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RESUMEN

La planta Bougainvillea glabra Choisy presenta varias propiedades farma-
coldgicas, entre ellas antiinflamatorias, antidiarreicas y actividad expecto-
rante. En el presente estudio el objetivo fue evaluar la composicién quimica
y actividad antioxidante de hojas de dos variedades de B. glabra, aplicando
métodos cromatograficos (cromatografia en capa delgada, CCD) y espectro-
fotométricos. Con las hojas colectadas, secas y molinadas, se prepararon
extractos hidroalcohdlicos al 50%, a partir de los cuales se obtuvieron los
correspondientes extractos secos (ES). Los resultados obtenidos pudieron
constatar que las hojas de B. glabra contienen compuestos fendlicos y en
particular flavonoides, los que correlacionan positivamente (p<0,05) con
las propiedades secuestradoras del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH). La variedad naranja resultd la de mayor contenido de fenoles totales
y flavonoides, siendo, consecuentemente, superior la actividad antioxidante
en comparacién a la obtenida para la variedad morada. Este es el primer re-
porte de evaluacién quimica y biolégica (antioxidante) en hojas de B. glabra
Choisy en las variedades morada y naranja, lo cual fundamentaria su posible
uso con fines medicinales.

Palabras clave: Bougainvillea glabra, cromatografia, fenoles, flavonoides, capaci-
dad antioxidante.

ABSTRACT

The Bougainvillea glabra Choisy plant has various pharmacological proper-
ties, including anti-inflammatory, antidiarrheal, and expectorant activity.
In the present study, the objective was to evaluate the chemical composi-
tion and antioxidant activity of leaves of two varieties of B. glabra, applying
chromatographic (thin layer chromatography, CCD) and spectrophotometric
methods. With the collected, dried and ground leaves, 50% hydroalcoholic
extracts were prepared, from which the corresponding dry extracts (ES)
were obtained. The results obtained were able to verify that the leaves of
B. glabra contain phenolic compounds and particularly flavonoids, which co-
rrelate positively (p<0.05) with the scavenging properties of the free radical
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). . The orange variety was the one with
the highest content of total phenols and flavonoids, being, consequently, the
antioxidant activity higher in comparison to that obtained for the purple va-
riety. This is the first report of chemical and biological evaluation (antioxi-
dant) in leaves of B. glabra Choisy in the purple and orange varieties, which
would support its possible use for medicinal purposes.

Keywords: Bougainvillea glabra, chromatography, phenols, flavonoids, antioxi-
dant capacity.
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INTRODUCCION

Las plantas medicinales son de gran importancia en el sistema de salud, por
su bajo costo y aceptaciéon popular en la atencién primaria en salud. Ademas,
la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) promueve la utilizaciéon racional
y el aprovechamiento de la medicina tradicional, plasmado en su documento:
"Estrategia de la OMS sobre medicina tradicional 2014-2023" (OMS, 2013).
La planta Bougainvillea glabra Choisy (flor de papel), perteneciente a la fami-
lia Nictaginaceas, del orden Cariofilales, ha sido utilizada por los practican-
tes de medicina tradicional de Mandsaur, para una variedad de trastornos
como: la diarrea, acidez, tos y dolores, siendo las hojas la parte mas utilizada
(Saleem et al., 2021). Se afirma que sus hojas tienen efectos antiinflamato-
rios, antimicrobiano, antiulceroso y antidiarreico (Bedoya et al., 2017). Elu-
malai et al. (2012) encontraron que el extracto metanodlico crudo tenia una
actividad trombolitica significativa.

Adicional a la evaluacién de las propiedades terapéuticas, se deben reali-
zar estudios quimicos en la materia prima vegetal que se utilizard como in-
grediente activo del fitomedicamento, de esta manera se pueden determinar
los metabolitos especializados asociados a la actividad terapéutica (Balekun-
dri et al., 2020). Varios estudios fitoquimicos realizados en las bracteas de
B. glabra, han identificado compuestos quimicos con actividad farmacolégica
(Abarca & Petricevich, 2018; Joshny et al., 2012; Perales & Leysa 2012), sin
embargo, es escasa la informaciéon quimica y bioldégica, en particular activi-
dad antioxidante, en las hojas de las diferentes variedades de dicha especie.
Por tal motivo en esta investigacion, se determiné la cantidad de fenoles
totales, flavonoides y la capacidad antioxidante presente en extractos secos
(ES) de las hojas de B. glabra (variacién morada y naranja), mediante técni-
cas estandarizadas para plantas medicinales, con el fin de ayudar al apro-
vechamiento de las hojas para futuras investigaciones en el desarrollo de
fitofarmacos.

