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RESUMEN

Fue evaluada la composicion fitoquimica cualitativa y la actividad antioxidante in vitro de
extractos etandlicos y acuosos de frutos de Coccoloba uvifera L., recolectados en los

municipios Manzanillo, Niquero y Pilon. Los resultados muestran similitud en la composicién
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de los extractos de las tres zonas estudiadas, y los extractos etanolicos de los frutos de
Manzanillo poseen la mayor diversidad de metabolitos secundarios; siendo los mas
abundantes alcaloides, fenoles, cumarinas y carbohidratos reductores. La actividad
antioxidante in vitro fue estimada mediante la capacidad antioxidante total y el poder reductor
ferrico y el mayor valor de los extractos etanolicos puede asociarse al mayor contenido de
fenoles totales determinado por el método de Folin Ciocalteu. Los resultados convierten al
fruto en una fuente potencial de antioxidantes, y constituye el primer reporte de la
composicién y la actividad antioxidante de extractos polares del fruto de la C. uvifera en
Cuba.
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ABSTRACT

The qualitative phytochemical composition and in vitro antioxidant activity of ethanolic and
aqueous extracts of Coccoloba uvifera L. fruits collected in the municipalities of Manzanillo,
Niquero and Pilon were evaluated. The results show similarity in the composition of the
extracts from the three areas studied and the ethanolic extracts of Manzanillo fruits have the
greatest diversity of secondary metabolites; being the most abundant alkaloids, phenols,
coumarins and reducing carbohydrates. The in vitro antioxidant activity was estimated by the
Total Antioxidant Capacity and the Iron Reducing Power and the higher value of the ethanolic
extracts can be associated with the higher content of total phenols determined by the Folin
Ciocalteu method. The results make the fruit a potential source of antioxidants and constitute
the first report on the composition and antioxidant activity of polar extracts from the fruit of

C. uvifera in Cuba.
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Introduccion

En la actualidad, el uso de las plantas medicinales como recurso terapéutico, es considerado
en diversos paises y por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la medicina méas
natural, inocua y efectiva; que ademas de ser asequible y aceptada por la poblacion, posee un
costo racional *2 En Cuba ha adquirido gran relevancia, y constituye la base del sistema de

medicina alternativa del pais.®

A medida que se incrementa el uso de la medicina tradicional o alternativa, es necesario
desarrollar los estudios fitoquimicos y su relacion con la actividad bioldgica. La investigacion
de las plantas medicinales revela que las especies estudiadas con las herramientas de la
etnomedicina tienen mayor probabilidad de presentar actividad farmacoldgica que otras
seleccionadas al azar o por criterios quimiotaxondmicos.® Por otro lado, la preocupacion
mundial de contrarrestar habitos alimenticios inadecuados, que generan el aumento de
enfermedades crénicas relacionadas con la dieta y el bajo costo de los antioxidantes naturales,
ha provocado el incremento de investigaciones de plantas medicinales con actividad
antioxidante.®” Los antioxidantes a bajas concentraciones retrasan 0 evitan
significativamente la oxidacion del sustrato oxidable, y pueden actuar neutralizando la accion
nociva de especies reactivas por diferentes mecanismos, entre los que destacan la donacion de
atomos de hidrégeno, la transferencia de electrones individuales y la quelacion de metales de

transicion.©9

Entre las plantas que han recibido atencion por sus propiedades antioxidantes se encuentra la
Coccoloba uvifera L., especie del género Coccoloba, perteneciente a la familia Polygonaceae,

comun en las costas y playas de la region tropical americana y del Caribe.

En la flora de Cuba, se reportan 34 especies del género con un alto nivel de endemismo (25
especies). C. uvifera se puede reconocer con facilidad por sus hojas grandes, gruesas y casi
circulares y los racimos del fruto en forma de uvas. Su tolerancia a los suelos salinos y al
rocio del mar la convierten en una especie nativa excelente en las costas como barrera contra

el viento y para la recuperacion de dunas costeras.?

