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RESUMEN

Introduccién: la produccién de radicales libres debido al estrés oxidativo, ocasiona
la oxidacion de lipidos, proteinas, DNA y enzimas que son responsables del dafio del
tejido celular. Algunas actividades bioldgicas han sido reportadas para especies del
género Pilea Lindl (Urticaceae), lo cual hace llamativo la exploracion de las
propiedades reductoras en miembros de este género, como una alternativa en la
busqueda de nuevos antioxidantes naturales.

Objetivo: evaluar la actividad citotdxica y antioxidante de extractos alcoholicos y
no alcohdlicos de Pilea dauciodora Wedd.

Métodos: después de secado el material vegetal, a las hojas se les realizé un
proceso de extraccién por soxhlet con solventes de diferentes polaridades
(diclorometano, acetato de etilo y etanol); de igual manera se procedié para
preparar el extracto etandlico de los tallos. Las soluciones obtenidas se
concentraron a presion reducida y se evalud la capacidad antioxidante por
diferentes métodos y la citotoxicidad en células U-937.
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Resultados: el extracto etandlico de los tallos y el extracto de acetato de etilo de
las hojas, arrojaron las mas altas capacidades reductoras y menor citotoxicidad, lo
cual hace de estos extractos promisorios en la busqueda de nuevos compuestos
antioxidantes.

Conclusioén: pilea dauciodora wedd presenta propiedad reductora, por lo cual tiene
un alto potencial como fuente natural de antioxidantes de uso potencial en la
industria farmacéutica y de alimentos.
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ABSTRACT

Introduction: the free radical production due to oxidative stress, causing the
oxidation of lipids, proteins, DNA and enzymes, responsibles for cell tissue damage.
Some species of the Urticaceae family exhibit a wide spectrum of biological
activities, which makes striking exploring the antioxidant property for members of
the genus Pilea Lindl., as an alternative in the search for new natural antioxidants.
Objective: to evaluate the cytotoxic and antioxidant activity of alcoholic and non-
alcoholic extracts of Pilea dauciodora Wedd.

Methods: after drying the plant material, leaves were subjected to a process by
soxhlet extraction with solvents of different polarities (dichloromethane, ethyl
acetate and ethanol); a similar procedure was used to prepare the ethanol extract.
The solutions obtained were concentrated under reduced pressure and were
assayed for antioxidant capacity by different methods and cytotoxicity in U-937
cells.

Results: the ethanol extract of the stems and the ethyl acetate extract of the
leaves showed the best reducing capacity and lower cytotoxicity, which makes
promising these extracts in the search of new antioxidant compounds.
Conclusion: Pilea dauciodora Wedd. shows reductive property, which represents
high potential as a natural source of antioxidants for using in pharmaceutical and
food industry.

Key words: pilea, Urticaceae, cytotoxicity, antioxidants.

INTRODUCCION

Los antioxidantes son compuestos, naturales o sintéticos, que pueden retrasar o
inhibir la oxidacidn de los lipidos u otras moléculas mediante la inhibicién de la
iniciacidon o propagacién de las reacciones oxidativas en cadena,! en lo principal a
través, de la absorcidn y la neutralizacion de radicales libres,? los cuales son
especies nocivas generadas durante el metabolismo oxidativo.

Los radicales libres pueden generar cambios oxidativos sobre las biomoléculas,
desencadenando graves patologias entre las que se tienen la aterosclerosis, cancer,
artritis, diabetes, incompetencia inmunoldgica y desordenes neurodegenerativos
entre otros.3 Las acciones nocivas de los radicales libres sobre el organismo han
promovido la busqueda de moléculas con propiedades antioxidantes como
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potenciales agentes terapéuticos, unido a la creciente preocupacion por los efectos
secundarios producidos por los antioxidantes sintéticos utilizados en la preservacion
de alimentos como son el butilhidroxianisol (BHA) y el butilhidroxitolueno (BHT),
relacionados con aumento del colesterol, hepatomegalia e inducciéon de cancer
hepatico, entre otros.*

Lo anterior, muestra la importancia de obtener nuevos compuestos de origen
natural con alta capacidad antioxidante, que no tengan efectos citotoxicos ni
genotdxicos®®y que sean de amplia utilidad en la industria alimentaria y
farmacéutica.”

