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RESUMEN

Introduccién: El género Clusia es uno de los mas estudiados de la familia
Clusiaceae. Clusia minor L. es un arbusto silvestre con escasas investigaciones
que se emplea en la medicina tradicional para el tratamiento de verrugas y
vitiligo. La actividad antioxidante ha despertado en los Ultimos anos un gran
interés cientifico en el area farmacologica. A pesar de haberse realizado
estudios sobre los efectos antioxidantes de esta especie, hasta el presente no
se han reportado resultados concluyentes.

Objetivo: Determinar el contenido de fenoles y flavonoides presentes en las
hojas de la especie Clusia minor L. y evaluar de manera preliminar su actividad
antioxidante.

Métodos: A partir de las hojas de la especie se obtuvieron cuatro extractos (A,
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B, C, E) por maceracion con el empleo de disolventes en orden creciente de
polaridad (hexano, acetato de etilo y metanol) y directamente con etanol,
respectivamente. El contenido de fenoles y flavonoides totales fue determinado
con los métodos de Folin-Ciocalteu y espectrofotométrico con cloruro de
aluminio, respectivamente. La evaluacion antioxidante se realizé determinando
la capacidad secuestradora del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) por
Cromatografia en Capa Delgada (CCD) y ferro-reductora.

Resultados: Se realizo por primera vez la cuantificacion de fenoles totales y
flavonoides en las hojas de esta especie, y se pudo identificar su presencia en
los extractos B, Cy E. Todos los extractos presentaron capacidad secuestradora
del radical DPPH y actividad ferro-reductora in vitro. Los extractos E y B
mostraron la mayor capacidad secuestradora del radical DPPH y ferro-
reductora, respectivamente, lo que se encuentra en correspondencia con el
contenido de fenoles totales y de flavonoides en estos extractos.
Conclusiones: Los resultados revelaron el posible efecto antioxidante de la
especie, relacionado, tentativamente, con la presencia de metabolitos de
naturaleza fenodlica. Clusia minor pudiera ser una alternativa natural para el
desarrollo de nuevos agentes terapéuticos.

Palabras clave: Clusia minor; fenoles y flavonoides totales; capacidad
antioxidante, DPPH; FRAP.

ABSTRACT

Introduction: Clusia is one of the most widely studied genera in the Clusiaceae
family. Clusia minor L. is an insufficiently studied wild shrub used in folk
medicine to treat warts and vitiligo. In recent years, antioxidant activity has
arisen great scientific interest in the field of pharmacology. Though a number
of studies have been conducted about the antioxidant effects of this species,
no conclusive results have so far been reported.

Objective: Determine the content of phenols and flavonoids present in the
leaves of the species Clusia minor L. and make a preliminary evaluation of its
antioxidant activity.

Methods: Four extracts (A, B, C and E) were obtained from leaves of the species

by maceration with the use of solvents in an increasing order of polarity
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(hexane, ethyl acetate and methanol) and directly with ethanol, respectively.
Total phenol and flavonoid content was determined by Folin-Ciocalteu and
spectrophotometric testing with aluminum chloride, respectively. Antioxidant
evaluation was performed by determining the sequestering capacity of the 2.2-
diphenyl-1-picrilhydrazyl radical (DPPH) by thin layer chromatography (TLC)
and the ferric-reducing assay.

Results: Quantification of total phenols and flavonoids in the leaves of the
species was carried out for the first time, identifying their presence in extracts
B, C and E. All the extracts displayed sequestering capacity of radical DPPH and
ferro-reducing activity in vitro. Extracts E and B showed the highest DPPH
radical sequestering and ferro-reducing capacity, respectively, in keeping with
the content of total phenols and flavonoids in these extracts.

Conclusions: Results revealed the possible antioxidant effect of the species,
which might be related to the presence of phenolic metabolites. Clusia minor
could be a natural alternative for the development of new therapeutic agents.
Key words: Clusia minor, total phenol and flavonoid content, antioxidant
capacity, DPPH, FRAP.