La C. uvifera es conocida cominmente como uva de playa o uva caleta, es aprovechada con

fines terapéuticos en la region de Centroamerica y el Caribe. El fruto de la planta es carnoso,
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jugoso, dulce, de fuerte aroma y buen sabor; es fuente de alimentacion de especies de
animales silvestres que habitan en ecosistemas costeros y ha sido utilizado por comunidades

de las islas del Caribe para la elaboracion de dulces.V

Los estudios etnoboténicos y fitoquimicos de C. uvifera que crece en la region del Caribe
muestran el valor nutricional y el potencial medicinal de la especie, relacionados con su rica
produccion metabolica.**3) Sin embargo, aun son pocos los estudios realizados en Cuba para
fundamentar su uso en la medicina alternativa, lo que motivé la evaluacion fitoquimica y de la
actividad antioxidante de los extractos polares del fruto de C. uvifera que crece en las zonas

costeras de la provincia Granma.

Materiales y métodos

La investigacion fue realizada en el Laboratorio de Productos Naturales del Centro de
Estudios de Quimica Aplicada (CEQA) de la Universidad de Granma, Cuba; en el periodo
comprendido entre junio de 2019 a marzo de 2020. Los reactivos y disolventes empleados en
los analisis fueron de calidad “puros” o “analiticos”, provenientes de las firmas Merck y
Sigma-Aldrich.

Material vegetal

Las muestras de frutos maduros de la C. uvifera fueron recolectados en las zonas costeras de
Manzanillo (latitud 20°23'23"N, longitud 77°6'31"O y 42 m de altitud), comunidad de Cabo
Cruz en Niquero (latitud 19°50'31"N, longitud 77°43'40"0O y 6 m de altitud) y Pilén (latitud
19954'20"N, longitud 77°19'15"0 y 14 m de altitud), todos municipios de la provincia
Granma, Cuba, y fueron procesadas segun la norma ramal de Salud Pablica NRSP 309.(9 La
identificacion y registro de la especie fue realizada en el Jardin Botanico Cupaynicu de la

provincia Granma. Un ejemplar de la especie fue depositado con el registro 097-16-VI1-04.

Preparacion de los extractos
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Para preparar los extractos y con la finalidad de lograr el mayor agotamiento de la droga en la
muestra, se realizo la extraccion sucesiva con disolventes de polaridad creciente. EI material
vegetal seco fue primero desengrasado con n-hexano, y posteriormente secado a temperatura

ambiente durante 24 h.

A partir de una muestra de 10 g de la droga seca y desengrasada, fue preparado el extracto
etanolico (EE) con 100 mL de etanol (90 %), por maceracién con agitacién durante 3 h en una
zaranda para lograr mayor extraccion de los metabolitos. EI material vegetal fue separado por
filtracion. Posteriormente se procedid a la preparacion del extracto acuoso (EA) utilizando
100 mL de agua destilada. Los extractos fueron concentrados en un rotoevaporador 1KA
RV10 a temperatura de 40 °C, hasta obtener los extractos secos que fueron conservados a 4 °C

para la realizacion de los bioensayos.

Analisis de la composicion fitoquimica

Para la determinacion de los grupos de metabolitos secundarios presentes en los extractos (EE
y EA) fue aplicado un conjunto de métodos especificos, rapidos y sencillos estandarizados

para el tamizaje fitoquimico.*®

Contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determind usando el método colorimétrico descrito por
Makkar.*® A 1 mL de muestra de concentracion 1mg/mL se afiadio 0,5 mL de reactivo de
Folin-Ciocalteu; después de agitada la mezcla, se dejo reposar por 5 min. Posteriormente se
agregaron 2,5 mL de carbonato de sodio al 5 %, y la mezcla agitada se dejo reposar en la
oscuridad por 40 min. Finalmente, se midi6 la absorbancia a 725 nm usando un
espectrofotometro UV/Vis (Rayleigh, modelo UV-1601, de procedencia China) y los
resultados se expresaron como mg de acido galico equivalentes por gramo de extracto. Los
ensayos fueron realizados por triplicado.

Determinacion in vitro de la actividad antioxidante
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Para estimar la actividad antioxidante in vitro de los extractos polares de C. uvifera, se
determind el poder reductor férrico y la capacidad antioxidante total. Fueron utilizadas tres
concentraciones de los extractos 5, 10 y 50 mg/mL, y se dieron los resultados como el valor

medio de tres réplicas de los andlisis realizados.