Pilea es un género diverso, de aproximadamente 400 especies, perteneciente a la
familia Urticaceae, distribuido en las regiones tropicales y subtropicales.® Varias
especies de este género tienen utilidad en medicina popular para tratar
quemaduras de la piel, inflamacion,® y alergias,!® entre otras. Algunas de las
actividades farmacoldgicas reportadas incluyen antimicrobiana,!! antioxidante y
radioprotectora.'?

Pilea dauciodora Wedd, es una especie de la familia Urticaceae que se distribuye
desde México hasta Bolivia y prospera en altitudes entre 1800 y 3200 m de zonas
riparias o umbrofilas. No se conocen estudios dirigidos a evaluar potenciales
actividades farmacoldgicas para esta especie y basado en las actividades bioldgicas
reportadas para la familia Urticaceae, se pretende en este trabajo, determinar la
actividad antioxidante y citotoxica de extractos de Pilea dauciodora.

METODOS
Recoleccion y secado de la planta

El material vegetal (tallos y hojas) fue recolectado en el corregimiento de Santa
Elena, municipio de Medellin, en el departamento de Antioquia (Colombia) a una
altitud de 2 400 m. Un espécimen botanico se deposité en el Herbario de la
Universidad de Antioquia (HUA), bajo el niUmero de coleccién Alzate 4 713. El
material vegetal se secé en estufa a 35 °C durante 48 horas.

Extraccion

Las hojas secas se sometieron a un proceso de extraccién por soxhlet con solventes
de diferentes polaridades. En lo inicial se utilizd diclorometano, después de varios
ciclos al no notarse coloracién en el solvente se cambid a acetato de etilo y luego a
etanol. Siguiendo la misma metodologia por soxhlet, los tallos secos fueron
expuestos a una extraccion solo con etanol. Por ultimo, todas las soluciones se
concentraron a presion reducida.

Evaluacion in vitro de la citotoxicidad

La citotoxicidad de los extractos se evalud sobre la linea celular humana
promonocitica U-937.13 Para este ensayo, las células se cultivaron en platos de
cultivo celular de 96 pozos, a una concentracién de 100 000 células/mL en medio
RPMI-1640 suplementado con 10 % de SFB. Para cada extracto se evaluaron 6
concentraciones dobles seriadas a partir de 200 ug/mL. Las células se incubaron a
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37 °C con 5 % de CO2 durante 72 horas, en presencia del extracto y detras el
efecto en la viabilidad de las células, se determind midiendo la actividad de la
enzima deshidrogenasa mitocondrial al producir formazan por la adiccién de 10
HI/pozo de soluciéon MTT (5 mg/mL) e incubando a 37 °C por 3 horas. La reaccion
se detuvo con la adicion de 100ul de una solucién de 50 % isopropanol con 10 %
SDS e incubacién durante 30 min. La viabilidad celular se determiné segun la
cantidad de formazan producido mediante la lectura de las densidades opticas
(D.0O.) en un lector de ELISA a 570 nm. Como control de viabilidad se usaron
células no expuestas a la accion del extracto, pero mantenidas bajo las mismas
condiciones. Como control de toxicidad se usaron celulas expuestas a anfotericina B
y mantenidas bajo las mismas condiciones. Los ensayos fueron realizados tres
veces con tres réplicas para cada concentracion evaluada. Los datos obtenidos se
usaron para calcular la Concentracion Letal 50 (CLso) por el método Probit.1*

Determinacion de fenoles totales

La determinacion de fenoles se realizd por el método colorimétrico de Follin-
Ciocalteu'> mediante la construccién de una curva patréon, usando como estandar
acido galico. Los resultados se expresaron como mg de acido galico/L de bebida,
con lecturas realizadas a 760 nm.

