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Resumen: En el presente trabajo se evalud
el contenido total en compuestos fenolicos
y la actividad antioxidante de los extractos
aceténico y etanolico de la hoja, flor y fruto
de C. vitifolium para conocer su potencial
farmacologico. En todos los 6rganos vegetales
estudiados se encontr6 cualitativamente
polifenoles,  taninos  totales,  taninos
condensados y flavonoides; en los resultados
de la caracterizacion quimica de los extractos
obtenidos se determiné que la flor contiene la
mayor cantidad de polifenoles y sus extractos
ejercieron la mayor accién antioxidante; el
contenido de polifenoles encontrados es
superior a los encontrados en otras especies
vegetales y similares a los reportados para
otras especies del género Cochlospermum.

Palabras Claves: Polifenoles, metabolitos
secundarios, bioactividad.
INTRODUCCION
La busqueda de nuevas sustancias

quimicas con efecto antioxidante a partir de
plantas medicinales es importante porque
constituyen un elemento protector frente
al efecto nocivo de los radicales libres
que son parte del mecanismo etiologico y
fisiopatoldgico de enfermedades croénicas
como el Alzheimer, Parkinson y la diabetes.'”
Una especie vegetal de interés, en este
sentido, es Cochlospermum vitifolium, pues
es una planta medicinal de importancia
etnofarmacoldgica en varios paises como
Cuba, Costa Rica, Guatemala y México donde
se utiliza principalmente para el tratamiento
de la malaria, ictericia, tlceras, enfermedad
renal, hepatica y de las vias respiratorias,
también se emplea como antihipertensivo
y emenagogo.*” A pesar de estos datos, se
conoce poco de la quimica de C. vitifolium;
pero se reporta que en la planta completa se
han encontrado los flavonoides, en la hoja,
cumarinas y otros polifenoles y en la raiz,
carotenoides.*

La importancia de este trabajo de
investigacion radica en el aporte de nuevos
conocimientos sobre la composicién de
metabolitos fendlicos de C. vitifolium que
permiten establecer las condiciones de
extraccion de los metabolitos de mayor
interés farmacoldgico y justificar el empleo
de la planta en formulaciones con actividad
antioxidante en la que se fundamenta el uso
etnobotanico de la planta en México.*!! Desde
el punto de vista practico, la investigacion
ofrece aportes sociales y econdmicos, porque
el conocimiento de la composicion quimica de
C. vitifolium que crece en Campeche, asi como
la evaluacién de su actividad antioxidante,
permite sustentar sobre bases cientificas el
empleo de esta planta en el tratamiento de
enfermedades asociadas al estrés oxidativo
considerado actualmente un problema de
salud publica; ademas, la extension de estos
resultados a otros sistemas de experimentacion
permitira desarrollar productos innovadores
que se pueden patentar y comercializar.'*"?

METODOLOGIA

Lasmuestras de C. vitifolium se recolectaron
en la periferia del municipio de San Francisco
de Campeche en el Estado de Campeche,
México, durante el mes de febrero del 2018 y
se transportaron al laboratorio para eliminar
cualquier impureza mecanica; la planta fue
identificada en un herbario para corroborar
su clasificacién taxondmica. Las muestras
vegetales (hojas, flores y frutos) se secaron en
estufa a 50 °C; una vez secas, se trituraron y
posteriormente, se realizo la extraccion del
material bioldgico por maceracién con dos
disolventes, etanol al 70% y acetona al 100%,
durante 48 horas a temperatura ambiente;
terminado el proceso de extraccion, se
filtraron los extractos y se llevaron a sequedad
en un rotavapor equipado con baiio Maria a
40 °C, se resuspendieron en etanol absoluto
y se conservaron en refrigeracion a 4 °C para
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su cuantificaciéon quimica. Se cuantificaron
los polifenoles totales, taninos totales, taninos
condensados y flavonoides totales contenidos
en los extractos y la actividad antioxidante
se determind por tres técnicas diferentes:
inhibicién del radical DPPH, neutralizacién
del perdxido de hidrégeno y poder reductor
del i6n férrico (FRAP).

CUANTIFICACION DE COMPUESTOS
POLIFENOLICOS TOTALES

Se adicioné 100 uL del extracto a 1000
pL de agua en un tubo de ensayo y luego
se afnadi6 100 pL del reactivo de Folin-
Ciocalteu, se dejo reaccionar durante 15
minutos y, posteriormente, se adicioné 500
pL de carbonato de sodio al 20% y se incub6 a
temperaturaambiente por 10 min. Finalmente,
se leyo en un espectrofotometro a 760 nm.
Se realizé una curva de calibracién usando
como patréon acido galico para determinar
la concentracion de polifenoles presentes en
cada extracto.

