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Resumen. La evaluacion de la actividad antioxidante ha sido una cuestién relevante teniendo en cuenta su importancia para la
salud humana. Estudios recientes muestran que el uso de plantas en forma de jugos o tés como fuentes de antioxidantes natu-
rales, que se pueden utilizar como complemento para el tratamiento de diversas enfermedades. En este contexto, evaluado el
potencial antioxidante in vitro, de extractos de Eugenia jambolana Lam y Psidium myrsinites DC. A. y cuantificar fenoles y flavo-
noides presentes en los extractos. La peroxidacién lipidica ha sido evaluada por la técnica de TBARS (sustancias reactivas al &ci-
do tiobarbitdrico). De acuerdo con los resultados, mostraron una mejor actividad antioxidante del extracto de psidium myrsinites
DC. A. Para poner a prueba TBARS con fosfolipido de huevo extrae redujo los niveles basales en el proceso de peroxidacion de
lipidos, la Cl,, del extracto etanolico de Euguenia jambolana (EEFEJ) mostré los mejores resultados, con un mas bajo valor de la
Cl,, en comparacién con el extracto hidroetanolico de Psidium mirsinites, demostrado ser méas efectivo. Por lo tanto, a través de
estas pruebas se puede ver que los extractos de las hojas de la especie, Eugenia jambolana Lam y Psidium myrsinites DC. A., la
actividad antioxidante de exposiciones, sustancias fendlicas directamente relacionados producidos a partir de su metabolismo
secundario.
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Abstract. The evaluation of the antioxidant activity has been a relevant and important issue to human health. Recent studies
show that the use of plants juices or teas as sources of natural antioxidants, which can be used as an adjuvant in the treatment
of several diseases. In this context, was evaluated the in vitro antioxidant potential of the extracts of Psidium myrsinites DC. and
Eugenia jambolana Lam. The total of phenols and flavonoids were quantified in the extracts. Lipid peroxidation was evaluated by
the technique of TBARS (thiobarbituric acid reactive substances). According to the results, was showed a better antioxidant activ-
ity in the extract of Psidium myrsinites DC. A. In the TBARS assay with egg phospholipid the extracts reduced the basal levels in
the process of lipid peroxidation and the IC,, of ethanol extract of Eugenia jambolana (EEFEJ) showed the best results with a lower
value of IC,, compared with hydroethanol extract of Psidium mirsinites, demonstrating be more effective. Therefore, through these
tests can be seen that extracts from the leaves of the species, Eugenia and Psidium jambolana Lam myrsinites DC. A., exhibit
antioxidant activity, directly related phenolic substances produced from the secondary metabolism.
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Introduccioén

La evaluacion de la actividad antioxidante ha
sido una cuestion relevante teniendo en cuen-
ta su importancia para la salud humana. Es-
tudios recientes muestran que el consumo de
plantas en forma de jugos o tés como fuentes
de antioxidantes naturales, que se pueden uti-

lizar como una ayuda para el tratamiento de
diversas enfermedades (Silva y col. 2005).

Ademas de las enfermedades cronicas, el es-
trés oxidativo también puede desempefnar un
papel en la hepatotoxicidad aguda de varios
medicamentos, incluyendo el analgésico y
antipirético paracetamol utilizado en todo el

- 187 -



Acta Toxicol. Argent. (2016) 24 (3): 187-192

mundo (Reid y col. 2005). Los estudios han
demostrado que el uso de compuestos polife-
nolicos encontrados en el t¢, frutas y verduras
se asocia con un menor riesgo de dicha enfer-
medad (Hertog y col. 1993). Por consiguiente,
existe interés en las plantas comestibles que
contienen antioxidantes y en la promocion de
la salud del uso de fitoquimicos como agentes
terapéuticos potenciales (Vieira y col. 1999).
El malondialdehido (MDA) ha sido el foco de
atencion de la peroxidacién de lipidos duran-
te muchos afos, ya que puede medirse libre,
usando el acido tiobarbiturico (TBA). EI MDA
reacciona con TBA y forma un cromdgeno ro-
sa fluorescente cuya absorcién se mide aK de
532 nm (Thérond y col. 2000).

Las plantas medicinales tienen varios com-
puestos quimicos con potencial antioxidan-
te. Entre éstas, los compuestos fendlicos han
recibido mucha atencién, sobre todo porque
tienen una comprobada accién de inhibicién
de la actividad de la peroxidacién lipidica y la
lipoxigenasa in vitro (Sousa y col. 2007; Sun y
col. 2012).

