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Resumen
Fue evaluada la actividad antiinflamatoria in vitro de los extractos etandlicos obtenidos a partir

de las raices, hojas y corteza de Jatrophaa ethiopica, mediante el método de estabilizacién de la
membrana eritrocitaria; asi como la actividad antioxidante por tres métodos diferentes: poder
reductor férrico, inhibicion de la peroxidacion lipidica y la capacidad antioxidante total. Se
determind la composicidn fitoquimica cualitativa de los extractos vegetales mediante tamizaje
fitoquimico. Los extractos de las hojas y raices de J. aethiopica presentaron actividad
antinflamatoria superior a la del diclofenaco sédico. La actividad antioxidante detectada para los
extractos etandlicos de las hojas, corteza y raiz resulté comparable a la del &cido ascorbico,en
los tres métodos evaluados. Los resultados del tamizaje fitogquimico sugieren que la actividad
bioldgica mostrada por los extractos de esta planta podria estar relacionada con el contenido de
polifenoles, saponinas, glucosidos cardiotonicos, terpenos y esteroides.

Palabras clave: actividad antinflamatoria, actividad antioxidante, tamizaje fitoquimico,
Jatropha aethiopica.

Abstract

The in vitro anti-inflammatory activity by membrane stabilization method and the anti-oxidant
activity by three different methods: ferric reducing power, inhibition of lipid peroxidation and
total antioxidant capacity of the ethanolic extracts prepared from roots, leaves and stem bark of
Jatropha aethiopica was evaluated. The qualitative phytochemical composition of the vegetal
extracts was determined by phytochemical screening. The extracts from roots and leaves of J.
aethiopica have shown anti-inflammatory activity that was higher than sodium diclofenac. The
anti-oxidant activity found for the ethanolic extracts of leaves, stem bark and roots was
comparable with the activity of ascorbic acid, in all the evaluated methods. The results of the
phytochemical screening suggest that the biological activity shown by the extracts of this plant
could be related with the presence of polyphenols, saponins, cardiotonic glycosides, terpenes
and steroids.

Keywords: anti-inflammatory activity, antioxidant activity, phytochemical screening, Jatropha
aethiopica.
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Introduccion

El estrés oxidativo y los fendmenos inflamatorios se relacionan fisiopatolégicamente en
varias afecciones animales y humanas, entre las cuales se incluyen el cancer, la
aterosclerosis y la diabetes, asi como en condiciones fisiolégicas como el
envejecimiento [1]. Durante el curso del estrés oxidativo se liberan multiples especies
reactivas del oxigeno (EROs) que juegan un importante papel en la patogénesis de las

enfermedades inflamatorias [2].

La liberacion de EROs por parte de las células inflamatorias activadas, como los
neutrofilos y los macrdfagos, conduce al dafio tisular por modificacion de la estructura
quimica de macromoléculas como el ADN vy las proteinas, asi como por peroxidacion de
los lipidos de membrana [3]. Las EROs estimulan ademas la liberacion de citocinas pro
inflamatorias (interleucina-1, interferon-y y factor de necrosis tumoral-a), las que
producen el reclutamiento adicional de macrdéfagos y neutrofilos. Por tanto, el estrés
oxidativo es un factor importante en la apariciéon y mantenimiento de los procesos
inflamatorios y su control por medio de los antioxidantes puede reducir los efectos de
la inflamacion [4]. Diversos compuestos utilizados como farmacos, entre ellos el &cido
ascorbico, los tocoferoles, la ficocianina y la N-acetilcisteina han mostrado efecto

antinflamatorio por medio de un mecanismo antioxidante [5, 6].

Varios antioxidantes sintéticos se encuentran comercialmente disponibles hoy en dia,
pero su alto costo Yy la alta frecuencia de aparicion de efectos secundarios los hace poco
practicos para el tratamiento del estrés oxidativo y las complicaciones asociadas a este.
En este sentido, los antioxidantes naturales han recibido mucha atencion debido a su
bajo costo, gran abundancia en fuentes como las plantas y al hecho de que

frecuentemente no presentan efectos secundarios indeseables [7].

Los mecanismos de accion de los antioxidantes naturales incluyen la donacién de
atomos de hidrdgeno, el atrapamiento o estabilizacion de radicales libres, la quelacion
de iones metalicos, entre otros [8]. Por tanto, la investigacion de la actividad
antioxidante de un compuesto o extracto natural debe llevarse a cabo explorando

diversos metodos que abarquen varios de estos posibles mecanismos [9].

