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Objetivos del Boletin

Estimular a los grupos de trabajo existentes
en Latinoamérica, sean investigadores,
productores, funcionarios o simplemente
interesados en las plantas medicinales y
aromaticas, poniendo a su disposicién
este Boletin para la difusiébn y la
divulgaciéon de sus investigaciones y de
las actividades que en general desarrollen
en torno a plantas.

Ser una herramienta de difusion para la
Sociedad Latinoamericana de Fitoquimica
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agrupaciones que se sientan
representadas por este Boletin.

Constituir un nexo entre los profesionales
de habla hispana, francesa, portuguesa e
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Instrucciones para los autores

El BOLETIN LATINOAMERICANO Y DEL CARIBE DE PLANTAS
MEDICINALES Y AROMATICAS (BLACPMA), es una publicacién
cientifica electronica bimensual dirigida a diversos profesionales y
técnicos vinculados al campo de las plantas medicinales vy
aromadticas. Se aceptaran trabajos relacionados con las areas que
cubre el Boletin y que son: agronomia, antropologia y etnobotanica,
aplicaciones industriales, botanica, calidad y normalizacién, ecologia
y biodiversidad, economia y mercado, farmacologia, fitoquimica,
legislacion, informaciones y difusion de eventos, cursos, premios,
reglamentaciones, noticias, cuestiones de mercado, ponencias,
bibliografia, o cualquier otro tipo de material que se crea importante
comunicar.

Se podran presentar trabajos referativos y de investigacion cientifica, y
comunicaciones cortas, escritos en idioma espafiol, inglés,
portugués o francés. La extension maxima sera de 5 cuartillas para
los trabajos referativos y de investigaciones cientificas y de 3
cuartillas para las comunicaciones cortas. Los anuncios, noticias y
otros no deberan exceder la cuartilla. En todos los casos estan
incluidas las tablas.

Los trabajos serdn presentados en lenguaje de Microsoft Word
(versién 3.1 o superior, con letra arial nimero 12) y enviados por
correo electrénico a la siguiente direccion: pulpito@entelchile.net o
en su lugar por correo aéreo en disquette de 3.5 pulgadas a: Lic.
José Luis Martinez, Editor, Casilla de Correos 70036, Santiago 7,
Chile.

Los trabajos se acompafiaran de una relacion de los correos
electrénicos y/o direcciones postales de todos los autores. El autor
principal se responsabilizara de la conformidad de cada uno de ellos
con su publicacién en BLACPMA, asi como de cualquier problema
surgido por la autoria y/o originalidad del trabajo.

Una vez recibidos, los trabajos se enviaran a dos evaluadores que
decidiran su aprobacién o rechazo.

Los trabajos se dividiran en Introduccién, Materiales y Métodos,
Resultados, Discusion y Conclusiones y Bibliografia. En cualquiera de
las modalidades en la cual se presenten los trabajos, en la primera
pagina debera aparecer: Titulo del trabajo (en espafiol e inglés),
autores, institucion a la cual pertenecen los autores, direccion del
autor principal y correo electronico. Debera aparecer ademas un
resumen en espafiol e inglés de no mas de 100 palabras, un titulo
corto y un maximo de 6 palabras clave. Los niimeros de las tablas y
las figuras deben ser arabigos.

Las referencias bibliograficas se numeraran segln el orden de mencion
en el texto y deberan identificarse con nimero arabigos. Se incluiran
citas de documentos relevantes y publicados; los documentos no
publicados o citas personales se incluirdn dentro del texto entre
paréntesis. A continuacion algunos ejemplos de los principales
casos:

Revistas:

Kostennikova ZA. (1983). UV spectrophotometric quantitative
determination of flavonoids in Calendula tincture. Farmatsiya 33 (6):
83-88

Soto H, Rovirosa J, San Martin A, Argandofia V. (1994). Metabolitos
secundarios de Dictyota crenulata. Bol. Soc. Chil. Quim. 39 (3):
173-178.

Libros

Durand E, Miranda M, Cuellar A. (1986). Manual de practicas de
laboratorio de Farmacognosia. Ed. Pueblo y Educacion, La Habana,
Cuba. 130 pp.

Capitulos de Libros:

Lopes de Almeida JM. (2000). Formulacion farmacéutica de
productos fitoterapéuticos, pp 113-124. En Sharapin, N:
Fundamentos de tecnologia de productos fitoterapéuticos. Ed. CAB y
CYTED, Bogotd, Colombia.

Gracias de antemano por sus colaboraciones
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The medicinal properties of plants are known since
time immemorial from all over the world in general and
tropical countries or countries rich in bio-diversity in
particular. In countries like Brazil, China and India, the
herbal healers are accomplished doctors and great
botanists. Ayurvedic (ancient Science of life) and
Unani system are well known for the use of herbal
medicines. Moreover, in homeopathic system also
medicinal herbs are used. With the recent advances in
bio-chemical and biotechnological processes, plants
have been considered as sources of new
therapeutically-active  molecules. Some current
examples of plant which produce drug include
Ochrosia, Rauwolfia serpentina, Digitalis,
Podophyllum peltatum, Taxus and Artemisia annua.

The diversity of medicinal flora and plant-based drugs
are still to be explored. We still depend on many
chemical compounds of plant-origin, such as, atropine
(Atropa  belladonna), colchicines (Colchicum
autumnale), codeine (Papaver somniferum), Digoxin
(Digitalis lanata), Pilocarpine (Pilocarpus sp.), quinine
(Cinchona ledgeriana), vincristine and vinblastine
(Catharanthus roseus), Artemisin (Artemisia annua)
and taxol, etc. The discovery of anticancerous
compounds camptothecin, found in the Chinese tree
Camptotheca acuminata and Taxol, found in the
Pacific yew tree Taxus brevifolia has revolutionized
the pharmaceutical world.

In the recent years, there has been increasing
awareness towards use of medicinal plants as
allopathic drugs are costly and exhibit various side-
effects. Unfortunately, a large number of medicinal
plants are at the verge of extinction. It is estimated
that nearly 60,000 higher plant species or one in four
of the world’s total, will be extinct or near extinct by
the middle of this century. According to an estimate of
threatened plants committee of “International Union
for Conservation of Nature and Natural Resources"
(IUCN) about 10 per cent (20,000 - 30,000) of the
word'’s flowering plants are reported to be dangerously
rare or under threat. If the present trend continues, it
is feared that by the year 2020, one third of the
species will be lost. The Amazon forest, in northern
Brazil, is also threatened by deforestation. Due to
industrialization, deforestation, over-grazing, the ever-
increasing pressure for agricultural land and non-
judicious utilization, the medicinal plants are
threatened, vulnerable, endangered or at the verge of
extinction. At present 95% plants are collected from
the wild. The current methods of harvesting the
medicinal plants are not sustainable as a result
several plants are at high risk.

