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En este estudio se examiné la capacidad antioxidante y antinitrosativa de los extractos y
flavonoides aislados a partir de hojas y corteza de Bauhinia kalbreyeri Harms (Casco de Vaca.
Fabaceae). Los extractos mostraron alta funcionalidad antioxidante y antinitrosativa, en tanto que
los flavonoides aislados dejaron ver habilidad para quelar metales e inhibir el NO. Se encontraron
diferencias significativas entre los extractos entre si, y entre ellos y las fracciones de flavonoides (p
< 0.05). La actividad antioxidante de la planta parece fundamentarse en el conjunto de derivados
fendlicos. Los resultados obtenidos indican que el potencial antioxidante de B. kalbreyeri es com-
parable con el del Hidroxitolueno butilado y el dcido ascorbico utilizados como antioxidantes por la
industria alimentaria y farmacéutica.
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Abstract

In this study the antioxidant and antitrosative capacity of the extracts and isolated flavonoids
from the leaves and bark of Bauhinia kalbreyeri Harms (Cow Hoof. Fabaceae) was examinated. The
extracts showed high antioxidant and antinitrosative functionality, while the flavonoids ability to
capture metals and inhibit the NO. Significative differences were found among the extracts, and
into those and the flavonoids fractions (p < 0.05). The antioxidant activity of the plant seems to be
based in the whole phenolic derivatives. The results obtained indicate that the antioxidant potential
of B. kalbreyeri is comparable with the Butylated Hydroxytoluene and the ascorbic acid used as
antioxidants by the food and pharmaceutical industry.
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1. Introducciéon

En paises como Colombia, poseedores de una alta
biodiversidad, resulta especialmente importante el estu-
dio de partes de un vegetal, de extractos o de sustancias
puras aisladas que presentan significativa actividad tera-
péutica. En esta busqueda nos hemos centrado en el estu-
dio de algunas especies vegetales del género Bauhinia
(Fabaceae-Caesalpinioideae), el cual comprende alrededor
de 400 especies (da Silva & Cechinel Filho, 2002), distri-
buidas en un amplio rango de zonas tropicales a nivel mun-
dial como Asia, Africa, América central y del sur
(Duarte-Almeida, 2004); popularmente son conocidas
como pata de vaca, casco de vaca, pie de buey o morord
(Matos, 1998); muchas de ellas son utilizadas en la
etnofarmacologia en casos de disenteria, diarrea, inflama-
ciones, envenenamiento por animales, infecciones de la
piel, como laxativas, carminativas, astringentes, tonico, o
en afecciones del higado (Ali, ef al., 1999; Viana, et al.,
1999, Rajkapoor, et al., 2003; Reddy, et al., 2003).

El género Bauhinia ha merecido la atenciéon de un nu-
mero considerable de investigadores que buscan correlacio-
nar la accion antidiabética de estos vegetales con sus
constituyentes quimicos, especialmente los fitofenoles; no
obstante los resultados son algunas veces contradictorios,
tal es el caso de Russo y colaboradores (1990), Silva, (1999),
Soares, ef al. (2000), da Silva, et al. (2002), Damasceno y
colaboradores (2004), Gupta (2005), Murillo y colaborado-
res (2006), entre otros.

Bauhinia kalbreyeri Harms, es quiza una de las espe-
cies menos conocida dentro del género que nos ocupa;
sin embargo, en Ibagué-Tolima (1170 m.s.n.m., 22.5°C) es
encontrada en parques, avenidas y jardines. La etnobota-
nica de la regidn utiliza las decocciones de hojas y corteza
en el tratamiento de la diabetes mellitus, la cual debe en-
tenderse como un conjunto de patologias originadas fun-
damentalmente cuando las células beta (en los islotes de
Langerhans del pancreas) no producen insulina (Diabetes
Mellitus Insulinodependiente) o tipo I; en tanto que si los
receptores de insulina de las células del cuerpo no funcio-
nan, se genera la Diabetes Mellitus No Insulinodependiente
o tipo II. En cualquier caso, la glucosa no puede ingresar a
las células para ser usada efectivamente; el aumento del
metabolismo de la glucosa remanente genera entonces un
desbalance entre la produccion de especies reactivas de
oxigeno y la capacidad de defensa antioxidante del cuer-
po; desbalance conocido como estrés oxidativo (Halliwell,
et al., 1992). Esto ocasiona, a su vez, degeneracion de las
paredes celulares y de los vasos sanguineos, dafios en la
retina, deterioro renal, aterosclerosis, afecciones en el sis-
tema nervioso central e incluso multiples alteraciones

