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RESUMEN

Introduccion: las plantas medicinales son una fuente importante de antioxidantes.
Objetivo: determinar la composicion fendlica y la actividad antioxidante de extractos
obtenidos de las hojas de Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied. Método: se realiz6
un estudio experimental preclinico con el objetivo de evaluar, desde el punto de vista
toxicoldgico y farmacoldgico, extractos de las hojas de Psidium friedrichsthalianum (O.
Berg) Nied. Se analizd cualitativamente la composicion quimica de los extractos
metandlico y en acetato de etilo, se determind el contenido de fenoles, flavonoides y
taninos. Se evalud in vitro la actividad antioxidante mediante los ensayos: secuestro del
radical 2,2-difenil-1-picril-hidracilo, capacidad antioxidante total, actividad quelante,
poder reductor/antioxidante férrico y método del tiocianato férrico. Se evalud la actividad
antioxidante ex vivo al inducir la peroxidacion lipidica en ratas Wistar. Resultados: los
fenoles, los flavonoides y los taninos fueron los principales metabolitos identificados. El
extracto metanodlico mostré mayor valor de compuestos fendlicos y de flavonoides. Los
extractos mostraron actividad antioxidante in vitro, el metandlico es el de mejores
resultados. La evaluacidn ex vivo del extracto mostré disminucién de las concentraciones
de malonildialdehido e inhibicién de la peroxidacion lipidica en todas las dosis estudiadas
con un comportamiento dosis dependiente. Conclusiones: el extracto metandlico de
Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied muestra actividad antioxidante in vitro y ex
vivo, tributan a ello sus compuestos fendlicos.
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ABSTRACT

Introduction: medicinal plants are an important source of antioxidants. Objective: to
determine the phenolic composition and antioxidant activity of extracts obtained from the
leaves of Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied. Method: a preclinical experimental
study was carried out with the aim of evaluating, from a toxicological and
pharmacological point of view, extracts of the leaves of Psidium friedrichsthalianum (O.
Berg) Nied. The chemical composition of the methanolic and ethyl acetate extracts was
qualitatively analyzed, the content of phenols, flavonoids and tannins was determined.
The antioxidant activity was evaluated in vitro by means of the following assays: 2,2-

Esta obra esta bajo una licencia Creative Commons Reconocimiento-NoComercial-Compartirlgual 4.0 Internacional (CC BY-NC-SA 4.0) 328


https://orcid.org/0000-0001-8690-2715
https://orcid.org/0000-0002-1786-9840
https://orcid.org/0000-0001-7554-8247
https://orcid.org/0000-0002-2706-6873
https://orcid.org/0000-0003-3729-6493
https://orcid.org/0000-0002-5114-5256

Acta Médica del Centro / Vol. 13 No. 3 Julio-Septiembre 2019

diphenyl-1-picryl-hydrazyl radical sequestration, total antioxidant capacity, chelating
activity, ferric reducing/antioxidant power and ferric thiocyanate method. Ex vivo
antioxidant activity was evaluated by inducing lipid peroxidation in Wistar rats. Results:
phenols, flavonoids and tannins were the main metabolites identified. The methanolic
extract showed higher value of phenolic compounds and flavonoids. The extracts showed
antioxidant activity in vitro, the methanolic is the one with best results. Ex vivo
evaluation of the extract showed decrease in malondialdehyde concentrations and
inhibition of lipid peroxidation in all doses studied with dose-dependent behavior.
Conclusions: the methanolic extract of Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied
shows in vitro and ex vivo antioxidant activity; its phenolic compounds are linked to it.
Key words: antioxidants; plants, medicinal; plant extracts; composition

INTRODUCCION

Los medicamentos herbarios formaron la base de la terapéutica desde los
primeros dias de la humanidad y se utilizan ampliamente pues cada dia aumenta
el reconocimiento de sus valores clinico, farmacéutico y econémico; esto varia
ampliamente entre un pais y otro.

