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Fenoles y flavonoides totales y actividad antioxidante de extractos
de hojas de Lampaya medicinalis F. Phil.

[Total phenols and flavonoids and antioxidant activity of Lampaya medicinalis F. Phil. leaf extracts]

Gabino Garrido*, Macarena Ortiz, Patricia Pozo

Departamento de Ciencias Farmacéuticas, Facultad de Ciencias, Universidad Catdlica del Norte, Angamos 0610, Antofagasta, Chile.

* E-mail: ggarridog@ucn.cl

Abstract

Context: Lampaya medicinalis F. Phil. (Verbenaceae) is a plant that
grows in northern of Chile and it is used in ethnomedicine to treat bone
pain, as an analgesic, in kidney ailments, disorders of the prostate, liver
disease and dyspepsia, although there are few scientific studies about it.

Aims: To determine the antioxidant activity of different extracts from
leaves of L. medicinalis.

Methods: Extractive methods were performed in water and methanol
maceration, decoction and infusion from leaves of L. medicinalis. Phenols
and flavonoids were measured and evaluated the total antioxidant
capacity in vitro by discoloration radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH) and inhibition of the enzyme xanthine oxidase (XO).

Results: The L. medicinalis extract, obtained by maceration in methanol
(LM-M), showed higher concentrations of phenols (5807.9 + 340.0 mg of
gallic acid equivalents/100 g dry sample), while the decoction (LM-Dx)
showed higher concentration flavonoids (136.0 + 5.5 mg of quercetin
equivalents/100 g dry sample) with statistically significant differences (p
<0.05) relative to the other extracts. Moreover, the best results for the
DPPH method were to the extracts LM-M and LM-Dx (IC50 = 24.9 + 3.6
and 241 * 2.7 pg/mL, respectively), without significant differences
between them (p> 0,05). However, extracts had no activity on XO.

Conclusions: Polar extracts from leaves of L. medicinalis show
antioxidant activity due to the presence of flavonoids and phenols that
could justify the ethnomedical use of the plant in pathologies transiting
by a component of oxidative stress.

Keywords: Lampayo; DPPH; xanthin oxydase; total phenols; total
flavonoids.

Resumen

Contexto: Lampaya medicinalis F. Phil. (Verbenaceae) es una planta que
crece en el norte de Chile y se utiliza en la etnomedicina para tratar los
dolores de hueso, como analgésico, en padecimientos renales o de la
prostata, afecciones hepdticas y dispepsias, aunque presenta pocos
estudios cientificos.

Objetivos: Determinar la actividad antioxidante de diferentes extractos
de las hojas de L. medicinalis.

Métodos: Se realizaron métodos extractivos de maceracion en agua y
metanol, decoccion e infusion de las hojas de L. medicinalis. Se
determinaron fenoles y flavonoides totales y se evalué la capacidad
antioxidante in vitro, mediante la decoloraciéon del radical 1,1-difenil-2-
picrilhidracilo (DPPH) y la inhibicion de la enzima xantina oxidasa (XO).

Resultados: El extracto de L. medicinalis, obtenido por maceracién en
metanol (LM-M), presenté mayor concentracién de fenoles (5807,9 +
340,0 mg equivalentes de acido gélico/100 g muestra seca), mientras que
la decoccion (LM-Dx) presenté mayor concentracion de flavonoides (136,0
+ 5,5 mg equivalentes de quercetina/100 g muestra seca) con diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) en relacién con los demas
extractos. Por otra parte, los mejores resultados para el método de DPPH
fueron de los extractos LM-M y LM-Dx (Cl;=24,9 £ 3,6 y 24,1 £ 2,7 pg/mL,
respectivamente), sin presentar diferencias significativas entre ellos
(p>0,05). Sin embargo, ningtin extracto tuvo actividad sobre XO.

Conclusiones: Los extractos polares de las hojas de L. medicinalis
muestran actividad antioxidante debido a la presencia de fenoles y
flavonoides que podrian justificar el uso etnomédico de la planta en
patologias que transitan por un componente de estrés oxidativo.