Jatropha aethiopica, nativa del Africa tropical, conocida comtnmente como “chaya” o
“mata diabetes”, es un arbol de la familia de las Euforbiaceas de varios metros de altura

y mas de 20 cm de diametro en la base, muy ramificado, lechoso y de muy hermosa
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apariencia. Esta especie, introducida en Cuba con fecha y origen desconocidos [10], es
utilizada como alimento en ensaladas y como forraje en la alimentacion del ganado [11,
12]. La medicina popular le atribuye propiedades no solo para controlar, sino para curar

totalmente la diabetes mellitus [13].

El objetivo de este trabajo consistio en evaluar la actividad antinflamatoria y
antioxidante in vitro de los extractos etandlicos obtenidos a partir de las raices, hojas
y corteza de J. aethiopica, asi como la composicion fitoquimica cualitativa de estos.

Materiales y métodos

El trabajo experimental se desarrollo en el Laboratorio de Productos Naturales del
Centro de Estudio de Quimica Aplicada de la Universidad de Granma, Cuba. Los
reactivos y disolventes empleados en los analisis fueron de calidad “puros” o
“analiticos” provenientes de las firmas Merck y Sigma-Aldrich. Las determinaciones
espectrofotométricas fueron realizadas en un equipo UV-vis, Rayleigh UV-2100 y la

centrifugacion en una HettichEBA20.
Material vegetal

Las muestras de hojas, cortezas y raices de plantas adultas de J. aethiopica fueron
recolectadas en la zona este de la ciudad de Bayamo, provincia Granma, Cuba, en enero
de 2017 y procesadas segun la norma ramal de salud publica NRSP 309 [14]. La planta
fue identificada y autenticada como Jatropha aethiopica Muell Arg var inermis, por el
Dr. C. Luis Catasus Guerra, especialista del Jardin Botanico Cupaynicu de la provincia

Granma. Un ejemplar de la especie fue depositado con el registro 2595, Serie Catasus.
Preparacion de las muestras

El material vegetal fue lavado con hipoclorito de sodio al 2 %, secado a la sombra
durante 7 dias y luego en estufa con recirculacién de aire a 40 °C durante 6 h. La droga
seca se triturd en un molino IKA Basic con cabezal de molienda MF 10.1 hasta obtener
un tamafo de particula de 1 mm. Fueron utilizados 15 g de polvo vegetal para preparar
100 mL de extracto etandlico sometiéndolo a ultrasonido por 2 h a una frecuencia
40 KHz y una temperatura de 40 °C. Los extractos fueron concentrados en un
rotoevaporador IKA RV10 con una temperatura de 40 °C, hasta obtener un residuo

consistente que fue conservado a 4 °C para la realizacion de los ensayos.
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Determinacion de la actividad antinflamatoria in vitro

La actividad antinflamatoria in vitro se determin6 usando el método descrito por Shinde
et al. [15]. Un mL de solucién de concentracion 1 mg/mL del extracto vegetal o del
control positivo (diclofenaco de sodio) fue mezclado con 0,5 mL de suspension de
eritrocitos en solucion isosalina (NaCl 0,9 %), 1 mL de buffer fosfato (pH 7,4) y 2 mL
de solucion hiposalina (NaCl 0,45 %). La mezcla fue incubada por 30 min a 37 °C y
luego centrifugada a 3 000 rpm por 10 min. El contenido de hemoglobina del
sobrenadante fue estimado espectrofotométricamente a 560 nm. La actividad
antinflamatoria se determind como porcentaje de inhibicién de la lisis osmoética
eritrocitaria, y se calcul6 segun la formula (1). Como control negativo se usé un ensayo

con 1 mL de tampdn de fosfato en lugar de muestra.

DO controlneg-DO muestra

% de Inhibicién= DO controlneg

* 100 (1)

Determinacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante fue evaluada por tres métodos diferentes, utilizando
concentracionesde los extractos de 5, 10 y 50 mg/mL, y se expresé como el valor medio

de tres réplicas.
Poder reductor férrico

El poder reductor férrico (FRP) se determiné a través del método descrito por Oyaizu
[16]. Fue mezclado 1 mL de cada muestra con 2,5 mL de tampdn fosfato (0,5 mol/L,
pH7) y 2,5 mL de una disolucion de ferricianuro de potasio al 1 %. La mezcla se incubd
a 50 °C durante 20 min. Posteriormente se adicionaron 2,5 mL de &cido tricloroacético
(TCA) al 10 % 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 (11) al 0,1 %. Finalmente se determind la absorbancia a 700 nm. Los

resultados se expresaron en umol/mL como equivalentes de Fe(l1).
Inhibicion de la peroxidacion lipidica