reproductivas, genotoxicidad, diabetes y cancer (Giilgin,
etal.,2003; Saha, et al., 2004).

En nuestros laboratorios estamos realizando estudios con
extractos de algunas especies de Bauhinia, entre ellas B.
kalbreyeri, con el propdsito de establecer el potencial
antioxidante y la contribucidn de los constituyentes fenélicos,
entre otros los flavonoides, en la actividad funcional revela-
da por la planta; en el intento por correlacionar la aplicacion
etnofarmacoldgica que el vegetal tiene en el departamento
del Tolima y los resultados obtenidos en esta investigacion.

2. Materiales y Métodos
2.1 Reactivos quimicos

El 1,1-Diphenyl-2-picryl hydrazyl (DPPH), el N-[1-Nattil]
etilendiamina dihidrocloruro y la Rutina fueron adquiridos
de Sigma Chemical Co. Todos los demas reactivos utiliza-
dos en el trabajo, incluidos los solventes, fueron de alto
grado de pureza de Merck.

2.2 Obtencion de los extractos y preparacion de la
muestra

Se recolectaron hojas y corteza de B. kalbreyeri, en
optimo estado de desarrollo vegetativo y fitosanitario, en
la zona suburbana de Ibagué (1170 m.s.n.m., 22.5 + 1°C).
Una muestra del especimen se encuentra en la coleccion
de fabaceas del Herbario Nacional de Colombia de la Uni-
versidad Nacional de Colombia con niimero de referencia
(N°COL: 509144). Un proceso de maceracion con etanol y
agua (1:10, vegetal/solvente, 48 h), con remocion del sol-
vente cada 24h hasta el agotamiento, permitié preparar los
extractos crudos, los cuales se filtraron y concentraron a
presion reducida en un rotavapor BUCHI R114, hasta ob-
tener un material viscoso que se almacend6 (4°C) en frascos
ambar debidamente rotulados hasta su utilizacion. En el
intento de dar validez cientifica a las costumbres popula-
res del Tolima, se prepar6 una decoccion con agua a partir
del material vegetal (1:10 vegetal/solvente, 30 min), el cual
se sometio a los mismos procesos de concentracion, enva-
sado y almacenamiento de los anteriores extractos.

2.3 Separacion de los flavonoides totales de las
hojas y corteza de Bauhinia kalbreyeri

La separacion de los flavonoides se realizd6 mediante
cromatografia de capa delgada preparativa utilizando como
fase estacionaria placas de silica gel (1 mm de espesor) y
como eluente acetato de etilo-acido férmico-acido acéti-
co-agua (100:11:2:7). El desarrollo del cromatograma se efec-
tué mediante sistema ascendente. Como revelador se aplico
luz UV (365 nm). Las bandas con fluorescencia azul inten-
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sa y amarilla se identificaron como flavonoides, las frac-
ciones separadas se sometieron a las mismas pruebas de
actividad antioxidante aplicadas a los extractos.

2.4 Determinacion del Contenido de Fenoles y
Flavonoides

Una alicuota de 0.5 mL de una solucién de los extractos
(1:50) se mezclo con el reactivo de Folin-Ciocalteau (2.5
mL) y con carbonato de sodio (2 mL, 7.5%); la mezcla se
calent6 (10 min, 50°C), se le dejo alcanzar la temperatura
ambiente y se leyo la absorbancia contra un blanco de
reactivos a 760 nm (Singleton & Rossi, 2006). El acido
galico se utiliz6 para preparar la curva de calibracion, el
contenido fendlico total se calculd a partir de la ecuacion
de regresion: y= 173.5X, r2= 0.9977, y se expresd como
miligramos equivalentes de acido galico por gramo de ma-
terial vegetal seco (mgEAG/gs).

