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Estudio fitoquimico de Plukenetia volubilis L. y su efecto
antioxidante en la lipoperoxidacion inducida por
Fe’'/ascorbato en higado de Rattus rattus var. albinus

Phytochemical screening of Plukenetia volubilis L. and its antioxidant effects of the
Fe’*/ascorbate stimulated lipid peroxidation in hepatic of Rattus rattus var. albinus
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RESUMEN

El presente estudio se realizd para determinar los metabolitos secundarios presentes en Plukenetia
volubilis L., y al mismo tiempo analizar su efecto antioxidante en la lipoperoxidacion inducida por
Fe’*/ascorbato en homogenizado de higado de Rattus rattus var. albinus. El analisis fitoquimico fue
realizado mediante la técnica de Olga Lock, con la finalidad de determinar cualitativamente los
metabolitos secundarios por medio de las reacciones de coloracion y precipitacion. El efecto antioxidante
in vitro se realizd del extracto etanodlico de Plukenetia volubilis L. mediante la reaccion del acido
tiobarbiturico, midiendo el malonaldialdehido (MDA) formado, con el propésito de determinar la
peroxidacion lipidica en un homogenizado de tejido hepatico de Rattus rattus var. albinus in vitro. Al
realizar la prueba estadistica “t” de datos apareados arrojo como resultado una diferencia altamente
significativa (p<0,001) tanto para la dosis minima (70 mg/mL) como para la dosis maxima (140 mg/mL),
pero cuando fueron analizados ambos grupos en tratamiento no se encontré diferencia significativa
(p>0,05). El analisis fitoquimico del extracto etanodlico reveld la presencia de taninos, flavonoides,
esteroides y alcaloides. El presente estudio ha demostrado el efecto antioxidante in vitro del extracto
etandlico de Plukenetia volubilis L.
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ABSTRACT

This study was carried to determinated secondary metabolites of Plukenetia volubilis L. and analyze its
antioxidant effects of the Fe**/ascorbate stimulated lipid peroxidation in hepatic tissue of Rattus rattus
var. albinus. Phytochemical screening was realized using Olga Lock technique, taking place the
qualitative determination of the secondary metabolites by means of the coloration reactions and
precipitation. Ethanol extract of Plukenetia volubilis L. was screened for in- vitro antioxidant activity using
thiobartituric acid, measuring the produced malonaldialdehyde (MDA) to determinate lipid peroxidation
in hepatic tissue homogenates in-vitro. Higher difference significant (p<0,001) was encountered with the
minimum dosage (70 mg/mL) and maximum dosage (140 mg/mL) when was realized the matched dates
“t” test, but there wasn't significant difference (p>0,05) when the minimum dosage and maximum
dosage were analyzed. Ethanol extract showed presence of tannins, flavonoids, steroids, alkaloids and
saponins on phytochemical screening. We demonstrated antioxidant activity of ethanol extract of
Plukenetia volubilis L. in-vitro.

Key words: Plukenetia volubilis L., antioxidant effect, lipid peroxidation, phytochemical screening.
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INTRODUCCION

Las propiedades curativas de las plantas se deben a
que contienen sustancias y principios activos
especificos aparte del contenido quimico que es
comun a todos los vegetales: almidones y celulosa.
Los principios activos estan referidos a sustancias
quimicas de estructura relativamente compleja y
de distribucion mas restringida que los llamados
metabolitos primarios y que participan en la
actividad celular de todo ser vivo *.

Los taninos son metabolitos secundarios de las
plantas, polifenoles de alto peso molecular que se
caracterizan por formar complejos estables con las
proteinas. Se encuentran divididos en 3 grandes
grupos: taninos hidrolizables, condensados vy
complejos *. Se ha informado el estudio de los
taninos como antivirales, antioxidantes,
cicatrizantes, antimicrobianos e inhibidores de
proteasas "’

Los flavonoides, también conocidos como
antoxantinas constituyen un grupo extenso de
metabolitos secundarios ampliamente distribuidos
y comunes en todo el reino vegetal,
particularmente en las partes aéreas;
demostrandose en algunos estudios realizados el
efecto hepatoprotector de los flavonoides frente al
dafio causado por sustancias oxidativas como el
tetracloruro de carbono (CCl,) **°.

Las cumarinas, se presentan a menudo como
mezcla, en forma libre y como glicésidos, tienen
amplio rango de actividad bioldgica, con accién
anticoagulante, antibacteriana, hepatotoxicidad y
carcinogenecidad, accidén insecticida, uso como
saborizante y en perfumeria .

Los esteroides, mucho se encuentran como
glicésidos formando las Ilamadas saponinas
triterpenoides y esferoidales, estos compuestos
tienen como principal actividad ser
antiinflamatorios *.