MATERIALES Y METODOS

Las hojas, de la planta variedad color morada se recolectaron en la ciudad de
Machala, en la parroquia el cambio, latitud: -3.287791; longitud: -79.902488,
con una altura de, aproximadamente, 6 m. Las hojas de la planta variedad
color naranja se recolectaron en la via principal a pasaje, cerca de la Peana,
latitud -3.317722,-79.851053, con una altura de aproximadamente 5 metros,
cabe recalcar que ambas muestras fueron cosechadas el mismo dia, en un
clima célido. En ambos casos se seleccionaron hojas en etapa adulta, sin al-
teraciones o cuerpos extrafos.
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Las hojas previamente lavadas se secaron a temperatura ambiente durante
48 horas, utilizando secadores artesanales. Posteriormente, fueron llevadas
a una estufa (Memmert UF 55) a una temperatura de 40 = 2°C, con circula-
cién de aire forzado, donde se mantuvieron por 48h. La materia vegetal seca
fue triturada en un molino de cuchillas (Black & Decker) y tamizada por una
malla de 1 mm de didmetro, para finalmente almacenar en fundas plasticas
con cierre hermético, protegidas de la luz y humedad (OMS, 2003).

Preparacion de los extractos hidroalcohdlicos y secos (ES)

De la materia prima (hojas de B. glabra) seca y triturada, se tomaron 40 g,
y se agregaron 200 mL de una disoluciéon hidroalcohdlica 50:50 (v/v) con
etanol, sometiéndose a sonicacién con la ayuda de un bano ultrasénico (UL-
TRASONIC BATH 5.7 L, Fischer Scientific), por 30 minutos, obteniéndose los
extractos hidroalcohdlicos para ambas variedades. Posteriormente, los ex-
tractos se filtraron y se concentraron hasta sequedad en un rotoevaporador
(HEIDOLPH LABOROTA 4001 EFFICIENT) acoplado a un criostato (LAUDA/
ALPHA RA-8) y a una bomba de vacio (VACUUBRAND PC600, Alemania),
produciéndose los ES para ambas variedades. Finalmente, estos ES se al-
macenaron a 4°C, protegidos de la luz hasta su posterior analisis por CCD,
cuantificacion de fenoles totales y flavonoides, y determinar la capacidad an-
tioxidante (Acosta et al., 2016).

Cromatografia por capa delgada (CCD)

Para el analisis por CCD, se us6 como fase estacionaria placas de silica gel
(20 x 20 cm, 2 mm de espesor, Aldrich-Sigma). Sobre la fase estacionaria se
aplicaron las disoluciones hidroalcohdlicas al 50% de los ES con un capilar
de vidrio. Como fase movil se utilizé la mezcla butanol-adcido acético y agua
(BAW) en proporciones de 65:25:10. La aplicacion de la muestra se realizé a 1
cm del borde inferior y la corrida fue, aproximadamente, de 8 cm. El revelado
se realizé utilizando la luz ultravioleta de 254 nm y las disoluciones de acido
sulfirico seguido de vainillina; cloruro férrico; DPPH y ninhidrina (Rengifo
Zevallos, 2018).

Cuantificacion de fenoles totales

Los fenoles se cuantificaron por el método de Folin-Ciocalteu (Kamboj et al.,
2015). Se utilizé como estandar para la curva de calibraciéon una disolucién
de acido galico de Sigma Aldrich (10 mg/mL), a partir de la cual se prepara-
ron seis disoluciones de concentraciéon entre 0,1 - 0,9 mg/mL, las cuales se
analizaron por triplicado. Se tomaron 20 pL de cada disolucion, se agrego
1 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, Alemania) (0,2 mol/L)
y 180 pL de agua destilada. Luego de 5 minutos, se agregaron 800 pL de
carbonato de sodio al 7,5% y se dejé reposar durante 2 h. La absorbancia
de la disoluciéon de acido gdlico se midié a 765 nm en un espectrofotémetro
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(Evolution 201, Thermo Scientific) (Jaramillo et al. 2021). Se utilizé un blanco
preparado bajo las mismas condiciones. Para el anédlisis de las muestras se
prepararon disoluciones metandlicas al 1% a partir de los ES y se realizé el
ensayo de forma similar al procedimiento descrito para la elaboracion de la
curva de calibracién. Los datos se expresaron en miligramos equivalente a
acido galico (EAG) por cada gramo de ES (mg EAG/g ES).

