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ARTICULO ORIGINAL

Actividad antioxidante in vitro de extractos de tallos de Polygala sp.

In vitro antioxidant activity of extracts from Polygala sp. stems
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RESUMEN

INTRODUCCION: desde hace mucho tiempo, el empleo de extractos naturales con propiedades
terapéuticas ha sido de gran importancia para el control de muchas enfermedades en humanos y
plantas. Desde el punto de vista medicinal se encuentran bajo estudio algunos reportes sobre la
actividad biolégica de la especie Polygala sp. Lo anterior permite suponer que esta planta puede ser una
fuente promisoria de compuestos con una alta actividad antioxidante.

OBJETIVO: aislar, identificar y evaluar la actividad antioxidante de extractos y algunos de sus
componentes.

METODOS: tallos secos y pulverizados de Poygala sp. fueron sometidos a percolacion con metanol y
diclorometano; sus respectivos extractos se sometieron a cromatografia en columna y 2 compuestos
fueron aislados e identificados por espectroscopia de resonancia magnética nuclear. El potencial
antioxidante se determind sobre la base de la capacidad de atrapamiento del radical estable 2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo (DPPH-, 2-2-diphenyl-1-picrylhydrazyl).

RESULTADOS: el estudio de la composicidon quimica de los extractos de los tallos permitio la
identificacion de 2 lignanos de tipo 2,7 -ciclolignanos-9~ -olidos, conocidos como a- y b-peltatina.
CONCLUSIONES: los datos presentados en este estudio demostraron que todas las muestras evaluadas
poseen propiedades antioxidantes, lo cual soporta el uso tradicional de Polygala spp. para el tratamiento
de diferentes enfermedades.

Palabras clave: Polygala sp., antioxidantes naturales, ensayo DPPH-, peltatina, ciclolignanos.

ABSTRACT

INTRODUCTION: from long time ago, the use of natural extracts with therapeutical properties has
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been very important for control of many human and plant diseases. From the medicinal point of view
some reports are studied in relation to biological activity of Polygala sp. species. It entails that this plant
may be a promissory source of compounds having a high level of antioxidant activity.

OBJECTIVE: to isolate, identify and assess the antioxidant extracts activity and of some of its
constituents.

METHODS: dried and pulverized stems of Poygala sp. underwent a percolation with methanol and
dichloromethane; respective extracts underwent a column chromatography and two compounds were
isolated and identified by nuclear magnetic resonance spectroscopy. Antioxidant potential was
determined on the base of trapping ability of stable radical 2,2-diphenyl -1-picrylhydraziyl.
RESULTS: study of chemical composition of stem extracts allowed us to identify two lignins type
2,7-cyclolignans-9 olides, identified as a- and b-peltatin.

CONCLUSIONS: data from this study demonstrate that all assessed samples have antioxidant
properties supporting the traditional use of Polygala spp. for the treatment of different diseases.

Key words: Polygala sp., natural oxidants, DPPH- trial, peltatine, cyclolignans.

INTRODUCCION

Desde hace mucho tiempo, el empleo de extractos naturales con propiedades terapéuticas ha sido de
gran importancia para el control de muchas enfermedades en humanos y plantas. Esta caracteristica,
sumada a la actividad bioldgica que poseen algunos extractos, puede incrementar la resistencia de la
planta al crecimiento de microorganismos con propiedades toxicolégicas, que al nivel farmacéutico y de
alimentos aumentan su valor agregado, lo cual evita tanto la contaminacién por organismos patégenos
como por las reacciones de oxidacién.™3 Hoy dia, la busqueda de nuevas fuentes de sustancias
antioxidantes, preferiblemente de origen vegetal, que puedan disminuir o eliminar las reacciones de
degradacion oxidativa en sistema biolégicos y alimenticios, se ha convertido en un reto para la
comunidad cientifica, porque ademas de aprovechar de modo razonable los recursos naturales, ayudaria
a mejorar las condiciones de vida. Las ventajas del empleo de las plantas son que, junto a sus principios
activos existen en muchos casos otros constituyentes de accién sinérgica, que potencian su accion y la
hacen mas completa y duradera que el principio o principios activos aislados. No obstante, ciertas
plantas medicinales no han mostrado las propiedades que les atribuye la experiencia popular, e incluso
algunas han resultado peligrosas. Adicionalmente, empleando plantas medicinales como tratamiento, se
actla sobre el organismo mediante un complejo de sustancias bioldgicas activas o en apariencia
inactivas, porque un gran namero de estas retardan o aceleran la reabsorcién de las sustancias activas
por los tejidos, asi como su evacuacion por conducto de la orina o de la bilis. La familia Polygalaceae
cuenta con alrededor de 750 especies al nivel mundial, distribuidas en 12 géneros; el mas
representativo es el Polygala, que incluye la especie bajo estudio.? En algunas especies de esta familia
se han reportado diferentes actividades antioxidantes, insecticidas y antifl.'mgicas.s'6 Desde el punto de
vista medicinal se encuentran algunos reportes sobre la actividad inhibidora del dolor abdominal,
reduccion de la glucosa en la sangre y propiedades anti-VIH.”"® Adicionalmente, los estudios en
fitoquimica relacionan una gran variedad de compuestos polifendlicos como xantonas, flavonoides y
derivados de bifenilos.'? Lo anterior permite suponer que la especie bajo estudio puede ser una fuente
promisoria de compuestos con una alta actividad antioxidante.