The need for conservation of medicinal plants was
realized as early as 1978 at the WHO conference at Aima
Ata, where it was declared that to achieve health for all by
2000, there was an urgent need for strengthening
traditional medical systems and their medicinal plants
resource base in the context of Primary Health Care. The
urgency of the WHO declarations for tropical countries
having rich medicinal flora became all the more apparent
when it was realized that medicinal plants are still being
used by the rural and tribal communities in countries like
Brazil, China and India. WHO, IUCN, WWF also held an
International Consultative Meeting at Chiang Mai in
Thailand on March 21 to 27, 1988. The result was the
Chiang Mai declaration “Saving lives by saving plants”
which affirms the importance of medicinal plants and call
on the United Nations, its agencies and member states,
as well as other international organizations, to take action
for the conservation of medicinal plants. In agenda-21 of
the United Nations Conference on Environment and
Development, and the 1993 international Convention on
Biodiversity, it was suggested that a multi-pronged
approach should be used by considering the strategies for
conservation. The need of the hour is to generate
awareness among the local rural and tribal people and
involve them for conservation and judicious utilization of
medicinal plants. Strategies for conservation and
multiplication of medicinal plants should be developed to
save the plants by in situ and ex situ multiplication. Now, it
is the proper time to apply modern biotechnological
methods for conservation of rare and endangered
medicinal plants. The micropropagation is one of the ways
for rapid multiplication and conservation of medicinal
plants, like Rauwolfia serpentina, Gloriosa superba,
Podophyllum, etc. There is a compelling need to establish
“The germplasm collection centers” of rare and
endangered medicinal plants. The modern techniques,
such as “Cryopreservation” will also be useful.
Furthermore, gene banks also play important role in
conservation of plant genetic resources. Molecular
markers and gene sequencing are important tools for
gene bank management, particularly because they can be
used to estimate genetic relationships within a germplasm
collection. Establishing DNA banks are the better
alternatives for conservation. The countries rich in
biodiversity should come forward for setting up of DNA
banks. Finally, we hope that this issue of BLACPMA will
be immensely useful to the researchers and may generate
new ideas for further research.

Dr. Mahendra Rai

Amravati University
India
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Comentario

2\ La columna de Michael Heinrich

A partir de este numero el Prof. Michael Heinrich, Director del Centro de Farmacognosia y Fitoterapia de la
Universidad de Londres, nos hara llegar sus opiniones y comentarios. Muchos conoceran al Prof. Heinrich por su amor
y dedicacion al estudio de los pueblos indigenas mexicanos y en general de la cultura latinoamericana.

Agradecemos al Prof Heinrich su generosa disponibilidad.

El Comité Editorial

Las multiples tareas de la fitoquimica

Hace algunos meses los doctores José Maria
Prieto y Jose Luis Martinez me invitaron a contribuir
regularmente con una columna a este boletin
electronico y ante todo quiero agradecerles la
confianza é interés. Me da mucho gusto compartir
algunas ideas con Ustedes.

Estoy escribiendo estas lineas en Vancouver,
Canada después del Il Congreso Anual de
Investigacion sobre Productos Naturales para la
Salud. British Columbia en el sureste de Canada es
bien conocida por su biodiversidad y sus tradiciones
indigenas muy diversas y hoy la ciudad de
Vancouver, que obviamente se construyé sobre
terreno tradicional indigena es una de las ciudades
mas modernas y més dinamicas del mundo. Grupos
indigenas de la llamada Northwest Coast (Costa del
Noroeste del subcontinente). Central para el
congreso fue la integracion de investigaciones
basicas y clinica-aplicadas. Investigadores de
universidades y de compafiias privadas,
representantes de grupos indigenas y miembros de
dependencias del gobierno federal participaron en la
reuniébn que asi atrajo una diversidad de gente
interesadas en plantas medicinales.

Hace algunos anos el enfoque de los estudios en
el campo de la fitoquimica fué sobre investigaciones
fitoquimicas de plantas de vez en cuando ampliados
por estudios farmacoldgicos. Hoy estudios clinicos,
investigaciones bioquimicas para establecer el
mecanismo de accion pero también la discusion
entre los diversos socios intelectuales e interesados
son temas centrales de la discusién. Asi lo mas
bonito de la reunion fue el intercambio
multidisciplinario y abierto que traspas6 el marco de
las ciencias ‘exactas’ y no un evento estrictamente
académico. Asi llegamos a la pregunta: ;Que
enfoques tendran las investigaciones en este campo
en el futuro? La investigacion de extractos
complejos como entidad medica hoy en dia es una
actividad que esta reconocida por mas y mas
investigadores (pero todavia no por las fundaciones
de apoyo a la investigacién). Como consecuencia
las fitomedicinas entran como un tema central al
campo de investigaciones de plantas medicinales. Al
mismo tiempo investigaciones multidisciplinarias son
un elemento central del estudio de plantas
medicinales. Lo especial del congreso fueron
estudios que integran aspectos socioculturales con
la investigacion biocientifica de estos recursos. Pero
lo que dio un caracter unico al congreso fue la

representacion de grupos indigenas de Canada, que
presentaron su visién de sus necesidades de una
perspectiva espiritual. Obviamente eso no es una
idea nueva, y en el campo de la etnobiologia habia
varios congresos con una muy fuerte representacion
de socios intelectuales y espirituales como médicos
tradicionales, pero es una idea que no fue aceptado
tanto por muchos investigadores de las ‘ciencias
exactas’.

g,CuéI es el objetivo de un congreso sobre
investigacion de ‘productos naturales para la salud’?
La investigacion biocientifica se ha enfocado a
cuestiones de algunas disciplinas especificas como
la fitoquimica, farmacologia, etnobotanica, botanica
aplicada o farmacognosia. Obviamente en las
Ultimas décadas colaboraciones mas que nada entre
farmacélogos y fitoquimicos resultaron en proyectos
“bidisciplinarios”. Lo especial de esta reunion es una
vision sobre los extractos como medicamentos y la
intencion de incluir todos los socios intelectuales y
espirituales en esta discusion. Asi contribuciones
por ejemplo del director del Centro Nacional de
Medicina Complementaria y Alternativa de los
Institutos Nacionales de Salud (NIH — INS), EEUU
dio un panorama de los proyectos financiados por
esta institucién. Nancy Turner, etnobotanica famosa
de la Universidad de Victoria discutié ejemplos del
papel espiritual y general de plantas medicinales de
los indigenas de esta zona costera. Otros ejemplos
fueren presentaciones del Prof. Norman Farnsworth
de la Universidad de lllinois (Chicago) y el autor de
estas lineas sobre proyectos fitoquimico-
farmacolégicos. Un dia completo se dedicé a
estudios clinicos de fitomedicinas y requisitos
generales y especificos para este tipo de
investigacion. El Jefe Fred Sampson de la tribu de
los Siska nos dio su versién autéctona de la
medicina Siska.

Tomo el ejemplo de este congreso para
demostrar la importancia hoy en dia de un enfoque
multidisciplinario. La investigacion de plantas
medicinales ya no es solamente el papel de
fitoquimicos, sino de una diversidad de expertos y
socios intelectuales y espirituales. Asimismo el papel
central del fitoquimico en estas investigaciones le da
nuevas tareas como por ejemplo la validacion de
extractos utilizados en estudios clinicos por medio
del HPLC o con otros métodos adecuados. Lo
extrafio del caso es que en paises como los EEUU
plantas medicinales son una medicina alternativa,
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mientras que en muchas regiones de América del
Sur, Centro América y México la medicina mas
importante, mas cotidiana y mas utilizada es la
medicina tradicional y la biomedicina es la
alternativa para unos pocos.