La capacidad de los extractos de inhibir la peroxidacion lipidica (% de IPL) se evalud
por el método descrito por Ruberto et al. [17]. Fueron mezcladas 1,5 mL de muestra de
los extractos vegetales o una disolucion de acido ascorbico (control positivo)

de concentracion 10 mg/mL con 2,5 mL de homogenado de huevo de gallina (10 % v/v
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en tampon fosfato salino pH 7,4) y 1 mL de agua destilada. Se afiadieron 250 pL de una
disolucion de FeSO4 (0,075 mol/L) en &cido ascorbico (0,04 mol/L) para inducir la
peroxidacion. La mezcla se incubd por 1 h a 37 °C, se afiadio 1 mL de acido
etilendiaminotetraacético (0,1 mol/L) para detener la reaccién de oxidacion y se
tomaron 2,5 mL para la determinacion de lipoperoxidos. Seguidamente se afiadieron
5 mL de solucion reactiva (0,937 5 g de &cido tiobarbitdrico (TBA), 37,5 g de TCA en
250 mL deHCI (25 mol/L))y se incubd por 15 min a 80 °C. Se centrifugd por 10 min a
3 000 rpm y se midio la absorbancia del sobrenadante a 532 nm. Como control negativo
se uso una mezcla con todos los componentes a excepcion del extracto vegetal. EI por

ciento de inhibicion de la peroxidacion lipidica se calcul6 por la formula (2).

. ... .. DO control-DO muestra
% de Inhibicién= DO contol * 100 2)

Capacidad antioxidante total

Para la determinacion de la capacidad antioxidante total (CAT) se usd el método
descrito por Prieto et al. [18]. Se mezclaron 0,5 mL del extracto vegetal o del blanco
(disolvente), 5 mL de disolucion reactiva (0,6 mol/L de &cido sulfdrico, 28 mmol/L de
fosfato sédico y 4 mmol/L de heptamolibdato de amonio) y se incubaron por
90 minutos a 95 °C. Se centrifugd por 3 min a 60 000 rpm y se determind la absorbancia
del sobrenadante a 695 nm contra el blanco. Los resultados se expresaron en

equivalentes de acido ascarbico.
Andlisis de la composicion fitoquimica

Para la determinacion de la composicion fitoquimica de los grupos de metabolitos
secundarios presentes en los extractos etandlicos fue aplicado un conjunto de métodos

especificos, rapidos y sencillos estandarizados para el tamizaje fitoquimico [19].
Analisis estadistico

A todos los datos obtenidos se le comprob6 la normalidad por la prueba de
Kolmogorov-Smirnov y la homogenidad 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 1 %
(p < 0,01); empleando el paquete estadistico GraphPadPrism version 6.01 para
Windows (2012). Para efectuar el analisis estadistico de los porcentajes de

estabilizacion de la membrana eritrocitaria e inhibicion de la peroxidacion lipidica se
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utilizé la transformacién X =arcsen./p (donde p = porcentaje de los indicadores

evaluados).

Resultados y discusion
Actividad antinflamatoria in vitro

Los resultados de la actividad antinflamatoria in vitro de los extractos etandlicos de las
diferentes partes de la J. aethiopica muestran que los extractos de hojas y raices
produjeron una estabilizacion de la membrana eritrocitaria de un 62 y 653 %
respectivamente, sin diferencias estadisticamente significativas entre ellos, ambos
también significativamente superiores a la actividad del diclofenaco sodico (figura 1).
Los extractos de corteza, por su parte, no mostraron una actividad antinflamatoria

significativa (12 % de estabilizacion).

La estabilizacion de membranas ha sido propuesta como mecanismo clave en la
actividad antinflamatoria de diversas plantas medicinales [20]. La membrana
eritrocitaria resulta analoga a la membrana lisosomal, y su estabilizacion por los
extractos vegetales se considera como un buen indicador de la actividad antinflamatoria
de estos [15]. Al estabilizar las membranas lisosomales se limita la liberacion de
mediadores de la inflamaciéon por los macréfagos y neutréfilos, controlando asi la
intensidad del proceso inflamatorio [20]. Los detalles del mecanismo por el cual los
extractos vegetales inducen la resistencia a la lisis osmotica eritrocitaria no han sido
totalmente esclarecidos. Una posible explicacion pudiera ser el aumento de la retencién

de los solutos intracelulares o a la interaccion con proteinas de membrana [21].