Entregado: 01-06-20
Aprobado: 06-11-20

Introduccion

El género Clusia (Clusiaceae) abarca aproximadamente 250 especies y ha sido
motivo de estudios a lo largo de los anos debido a la diversidad de metabolitos
que presenta con actividades bioldgicas de gran interés. Las benzofenonas,
biflavonoides, terpenoides y esteroides son los principales metabolitos
identificados en este género de plantas. Ademas, dentro de los esqueletos de
estos compuestos constituye un elemento quimico comun la presencia de restos
prenilados. (234 En esta especie se han encontrado acciones farmacologicas
tales como: actividad antiinflamatoria, antinociceptiva, antimicrobiana,
antioxidante, insecticida, antitumoral y accion inhibitoria del Virus de

Inmunodeficiencia Humana (VIH).(3:3.6)
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En los Gltimos anos la actividad antioxidante ha despertado un gran interés
cientifico en el area farmacolodgica. Esto se basa principalmente, en virtud de
la capacidad potencial de ciertos compuestos de interferir en la evolucion y
desarrollo de enfermedades donde el estrés oxidativo se encuentra involucrado
tales como arteriosclerosis, esclerosis multiple, artritis reumatoide, entre
otras.!”) Sin embargo, hasta el presente solo existe un estudio de la capacidad
antioxidante de la especie Clusia minor L., donde todos estos extractos
mostraron capacidad secuestradora del radical DPPH, y resulto el extracto E el

mas prometedor.®

Se describe por primera vez la cuantificacion de fenoles y flavonoides en las
hojas de la especie Clusia minor L. y continGa la evaluacion de su actividad

antioxidante.

Métodos

Recoleccion y procesamiento del material vegetal

Las hojas de la especie Clusia minor L. fueron recolectadas en los meses de
septiembre-octubre del 2017 en el Jardin Botanico Nacional, La Habana, Cuba.
La identificacion botanica de la especie fue realizada por la Dr. C. Cristina
Panfet. Una muestra del ejemplar se depositd en el herbario “Alejandro de
Humboldt” de esta institucion (HAJB 482). En el momento de la recoleccion la
especie se encontraba en estado de fructificacion. Las hojas se secaron en una
estufa MLW MK-100 (China) a 35 °C y se trituraron en un molino MANESTI
(China).

Proceso de extraccion
Las hojas secas y molidas (485 g) de Clusia minor L. se maceraron
sucesivamente con n-hexano (extracto A), acetato de etilo (extracto B) y
metanol (extracto C), a temperatura ambiente por triplicado durante siete dias
cada uno. El extracto etanolico (extracto E) se obtuvo directamente con una
metodologia similar. Los extractos se concentraron a sequedad con un
rotoevaporador (Buchi, RE 120, Suiza) a 40 °C.
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Cuantificacion de fenoles totales

Los compuestos fendlicos se cuantificaron de acuerdo al método descrito en la
Farmacopea Britanica® tras usar el reactivo de Folin-Ciocalteu en medio
basico. Las muestras se prepararon a las concentraciones de 5,45 mg/mL
(extracto B), 10,65 mg/mL (extracto C) y 11,35 mg/mL (extracto E). Se tomaron
20 pL de cada muestra y se mezclaron con 100 pL del reactivo Folin-Ciocalteu,
300 pL de Na;CO3 29 % y 1580 pL de agua destilada. La mezcla se agito y se
incubo por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se midid la
absorbancia a 760 nm en un espectrofotometro marca Shimadzu UV-1201
(Japon). El contenido de polifenoles se calculdo por curva de calibracion
utilizando diferentes concentraciones de acido galico como estandar (0,2-1,2
mg/mL) y se expresd como mg equivalentes de acido galico/g de peso seco del
extracto (mg EAG/g). El patron de referencia se preparé en el momento de usar
a una concentracion de 5 mg/mL protegido de la luz. Cada determinacion se

realizé por triplicado.

