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Abstract

Context: Smilax purhampuy Ruiz (sarsaparilla) is traditionally used to treat various ailments such as sudorific, diuretic, purifying, hypoglycemic, arthritis,
dermatological infections, intestinal, stomach and prostate inflammations, vaginitis and viral diseases. However, the investigations that justify the use of this
species are scarce.

Aims: To evaluate pharmacognostically and chemically leaves and rhizomes of sarsaparilla, and their antioxidant capacity.

Methods: The pharmacognostic analysis of both plant organs was carried out from the determination of their physicochemical parameters, the phytochemical
screening, the quantification of phenols and total flavonoids and the evaluation of the antioxidant capacity by three in vitro methods (FRAP, DPPH and ABTS).

Results: The leaves and rhizomes of the species showed a similar chemical composition, although some metabolites seem to be found at different
concentrations. Although the two organs studied presented antioxidant activity, it was higher in the leaves, which could be associated with the higher
content of phenols and flavonoids.

Conclusions: The results obtained made it possible to report the quality parameters for the first time and suggest the chemical composition of both organs,
showing some differences between them. The evaluation of the antioxidant capacity demonstrated the potential of the species to be used as a natural
remedy.

Keywords: antioxidant; leaves; phenolic compounds; rhizomes; sarsaparilla.

Resumen

Contexto: Smilax purhampuy Ruiz (zarzaparrilla) se usa tradicionalmente para tratar diversas dolencias como sudorifica, diurético, depurativa,
hipoglucemiante, artritis, infecciones dermatoldgicas, inflamaciones intestinales, estomacales y de la préstata, vaginitis y enfermedades virales. Sin
embargo, las investigaciones que justifiquen el empleo de esta especie son escasas.

Objetivos: Evaluar farmacogndstica y quimicamente las hojas y rizomas de zarzaparrilla y su capacidad antioxidante.

Métodos: Se realizd el analisis farmacogndstico de ambos drganos vegetales a partir de la determinacion de sus parametros fisicoquimicos, el tamizaje
fitoquimico, la cuantificacién de fenoles y flavonoides totales y la evaluacion de la capacidad antioxidante por tres métodos in vitro (FRAP, DPPH y ABTS).

Resultados: Las hojas y rizomas de la especie mostraron una composicién quimica similar, aunque algunos metabolitos parecen encontrarse a diferentes
concentraciones. Aunque los dos dérganos estudiados presentaron actividad antioxidante, fue superior en las hojas, lo que pudiera asociarse al mayor
contenido de fenoles y flavonoides.

Conclusiones: Los resultados obtenidos permitieron informar por primera vez los parametros de calidad y sugerir la composicién quimica de ambos drganos
evidenciandose algunas diferencias entre ellos. La evaluacién de la capacidad antioxidante demostré las potencialidades de la especie para ser utilizada
como remedio natural.

Palabras Clave: antioxidante; compuestos fenélicos; hojas; rizomas; zarzaparrilla.

ARTICLE INFO

Received: November 4,2021.

Received in revised form: January 4, 2022.
Accepted: January 6, 2022.

Available Online: January 9, 2022.

©989



https://jppres.com/
https://doi.org/10.56499/jppres21.1303_10.3.387
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/
mailto:pilar.soledispac@ug.edu.ec

Soledispa et al.

INTRODUCCION

El género Smilax (Smilacaceae) es muy diverso y se
encuentra constituido por alrededor de 350 especies
de plantas florecientes trepadoras, de las cuales mu-
chas son lefiosas o con espinas (Huft, 1994; Judd et al.,
2002). Este género es conocido por presentar una gran
variedad de propiedades medicinales: antirreumatica,
sudorifica, diurética, laxante, hipoglucemiante, inmu-
nomoduladora, antioxidante, antibacteriana, antiin-
flamatoria (Ocampo, 1994; Gupta, 1995; Jiang y Xu,
2003; Zubair et al., 2017; Morais et al., 2014). Las par-
tes mas utilizadas son el rizoma, las hojas y el tallo,
que habitualmente se emplean como infusién (Salas-
Coronado et al., 2017). También han sido empleadas
en la industria alimenticia como saborizante (Mac-
Vean, 2016). Sin embargo, son pocas las especies que
han sido estudiadas, por esta razén este género es de
gran interés para los investigadores.