La cantidad de flavonoides se estimé mezclando una
alicuota (0.5 mL) de los extractos crudos y de los estandares
con 4 mL de agua destilada, a la solucion obtenida se le
agrego nitrito de sodio (0.3 mL, 5%), se dejé incubar 5 min,
se adiciono tricloruro de aluminio (0.3 mL, 10%) y se dejé
en reposo a temperatura ambiente (6 min), después de lo
cual se agregd hidroxido de sodio (2 mL, 1M), se afor6 con
agua destilada a 10 mL, y se leyo la absorbancia a 510 nm
(Kumaran, ef al., 2007). Las lecturas de esta variable se
interpolaron en la curva de calibracidn preparada con ruti-
na, caracterizada mediante la ecuacion de regresion: y =
805.9X, r2 = 0.9979. Los resultados se expresaron como
miligramos equivalentes de rutina por gramos de material
vegetal seco (mgER/gs).

2.5 Actividad antioxidante
2.5.1 Actividad estabilizante del radical DPPH

Se cuantifico la capacidad de los extractos y de los
flavonoides aislados para estabilizar el radical (DPPH), si-
guiendo la metodologia propuesta por Ohinishi, ez al.
(2005). A 1 mL de cada uno de los extractos (160 pg/mL) se
adiciond 3 mL de DPPH (0.1mM), se incub6 a temperatura
ambiente (30 min) y se midid la absorbancia a 517 nm. Se
utilizaron como patrones el acido galico (AG), acido
ascorbico (AA) e hidroxitolueno butilado (BHT), a igual
concentracion (10 mg/mL).

El porcentaje de Actividad Estabilizante de Radicales
Libres (%AERL) se obtuvo mediante la ecuacion:

% ASRL =|:ABS DPPH_~ ABS MUESTRA:|X 100

ABS pppy

2.5.2 Medida del Poder reductor

El poder reductor del vegetal se determind siguiendo la
metodologia descrita por Oyaizu (1986), una alicuota de
0.1 mL del extracto crudo se llevd con metanol hasta 1 mL,
se mezcld con buffer fosfato (2.5 mL, 0.2M, pH 6.6) y
ferricianuro de potasio (2.5 mL, 1%), se incubd a tempera-
tura constante (50°C, 20 min), se adiciond acido
tricloroacético (2.5 mL, 10%), la mezcla resultante se
centrifugd (548 x g, 10 min); se tomd una alicuota del
sobrenadante (2.5 mL) la cual fue disuelta en una cantidad
igual de agua destilada, inmediatamente se agregd cloruro
férrico (0.5 mL, 0.1%); finalmente se midid la absorbancia a
una longitud de onda de 700 nm. Se utilizaron como con-
troles positivos AG, AA, a igual concentracion (15 pg/mL).
El poder reductor de los extractos guarda una relacion di-
recta con el valor de la absorbancia.

2.5.3 Actividad quelante del ion Fe™?

A los extractos vegetales y a los flavonoides aislados
(1%), se les agrego6 sulfato ferroso (50 pl, 2 mM). La reac-
cién se inicid por adicion de ferrocina (0.8 mL, 5 mM), la
mezcla se agito fuertemente, dejandola en reposo a tempera-
tura ambiente (10 min), posteriormente se realizd la lectura
de absorbancia a una longitud de onda de 562 nm. El mismo
procedimiento fue aplicado a los patrones utilizados (EDTA
10, 15%, AG 10%). La densidad dptica es directamente pro-
porcional a la habilidad quelante del extracto. La metodolo-
gia seguida fue la propuesta por Dinis, et al. (1994).

