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RESUMEN

Se realiz6 un estudio para evaluar la posible actividad
“scavenger” de 6 compuestos provenientes de plantas me-
dicinales colombianas frente a los radicales superéxido,
peroxilo e hidroxilo, mediante el uso de técnicas genera-
doras y atrapadoras de especies de oxigeno reactivas.

Se comprobd la actividad antirradicalaria de la umbe-
liferona y la hesperidina, la mejor captacion de radical
peroxilo por khellina , escopolina y umbeliferona. La ar-
butina y el pinitol mostraron los mejores resultados frente
al radical hidroxilo. Cinco de los seis compuestos mostra-
ron resultados promisorios frente al radical superéxido.

Palabras Clave: Plantas medicinales - Antioxidan-
tes - Especies de oxigeno reactivas- Radicales superdxi-
do, peroxilo e hidroxilo - Scavenger.

SUMMARY

To contribute to study the biological activity of six
purified compounds of colombian medicinal plants a
study was performed to determine its “scavenger” acti-
vity. Use up to date methodologies the activity for su-
peroxide, peroxile and hidroxile radicals was measured
for generation and scavenging of ROS.

Umbelliferon and hesperidine confirmed its antirra-
dicalarial activity and the best peroxile radical scaven-
ging corresponded to the khellin, scopollin and umbelli-
feron compounds. Promising results for the hidroxile
radical scavenging were demostrated by pinitol and ar-
butin. Superoxide radical “scavenger” activity was ob-
served in 5 out of the 6 compounds.

Key Words: Medicinal plants - Antioxidants - Re-
active oxygen species - Superoxide - Peroxile and hidro-
xile radicals-Scavenger.
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INTRODUCCION

Las plantas se utilizan desde la antigiiedad como
fitomedicamentos para el tratamiento de diferentes pa-
tologias, pero de la gran mayoria de estas plantas se
desconocen sus principios activos y menos ain se ha
caracterizado su perfil farmacolégico-toxicolégico. Se
hace entonces necesario determinar la eficacia e inocui-
dad de estas preparaciones tendiente a validar los usos
etnomédicos reportados (1).

Se sabe que las especies de oxigeno reactivas (EOR)
cumplen un papel fisiolgico, pero si los sistemas antio-
xidantes no son suficientes para hacer frente a estas
especies se genera el “estrés oxidativo”, situacién que
estd asociada con mas de 50 patologias como céancer,
ateroesclerosis, diabetes, envejecimiento, enfermedades
que cursan con procesos inflamatorios crénicos, entre
otras (2,3).

En esta investigacion se abordo el estudio de la ac-
tividad antirradicalaria de 6 compuestos aislados de 5
plantas utilizadas en la medicina tradicional colombiana.
Los aspectos fitofarmacolégicos més relevantes de estas
plantas provenientes de la literatura cientifica se resu-
men a continuacion.

De la hesperidina, se caracterizaron en ratas sus
efectos farmacolédgicos de tipo analgésico, antiinflama-
torio, hipolipemiante, antihipertensivo y diurético (4).
En nuestro medio la Baccharis tricuneata es utizada para
el tratamiento de enfermedades estomacales, dermato-
légicas y como cicatrizante de heridas (5). De las hojas
de esta planta se aislé el compuesto escopolina en una
proporcion del 0.98 % (6).

Las hojas de Gliricidia sepium han mostrado activi-
dad contra cepas de Neisseria gonorrhoea (7),antipara-
sitaria contra Plasmodium berghei (8) y actividad insec-
ticida contra Tribollium confusum (9). Por otra parte, el
pinitol aislado de esta planta (10) ha demostrado tener
actividad hipoglicemiante en un estudio con ratones
(11). La Amni visnaga es utilizada para desérdenes vas-
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culares como la angina de pecho por sus efectos vasodila-
tadores (12); también se le ha descrito actividad contra
bacterias grampositivas y algunas especies de Candida
(13). La arbutina, presente en la Salvia rubescens, inhibe
la produccién de melanina en cultivos de melanocitos hu-
manos, lo que apoya su uso en el vitiligo y otras afecciones
cutineas de este tipo (14, 15).