Determinacion de la capacidad antioxidante

Ensayo FRAP (ferric reducing/antioxidant power): este método evalué la capacidad
antioxidante de una muestra de acuerdo con su capacidad para reducir el hierro
férrico (Fe*3) presente en un complejo con la 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ)
hasta la forma ferrosa (Fe*?), el cual presenta un maximo de absorbancia a una
longitud de onda entre 590-595 nm.'® Este ensayo se llevd a cabo en un buffer
acido acético-acetato de sodio (pH 3,4), que contenia TPTZ y FeCls. Se utilizd

900 pL de esta solucién, 50 pL de muestra y 50 pL de agua destilada y luego de
60 min de reaccién se determiné la absorbancia a una longitud de onda de 593 nm.
Para cada muestra se tuvo en cuenta la lectura de la absorbancia del blanco sin
cromoforo, de la misma manera que en las pruebas anteriores. La curva de
referencia se construyd usando acido ascorbico como patron primario. Las
actividades de las muestras se expresaron como mg de acido ascorbico/100 g
extracto.

Ensayo de decoloracion con el radical cationico ABTSe+: se fundamenta en la
cuantificacion de la decoloracién del radical catiénico ABTSe+, debido a la
interaccién con especies donantes de hidrégeno o de electrones.!” El radical
catidnico ABTSe+ es un cromoforo que absorbe a una longitud de onda de 734 nm
y se genera por una reaccién de oxidacion del ABTS (2,2’-azinobis-(3-etil
benzotiazolin-6-sulfonato de amonio) con persulfato de potasio. En la evaluacion se
utilizaron 10 pL de extracto y 990 pL de la solucion del radical ABTSe+. A los

30 min de reaccion, a temperatura ambiente y en la oscuridad, se leyé el cambio en
la absorbancia respecto a la referencia del reactivo, a una longitud de onda de

734 nm. La referencia del reactivo consistid en una solucién del radical ABTSe+ con
el solvente de la muestra. Los resultados se expresaron como valores TEAC (trolox
equivalent antioxidant capacity) mediante la construccién de una curva patroén
usando como antioxidante TROLOX®.

91
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Plantas Medicinales 2015;20(1):88-97

Ensayo de decoloracion del radical a-a-difenil-B-picrilhidrazilo (DPPH): para
cuantificar la capacidad captadora de radicales libres de los extractos se determina
el grado de decoloracién que provocan sus componentes a una solucién metandlica
de DPPH mediante el método de Brand-Williams, con algunas modificaciones.'® Se
prepard una solucion madre de DPPH, aproximadamente 20 mg/L del radical en
metanol, 990 uL de esta solucidn se mezcld con 10 pL de solucion de extracto a
diferentes concentraciones. Se prepard un blanco de muestra que contenia 990 pL
MeOH con 10 pyL de muestra y un blanco de referencia con 990 pyL DPPH y 10 uL de
solvente. Se incubd a temperatura ambiente durante 30 min en la oscuridad y se
midio la absorbancia a 517 nm. Los resultados se expresaron como valores TEAC
(trolox equivalent antioxidant capacity) mediante la construccidn de una curva
patrén usando como antioxidante TROLOX®.

Analisis estadistico

La evaluacién de la citotoxicidad y la capacidad antioxidante fueron realizadas y
medidas por triplicado para los extractos, utilizando el método Probit para los dos
primeros ensayos, y un analisis de varianza de dos vias (ANOVA) con un nivel de
confianza de p< 0,05 empleando el programa Graph-Pad Prism 4 para el ultimo
ensayo.

RESULTADOS
Actividad citotéxica

Los resultados obtenidos para la citotoxicidad se presentan en la tabla 1, donde se
observa que el extracto etandlico de hojas no fue tdxico contra las células U937

(> 200 pg/mL). Los extractos de acetato de etilo y el etandlico de los tallos
presentaron moderada toxicidad, con valores de 131 + 12,4y 139,9 £ 29,4 ug/mL,
al respecto. El extracto de diclorometano fue el mas citotdxico, con un valor de
20,6 £ 1,9 ug/mL.