Su composicién quimica es variada, siendo identi-
ficados saponinas esteroidales, fitoesteroles, triterpe-
noides, flavonoides, alcaloides, taninos, cumarinas de
diferentes 6rganos vegetales (Caceres et al., 2012,
Alvarez et al., 2016, Gonzélez et al., 2017). Sin embar-
go, en los tltimos afios se ha incrementado el interés
por el estudio de este género, fundamentalmente en
Asia y Europa, debido a la presencia de compuestos
fenolicos (Salas-Coronado et al., 2017). Ademas, en la
actualidad se comercializan productos elaborados de
este género (Smilax aspera 'y Smilax ornata) a partir del
procesamiento de la raiz y rizoma, en presentaciones
como bebidas con propiedades antiinflamatorias,
antirreumaticas, diuréticas y para tratar la psoriasis
(MINSALUD, 2005; Delgado y Mesias, 2016).

La especie Smilax purhampuy Ruiz, originaria del
Amazonas, crece en zonas pantropical-subtropicales,
estando ampliamente distribuida en todo el mundo,
fundamentalmente en América, Europa y este de Asia
(Téllez, 1996). En nuestra drea se localiza fundamen-
talmente en el cono sur, a una altura de 2500 msnm
(Rivas Pava et al., 2017). Entre sus nombres comunes
en Latinoamérica se incluyen bejuco de la vida, cu-
culmera, palo de la vida, uva de perro, zarzaparrilla,
sarsaparilla, zarza (JR Global del Pert, 2011; Jiménez,
2014). Es conocida por algunas de sus propiedades
curativas y terapéuticas como son la eliminacién del
exceso de colesterol, triglicéridos, artritis, inflamacio-
nes intestinales, estomacales y de la prostata, gastritis
crénica y quistes (JR Global del Perd, 2011).

A pesar del interés por las propiedades que se le
atribuyen, de S. purhampuy existe muy poca o ningu-
na informacioén en la literatura sobre sus caracteristi-
cas farmacogndsticas, composicién quimica y activi-
dad farmacoldgica. El objetivo de este trabajo es eva-
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luar desde el punto de vista farmacognéstico y quimi-
co las hojas y rizomas de la especie, asi como su capa-
cidad antioxidante.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

La especie se recolect6 en la provincia de Francisco
de Orellana en Ecuador (1°10'03.7"S 76°56'30.9"W),
durante los meses de marzo y abril de 2019. Se selec-
cionaron plantas de diferentes tamafios y distintas
etapas de desarrollo. Una muestra del ejemplar que
contenfa hojas, frutos y rizomas fue herborizada, au-
tenticada y depositada en el herbario GUAY de la
Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad de
Guayaquil, identificAindose como Smilax purhampuy
Ruiz (No. 13.117).

Para el estudio se seleccionaron las hojas y los ri-
zomas, previamente lavados con abundante agua
potable. El material vegetal se secé en una estufa de la
marca Mettler Toledo (Switzerland) a una temperatu-
ra de 40°C hasta obtener un peso constante. Una vez
secas, las muestras se trituraron con un molino de
cuchillas manual y se almacenaron en frascos de vi-
drio &mbar para el andlisis correspondiente.

Parametros fisicoquimicos y tamizaje fitoquimico
de la droga cruda

Los pardmetros de calidad y la identificaciéon de
los metabolitos secundarios por tamizaje fitoquimico
se determinaron a las hojas y rizomas segtin procedi-
mientos reportados por la norma cubana NRSP 309
(MINSAP, 1992a) y por Miranda y Cuéllar (2001). Se
utiliz6 un sistema de extraccién con una bateria de
disolventes, de menor a mayor polaridad, sobre el
mismo material vegetal. La droga cruda (10 g) se ex-
trajo sucesivamente con 50 mL de éter de petrdleo (30-
40°C), etanol y agua, para obtener los extractos co-
rrespondientes. Los reactivos empleados fueron puros
para anélisis de la compafiia Merck, Alemania.

Obtencion de los extractos y parametros
fisicoquimicos de calidad

A partir de las hojas y los rizomas, previamente
secos y molinados, se elaboraron los extractos, a razén
de 20 g de droga/100 mL de disolvente. Se seleccion6
el método de maceracién con agitacion esporadica,
durante un periodo de siete dias, a una temperatura
de 30 * 2°C, utilizando como disolvente una mezcla
hidroalcohélica al 50 y 80%, respectivamente. Tanto la
obtencién de los extractos como las determinaciones
de calidad se llevaron a cabo mediante el procedi-
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miento descrito en la norma cubana NRSP 312
(MINSAP, 1992b) y por Miranda y Cuéllar (2001).

Determinacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determiné a los
extractos hidroalcohdlicos de las hojas y los rizomas
de Smilax purhampuy por el método de Folin-Ciocalteu
(Pourmorad et al., 2006; Memnune et al., 2009; Chlo-
picka et al., 2012). Se tomaron 200 pL de cada extracto
que se mezclaron completamente con 180 pL de agua
destilada y 100 pL del reactivo Folin-Ciocalteu, segui-
do de la adicién de 80 pL de carbonato de sodio 7,5%.
La mezcla se agit6, se dejo reposar durante dos horas
y posteriormente, se midi6 la absorbancia a 765 nm en
un espectrofotémetro Rayleigh UV-1601 (China). El
contenido fendlico total se calcul6 a partir de la curva
de calibracién utilizando diferentes concentraciones
de 4cido galico (Sigma-Aldrich) como sustancia de
referencia (0,1-0,5 mg/mL). Los resultados se expre-
saron como mg de equivalente de 4cido galico por g
de peso seco del extracto (mg EAG/g). La ecuacién de
regresion obtenida fue Absorbancia = 0,0129 Conc.
EAG acido galico + 0,0310 con R? = 0,9986. Cada de-
terminacién se realiz6 por triplicado.

Determinacion de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales se determiné a
los extractos hidroalcohdlicos de las hojas y los rizo-
mas de Smilax purhampuy por el método colorimétrico
del tricloruro de aluminio, segin lo referido por
(Chang et al., 2002; Pourmorad et al., 2006). Se toma-
ron 50 pL de cada extracto y se mezclaron con 150 pL
de etanol 96%, 10 uL de una solucién de cloruro de
aluminio al 10%, 10 pL de acetato de potasio 1 mol/L
y 280 puL de agua destilada. La mezcla se dej6 reposar
durante 30 min protegida de la luz y se midi6 la ab-
sorbancia a 415 nm en un espectrofotémetro Rayleigh
UV-1601, China. Como patrén de referencia se em-
pled la quercetina (Sigma-Aldrich) y el contenido total
de flavonoides se calcul6 a partir de una curva de
calibracién utilizando diferentes concentraciones (5-80
puL/mL). El resultado se expres6 en mg de equivalen-
te de quercetina por g de peso seco del extracto (mg
EQ/g). La ecuaciéon de la recta fue Absorbancia =
0,0038 x Conc. EQ + 0,0091 con un R2= 0,9964. Cada
determinacion se realizé por triplicado.

Actividad antioxidante

Se evaluaron los extractos hidroalcohélicos obte-
nidos a partir de las hojas y los rizomas de la especie
estudiada. Todos los reactivos y sustancias de refe-
rencia empleados en las diferentes determinaciones
fueron pertenecientes a la compafiia Sigma-Aldrich.
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Determinacion del potencial de reduccion total (FRAP)

La determinacién de FRAP se realiz6 segun el pro-
cedimiento propuesto por Benzie y Strain (1996). Se
tomaron 30 pL de los extractos (25, 50, 100, 150 y 200
pg/mL) y se mezclaron con 900 pL de la disolucién
FRAP y 90 pL de agua destilada. El blanco consistié
en 120 pL de agua y 900 pL de reactivo. Como sustan-
cias de referencia se utilizaron el acido ascérbico (99 %
pureza) y el FeSO; a las concentraciones de 100, 200,
400, 800 y 1000 pmol/L, para obtener las curvas de
calibracién. Las lecturas se realizaron por triplicado a
590 nm a los cuatro minutos en un espectrofotémetro
Rayleigh UV-1601 (China). Los resultados se obtuvie-
ron a partir del calculo interpolando la densidad 6pti-
ca (D.O.) de las muestras en la curva de calibracién
correspondiente y se expresaron como pmol equiva-
lentes de acido ascérbico (EAA) y pmol equivalentes
de FeSOs. Las ecuaciones resultantes fueron: D.O =
0,0014 x EAA + 0,1874 con R2=0,9918 y D.O = 0,0004
x FeSO4+ 0,1072 con R?2=0,9864.

Capacidad secuestradora del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH)

La capacidad secuestradora del radical DPPH se
determiné acorde a la metodologia descrita por
Brand-Williams et al. (1995) y Kedare y Singh (2011).
Se tomaron 10 pL de los extractos (25, 50, 100, 150 y
200 pg/mL) y de las sustancias de referencia (acido
ascorbico y Trolox) a las mismas concentraciones, se
mezclaron con 900 pL del reactivo DPPH (0,075
mg/mL) y 90 pL de etanol absoluto (Absorbancia = -
0,0006 x Concentracién + 0,2130, R2= 0,9487). El blan-
co consistié en una mezcla de 900 uL de DPPH y 100
uL de etanol absoluto. La disminucién de la absor-
bancia (Abs) a 517 nm se determiné por triplicado con
el empleo de un espectrofotémetro Rayleigh UV-1601
(China).