Poder reductor férrico

El poder reductor férrico (FRP) se determind por el método descrito por Oyaizu.!” Fue
mezclado 1 mL de cada muestra con 2,5 mL de tampon fosfato [c(PO4*) = 0,5 mol/L, a pH =
7] y 2,5 mL de una disolucion de ferricianuro de potasio al 1 %. La mezcla se incub6 a 50 °C
durante 20 min; se adicion6 2,5 mL de &cido tricloroacético (TCA), 10 % m/v, y se centrifugd
por 10 min a 3 000 rpm. Parte de la solucién sobrenadante (2,5 mL) fue mezclada con 2,5 mL
de agua destilada y 0,5 mL de cloruro de hierro (I1l) a 0,1 %. Finalmente, se determind la

absorbancia a 700 nm y los resultados se expresaron en umol/mL como equivalentes de Fe

().

Capacidad antioxidante total

Para la determinacion de la capacidad antioxidante total (CAT) se usé el método descrito por
Prieto et al.*® Se mezclaron 0,5 mL del extracto vegetal o del blanco (disolvente), 5 mL de
disolucién reactiva (0,6 mol/L de &cido sulfarico, 28 mmol/L de fosfato sédico y 4 mmol/L de
heptamolibdato de amonio) y se incubaron por 90 min a 95 °C. Se centrifugd por 3 min a
6 000 rpm, y se determind la absorbancia del sobrenadante a 695 nm contra el blanco. Los

resultados se expresaron en equivalentes de acido ascorbico.

Analisis estadistico

A todos los datos obtenidos se le comprobd la normalidad por la prueba de Kolmogorov-
Smirnov y la homogeneidad de varianza segin Bartlett, se sometieron a un analisis de
varianza (ANOVA) de clasificacion simple y comparacion multiple de medias segun la
prueba paramétrica de Tukey a una probabilidad de error al 99 % (p < 0,01); empleando el

paquete estadistico GraphPadPrism version 6.01 para Windows (2012).
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Resultados y discusion

Tamizaje fitoquimico de extractos polares del fruto de C. uvifera

La evaluacion cualitativa de la composicion fitoquimica realizada a los extractos etanélicos y

acuosos del fruto de la especie que crece en las costas de tres municipios de la provincia

Granma, reveld la presencia de varias familias de metabolitos secundarios de interés como se

aprecia en la tabla 1. El extracto etandlico resultd ser mas rico en metabolitos secundarios que

el extracto acuoso.

Tabla 1- Tamizaje fitoquimico de extractos de frutos de C. uvifera L. que crecen en zonas costeras de

la provincia de Granma

Pilon | Cabo Cruz, | Manzanills
Metabalitos Niguero
EE EA| EE EA | EE EA
Alealoides —+ - = - T+ o+
Cumarinas ++ ++ ++
Resinas - - -
Triterpencs y/'o estercades - - = -
Saponinas - - - - - +
Aminodecidos libres + T +
Glucdsidos cardioténicos - - -
Carbohidratos reductores ++ +  ++ + ++ +
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Fenoles ¥/'o Taninos

Quinonas = - -

Antorianidinas - - -

Flavonoides + —+ + + +— -+

Principios amarzas + - - +

AMueilagos = - -

Leyenda: (EE) Extracto etandlico; (EA) Extracto acuoso; (+) Presencia;
(++) Abundancia; (-) Ausencia; () No explorado.

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados evidencian que los extractos del fruto de C. uvifera presentan una composicién
cualitativa similar en las tres zonas estudiadas. Es comun en los EE la abundancia de
alcaloides, cumarinas y carbohidratos reductores. Los EA estudiados muestran muy poca
variabilidad en cuanto a su composicién metabdlica, destacando solamente la presencia de
carbohidratos reductores, flavonoides, fenoles y taninos, asi como principios amargos;
mientras que, muestran abundancia de flavonoides excepto en las muestras de Cabo Cruz en

el municipio de Niquero.