Palabras Clave: Lampayo; DPPH; xantina oxidasa; fenoles totales;
flavonoides totales.
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INTRODUCCION

Lampaya medicinalis F. Phil. (Fig. 1) es una
planta endémica del norte de Chile, conocida
vulgarmente como lampaya o lampayo por los
habitantes de las regiones de Arica y Parinacota,
Tarapaca y Antofagasta. Estudios etnomédicos
refieren la utilizacion de sus flores violdceas como
"refrescantes”. Las hojas son utilizadas como
infusiéon para dolores de hueso, como analgésico,
en padecimientos renales y afecciones a la
prostata. Sin embargo, esta especie no posee
estudios que confirmen sus propiedades, ya que
solo es utilizada por tradicién, de acuerdo a los
habitantes de la localidad, quienes la consideran
una planta de gran valor medicinal (Villagran et al,

2003; Ministerio de Salud, 2009).

Foto: M. Arenas
Figura 1. Especie Lampaya medicinalis.

Por otra parte, las condiciones climdticas y
geograficas que presenta la macrozona norte de
Chile son propicias para el crecimiento de una
flora adaptada a una extrema aridez, fuerte
radiacion solar y baja humedad relativa. Es por ello
que estas plantas deben producir metabolitos
secundarios adecuados para sobrevivir en este
medio. Por ejemplo, la radiacion UV, presente en
la zona, activa mecanismos de defensa similares a
los que estas especies desarrollan frente a un
ataque de patodgenos, por lo que la radiacion UV-B
activaria procesos de lipoperoxidaciéon en la
membrana plasmadtica de estos individuos (Green y
Fluhr, 1995; Mackerness et al., 2001).

Uno de los posibles mecanismos de adaptacion
a la radiacion UV-B es el aumento de la
produccion de metabolitos secundarios tales como
fenoles y flavonoides, que absorben radiacion
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entre los 280-360 nm, se acumulan preferente-
mente en las células de la epidermis, absorben la
radiacion UV-B no interfiriendo en la absorcién de
la radiacién fotosintéticamente activa y reducen el
efecto deletéreo de dicha radiacion sobre los
distintos componentes celulares (Bassman, 2004;
Carrasco-Rios, 2009).

Ademas de las propiedades organolépticas que
poseen estos compuestos sobre los vegetales,
contribuyendo con el color, sabor amargo, astrin-
gencia y aroma, presentan diferentes propiedades
en el organismo humano, tales como: antioxi-
dantes, antiinflamatorias, antitrombdticas, anti-
microbianas, antialérgicas, antitumorales y anti-
asmaticas, entre otras. Sin embargo, son nume-
rosos los estudios que han mostrado la propiedad
antioxidante, principalmente (Pérez, 2003). Uno de
los grupos mas estudiados dentro de los com-
puestos fendlicos ha sido el de los flavonoides,
debido a su distribucién numerosa y a su actividad
antioxidante elevada, siendo el subgrupo de los
flavonoles el mas estudiado.

La actividad antioxidante de los flavonoides
resulta de una combinacién de sus propiedades
quelantes de hierro y secuestradoras de especies
reactivas del oxigeno (ERO), ademds de la inhi-
bicién de enzimas, tales como: lipoxigenesa, ciclo-
oxigenasa, mieloperoxidasa y NADPH oxidasa;
evitando asi la formacién de ERO e hidroxi-
peroxidos organicos. También se ha visto que
flavonoides como catequina, epicatequina, epiga-
locatequina, epicatequina galato y epigalo-
catequina galato reducen la produccion de radi-
cales libres por inhibicion de la xantina oxidasa
(XO), enzima que cataliza la oxidacién de hipo-
xantina y xantina a dcido urico (Dorner et al., 2006).

En el presente estudio se realizaron diferentes
extracciones de las hojas de L. medicinalis, las que
fueron sometidas a una cromatografia en capa fina
(CCF), para identificar los principales metabolitos
secundarios; asi como se determinaron fenoles y
flavonoides totales a cada extracto y la actividad
antioxidante in vitro, mediante el método de
decoloracién del radical 1,1-difenil-2-picrilhidracilo
(DPPH) y la inhibiciéon de la enzima xantina
oxidasa.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

El material vegetal fue recolectado en la Region
de Antofagasta, localidad de Turi (S: 22° 11.962" W:
68° 19.601" Altura: 3077 metros s.n.m.), en Marzo
de 201. Una muestra testigo fue autenticada y
depositada en el herbario de la Universidad de
Chile con el cddigo 22.467.

