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Potencial antioxidante del extracto de hojas de Spondias mombin L. en etanol al 70 %

Antioxidant potential of Spondias mombin L. leaf extract in 70% ethanol
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RESUMEN

Introduccion: la especie Spondias mombin L. es
una planta que crece en Cuba y a la que se le
reporta un numero considerables de
aplicaciones etnofarmacoldgicas y elevado
poder antioxidante. Sin embargo, la mayor
parte de estos reportes estd orientada al fruto,
el cual resalta por su valor nutricional.
Objetivo: evaluar la actividad antioxidante de
un extracto de hojas de Spondias mombin L. en
etanol al 70 %. Método: la actividad
antioxidante fue evaluada por seis métodos
diferentes: determinacién del indice de
oxidacion, poder reductor, inhibicion de los
radicales DPPH y ABTS, capacidad reductora del
peroxido de hidrégeno y capacidad de
neutralizacion del radical oxigeno. Se evaluaron
concentraciones desde los 1 000 hasta los 62,5
ug/mL preparadas a partir del valor de sdlidos
totales determinados. Resultados: para el
indice de oxidaciéon, concentraciones de 250
ug/mL resultaron suficientes para decolorar la
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solucién de permanganato en igual periodo de
tiempo que el patron de quercetina. Sin
embargo, los IC50 calculados para el poder
reductor, la inhibicién del radical DPPH vy del
ABTS resultaron mayores que el estdndar de
acido ascorbico con valores de 362,33; 190,34 y
241,88 pg/mL, respectivamente. Conclusiones:
el extracto de hojas de Spondias mombin L. en
etanol al 70 % presenta una elevada accion
antioxidante en los seis modelos
experimentales ensayados, aun cuando en la
mayor parte de casos, con valores inferiores al
de la sustancia de referencia empleada. Estos
resultados conjuntamente con la diversidad
estructural de metabolitos presentes en el
mismo resaltan su valor como potencial
antioxidante natural.

Palabras clave: antioxidante; Spondias mombin
L.; poder reductor; indice de oxidacion; indice
ORAC
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ABSTRACT

Introduction: the species Spondias mombin L. is a
plant that grows in Cuba, and to which a
considerable number of ethnopharmacological
applications and high antioxidant power are
reported. However, most of these reports are
oriented to the fruit, which stands out for its
nutritional value. Objective: to evaluate the
antioxidant activity of an extract of Spondias
mombin L. leaves in 70% ethanol. Method: the
antioxidant activity was evaluated by six different
methods: determination of the oxidation index,
reducing power, inhibition of DPPH and ABTS
radicals, hydrogen peroxide reducing capacity
and oxygen radical neutralization capacity.
Concentrations from 1000 to 62.5 pg/mL were
evaluated, prepared from the value of total solids
determined. Results: for the oxidation index,
concentrations of 250 pg/mL were sufficient to
decolorize the permanganate solution in the
same period of time as the quercetin standard.
However, the IC50 calculated for the reducing
power, the inhibition of the DPPH radical and
ABTS were higher than the ascorbic acid standard
with values of 362.33; 190.34 and 241.88 pg/mL,
respectively. Conclusions: the extract of leaves of
Spondias mombin L. in 70% ethanol presents a
high antioxidant action in the six experimental
models tested, even though in most cases, with
lower values than the reference substance used.
These results, together with the structural
diversity of metabolites present in it, highlight its
value as a potential natural antioxidant.

Keywords: antioxidant; Spondias mombin L.;
reducing power; oxidation index; ORAC index
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RESUMO