(;Que caminos tomamos de aca? Mientras que
investigaciones fitoquimicas y farmacolégicas de
plantas medicinales siguen siendo importantes,
necesitaremos mas y mas estudios clinicos
(especificamente estudios controlados) de extractos
complejos. Nos falta apoyo para desarrollar la
medicina autéctona indigena de América en una
forma multidisciplinaria. Los desarrollos en Canada
nos dan un ejemplo como hacerlo, pero todos en
Canada también estan muy conscientes que
congresos como este indican el inicio un proceso
muy largo.

Pero quiero terminar con unas lineas sobre la
vision indigena del mundo que nos indica en
palabras muy bonitas la dependencia del hombre de
la naturaleza. Una figura central y muy famosa de la
mitologia del Noroeste es el ‘Raven’ (cuervo). Este
fue el animal que dié luz al mundo y para eso él
tenia que robarla a un viejo que tenia la luz
encarcelada en un baul. Pero el cuervo también es
el ser que ayudd a los primeros seres humanos
escondidos en una concha gigante. Circulando el
cielo después de haber dado luz al mundo y estando
solo Raven escucho unos gritos muy débiles,
investigd la situacion y encontré a los primeros
humanos en esta concha gigante que él pudo sacar
con su lengua muy delgada. Asi los humanos
empezaron a difundirse sobre la tierra.

Prof. Michael Heinrich
Centre for Pharmacognosy and Phytotherapy
The School of Pharmacy, University of London,
29-39 Brunswick Sq. London WC1N 1AX, UK
Tel.: 0044-(0)20-7753-5844,
Fax.: 0044-(0)20-7753-5909,
Email: phyto@ulsop.ac.uk

V REUNION DE LA SOCIEDAD LATINOAMERICANA DE FITOQUIMICA
"PROF. EMER. PATRICK MOYNA" Y
| CONGRESO DE FITOTERAPICOS DEL MERCOSUR
28 de Noviembre y el 2 de Diciembre de 2005.
Montevideo (Uruguay)
Informacion:
http://solafi5.fg.edu.uy.

9TH INTERNATIONAL CONGRESS "PHYTOPHARM 2005"

AND PSE YOUNG SCIENTISTS MEETING ON "PLANTS AND HEALTH"
The Ministry of Public Health and Social Politic of Russian Federation,
Interregional Center "Adaptogen”, (Rusia),

The Phytochemical Society of Europe y
Foundation for Assistance to Small Innovative Enterprises (Rusia)

22 al 25 Junio de 2005
St-Petersburg (Rusia)

Web-site:

http://www.adaptogen.ru/phyto2005.html

XIV Congreso Italo-Latinoamericano de Ethomedicina
25 al 29 de Septiembre de 2005
Ciudad de México (México)
web-site: http:/www.facmed.unam.mx/unamsilae/index.html
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Articulo Original

EVALUACION DE DOS METODOLOGIAS PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA DE PLANTAS MEDICINALES

(Evaluation of two methodologies to determine the antimicrobial activity of medicinal plants)

JHON J. ROJAS™, AURA M. GARCIA?, ALVIN J. LOPEZ®.

1 Profesor Asociado. Departamento de Farmacia. Facultad de Quimica Farmacéutica. Universidad de
Antioquia. Medellin-Colombia. Apartado Aéreo 1226 Fax. 2105457. E-mail:

jrojas@farmacia.udea.edu.co

2 Quimico Farmaceéutico. Jefe de Farmacia. Clinica Colsubsidio. Bogota-Colombia.
3 Estudiante de Quimica Farmacéutica del 9 semestre. Grupo de practicas Farmacoquimicas.
Recibido 9 de Mayo de 2004; Aceptado 26 de Junio de 2004

Resumen

Se evalud el método de pozos en agar modificado y el
método de Kirby-Bauer para determinar la actividad
antimicrobiana de los extractos aceténico, acuoso y
etandlico de Spilantes americana a  cuatro
concentraciones (0; 0,08; 5 y 20 mg/ml). Los
microorganismos de trabajo fueron Staphylococcus
aureus (ATCC 29737), Pseudomona aeruginosa (ATCC
25619), Escherichia coli (ATCC 10536), Streptococcus
hemolitico (ATCC 10389), y Saccharomyces cerevisiae
(ATCC 2601). Los resultados mostraron una fuerte
correlacion entre los dos métodos (Valor p <0,.01).
Ademas, el método de pozos fue mucho mas sensible
(o0 = 0,05) que el método Kirby-Bauer para determinar
actividad antimicrobiana.

Palabras clave: Actividad antimicrobiana, Spilantes
americana, Kirby-Bauer, Método de pozos modificado

INTRODUCCION

En la actualidad se cuenta con diversos
métodos para evaluar la actividad antimicrobiana
de sustancias sintéticas. Estos métodos se
aplican mucho en el ambito hospitalario como el
caso del método de difusion de discos (Kirby-
Bauer), (1,2) el método de pozos en agar (3) y
método de dilucién en tubos (turbidimétrico) (4)
para hallar no s6lo la potencia sino también la
resistencia de algunos microorganismos a
ciertos antibioticos.

Aunque en teoria cualquiera de los métodos
anteriores podria utilizarse para hallar la
actividad antimicrobiana de extractos vegetales
cada uno posee ciertos inconvenientes, razon
por la cual en el momento de realizar las
pruebas se deben hacer modificaciones para
que estas metodologias sean adecuadas,
reproducibles y fiables (5).

Abstract

The modified agar well method and the Kirby-Bauer
method were evaluated to determine the antimicrobial
activity of the acetonic, aqueous and ethanolic exctracts
of Spilantes Americana, using four concentrations (0.0;
0.08; 5. y 20 mg/ml). The working microorganisms were
Staphylococcus aureus (ATCC 29737), Pseudomona
aeruginosa (ATCC 25619), Escherichia coli (ATCC
10536), Streptococcus S hemolitico (ATCC 10389), y
Saccharomyces cerevisiae (ATCC 2601). The results
showed a strong correlation between the two methods
(p < 0.01). Also the agar well method was more sensitive
(oe = 0.05) to determine the antimicrobial activity.

Key Words: Antimicrobial activity, Spilantes americana,
Kirby-Bauer, agar well modified method.

En este trabajo hemos comparado los halos de
inhibicion producidos por el método de Kirby-
Bauer con respecto al método de pozos en agar
para determinar la actividad antimicrobiana de
los extractos acuosos, acetonico y etandlico de
Spilantes americana, controlando los siguientes
factores (6):

- Concentracion del microorganismo en la
superficie del agar (108 cel/ml o 0.5 unidades en
el patron de Mc. Farland).

- Profundidad del medio en la placa (0.6 mm).

- El pH del medio (7.2 +/- 0.2).

- Atmosfera de incubacién (condiciones
aerdbicas).

- Medio de crecimiento (agar Mueller-Hinton
para el método Kirby-Bauer y medios selectivos
para el método de pozuelos).

- Temperatura de incubacion de 35 +/-2°C para
bacterias y de 29 +/-2°C para Saccharomyces
cerevisiae.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Para realizar el estudio se
escogio6 la Spilanthes americana (Mutis), ya que
esta es muy utilizada en medicina popular en las
zonas frias de Colombia para tratar las aftas
bucales y algunos tipos de herpes. La planta se
recolectd en su habitat natural (Municipio de
Guarne, a 2150 msnm) y luego se identifico en
el herbario de la Universidad de Antioquia.