A pesar de que los medicamentos herbarios se han usado durante muchos siglos,
solo una cantidad relativamente pequefia de especies de plantas se ha estudiado
por sus posibles aplicaciones medicinales. Se dispone de datos sobre la seguridad
y la eficacia de un nimero aun menor de plantas, de sus extractos y de los
principios activos y de las preparaciones que las contienen.®

La Organizaciéon Mundial de la Salud estructurdé en 1985 un Programa de Medicina
Tradicional Herbolaria y reconocié la existencia de 119 sustancias quimicas de
origen vegetal que pueden considerarse farmacos importantes, Utiles en mas de
60 categorias terapéuticas, y obtenidas principalmente de 91 especies.® El
Ministerio de Salud Publica de Cuba tiene establecido un Programa de
Investigaciones de Medicina Tradicional, que fue aprobado en 1986, para estudiar
las plantas medicinales mas utilizadas por la poblacién y evaluar cientificamente
sus efectos farmacoldgicos y toxicos. Esto ha permitido incorporar a la llamada
medicina moderna los métodos medicinales tradicionales con verdadera
efectividad y ganar prestigio en la practica médica actual al dar respuesta a las
necesidades farmacoterapéuticas que responden a la situacién de salud del pais.
El estado redox celular ha sido reconocido, de forma cada vez mas creciente,
como un componente critico de enfermedades y respuestas celulares inducidas
por el estrés. Inherente a estas respuestas estd la generacion de especies
reactivas de oxigeno, las que provocan un dafo celular directo ademas de actuar
como segundos mensajeros intracelulares al modular las vias de transduccién de
sefiales.®

El desbalance entre la generacidon de especies reactivas de oxigeno y los sistemas
de defensa antioxidantes conlleva a modificaciones quimicas de macromoléculas
de relevancia bioldgica: acido desoxirribonucleico (ADN), proteinas, lipidos y
carbohidratos. Este desbalance se asocia a mecanismos fisiopatoldgicos para la
iniciacion y el desarrollo de enfermedades de notable morbilidad y mortalidad.

Los antioxidantes permiten retrasar, prevenir o eliminar el dano oxidativo
generado por las especies reactivas de oxigeno® sobre las macromoléculas
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citadas; una gran fuente de antioxidantes son las plantas medicinales. De manera
particular se destaca la familia myrtaceae porque sus especies, por lo general, se
caracterizan por una rica composicion de compuestos fendlicos que se asocian a
la actividad antioxidante comprobada en algunas de ellas;>®) sin embargo, pocas
especies del género Psidium de esta familia han sido estudiadas con esta
finalidad. Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied, conocida como guayaba
acida, guayaba agria, guayabo de monte o guayaba de fresco es una de las
especies no estudiadas. El Ministerio de la Agricultura en Cuba extiende vy
propaga su cultivo en el pais por su resistencia a plagas y enfermedades,!” por lo
que resulta factible el aprovechamiento de su potencial con fines medicinales.

Las hojas de Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied no poseen estudios
cientificos informados que permitan justificar su uso farmacéutico en la medicina
tradicional cubana. Estudios que permitan conocer el rendimiento, la composicion
y la actividad antioxidante de extractos obtenidos de las hojas de Psidium
friedrichsthalianum (O. Berg) Nied serian un aporte importante a la informacion
necesaria para proponer su uso en la medicina tradicional cubana. Este trabajo
tiene el objetivo de determinar la composicion fendlica y la actividad antioxidante
de extractos obtenidos de las hojas de Psidium friedrichsthalianum (O. Berg)
Nied.

METODOS

Se realizé un estudio experimental preclinico en el Departamento de Farmacia de
la Facultad de Quimica-Farmacia de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las
Villas (UCLV) de la Ciudad de Santa Clara, Provincia de Villa Clara, en el periodo
comprendido entre los meses de enero y junio de 2015. La realizacion del estudio
se llevd a cabo en tres etapas:

1- Obtencidon del material vegetal y determinacién del contenido fendlico

2- Evaluacioén in vitro de la actividad antioxidante

3- Evaluacidén ex vivo de la actividad antioxidante.
Las hojas de Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied fueron recolectadas en
horas de la mafiana en el Jardin Botanico de la Universidad Central “Marta Abreu”
de Las Villas, identificadas taxondmicamente y comparadas con la muestra
correspondiente a la serie UCLV 10874 del Herbario “Dr. Alberto Alonso Triana”
(ULV) del mismo centro de estudios. El material fue sometido a un proceso de
lavado con abundante agua potable y secado en la estufa a 38°C vy,
posteriormente, fue triturado con un molino de cuchillas, con un tamiz de talla
3mm, a 4 750rpm.