PARTE EXPERIMENTAL

Materiales

En la Figura 1 se relacionan los compuestos utilizados
y las plantas de donde se obtuvieron. El pinitol se obtuvo
del extracto etandlico de las hojas desengrasadas de Gliri-
cidia sepium Steud, aislado y caracterizado por métodos
espectroscdpicos (10). La kellina se obtuvo en proporcién
del 1% de la Amni visnaga (16), la escopolina de las hojas
de Baccharis tricuneata de las cercanias de Santafé de
Bogota (6). La hesperidina, la umbeliferona y la arbutina
fueron aisladas por J. Calle A. y col. en los laboratorios
de fitoquimica del Departamento de Farmacia de la Facul-
tad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia.
Los compuestos fueron disueltos asi: patrones, pinitol y
arbutina en tampén fosfato (KH2PO4 - KOH, 50mM (pH
7.4); umbeliferona y escopolina en EtOH - H20 (50 : 50);
khellina y hesperidina en MeOH - H20 (50 : 50). Para las
pruebas de actividad antirradicalaria se emplearon reactivos
delacasa SIGMA: SOD, n-propilgalato, hipoxantina, NBT,
xantina oxidasa, acido ascérbico, alfa- tocoferol, Micrococ-
cus lysodeikticus, TBA, TCA, DMSO, desoxirribosa; de la
casa Merck : lisozima, EDTA, FeCls, HyO,, sales para
tampén fosfato; el {2,2- Azo-bis-(2-amidinopropano)}
(ABAP) fué donado gentilmente por M.J. Alcaraz de la
Universidad de Valencia, Espafia.

Las absorbancias y las cinéticas de las técnicas de
radicales libres fueron determinadas en un espectrofo-
témetro UV/VIS UNICAM UV 2-100.

Captacion del Radical Superoxido (17,18,19)

El radical super6xido se generd por el sistema xan-
tina/xantina oxidasa, incubando (concentracién final en-
tre paréntésis) SOD (25U/mL), n-propilgalato (100uM),
compuestos de ensayo (100uM), EDTA. Naz. 2H0
(ImM), hipoxantina (100uM), NBT(100uM) y tampén
KH,PO4-KOH, 50mM, (pH 7.4). Luego se adicion6
xantina oxidasa (0.066U/mL). La reduccién del colo-
rante NBT se determiné midiendo la absorbancia a 560
nm, cada 20 segundos durante 2 minutos. Para descartar
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una posible inhibicion de la xantina oxidasa se determin6
la formacién de acido tirico a 295 nm en presencia de
los supuestos captadores.

Captacion de Radical Peroxilo (17,18,19)

Este radical se generd por el sistema ABAP/ lisozima,
incubando en bafio a 45 °C durante 90 minutos los siguien- .
tes reactivos: compuestos de ensayo (100uM), ascorbato
(100uM), lisozima (50.000 U/mL), ABAP (50mM) y tam-
pén KH2PO4 - KOH, 50mM (pH 7.4). Posteriormente se
colocaron en bafio de hielo y se tomaron SOuL de esta
mezcla de reaccion y se le adicionaron 950 uL de suspen-
sién de Micrococcus lysodeikticus (0.3mg/mL) disueltos
en tamp6n Dulbecco. La inhibicion de la actividad de la
lisozima se determindé midiendo la absorbancia a 450 nm
cada 10 segundos por 30 segundos.

Paralelamente se realizd un experimento control
para probar que las muestras de ensayo no alteraran la
actividad de la lisozima.

Captacion del Radical Hidroxilo (17,19,20)

Este radical se gener6 por el sistema H,Op/Fe3* -
EDTA/ Ascorbato, incubando en bafio a 37°C por 60 mi-
nutos las muestras de estudio(100uM), DMSO (20uM),
desoxirribosa(2.8mM), ascorbato(50uM), Fet+3-EDTA
(20uM-100uM), H,0; (1.42mM) y tampén KH2POs-
KOH, 10mM (pH 7.4), luego se adicioné TCA (1mL) al
2.8% y TBA (1mL) al 1%. Posteriormente los tubos con
los reactivos y las muestras de estudio se calentaron a
100°C por 15 minutos y luego se enfriaron en bafio de hielo
por 5 minutos. La captacién del radical hidroxilo se deter-
minoé por la formacién de un croméforo a 532 nm. Para-
lelamente se realiz6 un experimento control en ausencia
de ascorbato para detectar un posible efecto prooxidante
de las muestras de ensayo.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Los
datos se sometieron a “t” de Student unilateral con una
probabilidad de error del 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Radical Superoxido

Los datos obtenidos se expresan como % de Inhibi-
cién del NBT. Todos los compuestos inhibieron la XO
entre el 12% y el 43%. El menor dafio lo produjo la
umbeliferona y el mayor grado de alteracion lo ocasiond
la escopolina. Los compuestos que mostraron mayor
actividad captadora de este radical fueron la hesperidina
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Figura 1. Algunos datos basicos de los compuestos estudiados.
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y la umbeliferona, pero resultados cercanos se obtuvie-
ron en forma descendente con arbutina, khellina y esco-
polina. El pinitol reflej6é una pobre actividad captadora
de este radical.