Preparacion de los extractos. Se recolectaron
800 gramos de las partes aéreas (hojas, tallos y
flores) de la planta Spilantes americana y se
sometieron a secado a 50° C por 24 horas.
Luego el material se pulverizé en un molino de
cuchillas y se prepararon los extractos acetdnico
y etandlico por maceracion de 50 g del material
por 72 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, el material macerado se
sometié a agitacion constante por media hora a
120 rpm. El extracto acuoso se obtuvo
sometiendo 50 g del material vegetal seco en
agua destilada a ebullicion y agitacién constante
por media hora. Finalmente las soluciones se
filtraron y se concentraron a sequedad en un
rotaevaporador y los residuos se redisolvieron
en su propio disolvente para obtener soluciones
stock de concentraciéon exactamente conocida.
Los disolventes utilizados (acetona y etanol)
fueron marca Merck del 99.5% de pureza (7).

Microorganismos utilizados. Los
microorganismos para la prueba fueron 2
bacterias gram positivas: Staphylococcus aureus
(ATCC 29737), Streptococcus [ hemolitico
(ATCC 10389), 2 gram negativas: Pseudomona
aeruginosa (ATCC 25619), Escherichia coli
(ATCC 10536) y una levadura: Saccharomyces
cerevisiae (ATCC 2601).

Farmacos de referencia. Se utilizaron
Gentamicina, Clindamicina y Nistatina como
controles positivos de actividad antimicrobiana.

Medios de cultivo. Las cepas liofilizadas se
replicaron en tubos de agar inclinado con agar
Nutritivo (bacterias) y agar Saboraud-Dextrosa
(levadura) y se incubaron por 24 horas a
35+ 2°C excepto la levadura que se incub6 a
29 + 2° C por 48 horas. Para las pruebas de

actividad antimicrobiana, las células se dejaron
incubando segun el método de pozos en agar
modificado en: a. Baird-Parker (Staphylococcus
aureus), a. Cetrimide (Pseudomona aeruginosa),
a. Mc conkey (Escherichia coli), a. Sangre
(Streptococcus S hemolitico), a. Saboraud-
dextrosa (Saccharomyces cerevisiae) y segun el
método Kirby-Bauer en agar Mueller-Hinton
excepto Saccharomyces cerevisiae  (a.
Saboraud-Dextrosa). Todos los medios se
prepararon y trataron segun las instrucciones del
fabricante (Becton Dickinson. MD. USA) (8).

Preparacion del inoculo. Se someti6 a
incubacion cada una de las cepas en tubos de
agar inclinado con solucién salina 0.9% y se
incub6 a 35 = 2°C por 24 horas. Luego, la
turbidez del medio se fij6 en 0.5 unidades (10°
cel/mL) segun el patron de Mc Farland y se
verific6 su absorbancia a 580 nm cercana al
25%. (9).

Método Kirby-Bauer. Se realiz6 el frotis sobre
cada una de la superficie de los agares Mueller-
Hinton (bacterias) y Saboreaud-Dextrosa
(levadura). Luego se vertieron 25 uL de cada
uno de los extractos, estandares y blancos en
cada uno de los discos de papel filtro (Whatman
No. 42) por triplicado y se colocaron sobre las
superficies de cada agar. Las placas se
incubaron invertidas a 35 + 2° C por 18 horas
(bacterias) y a 29 £ 2° C por 48 horas (levadura).
Posteriormente, se midieron los halos de
inhibicion incluyendo el diametro de los discos
(10, 11).

Método modificado de pozos de agar. Se hizo
el frotis del inéculo sobre cada una de las
superficies de los agares selectivos estipulados
para éste método. Posteriormente, se hicieron
los pozos sobre la superficie de los agares con
ayuda de un sacabocados estéril de 6 mm de
diametro, y en cada uno de ellos se vertieron 25
uL de cada uno de los extractos, estandares y
blancos por triplicado. Se dejo reposar por 30
minutos. Posteriormente, se incubaron y leyeron
las placas de igual forma que el método Kirby-
Bauer. (12, 13).
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Tabla 1. Halos de inhibicion medios producidos por los controles positivos en los dos métodos.

Control Media de halos de inhibicién Media de halos de inhibicion Conc.
Positivo (mm) M1 (mm) M2 (mg/mL) Cepa
1.25 pg 10 ug 80 ug 1.25 pg 10 ug 80 ug
0 20 29 0 25 32 1.25 S. aureus
Gentamicina 12 16 21 12 19 28 1.25 P. aeruginosa
6 8 25 6 11 29 1.25 E. coli
Clindamicina 7 12 25 9 18 32 0.3 S. B helmolitico
Nistatina 0 7 21 0 9 27 0.5 S. cerevisiae
M1: Método de Kirby-Bauer; M2: Método modificado de pozos en agar
RESULTADOS Ademas, el microorganismo mas sensible en el
En todos los casos. los disolventes no extracto etandlico fue el S. aureus (diametros de
s inhibicién de 7 a 25 mm), mostrando una mayor
mos_t_raron efecto  inhibitorio. L0.8, coptroles respuesta al utilizarse el método modificado de
positivos mostraron, a I_a cppc_gntramon mas alta, pozos en agar. Por el contrario, el extracto
(3’r2 m?/mLt) zalozirge I';h'b'f'ondde2271 ) §g mm acuoso mostré actividad nula en todos los
S:f: ZI m?ét?) d?) mogificzltjj?) ge Sozos en agar microorganisrpos, excepto en S. p h_emolitico en
(tabla 1) gl (_:u.all ,mostro actividad muy leve (diametros de
: . inhibicion de 6 - 10 mm).
Entre los tres extractos analizados, el extracto
aceténico mostré mayor actividad, seguido del Los diametros de inhibicién al aplicar el método
etandlico y por ultimo del acuoso, en los dos Kirby-Bauer fueron ligeramente menores a los
métodos (figura 1). del método modificado de pozos en agar para
La mayor sensibilidad se observé en los subgrupos S. aureus, S. f hemolitico, E. coli
microorganismos gram-positivos (S. £ hemolitico y S. cerevisiae (extractos acetonicos vy
y S. aureus) expuestos a la fraccidén acetédnica etandlicos) y S. B hemolitico (extracto acuoso).

(diametros de inhibicion de 7 - 28 mm).

Figura 1. Halos de inhibicién (mm) producidos por cada subgrupo (microorganismo-extracto) en cada método.
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Figura 2. Correlacion entre los halos de inhibicién (mm) producidos por los métodos.

E‘G‘j E_F S —————— T T *. T T 7_5
3 =T
=20 e e— " 3
= i + =
Bi1s B o ' / ' $E ~
-2 = /*"’ s | =
:gm A *o A ¢ 2 A E Acuoso
- 5 :_ Y * | * l _:
< F ® = :
% 0 -—r'!. *? 1 1 I I =
s ] 5 10 15 20 25 30
Halo de inhibicion M1 (rmm)

M1: Método Kirby-Bauer. M2: Método modificado de pozos en agar.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Se aplicé la prueba de Kurtosis y sesgamiento
estédndar a cada uno de los subgrupos (extracto-
microorganismo) y todos los valores de estas
pruebas estadisticas dieron dentro del rango —2
a +2, lo que indica que no existe ninguna
desviacion significativa de la normalidad entre
los didmetros de inhibicién de los dos métodos
(14).