Cuantificacion de flavonoides totales
El método utilizado fue una modificacion al descrito por Woisky y Salatino.('?
Como patron de referencia se empleo la quercetina y para la elaboracion de la
curva de calibracion se utilizaron concentraciones desde 0,00625 hasta 0,100
mg/mL. De la disolucion estandar se tomaron 125 pL y los extractos se
mezclaron con 375 pL de etanol 95 %, 25 L de AlClz 10 %, 25 pL de CH3COzK 1
mol/L y 700 L de agua destilada. La mezcla se incubo y se protegi6 de la luz
durante 30 minutos. Luego, la absorbancia se midi6 a 415 nm en un
espectrofotometro marca Shimadzu UV-1201 (Japon). Como blanco se utilizo
825 pL de agua destilada y el resto de los reactivos utilizados en la técnica. El
contenido de flavonoides totales se expres6 como mg equivalentes de

quercetina/g de extracto seco (mg EQ/g).

Actividad antioxidante
Capacidad secuestradora del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo por
cromatografia en capa delgada

Se utilizd como técnica de analisis cualitativo la CCD con placas precubiertas
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de silica gel G60 de 0,2 mm de espesor, preparadas industrialmente en soporte
de aluminio. Se trabajé con los sistemas de disolventes hexano: acetato de etilo
(7:3) y cloroformo: metanol (9:1). La aplicacion se realizé a 1 cm del borde
inferior y la corrida fue, aproximadamente, de 8 cm. La distancia entre cada
aplicacion fue entre 0,8 y 1 cm.

El revelado cromatografico se realizd a la luz ultravioleta en una lampara
Espectroline a 254 y 365 nm, con la exposicion a los vapores de iodo y con los
reveladores sulfato de cerio IV y vainillina, ambos en acido sulfurico. Ademas,
se emplearon tres sustancias de referencia: acido galico, quercetina vy
nemorosona. Se trabajo con una disolucion de DPPH (0,05 %) en etanol y con
tiempo maximo de espera de 60 minutos. La disolucion se atomizo sobre la
placa inmediatamente después que la misma se secd a temperatura ambiente,
bajo la corriente de aire de la campana. Las placas fueron observadas a
diferentes tiempos con el objetivo de apreciar si transcurrido el tiempo maximo

aparecian nuevas manchas o se intensificaba la decoloracion.

Determinacion de la capacidad ferro-reductora
El ensayo se realizd siguiendo el procedimiento propuesto por Benzie y
Strain). Se tomaron 40 mg de cada uno de los extractos secos (A, B, CyE)y
se disolvieron en 1 mL de hexano, acetato de etilo, metanol y etanol,
respectivamente. Para el ensayo se prepararon las muestras de cada extracto
a concentraciones de 0,25; 0,5; 1; 2 y 4 mg/mL. Como sustancia de referencia
se utilizo el acido ascorbico (99 % pureza, Aldrich) en 10 mL de agua bidestilada
a las concentraciones de 100, 200, 400, 800 y 1000 pmol/L, para obtener la
curva patron. Las lecturas para el acido ascorbico y cada uno de los extractos
se realizaron por triplicado a los 4 minutos a 590 nm. Los resultados se
obtuvieron a partir del calculo al interpolar la densidad optica (D.O) de las

muestras en la curva patron correspondiente.

Analisis estadistico

El analisis y procesamiento de los datos se realizé con el empleo del programa

estadistico GraphPad Prism, version 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).
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Los resultados se analizaron por la prueba de Kruskal-Wallis, con Dunn-
Bonferroni a posteriori. Estos resultados se expresaron como las medias +
desviacion estandar (DE). Los valores probabilisticos (p) inferiores a 0,05 se

consideraron estadisticamente significativos.

Resultados

Cuantificacion de fenoles totales
El contenido de fenoles totales fue determinado para los extractos B, C y E.
Para el extracto A no fue posible realizar esta determinacion debido a que este
disolvente apolar resulta inmiscible en los disolventes utilizados para realizar

el ensayo.