% de estabilizacion

Hojas Corteza Raiz DS

Fig. 1. Actividad antiinflamatoria in vitro de los extractos etandlicos de Jatropha aethiopica.
Leyenda: DS: Diclofenaco sédico. Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa
(p <0,01) en comparacion con el control positivo
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Los extractos alcoholicos de las hojas, tallos y raices de otras especies del género
Jatropha han mostrado actividad antinflamatoria in vivo por diferentes métodos
[22, 23], lo que concuerda con los resultados del presente estudio y podria contribuir a
aclarar el mecanismo de accion de los compuestos antiinflamatorios presentes en este
género. Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran el potencial

antiinflamatorio de los extractos etanélicos de hojas y raices J. aethiopica.
Actividad antioxidante in vitro

Los resultados de la actividad antioxidante sefialan que todos los extractos evaluados
mostraron actividad antioxidante (tabla 1). Con respecto a la actividad determinada por
el método FRP, esta se incrementa con el aumento de la concentracion para los tres
organos explorados. Los mejores valores del poder reductor se encontraron para los
extractos de raiz y de hojas a una concentracion de 50 mg/mL (55,58 + 3,89 y 47,38 +
3,32 equivalentes de Fe (I1), respectivamente). Los extractos de la corteza fueron los de

menor actividad para las tres concentraciones ensayadas.

TABLA 1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS DE Jatropha aethiopica

Muestra | Concentracion | FRP % de IPL CAT

(mg/mL) (urznol/mL de (mg/mL de AA)
Fe ")

Hojas 5 36,30 + 2,547 65,79 + 4,30 | 0,36 + 2,2E-02*
10 37,86 + 2,654 61,59 + 4,02* | 0,50 + 3,3E-02°
50 47,38 + 3,328 64,79 + 4,23 | 1,53 +0,1°¢

Corteza |5 25,84 + 1,814 17,10 + 1,117 | 0,23 + 1,5E-024
10 35,05 + 2,458 4451 + 2908 | 0,35 + 2,3E-02°
50 42,97 +3,01¢ 36,54 +2,38° | 1,03+ 0,18

Raiz 5 33,92 + 2,374 30,62 + 2,00* | 0,23 + 1,5E-02A
10 39,43 + 2,768 41,75 + 2,748 | 0,35 + 2,3E-02°
50 55,58 + 3,89¢ 60,99 + 3,99 | 0,88 + 0,18

AA 10 - 77,01+6,16 |-

Leyenda: Los valores se expresan como la media + DS. Letras distintas para un mismo érgano
indican deferencias estadisticamente significativas (p < 0,01). AA: Acido ascérbico.

En los ensayos de inhibicion de la peroxidacion lipidica, el aumento de la concentracion
de los extractos influyo significativa y positivamente para la actividad del extracto de
raiz, pero no en el de las hojas. No obstante, los mayores valores de inhibicion de la
peroxidacién lipidica corresponden al extracto de las hojas (65,79 + 4,30 % de IPL) y al
extracto de raiz a 50 mg/mL (60,99 + 3,99 % de IPL), pero ambos resultan menores que
los valores del acido ascorbico a 10 mg/mL (tabla 1). Para el extracto de la corteza,
cuando aumenta la concentracion de 5 a 10 mg/mL se incrementa la actividad detectada

por este método. Sin embargo, a 50 mg/mL se observéd un descenso de la inhibicion de
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la peroxidacion lipidica. Esto podria deberse a que los metabolitos presentes en dicho
Organo tengan actividad antioxidante solo a bajas concentraciones, revirtiéndose este
efecto cuando aumenta la concentracion. ElI fendmeno de reversion de la actividad
antioxidante de varios compuestos ha sido atribuido a la generacion adicional
de especies radicdlicas por los antioxidantes, cuando estos estan en altas

concentraciones [24].

Los resultados de la evaluacion de la capacidad antioxidante total, al igual que para el
FRP, mostraron un aumento de la actividad con el incremento de la concentracion, para
todos los extractos (tabla 1). EI mayor valor de equivalentes de &cido ascorbico se

obtuvo para el extracto de las hojas a 50 mg/mL (1,53 = 0,1 mg/mL de &cido ascorbico).