El porcentaje de inhibicion de la formacion del comple-
jo Ferrocina-Fe'? fue estimada mediante la ecuacion:

% AQH = (- 4,) x 100
0

Donde.

%AQH: actividad quelante de Fe'?

A,: absorbancia del control

A,,: absorbancia de la mezcla reaccionante
2.5.4 Habilidad para descomponer el H,0,

La potencialidad de los extractos y de las fracciones de
flavonoides para descomponer el prooxidante peroxido
de hidrégeno fue determinada de acuerdo al método su-
gerido por Ruch, et al. (1989). Una solucion de H,O, preparada
en buffer fosfato (pH 7.4) se le determind la concentracion
inicial a 230 nm, utilizando una absortividad molar de 81
cm!. mol-! L. A las muestras (3 mL, 1 ppm) se les adiciond
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1.8 mL de la solucién tamponada de perdxido. La
absorbancia del H,O, remanente se determiné después de
10 min contra un blanco de reactivos.

La actividad inhibitoria del peréxido fue estimada utili-
zando la siguiente ecuacion:

% CDP = Ij—M x 100

o

Donde:

%CDP: actividad inhibitoria de H,O,
A,: Absorbancia del control

A,,: Absorbancia de la mezcla reaccionante
2.5.5 Actividad antinitrosativa

Para establecer la habilidad de los extractos para captu-
rar el 6xido nitrico (NO), se aplicd la metodologia seguida
por Giraldo ef al., (2003) con algunas modificaciones. Se
prepararon dos baterias de siete tubos cada una. La bateria
[ contenia diferentes volumenes de los extractos (0.2, 1.2y 2
mL) a igual concentracion (5%), al séptimo tubo se le afiadid
1 mL de AG al 5% (patron); a cada tubo se le agrego sufi-
ciente agua destilada para completar 2 mL, inmediatamente
se adiciond nitroprusiato de sodio (NPS, 0.4 mL, 113 mM), se
agitd y se dejo incubar a temperatura ambiente (150 min),
tiempo después del cual se agregd el reactivo de Griess:
primero 0.8 mL del reactivo A (4cido sulfanilico al 1% en
acido fosforico al 5%) y 30 min después se adiciond 0.8 mL
del reactivo B (N-1 naftiletilenediamina al 0.1% en agua des-
tilada); los tubos se dejaron en reposo 45 min, y se midio la
absorbancia a 546 nm. Las lecturas de absorbancia decre-
cen con el aumento de la actividad antinitrosativa.

La bateria II, fue utilizada como blanco de la anterior,
para prepararla se siguié el mismo procedimiento descrito
anteriormente, reemplazando el volumen de NPS por agua
destilada.

La actividad antinitrosativa se estimo de acuerdo a la
siguiente ecuacion:

A - A
% PION= |—2>—"" |x100

Donde:

% PION: corresponde al potencial inhibitorio del 6xido nitrico
A, es la absorbancia del control

A,,. es la absorbancia de la mezcla reaccionante

2.5.6 Analisis estadistico

Todos los datos son expresados como la media de tres
determinaciones (n = 3) + DS. El analisis de regresion li-
neal se efectud para calcular la relacion dosis-respuesta
de las soluciones estandares y muestras analizadas. El gra-
do de correlacion entre las variables se expresd a través
del coeficiente de correlacionr, . Con el animo de medir el
nivel de significancia entre los extractos se aplicd un
ANOVA de un factor y ANOVA de dos factores. Adicio-
nalmente se realizaron test de comparacion multiple: LSD
(diferencia minima significativa), utilizando el programa de
apoyo para estadistica general con algunas aplicaciones
matematicas (ESM). Version 8.4.5. Adicionalmente, se apli-
co el test de TUKEY (prueba de comparacion multiple) a
través del programa G-STAT (Glaxo-Smithkline. Version 1.2).