Los resultados fueron expresados como porcentaje
de inhibicién del radical DPPH segtn la ecuacioén [1].

DPPH inhibicién (%) = [(Ab - Am

Ab x 100 [1]

Donde Ab: absorbancia del blanco (nm); Am: absorbancia de la
muestra (nm).

Los valores de la concentracién inhibitoria media
(CIs0) (concentraciéon a la cual se alcanza el 50% de
inhibicién del efecto maximo de secuestro del DPPH)
se determinaron con ayuda del programa estadistico
Graphprism versién 5 a través de un grafico de % de
inhibicién contra concentracién de los extractos y
sustancias de referencia. Se consideraron de interés
los valores cercanos a 20 pg/mL.
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Determinacion de la capacidad secuestradora del radical
dcido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico
(ABTSe**)

La capacidad secuestradora del radical ABTS** se
determiné segtin la metodologia propuesta por Re et
al. (1999) y Arnao et al. (2001). Se tomaron 980 pL de
la solucién de ABTS radicalico que se mezclaron con
20 pL de los extractos (100, 200, 300, 400 y 500 pg/mL)
y écido ascérbico (100, 200, 300, 500 y 600 pg/mL),
sustancia de referencia utilizada en el ensayo. La
ecuacion obtenida en la curva de calibracién fue Ab-
sorbancia = -0,0007 x Concentracién + 0,3954, R2 =
0,9871. Después de 30 minutos de incubacién se reali-
zaron las lecturas por triplicado a 734 nm en un espec-
trofotémetro Rayleigh UV-1601 (China).

Los resultados se expresaron como porcentaje de
inhibicién del radical ABTS** segtn la ecuacioén [2].

Inhibicidn (%) = [Abs734 (ABTS) - Abs734 (antioxidante)]
Abs734 (ABTS)

%100 [2]

La concentracién inhibitoria media (Clso) (valor de
concentracién a la cual se alcanza el 50% de inhibicién
del efecto méximo de secuestro de ABTS) se determi-
né con el empleo del programa estadistico
Graphprism versién 5.

Analisis estadistico

Las determinaciones se realizaron por triplicado y
se expresaron como la media * desviacién estandar
(DE). Se emple6 el programa estadistico IBM SPSS
para Windows version 25.0 para el procesamiento y
anélisis de los resultados.

Las comparaciones de los parametros fisicoquimi-
cos de las drogas crudas y de los extractos, contenido
de fenoles, flavonoides entre las hojas y los rizomas se
realiz6 mediante las pruebas T de Student. El analisis
de los resultados de los ensayos de la actividad anti-
oxidante se realiz6 mediante pruebas de ANOVA

Evaluacién farmacognéstica y antioxidante de zarzaparrilla

simple, doble y multifactorial, seguido de Tukey
HSD. En todos los contrastes se consideré un nivel de
confianza del 95% y previo se verificé el cumplimien-
to de los requisitos de normalidad (prueba Shapiro
Wills) y homocedasticidad (prueba de Levene).

RESULTADOS Y DISCUSION

Parametros fisicoquimicos de las drogas crudas

En la Tabla 1 se presentan las determinaciones de
los parametros fisicoquimicos a las drogas crudas de
la especie. Estos pardmetros son fundamentales para
establecer la calidad y la pureza de la droga, lo que se
traduce en su valor intrinseco.

Los valores del contenido de humedad residual
para ambas drogas fueron entre 8,15y 8,78 %, no mos-
traron diferencias estadisticamente significativas
(p=0,169) y se encontraron dentro del intervalo esta-
blecido por la literatura para plantas medicinales (8-
14%), dependiendo del érgano vegetal (WHO, 1998;
Miranda y Cuéllar, 2001). Estos resultados demues-
tran la eficiencia del proceso de secado y garantiza la
adecuada conservacién del material vegetal.

La determinacién de sustancias extraibles es uno
de los pardmetros mdas importantes para seleccionar
los mejores disolventes en el proceso de extracciéon.
En el estudio, este contenido fue evaluado con el em-
pleo de cuatro disolventes: tres mezclas hidroalcohé-
licas (30, 50 y 80%) y agua. Los resultados revelaron
que la mezcla hidroalcohdlica al 50% evidencié el
mayor poder extractivo para las hojas y los rizomas;
sin embargo, para este dltimo también lo logré la
mezcla al 80%, sin existir diferencias significativas
entre ellas. Los mayores porcentajes se obtuvieron
para las hojas donde se vieron favorecidos con el em-
pleo de los disolventes mas polares lo que sugiere la
presencia de compuestos de mediana a elevada pola-
ridad.