Posteriormente, se realizaron pruebas F para
comparar las varianzas de los halos de
inhibicion entre los dos métodos. Como el
intervalo de confianza para la razén de
varianzas contiene el valor de 1, se deduce que
no existen diferencias  estadisticamente
significativas entre las desviaciones estandares
de los dos métodos para cada subgrupo con un
nivel de confianza del 95%. Finalmente, se
realizaron andlisis de correlacién lineal entre los
diametros de inhibicion de cada método para los
extractos acetonicos, etandlicos y acuosos a
cuatro concentraciones (0.00, 0.08, 5.00 y 20
mg/mL).

Como en los andlisis de varianza el valor p en la
tabla ANOVA fue menor de 0.01, y ademas los
coeficientes de correlacion (r) obtenidos fueron

superiores al valor limite (0.561), existe una
relacion estadisticamente significativa entre los
halos de inhibicion de los métodos Kirby-Bauer
(M1) y modificado de pozos en agar (M2) para
todos los extractos, con un nivel de confianza
del 99%. (tabla 2).

Al comparar las medias de dos métodos (M1:
Kirby-Bauer y M2: modificado de pozos en agar)
para cada subgrupo (extracto-microorganismo)
se observa que el valor p de la prueba es mayor
que t, por lo se rechaza Ho (media del halo de
inhibicién M1 = media del halo de inhibicién del
M2) (tabla 3). Como consecuencia, se concluye
que existe una diferencia significativa entre los
halos de inhibici6n de cada método, siendo la
media de los halos de inhibicion del método
modificado de pozos en agar superior a los del
método Kirby-Bauer, con una confianza del 95%
(15). Esto quiere decir que el método de pozos
en agar fue mas sensible que el método Kirby-
Bauer para determinar la actividad
antimicrobiana de la Spilantes americana. Por lo
tanto parece recomendable utilizar el método
modificado de pozos en agar para realizar
ensayos de actividad antimicrobiana en plantas
medicinales bajo las condiciones estandarizadas
en este estudio.

Tabla 2. Analisis de varianza de las regresiones para cada uno de los extractos.

Extracto Fuente de Suma de G.L. Media de Razon F Valor P
variacion cuadrados cuadrados

Modelo 1243.66 1 1243.66

Acetonico Residual 844.89 18 46.94 26.50 0.0001
Total (Corr.) 2088.55 19 =
Modelo 511.88 1 511.88

Etandlico Residual 820.92 18 45.61 11.22 0.0036
Total (Corr.) 1332.80 19 -
Modelo 79.67 1 79.67

Acuoso Residual 122.53 18 6.81 11.70 0.0030
Total (Corr.) 202.20 19 -
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Tabla 3. Pruebas estadisticas de comparacién de las medias de los halos de inhibicién entre los dos métodos.

Subgrupo M1 M2
(1 £DS) (p2 £ DS)

Amedias  Valor tabla Valor p
(p1 - p2) (t)

E. acetonico / S. aureus 85+10.8 123+175 -3.8+15.8 -0.5811 0.5823
E. acetonico / S. g hemolitico 7.0+79 158+209 -88+172 -1.2471 0.2588
E. aceténico / P. aeruginosa 9.5+13.6 13.8+16.4 -43+16.4 -0.6349 0.5489
E. acetonico / E. coli 1.5+48 138+17.6 -123+14.1 -2.1331 0.0769
E. acetonico / S. cerevisiae 1.5+48 38=%11.9 -2.3+9.9 -0.5571 0.5976
E. etandlico / S. aureus 1.5+48 13.0+183 -11.5+146 -1.9324 0.1015
E. etandlico P. aeruginosa 43+8.0 10.0+129 -58+11.7 -1.2017 0.2748
E. etandlico / E. coli 6.8+7.5 9.0+9.6 -23+94 -0.5863 0.5791
E. acuoso / S. 8 hemolitico 1.5+£48 6.5+7.5 -5.0+6.8 -1.7865 0.1243

K: Media de los halos de inhibicion del subgrupo (mm); M1: Método Kirby-Bauer; M2: Método modificado de pozos en

agar; DS: desviacion estandar.
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RESUMEN

Existen evidencias epidemioldgicas que sustentan el
papel patogénico de los radicales libres en procesos
biolégicos, los que pueden disminuir al aumentar la
ingesta de antioxidantes. Estudios preliminares
realizados en hojas de la planta chilena Ugni molinae
Turcz. (“Murtilla”), mostraron la presencia de
elevadas concentraciones de compuestos
polifendlicos con capacidad antioxidante in vitro. El
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de Ugni
molinae en el estatus antioxidante plasmatico de
voluntarios sanos después de la ingesta del infuso
(1 %) durante un periodo de tres dias. Para esto, se
utilizé el método de Capacidad de Absorcién de
Radicales Oxigeno (ORAC) en muestras de sangre
obtenidas al comienzo y al final del estudio. La
determinacion de los valores ORAC en los
voluntarios, permiti6 detectar cambios significativos
en relacién con sus niveles basales de antioxidantes
plasmaticos hidrofilicos. Este incremento en la
capacidad antioxidante expresada como ORAC
plasmatico (UM Trolox equiv/l) fue de un 27,3 % en
relacién con los niveles basales. El valor ORAC para
el infuso (1 %) correspondi6 a 533,11 uM
equivalentes Troon®/g de hojas secas. En este
estudio se demostrd la capacidad antioxidante del
infuso (1 %) de hojas de Ugni molinae y el
incremento en la capacidad antioxidante plasmatica
asociada a su ingesta regular.

Palabras clave: Ugni molinae, capacidad
antioxidante, plasma humano.

INTRODUCCION

Existen  evidencias epidemiolégicas  que
sustentan el papel patogénico de los radicales
libres en procesos bioldgicos (1). Los principales
antecedentes surgen de estudios que muestran
la correlacion entre la incidencia de
enfermedades inflamatorias y degenerativas y
las bajas concentraciones de antioxidantes en
sangre (2). La relacion entre la presencia de
algunas enfermedades, como las

ABSTRACT

Free radicals have been implicated in the
development of pathologic process. Increasing the
serum antioxidant status has been proposed as a
preventive means to reduce the development of
these diseases. Preliminary studies in the leaves of
Ugni molinae Turcz. (“Murtilla”) showed high levels
of polyphenols compounds with antioxidant
capacity in vitro. The purpose of this study was to
evaluate the effect of Ugni molinae on the serum
antioxidant status as measured in healthy human
subjects, after the intake of 1 % infusion during
three days. The Oxygen Radical Absorption
Capacity (ORAC) was applied to blood samples
obtained at the beginning and at the end of the
study. Determination of ORAC values in the
volunteers allow detects significant changes related
to its basal levels of hydrophilic plasmatic
antioxidants. This increasing of the plasmatic
antioxidant capacity expressed as plasmatic ORAC
(UM Trolox equiv/l) was around 27.3 % related to
basal levels. The ORAC value for the 1% infuses
was 533.11 uM equivalents Trolox®/g of dried
leaves. In this study the antioxidant capacity of 1%
infuse of Ugni molinae leaves and the increased
serum antioxidant capacity associated to its intake
was demonstrated.