Radical Peroxilo

Los resultados se expresan como % de inhibicion de
actividad de lalisozima. Ni los compuestos ni los vehiculos
en que fueron disueltos afectaron la actividad litica de la
lisozima sobre los Micrococcus lysodeikticus, excepto con
escopolina que mostr6 una actividad litica adicional del
14% .Los compuestos que resultaron mds activos para pro-
teger la lisozima frente al radical peroxilo fueron la esco-
polina, la khellina y la umbeliferona, con resultados mo-
derados parar el pinitol y resultados de menor magnitud
parar la arbutina y la hesperidina. Todos estos resultados

corresponden al pinitol y a la arbutina.En el experimento
control sin ascorbato se demostré que los compuestos
no son prooxidantes.

Discusion Global

Los dos ensayos que hacen mis comparables los re-
sultados por no tener interferencia de los solventes son los
de los radicales super6xido y peroxilo, presentando el de-
sempefio en forma descendente de la siguiente forma :um-
beliferona, khellina, escopolina, hesperidina, arbutina y
pinitol. Frente al radical hidroxilo la tnica observacién
valida que se pudo realizar fue para la arbutina y el pinitol
debido a la interferencia de los solventes.Frente al radical
super6xido el pinitol mostré una muy baja actividad frente
a los demas compuestos, pero si mostr6 una actividad
significativa frente al radical peroxilo (Tabla 1).

Tabla 1. Resumen de Actividad Antirradicalaria

COMPUESTOS RADICAL RADICAL RADICAL
Concentracién Final SUPEROXIDO PEROXILO HIDROXILO
(cf) Inhibicion NBT Inhibicién de lisozima Captacién Radical
% % Hidroxilo
%
*1 2% 1*

SOD 25U/mL 64.012.3
n-Propilgalato 100uM 624+t44
Ascorbato 100uM 10.2+9.4
a- tocoferol 100uM 46+5.0
DMSO 20uM 94.2+0.6 *
Pinitol 100uM 9.3+0.5* 30.9+9.1 36.0+11.7 *
Arbutina 100uM 443+11.3%* 58.7£10.9 * 43.3+28*
Umbeliferona 100uM 48.4+4.5* 17.3+1.6 88.4+1.2*
Escopolina 100uM 39.4+2.6* 19.6 £ 11.3 79.2+2.1%*
Khellina 100uM 41.7+3.3* 17719 83.0+2.1*
Hesperidina 100uM 51.7+04 * 323+69* 40.4+3.8 *

*1 p < 0.05 respecto al control
*2 p < 0.05 respecto al patrén ascorbato

fueron comparables al efecto protector logrado con el
acido ascérbico. En este ensayo no hubo evidencia de
captacion de radical peroxilo por el etanol y el metanol
(cf <1%) aunque la literatura asi lo reporta.

Radical Hidroxilo

La actividad de los compuestos frente al radical hi-
droxilo se expresa como % de captacion de radical hi-
droxilo. Se utilizé como patrén de referencia el DMSO.
El metanol y el etanol presentaron un efecto captador
mayor del 80%, lo que afecté los resultados de 4 de los
6 compuestos ensayados, asi que los datos mas nitidos
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Dentro de la familia de las cumarinas se sabe que
los compuestos mas activos como “scavenger” poseen
funciones orto-dihidroxilo, potencia que se disminuye
al substituir uno de estos hidroxilos. La metilacién o la
glicosilacion en las posiciones 7 y 8 disminuye en forma
importante la actividad captadora (3). Con estas consi-
deraciones era de esperarse que en estos ensayos la um-
beliferona diera una mayor actividad antirradicalaria
respecto a la escopolina pues la primera de estas cuma-
rinas posee por lo menos un OH no substituido en la
posicién 8. Los resultados para estos dos compuestos
concuerdan con esta suposicion. La arbutina conserva
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un OH fendlico que puede contribuir a su actividad an-
tirradicalaria,la cual puede ser un mecanismo adicional
al posible papel como inhibidor de fosfolipasa Az (21)
que contribuya al efecto antiinflamatorio potencial para
este compuesto.

Si bien la gran mayoria de compuestos “scavenger”
de origen natural son de tipo fenélico, se encuentran otra
serie de antioxidantes como los alcaloides, poliaminas y
compuestos “atipicos” oxigenados (22). La sola presen-
cia de OH no contribuye en forma aparente a la capaci-
dad antirradicalaria, si estos no son fenélicos, como
parece suceder con el pinitol.

Los resultados de actividad antirradicalaria obteni-
dos con la khellina orientan en forma positiva sobre la
posible utilidad terapéutica asociada con esta actividad
“scavenger”, sobre la cual no se encontraron reportes
en la literatura.

Algunos resultados se constituyen en base racional
de usos etnomédicos de ciertas plantas como Baccharis
tricuneata, 1a cual se utiliza ampliamente en nuestro pais
por sus propiedades antiinflamatorias.
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