CUANTIFICACION DE TANINOS
TOTALES

Se prepard el reactivo de gelatina para la
precipitacion de taninos mezclando en un
matraz volumétrico 5 mL de la solucién de
gelatina al 10% y 10 mL de solucién de NaCl
10% en HCI 1%; se agitd la mezcla y se aforé a
50 mL con agua destilada, se dejoé en reposo la
mezcla por 30 minutos para dejar sedimentar
los sélidos insolubles. Posteriormente, se
filtré la mezcla y la solucion filtrada se empled
como reactivo para el analisis de taninos
totales. Se mezcl6 500 uL del extracto con 500
pL del reactivo de gelatina y se incubo por
30 minutos a baino Maria a 37°C, después se
centrifugd a 5,000 rpm durante 10 minutos y
se tomaron 500 uL del sobrenadante, para la
determinacion de fenoles totales por el método
de Folin Ciocalteu (100 uL del reactivo de
Folin Ciocalteu sin adicién de agua destilada

y 500 uL de Na,CO, 20%). Finalmente, se ley6
en un espectrofotometro a 760 nm y se utilizé
acido galico como patron.

CUANTIFICACION DE TANINOS
CONDENSADOS

Se mezclé 100 uL del extracto con 2 mL
del reactivo de vainillina HCI (que se prepara
al mezclar cantidades iguales de HCl 10% y
vainillina 1% en metanol), se dejo reaccionar y
se midio la absorbancia después de 20 minutos
a 500 nm. Se realizé una curva de calibraciéon
empleando catequina como estandar y los
resultados se expresaron como equivalente de
catequina en mg por gramo de extracto.

CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES
TOTALES

En el desarrollo del método colorimétrico
del cloruro de aluminio, se transfiri6 a un
tubo de ensayo 1.0 mL de agua destilada
y se afiadié 100 uL de extracto y 100 uL de
NaNO, al 5%, se mezcld y se dej6 reaccionar
5 minutos. Luego se adicion6 100 uL de AICI,
10%, se homogenizé y se dejo reaccionar
otros 5 minutos. Finalmente, se afiadié 100
puL de NaOH 1.0 M y se ley¢ la absorbancia
a 510 nm. Para calcular la concentracion
de los flavonoides se realizd una curva de
calibracion empleando quercetina como
estandar. La concentracidon se expresé como
mg equivalentes de quercetina/g de extracto.

ACTIVIDAD NEUTRALIZANTE DE
RADICALES LIBRES (METODO DE
INHIBICION DEL DPPH)

Se mezcl6 2.0 mL de una solucién de DPPH
(150 pM en metanol) y 100 pL de extracto en
tubos de ensayo, luego se incub6 la mezcla de
reaccion en un lugar oscuro y a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Posterior al
periodo de incubacion, se leyd la absorbancia
de las soluciones en un espectrofotometro a
520 nm, ajustando a cero de absorbancia con
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metanol. También se ley¢ la absorbancia de la
mezcla de 2.0 mL de la soluciéon de DPPH con
100 uL de metanol. Se empled acido galico,
disuelto en etanol, como solucién estandar.

ACTIVIDAD REDUCTORA DE
PEROXIDO DE HIDROGENO

Se empled el método de la peroxidasa para
determinar la concentracion de perdxido
de hidrégeno remanente. Se mezclé en un
tubo de ensayo 500 uL del extracto con 500
uL de una solucién de H O, 700 uM, se dejo
incubar 30 minutos a 37°C en bafio Maria;
terminado el tiempo de reaccidn se transferio
100 uL de la mezcla a un tubo de ensayo
que contenga el reactivo generador de color
[Fenol 12 mM, 4-aminoantipirina 0.5 mM,
peroxidasa de rabano picante 1.0 U/mL en
solucién buffer de fosfato salino (PBS) 84 mM
pH=7.0], se mezcld y se dejé en incubacién
a 37°C por 30 minutos. Posteriormente, se
medié la absorbancia a 504 nm ajustando a
cero de absorbancia con PBS; se corrigid la
interferencia en la lectura usando todos los
reactivos, pero reemplazando el fenol por
PBS, la absorbancia obtenida se restd a la
absorbancia original.