Los alcaloides, constituye el grupo mas grande de
metabolitos secundarios que pueden encontrarse
al estado libre, como glicésidos o formando sales
con &cidos; su accién fisiolégica es variada como
antiespasmodica, analgésica, estimulante vy
expectorante “°.

Todos los seres vivos aerodbicos, es decir, que
utilizan el oxigeno para la generacion de energia,
liberan radicales libres, lo que es incompatible con
la vida a menos que existan mecanismos de
defensa contra estos radicales ”®.

Los antioxidantes son sustancias quimicas que
encontrandose presente a bajas concentraciones
respecto a las de una molécula oxidable
(biomolécula), se caracterizan por impedir o
retrasar la oxidacion de diversas sustancias
principalmente de los acidos grasos cuyas
reacciones se producen tanto en los alimentos
como en el organismo humano, en el cual puede
provocar alteraciones fisioldgicas importantes

9,10,11

desencadenantes de diversas enfermedades
El efecto que producen los radicales libres es
neutralizado por los antioxidantes, que ayudan a
prevenir la accion de los radicales libres
transformandolos en compuestos mas simples e
inofensivos *'.

Plukenetia volubilis L., “sacha inchi”, es una
euphorbiaceae que cominmente se conoce como
“mani del monte”, “sacha mani” o “mani del inca”.
Se encuentra distribuida desde América Central y
en el Perl se le encuentra en estado silvestre en
diversos lugares de San Martin (Tarapoto), Ucayali,
Hudnuco, Amazonas, Madre de Dios y Loreto. Es
una planta que se adapta a suelos arcillosos y
acidos, y se desarrolla mejor en climas calidos ****
14

El sacha inchi (Plukenetia volubilis L.), una
leguminosa aun de escasa importancia como
cultivo industrial, ofrece grandes perspectivas de
uso, pues contiene 23 % de proteina y 49.9 % de
aceite, ademas aminoacidos esenciales y acidos
grasos insaturados. Dentro de sus componentes de
Plukenetia volubilis L. se encuentran
principalmente: proteinas, aminoacidos, acidos
grasos esenciales (omegas 3, 6, y 9) y vitamina E
(tocoferoles y tocotrienoles) en contenidos
significativamente elevados, respecto de semillas
de otras oleaginosas (mani, palma, soya, maiz,
colza vy girasol). Investigaciones recientes
realizadas con aceites omega y vitamina E indican
la importancia nutricional y terapéutica de su
consumo para el control de radicales libres y una
serie de enfermedades que estos originan en el
organismo humano. Sacha inchi constituye un
cultivo nativo con posibilidades de industrializacidon
y con un probable potencial de rendimiento
econo'mlco 13, 14,15,16,17.

Por lo anteriormente expuesto y teniendo
conocimiento del uso empirico, bajo costo y facil
adquisicion de Plukenetia volubilis L. para el
tratamiento de diversas patologias, y al no existir
trabajos cientificos en nuestro medio sobre la
composicién de sus fitoconstituyentes y que
corroboren los posibles efectos antioxidantes de
esta especie vegetal, surgié el interés de investigar
si Plukenetia volubilis L. presenta efecto
antioxidante en la lipoperoxidacion inducida por
Fe*/ascorbato en higado de Rattus rattus var.
albinus, para lo cual se plantearon los siguientes
objetivos:

. Identificar los fitoconstituyentes de la
especie Plukenetia volubilis L. mediante
la marcha fitoquimica de Olga Lock.

° Determinar el efecto antioxidante de
Plukenetia volubilis L. en la
lipoperoxidacién inducida por
Fe’*/ascorbato en higado de Rattus rattus
var. albinus.
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MATERIAL Y METODO

1. Material de estudio

Material Botanico: Se emplearon las hojas de
Plukenetia volubilis L., recolectadas en la
ciudad de Tarapoto durante los meses de
marzo a mayo e identificadas en el
Herbarium Truxillensis (HUT) de la
Universidad Nacional de Trujillo.

Animales de Experimentacion: Se emplearon
19 especimenes de Rattus rattus var.
albinus, de tres meses de edad, de ambos
Sexos, cuyos pesos oscilaron entre 200 y
220 g en aparente buen estado de salud,
alimentados con una mezcla de maiz y
purina, mas agua ad-libitum. De ellas se
extrajo el higado para la realizacion del
experimento *°.