La diferencia del perfil de metabolitos secundarios de los extractos de C. uvifera de las zonas
costeras de la provincia de Granma estudiadas, pudiera deberse a las diferencias en las
condiciones geogréaficas del habitat, que influyen en la composicion fitoquimica cualitativa y
cuantitativa de la especie y en su actividad bioldgica. Diversos reportes se han realizado sobre
la variacion del contenido de fenoles de una planta o genero y su actividad antioxidante por

modificaciones de las condiciones geograficas.(!? 13 19)

Las muestras procedentes de la zona costera de Manzanillo, en general, presentaron mayor
diversidad. En los EA destaca la presencia de alcaloides y saponinas, mientras los EE
resultaron abundantes en saponinas, flavonoides, fenoles y taninos. El contenido de estas
familias de metabolitos en diversas especies ha sido relacionado con la accion
antioxidante.®® Recientemente, la actividad antioxidante in vitro de Coccoloba cowelliia se

correlaciond con la presencia de fenoles, flavonoides y taninos.”

A pesar del uso popular que tiene la uva caleta, existen pocos estudios que demuestren

cientificamente su uso empirico.®"*3 Considerando los resultados del tamizaje fitoquimico,

218



se seleccionaron los frutos de la zona costera de Manzanillo para determinar el contenido de

fenoles totales y la potencial actividad antioxidante de sus extractos polares.

Contenido de fenoles totales

La estimacion del contenido total de fenoles se basa en la utilizacion del reactivo de Folin-
Ciocalteu, donde el anion molibdato es reducido a 6xido de molibdeno durante la oxidacion
de los polifenoles. La cantidad de 6xido de molibdeno producida se determina a 725 nm, con
lo cual se estima la cantidad de polifenoles presentes. Los resultados se expresaron en mg de
acido galico equivalentes/g de muestra.*®) Para la determinacion se construyé una recta patron
de &cido galico y el alto nivel de ajuste al modelo lineal que presenta la recta (R2 = 0,996 9; p
< 0,000 1) confirm6 la calidad de la curva de calibracion utilizada para estimar la

concentracion de compuestos fendlicos presentes en los extractos vegetales.?

El EE posee un contenido de fenoles totales de 110,17 + 0,061 mg equivalentes de &cido
gélico por g de extracto, que difiere estadisticamente de forma significativa con el EA (26,18
+ 0,072) que posee un contenido mucho menor como se observa en la figura 1.
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Fig. 1- Contenido de Fenoles totales en los extractos. Letras diferentes significan diferencias

estadisticamente significativas entre los extractos
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El contenido de fenoles determinado para el EE es similar a los valores reportados por otros
estudios realizados a esta especie en diferentes regiones costeras de México.> ¥ Los
resultados obtenidos constituyen el primer reporte en Cuba del estudio de la composicion

fitoquimica de los extractos polares del fruto de la C. uvifera.

Actividad antioxidante in vitro de los extractos del fruto de C. uvifera

Considerando que son muchas las especies reactivas y los mecanismos de reaccion
involucrados en los procesos de estrés oxidativo, se estimd la actividad antioxidante de los
extractos polares de C. uvifera determinando el poder reductor férrico y la capacidad

antioxidante total.

Los resultados del Poder Reductor Férrico (FRP por sus siglas en inglés) de los extractos
expresados en umol/mL como equivalentes de Fe (Il), se observan en la figura 2. El poder
reductor de los extractos se puede detectar basandose en la capacidad de reducir los iones
ferricos en la mezcla de reaccion a iones ferrosos. El reactivo de ferricianuro se incuba
primero en tampon fosfato a pH 6,6 con el antioxidante, y el producto de reduccion se
combina con los iones de hierro (I11) afiadidos posteriormente para producir azul de Prusia,
gue se detecta a 700 nm. El ensayo demostr6 que los dos extractos analizados presentan

capacidad para reducir los iones de hierro (I11) en las concentraciones ensayadas.

2 30 :,1 %
Eas / / c.2
bl .
= % .;ﬁ %

1

10
Concentraciéon en mg/ mL

Fig. 2- Potencial reductor férrico (FRP) de los extractos polares de C. uvifera procedente de la zona
costera de Manzanillo.

Leyenda: Letras diferentes para un mismo extracto significan diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones. Nimeros

diferentes para una misma concentracion significan diferencias estadisticamente significativas entre los extractos.
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La actividad determinada por este método se incrementa con el aumento de la concentracién
para los dos extractos, siendo estadisticamente significativo de 5 a 10 mg/mL en el EA,
mientras que no hay diferencias estadisticamente significativas entre estas concentraciones
para el EE. En todas las concentraciones estudiadas se encontro diferencia significativamente

mayor del EE con respecto al EA.