1- Obtencion del material vegetal y determinacion del contenido fendlico
Los extractos metandlico y en acetato de etilo de las hojas de la planta se
obtuvieron con el empleo de 10g de material vegetal seco y pulverizado al que se
adicionaron 100ml del solvente, en cada caso, fueron colocados en un agitador a
temperatura ambiente y se realizaron separadamente dos extracciones.

Se evalud cualitativamente la composicidon quimica de los extractos, se siguid la
técnica para el tamizaje fitoquimico establecida por Miranda.® Se realizaron los
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ensayos para los principales grupos de metabolitos y, en cada caso, se ensayaron
tres réplicas.

El contenido total de compuestos fendlicos en los extractos de  Psidium
friedrichsthalianum (O. Berg) Nied se determind al emplear el reactivo de Folin-
Ciocalteu, segin el método de Nurmi,® y utilizar acido gdlico como compuesto
fendlico de referencia.

2- Evaluacion in vitro de la actividad antioxidante
Se evalud a través de:
Secuestro del radical 2,2-difenil-1-picril-hidracilo (ensayo DPPH)
Procedimiento: a 3ml de la disolucion de DPPH -0,004% (peso/volumen)- se le
adicion6 1ml de cada muestra evaluada. Después se colocaron durante 30
minutos en la oscuridad y se midié la absorbancia a 517nm frente a un blanco
(con todos los reactivos menos la muestra). Los ensayos fueron realizados por
triplicado.
- Se calculd el por ciento de inhibicién de la formacién del radical libre DPPH; se
utilizé la expresion:
Por ciento de inhibicion de la formacidn del radical libre

Apppu — As
DPPHe= x 100
ApppH
donde:
Appp: absorbancia del control (contiene todos los reactivos excepto la
muestra)

As: absorbancia de la muestra

Se calculé el valor de ICsg (concentracién de muestra que se requiere para
reducir el 50% de los radicales libres) para cada muestra utilizando la ecuacion
de regresién obtenida a partir de concentraciones de extractos y de sustancias
de referencia y el por ciento de inhibicién de la formacién del radical libre
DPPH.

- Capacidad antioxidante total
La capacidad antioxidante total se determind por el ensayo de molibdato de
amonio segln el método de Umamaheswari;(*® se utiliz6 &cido ascérbico como
sustancia de referencia.
Procedimiento: se tomaron 300ul de cada extracto (metandlico y en acetato de
etilo), por separado, y se adicionaron 3ml de la mezcla de los siguientes
reactivos: 1ml de acido sulfurico 0,6M, 1ml de fosfato de sodio 28mM y 1ml de
molibdato de amonio 4mM. Las muestras se calentaron durante 90 minutos a
950C, se enfriaron y se midié la absorbancia a 695nm; se utilizd como blanco
una solucion preparada y se siguio el mismo procedimiento sin la muestra.
La capacidad antioxidante total de cada extracto se determind a partir de la
ecuacion de la recta obtenida en la curva de calibracion de acido ascérbico y se
expresé como miligramos equivalentes de &acido ascérbico por gramo de
extracto seco.

- Determinaciéon del poder reductor/antioxidante férrico (FRAP)
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La determinacion del FRAP de los dos extractos evaluados fue determinado por
el método del 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), segun el método de Benzie y
Strain; (1) se utilizé sulfato ferroso como sustancia de referencia.
Procedimiento: se toman 100ul de cada muestra y se le adicionan 1,9ml del
reactivo FRAP. Transcurridos cinco minutos se realiza la lectura a 593nm.

- Determinacién de la actividad quelante
Para estimar la actividad quelante en el ion ferroso de los extractos fue usado
el método descrito por Dinis y colaboradores!? con algunas modificaciones:
0,2ml de cada extracto y la sustancia de referencia (concentracion 50ug/ml)
fueron mezclados con 0,1 y 0,2ml de ferrozina (5mM). Se completé el volumen
con 2ml de etanol. La mezcla fue dejada en reposo 10 minutos a temperatura
ambiente y se procedié a leer la absorbancia a 562nm. El agua ultrapura que
sustituia la ferrozina fue usada como blanco y sustituyd el extracto como
control. El acido etilendiaminotetracéticodisédico (EDTA-Na;) constituyd la
sustancia de referencia.
La solucién de ferrozina (sal sddica del acido 3-[2-Piridil]-5,6-difenil-1,2,4-
triazina-4,4 "-disulféonico) de 5mM fue preparada en agua ultrapura,
almacenada a temperatura ambiente y protegida de la luz. Todas las
mediciones se realizaron por triplicado.
La habilidad de la muestra para quelar el ion ferroso fue calculada relativa al
control (que incluye solo al FeSO4 y la ferrozina) a través de la siguiente
formula:
habilidad quelante del ion ferroso (%)=[(Abs control-Abs muestra)/Abs
control]x100