Key Words: Ugni molinae, antioxidant
capacity, human plasma.

cardiovasculares y cancer entre otras, se puede
establecer con la elevacién de marcadores de
dano oxidativo y disminucién de los niveles
plasmaticos de antioxidantes, los que pueden
ser modificados al aumentar la ingesta de
antioxidantes (3,4). En el organismo existe una
variedad de defensas antioxidantes las que
incluyen antioxidantes endoégenos y exogenos
provenientes de la dieta como las vitaminas E y
C, carotenoides y polifenoles (5). Cuando éstas
son sobrepasadas, se produce dafio oxidativo
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en lipidos, proteinas, carbohidratos y &cidos
nucleicos (6). Al respecto, el plasma puede
estabilizar especies reactivas del oxigeno de
vida media mayor, como el anién superéxido o el
perdxido de hidrégeno, previniendo reacciones
con iones metdlicos cataliticos que pueden
generar especies aun mas nocivas (7). Debido a
esto, el estatus antioxidante del plasma es el
resultado concomitante de muchos compuestos
e interacciones metabodlicas sistémicas. La
medicion de esta capacidad antioxidante
combinada, puede ser mas relevante que la
determinacion individual de los antioxidantes
presentes en la sangre. A lo anterior, se suma el
hecho que la capacidad antioxidante celular esta
principalmente  determinada por sistemas
enzimaticos mientras que, la plasmatica esta
asociada a la concentracién de antioxidantes de
bajo peso molecular suplementados por la dieta.
Estos compuestos son rdpidamente consumidos
y necesitan ser recambiados para mantener el
balance frente a las especies oxidantes.

Los compuestos de naturaleza polifendlica, han
demostrado ser eficaces antioxidantes y su
estudio tiene singular importancia en sistemas
biologicos sometidos a estrés oxidativo,
especialmente en membranas bioldgicas, por su
capacidad de inhibir la peroxidacion lipidica (8).

Ugni molinae Turcz. es una planta nativa
perteneciente a la familia de las Mirtaceas
conocida tradicionalmente como “Murtilla”,
“Murta” o “Udi”. Es un arbusto de gran follaje que
se distribuye ampliamente entre las provincias
de Concepcion, Valdivia y Chiloé, donde se
utilizan los frutos en la preparacion de
mermeladas y licores. El empleo medicinal de la
planta es de origen indigena y esta basado en
las propiedades aromaticas y astringentes de las
hojas. Los pueblos Mapuches, Puelches vy
Pehuenches utilizan infusiones de las hojas en
el tratamiento de diarreas y disenterias. Los
frutos, conocidos por los Mapuches como “Uvas
del Bosque”, son comestibles y se les atribuye
propiedades beneficiosas, mejorando la visidon
nocturna (9). La informacién recopilada de la
tradicién coincide con los resultados obtenidos
de los estudios fitoquimicos preliminares, puesto
gue compuestos polifendlicos como los taninos y
flavonoides poseen actividad astringente y
potencialmente antioxidante. Estos estudios,
realizados en los infusos de la planta,
especificamente mostraron la presencia de
compuestos  polifendlicos como  taninos
hidrolizables, acidos fendlicos, flavan-3-oles y
flavonoides, con una equivalencia de 400 nM de
acido galico (EAG). Tanto el infuso como
extractos preparados con mezclas
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hidroalcohdlicas mostraron actividad
antioxidante en sistemas in vitro. Estos ensayos
consideraron técnicas como la estabilizacién del
radical libre estable, 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH) para el cual la concentracion efectiva 50
(ECso) del extracto metandlico liofilizado de U.
molinae fue de 21 uM EAG. En un modelo de
proteccién frente a la autooxidacion de
moléculas poliinsaturadas (sistema de liposomas
B-caroteno/acido linoleico), se observé un 95,4%
de inhibicion. Al estudiar la proteccidén sobre la
modificacion oxidativa de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) por iones Cu** durante 24 horas,
se observd un 52% de disminucién en la
formacién de dienos conjugados
(lipoperoxidacién) y 65% en la emisién de
fluorescencia (oxidacién de proteinas)(10).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el
efecto antioxidante del infuso (1%) de las hojas
de U. molinae, como primer paso en la
validacion de los usos populares de la especie.
Para ello se investigd su efecto en el estatus
antioxidante plasmatico de voluntarios sanos
sometidos a la ingesta de éste, de acuerdo a
recomendaciones de su uso tradicional. Para la
evaluacion in vivo, se utiliz6 el método de
Capacidad de Absorcién de Radicales Oxigeno
(ORAC) que determina en forma directa la
capacidad antioxidante hidrofilica frente a una
fuente radicalaria (11). ORAC es una
metodologia basada en los estudios de Glazer
(12), quien utiliz6 la proteina fluorescente R-
ficoeritrina como sustrato oxidable y 2,2’-
azobis(2-amidinopropano) (AAPH) como
generador de radicales peroxilo o el sistema
Cu?* - H,0, como generador de radical hidroxilo.
Este es el Unico método que registra la accion
de la especie radicalaria hasta el final y usa el
area bajo la curva (ABC) de decaimiento de
fluorescencia para realizar la cuantificacion de la
capacidad antioxidante. De esta manera, la
técnica considera tanto el porcentaje de
inhibicién como la extension del tiempo de ésta
en un solo valor. Otros modelos recientes que
cumplen con estas caracteristicas son el de la
Capacidad total de atrapamiento de oxi-radicales
(TOSC), y la cinética de oxidacién de crocina
(13, 14).

ORAC ha sido empleado en el analisis de
sustancias puras, mezclas de antioxidantes
naturales, ademas de tejidos y fluidos biologicos
(15-17). En experiencias hechas con voluntarios
se observé un aumento significativo de los
valores de ORAC plasmaticos posterior a la
ingesta de frutas y verduras (18). A diferencia de
otros modelos en los cuales se usan agentes
oxidantes que no son pro-oxidantes, el ensayo
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ORAC puede realizarse con diferentes especies
reactivas del oxigeno. Comparaciones entre
ORAC y otros métodos para la determinacién de
capacidad antioxidante plasmatica como el
Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP) o el
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC),
han demostrado sus ventajas en términos de ser
un ensayo mas versatil (mide todo tipo de
antioxidantes) y con posibilidad de detectar el
efecto de antioxidantes a nivel fisiolégico. No
obstante las ventajes de ORAC, se debe
precisar que aun se esta lejos de tener un
modelo ideal para la investigacion de
antioxidantes in vivo y es conveniente cotejar
resultados con modelos complementarios.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Las hojas de Ugni molinae
Turcz. (Mirtaceae) fueron colectadas en Cerro
Alto, Concepcion, Chile (septiembre, 1998) e
identificadas por el Dr. Max Quezada,
Departamento de Botanica de la Universidad de
Concepcién. Una muestra fue depositada en el
Herbario bajo el numero de CONC 146511.

Obtencion del plasma. Se obtuvo sangre por
venopuncion de siete voluntarios
normolipémicos y no diabéticos antes y después
de la ingesta de infuso (1%) de hojas de U.
molinae. Se utiliz6 EDTA (2,7 mM) como
anticoagulante. El plasma fue separado por
centrifugacién a 800 x g a 4 °C durante 15 min
(19). La administracién del infuso se llevé a cabo
2 veces al dia durante 3 dias, basandose en la
forma de administracion utilizada en medicina
popular.

