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RESUMEN

Introduccién: el Comfrey (Symphytum officinalis L.) (fam. Boraginacea), es una
planta que ha sido utilizada con propdsitos terapéuticos en la medicina popular. Se ha
usado en forma externa para contusiones, dolores articulares y reumaticos y también
su uso para el tratamiento en enfermedades del tracto digestivo. Debido a la
presencia de algunos alcaloides hepatotdxicos, su uso es externo.

Objetivo: determinar el contenido de polifenoles totales y estudiar el potencial
antioxidante de losextractos polares de las hojas de Comfrey.

Métodos: los extractos de las hojas de Comfrey se prepararon en diferentes
solventes: metanol-agua 50 %, agua y acetato de etilo. Luego se determind el
contenido de polifenoles por el método de Folin-Ciocalteu, y la actividad antioxidante
por los métodos de DPPHe+ (1,1-difenil2-picrilhidracil) y ABTSe+ (&cido 2,2 "-azino-
bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico).

Resultados: los tres extractos polares estudiados mostraron potencial antioxidante.
El extracto metandlico presentd la mayor concentracidn de polifenoles totales con un
valor de 6,93 mg acido Galico/ g de extracto seco. Este mismo extracto presento el
mayor potencial antioxidante por los dos métodos utilizados, dado que mostré mayor
poder de inhibicidn de radicales.
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Conclusiones: se evidencio el potencial antioxidante de los extractos polares de
Comfrey y el contenido de polifenoles totales.
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ABSTRACT

Introduction: The Comfrey (Symphytum officinalis (L.) (fam. Boraginacea), is a
plant that has been used for therapeutic purposes in popular medicine. It has been
used externally for bruises, joint pains and rheumatic and also its use for treatment of
diseases of the digestive tract. Due to the presence of some hepatotoxic alkaloids, its
use has been restricted only to the external.

Objetive: To determine the content of entire polifenoles and to study the antirust
potential of the polar extracts of the leaves of Comfrey.

Methods: The extracts of the leaves of Comfrey were prepared in different solvents:
methanol - water to 50 %, water and acetate of ethyl. Polyphenol content was then
determined by the Folin-Ciocalteu method, and the antioxidant activity by the
methods of DPPH e+ (1.1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) and ABTSe+ (2.2'-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid).

Results: The three studied polar extracts showed antioxidant potential. The methanol
extract showed the highest concentration of polyphenols with a value of 6.93 mg
Gallic acid / g dry extract. This same extract had the highest antioxidant potential by
the two methods, since most power showed radical scavenging.

Conclusions: The antioxidant potential of polar extracts of Comfrey and total
polyphenol content was evident.

Key words: Symphytum officinalis L; antioxidant capacity; total polyphenols.

INTRODUCCION

El Comfrey (Symphytum officinalis L.) (fam. Boraginacea)) es una planta de rapido
crecimiento, la cual ha sido utilizada desde el siglo XVI con propdsitos terapéuticos
para el tratamiento externo en la medicina popular. Desde el siglo XVI se ha usado en
aplicaciones externas para contusiones, dolores articulares y reumaticos, en
enfermedades del tracto digestivo, entre otros.'-7 Al respecto, se sabe que el Comfrey
contiene polisacaridos y glicopéptidos responsables de la actividad antiinflamatoria.®?®

Varias propiedades le han sido atribuidas a compuestos presentes en esta especie,
como el acido rosmarinico y en especial a la alantoina, entre estas se pueden citar:ser
el responsable del inicio de la division celular y el crecimiento del tejido conjuntivo,
huesos, cartilagos y de la aceleracion de la cicatrizacidén.®12 También se ha
identificado la presencia de otros compuestoscomo alcaloides hepatotoxicos! de la
familia de las pirrolizidinas.®® Entre estos se encuentran la siocarpina, lycopsamina,
intermedina, symladina, rideliina y varias symfitinas, todas ellas con efectos
toxicos.®'! Aun asi esta planta sigue continua utilizandose para el tratamiento de
muchas enfermedades, aunque se ha restringido para uso externo.
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Por otra parte, la mayoria de losinvestigaciones de esta planta se han encaminado en
el estudio de la raiz,'*y en menor medida se han estudiado las propiedades de las
hojas, por lo cual el objetivo del trabajo se ha encaminado al estudio del potencial
antioxidante y el contenido de polifenoles en tres tipos de extractos de las hojas de
Comfrey.

METODOS
Material Vegetal

Las hojas de comfrey (Symphytum officinale L.) fueron recolectadas en la ciudad de
Sogamoso (Boyaca), Vereda Santa Helena. Las hojas se recolectaron frescas y
sanas.Parte del material vegetal se deshidraté a temperatura ambiente a la sombra
sobre papel periddico, a una temperatura promedio de 20 °C.