- Método del tiocianato férrico
La actividad antioxidante determinada por el método del tiocianato férrico fue
realizada considerando el ensayo propuesto por Haraguchi.*
Procedimiento: cada muestra fue colocada en un medio de reaccién con la
siguiente composicién: 0,04ml de disolucién A de cada muestra, 0,4ml de
acido linoleico al 2,5%, 0,8ml de buffer fosfato 0,04M, pH=7 y 0,38ml de agua
destilada. Las muestras fueron incubadas a 40°C en la oscuridad. La disolucion
de acido linoleico se empled como control negativo.
Se realizd una determinacion espectrofotométrica de cada muestra cada 24
horas durante cinco dias y se siguid el siguiente procedimiento: se tomo
0,05ml de cada muestra, se diluy6 con 2,85ml de etanol al 75% y se adicion6
0,05ml de cloruro de hierro (II) 0,02M en &cido clorhidrico al 3,5%. Se
esperaron tres minutos y se afiadid 0,05ml de tiocianato de amonio al 30%. Se
midiod la absorbancia a 500nm y se empled etanol al 75% como blanco hasta
alcanzar un valor de absorbancia maximo para el patron utilizado.

3- Evaluacion ex vivo de la actividad antioxidante

La evaluacidn ex vivo de la actividad antioxidante se realizd al considerar el
fundamento del método descrito por Ohkawa,® en el que reacciona el &cido 2-
tiobarbiturico con el malondialdehido, uno de los principales productos generados
de la peroxidacion lipidica experimentalmente inducida tras el dano provocado por
la administracion de tetracloruro de carbono.®
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Modelo bioldgico: se emplearon ratas machos, de la linea Wistar, provenientes del
Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorios (CENPALAB) con
su correspondiente Certificado de Calidad.

Procedimiento experimental: las ratas fueron divididas aleatoriamente en seis
grupos de seis animales, se conformaron los siguientes grupos experimentales:
Grupo I: cloruro de sodio 0,9%, 10ml/kg (peso vivo -pv-)

Grupo II: cloruro de sodio 0,9%, 10mi/kg (pv)

Grupo III: a-Tocoferol (vitamina E), 50mg/kg (pv)

Grupo 1V: extracto de Psidium friedrichsthalianum, 200mg/kg (pv)

Grupo V: extracto Psidium friedrichsthalianum, 400mg/kg (pv)

Grupo VI: extracto Psidium friedrichsthalianum, 800mg/kg (pv)

Las sustancias ensayadas fueron administradas durante siete dias por via oral
mediante una sonda intragastrica 16G con ayuno previo de 12 horas. El séptimo
dia del ensayo se administrd, pasados 60 minutos de la administracién de las
sustancias ensayadas, el inductor de la peroxidacion lipidica: tetracloruro de
carbono/aceite de oliva (1:1) en una dosis de 1ml/kg (pv) por via intraperitoneal
a los animales que conformaron los grupos del II al VI. Pasadas 24 horas de la
administracion del inductor de la peroxidacién lipidica se procedid al sacrificio de
los animales previa anestesia con halotano y posterior dislocacion cervical (se
cumplié con los procedimientos internacionales bioéticos establecidos al efecto).
Se procedié a la diseccion del animal y se extrajo el higado, se lavd con solucion
buffer fosfato 50mM y fue troceado. Se homogenizd el tejido hepatico (50mg
tejido/ml) con solucién buffer fosfato 50mM, pH 7,4. Los homogenados de tejido
fueron sonicados durante 10 segundos (tres veces con intervalos de 20
segundos) y, posteriormente, fueron centrifugados durante 20 minutos a 5
500rpm a una temperatura de 5°C. El sobrenadante constituyé la muestra a
analizar, se tomaron 0,14ml del mismo (tres replicas por cada muestra bioldgica)
y se adicionaron en el orden que sigue los siguientes reactivos: 1ml de acido
fosforico al 1%, 33uL de butilhidroxitolueno al 0,01% vy 0,3ml de &cido 2-
tiobarbiturico al 0,6%. Fue preparado un blanco con los mismos reactivos, pero
en lugar de la muestra se anadié 0,14ml de solucién buffer fosfato 50mM, pH 7,4.
Los tubos de ensayo con la mezcla de muestra y los reactivos fueron introducidos
en un bafio de recirculacidon de agua a 100°C durante 45 minutos, posteriormente
la reaccion fue detenida al introducir los tubos de ensayo en frio. A cada tubo se
le anadié 1,4ml de n-butanol, se agitaron vigorosamente y se centrifugaron por
15 minutos a 4 000rpm a una temperatura de 5°C. Pasado un minuto después de
la centrifugacién fue tomada la fase orgdnica y se leyd la absorbancia a 535nm.
Los resultados se expresaron en concentracion de malonildialdehido (MDA):

