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RESUMEN

La informacién acerca de extractos vegetales con actividad antioxidativa tiene gran interés para la
medicina, las industrias farmacéutica y de alimentos. En este trabajo es evaluada la capacidad antioxidativa
de varios extractos vegetales utilizando dos métodos: la decoloracién del radical libre estable 1,1-
difenil-2-picril hidracilo (DPPH) y la inhibicién de la lipoperoxidacién de las biomembranas de cere-
bro de rata. Se encuentra que los extractos activos en la decoloracién del DPPH inhiben también la
lipoperoxidacién de biomembranas inducida por Fe**-ascorbato, pero no se observa una correlacién
alta entre la decoloracién del DPPH en el medio metandlico y la inhibicién de la lipoperoxidacién de
biomembranas en el medio acuoso. Ademis, se muestra que los extractos difieren no solamente por
la cantidad del material antioxidativo, sino también por las caracteristicas cinéticas de la reaccién de los
antioxidantes presentes con radicales libres. Para dos extractos de mayor actividad antioxidativa, se
evalia la cito- y genotéxicidad, mostrando que no poseen efectos téxicos considerables.
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ABSTRACT

The information concerning the antioxidant activity of vegetable extracts has great interest for
medicine and for pharmaceutical and food industries. In this work the antioxidant capacity of several
vegetable extracts is evaluated using two methods: the discoloration of the stable free radical 1,1-
diphenyl-2-picryl hidrazil (DPPH) and the inhibition of the lipid peroxidation of rat brain
biomembranes. It is found that the extracts, which are actives in the discoloration of DPPH also
inhibit the biomembranes lipid peroxidation induce by Fe**-ascorbate, but there is not observed a
high correlation between the discoloration of DPPH in the methanolic medium and the inhibition of
the biomembranes lipid peroxidation in the aqueous media. In addition, it is shown that the extracts
differ not only in the quantity of the antioxidant material, but also in the kinetic characteristics of the
reaction between the present antioxidants and free radicals. The cyto- and genotoxicity of two extracts
with higher antioxidant activity is evaluated and it is shown that they do not cause considerable toxic
effects.
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INTRODUCCION

Los antioxidantes naturales han cobrado gran
interés en las tltimas dos décadas puesto que el
estrés oxidativo (un desbalance entre las sustancias
antioxidantes y prooxidantes) estd implicado en un
gran ndmero de afecciones de la salud (1, 2). El
consumo de productos alimenticios que conten-
gan los principales antioxidantes naturales como
vitamina E, vitamina C y carotenos es importante
para un buen funcionamiento del organismo y ayu-
da a disminuir el riesgo de la formacién de algunos
tipos de cancer, enfermedades cardiovasculares,
cataratas, etc. (3-6). Existe la hipétesis de que el
dafo oxidativo permanente estd implicado también
en el mecanismo molecular del envejecimiento (7,
8). Por lo tanto, el suministro de antioxidantes
exdgenos podria tener efectos benéficos y ser una
alternativa en la prevencién y tratamiento de varias
enfermedades (9). Los antioxidantes también se
utilizan en la industria de alimentos, cosmética,
pinturas, aceites, polimeros y, en general, para pro-
teger cualquier sustancia susceptible a la oxidacién
mediada por radicales libres (1).

La cito- y genotoxicidad de las sustancias, in-
clusive de origen natural, es una caracteristica
importante para pretender aplicarlas en seres hu-
manos. Varios investigadores han evaluado el ries-
go cito- y genotdxico de los extractos vegetales
(10-13), mostrando que dicha evaluacién es indis-
pensable para poder realizar una aplicacién segu-
ra de los extractos en medicina, la industria far-
macéutica y de alimentos.