Preparacion de los extractos

Las hojas de L. medicinalis se secaron a tempe-
ratura ambiente hasta peso constante. Posterior-
mente, estas fueron separadas de sus tallos y
molidas en picadora 1, 2, 3 (Moulinex, Francia).

El material vegetal fue extraido con metanol o
agua hasta agotamiento del material, con agitacion
orbital constante (70 r.p.m.), durante 5 dias.
Paralelamente, se realizaron extracciones por infu-
sion (material vegetal en agua entre 80-90°C,
durante 10 min) y decoccién (material vegetal en
agua hirviendo a 100°C durante 10 min). La
relacién droga:disolvente siempre fue 1:10.

Posteriormente, los extractos fueron filtrados
mediante papel filtro Whatman N° 1y puestos en
placas de Petri. El secado se llevo a cabo mediante
una corriente de aire caliente (temperatura menor
de 50°C). Los extractos secos se mantuvieron en
desecadora hasta que tuvieran pesos constantes,
con la finalidad de determinar el rendimiento de
cada uno de ellos mediante la formula siguiente:

% Rendimiento = [ES(g) . 100]/M(g)
donde: ES = masa del extracto seco y M = masa del
material vegetal de partida.

Los extractos se mantuvieron entre 4-8°C hasta
su uso.

Caracterizacion quimica cualitativa de los
extractos

La deteccién de metabolitos secundarios se
efectud en los extractos metandlico, acuoso,
infusién y decoccién por cromatografia en capa
fina (CCF) en gel de silice 60 F254 (Merck), y como
eluyente se utilizaron mezclas de acetato de etilo:
acido formico: acido acético: agua (100:11:11:26) y n-
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butanol: acetato de etilo: amoniaco: agua (12:8:1:2).
Las placas cromatograficas se revelaron por asper-
sion de los reactivos NP (dcido 2-amino-etil éster
difenilbérico al 1% en metanol, p/v) o p-anisal-
dehido sulftrico y calor a 100°C por 5 minutos. Las
placas se visualizaron a la luz visible o a la UV a
una longitud de onda de 365 nm.

Reactivos

1,1-Difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), 2-aminoetil
difenil borato (NP), acido galico, butilhidroxianisol
(BHA), dimetilsulféxido (DMSO) y reactivo de
Folin-Ciocalteu (FC) fueron obtenidos de Merck
(Darmstadt, Alemania), dcido etilendiaminotetra-
acético (EDTA), alopurinol, xantina, xantina oxi-
dasa de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.).
Los demas reactivos y disolventes fueron de grado
analitico.

Determinacion de fenoles y flavonoides
totales

Para determinar el contenido de fenoles totales
se realizo una curva de calibracion con concen-
traciones de 10, 50, 100, 150, 250 y 500 mg/L
preparadas a partir de una disolucion stock de
acido galico (AG) 5 g/L. Posteriormente, se
utilizaron 10 pL de la concentracién a ensayar,
para adicionarle 790 pL de agua destilada y 50 pL
de reactivo FC (1 N). La mezcla se homogeneizo y
se pre-incubd por cinco minutos. A continuacion,
se adicionaron 150 pL de una disolucion de
carbonato de sodio al 20%, para luego homo-
geneizar la mezcla e incubarla durante dos horas a
temperatura ambiente, protegida de la luz.
Finalmente, se procedié a medir la absorbancia de
la muestra a 765 nm en un espectrofotometro UV-
Visible (Shimadzu, UV-1700 PharmaSpec, Japon).
Esta medicion se realizé contra un blanco, en el
cual se sustituyo el volumen de la concentracion
de acido galico utilizada por 10 pL de agua
destilada.

Para realizar el analisis de las muestras, se
procedio a reconstituir cada extracto con su
disolvente de origen a una concentracion de 1
mg/mL. Posteriormente, a 10 pL de extracto re-
constituido se le someti6 al mismo tratamiento
que a la curva de calibracién, diferenciandose tni-
camente el blanco, en el cual se sustituyo el
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volumen de extracto reconstituido por 10 pL de
disolvente de origen. Los ensayos fueron reali-
zados por triplicado y los resultados fueron expre-
sados en equivalentes de acido galico (mg EAG/100
g de muestra seca).