10 (A -b)
m(g)-a

donde: A=absorbancia
a=pendiente de la ecuacion de la recta obtenida de la curva de calibracion
b=intercepto de la ecuacion de la recta obtenida de la curva de calibracién
m=masa de tejido expresada en gramos
10=factor de dilucion

MM MDA/g tej.=
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El por ciento de inhibicién de la peroxidacion lipidica fue determinado a través de
la expresion:

Ac-Am
AL A7 .10
Ac ’

Inhibicion de la peroxidacion lipidica (%) =

donde:
Ac=absorbancia del grupo control (II)
Am=absorbancia de la muestra

Todos los investigadores respetaron los principios éticos que rigen la
experimentacion animal, garantizaron su bienestar y su proteccion y cumplieron
con las Normas de Bioética y Bioseguridad establecidas. Los estudios se
realizaron cumpliendo las guias de buenas practicas para el cuidado y el uso de
animales de laboratorio.*®

Analisis estadistico: los resultados fueron expresados como por cientos o valores
medios con su desviacidn estandar. Se utilizé el paquete estadistico SPSS,
versién 11.5 para Windows. La comparacion entre los grupos se realizé mediante
técnicas no paramétricas, se utilizaron las pruebas de Mann-Whitney y de
Friedman, con un intervalo de confianza del 95%. Los resultados fueron
considerados estadisticamente significativos cuando p<0,05.

RESULTADOS

Etapa 1: obtencidon del material vegetal y determinacion del contenido
fendlico

El tamizaje fitoquimico del extracto metandlico y en acetato de etilo de las hojas
de Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied permitié evaluar cualitativamente
la composicion de la planta en estudio (tabla 1).

Tabla 1. Tamizaje fitoquimico del extracto metandlico y en acetato de etilo de hojas de Psidium
friedrichsthalianum (O. Berg) Nied

Ensayo Metabolito Extraf:t_o Extracto .
metandlico acetato de etilo

Dragendorff Alcaloides ++ ++
Sudan Acidos grasos + +
Baljet A-B Coumarinas ++ ++
Resinas Resinas - -
Espuma Saponinas + -
Kedde A-B Glicosidos cardiotdnicos - -
Cloruro férrico Fenoles y taninos (o ambos) ++ ++
Shinoda Flavonoides ++ ++
Liebermann-Buchard Triterpenos y esteroides (0 ambos) + +
Fehling A-B Azlcares reductores + +
Bortrager Quinonas + -
Ninhidrina Aminoacidos libres - -

Leyenda: ++ (ensayo muy positivo), + (ensayo positivo), - (ensayo negativo)
Fuente: Registro de datos primarios
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Los resultados de la determinacién de compuestos fendlicos para los extractos
metandlico y en acetato de etilo de Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied se
muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Contenido total de compuestos fendlicos del extracto metandlico y en acetato de etilo de
Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied

Compuestos fenodlicos Extracto Extracto
metandlico acetato de etilo
Contenido total (mgEAG/gES) 527,56 21,89

Fuente: Registro de datos primarios
Etapa 2: evaluacion in vitro de la actividad antioxidante

Los valores de ICso obtenidos para las muestras evaluadas aparecen descritos en
la tabla 3.