PODER ANTIOXIDANTE REDUCTOR
DE ION FERRICO (FRAP)

En el método del poder antioxidante
reductor de ion férrico se empled diferentes
concentraciones de los extractos de hojas,
flores y frutos (de 50 a 200 ppm). Se mezclaron
100 pL del extracto con 2.5 mL de solucién
tampon de fosfatos (0.2 M, pH=6.6) y se
adiciono 2.5 mL de solucién de ferricianuro
de potasio [K,Fe(CN)] al 1%; se incubé
la mezcla a 50 °C por 20 minutos; luego se
adicion6 2.5 mL de acido tricloroacético
al 10% y se centrifugd a 3000 rpm durante
10 min. Se tomé 2.5 mL del sobrenadante y
se adiciond 2.5 mL de agua destilada y 500
pL de cloruro férrico al 1%. Finalmente se

medio la absorbancia de cada mezcla en un
espectrofotometro a 700 nm.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los ensayos se realizaron por
triplicado y se expresaron como la media
desviacion estandar. El analisis estadistico
se realizo con la ayuda del programa
computacional SPSS 22.0. Se llevo a cabo
un analisis de varianza (ANOVA) y pruebas
de comparaciéon de medias de Tukey con
un nivel de significancia del 95% (p<0.05),
para establecer diferencias estadisticas entre
las diferentes muestras por su contenido de
polifenoles o su actividad antioxidante. El
analisis de correlacion se realizé mediante la
prueba de Pearson.

RESULTADOS

Los extractos se obtuvieron por maceracion
del material vegetal seco en proporcion 1:10
(peso del vegetal/ volumen de disolvente);
posteriormente se determin6 la cantidad
de los sélidos solubles totales contenidos en
los extractos y a partir de ello se obtuvo los
porcentajes de extracciéon o rendimiento que
se reportan en la tabla 1, el mayor rendimiento
de extraccién se obtuvo con etanol, la parte
vegetal de la que se extrajo una mayor cantidad
de solidos fue la flor y de la que se extrajo la
menor cantidad fue del fruto.

Parte vegetal | Disolvente Clave | %Extraccion
Hoja Etanol HM 8.60.5°
Hoja Acetona HA 5.40.4°
Flor Etanol FM 19.20.5¢
Flor Acetona FA 11.70.4¢
Fruto Etanol UE 6.90.6°
Fruto Acetona UA 4.80.3"

Resultados expresados como media una desviaciéon
estandar (XDE), n=3, letras diferentes en la columna
indican diferencias significativas (p<0.05).

Tabla 1. Rendimiento de la extracciéon por
maceracion de la hoja, flor y fruto de C. vitifolium.
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Considerando la cantidad de extracto
obtenido a partir del material vegetal seco, se
calcul6 la cantidad de compuesto extraido en
relacion a 100 g de peso seco; estos valores se
reportan en la Figura 1, en la cual se aprecia
la relacién existente de los cuatro tipos de
polifenoles cuantificados, en esta grafica
acumulativa el resto de fenoles que no son
taninos totales ni flavonoides se denomina
“otros polifenoles” y el residual de taninos
que no son taninos condensados como “otros
taninos”. En esa figura se pueda apreciar que
el extracto etandlico de la flor contuvo la
mayor cantidad de compuestos polifenolicos
y la mayor cantidad de taninos totales, pero
que los extractos etanoélicos de la hoja y del
fruto contienen la mayor cantidad de taninos
condensados, los flavonoides estan presentes
en mayor proporcion en el extracto aceténico
de la flor.

En la determinacion de la actividad
antioxidante existen diversas formas de
reportar los resultados y esto impide la
comparacion entre extractos de los diferentes
reportes cientificos; con este fin, en los
métodos ensayados, se empled como estandar
acido galico y primero se realizé una curva
de calibracién del analito prooxidante para
corroborar la linealidad del método en las
condiciones ensayadas y posteriormente se
realiz6 una curva de calibraciéon empleando el
estandar antioxidante de acido gélico, de esta
curva se obtuvo la ecuacion de la recta y con
ella se calculd la cantidad equivalente de dcido
galico (EAG) presente en el extracto.

En la figura 2 se reportan los resultados
de los tres métodos antioxidantes ensayados,
los resultados se expresan como miligramos
equivalentes de acido galico (mg EAG) por
gramo de extracto; esto permite comparar
los resultados obtenidos en cada método; los
extractos exhibieron una mayor capacidad de
reducir radicales libres principalmente y una
menor capacidad de reducir al hierro férrico.