Para analizar el contenido de flavonoides
totales se realizd6 una curva de calibracién con
concentraciones de 1; 6,25; 12,5; 25; 50 y 100 pg/mL
de quercetina, preparadas a partir de una
disolucion stock de 0,27 mg/mL, en etanol 80%, de
acuerdo a Chang et al. (2002). Posteriormente, a 100
pL de la concentracion a ensayar, se le adicionaron
300 pL de etanol 95%, 20 pL de una disolucion de
nitrato de aluminio 10%, 20 pL de una disolucién
de acetato de potasio (1 M) y 560 pL de agua
destilada. Luego se homogeneizo la mezcla y se
dejé incubar por 30 minutos a temperatura
ambiente, protegida de la luz. Finalmente, se
procedio a medir la absorbancia de la muestra a
415 nm en un espectrofotometro UV-Visible
(Shimadzu, UV-1700 PharmaSpec, Japdn). Esta
medicion se realizé contra un blanco, en el cual se
sustituyd el nitrato de aluminio por agua destilada.

Para realizar el andlisis de las muestras, se
procedio a reconstituir los extractos con etanol
80% (1 mg/mL). Posteriormente, a 100 pL de
extracto se le sometié al mismo tratamiento que a
la curva de calibracién. Los ensayos fueron reali-
zados por triplicado y los resultados fueron
expresados en equivalentes de quercetina (mg
EQ/100 g de muestra seca).

Evaluacion in vitro de la capacidad anti-
oxidante

Ensayo de decoloracion del radical 1,1- difenil-2-
picrilhidracilo (DPPH)

Se prepar6 una disolucién de trabajo de DPPH
20 mg/L. Ademds, se prepararon disoluciones
stock de los patrones de referencia acido galico
(AG) 1 mg/mL vy butilhidroxianisol (BHA) 1
mg/mL. Posteriormente, se preparé una bateria de
concentraciones para cada patron: AG de o,25; 0,5;
1, 2y 4 pg/mL y BHA de o,5; 1; 2; 4 y 8 ug/mL.
Luego, se procedié a adicionar en un tubo de
ensayo 375 pL de la muestra (en el caso de los
patrones de referencia cada concentracion corres-
ponde a la muestra) y 750 pL de la disolucién de
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DPPH (50 pM). Inmediatamente, la mezcla se
homogeneizé y se incub6 por 30 min a 30°C en
obscuridad. Finalmente, se procedio a medir la
absorbancia de la muestra a 517 nm en un espec-
trofotometro UV-Visible (Shimadzu, UV-1700
PharmaSpec, Japén). Esta medicion se realizé
contra un blanco, en el cual se sustituyo el
volumen de DPPH por metanol. También, se
prepard un control con 750 pL de la disolucién de
DPPH (50 uM) y 375 pL de metanol. El blanco
utilizado para el control fue solo metanol.

Para realizar el andlisis de las muestras, se
procedio a reconstituir cada extracto con metanol
a una concentracion de 1 mg/mL. Luego, se
prepar6 una bateria de concentraciones de 6,25;
12,5; 25; 37,5 Y 50 pg/mL. Posteriormente, cada
concentracion fue sometida al mismo tratamiento
que los compuestos de referencia. Los ensayos
fueron realizados por triplicado y los resultados
fueron expresados en porcentaje de decoloracion
del radical DPPH. Ademas, se calculo la CE,, para
cada uno de los extractos. Por otra parte, para
descartar interferencias que pudieran afectar en
los valores de absorbancia, se realizo un barrido de
absorcidn de cada uno de los extractos.