Cuantificacion de flavonoides totales

Se utilizaron los métodos propuestos por Lin & Tang (2007) y Ghafar et al.
(2017) con algunas modificaciones. Se usé quercetina 1 mg/mL (Sigma Al-
drich) como estandar de referencia para elaborar la curva de calibracién, a
partir del cual se prepararon las disoluciones de entre 25y 125 pg/mL. El en-
sayo de cada concentracion se efectud por triplicado, mezclando en un tubo
de ensayo de 5 mL, 0,5 mL de cada disolucién de quercetina con 1,5 mL de
etanol al 95%. Se agregaron 0,1 mL de tricloruro de aluminio al 10%, 0,1 mL
de acetato de potasio 1 mol/L y 2,8 mL de agua destilada. Se dej6 a tempera-
tura ambiente durante 40 minutos y luego se ley6 en un espectrofotémetro
a 415 nm, utilizando un blanco preparado en las mismas condiciones que el
estandar. Para el andlisis se prepararon disoluciones acuosas (1% m/v) de
los ES de las muestras de las hojas de B. glabra naranja y morada, respecti-
vamente. De alli se tomaron 0,5 mL y se procedi6 de la misma manera antes
descrita para la curva de calibracion. El contenido total de flavonoides se
determind por triplicado y los datos se expresaron como miligramos equiva-
lentes de quercetina (EQ) por cada gramo de ES (mg EQ/g de ES).

Determinacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante se evalud utilizando el método del radical DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), aplicando la metodologia usada por Brand-Wi-
lliams et al. (1995) y Markandan et al. (2016), con algunas modificaciones.
Se prepararon disoluciones acuosas al 1% (m/v) de los ES, a partir de las
cuales se obtuvieron disoluciones a diferentes concentraciones (0,05 -0,5)
mg/L. Posteriormente, 0,5 mL de cada disoluciéon se mezclé con 1,5 mL de
disolucién metanodlica de DPPH a 0,1 mmol/L y se mantuvo la reaccién en la
oscuridad durante 30 min. Se considerd un grupo de control usando la di-
solucion de DPPH, y se procedid a la lectura en un espectrofotémetro a 516
nm. Los ensayos se realizaron por triplicado, y se calculé el porcentaje de
captacion de radicales libres de DPPH con la siguiente féormula:

Absorbancia (control) — Absorbancia (muestra)
%DPPH = - x100
Absorbancia (muestra)
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Con los porcentajes de secuestro de DPPH obtenidos para cada una de las
concentraciones analizadas de ambas muestras, se realizé la regresion lineal
y se obtuvieron las ecuaciones que facilitaron el calculo de la concentracién
media inhibitoria del 50% del radical libre DPPH (CI50).

Procesamiento estadistico

Los datos de los resultados obtenidos fueron procesados estadisticamente
mediante el programa estadistico informéatico SPSS V.26 (2022). Se determi-
naron las medias y desviaciones estandares de los parametros analizados.

RESULTADOS

Los resultados correspondientes al andlisis cromatografico se muestran en
la figura 1. Cada muestra objeto de estudio (variedad morada y variedad na-
ranja) se analizaron utilizando diferentes sistemas de revelados.

En la figura 1 se pueden apreciar los resultados de la CCD, de las solucio-
nes hidroalcohdlicas de los ES, para ambas variedades.