Los valores obtenidos en la actividad
antioxidante se compararon con la cantidad
de metabolitos fenolicos determinada para
estimar la correlacion existente entre ellos,
estos resultados se reportan en la tabla2 y en la
figura 3, en las cuales se puede apreciar el grado
de predicciéon de la actividad antioxidante
respecto a la cantidad presente de cada uno de
los tipos de compuestos polifendlicos.

DISCUSION

Se emplearon dos disolventes para la
extraccion de los metabolitos secundarios de
C. vitifolium, los porcentajes de extraccion
determinados indican que el etanol fue mas
eficiente para la extraccion de compuestos
en los tres drganos vegetales estudiados
(hoja, flor y fruto); la extraccién depende de
la naturaleza de los compuestos a extraer,
especialmente la polaridad, el etanol es
un disolvente mas polar que la acetona.
Respecto a los compuestos polifendlicos que
pueden extraerse dependera de la naturaleza
del compuesto extraible, su estructura,
grado de polimerizacién y su relaciéon con
la polaridad del disolvente empleado en
la extraccion.!® La especie C. vitifolium
presenta una abundancia de pigmentos
amarillos (tipo carotenoides), que cualitativa
y cuantitativamente fue mayor en los extractos
acetonicos (resultados no reportados en este
trabajo), como corresponderia esperar por
la naturaleza lipofila de estos compuestos,
semejante a otras especies de este género.'®"

En contraste la extraccion de distintos
tipos de polifenoles como los flavonoides
generalmente se logra con disolventes
polares como el agua, el metanol, el etanol,
la acetona y el DMSO; especialmente cuando
los flavonoides presentan un gran numero
de grupos hidroxilos instituidos o estan
unidos por enlaces covalentes a azucares.
Si los flavonoides se presentan en forma de
agliconas, es decir, carecen de residuos de
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Figura 1. Cantidad de compuestos polifendlicos contenidos en los extractos de C. vitifolium expresados
como mg de compuesto/ 100g de material vegetal seco.
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Figura 2. Resultados de la inhibicién de DPPH, del poder reductor de hierro y de la reduccién de perdxido

T ——

de hidrégeno por los extractos de C. vitifolium.




Prueba Polifenoles totales Taninos totales Taninos condensados Flavonoides
DPPH y=1.83x+14.8 y=6.93x+79.0 y=-1.22x+319.8 y=-3.27x+331.8
R?>=0.7323 R?=0.6640 R?>=0.0198 R?=0.0442
ERAP y=0.08x+98.4 y=0.36x+91.4 y=-1.03x+137.8 y=-0.873x+122.6
R?=0.0339 R?=0.0415 R?>=0.3112 R?=0.0696
HO y=0.58x+48.9 y=2.37x+10.8 y=1.19x+105.1 y=2.54x+102.3
272 R?=0.6886 R?=0.7147 R?=0.1743 R?=0.2438

Tabla 2. Resultados del analisis de correlacion entre los diferentes metabolitos y los métodos antioxidantes

ensayados.
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Figura 3. Graficas de correlacion lineal entre los metabolitos y la actividad antioxidante de C. vitifolium.




azucar o sus grupos hidroxilos estan altamente
metoxilados aumentan su cardcter lipofilo y
se disuelven mejor en disolventes de mediana
polaridad como el acetato de etilo o la
acetona; en contraposicion las agliconas de los
flavonoides que estan altamente hidroxiladas
son muy solubles en disolventes polares como
alcoholes (metanol, etanol y butanol) e incluso
en agua.”

Algunos autores sefialan que disolventes
de alta polaridad como el agua y el etanol
presentan un mejor rendimiento en la
obtencién de polifenoles en comparaciéon con
la acetona y el dietiléter; otros indican que
la acetona y el acetato de etilo son buenos
disolventes para extraer la mayoria de taninos
y otros polifenoles vegetales por eso es
conveniente emplear diversos disolventes para
la extraccion de los compuestos polifenélicos
por la gran diversidad de los mismos y las
diferencias entre especies vegetales, los mas
usados son el agua, el metanol, el etanol, la
acetonay el acetato de etilo; cada uno posee un
poder extractor distinto tanto en la cantidad
como en la composicion de sustancias
fendlicas obtenidas.*!