Ensayo de inhibicion de enzima xantina oxidasa

Los extractos secos se reconstituyeron con
disolucién tampon de fosfato de potasio (0,5 mM;
pH 7,5), preparando una disolucion stock de éstos
a una concentracion de 25 mg/mL. A partir de
ésta, se prepar6 una bateria de concentraciones de
2,5; 5; 10; 15; 20 y 25 mg/mL. Posteriormente, se les
adicionaron 20 pL de extracto, 580 pL de solucion
tampén de fosfato de potasio, 100 pL de
hidroxilamina (2 mM), 100 pL de EDTA (1 mM) y
100 pL de xantina (1 mM). Luego, la mezcla se
homogeneizé y se pre-incub6 por cinco minutos a
37°C. Ademas, durante este proceso se incubo, por
un minuto y a la misma temperatura, la enzima
XO (5,86 mU/mL). Una vez transcurridos los cinco
minutos de pre-incubacion, se agregaron 100 pL de
enzima XO. A continuacion, se dejo incubar el
ensayo por 15 minutos a 37°C. Finalizado el
tiempo, la reaccidn se detuvo con 100 pL de acido
clorhidrico (HCl; 6 N) y se procedié a medir la
absorbancia a 290 nm en un espectrofotémetro
UV-Visible (Shimadzu, UV-1700 PharmaSpec,
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Japon). Esta medicion se realizo contra un blanco,
al cual se le agreg6 todo menos la enzima XO,
siendo este volumen reemplazado por disolucion
tampon de fosfato de potasio. También se prepard
un control en el que se agregaron los mismos
reactivos menos el extracto, siendo este volumen
reemplazado por la disolucion tampoén de fosfato
de potasio. En el blanco control, se sustituy6 el
volumen del extracto y el de la enzima XO por la
disolucion tampon de fosfato de potasio.
Alopurinol (200 pM) fue utilizado como
compuesto de referencia. Todos los ensayos fueron
realizados por triplicado.

Para determinar el tiempo de reaccion que se
utilizé en el ensayo, se realizé una curva de
progreso de la enzima, en la que se evaluo la
actividad enzimatica a diferentes tiempos (o, 10, 15,
20 y 30 min) y se determiné la velocidad inicial,
realizando el mismo protocolo descrito previa-
mente, pero sin adicion de la muestra.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico fue realizado mediante el
paquete estadistico SPSS (SPSS Statistics version
20.0). Los datos se presentan de acuerdo al
promedio + desviaciéon estandar (DE) y se consi-
derd un p<o0,05 como estadisticamente signifi-
cativo. Para los datos que tuvieron una distri-
bucién normal y presentaron homogeneidad de las
varianzas, se aplico un andlisis de varianza
(ANOVA), mientras que para los que no presen-
taron una distribucion normal o sus varianzas no
fueron homogéneas, se aplic6 una prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis y se compararon las
medias a través de la prueba de Dunn (p<o0,05).

RESULTADOS

Rendimiento

Los extractos polares de L. medicinalis
obtenidos por maceracion, decoccién e infusidon
tuvieron un rendimiento que oscilé entre 10,9 y
33,9 % (Tabla 1). El extracto metanolico (LM-M) y
la decoccién (LM-Dx) fueron los que obtuvieron
mayores rendimientos (33,9 = 1,2 y 32,8 + 2,1 %,
respectivamente), mientras que la maceracion
acuosa fue la que obtuvo el menor valor (10,9 +
1,5%).
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Determinacion cualitativa de los principales
metabolitos secundarios mediante cromato-
grafia en capa fina

En los extractos polares obtenidos en este
estudio se observo una fluorescencia de color
amarillo-anaranjado (Fig. 2), caracteristica de los
flavonoides (Wagner y Bladt, 1996).

Figura 2. Cromatografia en capa fina de extractos polares de
L. medicinalis con dos sistemas de disolventes.

A B Rf
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0,24-0,25
- 0,20-0,21
o 0,10-0.12

A: Luz visible.

B: Luz UV 365 nm.
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metanol; Ag: macera-
cién en agua; Dx: deco-
ccion; In: infusion
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Tabla 1. Rendimiento, fenoles y flavonoides totales y actividad antioxidante de los extractos polares de L. medicinalis.