Los valores mas altos del poder reductor se encontraron para los extractos a concentracion de
10 mg/mL (29,97 £ 1,10; 23,53 + 0,46 equivalentes de Fe (ll), respectivamente). Estos
valores resultaron superiores a los encontrados por Méndez y col. ®®, en un estudio realizado
a las hojas de Coccoloba cowelli con valores de FRP de 12,74 umol, equivalentes de Fe?*/mL

para esta misma concentracion.

Los resultados de la evaluacién de la Capacidad Antioxidante Total (CAT), al igual que para
el poder reductor férrico, mostraron un aumento de la actividad con el incremento de la

concentracion, para todos los extractos (tabla 2).

Tabla 2- Capacidad antioxidante total de los extractos del fruto de C. uvifera en mg/mL equivalentes

de 4cido ascérbico (Media £ DE).

Concentracion
EE EA
(mg/mL)
1 0.14 £1 46E-4a! No detectado
5 0,21 £1 46E-4® 0,01 + 4 38E-41
10 (083 +2 0E-3=! 0,20 £1.0E-3%2

Leyenda: Letras diferentes para un mismo extracto significan diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones. NUmeros

diferentes para una misma concentracion significan diferencias estadisticamente significativas entre los extractos.

La mayor tasa de cambio se produce entre las concentraciones de 5y 10 mg/mL, y el mayor
valor de equivalentes de acido ascorbico se obtuvo para el EE a 10 mg/mL. En todos los casos
los valores de CAT se corresponden con valores de equivalentes de acido ascorbico menores a
1 mg/mL, lo que se corresponde con la alta sensibilidad de este método al mecanismo

antioxidante de la vitamina C.2

221



De manera general, los EE resultaron ser los de mayor actividad, al mostrar los valores méas
altos de poder reductor férrico y de capacidad antioxidante total, respectivamente. Los valores
de CAT mostrados resultan concordantes con los obtenidos para el FRP, lo que evidencia la
presencia en los dos extractos de compuestos donadores de electrones, teniendo en cuenta que
ambas técnicas miden la capacidad antioxidante de los compuestos donadores de
electrones.? 22 Entre los metabolitos que son detectados por este método, destacan los

tocoferoles, las quinonas, los terpenos en general y los polifenoles. @3 24

Con el objetivo de determinar la relacion entre el contenido de fenoles totales y la actividad
antioxidante de los extractos del fruto de C. uvifera, se realizo un analisis de correlacion lineal

entre estos resultados como se observa en la figura 3.
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0 L] ' L l L] ' L] l L] l L) 0-0

0 200 400 600 800 1000 1200
mg equivalentes de acido galico

FRP EA FRP EE CAT EE
-e- R2: 0,9051 & R?%0,4574 -+ R?0,8711
p < 0.0001 p = 0.0157 p < 0.0001

Fig. 3- Relaciones significativas entre el contenido de fenoles totales y el FRP y la CAT de los

extractos del fruto de C. uvifera

La capacidad antioxidante total del EE se asocio fuertemente con la cantidad de fenoles
presentes en el fruto (R2 = 0,8711 y p < 0,000 1). Por otro lado, la relacién del contenido
fenolico resulta altamente significativa y positiva para el FRP del EA (R2 = 0,9051 y p <
0,000 1). En el caso del FRP del EE se evidencia una débil relacién con la concentracion de
fenoles, que sugiere la influencia sobre la actividad reductora de otras familias de metabolitos,

que pudiese ser atribuida a los alcaloides que abundan en el EE. Estos resultados coinciden
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con otros autores sobre la implicacion de los compuestos fendlicos en la actividad

antioxidante medida por estos métodos. 324

Conclusiones

Los extractos etandlicos y acuosos del fruto de C. uvifera mostraron actividad antioxidante in
vitro por los métodos evaluados, siendo concordantes los resultados obtenidos con la
presencia en los extractos de compuestos donadores de electrones. La mayor actividad se
produjo en los extractos etandlicos, que puede estar asociada al mayor contenido de
compuestos fendlicos. Los resultados obtenidos son similares a los reportados para otras
especies del género, y convierten al fruto en una potencial fuente de antioxidantes. Los
resultados constituyen el primer reporte de la composicion fitoquimica y de la actividad

antioxidante de los extractos polares del fruto de la C. uvifera en Cuba.
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