Introducgdo: a espécie Spondias mombin L. é uma
planta que cresce em Cuba e a qual sdo relatados
um numero considerdavel de aplicagGes
etnofarmacoldgicas e alto poder antioxidante. No
entanto, a maioria desses relatos é voltada para o
fruto, que se destaca pelo seu valor nutricional.
Objetivo: avaliar a atividade antioxidante de um
extrato de folhas de Spondias mombin L. em
etanol 70%. Método: a atividade antioxidante foi
avaliada por seis diferentes métodos:
determinacdo do indice de oxidacdo, poder
redutor, inibicdo dos radicais DPPH e ABTS,
capacidade redutora do perdxido de hidrogénio e
capacidade de neutralizacdo do radical oxigénio.
Foram avaliadas concentra¢des de 1000 a 62,5
ug/mL, preparadas a partir do valor de sélidos
totais determinado. Resultados: para o indice de
oxidacdo, concentracbes de 250 pg/mL foram
suficientes para descolorir a solucdo de
permanganato no mesmo periodo de tempo do
padrdao de quercetina. No entanto, o IC50
calculado para o poder redutor, a inibicio do
radical DPPH e ABTS foram superiores ao padrao
de acido ascorbico com valores de 362,33; 190,34
e 241,88 ug/mL, respectivamente. Conclusdes: o
extrato de folhas de Spondias mombin L. em
etanol 70% apresenta alta agao antioxidante nos
seis modelos experimentais testados, embora na
maioria dos casos com valores inferiores a
substancia de referéncia utilizada. Esses
resultados, juntamente com a diversidade
estrutural de metabdlitos presentes nele,
destacam seu valor como potencial antioxidante
natural.

Palavras-chave: antioxidante; Spondias mombin
L.; reduzindo a energia; indice de oxidag¢o; indice
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INTRODUCCION

Las sustancias antioxidantes constituyen un blanco importante de la investigacidon cientifica médica de
la actualidad. Este hecho estd avalado por el elevado nimero de enfermedades asociadas al
desequilibrio oxidativo en el organismo. Patologias como la inflamacién crénica y desdrdenes
cardiovasculares y neurodegenerativos, diabetes tipo 2, cancer y osteoporosis son algunas de las que
describe la bibliografia con una mayor frecuencia, aunque no son las Unicas.

Entre las causas generadoras de estrés oxidativo se encuentran la exposicion a agentes externos como
las radiaciones ionizantes, la contaminacion ambiental, el humo del tabaco, tdxicos por ingestion,
infecciones microbianas, el estrés, entre otras. Estas causas, a menudo, logran rebasar la capacidad de
defensa del organismo (sistema enzimatico enddgeno) generando lo que se conoce como estrés
oxidativo. En esos casos, la ingestién de suplementos antioxidantes puede resultar una buena
alternativa para restituir el equilibrio alterado. Existen muchos tipos de antioxidantes, tanto naturales
como sintéticos. Las plantas constituyen un reservorio importante de sustancias antioxidantes, pues
estos compuestos juegan un papel importante en el proceso de aclimatacidon y adaptacién de los
vegetales a los cambios medioambientales. Entre los mas conocidos e importantes se encuentran las
vitaminas Cy E, carotenos, licopenos, flavonoides y polifenoles, en general.!

Spondias mombin L. es una planta silvestre perteneciente a la familia Anacardiaceae con una amplia
distribucidén tropical. Tradicionalmente, las hojas de la especie han sido empleadas como antifiingico e
hipocolesterolémico!?, asi como anticolinesterdsicas.® Segtin Cabral, et al., los extractos de Spondias
mombin L. disminuyen la concentracién de radicales libres y actian previniendo la inflamacién.®
Desde un punto de vista fitoquimico, la especie Spondias mombin L. resulta una gran productora de
compuestos fendlicos como la quercetina, dcido eldgico, catequinas y rutina, ademas, de flavanonas,
taninos, saponinas y quinonas. >

A pesar de estos antecedentes, en la revisidn realizada, la inmensa mayoria de los estudios de actividad
antioxidante consideran al fruto como su objeto de estudio, aportando pocas evidencias del efecto
antioxidante de las hojas. Ademas, aquellos trabajos donde se evalla este drgano (hojas), lo hacen
para uno o dos ensayos solamente, dejando inconclusa una evaluacion objetiva e integral del poder
antioxidante de extractos preparados a partir de las hojas de esta especie. Es por ello, que en el
presente trabajo se traza como objetivo la evaluacién del potencial antioxidante mediante seis ensayos
del extracto hidroalcohdlico al 70 % de hojas de Spondias mombin L.