El objetivo del presente trabajo fue la selec-
cién de las plantas medicinales de mayor capaci-
dad antioxidativa, utilizando como primera eva-
luacién la habilidad de los extractos vegetales para
desactivar al radical libre estable DPPH. Los ex-
tractos més activos fueron evaluados también en
su capacidad de inhibir la lipoperoxidacién de
biomembranas. Adicionalmente, fueron determi-
nadas las caracteristicas cinéticas de decoloracién
del DPPH por los extractos, y para dos extractos
de mayor actividad antioxidativa fue evaluada su
actividad cito- y genotdxica.

METODOS DE ANALISIS

Preparacion de extractos: Las muestras ve-
getales secas y finamente molidas fueron extrai-
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das durante una semana, a temperatura ambien-
te, 24-26 °C, con etanol 96% en atmosfera de Ni-
trogeno, utilizando una relacién material:solvente
de 1:10. Los sobrenadantes obtenidos se conser-
varon en atmosfera de Nitrégeno a 0 °C hasta el
momento de la investigacién.

Evaluacion de la capacidad antioxidativa
de los extractos vegetales: La capacidad
antioxidativa de los extractos fue evaluada por la
decoloracién del DPPH. La metodologia emplea-
da es una modificacién del procedimiento repor-
tado por Joyeux et al (14). Los extractos vegetales
fueron diluidos en metanol 333, 666, 1111 o 3333
veces y finalmente mezclados en proporcién 1:2
en volumen con la solucién de DPPH 51 uM en
metanol, las concentraciones finales de extracto
en la celda fueron de 1.0, 0.5,0.3 0 0.1 uL/mL y de
34 uM DPPH. Esta solucién fue incubada en la
oscuridad a temperatura ambiente durante 30
minutos y luego la absorbancia a 517 nm
(Asy7 muesa) fue leida en el espectrofotémetro SP-
850 Turner (USA). También se leyé A, , para el
control (Ay;; ) ¥ Para el blanco (Ag; .- El
control se préparc’) agregando la solucién de DPPH
y metanol sin extracto y para el blanco se utilizé
metanol sin DPPH vy el extracto diluido. El por-
centaje de decoloracién del DPPH fue calculado
de acuerdo con la siguiente ecuacion: (A;; o -
A + A Y*¥100%/A.

517, muestra 517,blanco 517,control®

Analisis de la cinética de decoloracion del
DPPH por los extractos y evaluacion del gra-
do de decoloracion: En el espectrofotémetro
SP-850 Turner (USA) equipado con un agitador
magnético y conectado con el registrador Linseis
(USA) fue registrado el cambio de A,,, del DPPH
(véase arriba) a temperatura ambiente durante 2-
4 minutos en presencia de los extractos vegetales
en las concentraciones especificadas en la leyenda
de la figura 2. Adicionalmente, para las mismas
concentraciones de los extractos fue leida tam-
bién A,,, después de una incubacién por tiempos

prolongados (3.5-7.0 horas), hasta llegar a una
absorbancia final aproximadamente estable.