Tabla 3. Actividad secuestradora del radical DPPHe de los patrones y extractos de Psidium
friedrichsthalianum (O. Berg) Nied en el ensayo DPPH

Muestras Concentraciones Efecto ICso
(pg/mL) secuestrador (%) (pg/mL)
2 18,77
4 34,78
a-tocoferol (vitamina E) 6 53,02 5,6
8 72,22
10 87,06
5 40,26
. 10 50,90
Rutina 15 55.19 10,29
20 70,58
2,5 36,22
5 53,95
Quercetina 7,5 67,52 4,6
10 83,01
12,5 94,66
25 36,45
Extracto metandlico de >0 55,68
Psidium friedrichsthalianum 7> 69,34 44,3
100 81,31
125 90,50
125 33,85
Extracto acetato de etilo de 250 47,00
Psidium friedrichsthalianum 375 57,02 295,05
500 69,74
625 78,07

Fuente: Registro de datos primarios

El extracto metandlico mostré una actividad antioxidante total cuatro veces
superior a la del extracto en acetato de etilo, con un valor de 18,48mg
equivalentes de acido ascorbico/g de extracto. La actividad antioxidante total del
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extracto en acetato de etilo fue de 4,756mg equivalentes de acido ascorbico/g de
extracto.

La determinacién del poder reductor/antioxidante férrico mostré los mejores
resultados para el extracto metandlico, para el que se obtuvieron valores tres
veces superiores al extracto de acetato de etilo (figura 1).

a + .

Extracto matandlico Extracto acetato de etilo

ary
o
I

w0
1

extracto

umol /L de FeSO4 equivalentes por g de
o}
4

Extractos evaluados

Figura 1. Resultados del comportamiento del poder reductor/antioxidante para los extractos
evaluados

El extracto metandlico mostrdé un por ciento de actividad quelante similar al EDTA
(patrén), mientras que el extracto de acetato de etilo es tres veces inferior (figura
2).

__50 - 43

* 36

© 40 T

5 [

° 30

&

T 20 | -~ 10. —

T

210 -

v

< _f‘ T T L}
Extracto Extracto EDTA

matandlico acetato de etilo

Extractos y patron evaluados

Figura 2. Resultados del comportamiento de la actividad quelante evaluada para los extractos
estudiados

Con el método del tiocianato férrico los extractos evaluados mostraron valores
disminuidos de absorbancia en relacién al acido linoleico (control), a las 96 horas
del estudio el extracto metandlico mostré mejor comportamiento antioxidante al
compararlo con el extracto en acetato de etilo (figura 3).
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Figura 3. Por ciento de inhibicion de la peroxidaciéon del acido linoleico por los antioxidantes
patrones y extractos de Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied en el método del tiocianato
férrico

Etapa 3: evaluacion ex vivo de la actividad antioxidante

La tabla 4 muestra los valores de concentracion de malondialdehido de cada
grupo experimental.

Tabla 4. Valores de concentracién de malondialdehido en los grupos experimentales (media
aritméticatdesviacion estandar, n=6)

Grupo Concentraciéon MDA
experimental (pM /g de tejido)

I 44,35+6,39

II 242,76+17,24
ITI 142,20+37,92a
v 196,98+7,12a,b
\Y 144,98+16,77a
VI 83,64+10,81a,b

Prueba de Mann-Whitney

a- diferencia significativa respecto al control negativo (Grupo II: cloruro de sodio) (p<0,05)
b- diferencia significativa respecto al control positivo (vitamina E) (p<0,05)

Fuente: Registro de datos primarios

DISCUSION

Los resultados del tamizaje fitoquimico del extracto metandlico y en acetato de
etilo de hojas de Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied ofrecen una vision
cualitativa de la composicién quimica de la planta estudiada y no pueden
considerarse como un resultado concluyente porque la presencia o la ausencia de
un metabolito estd influenciada por varios factores como por ejemplo: la época de
recoleccién, el tipo de secado y la conservaciéon (o ambos), el estado vegetativo
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de la planta, la solubilidad en el solvente empleado y la interferencia de otros
metabolitos, entre otros.®