Figura 1. Cromatoplacas de las dos muestras de B. glabra, utilizando diferentes sistemas de revelado. Reve-
lados: A. Luz UV 254 nm; B. Acido sulfurico/calor; C. Acido sulftrico/vainillina/calor; D. cloruro férrico, E.
DPPH; 4: hojas de B. glabra variedad morada; 5: hojas de B. glabra variedad naranja.
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Cada una de las placas, luego del proceso de separacién, se someten a la
evaluacion con diferentes sistemas de revelado, precisamente, buscando la
deteccién de compuestos quimicos que responden a diferentes caracteristi-
cas estructurales o propiedades fisico-quimicas. De esta forma se mejora la
especificidad y sensibilidad de los resultados, se profundiza en la determi-
nacién de la composicion quimica de las muestras y se propone la actividad
bioldgica de diversos extractos. Los estudios en CCD también se han utiliza-
do para obtener los perfiles quimicos asociados a la compleja mezcla de me-
tabolitos secundarios que estan presentes en los extractos vegetales (Campo
et al., 2008; Oliveira, 2010; Rengifo Zevallos, 2018).

El andlisis de los resultados cromatograficos da una idea méas simplifica-
da de que camino elegir al momento de cuantificar dichos metabolitos, por
ende, se comenzd revelando con luz UV (254 nm, figura 1A). Este tipo de
informacion sugiere la presencia de compuestos quimicos con grupos cromé-
foros conjugados en los extractos hidroalcohdlicos de ambas variedades de
hojas, teniendo en cuenta que revelan manchas cercanas al punto de aplica-
cién y otras hacia valores mayores de Rf, por lo que resultan ser méas afines
con la fase movil (Wagner & Bladt, 1996). Preliminarmente, la imagen obte-
nida sugiere que el extracto de la variedad morada, presenta una mayor com-
plejidad quimica en este sentido, que el extracto de la variedad naranja. No
obstante, dada que la aplicacién de la muestra no fue realizada en cantidades
definidas, tal resultado se deja solo como una posibilidad.

En las cromatoplacas B y C se utilizaron reveladores que dan una in-
formacion més general de la composicién quimica, mostrando una gama de
colores significativos inherentes a metabolitos de diversa polaridad. Se pue-
de apreciar que muchas de las manchas coloreadas en esta cromatoplacas
corresponden a multiples metabolitos que se evidencian bajo la luz UV (254
nm). Es de resaltar que en estos sistemas de revelados quimicos, ademas
de permitir la visualizacion de estructuras terpénicas, también se observan
compuestos que en su mayoria no presentan grupos cromoforos conjugados
y, por consecuencia, no fueron observados bajo la luz UV a 254 nm. Si se
aprecia con detenimiento la figura 1 (las cromotoplacas B y C), a valores de
Rf de 0,50 a 0,75 se observan una mancha para la muestra 4 y dos manchas
para la muestra 5. Al comparar con la figura 1A, estas manchas no se mues-
tran en ella, por lo que sugiere que son compuestos de mayor afinidad a la
fase estacionaria y que carecen de grupos croméforos conjugados.

Segun estudios realizados por otros autores (Vieira et al., 2014; Da Sil-
va, 2015) en la planta de B. glabra, hasta el momento no se ha informado la
presencia de compuestos terpénicos en las hojas, por lo que corresponderia
profundizar en dicha direccién en trabajos posteriores.

Relacionando los resultados obtenidos en las tres primeras placas (A, B
y C) con la imagen D, donde se efectu¢ el revelado con FeCl,, se pudo apre-
ciar que en esta ultima existen manchas oscuras, sugiriendo la presencia de
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compuestos de naturaleza fendlica, los que sin dudas también revelan bajo la
luz UV y con los reveladores mixtos acido sulfturico/calor y acido sulfirico/
vainillina/calor.

Dada la sugerente presencia de compuestos fenolicos, se realizé el reve-
lado con DPPH en metanol al 0,2% (figura 1E), actuando éste como genera-
dor de radicales libres. La imagen obtenida evidencia que en la misma zona
donde revelan la mayoria de los compuestos quimicos existe una fuerte de-
coloracion, que contrasta con la coloracién purpura del DPPH. Lo anterior es
indicativo de que tales metabolitos serian los responsables de la capacidad
secuestradora de radicales libres que ambos extractos presentan (Medié-Sa-
ri¢ et al.,1996; Kivrak & Kivrak, 2017).

Luego de los estudios cualitativos realizados se procedi6 a la cuantifica-
cion de fenoles totales, flavonoides en particular y de la capacidad antioxi-
dante de ambos extractos, resultados que se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Cuantificacién de fenoles totales, flavonoides y concentracion inhibi-
toria media (CI50) en hojas de B. glabra de las variedades morada y naranja.

