoagulante (10,6 mmol citrato de sodio/ml de
sangre). La fraccion Quilomicrones-VLDL se ob-
tuvo adicionando 1,6 ml de NaCl (1.006 g/ml) so-
bre 3,2 ml de plasma y centrifugando a 49.500 rpm
a5 °C por un periodo de 12 horas y con desacele-
racion lenta. Se retird la fraccion superior (1,6 ml),
se adiciond 1,6 ml de KBr (1,18 g/ml) y se centri-
fugo nuevamente a las condiciones iniciales pero en
un periodo de 18 horas. SDS-PAGE fue usada para
confirmar la pureza de las fracciones colectadas
(Quilomicrones, VLDL, LDL y HDL). La fracciéon
proteica de LDL fue cuantificada por el ensayo
estandar para espectrofotometria del Protein
Quantification Kit-Rapid (Fluka).

Oxidacion de la LDL y ensayo de movilidad
electroforética. LDL (373 mg/ml, 80 ml) se prein-
cubaron con 10 ml de extracto durante 15 minutos,
la oxidacion se inicia con la adicion de CuSO, (100
m) y calentamiento a 37 °C durante 15 horas. La
oxidacion fue detenida por la adicion de 5.0 ml de
una solucion 1% de EDTA y enfriamiento en un bafio
de hielo por 15 minutos. El dafio de la fraccion pro-
teica (Apo B 100) fue evaluado por la migracion
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diferencial en electroforesis en gel de agarosa
(0,8%) corrido en buffer barbital 0,05 M, pH 8,6,
100 V por 2 horas y revelado con sudan black B
(Menéndez, 2002). Las distancias relativas fueron
medidas utilizando el programa analizador de imé-
genes Imagel V. 1.34S del National Institutes of
Health-NIH. Los resultados se expresan como por-
centaje de inhibicion de la movilidad electroforética.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las especies evaluadas se encontro que C. offici-
nalis es lamas efectiva para inhibir el dafio oxidativo
en la apolipoproteina B y que no existen diferencias
apreciables en la actividad biologica y el perfil
cromatografico de extractos preparados con mate-
rial vegetal de C. officinalis y C. scolymus de dis-
tinta procedencia, sin embargo se aprecian diferen-
cias en la capacidad para inhibir oxidacion de LDL
en extractos de P. mollisima obtenidos de material
vegetal recolectado en campo y adquirido en casas
comercializadoras locales, siendo mas activo el
material obtenido en campo (tabla 1).

Tabla 1. Inhibicion de la oxidacion de Liproteinas de Baja Densidad. Los cambios en la electronegatividad
de la ApoB fueron medidos por electroforesis en geles de agarosa 0,8%, buffer barbital 0,05 M, pH 8,6,
revelados con sudan black B. Los resultados se muestran como porcentaje de inhibicion en la Migracion

Electroforetica Relativa (MER)

Distancia relativa % Inhibicion MER

LDL Nativa 0,00 100,00
LDL + Cu?* 189,95 0,00

LDL + Cu* + P. mollisima * 115,88 38,99
LDL + Cu* + P. mollisima ** 78,77 58,53
LDL + Cu*+ C. officinalis * 63,65 66,49
LDL + Cu*+ C. officinalis ** 59,86 68,49
LDL + Cu* + C. scolymus * 79,13 58,34
LDL + Cu* + C. scolymus ** 80,75 57,49

* Material procedente de casas comercializadoras locales

** Material recolectado en campo

Adicionalmente se utiliz6 el Plant Drugs Analisys
como una herramienta importante, no solo para el
control de calidad de materias primas, sino tam-

bién para la identificacion de marcadores en plan-
tas conocidas y la posible relacion de ellos con
alguna actividad bioldgica. Asi se encontr6 que es
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posible asignar la actividad captadora de radica-
les libres a determinadas zonas o bandas de la placa
cromatografica, de tal manera que puede presu-
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mirse los compuestos de mayor actividad antira-
dicalaria por comparacion con estandares adecua-
dos (tabla 2).

Tabla 2. Condiciones cromatograficas para el perfil y marcadores caracteristicos de los extractos evaluados

Especie Calendula officinalis Passiflora mollisima Cynara scolymuus
Sistema AE:AF:AA:A | CAAMA AE:AF:AA:A AE:AF:AA:A
eluente (100:11:11:26) |(60:32:12:8) (100:11:11:26) (100:11:11:26) | C:AC (60:20)
Revelador NP/PEG NP/NPG, NP/NPG NP/NPG Anisaldehido
Anisaldehido
Marcadores | * quercetina, * 4acido * {soorientina, * acido cynaropicrina
* rutina, clorogénico, * vitexina, clorogénico,
narcissina saponinas isovitexina * cynarina,
* Juteolina
7-0-glicosido

AE: Acetato de Etilo; AF: Acido Foérmico; AA: Acido Acético; A: Agua; C: Cloroformo; M: Metanol; AC: Acetona

NP/PEG: Natural Products Reagent em PolietilenGlicol

* Indica zonas positivas para actividad captadora de radicales libres

Por lo tanto, es probable que los compuestos que
mayor aportan a la actividad antiradicalaria en C.
officinalis sean quercetina, rutina y acido clorogé-
nico; en P. mollissima sean isoorientina y vitexina;
y en C. scolymus correspondan a cynarina, acido
clorogénico y luteolin-7-O-glicésido. Sin embargo
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