Tabla 1. Pardmetros fisicoquimicos de las drogas crudas de S. purhampuy.

Parametros Hojas Rizomas
Humedad residual (%) 8,78 +0,15 8,16+ 0,57
Sustancias solubles (%) Agua 17,34+0,10 5,69+0,07*
Etanol 30% 17,97+0,16  7,58+0,11*
Etanol 50% 19,59+0,25 11,10+0,31*
Etanol 80% 16,13+0,28 11,04 +0,04*
Cenizas totales (%) 7,89+0,04 1,32 £0,04*
Cenizas solubles en agua (%) 4,93+0,07 0,55+ 0,05*
Cenizas insolubles en acido clorhidrico 10% (%) 3,42+0,03 0,72 +0,03*

Los datos se expresan como media + desviacién estandar (n = 3). *Contraste significativo entre hojas y rizomas a
un nivel de significacién de 0,05 (bilateral) obtenido con la prueba T de Student.
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En los rizomas el comportamiento fue similar,
aunque los valores fueron mucho mas pequefios. Es-
tas diferencias indican una marcada diferencia en la
concentraciéon de metabolitos de elevada polaridad en
estos extractos.

Las cenizas son indicativas de la calidad del mate-
rial con que se trabaja al proporcionar informacién
sobre una posible adulteracién con materiales inorga-
nicos o cuerpos extrafios, por lo que constituyen una
base para juzgar su pureza e identidad. Las cenizas
totales reflejan la presencia de minerales absorbidos
del suelo por la planta. Las farmacopeas establecen
porcentajes de hasta 5% (Lou, 1980; WHO, 1998) o
15% (Commission Chinese Pharmacopoeia, 2015), en
dependencia del érgano vegetal estudiado. El porcen-
taje para ambos 6rganos se encontré por debajo del
limite maximo admitido, sin embargo, se observaron
diferencias significativas entre los érganos (p<0.001).
En los rizomas el valor fue bajo mientras que en las
hojas fue més elevado. La cantidad de cenizas solu-
bles en agua e insolubles en 4cido en los rizomas tam-
bién fueron pequenas y dentro de los limites exigidos
(inferiores al 2% para plantas medicinales) (WHO,
1998; Miranda y Cuéllar, 2001). Por su parte, en las
hojas los dos parametros fueron elevados, lo que re-
quiere el andlisis mas profundo de las cenizas para
conocer su composicion quimica.

Identificacion cualitativa de metabolitos
secundarios

La determinacion de la composicién quimica pre-
liminar de las hojas y los rizomas se realiz6 a través
del tamizaje fitoquimico. De manera general, en los
dos érganos vegetales se evidencié por este método
una composicién quimica similar. Solo en algunos
casos se apreciaron variaciones en la intensidad de la
coloracién al realizar las reacciones lo que pudiera
estar asociado a las diferentes concentraciones en que
se encuentran.

Los principales metabolitos identificados se co-
rrespondieron con: compuestos grasos, triterpenos
y/o esteroides, alcaloides, lactonas/cumarinas, tani-
nos y fenoles, saponinas, flavonoides y sustancias
reductoras. Por su parte, los aminoacidos y los princi-
pios amargos solo fueron detectados en las hojas y las
quinonas en los rizomas. Exceptuando los taninos y
fenoles, las reacciones de identificacién mostraron
mayor intensidad en los extractos correspondientes a
los rizomas.

Los triterpenos se han descrito en diferentes espe-
cies y 6rganos de Smilax (Hamid et al., 2017; Gonzélez
et al., 2017; Qadir et al., 2020). Sin embargo, los com-
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puestos fendlicos, y dentro de ellos los flavonoides,
son los que mds se han descrito en las hojas, raices,
rizomas y frutos. Dentro de los flavonoides se desta-
can las flavonas, flavanonas y flavonoles, en ocasiones
glicosiladas, que han sido aisladas de extractos de
elevada polaridad. Otros compuestos fendlicos identi-
ficados son los smildsidos, smigldsidos y helionési-
dos. Estos compuestos son evidencia de quimiotaxo-
nomia en el género (Sun et al.,, 2012; Jeong et al., 2013;
Zhang et al., 2014; Salas-Coronado et al., 2017).

Obtencion de extractos y parametros fisicoquimicos
de calidad

Tomando en consideraciéon los disolventes que lo-
graron la mayor extraccién de metabolitos en la de-
terminacién de sustancias solubles se elaboraron los
extractos hidroalcohélicos a partir de ambos 6rganos
vegetales, siendo al 50% para las hojas y al 80% para
los rizomas.