3. Resultados y discusién

Del extracto etanolico de hojas y corteza pulverizadas de
Bauhinia kalbreyeri se aislaron, mediante cromatografia
de capa delgada preparativa, las bandas fluorescentes azu-
les y amarillas con Rf entre 0.3 y 0.8, las cuales respondieron
a las pruebas de Shinoda, Pew y cloruro férrico. Un trata-
miento posterior con reactivos de desplazamiento (metanol,
acetato de sodio, acido bdrico, tricloruro de aluminio y
tricloruro de aluminio mas 4cido clorhidrico) dejo ver una
mezcla heterogénea de flavonoides, dentro de los cuales
priman las flavonas y los flavonoles, con los OH- ubicados
en las posiciones 3 y 5 posiblemente glicosiladas.

La naturaleza quimica de los flavonoides es predictiva
de su actividad estabilizante de radicales libres, debido a
que los potenciales reductores de sus radicales son mas
bajos que aquellos de los radicales peroxilos y superdxido,
lo que significa que estos metabolitos secundarios pue-
den inactivar esas especies prooxidantes y prevenir asi
sus efectos dafiinos (Rice-Evans et al., 1996).

Adicionalmente se realizé un tamizaje fitoquimico al
extracto etandlico crudo de hoja y corteza de la B.
kalbreyeri, encontrandose en ambos abundante conteni-
do de carbohidratos reductores, fenoles, flavonoides,
taninos condensados, fenilpropanoides, quinonas,
terpenos y/ o esteroides e iridoides. En menor proporcion
se observaron saponinas y cumarinas. No se detectaron,
bajo las condiciones del ensayo, alcaloides, cardiotonicos
y lactonas terpénicas. Lo anterior permite inferir que en B.
kalbreyeri los constituyentes de naturaleza fenolica son
abundantes y diversos.

Los fitofenoles, entre ellos los flavonoides, fenilpropa-
noides y taninos, han sido reportados como poseedores
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de multiples actividades bioldgicas entre las que se cuen-
ta su accidn antioxidante (Rice-Evans et al., 1996; Pietta
2000; Gorinstein et al., 2004; Soobrattee et al., 2005;
Dasgupta & De, 2007), teniendo en cuenta ademas que
esta funcionalidad ha sido correlacionada con procesos
fisiopatoldgicos como la diabetes (Giil¢in ez al., 2003; Saha
et al., 2004), en este trabajo se cuantificaron los conteni-
dos de fenoles y de flavonoides totales (figuras 1 y 2
respectivamente).
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Figura 1. Contenido total de fenoles en Bauhinia kalbreyeri
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Figura 2. Contenido total de flavonoides en Bauhinia kalbreyeri

A través de los resultados que ilustran las figuras 1y
2 se puede deducir que al someter la corteza de B. kal-
breyeri a decoccion se obtiene una considerable canti-
dad de constituyentes fendlicos, en tanto que los
macerados etanolicos de hojas hacen lo propio en rela-
cidn con los flavonoides. Al realizar un analisis compara-
tivo se infiere que la utilizacion de agua caliente favorece
la extraccidon de los compuestos de naturaleza fendlica
mas que hacer uso del mismo solvente en frio, lo que
permite pensar que un producto fitoterapéutico prepara-
do a partir de la planta podria conservar las cualidades

manifestadas en el vegetal crudo. Uno de los mecanis-
mos de accion antioxidante de los constituyentes
fendlicos es eliminar radicales libres convirtiéndolos en
especies estables, en algunos casos reaccionar con ellos,
o bien quelar metales que actian como cofactores de
enzimas que intervienen en procesos oxidativos (Shahidi
& Wanasundara, 1992; Sanchez-Moreno et al., 1999).

Mediante un ensayo preliminar se establecio la activi-
dad de los extractos para estabilizar radicales libres, para
tal efecto se realizd un screening rapido de decoloracion
del radical DPPH comparados con la accion de los patro-
nes (AA y BHT). En distintos pozos de una microplaca se
depositaron diferentes volimenes del extracto (2-12 ul) y
en cada uno de ellos se agregé DPPH (100 ul, 0.1 mM).