METODO
Material vegetal. Preparacion del extracto

Las hojas de Spondias mombin L. fueron colectadas en el poblado de “El Caney”, en la provincia de
Santiago de Cuba (latitud 20,05; longitud: 75,77), procedentes de una poblacién de la especie formada
por al menos seis individuos adultos y aparentemente sanos. Luego de colectadas, las hojas fueron
lavadas y secadas en estufa hasta peso constante a 40 °C. Posteriormente, se trituraron
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mecanicamente 50 g del material seco, afiadiendo 150 mL de solvente (etanol 70 %) en un matraz
aforado con tapa de 250 mL y dejando macerar por 48 horas. El extracto asi obtenido fue concentrado
hasta un volumen de 50 mL por rotoevaporaciéon a una temperatura de 40 £ 2 °C, auxiliados de un
rotoevaporador (IKA RV Basic, Alemania). De tal forma, el extracto fluido obtenido presentd una
concentracion equivalente de un 1 g de material vegetal por mL de extracto.

Caracterizacion de los extractos. Determinacion de los sdlidos totales

Considerando que el método, solvente y proporcién de preparacion del extracto de S. mombim, han
sido caracterizados recientemente por el grupo de investigacion(® se decidié monitorear la calidad del
mismo solamente mediante la determinacion de los sdélidos totales, como expresién de la cantidad y
calidad del proceso extractivo. Para ello se empled la metodologia descrita por el grupo de
investigacion(® realizando el ensayo por triplicado y expresando los resultados en puntos porcentuales
calculados a partir de la siguiente ecuacién:

St= (Pr-P)/Vx100 (Ecuacion 1)

Donde:

Pr: masa de la capsula mas el residuo (g).
P: masa de la capsula vacia (g).

V: volumen de la porcién de ensayo (mL).

Actividad antioxidante

La actividad antioxidante del extracto fluido en etanol al 70 % de S. mombim fue evaluada a partir de
seis ensayos descritos en la literatura. Considerando que la accién antioxidante de una sustancia o
extracto puede ser ejercida por diferentes mecanismos quimicos, los ensayos fueron divididos en tres
bloques o grupos. En un primer grupo se colocaron los ensayos que evaluan directamente la reduccién
del agente oxidante por cambios en los grados de oxidacidn de la sustancia evaluada (indice de
oxidacion y poder reductor). El segundo grupo estuvo conformado por aquellos ensayos en los que se
inactiva un radical libre (de origen quimico) por accién directa del extracto (inhibicién del radical 1,1-
difenil-2-picryl-hydrazylo (DPPH), inhibicién del radical acido 2,2-azino-bis-(3-etil benzotiazolin-6-
sulfénico (ABTS)), mientras que en el tercer grupo se consideraron aquellos sistemas que generan vy
neutralizan radicales libres de igual naturaleza a los que se producen durante el estrés oxidativo en
humanos (inhibicién del H,0,, y la capacidad reductora del peréxido de hidréogeno u ORAC como se
conoce internacionalmente).

Preparacion de las diluciones de ensayo

Para evaluar la actividad antioxidante del extracto se preparé una disolucidn concentrada de 1 000
ug/mL, en base a los sélidos totales y se empled etanol al 70 % como disolvente. A partir de esta se
realizaron diluciones seriadas 1:2, 1:4, 1:8, 1:16. De esta forma, se evaluaron concentraciones entre
1000 y 62,5 pg/mL. Este mismo proceder y concentraciones fueron empleados en los seis ensayos
realizados.
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Reactivos y equipos empleados

El permanganato de potasio (KMNOa), ferricianuro de potasio y el acido tricloroacético procedieron de
la firma alemana Riedel-de Haén. De Alemania también, pero de la firma Fluka procedié el acido
ascorbico y el cloruro férrico (FeCls). La quercetina, fluoresceina; acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico (TROLOX); radical 1,1-difenil-2-picryl-hydrazylo (DPPH); acido 2,2-
azino-bis-(3-etil benzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS); 2,2-azobis- 2-amidinopropano (bicloruro) (AAPH) y el
acido tiobarbiturico (TBA) proceden de la compafiia Sigma-Aldrich, Estados Unidos. El acido sulfurico
(H2S04) de la BDH, Inglaterra, mientras que el perdxido de hidrégeno (H202) y el buffer fosfato de
UniChem, China.

La centrifuga empleada fue modelo Tehtnica ZELESNI (RepUblica Checa), el espectrofotémetro modelo
T60 (China), y el vortex Heidolph REAX 2000; el lector de microplacas TECAN GENiosy el bafio
termostatado Carl Roth SC 150 fueron de procedencia alemana.