Desde el punto de vista organoléptico el extracto
de las hojas se presenté como un liquido ligeramente
traslicido de color carmelita rojizo y el de los rizomas
mostré una coloracién rojiza. El olor fue caracteristico
para ambos extractos.

En la Tabla 2 se muestran los parametros fisico-
quimicos determinados a los extractos.

El valor de pH obtenido fue débilmente acido ya
que se encuentra cercano a la neutralidad, lo que se
evidencia mas en el extracto de rizomas. Esta acidez
de los extractos pudiera estar relacionada con la pre-
sencia de compuestos de naturaleza fendlica sugeri-
dos por el tamizaje fitoquimico (fenoles o taninos,
flavonoides y antocianinas).

El contenido de sélidos totales permite determinar
la cantidad de sélidos no volatiles presentes en un
extracto. En el estudio se observaron diferencias signi-
ficativas entre los extractos en cuanto a este parame-
tro (p<0,0001) y a la densidad relativa (p<0,0001),
siendo més elevados los valores para el extracto de las
hojas. Estos resultados ratifican lo observado en la
droga cruda e indican la mayor cantidad de metaboli-
tos en este 6rgano.

Determinacién de fenoles totales y flavonoides
totales

Considerando los resultados obtenidos en el estu-
dio de la composicién quimica cualitativa de los ex-
tractos hidroalcohdlicos de los érganos estudiados y
la informacién colectada en la literatura, se determi-

naron el contenido de fenoles y flavonoides totales
(Tabla 3).
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Tabla 2. Pardmetros fisicoquimicos de los extractos hidroalcohdlicos de las hojas y rizomas de S. purhampuy.

Parametros Hojas Rizomas
pH 5,18+0,01 6,27 +0,02*
Sélidos totales (%) 1,73+0,05 0,89 +0,04*

indice de refraccién
Densidad relativa (g/mL)

Analisis capilar (altura en cm)

1,3538+0,0001 1,3580 +0,0003*

0,9451+£0,0002  0,8743+0,0011

11,35+0,21 8,310,14

Los datos se expresan como media + desviacion estandar (n = 3). *Contraste significativo entre hojas y rizomas a un nivel
significacion de 0,05 (bilateral) obtenido con la prueba T de Student.

Tabla 3. Contenido de fenoles y flavonoides totales en los extractos hidroalcohdlicos de hojas y rizomas de S.

purhampuy.

Extractos Fenoles totales (mg/mL) Flavonoides totales (mg/mL)
Hojas 3,02+0,06 1,01+0,03

Rizomas 2,73+0,05* 0,55+0,02*

Los datos se expresan como media + desviacién estandar (n = 3). *Contraste significativo entre hojas y rizomas a un nivel
significacion de 0,05 (bilateral) obtenido con la prueba T de Student.

Aunque los resultados obtenidos muestran que es-
tos metabolitos no se encuentran a elevadas concen-
traciones en los extractos, si corroboran la presencia
de los mismos y estdn en correspondencia con los
resultados obtenidos para sélidos totales y en el tami-
zaje fitoquimico. El analisis estadistico de los resulta-
dos permiti6 constatar diferencias significativas en el
contenido de dichos metabolitos, siendo mayor la
concentraciéon en el extracto de hojas (fenoles totales
p=0,003 y flavonoides totales p=0,0001).

La polaridad del disolvente empleado para la ob-
tencion de cada extracto permite identificar el tipo de
flavonoide presente. Es por ello que en estos extractos
deben estar presentes flavonoides glicosilados y agli-
conas mas polares, que son los que se extraen con
alcoholes o mezclas hidroalcohdlicas (Marston y Hos-
tettmann, 2006).

La presencia de este tipo de metabolitos en la es-
pecie S. purhampuy constituye un resultado novedoso
y se corresponde con lo informado en la literatura.
Los compuestos fenélicos son los principales metabo-
litos identificados en el género Smilax, siendo los res-
ponsables de muchas de sus propiedades farmacolo-
gicas (Huang et al., 2013; Khaligh et al., 2016; Salas-
Coronado et al., 2017).

Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los extractos hidroal-
coholicos de hojas y rizomas fue evaluada por tres
métodos diferentes, pues se sabe que los antioxidan-
tes pueden actuar por miultiples mecanismos, depen-
diendo del sistema de reaccién o la fuente radicalaria
u oxidante (Li et al., 2010; Hunyadi, 2019).

https://jppres.com

Actividad antioxidante por el método de FRAP (capacidad
ferro-reductora)

Los extractos de los dos érganos vegetales mostra-
ron a las cinco concentraciones ensayadas, desde el
punto de vista cualitativo, un cambio del color a azul
intenso, lo cual es indicativo de la presencia de sus-
tancias antioxidantes en estos (Benzie y Strain, 1996;
MacDonald-Wicks et al., 2016).