2. Métodos
Estudio fitoquimico: Se baso en la extraccién
de los fitoconstituyentes, con el empleo
sucesivo de diferentes solventes
apropiados, siguiendo como procedimiento
la marcha fitoquimica preliminar de Lock,
0."*.
Estudio farmacolégico
a.Obtencion del extracto
hidroalcohoélico
Las hojas de Plukenetia volubilis L.,
fueron desengrasadas con hexano, y se
realizd la extraccidon con una mezcla de
50% de etanol 70°C + 50% de agua,
utilizando el método de reflujo por un
periodo de 3 horas consecutivas. El
extracto obtenido se evapord por
calentamiento y se procedié a guardarlo
en refrigeracion hasta el momento de su
utilizacidn. Para el estudio
farmacoldgico se reconstituyd el
extracto seco con agua destilada. Se
realizd6 una prueba piloto para la
determinacién de la dosis minima (70
mg/mL) y dosis maxima (140 mg/mL)
del extracto de la droga vegetal **.

b. Obtenciéon del homogenizado de
higado
Se realizé la decapitacion de las Rattus
rattus var.albinus, para realizar la
extraccion del higado con solucion de
Krebs al frio; para luego homogenizarlo
con 5 volumenes de solucién de Krebs.
Posteriormente se centrifugdé a 3500
rpm a 49C, y con el sobrenadante
obtenido se realizé los ensayos de
peroxidacion lipidica **.

c. Peroxidacion lipidica
La peroxidacién lipidica fue medida
utilizando el método de las sustancias
reactivas al acido tiobarbitlrico
(TBARS), el cual consiste en hacer
reaccionar el malonaldialdehido (MDA)
incoloro generado por la peroxidacion

6, 18,21

lipidica con el TBARS, para ser leido en
el espectrofotometro a 535 nm en
presencia y ausencia de Fe*"/ascorbato
y del extracto hidroalcohdlico de
Plukenetia volubilis L.

Distribucion de los especimenes **

Se utilizaron 19 animales de
experimentacion cuyos higados fueron
procesados en 3 grupos de trabajo:
Grupo problema 1: El homogenizado
hepatico extraido de Rattus rattus var.
albinus fue tratado con 0.2 mL de
extracto etandlico de Plukenetia
volubilis L. a la dosis de 140 mg/mL, 0.1
mL de fierroy 0.2 mL de ascorbato.
Grupo problema 2: El homogenizado
hepatico extraido de Rattus rattus var.
albinus fue tratado con 0.2 mL extracto
etandlico de Plukenetia volubilis L. a la
dosis de 70 mg/mL, 0.1 mL de fierro y
0.2 mL de ascorbato.
Grupo control: El homogenizado
hepatico extraido de Rattus rattus var.
albinus fue tratado con 0.1 mL de fierro
y 0.2 mL de ascorbato.

Obtencion de dosis efectiva (DE)

100
En un estudio piloto experimental se
obtuvo la dosis efectiva 100 (DE100) del
extracto hidroalcohdlico de Plukenetia
volubilis L., el mismo que fue utilizado
en el disefio experimental. Este dato fue
obtenido de graficar la concentracion de
MDA con la concentracién del extracto
hidroalcohdlico, se tomd como
parametro el punto mas cercano al eje
de las X, el cual significé la dosis a la cual
se ha producido el mayor efecto
antioxidante del extracto
hidroalcohdlico de Plukenetia volubilis
L. *.

Analisis Estadistico
Para determinar la significancia
estadistica entre los grupos problema vy
el control se aplicd la prueba estadistica
“t” de datos apareados con un nivel de
significancia de 0.05, para lo cual se
realizé una curva patron de MDA a partir
de las lecturas realizadas en el
espectrofotdmetro con concentraciones
conocidas de MDA y se comparé con la
curva obtenida al graficar la
concentracion de MDA generado por la
peroxidacion lipidica del higado extraido
de Rattus rattus var. albinus con la
concentracion del extracto
hidroalcohdlico de Plukenetia volubilis
L. La variabilidad interindividual de los
efectos en los grupos problema fue
analizada con el Anadlisis de Varianzas **.
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RESULTADOS

A partir de las coloraciones, precipitaciones y
cuantificaciones que se realizaron en el presente
trabajo que se resumen en los siguientes cuadros:
En las tablas 1, 2 y 3, se presentan los metabolitos
secundarios encontrados en hojas de Plukenetia
volubilis L., mediante la marcha fitoquimica
preliminar de Olga Lock.

En la tabla 4, se presenta el espectro de absorcion
ultravioleta (UV) realizado en los flavonoides
hidrolizados de las hojas de Plukenetia volubilis L.
En la tabla 5, se presentan las concentraciones de
MDA en la lipoperoxidacion inducida con
Fe’*/ascorbato a las concentraciones de 7mg/mL y
14 mg/mL del extracto etandlico de Plukenetia
volubilis L., en homogenizado hepatico de Rattus

rattus var. albinus.

En la tabla 6, se presenta los valores promedio de
MDA producido por la lipoperoxidacién en higado
de Rattus rattus var. albinus segin grupo de
trabajo.