Un ejemplar de la planta fue llevado al herbario de la Universidad Pedagdgica y
Tecnolégica de Colombia para comprobar su identificacion, alli se encuentra un
ejemplar para herbario bajo la codificacién 019087 (tabla 1).

Tabla 1. Clasificacidn taxondmica de Comfrey

HEREBARIC UPTC

Familia Boraginaceae

Genero Symphytum

Especie Symphytum officinalel.
Mombre Comun Comfrey

Obtencion de Extractos

Para el estudio se prepararon tres extractos de la siguiente forma:

Extracto acuoso (EA)

Se pesaron 0,5 g de hojas secas de Comfrey, se mezclaron con 20mL de agua
destilada y se dejé en agitacién continua por 24h, se filtré y almacené a temperatura
de refrigeracion para su posterior utilizacion.

Extracto metanol-agua 50 % (EMA)

Se pesaron 0,5 g de hojas secas de Comfrey, se mezclaron con 20mL de una solucion
al 50% metanol-agua y se dejé en agitacidn constante por 1h a 50 °C, se filtré y
almacend a temperatura de refrigeracién para su uso posterior.

Extracto acetato de etilo (EAE)

Se pesaron 10 g de hojas secas de Comfrey, se le agregaron 300 mL acetato de etilo

y se dejd en agitacién constante por tres dias, se filtré y almacend a temperatura de
refrigeracion para su posterior analisis.!®
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Determinacion de Polifenoles Totales por el Método de Folin-Ciocalteu

El contenido de polifenoles se determiné mediante el método de Folin-Ciocalteu
desarrollado por Liu y colaboradores.'® El ensayo se realizé de la siguiente manera: se
midieron 125 pL de la solucion patrén de acido galico, se adicionaron 0,5 mL de H20
destilada y 125 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu; se deja reaccionar por 6 min y se
agregan 1,25 mL de una solucién de Na2COs al 7 %, por ultimo se agrega 1mL de H.O
destilada y se deja reposar por 90 min en condiciones de laboratorio (17 °C y 65 % de
humedad relativa), las lecturas se realizaron a una longitud de onda (A) de 760 nm,
en el espectrofotometro UV Genesys 10UV (thermo-electron). Luego, cada extracto
fue diluido 1:5 con solucion metandlica al 50 %, y se determind el contenido de
polifenoles totales de la misma forma como se hizo con los patrones de acido galico.
Después por interpolacidn de las absorbancias de los extractos en la curva del acido
galico se logrd determinar el contenido de polifenoles totales. Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado.

Actividad Antioxidante (DPPH)

La actividad antioxidante de los tres extractos por el método de DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo)se realizd, segin el método desarrollado por Singh y
colaboradores.'’Para este ensayo se hizo una curva de calibracién con acido ascérbico
para expresar la actividad antioxidante de los extractos como equivalente en mM/L de
acido ascorbico. Para la curvase utilizaron 6 patrones de acido ascorbico de
concentracion 0,02mM; 0,05mM; 0,1mM; 0,2mM; 0,5mM; 2 mM.Se tomaron 100uL
de cada una de las soluciones y se les adiciond 5 mL de solucién metandlica de
DPPHe+ (1x10-4M), se agitd y se dejo en la oscuridad durante 30 min. Se medié la
absorbancia (Abs) a una longitud de onda de 517 nm empleandose un
espectrofotometro UV Genesys 10 UV (thermo-electron). El mismo tratamiento se
utilizé para los extractos. El analisis se realizd por triplicado.

Actividad Antioxidante por ABTSe+

Método ABTSe+ (acido 2,2 "-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico, se desarrolld
segln la metodologia descrita por Puertas y colaboradores.'® Para expresar la
actividad antioxidante de los extractos en equivalente trolox se hizo una curva de
calibracién con este reactivoen un rango de concentraciones entre 0,1 y 0,5mM.Para
cada solucidon de trolox se tomaron 20 L, se adicionan 1000 L de la solucién de
ABTSe, se dejaron reaccionar por 7 min y se midié la absorbancia a una A= 724 nm.
El mismo tratamiento se utiliza para los extractos. El analisis se realiz por triplicado.

El potencial antioxidante de los extractos se determind a una misma concentracion.

RESULTADOS

El contenido de polifenoles totales presentes en cada uno de los extractos y la
actividad antioxidante, se expresan en términos del IC50 y de equivalente trolox para
ABTS (ET, milimoles/L) y de equivalente de acido ascorbico (EAA) para DPPH (EAA,
milimoles/L), como se observa en la tabla 2.
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Tabla 2. Comparacién entre los controles de los requisitos de calidad de la tintura
al 20 % de las hojas de F. occidentalis

Mediciones Indicadores estadisticos

Requisitos 72 h después de su 6 meses después
de calidad elaboracién de su elaboracion

¥ D5 ¥ D5 t-valor SE p
pH 5,378 0,0115 5,382 0,0115 -1,06 0,006 1,0000
np2? 1,63208 0,0000 1,6323% | 0,0000 - - -
Sr(g/100mL) 0,5312 0,0241 0,531% 0,0246 0,03 0,014 | 0,9806
o= 0,8377¢ | 0,0012 | 0,8377® | 0,0012 -0,07 0,001 0,0782

Leyenda:

pH: indice de acidez de |a tintura; np?5: Indice de refraccién a 25 °C; S Sélidos totales;
pr??: Densidad relativa a 25 °C; X : Valor promedio; £DS: Desviacion estandar de la media;
t-valor: Valor estadistico de t para a = 0,05; SE: Error estandar;
P: Probabilidad para a=0,05.