La Tabla 4 muestra la capacidad ferro-reductora de
los extractos evaluados. Se evidencié actividad anti-
oxidante de manera concentracién-dependiente, lo-
grandose en todas las concentraciones ensayadas de
los extractos, valores superiores (en equivalentes de
acido ascérbico y FeSOy4) a la menor concentracion
ensayada (100 pg/mL) de cada sustancia de referen-
cia. La prueba de ANOVA multifactorial seguida de
las comparaciones multiples Tukey HSD mostré dife-
rencias significativas entre los extractos a las concen-
traciones estudiadas y las sustancias de referencias
utilizadas, previo de igual manera se verific6 el cum-
plimiento de los criterios de homocedasticidad y
normalidad obteniendo valores de p>0,05. A todas las
concentraciones evaluadas el extracto de las hojas
mostré actividad superior.

Capacidad secuestradora del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH)

En la Tabla 5 se presentan los resultados obtenidos
en este ensayo. Como se muestra existe una tendencia
al aumento de la capacidad de inhibicién del radical
DPPH con el incremento de la concentracion. Se evi-
denciaron algunas diferencias significativas entre las

J Pharm Pharmacogn Res (2022) 10(3): 392


https://jppres.com/

Soledispa et al.

diferentes muestras a una misma concentracién que
fueron mas marcadas en el extracto de los rizomas. El
extracto de las hojas mostré un comportamiento simi-
lar a la vitamina C a todas las concentraciones, excep-
to a la de 50 pg/mL, y al Trolox a 100 y 150 pg/mL.
Ambos extractos a la mayor concentraciéon evaluada
(200 pg/mL) manifestaron porcentajes superiores al
84%, comparables a las dos sustancias de referencia.

La comparacién estadistica entre las Cls de los ex-
tractos de las hojas, rizomas y las sustancias de refe-
rencia mediante la prueba no paramétrica Kruskal
Wallis mostré un valor de p=0,004 y el contraste mul-
tiple, asumiendo heterocedasticidad la cual presenté
diferencias significativas entre el extracto de los rizo-
mas en relacién con las hojas y las dos sustancias de
referencia. De los dos extractos evaluados el corres-
pondiente a las hojas, fue el que logré la mejor activi-
dad antirradicalaria, mientras que el Trolox logré el
menor valor de Clso (16,26 £ 0,24 pg/mL).

Capacidad secuestradora del radical ABTS**

Los resultados obtenidos (Tabla 6) mostraron que
el incremento de la concentracién favoreci6 la capaci-
dad secuestradora del radical ABTS**. A partir de 200
pg/mL las muestras manifestaron una capacidad de
secuestro del radical superior al 60%. Esto indica una
alta actividad antirradicalaria que fue mayor para el
extracto de las hojas a las menores concentraciones y
para los rizomas a las mayores concentraciones. Los
extractos evidenciaron a la minima concentracién (100
pg/mL) una capacidad de secuestro superior al 50%,
incluso superior, a las mismas concentraciones eva-
luadas para las dos sustancias de referencia. El extrac-
to de las hojas tuvo un comportamiento similar a la
vitamina C y al Trolox a 300 y 400 pg/mL, respecti-
vamente, mientras que a la concentracién de 500
pg/mL el comportamiento fue similar a las dos sus-
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tancias de referencia. Por su parte, el extracto de los
rizomas solo a la concentracién de 500 pg/mL mani-
festé mayor porcentaje de inhibicién que el Trolox.

La comparacion estadistica entre los extractos y las
sustancias de referencia mediante la prueba ANOVA
de un factor mostré un valor de p<0.0001 y en los
contrastes maltiples igualmente diferencias entre los
cuatro grupos. De las muestras evaluadas, la que pre-
sent6 menor Clso y, por tanto, superior actividad anti-
oxidante, fue el extracto de las hojas (89,31 + 0,12
ug/mL), seguida del extracto de los rizomas, lo que
demuestra mayor actividad antioxidante que las sus-
tancias de referencia.