Capacidad de absorcion de radicales oxigeno
(ORAC). Se prepar6 una mezcla que contenia
1,7 ml de tampén fosfato 7 mM (pH 7,0), 100 wl
de R-ficoeritrina (Sigma), 3,4 mg/l, 100 ul de 320
mM  2,2’-azobis-(2-aminopropano) (AAPH)
(Aldrich), y 100 pl de plasma diluido. El tampén
fosfato fue utilizado como blanco y 1 uM Trolox
(Aldrich), analogo soluble de la vitamina E, como
estandar. La R-ficoeritrina, el tampén fosfato y
las muestras fueron incubados a 37 °C durante
15 min. La reaccién comenzé con la adicién de
AAPH. La fluorescencia fue medida y registrada
cada dos minutos a una longitud de onda de
emision de 570 nm y 540 nm de excitacién
utilizando un espectrofluorimetro Shimadzu RF-
5301 PC hasta que la fluorescencia alcanzo
menos del 5 % de la primera lectura (~70 min).
Los resultados se expresaron como capacidad
antioxidante plasmatica usando las diferencias
de las areas normalizadas bajo las curvas de
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decaimiento de la fluorescencia de R-ficoeritrina
entre el blanco y la muestra el bajo la curva de
fluorescencia. Se determin6 el valor ORAC del
infuso expresandolo como pM de Equivalentes
de Trolox (Trolox equiv) por gramo de hojas
secas de U. molinae (20).

Acido urico y proteinas totales en plasma. Se
realiz6 con reactivos (uricasa/peroxidasa y
Biuret, respectivamente) y segun el manual de
Procedimientos Biosystems.

RESULTADOS

En las muestras plasmaticas antes y después
de la ingesta de infuso (1 %) de hojas de
U. molinae se observa diferencia significativa
(t+test, P < 0,05) en la capacidad antioxidante. Al
comparar las &reas corregidas bajo la curva
(ABC) de decaimiento de fluorescencia, se
observa un aumento en 850 unidades de &rea
después de la ingesta del infuso. Realizando el
célculo del valor ORAC para el plasma de los
voluntarios, se observa un nivel basal de 2258 *
387 uM Trolox equiv/L, el cual aumenta a 3108 *
532 puM Trolox equiv/l después del tratamiento
continuo con los infusos al 1% (Figura 1).

Figura 1. Capacidad de absorcion de radicales del
oxigeno (ORAC) plasmatica antes y después de la
ingesta de infuso (1%) de hojas de Ugni molinae.
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* P<0.05 vs valores del blanco (tampén fosfato) y

valores de las muestras antes de la ingesta de infuso.
Los datos son promedio = SD (n=7).

Este incremento corresponde a 27,3 %. Los
niveles plasmaticos de acido Urico y proteinas
totales se mantienen antes y después de la
ingesta de infuso dentro de los niveles normales
descritos para hombres y mujeres (&cido Urico:
3,5-7,2 mg/dl, 2,6-6,0 mg/dl respectivamente) y
para estado ambulatorio y recostado (proteinas
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Tabla 1. Contenido de acido Urico y proteinas plasmaticas totales en plasma de voluntarios sometidos a ingesta de

infuso 1% de hojas de Ugni molinae.

Muestras Acido urico (mg/ dl) Proteinas totales (g/l)
Plasmaticas
Antes Después Antes Después
1 2,80+ 0,08 2,90+0,07 85,00+ 0,01 78,00+ 0,01
2 2,70+ 0,06 2,60+0,07 67,00 £0,07 70,00 = 0,00
3¢ 2,80+ 0,00 2,90+0,07 50,00 £ 0,01 68,00 = 0,00
4m 4,00+ 0,07 3,90+ 0,07 75,00 £0,02 76,00 £ 0,01
5¢ 4,60+ 0,07 3,50+0,07 74,00+ 0,00 80,00 £ 0,01
6m 5,40+ 0,00 5,50 0,00 83,00 £ 0,00 80,00 £ 0,01
7m 4,20+ 0,00 4,20+ 0,08 64,00 £ 0,01 80,00 £ 0,00

rsexo femenino, » sexo masculino. Los datos son promedio £ SD (n=3).

totales: 64 - 83 g/l, 60 - 78 g/l, respectivamente).
El analisis estadistico de los datos no mostré
diferencias estadisticamente significativas (t-test,
o = 0,05) (Tabla 1). Al someter el infuso (1 %) a
ORAC se observa actividad antioxidante
superior al estandar de Trolox 1 uM, alcanzando
a los 60 min de reaccion la minima
fluorescencia. El valor ORAC calculado para
infuso (1%) de hojas de U. molinae integrando el
ABC, corresponde a 533,11 uM de Trolox Equiv
/g de hojas secas (Figura 2).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los radicales libres, especies sumamente
reactivas, provocan reacciones en cadena,
pudiendo  causar  dafio =~ oxidativo  en
macromoléculas biolégicas. Estos se generan
durante la respiracién celular, dando origen a
radicales como el hidroxilo (OH") y superéxido
(©), entre otros (2). Las sustancias
antioxidantes son la principal defensa organica
frente a estas especies radicalarias. Son de tipo
enzimatico como la superoxido dismutasa,
catalasa, glutation peroxidasa, y de tipo no
enzimatico, vitamina E, C, B-caroteno,
bilirrubina, glutatién y de origen externo
consumidos en la dieta o bien como suplemento.
Estas Ultimas son capaces de reaccionar
facilmente con los radicales y/o especies
oxidantes tras lo cual ambos quedan inactivados
(21). Para conocer el nivel de antioxidantes
circulantes es necesario contar con una bateria
de métodos que permitan determinar la
capacidad antioxidante por atrapamiento de
radicales (22, 23). La gran mayoria de estos
métodos determina antioxidantes que son
hidrosolubles. Entre estos destaca ORAC que
permite medir tanto el tiempo como el porcentaje
de dafio causado por el radical libre (AAPH®) a
una proteina fluorescente (R-ficoeritrina), que
manifiesta su integridad en intensidad de

fluorescencia (24). Por lo tanto, el cambio en la
intensidad de fluorescencia es un indice del
grado de dano inducido por el azo-radical. En la
presencia de un antioxidante el dafo causado
por el radical se retarda en el tiempo, lo que se
refleja en la proteccion contra el cambio de
intensidad de fluorescencia con un aumento del
ABC.

Los niveles basales observados por el ORAC
correspondiente a la condicién antes de la
ingesta del infuso 1%, manifiestan Ila
participacion de antioxidantes endégenos como
el acido Urico, que ha sido descrito como uno de
los principales interferentes en este ensayo y en
menor cuantia las proteinas plasmaticas (25).
Por lo tanto, es indispensable medirlos en las
muestras plasmaticas en las que se asocia la
ingesta del infuso con un incremento de la
capacidad antioxidante  plasmatica. Los
resultados observados evidencian actividad
antioxidante, con niveles normales de &cido
arico y proteinas plasmaticas.