Determinacion del indice de oxidacion

Este indice permite definir el tiempo de decoloracidon, medido en segundos, de una solucién de KMNO4
(0,1 N) por acciéon de los compuestos antioxidantes a evaluar. El fundamento quimico de este ensayo,
es la reduccién del ion permanganato (color violeta y estado de oxidacion +7) en medio acido hasta el
cation Mn?* (incoloro y estado de oxidacidn +2). Se siguié la técnica descrita por Guanche Gallardo, et
al.”) Brevemente: a 0,50 mL de las disoluciones del extracto a evaluar se le afiadié 1 mL de H,SO4 al 20
% se agitd y se mantuvo la mezcla en un rango de temperatura entre 18 y 20 °C. Posteriormente, se le
adicionaron 50 pL de solucidon de KMnOg al 0,1 activando simultdaneamente el cronédmetro. El tiempo
de decoloracién se midié cada 20 segundos, empleando como control positivo una solucién de
quercetina (250 pg/mL).

Determinacion del poder reductor

El poder reductor se determind seglin experiencias previas del grupo de investigacion.® Brevemente: a
2,5 mL de los extractos a evaluar se le afiadié 2,5 mL de ferricianuro de potasio (10 g/mL), incubdandose
por 20 minutos a 50 °C. Una vez frescas las muestras, se afiadieron 2,5 mL de acido tricloroacético (100
g/mL) para luego centrifugar (2 000 rpm) por 10 minutos. Posteriormente, se tomaron 5 mL del
sobrenadante al cual se le afiadieron 5mL de agua destilada y 1 mL de FeCl; (1 g/L). Se midi6é en
espectrofotdmetro la absorbencia a 700 nm contra un blanco preparado con agua destilada. El poder
reductor se expresé como la concentracion del extracto al cual se alcanza el 50 % de la absorbencia
maxima (ICso). Se empled acido ascdrbico como control positivo.

Inhibicion del radical DPPH

El radical DPPH es un radical de relativa estabilidad quimica, pero que en solucién es reducido por la
accién de sustancias con actividad antioxidante. Este método fue desarrollado siguiendo las
experiencias del grupo de investigacién.®) Brevemente: a 0,25 mL de los extractos a evaluar se les
afiadié 1,5 mL de soluciéon de DPPH (0,1 mM). La mezcla fue mezclada con vortex y mantenida en la
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oscuridad por 20 minutos. Luego se midié la absorbencia a 517 nM. El acido ascérbico (1 mg/mL) fue
empleado como control positivo. El porcentaje de inhibicién del DPPH fue calculado empleando la
siguiente ecuacion (Ecuacion 2), informandose la concentracion necesaria para lograr inactivar el 50 %
del radical afnadido expresado como ICso. Se empled acido ascérbico como control positivo.

% inhibicion = ((Abs control-Abs muestra)/Abs control) x 100 (Ecuacidn 2)
Inhibiciéon del radical ABTS

La inhibicién del radical ABTS se realizé siguiendo la estandarizada por el grupo de investigacién.®
Brevemente: 50 pL de cada extracto a evaluar fueron ainadidos a 3 mL de la solucién diluida de ABTS,
dejandolos reposar por 90 minutos. Transcurrido este tiempo, se midid la absorbencia a 734 nm. Una
solucidén de acido ascérbico (1 mg/mL) fue empleado como control positivo. La capacidad de secuestro
del radical ABTS fue expresada en porciento de inhibicién del 50 % del radical afiadido, expresado
como ICsp y calculados por la Ecuacidn 2. Se empled acido ascérbico como control positivo.

Capacidad reductora del perdxido de hidrogeno

Se realizé siguiendo la metodologia referida en la literatura.”) Brevemente: se preparé una solucién de
H,02(10 mM) en buffer fosfato (pH 7,4), y se determind su concentracién inicial por medicidn
espectrofotométrica a 230 nm, utilizando una absortividad molar de 81 cm™ mol? L. A 3 mL de las
muestras se le adiciond 1,8 mL de la solucion tamponada deH;0> recién preparada. Transcurridos 10
minutos, nuevamente es medida la absorbencia del H,0, remanente a 230 nM contra un blanco de
reactivos. Se empled acido ascdrbico como control positivo.