La capacidad antioxidante de los extractos fue evaluada por medio de los modelos in
vitro del (DPPH) y del ABTS (tabla 2). Por el método de DPPH se observa que el
potencial antioxidante es mayor en el EMA, dado que presenta un ICso de 119,96
mg/L y un EAA de 4,63 mm/L, mientras que el EAE mostro un ICso de L 476,20 mg/L
y un EAA de 1,09 mm/L, es el extracto de menor potencial.

El método de ABTS confirma que el EMA es el que presenta mayor potencial
antioxidante, dado que mostré un ICso de 193,65 mg/L y un ET de 0,61 mm/L, los
cuales son mucho mayores comparados con el EA y EAE. Correlacionando los
extractos se puede observar que el EMA, el cual presenta mayor contenido de
polifenoles, mayores valores de EAA (DPPH) es el que presenta menor ICso.

DISCUSION

El método de Folin-Ciocalteues la metodologia mas rutinaria para determinar el
contenido de polifenoles totales en matrices de procedencia natural.®

El contenido de polifenoles totales de los extractos oscila entre el 6,93 y 1,09 mg de
ac. galico/g de extracto seco, muy similar a los valores reportado para extractos de té
(0,47-7,42 ug/mg de extracto) por Valéria M. Di Mambro y colaboradores.?® De los
extractos estudiados y la misma concentracion, el EMA presentdé un mayor contenido,
fue el EAE, el que presentd menor concentracién. La concentracion mostrada por el
EMA se debe a la mayor capacidad de extraccidon de los compuestos polifendlicos,
dado la afinidad que estos tienen por el metanol. De esta forma se demuestra que a
partir del comfrey se pueden obtener extractos muy activos, con altos contenidos
fendlicos. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Sanja Cavar Zeljkovic¢ y
colaboradores, donde los extractos metandlicos muestran mayor contenido de
polifenoles que los extractos con otro tipo de solvente como cloroformo,?! esto debido
a la baja afinidad de los compuestos polifenolicos con solventes de baja polaridad.
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En el ensayo del DPPH se observé una mayor decoloracion de este reactivo con el
EMA, seguido del EA y EAE. Esta decoloracion esta relacionada con la capacidad de
donacidén de hidrogeno de los antioxidantes presentes en un extracto.Los resultados
muestran que para el EMA, este comportamiento se le atribuye a la mayor
concentracion de polifenoles extraidos en la solucidon. EAE presenté baja actividad
inhibitoria contra el radical DPPH, mostrandose la menor afinidad de los antioxidantes
presentes en las hojas del comfrey, respecto a este solvente organico.

Para el ensayo del ABTS también mostrd que el extracto que presenté actividad
destacada al igual que para el DPPH fue el EMA, seguidos del EA. Se encontrd una
correspondencia entre ambos ensayos (DPPH y ABTS), tal como se observé en otras
investigaciones,?? lo cual muestra que los extractos evaluados del comfrey tienen
actividades comparables por ambos métodos y por tanto que estos son reproducibles
al momento de medir la actividad antioxidante. Se corrobora que los extractos
provenientes de solventes mas polares son los que tienen tanto mayor contenido de
polifenoles y mayor inhibicién de radicales oxidantes, de acuerdocon lo reportado por
Subraman D. Priyadharshin y colaboradores,?® en la cual el contenido de polifenoles y
la actividad antioxidante esta relacionada. Estos resultados indican que para las hojas
decomfrey hay mayor presencia de polifenoles en solucién metandlica que en agua o
acetato de etilo. Se revalida la existencia de la relacidon entre tresparametros, es
decir, que los extractos con mayor potencial antioxidante deben presentar mayor
contenido de polifenoles, mayores valores de EAA (DPPH), y menores valores de ICso.
La misma tendencia se presenta para el ABTS.

Muchos reportes han mostrado una cercana relacién entre el contenido de fenoles y la
actividad antioxidante de las plantas.?° Aunque hay una estrecha relacion entre el
contenido de polifenoles y la actividad antioxidante, no se puede considerar que esta
ultima se deba solo a la presencia de compuestos fendlico, puesto que en su
composicién quimica pueden existirotros metabolitos secundarios que debido a su
estructura contribuyan a su eficacia antioxidante.
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