Extracto Rendimiento Fenoles totales Flavonoides totales DPPH
(%) (mg EAG/100 g MS) (mg Q/100 g MS) (CE,, pg/mL)

LM-M 33,9 £1,2° 5807,9 * 340,0° 15,8 + 10,8° 24,9 3,6
LM-Ag 10,9 + 1,5b 1885,3 + 62,8b 50,7 + z,zb 3,8 £ 1,7b
LM-Dx 32,8 £ 2,1° 4936,2 * 355,2° 136,0 + 5,5° 241+ 2,7
LM-In 23,3+ 1,8¢ 3728,2 = 287,5d 72,8 + 2,3d 29,2 2,5b
Acido galico - - - 2,7+ 0,8°
BHA - - - 4,3+1,2°

LM-M: extracto obtenido mediante maceracion en metanol; LM-Ag: extracto obtenido mediante maceracién en agua; LM-Dx:
extracto obtenido mediante decoccién; LM-In: extracto obtenido mediante infusién. CE,: concentracién efectiva 50.

Distintas letras simbolizan diferencias estadisticamente significativas (p<o,05). Los datos representan el promedio + DE de, al

menos, n=3.

Determinacion de fenoles y flavonoides
totales

El extracto obtenido por maceracion en
metanol (LM-M) presenté la mayor concen-
tracion de fenoles totales (Tabla 1), mientras que
el contenido de estos metabolitos en el extracto
acuoso fue solamente el 32,5% del contenido de
LM-M.

En la Tabla 1 también se puede observar que el
extracto obtenido por decoccién (LM-Dx) pre-
sent6 una concentracion de flavonoides totales de
136,0 * 5,5 mg equivalentes de quercetina
(EQ)/100 g muestra seca. Este resultado fue
mayor que aquellos de los extractos de metanol
(LM-M), infusién (LM-In) y agua (LM-Ag), con
concentraciones de 15,8 + 10,8; 72,8 + 2,3y 50,7 +
2,2 mg EQ/100 g muestra seca, respectivamente.
Todos los extractos presentaron diferencias esta-
disticamente significativas entre ellos (p<o,05).

Evaluacion in vitro de la capacidad anti-
oxidante

Ensayo de decoloracién del radical 1,1- difenil-2-
picrilhidracilo (DPPH)

Los extractos mas activos fueron los obtenidos
por decoccién (24,1 + 2,7 pg/mL) y por mace-
racion en metanol (CE,, = 24,9 + 3,6 pg/mL), los
cuales no presentaron diferencias significativas
entre ellos (p>0,05). Estos resultados fueron
seguidos por infusion (CE,, = 29,2 + 2,5 ug/mL) y
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maceracién en agua (CE,, = 31,8 + 1,7 pg/mL), los
que tampoco presentaron diferencias significa-
tivas entre ellos (p>0,05). Se utilizaron como
compuestos de referencias acido galico y BHA
(CE50= 2,7 + 0,8 y 4,3 + 1,2 pg/mlL, respectiva-
mente).

Ensayo de inhibicién de enzima xantina oxidasa

Los extractos polares de L. medicinalis,
obtenidos en este estudio, no presentaron
inhibicion sobre la enzima XO (datos no mostra-
dos) a las concentraciones ensayadas. Se utilizd el
alopurinol como farmaco de referencia, el que
presento una inhibicion de 61,3%.

DISCUSION

La actividad antioxidante ha sido reportada en
diversas especies de la familia Verbenaceae,
realizandose estudios sobre especies del género
Aloysia (Ej. A. triphylla), Lantana (Ej. L. camara o
armata), Lippia (Ej. L. alba o geniculata, L.
multiflora, entre otras) y Verbena (Ej. V. offici-

nalis, V. litoralis), principalmente (Stashenko et al,
2008; Shikanga et al., 2010; Arthur et al., 2011; Rehecho et al.,

2on). Sin embargo, a pesar del interés demostrado
por el estudio de esta familia, no se han
encontrado investigaciones sobre la especie
Lampaya medicinalis.