Inhibiciéon de la lipoperoxidacién de
biomembranas por los extractos antioxi-
dantes: Para la evaluacién de la capacidad
antioxidativa de los extractos vegetales fue inves-
tigada la inhibicién de la lipoperoxidacién de las
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membranas biolégicas. Uno de los productos ba-
sicos de la lipoperoxidacién, el malondialdehido,
fue determinado por la reaccién con el idcido
tiobarbittirico empleando una modificacién del
método descrito por Lopez (15). Como fuente
de las membranas bioldgicas se utilizé el
homogenizado de cerebro de rata al 20% w/w pre-
parado en el medio tris-HCI 125mM, pH 7.0, a
temperatura 4 °C. A 2 mL de este medio a tem-
peratura ambiente fue adicionado ascorbato-tris
0.5 uM, pH 7.0, 20 uL de homogenizado de cere-
bro de rata, 5 mL del extracto vegetal equivalente
a la decoloracién de 14 uM de DPPH. Para arran-
car la lipoperoxidacion, se agregd 10 uM FeCl, (el
tiempo cero). Inmediatamente, se tomé una ali-
cuota (B1) de 500uL que fue adicionada en un tubo
de ensayo con 5 uL de 45 mM BHT en etanol
(para parar la reaccién de lipoperoxidacién), jun-
to con 1 mL del reactivo de coloracién frio que
consta de 4cido tricloroacético, 15% w/v, icido
tiobarbiturico, 0.375% w/v, y HCI 0.25N. A los 8
minutos fue tomada otra muestra de 500 uL (B2)
y se repitié el mismo procedimiento. Posterior-
mente, los tubos tapados se calentaron en el bafio
marfa a 90 °C durante 15 minutos para desarrollar
el color. Después de enfriar las muestras y
centrifugarlas a 2500 rpm por 15 minutos, se leyd
A,,, del sobrenadante en el espectrofotémetro SP-
850 Turner (USA). En el control, se adiciond
etanol, sin extracto. El porcentaje de inhibiciéon
de la lipoperoxidacién fue calculado asi: (A, con-
trol (8 min) — A,,, control (0 min) — A,,, muestra
B2 (8 min) + A,, muestra B1 (0 min))*100%/(A.;,,
control (8 min) — A,,, control (0 min)).

Evaluacién de la cito- y genotoxicidad de
los extractos: La cito- y genotoxicidad fue eva-
luada utilizando el procedimiento descrito por
Marshall (16) y por Evans (17) con algunas modi-
ficaciones. Se incubd por 18 h a 37°C la siguiente
mezcla: 7.8mL de medio RPMI/HEPES, pH 7.3;
30mL de fitohemaglutinina y 1 mL de sangre.
Posteriormente, en cada muestra se agregd a una
100 puL de extracto (concentracién final 1.24, 12.4
0 124 mg/mL de material extraido), en otra 100
UL etanol (control negativo), y en la tercera 100
UL de mitomicina C (concentracién final 0.19 mM,
control positivo). Las muestras se incubaron por
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48 h mis. Luego, se adicion6 150uL de colchicina
10ug/mL e incubaron otros 30 minutos. Las mues-
tras fueron centrifugadas a 200g por 7 minutos, y
los residuos se suspendieron en 9 ml de la solu-
cién hipoténica 75 mM KCl y en seguida se incu-
baron a 37°C durante 7 minutos. Nuevamente, se
centrifugaron a 200g por 7 minutos, los residuos
se suspendieron en 9 mL de la solucién fijadora
(3 partes de metanol a 1 parte de dcido acético)
recién preparada, se incubaron a temperatura
ambiente por 10 minutos, se centrifugaron y se
repitié la adicién de fijador dos veces mas. Final-
mente, los residuos se resuspendieron en 0.2 mL
de fijador fresco, y esta mezcla se goted en un
portaobjetos previamente sumergido en agua con
hielo, las placas se dejaron secar y posteriormen-
te se tifieron con Giemsa (4% v/v) por 7 minutos.
Antes de realizar el montaje de las placas con el
cubreobjetos, estas se sumergieron en xilol y de-
jaron secar. Para la evaluacién de la citotoxicidad
tue contado el nimero de células en mitosis pre-
sentes en mil células por placa, con un microsco-
pio usando el objetivo 40X (dicha fraccién en por-
centaje es el indice mitdtico).