Los resultados del contenido de fenoles totales para cada extracto se presentan
en la tabla 1. Los valores variaron en un rango entre 23,88 y 200,09 mg EAG/g
de extracto. La mayor concentracion de compuestos fendlicos se encontrd en
el extracto etanolico con un valor relativamente elevado segun lo planteado en

la literatura.(1?)

Tabla 1. Contenido de fenoles totales en los extractos de las hojas de C. minor L.

Extractos Contenido de fenoles totales
(mg EAG/g extracto) + DE
B 140,04 + 0,80
23,88 + 0,33
E 200,09 + 0,83

Cuantificaciéon de flavonoides totales
El contenido de flavonoides totales fue determinado para todos los extractos,
excepto el A, por las razones descritas anteriormente. En la tabla 2 se muestran
las cantidades de flavonoides presentes en cada extracto analizado. En este
caso, los valores obtenidos oscilaron entre 6,12 y 100,95 mg EQ/g extracto.
Basado en estos valores, se pudo observar que el extracto de mediana polaridad
(B) fue el que presento el mayor contenido de estos metabolitos. Por su parte,

los extractos C y E mostraron valores muy inferiores.
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Tabla 2.Contenido de flavonoides totales en los extractos de las hojas de C. minor L.

Extractos Contenido de flavonoides totales
(mg EQ/g extracto) + DE
B 100,95 £ 0,50
7,02 + 0,24
E 6,12 + 0,59

Capacidad secuestradora del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
por cromatografia en capa delgada

La decoloracion fue inmediata y el perfil cromatografico permanecioé

aparentemente igual en todas las placas transcurrido el tiempo maximo de

exposicion.

En relacion al extracto A, solo se observo cambio en la coloracion en la mancha
de mayor Rf (~0,7-0,9) al emplear las dos fases maviles. Los extractos B y E
presentaron un gran nimero de manchas amarillo-naranjas con una apreciable
decoloracion. Muchas de estas manchas coincidieron en ambos extractos e

incluso con las sustancias de referencia.

Al emplear la fase movil hexano: acetato de etilo (7:3) se destacaron en los
extractos By E, varias manchas con valores de Rf de 0,1; 0,6; 0,7 y 0,9. Ademas
de estas manchas, en el extracto E se presenté una mancha con un Rf de 0,8.
Las manchas de menor Rf (0,1) coincidieron con las observadas para el acido
galico y la quercetina, mientras que las de mayor Rf (0,9) lo hicieron con la
nemorosona. Por su parte, el extracto C solo presenté una mancha naranja en
el punto de aplicacion.

El empleo de la fase movil cloroformo: metanol (9:1) mostrd en el extracto B
un mayor numero de manchas y con una coloracion naranja. El extracto E
mostro manchas mucho mas claras, fundamentalmente a menores valores de
Rf. Las manchas de mayor valor de Rf (0,9-1) en estos extractos coincidieron en
cuanto a la coloracién y la apariencia. A diferencia de la fase movil anterior,
en este caso se pudo observar en el extracto C, ademas de la mancha naranja
en el punto de aplicacion, otra mancha con un Rf de 1 que mostro cierto grado

de decoloracion.
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Determinacion de la capacidad ferro-reductora
En la tabla 3 se muestra la capacidad antioxidante mediante el ensayo de FRAP

asociada a los extractos evaluados.

Tabla 3. Capacidad ferro-reductora de los extractos de las hojas de Clusia minor L.