Enlatabla 7, se presenta la diferencia de medias de
MDA producido por la lipoperoxidacion en higado
de Rattus rattus var. albinus segln grupo de
trabajo experimental (dosis minima y dosis
maxima), utilizando como prueba estadistica “t” de
datos apareados.

Enlastablas 8,9y 10, se presentan la comparacion
de dosis minima, dosis maxima y control para
poder determinar diferencia significativa entre
ambos grupos de tratamiento.

Tabla 1. Identificacion de fitoconstituyentes segiin la marcha fitoquimica preliminar de Olga
Lock en hojas de Plukenetia volubilis L.

Extracto
Reacciones de coloracidon y/o precipitacion
VioR : Etandlico Cloroféormico CIorofo’r_mo D
- etandlico remanente
) Ensayo de gelatina AF X X X
VIS Reaccidn con tricloruro férrico ++ X X ++
Flavonoides Reaccion de Shinoda + X - ++
Esteroides Reaccion Lieberman - Bouchard X - - X
Aminoacidos Reaccion de Ninhidrina - X X X
Quinonas Reaccion de Bortranger X X X X
Leucoantocianidinas Reaccién de Rosenheim X X - ++
Reaccion de Dragendorff X - - X
Alcaloides Reaccién de Mayer X - o X
Reaccién de Hager X = = X
Tamafio de particula: 1.2 mm
Leyenda:
++ : Abundante precipitado o color intenso
- : No hay cambio
+ : Minimo precipitado o color
X : No se desarrollo la reaccion

Tabla 2. Fitoconstituyentes determinados en la fraccion insoluble en las hojas y tallos de
Plukenetia volubilis L. segiin la marcha fitoquimica preliminar de Olga Lock.

Fraccion insoluble

Fitoconstituyentes
Resultados
Taninos X
Flavonoides X
Esteroides “Far
Aminoacidos X
Quinonas =
Leucoantocianidinas X
Alcaloides X
Leyenda:
++: Abundante precipitado o color intenso. - : No hay cambio

+ : Minimo precipitado o color.

X : No se desarrolld la reaccidon
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Tabla 3. Fitoconstituyentes determinados en las hojas de Plukenetia volubilis L. segin la
marcha fitoquimica preliminar de Olga Lock.

Fitoconstituyentes Resultados

Taninos S8 g

Flavonoides + =]

Esteroides aF 5)
Aminoacidos -
Quinonas -
Leucoantocianidinas -
Alcaloides +
Saponinas +

Leyenda:
+ : Positivo - : Negativo

Figura 1. Espectro de absorcion realizado en el ultravioleta (UV) de flavonoides hidrolizados
en las hojas de Plukenetia volubilis L.

Absorbance (AU)

T T T T T
200 300 400 500 600 700 Wavelength (nm]

Numero Absorbancia [368 nm]

1 1,43240
2 1,08970
3 0,70544
4 0,74313
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Tabla 5. Concentracion de malondialdehido en la lipoperoxidacién inducida con
Fe’*/ascorbato a las concentraciones de 7mg/mL y 14 mg/mL del extracto etanélico de
Plukenetia volubilis L., en homogenizado hepatico de Rattus rattus var. albinus.

[Malondialdehido en ug/mL]

Namero de

espécimen Problema 1 Problema 2
Control [Plukenetia volubilis L.: [Plukenetia volubilis L.:
70 mg/mL] 140 mg/mL]
01 71,5 41,0 41,0
02 58,0 50,0 41,0
03 50,0 41,0 41,0
04 54,0 50,0 37,0
05 41,0 41,0 32,5
06 41,0 37,0 28,5
07 58,0 32,5 39,0
08 80,0 28,5 75,5
09 80,0 50,0 50,0
10 54,0 31,0 24,0
11 54,0 32,5 22,0
12 67,0 37,0 45,5
13 67,0 24,0 32,5
14 81,5 31,0 26,0
15 81,5 26,0 24,0
16 96,0 67,0 92,0
17 71,5 54,0 41,0
18 100,0 32,5 58,0
19 100,0 32,5 28,5
Rango minimo 41,0 24,0 22,0
Rango maximo 100,0 67,0 92,0
Promedio 68,7368 38,8684 41,0000

Tabla 6. Valores promedio de malondialdehido (MDA) producido por la lipoperoxidacién en
higado de Rattus rattus var. albinus segin grupo de trabajo.

Promedio (ug) Desviacion estandar (ug)
Dosis minima 19 38,8684 11,04
Dosis maxima 19 41,0000 17,99
Control 19 68,7368 18,36
Leyenda:
Dosis minima: 70 mg/mL de Plukenetia volubilis L.
Dosis maxima : 140 mg/mL de Plukenetia volubilis L.