Para la evaluacién de la genotoxicidad fue con-
tado el nimero de aberraciones cromosémicas
presente en 25 células mitdticas por placa, con el
microscopio usando el objetivo 100X. Se realiza-
ron seis repeticiones con individuos diferentes,
luego para cada tratamiento se analizaron 150 mi-
tosis. Para el andlisis de varianza (ANOVA) de las
aberraciones cromosdmicas, los datos se trans-
formaron sumdindole 0.5 al ntiimero de quiebres
contados en un cultivo y sacando la raiz cuadrada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para evaluar la capacidad antioxidativa de va-
rias plantas medicinales, inicialmente fue deter-
minado el grado de decoloracién del DPPH en
medio metandlico en presencia de 1 mL/mL del
extracto vegetal etandlico (Véase tabla 1). Segiin
los datos obtenidos, diez extractos (sombreados)
mostraron la mayor actividad antioxidativa, mais
de 80% de decoloracién. El grado de decoloracién
del DPPH ocasionado por esos extractos fue eva-
luado también a menores concentraciones (Véase
figura 1).
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Tabla 1. Capacidad antioxidativa de los extractos evaluada por el grado de decoloracién del DPPH a los 30 minutos
(1uL del extracto inicial en 1 mL del medio metandlico con 34 uM DPPH).

Nombre cientifico Nombre comun Parte vegetal | % de decoloracién
del DPPH
Juglans neotropica Diels Nogal Hojas 92.86
Psidium guajava L. Guayabo Corteza 95.22
Tibouchina longifolia (Vahl) Baill. Hierba de San Juan Hojas 95.29
Mangifera indica L. Mango Hojas 93.96
Cupressus lusitanica Mill. Pino Flores 93.31
Persea americana Mill. Aguacate Hojas 93.31
Myrica pubescens H.&.B. ex Willd Olivo Hojas 92.70
Eucalyptus globulus Labill. Eucalipto Hojas 96.04
Verbena littoralis Kunth Verbena blanca Hojas y semillas 86.05
Rosmarinus officinalis L. Romero Hojas 82.01
Plantago major L. Llantén Hojas 76.66
Jacaranda mimosifolia D. Don Gualanday Hojas 75.73
Sambucus nigra L. Sauco Hojas 75.24
Origanum majorana L. Mejorana Flores 65.05
Melissa officinalis L. Toronjil Hojas 60.68
Salvia officinalis L. Salvia Hojas 52.03
Cinnamomum zeylanicum Nees Canela Corteza 49.89
Cynara scolymus L. Alcachofa Hojas 32.42
Achillea millefolium L. Milenrama Flores 27.96
Pimpinella anisum L. Anis Semillas 17.06
Calendula officinalis L. Caléndula Flores 16.67
Bixa orellana L. Achiote Semillas 14.91
Matricaria chamomilla L. Manzanilla Flores 13.69
Mentha piperita L. Hierbabuena Parte aérea 13.42
Ocimum basilicum L. Albahaca Hojas 11.46
Zingiber officinale Roscoe Jengibre Rizoma 10.90
Valeriana officinalis L. Valeriana Rizoma 8.55
Aloysia tripilla (L"Hérit.) Britt. Cidrén Hojas 9.07
Cymbopogon citratos (DC.) Stapf Limoncillo Hojas 8.55
Artemisia absynthium L. Ajenjo Hojas 8.33
Borago officinalis L. Borraja Hojas 4.48
Avena sativa L. Avena Hojuelas 3.04
Malva sylvestris L. Malva Flores 2.12
Daucus carota L. Zanahoria Raiz 0.67
Allium sativum L. Ajo Bulbo -2.34

Con base en esos datos fue determinada, por
interpolacién, la concentracién de extracto que de-
colorarfa el 50% del DPPH (IC;;) a 30 minutos
de incubacién (Véase tabla 2). Segan los resulta-
dos obtenidos fueron elegidos los siete extractos
(sombreados) con menor IC,, para evaluar la can-
tidad total de antioxidantes equivalente al DPPH
que el extracto puede decolorar en un tiempo
hipotéticamente infinito (n = wmol DPPH/mg

del material vegetal seco) (Véase tabla 2). Cinco
extractos de los siete presentaron el valor de n
mis alto.

Para todos los siete extractos se ha investigado
también su caracteristica cinética de reaccién con
el DPPH, la cual es importante para la eficiencia
de un antioxidante (18). Segtn la cinética de de-
coloracién del DPPH (Véase figura 2), fue deter-
minado el parimetro K, la velocidad inicial de
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decoloracién del DPPH normalizado a la canti-
dad del DPPH decolorado en un tiempo prolon-
gado (Véase tabla 2).