Los sistemas de disolventes seleccionados en
este estudio, para determinar la composicion
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quimica cualitativa de los extractos, son ade-
cuados para determinar diversos tipos de com-
puestos, en especial terpenos, saponinas y
flavonoides. Es por esto que los extractos estu-
diados de L. medicinalis podrian presentar
diversos tipos de estos compuestos, ya que segiin
Wagner y Bladt (1996), las bandas de color azul y
rosa-violeta, reveladas con el reactivo p-anisal-
dehido sulfurico (Fig. 2A), demuestran la
presencia de saponinas triterpénicas y terpenos,
mientras que las bandas de color amarillo-café
podrian corresponder a saponinas esteroidales.
Por otra parte, segin los mismos autores, las
bandas de color azul o celeste fluorescente,
reveladas con el reactivo de productos naturales
(NP), es tipica de extractos que presentan acidos
fenil-carboxilicos (Ej. acido cafeico o 4&cido
clorogénico) o cumarinas (Ej. escopoletina),
mientras que las bandas de color amarillo-
anaranjado corresponden a flavonoides. Asi-
mismo, un estudio realizado por Berardi (2012),
determind la presencia de acidos fenil-carboxi-
licos en especies del género Aloysia, en el que se
destaca la intensa fluorescencia celeste de estos
en una CCF.

La diferencia significativa entre todos los
extractos, en la determinacion de fenoles y flavo-
noides totales, se podria deber a la capacidad de
los disolventes para extraer los compuestos desde
el material vegetal, a la temperatura o al tiempo
de extraccidon (Sreejith et al, 2012). Lo cual podria
explicar también el alto porcentaje de rendi-
miento de estos extractos (Tabla 1), demostrando
que el disolvente utilizado en el proceso de extra-
ccién juega un rol importante en la actividad de
los extractos, considerando la polaridad tanto del
disolvente como la de los compuestos fendlicos
(Ricco et al,, 2010). Por consiguiente, al utilizar un
disolvente de alta polaridad puede ocurrir que se
rompa la membrana celular y mejore Ila
extraccion, lo que explicaria el alto porcentaje de
rendimiento y las concentraciones obtenidas por
el extracto metandlico.

Ademas, el metanol podria reducir la actividad
de las polifenoloxidasas, enzimas propias de los
tejidos vegetales, que catalizan la oxidacion
enzimatica de los compuestos fenolicos endo-
genos (proceso de pardeamiento de los vegetales)
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(Jang et al, 2002). Sin embargo, los extractos
acuosos obtenidos por decocciéon e infusion,
también presentaron mayores concentraciones de
polifenoles (Tabla 1), lo cual podria explicarse por
la aplicacion de temperatura en su tratamiento de
extraccion, ya que las enzimas pueden ser
inactivadas con el calor, de modo que los com-
puestos fenodlicos no son degradados (Kihkénen et
al., 2001). En consecuencia, se obtiene una mayor
concentracion de polifenoles, como se observo en
el caso del extracto obtenido por decoccion, que a
pesar de que su tratamiento de extraccion pueda
ser drastico para fenoles labiles, arrojé una mayor
concentracion que los otros extractos acuosos.

Por otra parte, las altas concentraciones de
fenoles y flavonoides, pueden deberse a que el
crecimiento de L. medicinalis ocurre en dareas
altamente expuestas a la radiacion UV, lo que
puede inducir o incrementar la biosintesis de
flavonoides (Martinez et al, 2003). Ademads, el
aumento de los compuestos fendlicos como
resultado de la tensidn térmica se ha asociado
con el aumento en la actividad de fenilalanina
amonio liasa, una enzima clave en el
metabolismo de compuestos fendlicos tales
como: dacidos fendlicos, feniletanoides o flavo-
noides, los cuales son considerados los
principales constituyentes de la actividad anti-
oxidante en vegetales (Lopez-Laredo et al., 2012).

Existen diversos métodos para evaluar la
actividad antioxidante de un extracto, ya sea in
vitro o in vivo, siendo los métodos in vitro los mas
aplicados para determinar la capacidad anti-
oxidante frente a sustancias cromdgenas de natu-
raleza radical, debido a su rapidez y facilidad. No
obstante, las determinaciones realizadas in vitro
solo proporcionan una idea aproximada de lo que
ocurre en situaciones complejas in vivo (Kuskoski et
al., 2005).

En el presente estudio, al evaluar los extractos
en el ensayo de decoloracion del radical DPPH, se
observé que el extracto metanolico y la decoccion
arrojaron la mayor actividad antioxidante, con
una baja CE, respecto a los demads extractos
(Tabla 1), sin diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre ellos (p>0,05).