Capacidad de neutralizacion del radical oxigeno (ORAC)

Se baso en la inhibicién del radical pirdxilo producido por la descomposicién térmica del AAPH. Este
ensayo se realizé siguiendo la metodologia descrita por Mirghani, et al.®®) y condiciones controladas de
temperatura a 37 °C y pH 7,4. Brevemente: luego de preparadas las soluciones de AAPH (700 mM) y
fluoresceina (4 x 10-6 M) se afadié a cada pocillo 20 pL de la muestra a ensayar o el control (TROLOX) y
120 pL de la solucién de fluoresceina, incubdandose a 37 °C. Posteriormente se afiadieron 60 pL de
solucién de AAPH recién preparada para luego de 8 minutos medir en el lector de microplacas a una
longitud de onda excitatoria de 493 nm y de emisién de 515 nm. EL valor ORAC se expresé en
micromoles equivalentes de TROLOX por L (uM Tx/L), de acuerdo con la ecuacién siguiente (Ecuacidn
3):
ORAC= (ABCrmuestra — ABCeontrot)/ (ABCrrolox — ABCeontrol) J[TROLOX] (Ecuacién 3)

Donde: ABC significa area bajo la curva.
Andlisis estadistico

Cada ensayo se realizé por triplicado y se determinaron su media y su desviacién estandar. Los datos
fueron procesados estadisticamente con el programa Statgraphics® versién 5,1. La significacion
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estadistica entre muestras se calculd por el test de T student cuando se trataba de comparacién de dos
muestras y analisis de varianza de un factor (ANOVA) cuando se tratd de tres o mas muestras. En este
ultimo caso, las diferencias significativas (p <0,05) entre ellas fueron determinadas por el método de
las minimas diferencias significativas de Fischer (LSD). En todos los cdlculos e inferencias se realizaron
con un 95 % de confianza. Regresiones lineales simples y logaritmicas fueron establecidas para la
estimacion de los ICso.

RESULTADOS
Cuantificacion de sélidos totales (St)

En la presente investigacidn el contenido de sélidos totales se determind como una medida de las
sustancias disueltas en el extracto y, en funcién de ello, expresar las concentraciones de las soluciones
a evaluar. Los resultados obtenidos permiten definir una media de 50,4 * 0,29 mg/mL de sélidos
totales disueltos. Estos valores resultan superiores a los informados en estudios anteriores donde los
valores oscilaban entre los 34 y 38 mg/mL.(®) Dos factores podrian ser los responsables de este
comportamiento: a) un proceso extractivo mas eficiente y b) una muestra con mayor productividad
metabdlica generalmente asociada al metabolismo primario.

Determinacion del indice de oxidacion

El indice de oxidacion se calculé a través de la medicién del tiempo en segundos en que los
compuestos presentes en el extracto y/o el patrén tardaron en decolorar la solucidon de permanganato.
Un tiempo menor es indicativo de una mayor capacidad reductora del extracto sobre la solucién de
permanganato. La Figura 1 muestra los resultados obtenidos para este ensayo, apreciandose como el
extracto evaluado a la concentracion de 250 pg/mL consigue decolorar la soluciéon de permanganato
en un periodo de tiempo estadisticamente igual al que lo hace la sustancia patrén quercetina a esa
misma concentracion.

o Indice de Oxidacion
o0 a5 - d
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104 713 1 8-;’9 a
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Quercetina 62,5 125 250 500 1000
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Fig. 1. Tiempos de decoloracién del permanganato de potasio
frente a extractos de Spondias mombim. Letras diferentes implican
diferencias significativas, LSD Test (p< 0,05).
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Determinacién del poder reductor

Este ensayo estd basado en la capacidad de los compuestos presentes en el extracto de reducir las
especies de Fe3* a Fe?* por una transferencia electrdnica directa. El incremento de la absorbencia a 700
nm (maxima para Fe?) es proporcional a la cantidad de Fe3* reducido por los fitocompuestos. Para este
ensayo, se tuvo una buena correlacion lineal (R?= 0,960) entre los valores de absorbencia y las
concentraciones empleadas, permitiendo con ello la determinacidn de las concentraciones inhibitorias
medias o ICso. Para estimar los valores de 1Cso se consideré en la variable dependiente en la ecuacidn
matematica obtenida el valor de absorbencia de 0,700. Estos resultados se muestran en la Figura 2, en
la que se observa que el acido ascorbico presentd un ICso inferior estadisticamente (Pyaior = 0,008) al
extracto de S. mombin, no obstante, se pudo considerar bastante efectivo el extracto, visto que las
diferencias matematicas no fueron muy elevadas.