La composiciéon de los compuestos
polifendlicos  extraidos  depende  del
disolvente empleado y al oérgano vegetal
extraido pues la distribucion de los
metabolitos polifendlicos no es uniforme
en los diferentes drganos vegetales y la
variacion también depende de las diferentes
poblaciones de la planta.’*? La cantidad de
los compuestos fendlicos producidos por
una determinada especie estan determinados
por distintos factores entre los que destacan
la genética, las condiciones ambientales
y la fenologia de la plantas que causan
variaciones intraespecificas; pero también
hay variaciéon dentro de un mismo individuo
por factores genéticos, ontogénicos, bioticos
y abidticos; hay factores como la sequia, la
poda, la defoliacion y el ataque de plagas que

causan dafos fisiologicos y pueden influir
en la cantidad de polifenoles presentes en la
planta.*

En cuanto a la actividad antioxidante
para poder evaluarla se prefieren métodos
sencillos, econdmicos y de facil acceso y con
alta reproducibilidad, entre ellos destaca el
método del DPPH que mide la capacidad
de los extractos para reducir al radical libre
por donaciéon de atomos de hidrégeno, este
ensayo es una técnica de decoloracién porque
el radical DPPH es de color violeta y al
reducirse se torna amarillo.”*** En general, los
fenoles han recibido mucha atencién como
antioxidantes por su capacidad de reducir
radicales libres; pero también para quelar
metales y como donadores de hidrégeno por
ello se consideran como sustancias reductoras.

El ensayo del FRAP sirve para determinar
la eficacia de los compuestos antioxidantes
para reducir el ion férrico a ferroso; esto sirve
para suprimir la formacién de radicales y
prevenir el dafo oxidativo; el poder reductor
indica que hay compuestos en los extractos
que son donadores de electrones y que
pueden actuar como antioxidantes primarios
y secundarios; la capacidad de reducir el
hierro férrico se puede atribuir a la donaciéon
de hidrogenos de los compuestos fendlicos
que se relaciona con la presencia de agentes
reductores.”**

Igualmente, debido a que los polifenoles
son buenos donadores de electrones pueden
acelerar la descomposicion del perdxido
de hidrogeno a agua previniendo el dafio
tisular por especies reactivas de oxigeno; el
peroxido de hidrégeno no es muy reactivo
por si mismo, pero puede ser toxico para las
células porque produce radicales hidroxilo
que son muy dafinos, por esto es importante
remover el peroxido en los sistemas celulares
o de los alimentos; ademas algunos sistemas
enzimaticos usan como sustrato al perdxido
de hidrégeno para obtener metabolitos




oxidantes mas potentes, como es el caso
de la mieloperoxidasa que lo convierte en
hipoclorito.*

Con el aumento en el estrés oxidativo por
diversos factores como la contaminacion,
mala alimentaciéon y el aumento en el
consumo de sustancias toxicas como el alcohol
y cigarro se ha incrementado el numero
de pacientes que padecen enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo como el
cancer, la enfermedad de Parkinson, el asma,
enfermedades cardiovasculares y la diabetes.
Los compuestos polifenolicos sintetizados por
las plantas tienen una actividad antioxidante
elevada y por ello sirven para la prevencioén
y el tratamiento de diversas enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo; estos
compuestos generalmente son inocuos para
el ser humano y pueden emplearse en la
alimentacion y por sus efectos benéficos para
la salud humana y animal caracterizan a las
plantas que las contienen como alimentos
funcionales o para detectar fuentes vegetales
potencialmente ttiles como suplementos
alimenticios.**?*

CONCLUSIONES

El etanol fue el disolvente que extrajo
una mayor cantidad de sélidos de los tejidos
de Cochlospermum vitifolium, el extracto
etanolico de la flor contuvo la mayor cantidad
de solidos (19.2%) y fue el extracto que
contenia la mayor cantidad de polifenoles
totales (3.79 gdeacido galico/ 100 g de material
seco) y de taninos totales; pero el extracto
aceténico de la flor tuvo la mayor cantidad
de taninos condensados. Los extractos de C.
vitifolium mostraron una buena actividad
antioxidante, pero exhibieron una mejor
actividad neutralizantes de radicales libres y
una menor capacidad de reducciéon de iones
férricos y perdéxido de hidrégeno. El extracto
etanolico de la flor fue el que mostro6 la mayor
actividad antioxidante; sin embargo, no existe

una muy buena correlacion entre la presencia
de polifenoles de los extractos y su actividad
antioxidante, esto sugiere que ademas de los
polifenoles en los extractos estan presentes
otras sustancias que ejercen una accidn
antioxidante significativa.
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