Tabla 7. Diferencia de medias de malondialdehido (MDA) producido por la lipoperoxidacién
en higado de Rattus rattus var. albinus segin grupo de trabajo experimental (dosis minima
y dosis maxima), utilizando como prueba estadistica “'t” de datos apareados.

Promedio A 2 ,
Desviacion estandar (u
) )]
Dosis minima 38,8684 11,04 15,350 <0.001
Dosis maxima 41,0000 17,99 9,937 <0.001
Leyenda:

Dosis minima: 70 mg/mL de Plukenetia volubilis L.
Dosis maxima: 140 mg/mL de Plukenetia volubilis L.
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Tabla 8. Comparacion de dosis minima y dosis maxima para poder determinar diferencia
significativa entre ambos grupos de tratamiento.

Dosis minima vs Dosis maxima

- 0,440 >0,05

Leyenda:

Dosis minima: 70 mg/mL de Plukenetia volubilis L.
Dosis maxima: 140 mg/mL de Plukenetia volubilis L.

Tabla 9. Comparacion de dosis minima y control para poder determinar diferencia
significativa entre ambos grupos de tratamiento.

Grupos

Dosis minima vs Control

A\Y t" P

- 6,076 <0,001

Leyenda:

Dosis minima: 70 mg/mL de Plukenetia volubilis L.

Tabla 10. Comparacion de dosis maxima y control para poder determinar diferencia
significativa entre ambos grupos de tratamiento.

GRUPOS

Dosis maxima vs Control

“t ” P

- 4,703 <0,001

Leyenda:

Dosis maxima: 140 mg/mL de Plukenetia volubilis L.

DISCUSION

A escala mundial, los preparados fitoterapéuticos
obtenidos a partir de drogas de origen vegetal,
ocupan un lugar muy importante dentro del
comercio de medicamentos, y debido a ello, se ha
enfatizado en la necesidad de investigar los
constituyentes quimicos de las drogas vegetales, y
sus posibles acciones terapéuticas .

En la tabla 1, podemos observar los
fitoconstituyentes determinados en la fraccion
soluble segun la marcha fitoquimica de Olga Lock
por medio de reacciones de coloracién vy
precipitacion realizadas en Plukenetia volubilis
L. La reaccion con tricloruro férrico fue positiva,
dando una coloracion azul negruzca; esta reaccién
determind la presencia de compuestos fendlicos,
refiriéndose a un grupo de sustancias que poseen
en comun un anillo aromatico con uno o mas
sustituyentes hidroxilos, los cuales se encuentran
frecuentemente como glicésidos, combinados con
unidades de aztcar "%,

La reaccion mas usual para la detecciéon de
flavonoides es la reaccion de Shinoda, la cual fue
positiva, observandose un color rojo. En dicha
reaccion, el magnesio metalico fue oxidado por el
acido clorhidrico (HCI) concentrado, dando como
productos el H,, que fue eliminado en forma de gas

y el MgCl,, que formd complejos con los flavonoides
dando coloraciones caracteristicas. El magnesio
divalente, actué sobre el grupo carbonilo de la
flavona, produciendo una coloracidon roja, éste
aumento de intensidad se debi6 a que el magnesio
divalente intensific6 la coloracion por estar
doblemente coordinado ***.

En la reaccion de Liebermann - Burchard, el
resultado positivo se evidencid por la aparicion de
un color azul verdoso, lo cual indicd la presencia de
esteroides, la reaccion fue realizada en medio
absolutamente anhidro, ya que al existir moléculas
de agua presentes, éstas reaccionan con el
anhidrido acético, anulando de esta manera la
reaccién con el nucleo esteroidal. El cloroformo,
solubilizé a la muestra favoreciendo la captacion de
algunas moléculas de agua presentes, y el acido
sulfarico, favorecid la deficiencia electrdnica del
anhidrido acético, el cual fue estabilizado por los
electrones de los dobles enlaces (dieno)
conjugados, observandose la coloracién
respectiva® *. En el presente estudio se consiguid
una gama de colores transitorios pasando por el
rojo purpura y el azul, hasta que el color se
estabilizd en verde azulado por cierto tiempo y
después de unas horas desaparecié para dar una
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coloracién amarilla intensa, indicandonos resultado
positivo .

En las reacciones de identificacidn de alcaloides, se
trabajo con las reacciones de Mayer, Dragendorff y
Hager, éstas produjeron con las sales de los
alcaloides precipitados coloreados, que se
confirmaron al adicionar etanol.

La reaccion de Mayer, fue positiva al realizar el
analisis fitoquimico, lo cual demostré que esta
reaccién presenta como metal de coordinacion al
mercurio (Hg2+), formando una coordinacion
tetraédrica, evidenciandose por una coloracion
blanco cremosa *.