También fue determinada la capacidad de estos
siete extractos para inhibir la lipoperoxidacién de
biomembranas (Véase tabla 2), mostrado que un
valor de K mayor no siempre corresponde a una
mayor inhibicién de la lipoperoxidacién, aunque

VITAE

los siete extractos presentaron una alta proteccion
de las biomembranas contra el estrés oxidativo in-
ducido por Fe**-ascorbato. Entre las posibles cau-
sas de la ausencia de una correlacién estricta entre
la velocidad de decoloracién del DPPH vy la inhibi-
cién de la lipoperoxidacién de biomembranas, el
mayor peso lo puede tener la diferencia de la
lipofilicidad de los antioxidantes (19, 20).
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Figura 1. Porcentaje de decoloracién del DPPH por distintas concentraciones del extracto.

Para dos extractos de mayor actividad
antioxidativa (por la decoloracién del DPPH),
Mangifera indica (hojas) y Tibouchina longifolia (parte
aérea), fue evaluada la citotoxicidad y/o el efecto
sobre el ciclo celular en linfocitos de sangre
periférica humana (Véase tabla 3). Los datos mos-
traron con un 95% de confianza, que ninguno de
estos extractos a las dosis ensayadas reducia
significativamente el indice mitético (prueba de
Kruskal-Walis). El tratamiento de datos pareados
en ocasiones permite una disminucién en la

varianza, por lo tanto se aplicé la prueba estadistica
de rango de signos a las diferencias entre el indice
mitético del tratamiento y su control respectivo,
encontrando que el cultivo junto con el extracto de
Mangifera indica a 124, 12.4 y 1.24 mg/mL redujo
significativamente el indice mitético con un 95%
de confianza, pero no se detecté un efecto dosis
repuesta. Luego, en presencia del extracto de
Mangifera indica se retraza el ciclo celular, debido
probablemente a la reparacién del ADN en G,, y/o
se aumenta la mortalidad de los linfocitos.
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Tabla 2. Resultados de la evaluacién de la actividad antioxidativa de diferentes extractos vegetales.

(mg material ICso n, K*10° %
Especie vegetal Familia extraido/g (uL/mL) | (umol DPPH/mg material | (nmol DPPH /s por nmol de inhibicion de la
material vegetal vegetal seco) DPPH reducido por el lipoperoxidacion
seco) extracto)

Mangifera indica L. Anacardiaceae 162 0.20 1.57 81 75.79
Tibouchina longifolia (Vahl) Baill. | Melatomataceae 184 0.21 1.50 70 53.06
Juglans neotropica Diles Junglandaceae 176 0.24 1.21 32 75.49
Myrica pubescens H.&.B. ex Myricaceae 177 0.26 37 80.33
Willd. 1.39
Psidium guajava L. Myrtaceae 124 0.26 1.40 56 71.65
Verbena littoralis Kunth Verbenaceae 162 0.42 0.76 34 74.51
Eucalyptus globulus Labill. Myrtaceae 207 0.38 0.69 47 82.98
Persea americana Mill. Lauraceae 115 0.51 _ _ _
Cupressus lusitanica Mill. Cupressaceae 245 0.56 _ _ _
Rosmarinus officinalis L. Lamiaceae 175 0.68 _ _ _

Para estos dos extractos fue evaluada también
la genotoxicidad determinada por las aberracio-
nes cromosémicas (Véase tabla 4). Encontrindo-
se que ninguna de ellas aumenta significativamente
la frecuencia de quiebres cromosémicos con un

95% de confianza (ANOVA). Sin embargo, se
detect6 que cierto ntimero de las aberraciones son
de tipo cromosdémico, lo que sugiere que en los

extractos puede existir una sustancia que afecta al
ADN en la fase G, del ciclo celular.