Tabla 1. Actividad citotoxica de extractos de Piles dauciodora
sobre células U937

Extracto ClLso (pug/mL) X + SD°
Etanol hojas = 200,0
Acetato de Etilo 131, £ 12,4
Diclerometano 20,6 £1,9
Etanol tallos 139,9 £ 29,4
BHT 45,8 £ 2,519

*CL= Concentracion letal (Citotdéxicidad), determinadas en células US37;
los valores indicados representan el promedio de tres mediciones
independientes + desviacion estandar.
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Capacidad antioxidante y fenoles totales

La tabla 2 muestra los resultados de la capacidad antioxidante y los fenoles totales
obtenidos para P. dauciodora. La muestra que presentd mayor contenido de fenoles
fue el extracto diclorometano (3 685 mg/100 g). El extracto de acetato de etilo y el
etandlico de los tallos, exhibieron un contenido de fenoles de 2 320 y 1305 mg/100
g al respecto, mientras que el extracto etandlico de las hojas mostré muy poca
cantidad de fenoles (525 mg/100 g).

Tabla 2. Capacidad antioxidante y fencles totales de extractos de Pifea dauciodora

Extracto DPPH ABTS FRAP FEMOLES
Etanol hojas 1154 £ 108 12747 £ 1318 2579 = 106 525 =7
Acetato de etilo 4090 + 678 13323 = 149 10167 £ 770 2320 = 25
Diclerometano 1897 £ 230 3009 £ 77 8369 = 672 3685 x 11
Etanol tallos 12108 + 2108 7263 = 583 18070 = 21594 1305 + 142

* Los valores indicades representan el promedio de tres mediciones independientes + desviacién
estandar. Las unidades para los diferentes ensayos son: FRAP v FENOLES (mg/acido ascorbico/100 g
de muestra seca), DPPH y ABTS: TEAC {(pumol trolox/100g).

El extracto etandlico de los tallos mostré la mayor capacidad antioxidante mediante
los métodos DPPH y FRAP con valores de 12 108 pmol trolox/100 g y 18 070
mg/100 g, seguida del extracto de acetato de etilo con valores de 4 090 umol
trolox/100 g y 10 167 mg/100 g; el extracto de diclorometano presenté bajo estos
dos métodos valores de 1 897 pmol trolox/100 g y 8 369 mg/100 g. El extracto
etandlico de las hojas exhibié la menor capacidad antioxidante, evidenciado en los
métodos DPPH y FRAP, con 1 154 pmol trolox/100 g y 2 579 mg/100 g, al respecto.

Al utilizar el método ABTS; el extracto etandlico de las hojas y el de acetato de etilo
fueron los que mayor capacidad antioxidante mostraron con valores de 12 747 y 13
323 umol trolox/100g, seguido del extracto etandlico de los tallos con un valor de 7
263 pmol trolox/100 g. El extracto de diclorometano fue el que menor actividad
presento con un valor de 3 009 umol trolox/100 g.

DISCUSION

Actividad citotéxica

La actividad observada en células U937 para los extractos etandlicos, tanto de las
hojas como de los tallos, y el extracto de acetato de etilo de las hojas muestran
gue estos son menos citotdxicos que el BHT, lo cual sugiere que estos extractos
pueden ser promisorios (CLso 2130 pg/mL) en la busqueda de nuevos compuestos
con actividad antioxidante. Un estudio de plantas medicinales mostré que P.
arborescens (Urticaceae) exhibia una significante letalidad contra artemia salina
(CLso= 57.5)?° lo cual indica la presencia de compuestos altamente citotoxicos.
Estos resultados nos indican que la Pilea dauciodora a pesar de estar dentro de la
misma familia que la P. arborescens tal vez no presentan similares metabolitos
secundarios. Hay que tener en cuenta que el ensayo de citotoxicidad se realizé en
diferentes modelos, por lo cual, no es comparable el valor reportado con el
obtenido, sin embargo; se evidencia la menor citotoxicidad para la planta estudio.
La alta citotoxicidad presentada por la fraccion de diclorometano hace que ésta no
sea una interesante alternativa de exploracién.
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Capacidad antioxidante y fenoles totales