La reaccién de Dragendorff, fue positiva luego del
analisis correspondiente, esta reaccion fue
producida con las sales de los alcaloides
precipitados coloreados; el bismuto presenta una
geometria octaédrica, donde su par de electrones
libres, ocupan una posicidn, y las otras 5 posiciones
son ocupadas por 1-, originando de esta manera
una carga formal de 2- donde puede interactuar
con dos moléculas de alcaloide, evidenciandose por
una coloracion anaranjada >,

La reaccion de Hager, presentd como reactivo clave
el acido picrico que actué como tal frente al
alcaloide; por otro lado el anillo del acido picrico se
encontré con deficiencia electronica, que fue
compensado por el anillo del grupo metéxi del
alcaloide, el cual se encontraba a&avido de
electrones, produciéndose de esta manera un
complejo sigma dando como resultado cristales
amarillos, evidenciandose al realizar el analisis
fitoquimico de Plukenetia volubilis L. **.
Respecto a las saponinas, el presente informe
arrojé un resultado positivo, siendo la prueba de la
espuma la mas especifica; evidenciandose por la
formacion de una espuma persistente, por un
tiempo minimo de 30 minutos.

Las saponinas son un grupo de glicésidos que se
disuelven en agua y disminuyen la tensién
superficial de ésta, por lo tanto al agitar sus
soluciones se formdé una espuma abundante y
relativamente estable, por ser tensioactivos >,
La tabla 2, nos indica los fitoconstituyentes
determinados en la fraccién insoluble en las hojas
de Plukenetia volubilis L. segin la marcha
fitoquimica de Olga Lock, observandose que el
solvente organico (hexano) produjo una reduccion
de las interacciones moleculares en los grupos
funcionales presentes en los metabolitos
secundarios existentes en las hojas de Plukenetia
volubilis L., por este motivo en la fraccién
insoluble solo se encontraron esteroides **** %,
Finalmente, en los cuadros 1 y 2, los metabolitos
secundarios o principios activos fueron separados
en fracciones de acuerdo a sus caracteristicas,
facilitando su identificacion mediante reacciones de
coloracidn y/o precipitacion.

En la tabla 3, los fitoconstituyentes encontrados en
la fraccion soluble e insoluble fueron: Taninos,
flavonoides, esteroides, alcaloides y saponinas;
estas interacciones estuvieron en funcién de la
polaridad y tamafo del solvente, y de esa manera
fueron extraidos o disueltos los principios activos.

Asimismo fueron mas faciles de extraer los
compuestos que tuvieron mayor afinidad quimica
con los solventes utilizados, considerando que “lo
semejante disuelve a lo semejante”, es decir que
aquellas sustancias que tienen estructuras
similares deben ser afines entre si *.

Los metabolitos secundarios encontrados en la
planta medicinal tuvieron estructuras quimicas
semejantes a algunos solventes, clasificandolos en
polares, semipolares y no polares >,

Respecto a la tabla 4, al analizar el tipo de
flavonoide contenido en la muestra vegetal
Plukenetia volubilis L. se pudo determinar
cualitativamente que se trata de la presencia de
flavonoles, ya que el magnesio divalente presenta
dos enlaces de coordinacidn fuertes y dos débiles;
los primeros son formados por los oxigenos de los
grupos carbonilos y los segundos por los hidroxilos
de la posicién 3, de esta manera la intensidad
aumenta dando como resultado una coloracion roja
cuando se realiza el ensayo de shinoda; al mismo
tiempo para comprobar la presencia de flavonoles
se procedid a agregar una solucién de acido
sulfurico concentrado al extracto hidroalcohdlico de
Plukenetia volubilis L., resultando en una
coloracion ligeramente amarilla ** %,