METODOS

Material vegetal
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Los tallos de Polygala sp. fueron recolectados en el municipio de Villanueva, departamento de Bolivar
(Colombia). Un espécimen fue identificado por el bidlogo Alvaro Cogollo y se encuentra en el jardin
botanico "Joaquin Antonio Uribe" de la ciudad de Medellin, Colombia (JAUM 13271).

Obtenciéon de los extractos

El material vegetal fresco se secé al aire y a temperatura ambiente (c.a. 25°) y luego se pulverizé
(171,02 g de tallos). Posteriormente, se desengrasé y se sometié a percolaciéon con diclorometano y
metanol hasta agotamiento, a temperatura ambiente (25 ©C). Los extractos obtenidos fueron sometidos
a rotovaporacion hasta obtener 2,75 g de extracto bruto diclorometano (rendimiento 1,61 %) y 9,73 g
extracto metandlico (rendimiento 5,68 %). El fraccionamiento del extracto metandlico se realizé
mediante cromatografia en columna (silice gel) bajo presién (flash chromatography); se eluyé con una
mezcla de hexano:diclorometano (1:1), diclorometano:metanol (99:1, 97:3, 95:5y 9:1) y se
obtuvieron 2 fracciones activas (0,0908 g y 0,0331 g), las cuales se recombinaron y se sometieron
nuevamente a cromatografia en columna y cromatografia preparativa, hasta la obtencion de 2
compuestos a-peltatina (0,0314 g, rendimiento 5,41 x 1073 %) y b-peltatina (0,0302 g, rendimiento

5,20 x 1072 %).

Ensayo de DPPH- (DPPH-, 2-2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

La capacidad antioxidante de cada fraccidon en diferentes concentraciones se determiné de acuerdo con
la metodologia descrita por Puertas-Mejia y otros,'! con algunas modificaciones y la concentracion
efectiva (ECsp) a la cual 50 % de DPPH- fue removido, se expresé como kg extracto/mmol DPPH-,
basada en la ecuacién siguiente:

ECso = concentracion de la muestra en el estado estacionario/concentracion de DPPH =g

En sintesis, una alicuota (0,01 mL) de cada muestra (con la dilucidon necesaria) se adicion6 a 1,0 mL de
una solucién etandlica de DPPH- (102,6 uM). Inmediatamente, se midi6 la absorbancia a 514 nm y
luego cada 15 s los primeros 2 min, después, cada 30 s hasta los 5 min, y por ultimo, en intervalos de 1
min hasta la obtencidon del estado estacionario, en la reaccidon o una disminucién en la absorbancia
menor que 10 %. La concentracion inicial exacta del DPPH- en el medio de reaccion se determind
mediante una curva de calibracion de soluciones de DPPH- (0,663 a 132,7 uM) medidas a 514 nm.
Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Con la finalidad de evaluar la sensibilidad del
método, se usaron sustancias de referencia (acido ascorbico, BHT (3,5-di-tert-butil-4-hidroxitolueno) y
BHA (tert-butil hidroxianisol)) en diferentes concentraciones (entre 1 y 15 g/L), en dependencia de la
actividad de estas sustancias.

Caracterizacion quimica

Los espectros IR fueron obtenidos en un espectrofotdmetro Perkin ElImer (RX | FT-IR). Los espectros de
H-RMN (400 MHz) y *3C-RMN (100 MHz) se realizaron en CDCls, y en un espectrémetro Bruker AMX
400, usando tetrametilsilano (TMS) como estandar interno.

Analisis estadistico

Los diferentes valores mostrados en las tablas y figuras corresponden al promedio (%) las desviaciones
estandares de 3 mediciones en paralelo. Los datos de la ECsg fueron calculados a partir de curvas de

3de7 1/18/2010 10:33 AM



Actividad antioxidante in vitro de extractos de tallos de Polygala sp. http://bvs.sld.cu/revistas/pla/vol14_4 09/pla05409.htm

calibracion.