No se informan estudios sobre la composicion cualitativa de Psidium
friedrichsthalianum (O. Berg) Nied. En el presente trabajo se identificd, de forma
acentuada, en ambos extractos, la presencia de fenoles y taninos (o ambos), de
flavonoides y alcaloides y de metabolitos a los que se les atribuye parte de la
responsabilidad de las propiedades antioxidantes de las plantas medicinales.”
También fueron identificados coumarinas, acidos grasos, triterpenos y esteroides
(o ambos), entre otros; se pueden asociar a otras propiedades medicinales que
este género de Psidium puede manifestar.(!®)

Los resultados para el extracto metandlico mostraron la mayor cantidad de
compuestos fendlicos en comparacion con el extracto en acetato de etilo. El
contenido total de compuestos fendlicos para los extractos estudiados no aparece
informado en la literatura para la especie; sin embargo, se ha determinado para
otras especies'!®?Y) y muchas'®) pertenecen a géneros de la familia Myrtaceae a
la que corresponde la planta medicinal objeto de estudio. Al comparar los valores
obtenidos con el contenido de flavonoides presente en otros extractos de plantas
medicinales informados en la literatura se observa que el valor de flavonoides del
extracto metandlico de las hojas de la planta estudiada es muy superior a los
valores conseguidos en otras plantas. Lo anterior permite inferir que este extracto
pudiera tener una alta actividad antioxidante si se tiene en cuenta que estos
metabolitos estan considerados como los que mas aportan a esta actividad
farmacoldgica.®?

Bajos valores de ICsq son indicativos de buena actividad antioxidante.(?® Al
observar los resultados obtenidos para los extractos se observa que manifestaron
una actividad inferior a los patrones antioxidantes utilizados como referencia, lo
gue se considera adecuado si se tiene en cuenta que la concentracidon de los
metabolitos responsables de la accidn en los extractos siempre seria muy inferior
a la concentracion referida de los compuestos puros. El valor de ICso obtenido
para el extracto metandlico es cuatro veces inferior al extracto de acetato de
etilo, lo que infiere la actividad antioxidante superior del primero y tiene total
correspondencia con la concentracion de los compuestos fendlicos presentes en
cada extracto.

El ensayo DPPH es empleado en numerosos estudios de evaluacién de la actividad
antioxidante de extractos obtenidos a partir de diversas especies de plantas
medicinales, en estos se realizan comparaciones con diversos patrones
antioxidantes y los resultados son variables en relacién a la capacidad
antioxidante que manifiestan los extractos. Al comparar los resultados alcanzados
para el extracto metandlico con los valores de otras plantas medicinales
informadas en la literatura consultada se destaca que el valor obtenido supera a
plantas reconocidas como antioxidantes: las semillas de la N. sativa con un valor
de ICso de 624,7+12,77ug/ml y de la N. damascena con un ICsg de 177,6+3,71,
asi como el patrén Trolox, antioxidante conocido, que posee un ICsy de
50,4+0,21.(3%

El efecto de secuestro del radical DPPHe de las muestras estudiadas se resume en
el siguiente orden: quercetina>vitamina E>rutina>extracto metandlico de
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Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied>extracto en acetato de etilo de
Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied.

Estos resultados avalan que la planta en estudio pudiera considerarse una fuente
de compuestos antioxidantes.

Los valores de actividad antioxidante total de los extractos no aparecen
informados en la literatura cientifica para esta planta, son especificos para cada
extracto y en este caso estan en correspondencia con el contenido de compuestos
fenodlicos de cada uno de los extractos evaluados.

Al comparar los resultados obtenidos en el ensayo con los que aparecen en la
literatura para extractos y aceites esenciales de otras plantas medicinales se
observa que los resultados obtenidos en las muestras evaluadas en el presente
trabajo superan lo informado para el fruto de la Cydonia oblonga y de la
Vacciniummacrocarpon y posee valores similares a la Ribesnigrum. La habilidad
para reducir el Fe (III) podria ser atribuida a la donacidn de hidrégeno de los
compuestos fendlicos presentes, a la presencia de agentes reductores y al
numero y la posicién de grupos hidroxilos que juegan un rol importante en la
actividad antioxidante que manifiesta cualquier compuesto; esto explica la gran
variabilidad de dichos pardmetros de una planta a la otra.(®®

Los extractos metandlicos y en acetato de etilo mostraron elevados por cientos de
inhibicién de la peroxidacion del acido linoleico; el extracto metandlico mostré
mejor actividad antioxidante. Superaron la actividad antioxidante de los extractos
el propilgalato en comparacion con el extracto metandlico y la quercetina en
comparacién con el extracto en acetato de etilo. Gulcin y colaboradores(®®
emplean este método para demostrar la actividad antioxidante de especies
pertenecientes a la familia Myrtaceae.