500 -
Valores de
I IC
é 400 - 362.33 50
[eT4]
3 305.33
S 300 - I 241.88 B Ex
© 190.34 t
200 A 143.09
I
100 - 61.94
I
0
Poder DPPH ABTS
Reductor

Fig. 2. Valores de ICso estimados para el ensayo del poder reductor e
Inhibicién de los radicales DPPH y ABTS del extracto de Spondias
mombim. Letras diferentes implican diferencias significativas, T-
student (p< 0,05).

Inhibicion del radical DPPH

El DPPH es un radical libre estable que es neutralizado mediante un mecanismo de transferencia de
hidrégeno principalmente. Si el extracto evaluado posee actividad antioxidante directa, entonces sera
capaz de reducir al radical DPPH por accién directa sobre él, ya sea por transferencia de un electrén o
de un radical hidrégeno. Dicho radical absorbe significativamente a 517 nm, por lo que la disminucién
de la absorcién a esta longitud de onda se interpreta como la desaparicion del mismo, producto de la
accién del antioxidante de la sustancia evaluada. Para este ensayo, el valor aceptable del coeficiente de
determinacién permitié poder estimar los 1Cso del extracto (R?= 0,806) y la sustancia control (R%>=
0,898).

La Figura 2 muestra cdmo el valor de la ICso del extracto de S. mombines significativamente superior
(Pvalor = 0,002) al obtenido para la sustancia control 4cido ascorbico presenté un ICso inferior
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estadisticamente al extracto de S. mombin. A diferencia del ensayo del poder reductor, las diferencias
matematicas entre las ICsp del extracto y el control fueron bastante mas elevadas.

Inhibicion del radical ABTS

El ABTS es un radical catidnico que puede ser reducido por compuestos que tengan un potencial redox
inferior a 0,68 V, pudiendo reaccionar con facilidad varios compuestos fendlicos con un potencial de
oxidacion mas bajo. Aunque con valores de coeficientes de determinacién mas bajos que los ensayos
anteriores (R?= 0,761 y 0,846) para el extracto y la sustancia control respectivamente, fue posible
estimar los valores de ICso. Los resultados de este experimento se muestran igualmente en la Figura 2,
donde nuevamente la sustancia patrén (acido ascérbico) resultd estadisticamente superior (Pvaior =
0,003) al extracto de S. mombim con valores de ICso de casi la mitad con respecto al extracto ensayado.

Capacidad reductora del perdxido de hidrégeno

El peroxido de hidrégeno como especie quimica clasifica como un oxidante débil. No obstante, posee
una alta permeabilidad en las membranas bioldgicas y es capaz de generar el mas nocivo y reactivo
radical hidroxilo (OH") por reaccién con Fe?*. Ademas, puede actuar desactivando algunas enzimas por
reaccién con los grupos tioles (-SH). Es generado enddégenamente por el organismo y una de las
especies quimicas que mas abundan cuando desarreglos metabdlicos conducen al conocido estrés
oxidativo. Estas caracteristicas particulares hacen de este ensayo muy importante, pues a diferencia de
los anteriores, la sustancia o extracto a evaluar debera de ser capaz de neutralizar una de las especies
reactivas de oxigeno que se genera en el funcionamiento de los seres vivos.

Los resultados obtenidos en este ensayo se muestran en la Figura 3. Nuevamente el extracto de S.
mombim en etanol al 70 % clasific6 como menos activo que el acido ascérbico empleado como
sustancia antioxidante de referencia (p=0,002). En este caso especifico, no se logré una ecuacion de
una recta que describa con calidad estadistica el fendmeno de captacidn del radical ni para el extracto
ni para el acido ascérbico. En consecuencia, una regresién logaritmica fue realizada (Figura 3a),
calculando a partir de ella los valores de ICso estimados en 140,11 y 74,86 ug/mL para el extracto y el
acido ascorbico respectivamente.