Los antioxidantes son sustancias quimicas
que reaccionan con los radicales libres
limitando de este modo los efectos adversos
en el organismo. El cuerpo humano tiene la
capacidad de producir ciertos antioxidantes
enddgenos, pero la mayoria de ellos provienen
de los alimentos ingeridos (Borguini y Torres
20009).

La Eugenia jambolana Lam. (Myrtaceae), co-
nocido como de oliva, se utiliza como un ali-
mento y en la medicina tradicional como an-
timicrobiano (Holetz y col. 2002), y ha sido
ampliamente estudiado por sus propiedades
antioxidantes, el potencial hipoglucémico e
hipotensor (Souza y col. 2004).

Psidium myrsinites DC. A., también conoci-
da como guayaba, tiene uso médico, ya que
mejora la cicatrizacién de heridas, y como ali-
mentos, en la fabricacién de jugos vy jaleas.
Se puede encontrar en los estados de Ceara,
Bahia, Tocantins, Goias, Mato Grosso, Maran-
hao, Piaui y el Distrito Federal. En su aceite
esencial esta presente una sustancia usada
en la composicién de perfumes, linalol (Medio
Ambiente, Brasil 2009).

Este estudio tuvo como objetivo determinar el
potencial antioxidante de los extractos in vi-
tro por DPPH (difenil-picrilhidrazil) y TBARS
(sustancias reactivas al acido tiobarbiturico),
y cuantificar los fenoles y flavonoides presen-
tes en los extractos.

Materiales y métodos

Fenoles

La cantidad de fenoles se determiné mediante
la adicion de 200 pl de solucién de extractos
(300, 100, 50 y 25 mg/ml en etanol 99,6 %) a 1
ml de reactivo de Folin-Ciocalteu (10 % v/v) y
se agité durante 1 minuto. A continuacion, se
anadieron 800 pL de carbonato de sodio 7,5
% y se homogeneizé durante 30 segundos.
Después de 1 hora se midi6 la absorbancia en
un espectrofotometro a una longitud de onda
de 765 nm. El blanco se determin6 con todos
los reactivos, pero el extracto se sustituyé por
agua destilada. La prueba se realizé por tripli-
cado. La media de tres lecturas se utilizo para
determinar los fenoles expresados como mg
equivalentes de acido galico/g de extracto,
obteniéndose este valor mediante la interpo-
lacién de la curva patrén construida con aci-
do galico estandar. La curva de calibracién de
acido galico se determin6 usando diferentes
concentraciones de esa sustancia (300, 100,
75,25y 10 mg/ml).

Flavonoides

Se prepararon soluciones de extracto (300,
200, 100 y 50 mg/ml) a los cuales se les adi-
cion6 1 ml de cloruro de aluminio (AICl,) en
una concentracion con 2 % peso/volumen.
Paralelamente se realizé un blanco con agua
destilada. Después de 30 minutos de incuba-
cién a temperatura ambiente, se midié en es-
pectrofotémetro la absorbancia a 415 nm. La
prueba se realizé por triplicado, se calculo el
promedio para determinar la cantidad de fla-
vonoides totales los cuales fueron expresados
en miligramos de equivalentes de quercetina/
g de extracto. La curva de calibracion de
quercetina se determiné usando diferentes
concentraciones de esa sustancia (400, 300,
200, 100, 50, 25 y 10 mg/ml) diluidos en eta-
nol 99,6 %.

Actividad antioxidante

Se prepararon soluciones con diferentes con-
centraciones de cada extracto de Eugenia
jambolana Lam. y Psidium myrsinites DC. A.
(250, 125, 50, 25, 10 y 5 mg/ml) por triplicado.
En un tubo se mezclaron 100 ml de la solucion
de extracto y 3,9 ml de 2,2-difenil-1-picrilo-hi-
drazila (DPPH) y se homogeneizaron en agita-
dor, en oscuridad. En el blanco, la muestra fue
reemplazada con 100 ml de metanol. Las lec-
turas fueron tomadas con una longitud de on-
da de 520 nm y se repitieron cada minuto has-
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ta que se observo estabilizacion de la lectura.
La curva estandar se determin6é mediante la
realizacion de la medicién en la misma longi-
tud de onda (520 nm), pero con las soluciones
de DPPH a diferentes concentraciones (10 uM,
20 pM, 30 pM, 40 pM, 50 pM y 60 pM) (San-
chez-Moreno y col. 1998; Rufino y col. 2007)