Tabla 3. Indice mit6tico en cultivos de linfocitos humanos expuestos a los extractos de
Mangifera indica'y Tiobouchina longifolia

Concentracién de extracto

Indice mitético

Control Mitomicina C (0.19mM)
2.27+1.35 1.70+ 0.55
Mangifera indica Tibouchina longifolia
1.24pg/mL 1.22+0.27 1.92+0.35
12.4ug/mL 1.48+0.44 1.62+0.34
124ug/mL 1.00+0.18 1.82+0.32

Tabla 4. Aberraciones cromosémicas en cultivos de linfocitos humanos expuestos a los extractos etandlicos de
Mangifera indica'y Tibouchina longifolia

Aberraciones cromosoémicas® % de quiebres
QK QC G D F CA en 25 células.
Control (Etanol) 1%viv 0 5 2 0 0 O 47 +0.18
Mitomicina C 190uM 4 4 4 1 8 0 16.7+1.78
Mangifera indica 1.24pg/mL 0 2 2 1 2 2 7.3£0.39
12.4ug/mL 2 1 1 1 0 4 8.0+ 0.21
124ug/mL 4 0 0 0 0 O 8.7+ 0.55
Tibouchina longifolia 1.24pg/mL 0 5 5 1 0 2 6.71+0.78
12.4ug/mL 0 5 5 3 0 2 14.7+ 0.51
124ug/mL 0 2 2 0 0 4 9.3+ 0.81

QK quiebre cromésomico, QC quiebre cromatidico, G gap, D deleciones (cromatidicas y cromosémicas), F Figuras (trirradial, tetraradial,
cromosoma en anillo, cromosoma dicéntrico), CA cromosoma acéntrico. *En 150 células en mitosis.
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Figura 2. Cinética de decoloracién del DPPH para los extractos Juglans neotropica 0.19 mL/mL, Eucalyptus
globulus 0.33 mIL/mL, Tibouchina longifolia 0.14 mL/mL, Myrica pubescens 0.14 mL/mL, Psidium guajava 0.14 mL/
mL, Mangifera indica 0.14 mL/mL y Verbena littoralis 0.38 mL/mL.

La comparacién de la actividad antioxidativa
evaluada por la decoloracién del DPPH vy la inhi-
bicién de la lipoperoxidacién de biomembranas
muestra que la mayor capacidad antioxidativa la
poseen: Psidium guajava (corteza), Eucalyptus
globulus (hojas), Myrica pubescens (hojas), Mangifera
indica (hojas), Juglans neotropica (hojas), Verbena
littoralis (hojas) y Tibouchina longifolia (parte aérea)
las cuales pertenecen a las familias Myrtaceae,
Myricaceae, Anacardiaceae, Junglandaceae, Verbenaceae
y Melastomataceae. Una alta actividad antioxidativa
de los extractos vegetales fue reportada también
por otros autores para: Rhus verniciflua (madera)
(21, 22) y Mangifera indica (corteza) (23) de la fa-
milia Anacardiaceae; Syzigium aromaticum (clavos)

(24, 25), Eucalyptus polyanthemos (hojas) (25), Psidium

guajava (frutos) (26) y Pimienta dioica (frutos) (27)
de la familia Myrtaceae; Myrica gale (exhudados del
fruto) (28) de la familia Myricaceae; Juglans regia (se-
milla) de la familia Juglandaceae (29) y varias espe-
cies de la familia Verbenaceae (30, 31).

Los siete extractos vegetales elegidos en este
trabajo por su alta capacidad antioxidativa pueden
seguir siendo investigados con el fin de determi-
nar sus posibles aplicaciones en medicina, en la
industria farmacéutica y de alimentos, ya que los
dos extractos con mayor cantidad del material
antioxidativo y la mayor reactividad con el radical
libre DPPH no muestran evidencia que estén in-
duciendo un gran efecto cito- o genotdxico.
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