200 -
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S 100 - £ 150 | W Ext
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N80 - = AA
<. 2 74.86
T g § 100 - :
-
< 40 I
2 y = 27,59In(Conc Ext) - 86,36 50 1
1 R?2=0,911
0 T T T T 1 O |
0 200 400 600 800 1000
IC50 Inh. H202 (%
Conc (pg/mL) (%)

Fig. 3. Capacidad reductora del perdxido de hidrégeno del extracto de Spondias mombim. a) Comportamiento y
ecuaciones, b) Valores estimados de IC50. Letras diferentes implican diferencias significativas, T student (p< 0,05)
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Capacidad de neutralizacion del radical oxigeno (ORAC)

De los métodos empleados, el ORAC es el Unico que combina el tiempo total de inhibicidon con el
porcentaje de neutralizacion del radical en una misma cifra o valor numérico. Con ello, se ofrece la
posibilidad de que, en una mezcla compleja, como resulta un extracto de planta, todos los
antioxidantes presentes puedan reaccionar con los radicales generados, realizdndolo en un gradiente
equivalente a su potencial de oxidacidn-reduccidon o potencial Redox. En el presente experimento se
calculé el valor ORAC para cada una de las concentraciones evaluadas, asi como el comportamiento de
las mismas a los 8 y 20 minutos, datos que se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Capacidad de neutralizacién del radical oxigeno (ORAC) estimados para
el extracto de Spondias mombim a los 8 y 20 minutos

Concentraciones Valores ORAC a los Valores ORAC a los P-valor
(ng/mL) 8 min (UM Tx/L) 20 min (pM Tx/L)

1000 16 206,9 16 736,5 0,2419

500 11 897,8 15032,6 0,0460"

250 8035,1 12 766,6 0,0165

125 7179,4 10 221,0 0,0072"

62,5 6 531,6 9490,9 0,0009"

Como se puede apreciar en la tabla, para ambos tiempos de medicidn existié6 una relacién
directamente proporcional entre la neutralizacion de los radicales de oxigeno y la concentracién de los
extractos, por lo que se puede afirmar que es un proceso concentracion dependiente, tal y como
ocurre en cinco test antioxidantes anteriormente presentados. De igual manera, y a juzgar por el p-
valor calculado, se demuestra que a concentraciones cercanas a los 1 000 pug/mL del extracto de hojas
de S. mombim se logré el maximo de neutralizacidon para este extracto, pues los valores de ORAC
obtenidos a esta concentracion no difirieron estadisticamente entre si. Sin embargo, a concentraciones
inferiores se observaron diferencias significativas entre los tiempos de medicidon (las que son mas
marcadas a medida que la concentracidn disminuye), indicando que el proceso de neutralizacién de los
radicales de oxigeno por el extracto de hojas de S. mombim ocurrié rapidamente a concentraciones
elevadas, pero a medida que la concertacién disminuyd, este proceso se enlentecié requiriendo de
tiempos superiores a los 20 minutos para alcanzar el equilibrio Redox del sistema.

DISCUSION

Spondias mombin, es un arbol al que se le reportan estas propiedades antioxidantes, basados en su
capacidad de sintesis de varios compuestos polifendlicos, carotenos de diversos tipos y, también, de la
propia vitamina C. No obstante, la mayoria de estos reportes estdn relacionados con el fruto (de
apreciable valor nutricional) y no con las hojas que es el 6rgano en estudio.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo mostraron un extracto que presenta una cantidad de
solidos totales elevada y una buena actividad antioxidante, aun cuando en cinco de los seis test
ensayados logré un poder superior a la sustancia de referencia. Es generalmente desaconsejable
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realizar comparaciones entre los resultados obtenidos en los test antioxidantes y, a su vez, entre el
mismo test, pero en diferentes contextos, pues la variabilidad entre experimentos resulta importante.
Ademads, también existen importantes diferencias entre las sustancias controles y las concentraciones
de estas empleadas. La Unica excepcidn lo constituye el ensayo ORAC. En el mismo, se combinan en un
Unico valor numérico el tiempo total de inhibicidn con el porcentaje de neutralizacién del radical. Este
hecho y el de utilizar como Unico estdndar valores equivalentes de TROLOX ha permitido realizar
comparaciones entre muestras diversas.