Los extractos de las hojas y la raiz resultaron, de manera general, los de mayor
actividad, al mostrar los valores méas altos de CAT y FRP respectivamente. Estos
resultados sefialan que los compuestos presentes en estos 6rganos de la J. aethiopica
ejercen un efecto antioxidante mediante la donacién de electrones a las especies
oxidadas [25]. Ambos extractos presentaron ademas un alto por ciento de IPL, lo que
sugiere la estabilizacion de las especies radicélicas producidas como intermediarios de
las reacciones de descomposicion oxidativa de los lipidos [26].

Otras especies del género han mostrado una gran capacidad antioxidante, la cual ha sido
relacionada con el contenido de flavonoides y terpenos [22, 27]. Henriques Marcondes
et al. [28] mostraron que el extracto de las hojas de esta planta en n-butanol posee una
alta capacidad para atrapar radicales, efectoatribuido a la alta concentracién de

flavonoides.
Composicion fitoquimica

Con el objetivo de identificar los metabolitos responsables de la actividad antioxidante
de los extractos de la J. aethiopica, se evalud la composicion fitoquimica de los

extractos etanolicos de las diferentes partes de la planta (tabla 2).
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TABLA 2. COMPOSICION FITOQUIMICA DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS DE Jatropha aethiopica

Metabolitos Raiz | Corteza | Hojas
Cumarinas + ++ ++
Glicésidos cardioténicos | + - +
Saponinas ++ - +
Triterpenos + + -
Esteroides - - +
Carbohidratos reductores | ++ + ++
Alcaloides + - ++
Aminoacidos libres + ++ ++
Flavonoides + + +
Antocianidinas + + -
Quinonas - + +
Catequinas + + +
Fenoles + + +
Taninos - - +

Leyenda: (+) Presente; (++) Abundante; (-) Ausente

En todos los extractos se detectd presencia de cumarinas, terpenos y esteroides;
metabolitos que han sido relacionados con la actividad antiinflamatoria de diversas
plantas [22, 23, 29]. Es de destacar, ademas, la presencia en todos los extractos de
polifenoles (quinonas, antocianidinas, flavonoides y taninos) que en varios estudios han

mostrado estar relacionados con la capacidad antioxidante [17, 25, 28].

Estos resultados son coincidentes con los de Ocafia [30], quien encontrd alcaloides,
taninos, triterpenos y esteroides, antocianidinas, entre otros, en el extracto etandlico de
las hojas de J. aethiopica; pero difieren en cuanto a la abundancia de polifenoles.
Gimotea Turro et al. [31] hallaron alcaloides, quercetina y varios glicésidos en el
extracto de las hojas, resultados estos que son similares a los de la presente
investigacion. La diferencia en el perfil de metabolitos secundarios de estos extractos
pudiera deberse a factores geoclimaticos que influyen cualitativa y cuantitativamente en

la composicidn fitoquimica, fendmeno reportado para varias especies de plantas [32].

La composicion fitoquimica de los extractos de la corteza y las raices constituye el
primer reporte para la especie en Cuba. Estudios de la corteza y tallos de otras especies
del género Jatropha han encontrado la presencia de terpenos y las cumarinas [33],
metabolitos presentes en J. aethiopica. Por su parte, anélisis de la composicion de las
raices de varios miembros del género han evidenciado la presencia de compuestos con
notable actividad antiinflamatoria y antioxidante como los terpenos, flavonoides y
esteroles [22, 26, 34].
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La actividad antioxidante de los distintos organos de la planta podria deberse a la
presencia en las hojas de flavonoides, quinonas, taninos y cumarinas; en la corteza a las
cumarinas, los flavonoides y las antocianidinas; y en la raiz a los flavonoides,
las antocianidinas, los terpenos y las cumarinas. La alta actividad antinflamatoria
encontrada en los extractos de hojas y raices pudiera relacionarse con su contenido de

saponinas, terpenos o esteroides y glucdsidos cardiotdnicos.

Conclusiones

Los extractos de las hojas y raices J. aethiopica presentan actividad antinflamatoria
in vitro superior a la del diclofenaco sodico. Los extractos etanolicos de las hojas,
corteza y raiz muestran actividad antioxidante por los tres métodos evaluados, la cual
resulta comparable a la del acido ascorbico. Los resultados del tamizaje fitoquimico
sugieren que la actividad biol6gica mostrada por los extractos de esta planta podria
estar relacionada con el contenido de polifenoles, saponinas, glucosidos

cardiotdnicos, terpenos y esteroides.
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