La actividad antioxidante expresada en la capaci-
dad secuestradora de los radicales DPPH, ABTS o
ferro-reductora ha sido estudiada en muchas especies
del género como S. bockii (Xu et al., 2005), S. campestris
(Rugna et al., 2003), S. glabra (Chen et al., 1999), S.
lanceifolia (Laitonjam y Kongbrailatpam, 2010), S. per-
foliata (Cheng et al., 2004), S. riparia (Sun et al., 2012),
S. scobinicaulis (Zhang et al., 2014) y S. sebeana (Ao et
al.,, 2011). Esta propiedad ha sido atribuida a los com-
puestos fendlicos identificados al presentar estos una
estructura quimica tnica para estabilizar los radicales
libres en un sistema aromatico. Las partes aéreas han
sido las mas estudiadas, fundamentalmente, las hojas
y los frutos utilizando diferentes métodos. Aunque se
han empleado disolventes de variada polaridad, en
los extractos polares de algunas especies de Smilax se
ha reportado una elevada actividad antioxidante aso-
ciada a una alta concentracién de compuestos fendli-
cos (Salas-Coronado et al., 2017). En este estudio se
pudo observar también correspondencia entre la ma-
yor capacidad antioxidante de las hojas de la especie
y su contenido de compuestos fenélicos y flavonoides
con respecto a los rizomas.

Tabla 4. Capacidad ferro-reductora de los extractos hidroalcohdlicos de hojas y rizomas de S. purhampuy.

Capacidad ferro-reductora

Concentracién

UM equivalentes de acido ascérbico

MM equivalentes de FeSO,

(ng/mL)

Hojas Rizomas Hojas Rizomas
25 234,32 +8,98° 154,24 +7,79° 188,80 + 8,42 113,80 +7,31!
50 346,17 +18,19° 241,73+11,11¢ 293,66+ 17,05™ 195,75 +10,42"
100 520,99 + 13,39¢ 360,25 + 18,50 457,55+ 12,55° 313,80+27,11°
150 678,76 + 19,418 602,46 + 15,60" 605,47 + 18,20° 533,94+ 14,63"
200 789,13+ 12,63 749,88 +11,18! 708,94 +11,84° 672,13+10,48"

Los datos se expresan como la media + desviacién estandar (n=4). Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas entre
concentracion, 6rgano estudiado y sustancias de referencias pM equivalentes (p<0,05), segin ANOVA multifactorial y la comparacién

mdltiple Tukey HSD.

https://jppres.com
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Tabla 5. Capacidad secuestradora del radical DPPH de los extractos de S. purhampuy y las sustancias de referencia.

Concentracién

Capacidad de secuestro del radical DPPH (%)

(ng/mL)

Hojas Rizomas Vitamina C Trolox
25 68,56 + 1,35 43,95+1,26° 69,73+0,70° 76,94 +0,74°
50 73,47+0,91¢ 53,45+ 0,60° 70,04 % 0,60° 81,22 +0,60f
100 79,67 +0,76' 66,28 + 1,028 81,34 20,75 83,03+0,82"
150 83,70+0,75" 69,73+0,78° 83,70+ 0,75" 84,34+0,83"
200 85,33 +0,60" 84,26 +0,68" 85,01 +0,69" 85,28 +0,65"
Clso (ug/mL) 20,24 +0,09 34,37 +3,43 17,48 +0,36 16,26+ 0,24

Los datos se expresan como la media + desviacion estandar (n=3). Los asteriscos indican valores de Cls estadisticamente significativos en
comparacién por Kruskal Wallis (*p<0,05). Letras diferentes indican diferencias significativas en el porcentaje medio de inhibiciones (p<0,05),

segln la prueba de ANOVA Il y comparacién mdltiple de Tukey HSD.

Tabla 6. Capacidad secuestradora del radical ABTS®** de los extractos de S. purhampuy y las sustancias de referencia.

Concentracion

Capacidad de secuestro del radical ABTS** (%)

(ng/mL) Hojas Rizomas Vitamina C Trolox

100 56,64 + 0,83 53,22+1,11° 44,86 +0,72° 37,13+ 1,16
200 70,52 +0,39° 61,10+ 1,31 71,44 +0,628 51,09 +0,76°
300 82,25+0,67" 69,42 +1,10° 82,25 +0,39" 61,25+0,77'
400 85,28 +0,81' 82,69 +0,92" 91,67 + 1,06 85,11+0,87'
500 90,95+ 1,02} 91,82+ 0,59 92,99 £ 0,59 90,20 + 0,84
Clso (ug/mL) 89,31+0,12" 96,46 + 0,40 110,32 0,27 186,40 +0,28"

Los datos se expresan como la media + desviacién estandar (n=3). Letras diferentes indican diferencias significativas en el porcentaje medio de inhibi-
ciones (p=0,05), segun el test de ANOVA Il y comparacién multiple de Tukey HSD. Los asteriscos indican valores de Cls, estadisticamente significativos

en comparacién ANOVA | (*p<0,05).

CONCLUSION
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