TBARS

La peroxidacion de los fosfolipidos por TBARS
se determiné usando el método de Ohkawa y
col. (1979) con modificaciones. Una solucion
de yema de huevo fue mezclada con una so-
lucion de hexano-isopropanol (3:2). Esta so-
lucion se filtré y en Rotavapor se concentré
hasta obtener un residuo sélido. Se tomaron
0,05 g del residuo y se adicionaron para solu-
bilizarlo 10 ml de agua Milli-Q. Para pre-incu-
bacién de 100 pl se utilizé fosfolipido, 50 ml
de extracto a concentraciones de 100, 40, 10,
4 pg/ml con un volumen adecuado de agua
desionizada. Las muestras se repitieron me-
diante la adicién de 14 pl de Fe (60 uM) y se
incubaron a 37 °C durante 1 h. Después de la
preincubacion se afadié 500 ul de acido acé-
tico y 500 pl de TBA (acido tiobarbiturico) 0,6
% y se incubd durante 1 hora a una tempe-
ratura de 100 °C. A los tubos se anadieron 2
ml de n-butanol y la mezcla se centrifugé. El
sobrenadante se retiré y se midio la absorban-
cia a 532 nm en un espectrofotémetro. Para la
curva de MDA se utilizaron (malondialdehido)
500 pl de acido acético, 500 pl de TBA (0,6
%), cantidades adecuadas de MDA para ob-
tener concentraciones crecientes de MDA y
de agua destilada para completar un volumen
de 1,5 ml. El ensayo se realizé por triplicado y
se repitié dos veces.

Evaluacién del potencial de extracto eta-
nolico de Eugenia jambolana (EEFEJ) y Ex-
tracto hidroetanodlico de Psidium myrsinites
(EHFPM) como citoprotector contra los meta-
les pesados

Segun Coutinho y col. (2008) modificado, las
concentraciones inhibitorias minimas (CIM) de
EEFEJ y EHFPM se determinaron por el en-
sayo de microdilucion usando suspensiones
de 10° UFC/ml en solucién salina y los extrac-
tos de la concentracion inicial de 1024 pg/ml.
La MIC se definié como la concentracién mas
baja a la que no se observé crecimiento. Pa-
ra evaluar el efecto protector EEFEJ y EHFPM
a metales pesados, se ha realizado median-
te una modulacion de concentraciones sub-
inhibitorias de los extractos, suspensiones de
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105 UFC/ml de Escherichia coli ATCC 11105
y Candida albicans 62 en medio M9 Tris con 2
% de glucosa y una concentracion de sulfato
de hierro Il que va desde 100 mM a 0,0488
mM. Las placas de microdiluciéon se incuba-
ron durante 48 horas a 37 °C. La concentra-
cioén bactericida minima (CBM) y la concentra-
cién fungicida minima (MFC) se determiné co-
mo la menor concentracién capaz de eliminar
todos los microorganismos.

Resultados y discusion

Los resultados de la Tabla 7 muestran que la
cantidad de compuestos fendlicos en los ex-
tractos de las plantas fue de 322,96 mg/g y
557,16 mg/g para EEFEJ y EHFPM, respecti-
vamente. La cantidad de flavonoide fue mayor
en el extracto de Eugenia jambolana Lam.

La actividad antioxidante se midié con el mé-
todo de DPPH y el resultado se expresé como
valor de EC,, siendo de 96,81 mg/ml y 7,52
mg/ml, para Eugenia jambolona Lam. y para
Psidium myrsinites DC. A., respectivamente
(Tabla 2). Cuanto menor sea el valor de EC,,
mayor es el poder antioxidante. Por lo tan-
to, la EHFPM muestra a ser mas eficaz co-
mo antioxidante en relacién a EEFPJ, lo cual
podria estar relacionado con la alta presencia
de compuestos fendlicos. Iha y col. (2008),
muestra en su trabajo que la especie Psidium
guajava L. presenta una actividad antioxidan-
te considerable cuando se compara con las
sustancias ensayadas como estandar. Cuan-
do P. guajava obtiene una CE_, de 0,15 mg/g
y comparando el resultado de este trabajo, la
especie P. guajava tiene una mejor actividad
antioxidante que P. myrsinites.

La CL,, se calculo a partir de datos obtenidos
a partir de pruebas de la peroxidacion lipidica
(TBARS). EEFEJ mostro el mejor resultado, re-
duciendo la peroxidacion lipidica inducida en
el ensayo (Tabla 2; Figura 1).