Este test es un método rapido y sencillo para evaluar
moléculas antioxidantes pequeiias, debido a que la reaccion
puede observarse visualmente utilizando un equipo de la-
boratorio clasico, como lo es la microplaca; adicionalmente
el método permite estimar semicuantitativamente la accion
del material ensayado. A través de esta prueba se encontrd
que los extractos AHD y EEC fueron los mas activos, lo que
confirmo el método espectrofotométrico.

Los valores estimados al determinar la actividad
estabilizadora del radical libre DPPH (AERL), la capacidad
para descomponer el peréxido de hidrégeno (CDP) y el
poder reductor (PR) de los extractos y de la fraccion de
flavonoides aislados aparecen consignados en la tabla 1.

En todos los casos se nota que la actividad de los
extractos es comparable a la del BHT y al AA, sustancias
utilizadas como antioxidantes en alimentos. Caso contra-
rio se observa con las fracciones de flavonoides, cuya
habilidad para estabilizar radicales libres y su poder re-
ductor result6 ser la mas baja entre los tratamientos; sin
embargo, la capacidad de los mismos para desestabilizar
el H,O, se muestra equiparable a la de las sustancias de
referencia.

Cabe mencionar que la tabla en cuestiéon no muestra a
alguno de los tratamientos con un comportamiento parti-
cularmente sobresaliente a través de los tres ensayos apli-
cados; por el contrario, se observan variaciones que
podrian ser parcialmente sustentables en los diversos me-
canismos de accidon de los antioxidantes, los cuales son
dependientes de factores intrinsecos como estructura, ca-
racteristicas de solubilidad, nimero y posicion de los
sustituyentes, entre otros (Mathew & Abraham, 2006), asi
como también en propiedades derivadas de la naturaleza
del prooxidante, su potencial reductor o del tipo de prueba
a la que es sometido.
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Tabla 1. Actividad estabilizante de radicales libres (AERL), capacidad de descomposicion del H,O, (CDP)
y poder reductor (PR) de los extractos y flavonoides de B. kalbreyeri comparado con los patrones.

Muestra AERL (%) CDP (%) PR(abs)
EEH 88,61+ 0,5 63,95 + 0,07 0,620 + 0,08
EEC 95,84 + 0,12 69,43 + 0,04 0,620 + 0,081
MAH 94,43 £ 0,23 100+ 0 0,119 + 0,005
MAC 79,09 £ 0,36 98,79 £ 0,43 0,087 + 0,013
AHD 95,49 + 2,36 100+ 0 0,306 + 0,002
ACD 83,47 £ 0,55 100+ 0 0,331+ 0,024
FH (flavonoides hoja) 31,82+ 1,28 36,31+ 4,26 0,005 + 0,033
FC (flavonoides corteza) 18,53+ 1 56,28 + 1,04 0,019 + 0,005
BHT 98,32+ 0,47 ND ND
AA 99,37 + 0,47 48,05+ 0,8 0,053 + 0,002
AG ND 62,1+ 1,09 0,213 + 0,006
RUTINA ND 37,3+0,34 ND

ND: No detectado. Los resultados corresponden a la media de tres determinaciones £ DS (n = 3)

No obstante, el analisis de varianza de un factor mostrd
diferencias significativas de los extractos entre si, y entre
ellos y las fracciones de flavonoides (p < 0.05); complemen-
tariamente permitio corroborar que la accion de los flavonoides
aislados de hojas y corteza es inferior a la de los extractos.
Las pruebas de comparacion multiple dejaron vera EEC, MAH
y AHD como los tratamientos de mayor efectividad en las
pruebas aplicadas, dando a entender que el potencial antioxi-
dante del vegetal no deriva directamente de los flavonoides
contenidos en ellos, sino mas bien de la actividad conjunta
de sus metabolitos secundarios detectados a través del ana-
lisis fitoquimico: flavonoides, taninos condensados,
fenilpropanoides, quinonas y terpenos, entre otros.