Asimismo, estos resultados coinciden con las
altas concentraciones de polifenoles obtenidos
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por los mismos extractos, lo que sugiere que los
flavonoides juegan un rol importante en la
captacion del radical DPPH, demostrandose asi la
actividad antioxidante. Debido a esto, diferentes
estudios relacionan la capacidad antioxidante con
el contenido de fenoles totales y cada compuesto
fendlico contribuye de forma y proporcion
diferente (Kuskoski et al, 2005). Ademas, los
compuestos fenolicos poseen una estructura qui-
mica adecuada para ejercer una accion anti-
oxidante, actuando como captadores de radicales
libres (Ricco et al., 2010).

Por otra parte, la inhibicion sobre deter-
minadas oxidasas representa otro de los meca-
nismos a través de los cuales los flavonoides
ejercen su actividad antioxidante, siendo la
inhibicién de la enzima XO un método adecuado
para conocer esta actividad in vitro (Pérez, 2003).
Segin lo descrito en la literatura existe una
relacion estructura-actividad de los flavonoides,
la inhibicién de la XO y la captura del radical
superoxido, en la que la existencia de grupos
hidroxilos en los carbonos 5y 7 del anillo A y el
doble enlace entre los carbonos 2 y 3 del anillo C,
aumenta la actividad inhibitoria de la XO, siendo
esto mayor en flavonas que flavonoles y la
presencia de grupos hidroxilos en 3' del anillo By
3 del anillo C se asocian con un aumento en la
actividad captadora del radical superoxido (Cos et
al., 1998). Ademds, un estudio realizado sobre
Lantana camara (Verbenaceae) reporto actividad
inhibitoria sobre XO (Mahdi-Pour et al., 2012). Sin
embargo, al medir la actividad inhibitoria de los
extractos de L. medicinalis sobre XO, se observo
que ningun extracto produjo inhibicién a las
concentraciones ensayadas. Esto se podria deber
a que los extractos afecten otras especies
reactivas del oxigeno que no sea el radical
superoxido.

Por ultimo, los resultados obtenidos en el
presente estudio demostraron que los extractos
de las hojas de L. medicinalis podrian ser una
fuente potencial de compuestos con actividad
antioxidante, lo que sugiere centrar estudios
posteriores en demostrar y validar su uso
etnomédico, y a conocer los metabolitos especi-
ficos que participan en cada actividad, ademas de
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determinar la toxicidad que pueda presentar esta
planta sobre el organismo humano.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron extractos de la especie Lampaya
medicinalis F. Phil. con los que se pudo
determinar el contenido de fenoles y flavonoides
totales, asi como la actividad antioxidante.
Mediante la cromatografia en capa fina, se
determiné cualitativamente la posible presencia
de diversos compuestos en L. medicinalis, como
saponinas triterpénicas, saponinas esteroidales,
terpenos y compuestos fendlicos. La mayor
concentracion de fenoles totales se obtuvo con el
extracto por maceracion en metanol (5807,94 +
340,04 mg EAG/100 g muestra seca) mientras que
la decoccion presentd la mayor concentracion de
flavonoides totales (136,01 = 5,53 mg EQ/100 g
muestra seca). Sin embargo, se considerd que la
determinacion de flavonoides realizada en este
estudio sélo determina flavonas y flavonoles.
Ademads, ambos extractos presentaron el mayor
porcentaje de rendimiento (33,9 y 32,8%, respec-
tivamente), lo que indicaria la relacién que existe
entre el modo de extraccion o disolvente
utilizado para ésta, con la concentraciéon de
compuestos fenolicos.

Por otra parte, los extractos obtenidos por
maceracidon en metanol y decoccidén presentaron
la mayor actividad antioxidante (CE,, de 24,94 +
3,63 Y 24,13 + 2,70 pg/ml, respectivamente)
mediante el ensayo de decoloracién del radical
DPPH. Sin embargo, ninguno de ellos mostrd
actividad inhibitoria sobre la enzima XO a las
concentraciones utilizadas.

En este trabajo se demuestra, por primera vez,
la presencia de fenoles y flavonoides totales, asi
como la actividad antioxidante de extractos
obtenidos a partir de Lampaya medicinalis, que
podria justificar el uso etnomédico de esta planta.
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