Los flavonoides se encuentran generalmente en
mezclas como agliconas y/o glicdsidos, siendo éste
Gltimo el mas comun. Debido a la complejidad de
éstas mezclas, es frecuente el estudio de éstos
compuestos en forma de agliconas en extractos de
plantas previamente hidrolizados. Estos
metabolitos secundarios se hallan en todas las
partes de la planta, algunas clases se encuentran
mas ampliamente distribuidas que otras, siendo
frecuentes las flavonas y flavonoles, y mas
restringidas en su ocurrencia isoflavonas,
chalconas y auronas '°. Basdndose en esto, se
procedid a hidrolizar el extracto hidroalcohdlico de
Plukenetia volubilis L. y someterlo a un método
de analisis especifico como es el ultravioleta, vy
poder determinar el espectro de absorcion de la
muestra vegetal, debido a la presencia de grupos
cromoéforos presentes en la estructura de los
flavonoides. Estos presentan absorciones
caracteristicas en el ultravioleta, las cuales estan
sujetas a desplazamientos pronosticables en medio
acido y contribuyeron a dilucidar su estructura **.
La participacidon de especies de oxigeno reactivas
en la etiologia y fisiopatologia de enfermedades
humanas tales como trastornos
neurodegenerativos, inflamacion, infeccién viral,
patologias autoinmunes y trastornos del sistema
digestivo tales como inflamacién gastrointestinal y
Ulcera gastrica, es ya evidente. Para comprender el
papel de estas especies de oxigeno reactivas en
diversos trastornos, y el posible efecto antioxidante
de los compuestos naturales en los tejidos
afectados, se hace necesario investigar in vitro las
propiedades neutralizantes de cualquier farmaco o
producto natural antes de considerarlo una
sustancia antioxidante, y realizar a continuacién
una evaluacion de su funcion en sistemas
bioldgicos **7.
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En la tabla 5, apreciamos la concentracién de
malonaldialdehido en la lipoperoxidacion inducida
por Fe**/ascorbato a las concentraciones de 70 y
140mg/mL respectivamente, del extracto etandlico
de Plukenetia volubilis L. en homogenizado
hepatico de Rattus rattus var. albinus. Para la
realizacion de este proceso antioxidante se trabajo
con tres grupos experimentales: control, problema
1 (Plukenetia volubilis L. 70mg/mL) y problema
2 (Plukenetia volubilis L. 140mg/mL), dando
como resultado valores promedio de
malonaldialdehido expresado en ug/mL de
68.7368, 38.8684 y 41 respectivamente para cada
grupo de tratamiento.

Respecto al érgano que fue utilizado en la presente
investigacion, para justificar el uso del tejido
hepatico en el efecto antioxidante in vitro de
Plukenetia volubilis L. en las 19 especies
analizadas de Rattus rattus var. albinus, se baso
en que estd probado que el higado posee mayor
capacidad de respuesta frente a la agresidn téxica
en comparacion a cualquier otro 6rgano, debido a
su misién clave como via primaria de
desintoxicacién. Del mismo modo esta mision del
higado puede ser la causa de su propia lesidn, ya
qgue en la biotransformacion de sustancias toxicas
pueden generarse metabolitos, en ocasiones mas
toxicos que la sustancia de partida, los que en
ocasiones pueden producir lesiones
hepatocelulares, tales como: nddulos
hiperplasicos, cirrosis y en circunstancias extremas
cancer y muerte celular 7. Redd, Minotti y Nicotera
informan que estos dafios van precedidos por una
pérdida de equivalentes de glutation, una marcada
oxidacién de grupos tidlicos de las proteinas,
peroxidacion de los lipidos de la membrana y
elevacion del calcio citoplasmatico. ****°

Los valores promedio de los tres grupos
experimentales del presente trabajo demuestran
que la peroxidacion (autoxidacién) de los lipidos
inducida con Fe’*/ascorbato se debe a que la
lipoperoxidacién es estimulada por el a&acido
ascorbico en presencia de sales de hierro o cobre,
reaccion que se produce con la formaciéon de
especies reactivas como son los radicales hidroxilo.
En contraposicion a ello, el ascorbato tiene la
capacidad de conferir una eficiente protecciéon
contra la lipoperoxidacion por lo que en este
contexto se puede restaurar las propiedades
antioxidantes de la vitamina E-oxidada,
constituyéndose en una de las funciones mas
importantes de esta vitamina ***'.

Al observar las tablas 6 y 7, el valor promedio del
grupo de tratamiento expresado en concentracion
de MDA a la dosis de 70 mg/mL fue 38.8684 ug/mL
y a la dosis de 140 mg/mL fue 41 wug/mL,
encontrandose diferencia altamente significativa
(p<0,001) en ambos grupos de tratamiento
cuando fue comparado con el grupo control,
utilizando la prueba estadistica “t” de datos
apareados. Estos resultados nos sugiere que el
extracto etandlico de Plukenetia volubilis L.
demostrd una fuerte inhibicion de la peroxidacién
lipidica inducida por el complejo Fierro®*/ascorbato

en homogenizado de higado de rata.

La medicién de la capacidad reductiva apreciada se
realizd6 mediante transformacion de Fe’- Fe** en
presencia del extracto etandlico de Plukenetia
volubilis L., asociandose el poder reductor a la
actividad antioxidante. Como se indica en la tabla
7, el extracto etandlico presentd un poder reductor
tanto en el grupo de 70 mg/mL como en el grupo de
140 mg/mL de Plukenetia volubilis L. La
peroxidacion lipidica fue indicada con el ataque de
los radicales libres a los acidos grasos insaturados,
y se propagd mediante un ciclo de reaccidon en
cadena. Como los acidos grasos insaturados son los
componentes mas importantes de las membranas
bioldgicas y aportan propiedades deseables a la
fluidez de la estructura de la membrana celular, la
peroxidacion de los acidos grasos insaturados en
las membranas bioldgicas conllevé a la aparicion de
trastornos en la estructura y el funcionamiento de
la membrana.