MUESTRAS FENOLES FLAVONOIDES CI;,

(MG EAG/G ES)=DS (MG EQ/G ES)+DS (MG/ML)+DS
Hojas de B. glabra 363,8+0,1 47,7+0,2 280+0,3
Variedad morada
Hojas de B. glabra 450,6+0,2 63,2+0,4 210+0,4
Variedad naranja

Para la determinaciéon de fenoles por el método Folin-Ciocalteu, se obtuvo
una curva de calibracién, donde la ecuacién (y=0,03281+1,0999x) con una
R?=0,982, garantiza una fuerte correlacion en el rango de concentraciones
evaluado. Como se puede observar en la Tabla 1, el contenido de fenoles tota-
les del ES de las hojas de B. glabra de la variedad naranja resulta significati-
vamente mayor al de la variedad morada, con una p<0,05.

Para la determinacion de flavonoides se obtuvo una curva de calibracion
con una R?=0,9982 y la ecuaciéon y=-0,0085+0.0072040*x siendo también
valida para la cuantificacién como equivalente a quercetina. El contenido
de flavonoides totales (Tabla 1) tuvo un comportamiento similar al estudio
anterior, el contenido de la variedad naranja (63,2 QE/g ES) resultd ser sig-
nificativamente mayor (p < 0,05) al de la variedad morada (47,7mg QE/g ES).
Comparando los resultados anteriores con los referidos por Jaramillo et al.
(2021), donde se evalué el contenido de fenoles y flavonoides en las bracteas
de B. glabra de las mismas variedades (naranja y morada), se puede observar
que dichos valores fueron inferiores (fenoles 79,9-129,6 mg EAG/g ES; flavo-
noides 9,1-40,1 mg EQ/g ES, variedad morada y naranja, respectivamente) a
los obtenidos en el estudio actual

Los estudios preliminares sugieren que las hojas variedad naranja tienen
mayor contenido de compuestos fendlicos y de flavonoides que las hojas de la
variedad morada, por lo que se sugiere continuar con estudios que permitan
elucidar la composicion quimica de la materia prima vegetal estudiada.
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Los resultados del ensayo con el radical DPPH, guardan estrecha relacion
con la cuantificacién de compuestos fendlicos realizada. Como se puede apre-
ciar en Tabla 1, las disoluciones del extracto seco de las hojas de la variedad
naranja, lograron inhibir el 50% del radical libre a una menor concentracién
que las hojas de la variedad morada. Estos resultados de CI,, correlacionaron
negativamente con los valores obtenidos para fenoles totales y flavonoides, lo
cual indica que en la medida que aumenta la cantidad de fenoles y flavonoi-
des, disminuye el valor de CI.

Estos valores de CI,, son mas altos que los valores obtenidos por Rao et
al. (2015) para hojas de B. glabra de la variedad roja (0,080 mg/mL) y de los
presentados por Jaramillo et al. (2021) en las disoluciones del ES de las brac-
teas naranjas (37 ug/mL) de B. glabra. En este Ultimo caso, las bracteas de la
variedad morada de B. glabra presentaron valores aproximados a las de las
hojas de la misma variedad (270 ug/mL). Lo antes mencionado podria atri-
buirse al hecho que se trata de muestras colectadas en lugares diferentes,
con factores extrinsecos como el clima y el suelo, que pueden diferir, ademas
de otros aspectos como la edad de la planta y su estado fenoldégico. Todos es-
tos factores pueden incidir en que especies similares muestren variaciones
de sus compuestos bioactivos (Acosta & Castro, 2010).

CONCLUSION

El andlisis quimico realizado y la evaluacién de la actividad antioxidante de
los extractos de hojas de B glabra, variedades morada y naranja, le otorga a
la especie vegetal un potencial terapéutico. Se pudo constatar que las hojas
de la variedad color naranja, en comparacién con la variedad morada, tiene
mayores concentraciones de fenoles totales y flavonoides y, como consecuen-
cia, una mejor capacidad antioxidante, determinada a través de la concentra-
cion inhibitoria del 50% del radical libre DPPH.

Estudios posteriores podrian encaminarse a profundizar en la identifi-
cacién de los compuestos quimicos bioactivos responsables de los efectos
bioldgicos de la materia prima vegetal, en particular los de carécter fendlico,
responsables del efecto antioxidante de los extractos hidroalcohdlicos.
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