Zapata, et al.!% exploraron la actividad antioxidante por el método ORAC de 24 frutas y 18 hortalizas
colombianas de las de mayor interés comercial. Ellos mismos definen tres grupos segun su capacidad
antioxidante: 1) bajo poder antioxidante (menor de 1 000 uM Tx/L), 2) poder antioxidante medio
(entre 1 000 y 5 000 uM Tx/L) y 3) elevado poder antioxidante (mas de 5 000 uM Tx/L). Atendiendo a
estos hechos, los valores obtenidos en la presente investigacion (16 736,5 uM Tx/L) permitieron ubicar
al extracto etandlico de Spondias mombin en una posicidon privilegiada, siendo superado entre las
hortalizas solamente por la espinaca y con valores superiores a especies de frutas muy reconocidas
como antioxidantes como la uva, la mora y la guayaba, por solo mencionar algunas.

Estudios precedentes demuestran que los extractos etandlicos de S. mombin estdn compuestos por
una mezcla compleja de derivados fendlicos simples como los acidos elagico y caféico, asi como
algunos flavonoides con nucleo base de quercetina y rutina.l>®11) Ademas, se ha informado la presencia
de otros compuestos antioxidantes como carotinoides!?, aunque la concentracién de los mismos es
relativamente baja en consecuencia a su condicidon de metabolitos secundarios.

Esta mezcla heterogénea de compuestos anteriormente mencionados, unido a otros no determinados
pero que integran la matriz de la mayor parte de los extractos vegetales (carbohidratos, proteinas etc.),
es la que una vez retirado el solvente de extraccidon (expresados como sélidos totales) conforman la
masa a partir de la cual se preparan las soluciones a evaluar. Por ello, los valores de ICso determinados
para el extracto evaluado resultaron coherentes y halagliefios. Cada uno de estos compuestos
anteriormente mencionados posee un potencial de oxidacién diferente y casi la totalidad de ellos
inferior al del acido ascorbico (sustancia de referencia en la mayor parte de los ensayos). Este aspecto
le confiere desventajas a la hora de “valorar” el potencial antioxidante por comparacién mera de las
ICs0, pero a su vez se convierte en una ventaja si se analiza el fenédmeno del estrés oxidativo en los
seres Vivos como proceso.

El estrés oxidativo origina una cadena de reacciones en las que las especies oxidantes oxidan a
componentes celulares, los cuales una vez oxidados se convierten en nuevas especies oxidantes que
dafiaran a otros componentes, generando un ciclo de reacciones Redox. Es por ello, que las sustancias
con valor practico como antioxidantes, deberan poseer no solo la capacidad de ser blanco de
oxidacion, sino también de “acomodar” la pérdida del electron sin convertirse ella misma en una
sustancia oxidante. La velocidad y eficiencia de cada reaccidn Redox estd condicionada a la diferencia
de potencial de oxidacion entre el agente oxidante y la sustancia oxidada. Es precisamente en este
punto, donde la coexistencia en el mismo extracto de varias sustancias con capacidad antioxidante (de
diferentes potenciales de oxidacién) se convierte en una ventaja practica en sistemas complejos como
lo son los seres vivos.
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Esta caracteristica del extracto etandlico de S. mombin podria ser una de las causas del por qué
extractos de hojas de la especie resultan tan efectivos en biomodelos experimentales en donde el
efecto antioxidante juega un papel central. Recientes evidencias in vivo sobre la actividad anti-
angiogénical®®, anticancerigenal’?, antiinflamatorial®® y en disfunciones del sistema nervioso
auténomo(®®), dan fe de ello.

CONCLUSIONES

El extracto de hojas de Spondias mombin L. en etanol al 70 % presenta una elevada accién antioxidante
en los seis modelos experimentales ensayados, aun cuando en la mayor parte de casos con valores
inferiores al de la sustancia de referencia empleada. Estos resultados conjuntamente con la diversidad
estructural de metabolitos presentes en el mismo resaltan su valor como potencial antioxidante
natural.
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