Analizando mediante el uso de la prueba t student
las tablas 8, 9 y 10; al comparar en la tabla 8 la
dosis minima y la dosis maxima para determinar
diferencia significativa, dié6 como resultado p>0.05
no encontrandose diferencia estadistica entre
ambos grupos de tratamiento; del mismo modo al
observar las tablas 9 y 10, al comparar los valores
promedio de los grupos de tratamiento de la dosis
minima y la dosis maxima frente al grupo control
(68.7368 wug/mL), se encontro diferencia
estadistica altamente significativa (p<0,001) en
ambos grupos de tratamiento analizados. Estos
resultados encontrados en las tablas 9 y 10 nos
indicarian que la inhibicion de la peroxidacion
lipidica no seria dosis dependiente > *.

Shahidi y Sawa demuestran que ciertos productos
de las plantas incluyen sustancias fendlicas, como
flavonoides y taninos. Estas sustancias
antioxidantes naturales tienen normalmente una
fraccidon fendlica en su estructura molecular, entre
los que han destacado flavonoides, tocoferoles y
catequinas. Los antioxidantes fendlicos tienen un
gran poder destructor de radicales libres, al ser
componentes biolégicamente activos, son los
principales agentes que pueden donar oxigeno a los
radicales libres y de esta forma romper la cadena
de la oxidacion lipidica en el primer paso de
iniciacion. Este elevado potencial de los
compuestos fendlicos para la neutralizacién de
radicales se puede deber a sus grupos hidroxilo
fendlicos. La actividad del extracto etandlico de
Plukenetia volubilis L. a las dosis de 70 y 140
mg/mL respectivamente, podria deberse a la
presencia de glucdsidos fendlicos. Sin embargo, el
mecanismo exacto de actuacion sélo se puede
determinar tras la caracterizacion detallada de las
fracciones activas del extracto ***,

El valor antioxidante de una planta esta
relacionado, no solo, con su composicion quimica
global, sino con la cantidad y calidad de
antioxidantes, la que a su vez estaria en funcién
con el contenido de flavonoides y su mejor eficacia
en la prevencién y neutralizacién de los radicales
libres > %2,
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La mayor proteccion contra la autoxidacion que
tendria Plukenetia volubilis L., se explicaria en el
hecho de que en los mamiferos el efecto conjunto
de la defensa contra la lesidn oxidativa se mide por
el indice de autoxidacion en homogenizados de
higado, el mismo que es un dérgano de alto indice
metabdlico, donde se espera mas proteccion contra
la autoxidacion alimentaria, de manera
proporcional mejora la calidad de vida de las
especies®” »,

En tal sentido el efecto antioxidante de Plukenetia
volubilis L. a nivel hepatico nos induce a
considerar su uso en bien de la salud, pero teniendo
cuidado en la dosificacion ya que un incremento
puede tener efectos positivos, o negativos, tal
como lo demuestran los estudios realizados por
Sinet sobre sindrome de Down, donde indican que
un incremento en las concentraciones de la
superdxido dismutasa, tienen efectos deletéreos; o
en el caso del antioxidante cisteina que puede tener

un efecto prooxidante dado que genera durante su
oxidacion radicales libres ****.

Si bien hasta ahora las opiniones son muchas
acerca del papel protector de Plukenetia
volubilis L. en muchas dolencias, los resultados de
este estudio preliminar sobre su valor antioxidante,
no hacen mas que abrir nuevas rutas a la
investigaciéon para encontrar nuevas fuentes de
antioxidantes no convencionales que eviten que
muchas enfermedades continien diezmando la
poblacién en el mundo y disminuyendo la calidad de
vida de las personas.

Se puede concluir que la actividad neutralizante de
los radicales libres del extracto etandlico de
Plukenetia volubilis L. puede desarrollarse
segun uno de los mecanismos anteriores al
demostrar su eficacia en la medicina tradicional. Se
deben realizar estudios adicionales in vivo de los
principios activos *.

CONCLUSIONES

Al finalizar el trabajo de investigacion para
determinar el estudio fitoquimico de Plukenetia
volubilis L. y su efecto antioxidante en la
lipoperoxidacién inducida por Fe’*/ascorbato en
higado de Rattus rattus var. albinus, se puede
concluir en lo siguiente:

e Los fitoconstituyentes determinados en las
hojas y tallos de Plukenetia volubilis L. son:
taninos, flavonoides, esteroides y alcaloides.

. El extracto etandlico de Plukenetia volubilis L.
presenta efecto antioxidante in vitro en higado
de Rattus rattus var. albinus.

No fueron encontrados conflictos de interés en este articulo.
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