La actividad antioxidante del infuso se asocia a
su composicion fendlica (19, 26). Entre los
mecanismos de accion antioxidante de estos
compuestos cuentan la donacion de protones,
atrapamiento de radicales libres y efecto
quelante de trazas de metales de transicién (27).
De esta manera el radical peroxilo representado
por AAPH® es estabilizado por donacion de
protones, mientras que los productos de
oxidacion formados en el dafio a la proteina son
atrapados por los polifenoles. Este resultado
afirma los obtenidos en experimentos previos
como la estabilizacién del radical DPPH por
donacion de protones y la proteccion de
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Figura 2. Intensidad de fluorescencia relativa a los 60 minutos del infuso (1 %) de hojas de Ugni molinae. Los datos

son promedio + SD (n = 3).
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moléculas poliinsaturadas sometidas a
oxidacion por calor y luz ultravioleta. Estos
mecanismos se observan, también, en la
proteccién sobre la oxidacion de LDL por
iones Cu*. El efecto quelante de trazas de
metales de transicién se estudié con iones
Cu® y Fe™, especies que generalmente
catalizan procesos oxidativos biolégicos, entre
ellos la peroxidacion lipidica.

Cao y cols. estudiaron el incremento de la
actividad antioxidante plasmatica después de
la ingesta de vino tinto (300 ml) y vitamina C
(1250 mg), mediante el método ORAC,
observando un 7 - 25 % de incremento en el
ABC con respecto al control (27). En el
presente estudio el incremento en el ORAC
plasmatico con respecto al basal fue de
27,3%. La magnitud de la respuesta
observada no se puede interpretar
arbitrariamente como una disminucion en el
riesgo de enfermedad degenerativa crénica,
sélo evidencia incremento en la capacidad
antioxidante asociada a la ingesta del infuso
en las condiciones de este experimento.
Aunque los valores correspondientes a
proteinas totales y de acido Urico plasmaticos
se encontraron dentro de lo normal, algunos
investigadores recomiendan remover las
proteinas antes del ensayo ORAC, puesto que

30 40 50 B0 70
Tiempo (min)

estas junto a ofros antioxidantes endégenos
contribuyen en un 75% a la capacidad antioxidante
plasmatica (28, 29). Mazza y cols. observaron
incrementos de hasta un 50,6 % sobre el nivel del
valor ORAC en plasma total cuatro horas después de
una Unica ingesta de 100 g de un liofilizado de
arandano gigante (Vaccinium corymbosum). En este
mismo estudio se demostré la presencia en el plasma
de las formas intactas (glicosidos y acetatos) de
antocianos (28). Hasta ahora sabemos que
U. molinae posee una mezcla compleja de
polifenoles con una amplia distribucién de pesos
moleculares. En este conjunto, los taninos galicos
pueden hidrolizarse liberando é&cido gélico, el cual
asociado con los flavonoides y catequinas, una vez
absorbidos, contribuyen significativamente a elevar la
capacidad antioxidante del plasma. Recientemente,
Lotito y Frei, estudiaron el efecto protector de los
polifenoles aislados de manzana (Malus domestica)
sobre la capacidad antioxidante ORAC in vitro y ex
vivo. Sin embargo, cuando investigaron el efecto in
vivo del consumo de cinco manzanas en ayunas en
voluntarios sanos, el ORAC plasmatico total, no fue
diferente al de un grupo control (30). Los mismos
investigadores empleando los modelos FRAP y Ferric
Reducing Ability of Plasma, ascorbate oxidase
(FRAPao) encontraron un aumento significativo de la
capacidad antioxidante plasmatica en individuos
sometidos a la ingesta de manzanas, Este
incremento, estaria asociado al contenido de fructosa
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y azucares que la originan. La fructosa en los
alimentos aumenta los niveles de &cido Urico.
Esta fructosa es rapidamente metabolizada a
fructosa 1-fosfato mediante la enzima
fructoquinasa. Este evento conduce a una
disminucién transiente en el ATP hepatico y el
fosfato  inorganico, ambos importantes
inhibidores de la 5'-nuclecotidasa y la AMP
deaminasa, por lo que se favorece la
degradacion de AMP a urato (31). Estos
hallazgos, aparentemente contradictorios, no
hacen otra cosa mas que confirmar lo variable
de los resultados observados con otros
alimentos ricos en antioxidantes, relacionados
con la importancia de la matriz en la cual
estan insertos estos compuestos. En
infusiones o extractos hidro-alcoholicos estas
sustancias presentan muy buena solubilidad si
se les compara con aquellos que estan en un
alimento, donde las proteinas y carbohidratos
complejos alteran  significativamente  su
biodisponibilidad. ElI valor ORAC es
ampliamente utilizado como control de calidad
de productos antioxidantes y en la evaluacion
de la capacidad antioxidante de frutas,
verduras, suplementos dietarios,
nutraceuticos, jugos y vinos (32, 33). Asi por
ejemplo, para el vino tinto el valor ORAC
expresado en unidades Trolox corresponde a
2194 uM de Equivalentes Trolox/g (29) y el
calculado para el infuso (1%) a 533.11 uM de
Equivalentes Trolox/g. Recientemente, el
ensayo ha experimentado una modificacion
importante, reemplazando la R-ficoeritrina
como prueba fluorescente por fluoresceina.
Esta ultima posee mayor fotoestabilidad, bajo
costo, no interacciona con polifenoles y los
productos de su reaccién con AAPH estén
perfectamente caracterizados (34).

En conclusion, los resultados de este estudio
muestran la actividad antioxidante del infuso
(1%) de hojas de Ugni molinae 'y el incremento
en la actividad antioxidante plasmatica
asociada a su ingesta. Actualmente, se estan
realizando estudios conducentes a
caracterizar especificamente que metabolitos
secundarios son responsables del efecto
observado y su impacto en la capacidad
antioxidante plasmatica.
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Que se quede el infinito sin estrellas

0 que pierda el ancho mar su inmensidad,
pero el negro de tus ojos que no muera

y el canela de tu piel se quede igual.

Bobby Capo

Si, era bella

Si, era muy bella

Pero vacia, pero tan fria

Que al abrazarla pensaba que estaba
abrazando una piedra

Hernaldo Zuniga

Cuando una persona le dice a otra que se
ve muy joven, debe tener la certeza de que
se esta envejeciendo

Washington Irving

Una carta dirigida a Dios fue enviada a
Roma desde Alemania en 1926. Fue

devuelta al remitente con la siguiente nota:

Direccion Desconocida
Andnimo

En cada nifo que sonrie, hay un canto a la
dicha, a la vida y el amor

Julio Martinez
Senor,

Dame tu mano,

No me abandones...

J. Salinas

Las tierras pertenecen a sus duenos, pero
el paisaje es de quien sabe apreciarlo

Upton Sinclair

Nadie es lo suficiente pequefio o pobre
para ser ignorado

Henry Millar
La mujer ha de usar sus gracias con tal
tacto, que siempre le quede una por

descubrir

Pitagoras

El canal se complace pensando
que los rios no existen sino para
traerle agua

Rabindranath Tagore

Un hombre es infinitamente mas
complicado que sus pensamientos
Paul Valéry

Ayer me fui al cementerio,

con mi pena a terminar,

pero yo soy de suerte tan negra,
que no me dejaron entrar

Alfredo Le Pera

Los rios mas profundos son
siempre los mas silenciosos

Quinto Curcio

Se conoce el corazon del hombre
por lo que hace, y su sabiduria, por
lo que dice

Ali Ben Abu Thaleb

La soledad es la suerte de todos los
espiritus excelentes

Arthur Schopenhauer

Nada acerca mads a Dios, que el
recuerdo de una santa madre

Ozanam

El que te creo a ti,
no se salvara de ti

San Agustin

Nunca estamos solos cuando
sabemos que ocupamos un lugar
en otro corazon

Alejandra

Dios es mi copiloto

Andnimo