Entre todos los usos etnofarmacoldgicos atribuidos a
las especies de Bauhinia, quizé la hipoglicemiante y diuré-
tica son las que mayor interés han despertado, convirtiendo
a estos vegetales en blanco de un sinnumero de estudios
principalmente de corte clinico, no obstante los resultados
han sido algunas veces contradictorios. da Silva y colabo-
radores (2002) observaron efecto hipoglicemiante del ex-
tracto hidroalcohodlico de B. variegata en ratones normales
pero no resulto asi cuando la diabetes fue inducida por ac-
cion de la estreptozotocina; sin embargo Wazlawilk y cola-
boradores (2002) determinaron que los flavonoides
presentes en el extracto hidroalcohdlico de las semillas del
mismo vegetal tienen actividad hipoglicemiante en ratas tra-
tadas con el mismo diabetdgeno.

Los resultados hasta ahora obtenidos fueron motivan-
tes para continuar indagando sobre la funcionalidad

antioxidante de los extractos y las fracciones de flavonoi-
des de hoja y corteza de B. kalbreyeri, en tal sentido, se
probo la habilidad de los materiales vegetales para quelar
el ion Fe'2. No debe perderse de vista que en sistemas
biologicos, las sales de hierro enlazan proteinas, membra-
nas, acidos nucléicos o actuan como agentes quelantes de
especies de bajo peso molecular, y que la enzima superoxido
dismutasa convierte el anién superoxido (0,*) en H,O,
mediante la reaccion de Fenton; este ultimo en presencia
de Fe*2 produce el radical hidroxilo (OH®"), reaccién que es
activada por Fe*?y Cu*, a su vez este radical ataca la doble
union de los acidos grasos insaturados que contienen los
fosfolipidos de las membranas celulares, dafio que puede
ocurrir en la membrana plasmatica, la mitocondrial y la del
reticulo endoplasmatico (Bencheroun ez al, 1993; Goeth et
al. 1990), modificando ademas la activacion de los canales
ionicos y la liberacion de los neurotransmisores.

La figura 3 ilustra el comportamiento de extractos y
flavonoides aislados en su accién quelante del ion Fe™2 (AQH).
Con claridad se evidencia la importante participacion de los
flavonoides en esta actividad, la cual resulta superior a la de
los extractos y comparable a la de los patrones (EDTAy AG).
No obstante todos los tratamientos alcanzaron valores cer-
canos al 80%, o superiores. Se entenderia entonces que la
accion antioxidante de la planta estd fundamentalmente apo-
yada en la habilidad de sus constituyentes quimicos para
estabilizar radicales libres o bien para quelar metales.

De acuerdo a Halliwell y Gutteridge (1992), los
flavonoides ejercen su accion antioxidante mediante dife-
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Figura 3. Actividad quelante de hierro de extractos y flavonoides
de B. kalbreyeri, comparado con los patrones.

rentes mecanismos: suprimiendo la formacién de especies
reactivas del oxigeno por inhibicion de enzimas o quelando
elementos trazas involucrados en la produccion de radica-
les libres, capturando especies reactivas del oxigeno o bien
protegiendo las defensas antioxidantes. En el interés de pro-
bar esta actividad algunos investigadores han realizado es-
tudios que muestran la participacion de los flavonoides en
la actividad antioxidante de vegetales (Giraldo et al., 2003;
Murillo et al., 2006, Kumaran & Karunakaran. 2007).

Estos fitocompuestos intervienen en los sistemas redox
biologicos, ligandose a un nimero de proteinas antioxidan-
tes, tales como la transferrina, la ceruloplasmina y la pro-
teina quinasa (Dumoulin e al., 1996; Gutteridge, 1985),
también se les ha registrado como inhibidores de la
ciclooxigenasa, lipoxigenasa, monooxigenasa microsomal,
glutation S-transferasa, succinoxidasa mitocondrial y la
NADH oxidasa, todas ellas involucradas en la generacion
de especies reactivas del oxigeno (Pietta, 2000).