Actividad captadora de radicales libres (DPPH): |la capacidad para eliminar el radical
DPPH esta relacionada con la inhibicion de la peroxidacidn de lipidos.?! Los radicales
libres son un factor importante en dafios bioldgicos y DPPH se ha utilizado para
evaluar la actividad captadora de radicales libres de antioxidantes naturales.??
DPPH, es un radical que se transforma en un compuesto estable cuando reacciona
con un antioxidante y la extension de la reaccién depende de la capacidad de
donacidén de hidrégeno del antioxidante.?3 Los resultados muestran que el extracto
etandlico de los tallos es el que mayor actividad captadora de radicales libres
posee, seguido del extracto de acetato de etilo. El extracto etandlico de las hojas y
el extracto de diclorometano mostraron similar capacidad bajo este método, pero
muy baja actividad inhibitoria contra el radical DPPH. Los valores obtenidos para
Pilea dauciodora, son inferiores a los reportados para otras especies de la familia
Urticaceae tales como P. Microphylla (L.) Liebm., U. dioica y E. umbellatum.?*

Actividad reductora del hierro férrico, ensayo FRAP: el ensayo FRAP mide la
capacidad de un antioxidante para reducir el complejo de tripiridiltriazina férrica a
su forma ferrosa.?> En general, las propiedades reductoras se asocian con la
presencia de compuestos que ejercen su accion mediante la ruptura de la cadena
de los radicales libres a través de la donacién de un atomo de hidrégeno.2® Todos
los extractos, con excepcion del etandlico de las hojas, mostraron una alta
capacidad reductora, lo cual hace que éstos, maxime el extracto etandlico de los
tallos, sean considerados como potenciales fuentes de sustancias antioxidantes. Los
valores obtenidos son superiores a los reportados en otras familias de plantas,
entre las que se destaca Piperaceae, con especies evaluadas como Piper peltatum
L%7y P. daniel-gonzalezii Trel.?8

Ensayo de decoloracién con el radical cationico ABTSe+: la generacién del catién
radical ABTS?° constituye la base de uno de los métodos que se han aplicado a la
medicion de la actividad antioxidante total de soluciones de sustancias puras,3°
mezclas acuosas y bebidas.3! La adicién de un antioxidante dador de electrones al
catién-radical preformado lo reduce ABTS, en una medida y en una escala de
tiempo dependiendo de la actividad antioxidante, la concentracion del antioxidante
y la duracién de la reaccidén. La mayor capacidad reductora fue observada para los
extractos etandlicos de las hojas y el de acetato de etilo. El resultado observado
para el extracto etandlico de las hojas, es muy alto comparado a los obtenidos por
los métodos DPPH y FRAP y contrario a la tendencia que ha sido observada para
todos los extractos. Esta diferencia puede atribuirse, en parte, a desplazamientos
de equilibrio en la reaccién, debido a la presencia de la forma reducida de ABTS que
estad siempre presente en los sistemas, lo cual no se presenta en las reacciones de
DPPH y FRAP. Ademas, ABTS tiene la habilidad para reaccionar con otros grupos
diferentes a fenoles que tengan la capacidad de experimentar oxidacion.3?

Fenoles totales: los polifenoles son los principales compuestos producidos por las
plantas con actividad antioxidante, aunque no son los Unicos. La actividad
antioxidante de los compuestos fendlicos se debe principalmente a sus propiedades
redox,33 la cual puede desempefiar un papel importante en la absorcidén y la
neutralizacion de los radicales libres, atrapamiento de oxigeno singlete vy triplete, o
descomposicion de peroxidos.

Con la excepcion del extracto etandlico de las hojas, todos los extractos muestran
un alto contenido de fenoles, presentandose la mayor concentracion en el extracto
de diclorometano. La capacidad antioxidante esta relacionada con la cantidad de

fenoles que presente una muestra. Esto no se ve reflejado en el caso del extracto
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de diclorometano, lo cual puede deberse a diferentes interacciones con otros
constituyentes del tejido de la planta o también por el grado de polimerizacién de
los compuestos fendlicos, que disminuye la solubilidad en agua.3*

En conclusién, el extracto etandlico de los tallos y el extracto de acetato de etilo de
las hojas resultaron tener las mejores capacidades antioxidantes y menor
citotoxicidad. Estos resultados validan la recomendacion de realizar un posterior
fraccionamiento bio-dirigido de estos extractos, asi como separar los metabolitos
secundarios mayoritarios y determinar sus estructuras, con el fin de evaluar su
potencial reductor in vivo y explorar el desarrollo de nuevos compuestos
antioxidantes de utilidad en la industria farmacéutica y de alimentos.
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