RESULTADOS

La a-peltatina se aislé como un sélido color blanco; su espectro de infrarrojo mostré bandas de
absorcién en 3406, 2927, y 1761, cm™ . El espectro 13C-RMN, present6 19 sefiales, 13 vinculadas a los
grupos CH»2/C y 6 a los grupos CH3/CH. Por otro lado, el espectro 1H-RMN mostré caracteristicas para
un compuesto tipo ciclolignano con las sefiales siguientes: dy 2,50 (1H, m), dy 2,68 (2H, s), dy 3,20
(1H, dd), dy 3,78 (6H, s), dy 3,94 (1H, m), dy 4,46 (1H, dd), dy 4,59 (1H, d), dy 5,94 (2H, d), dy 6,22
(1H, s), dy 6,36 (2H, s). Adicionalmente, mediante los espectros HSQC, H-H COSY y HMBC se elucidod la
estructura final para la a-peltatina (tabla 1). Por otro lado, la elucidaciéon estructural de la b-peltatina,
ademas de las sefiales presentes en los espectros RMN de la a-peltatina, presenté una sefial adicional
en dy 3,80 (3H, s) correspondiente a la sustituciéon del hidrégeno del grupo hidroxilo del carbono en dc
136,25 ppm, por un grupo metilo. En la tabla 1 se indican las correlaciones *H-1°C para estos
compuestos.

Tabla 1. Datos de correlacidn 'H-1C en resonancia magneética nuclear para los compuestos
asilados e identificados en los tallos de folvgalz sp.

Mucleo | &, (ppm} | &, (ppm)

1 - 118,05
2 - 137,05
3 6,23 103,48
4 - 147,18 @
3 - 131,77
= - 136,77
7 2,51 29,87
3,21
7 4,59 43,33
a8 2,70 32,20
g’ 2,70 47,36
= 3,99 72,34
4,49
9’ - 175,06
10 5,94 101,58 R=H: o-Peltatina
iy - 132,80 R= CH, p-Peltatina
2,6 | 6,36 108,25
35 - 152,49
4 - 136,25
CH-! 3,75 56,26
CH-- 3,80 60,74

'Del grupo metoxi en posiciones 3° v 5° para a-peltatina v B peltatina,
Del grupo metoxi en posician 4° de la B peltatina.

En la figura se muestra el estado estacionario de la reaccion entre el DPPH- y los distintos extractos, los
compuestos aislados y caracterizados; cada uno muestra diferente cinética de reaccion. Se puede
observar que durante los primeros 2 min, la reaccion entre el extracto y el radical DPPH- fue rapida y
luego se mantuvo constante. En la tabla 2 se presentan los datos de ECsp (entre 191,5y 3,7 ppm) para
cada sustancia evaluada.
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0,9
0,5
0,7
0,6

0.5 ——Ext. DCM

0.4 —&-Ext MeOH
03 =i—a-Peltatina
=& [3-Peltatina

0,2
0,1

Absorbancia (514 nm), DPPH

0 1 2 3 4 5

Tiempo, min

Ewt.: extracto, DCM: diclorometano, MeQH: metanol, DPPH: 2-2-diphenyl-1-pictylhydrazyl,

Fig. Estados estacionarios determinadaos para los extractos v compuestos aislados
de los tallos de folvgals sp.

Tabla 2. Actividad antiradicalaria de los tallos de Polvgalz sp. comparada
con sustancias de referencia, mediante el ensayo de DPPH

Muestra ECsn ppm
Extracto DCM 191,55 = 4,2
Extracto MeOH 14,5+ 1,2

o-peltatina 6,2+ 0,1
B-peltatina 3,701
BHA 7,1 0,6
BHT 13,4 £ 1,1

Acido ascarbico 3,9 £ 0,7

BHT: 3,5-di-tert-butil-4-hidroxzitolueno; BHA: fert-butil hidroxianisol; DCM: diclorometano.

DISCUSION

El efecto protector del extracto metandlico puede atribuirse, en forma parcial, a la presencia de algunos
compuestos fendlicos, cuya actividad antioxidante puede ser incrementada por la presencia de otros
componentes no fendlicos en el extracto; por ejemplo, se ha demostrado que el carvacrol y el timol,
reconocidas sustancias con propiedades antioxidantes, cuando se encuentran en una relacién 1:1, la
actividad se ve aumentada en 23 y 26 %.12 La sinergia mostrada en el extracto fue negativa, porque la
capacidad antioxidante de la a-peltatina y la b-peltatina individuales es mayor comparada con la
actividad del extracto metandlico (tabla 2).
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