Concentracion Capacidad ferro-reductora (umol/L EAA + DE)

del extracto A B C E
(mg/mL)
0,25 -67,67 + 17,50 307,89 + 21,86 25,67 + 18,36 202,33 + 20,82"
0,5 -48,78 + 15,00 312,33 + 20,09 252,33 + 16,44 221,22 + 18,36’
1 -44,10 + 13,09 326,78 + 18,95 295,67 + 18,36 224,56 + 25,02
2 -41,00 + 13,50 331,22 £ 12,02 315,67 + 13,88 246,78 + 18,95
4 61,22 + 18,15 345,67 + 9,62 317,89 + 20,28 254,56 + 18,95

*p+0,05 representa diferencias estadisticamente significativas entre los extractos a una misma concentracion, segln

Kruskal Wallis y Dunn-Bonferroni a posteriori

Como se observa, el extracto A practicamente no mostro actividad
antioxidante, solo a la mayor concentracion evaluada (4 mg/mL) se evidencio
capacidad reductora de 61,22 pmol/L EAA. Los extractos B, C y E evidenciaron
capacidad reductora del Fe?* de manera concentracion-dependiente desde
0,25-4,0 mg/mL. Se pudo apreciar que el extracto B presentd la mayor
capacidad reductora del complejo Fe3*-TPTZ con valores superiores a 300

pumol/L EAA a todas las concentraciones ensayadas.

Discusion
Cuantificacion de fenoles totales
Las diferencias observadas en el contenido de fenoles en los extractos, tomando
en consideracion que se trata de una misma especie y organo vegetal, dependen
fundamentalmente de la polaridad del disolvente de extraccion utilizado en
cada caso. La duracion de la extraccion, el método y la condicion del material
vegetal también pueden influir.(® Por tanto, resulta evidente que la
metodologia seleccionada para la obtencion de los extractos influyd
significativamente en los resultados y debe ser una de las causas de las

diferencias observadas.
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Para la extraccion con cada disolvente fueron empleados el mismo material
vegetal, método y duracién del proceso. Sin embargo, a diferencia de los
extractos A-C, la extraccion con etanol se realizé directamente lo que posibilito
que en este extracto se concentraran una mayor variedad de metabolitos,
muchos de los cuales deben estar contenidos también en los extractos By C.

A partir del analisis realizado anteriormente y comparando los resultados
obtenidos para los extractos B y C se puede plantear que la polaridad no
favorecid la extraccion de este tipo de compuestos. El extracto de mediana
polaridad (B) mostré resultados muy superiores con respecto al extracto

metanolico (C), mas polar.

Cuantificacion de flavonoides totales
La polaridad de los disolventes empleados en la preparacion de un extracto
determina la concentracion de flavonoides en el mismo y permite identificar el
tipo de flavonoide presente.(' Se conoce que, los flavonoides menos polares
(isoflavonas, flavanonas, flavonas metiladas, flavonoles) son extraidos con
cloroformo, diclorometano, dietiléter y acetato de etilo, mientras que los
flavonoides glicosilados y los aglicones mas polares son extraidos con alcoholes
o mezclas hidroalcohodlicas.™ A partir de este analisis y tomando en
consideracion los resultados obtenidos, se puede sugerir que en las hojas de la
especie C. minor L. prevalecen los flavonoides menos polares y que los mas

polares se encuentran a muy bajas concentraciones.

Actividad antioxidante
Capacidad secuestradora del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo por
Cromatografia en Capa Delgada
La seleccion de esta técnica se baso en la rapidez, sencillez, flexibilidad y que
no requiere de equipamiento especializado para su desarrollo.('®'”) Ademas,
permite sugerir la posible actividad secuestradora de radicales libres de los
compuestos quimicos presentes en los extractos analizados. Las sustancias de
referencia empleadas se revelaron con un evidente color amarillo, lo cual avala

la efectividad de la técnica desarrollada.

{oc) R Esta obra esté bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES




eCiMED

, EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

La coincidencia observada entre las manchas de las sustancias de referencias y
algunas de los extractos al utilizar la fase movil hexano: acetato de etilo (7:3),
pudiera sugerir la presencia de este tipo de metabolitos en los extractos. Por
su parte, las manchas amarillo-naranjas en los extractos B y E, al presentar una
apreciable decoloracion, revelaron su posible capacidad secuestradora de
radicales libres. La presencia de la mancha naranja en el punto de aplicacion
en el extracto C, debido a su intensidad, pudiera indicar una ligera capacidad

secuestradora de radicales libres en el mismo.