De otra parte, se sabe que tanto el estrés oxidativo
como el nitrosativo, por diversas circunstancias, tanto de
caracter intrinseco como extrinseco, inducen a que los
mecanismos bioldgicos pierdan el control sobre los radi-
cales libres con el desbalance consecuente entre las con-
diciones oxidantes y las defensas antioxidantes celulares.
En concordancia, resulta de particular interés evaluar no
solo el potencial antioxidante de un material vegetal sino
ademas su capacidad antinitrosativa.

Las fracciones de flavonoides aislados presentaron ac-
tividad antinitrosativa considerable, sin embargo ésta fue
menor que la de los extractos, en todas las cantidades pro-
badas; se infiere entonces que durante el procesamiento de
obtencidn de los extractos se separan también otros com-

ponentes que sinergizan a los flavonoides en su actividad.
Los resultados ilustrados en la figura 4 y los arrojados por
la prueba de comparacion multiple de dos vias aplicada,
permiten deducir que el potencial antinitrosativo de los ex-
tractos no difiere en forma significativa entre ellos. La figura
también deja ver una relacion directa dosis-respuesta.

120 4
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-
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20 | | I
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Figura 4. Potencial inhibitorio del 6xido nitrico de extractos y
flavonoides de B. kalbreyeri, comparados con el &cido gélico.

Adicional a la participacion en la actividad enzimatica
mencionada en parrafos anteriores, a los flavonoides se
les ha reconocido que también inhiben enzimas involucra-
das indirectamente en los procesos oxidativos, como la
fosfolipasa A2 (Lindahl & Taggeson, 1997), al mismo tiem-
po que estimulan otras con reconocidas propiedades
antioxidantes, la catalasa y la superdxido dismutasa
(Sudheesh ez al., 1999).

Nuestros resultados demuestran que los flavonoides
de las hojas y corteza de Bauhinia kalbreyeri colectada
en Ibagué presentan actividad antioxidante manifestada a
través de diferentes mecanismos. La literatura pertinente
a este trabajo no muestra otros comparables, dado que los
investigadores de las especies de Bauhinia se han intere-
sado en probar el efecto hipoglicemiante de extractos cru-
dos de diferente polaridad o bien a aislar metabolitos a
partir de ellas; este parece ser uno de los pocos que evi-
dencia la participacion directa de los flavonoides en la
funcionalidad antioxidante de una especie de Bauhinia.

4. Conclusiones y perspectivas

Los antioxidantes de Bauhinia kalbreyeri Harms, co-
lectada en Ibagué, muestran capacidad para estabilizar ra-
dicales libres, poder reductor del ion Fe*3, habilidad para
quelar el Fe™? y descomponer el peroxido de hidrogeno, asi
como también aptitud para capturar especies reactivas de
nitrégeno, entre ellas el 6xido nitrico (NO). Se observo que
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el etanol es mejor solvente que el agua para extraer los
constituyentes activos de la planta, al proceso de
decoccion con agua como madas favorable que el de
maceracion, a la corteza como la mayor aportante de com-
puestos bioactivos y una correlacién dosis-respuesta
antinitrosativa. Complementariamente, la capacidad de la
especie vegetal para quelar el ion Fe™ es fundamental-
mente soportada por los flavonoides que posee en las hojas
y la corteza. Es importante tener en cuenta que la actividad
antioxidante evidenciada en B. kalbreyeri estad basada en
los derivados fenolicos, los cuales sustentan, al menos en
parte, las pruebas in vitro a que fue sometida.

Actualmente se esta ampliando el estudio de los meca-
nismos de accion de los antioxidantes de B. kalbreyeri
tales como transduccion de la sefial celular, proliferacion y
diferenciacion de células, apoptosis o la inflamacion; sélo
asi pueden tenerse ideas importantes de sus usos profi-
lacticos, para lo cual se esta probando su eficacia a través
de sistemas celulares in vivo y modelos animales.
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