Mayor concentracién de malondialdehido (MDA) indica mayor extension de la
peroxidacion lipidica y, por el contrario, menor concentracion de malondialdehido
se traduce en un efecto protector de las sustancias administradas con potencial
actividad antioxidante.(?”)

Los grupos tratados con dosis del extracto muestran valores significativamente
inferiores con respecto a la concentracién de MDA del grupo II, lo que evidencia
su accién antioxidante. El grupo experimental tratado con dosis de extracto de
200mg/kg mostré valores medios de concentracion de MDA superiores al grupo
tratado con vitamina E, lo que demuestra su potencial efecto antioxidante. En
dosis de extracto de 400mg/kg no hay diferencias significativas en relacién al
grupo tratado con vitamina E; sin embargo, en dosis de 800mg/kg del extracto la
concentracion de MDA disminuyé de manera significativa en comparacién con
todos los grupos experimentales y, de manera particular, con respecto al grupo
tratado con vitamina E, y la superd en relacién a su efecto antioxidante.

La evaluacion ex vivo del extracto demostrd su actividad antioxidante en todas
las dosis evaluadas con un posible comportamiento dosis dependiente.

Multiples informes dan cuenta de la relacion directa entre la actividad
antioxidante y el contenido fendlico total en los extractos de plantas medicinales.
Los compuestos fendlicos juegan un rol importante como antioxidantes y también
contribuyen eficientemente a estabilizar los procesos de peroxidacién lipidica, de
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ahi la gran importancia que posee su presencia en la planta para su uso en la
terapéutica.(?®29

Al observarse el comportamiento de la composicién fendlica, analizada por los
ensayos desarrollados en el trabajo, se observd que los valores obtenidos para el
extracto metandlico superaron completamente al extracto de acetato de etilo. De
igual manera el analisis de los ensayos que miden la actividad quelante y la
actividad antioxidante total poseen igual comportamiento, lo que hace deducir
una relacién directa del contenido fendlico y la actividad antioxidante de los
extractos obtenidos de la planta. Para tener una confirmacién se precisarian
estudios estadisticos comparativos que se proponen para ser realizados en
investigaciones futuras.

Los ensayos realizados en el presente trabajo abarcan los principales mecanismos
de accion que aparecen descritos en la literatura por los que se desarrolla la
accion antioxidante: la peroxidacion lipidica, la actividad secuestradora o
antiradicalica y las propiedades de quelacién o transicion de metales (usualmente
del hierro). El analisis global de los resultados obtenidos permite asegurar que de
los extractos evaluados de Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied el
metandlico mostré mejor actividad antioxidante mediante los métodos y las
condiciones bajo las que fue evaluada esta actividad, lo que tiene total
correspondencia con la mayor composicion de compuestos fendlicos que los
caracterizan.

La gran diferencia en la actividad de los dos extractos pudiera estar relacionada a
la gran variabilidad que poseen en el contenido de polifenoles, aunque no se
puede descartar el poder extractivo de ambos solventes, con superioridad para el
metanol, lo que favoreceria la extraccién de metabolitos de otra naturaleza que
por efecto sinérgico (efecto corroborado en las plantas medicinales) estuvieran
involucrados en los efectos observados porque estos otros compuestos
antioxidantes podrian actuar sinérgicamente e interferir no solamente con
reacciones de propagacién sino también con la formacion de radicales por
quelacion de los metales de transicién involucrados en la reaccién de
iniciacion.%

CONCLUSIONES

La planta estudiada posee un contenido de taninos considerado alto en
comparacion con los informados para otras plantas medicinales. El extracto
metandlico posee un contenido fendlico y de flavonoides muy superior al extracto
de acetato de etilo y mostrdé una actividad antioxidante in vitro muy superior. En
las dosis evaluadas el extracto metandlico mostrd ex vivo actividad antioxidante
al inhibir la peroxidacién lipidica con un posible comportamiento dosis
dependiente.
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