Se pudieron observar mayores diferencias en los diferentes extractos al emplear
la fase movil cloroformo: metanol (9:1). En este caso, se destaca la mayor
decoloracion en las manchas del extracto E que se puede asociar a la presencia

de compuestos con una mayor actividad antioxidante.

Este ensayo de caracter cualitativo con el reactivo DPPH, permitio confirmar
que tanto las sustancias de referencia como los extractos son capaces de
secuestrar radicales libres. Los resultados obtenidos, excepto para el extracto
C, se corresponden con lo informado por Mangas y otros,® al evaluar la
capacidad antioxidante de estos extractos por el método de DPPH. En el estudio
realizado, el extracto A no mostrd practicamente presencia de sustancias
antirradicalarias capaces de reducir al DPPH. Sin embargo, el resto de los
extractos presentaron entre 70-85 % de inhibicion, obteniéndose los mejores

resultados para el extracto E y guardé mucha relacion con el extracto B.

Si bien esta técnica analitica es de gran utilidad para predecir la actividad
antioxidante, resulta dificil definir el extracto con mejor actividad, pues
depende de las condiciones cromatograficas bajo las cuales se desarrolle,
fundamentalmente de la seleccion de las fases maviles que permitan una buena

separacion de los principales metabolitos.

Determinacion de la capacidad ferro-reductora

El resultado obtenido para el extracto A, posiblemente se puede atribuir, entre

otros factores, a que el método implica la determinacion del poder reductor de
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los extractos bajo condiciones hidrofilicas. Consecuentemente, se presento una
solubilizacion limitada de este extracto, lo que pudo traer consigo una
inadecuada lectura de los resultados al someter la muestra al
espectrofotometro.

Ademas, se evidenciaron que existian diferencias estadisticamente
significativas entre los extractos B y E desde 0,25 - 2,0 mg/mL, al comparar los
pumol/L EAA de cada uno a una misma concentracion. A su vez, el extracto C no
presentd diferencias estadisticamente significativas con B y E a ninguna de las
concentraciones evaluadas, excepto a 0,25 mg/mL. Sin embargo, el extracto B
presentd mejor actividad antioxidante que el resto de los extractos evaluados

por este método in vitro.

El extracto E fue el que mayor nimero de polifenoles presento y el contenido
de flavonoides fue muy bajo. Por su parte, el extracto B mostré el mayor
contenido de flavonoides y su contenido de fenoles totales fue relativamente
elevado. Ademas, presento la mejor actividad ferro-reductora y una favorable

capacidad secuestradora del radical DPPH.

Todos estos resultados evidenciaron que el extracto B fue el que presenté la
mejor actividad antioxidante, a pesar de no ser el de mayor contenido de
fenoles. Se conoce que la relacion entre la actividad antioxidante y el contenido
de fenoles totales puede ser explicada por varias vias. A esto se suma que el

contenido de este tipo de metabolitos no incorpora a todos los antioxidantes.

Es conocido que la principal actividad que se le atribuye a los flavonoides es la
antioxidante, la cual esta relacionada con la posibilidad de estos compuestos
de secuestrar especies reactivas de oxigeno,('® asi como, de presentar
capacidad ferro-reductora.” Al comparar los valores obtenidos que demuestran
la capacidad antioxidante de los extractos con la prevalencia de flavonoides,
se pudo observar que existia coincidencia entre la capacidad reductora de Fe?*
y los niveles de estos compuestos en las muestras. Por lo que existe la

posibilidad de que, en este caso, la actividad antioxidante manifestada sea
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atribuida a la presencia de estos compuestos que actuen directamente

reduciendo los radicales libres.

Los resultados sugieren que tanto los compuestos fenolicos como los
flavonoides, contribuyen significativamente con la capacidad antioxidante de
esta especie. Sin embargo, debido a la diversidad y complejidad de mezclas
naturales de estos compuestos en la especie, no resulta facil atribuirles la

actividad antioxidante a ellos solamente.
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