Este ensayo reveld una inhibicién del proceso
de peroxidacién lipidica con fosfolipidos de
huevo. Esta reduccion fue considerada mas
significativo para EHFPM, demostrando con-
centraciones de mayor importancia que las de
EEFEL (respectivamente 4 pg/mly 10 pg/ml).
La gran cantidad de compuestos fendli-
cos puede explicar el efecto antioxidante de
EHFPM ya que la actividad antioxidante de
los compuestos fendlicos es por la inhibicion
de la peroxidacion lipidica. Esta actividad es
dependiente de la estructura de las molé-
culas, asi como el nimero y la posicion del
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Tabla 2. Valores de actividad y valores

Tabla 1. traciones total fenol
abla 1. Concentraciones totales de fenoles antioxidante y CL,, CE,, DE EEFEJ Y EHFPM

y los flavondides en EEFEJ Y EHFPM

AC.GALICO  QUERCETINA EEFEJ* EHFPM* Muestra  Clso (M9/mL) CE® (mg/mL)

(default) (mg/g) (default) (mg/g) mg/g) mg/g) TBARS - basal TBARS - Fe** DPPH
Fenoles totales  1079,06 322,96 557,16 FEFE)” 8,16 40,05 96,81
Flavonoides - 946,94 25,16 17,54 EHFPM* 178,58 86,71 7,52

*EEFEJ - extracto etandlico de Eugenia jambolona Lam.; EHFPM - extracto
hidroalcohdlico de Psidium myrsinites DC. A.

EEFEJ - extracto etanolico de Eugenia jambolona Lam.;
EHFPM - extracto hidroalcoholico de Psidium myrsinites DC. A.
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Figura 1. Propiedades antioxidantes de EEFEJ Y EHFPM. La peroxidacion lipidica (TBARS
produccion) en fosfolipidos de huevo se determiné en ausencia o presencia de Fe?* (10
mM). Los valores se expresan como media + SEM de 2 experimentos independientes
realizados por triplicado. *p <0,05 vs Fe?* inducida, “*p <0,01 vs Fe?** inducida.
EEFEJ - extracto etanolico de Eugenia jambolona Lam.; EHFPM - extracto
hidroalcoholico de Psidium myrsinites DC. A.

grupo hidroxilo. Los compuestos fendlicos
(sobre todo flavonoides) son capaces de al-
terar la cinética de la peroxidacion mediante
la alteracién de la organizacién de los com-
puestos lipidicos. Ellos son estabilizados por
las membranas por disminucion de la fluidez
evitando la difusién de los radicales libres y
restringiendo la reaccion de peroxidacion (Mi-
chalak 2006). Un estudio realizado por Maz-
zanti (2003) indica que no hay efecto antipero-
xidativo en el extracto de corteza de Syzygium
cumini (Eugenia jambolana Lam.).

El hierro es el segundo metal mas abundan-
te, pero sin embargo tiene una baja solubili-
dad en entornos aerdbicas a pH fisiolégico y
en la célula (Crichton 1991). Por lo tanto, este
elemento es por lo general el limite de dispo-
nibilidad de diferentes procesos metabdlicos

celulares, que luego se retira de la atmésferay
se almacena en proteinas para evitar deficien-
cias que pueden conducir a la muerte celular
(Brickman y Armstrong 1995).

Conclusion

Se evalud la actividad antioxidante de los ex-
tractos de Eugenia jambolana y Psidium myr-
sinites, junto con su contenido de fenoles y
flavonoides. En las pruebas de la captura de
radicales libres DPPH se observdé una mejor
actividad antioxidante en EHFPM que esta
relacionado con el alto contenido de com-
puestos fendlicos. Para probar TBARS con
fosfolipido de huevo los extractos redujeron
los niveles basales en el proceso de peroxi-
dacion de lipidos, y cuando fue inducido por
el Fe?* EHFPM fue mas eficiente. El extracto
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de E. jambolana Lam. mostr6 una CL,, con un
valor mas bajo. Por lo tanto, a través de estas
pruebas se puede ver que los extractos de las
hojas de E. jambolana Lam y Psidium myrsini-
tes DC. A. mostraron actividad antioxidante,
y podria estar relacionado con las sustancias
fendlicas producidas a partir de su metabo-
lismo secundario. Los extractos también no
mostraron ningun potencial citoprotector con-
tra el hierro Il.
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