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Resumen

El presente trabajo pretende contribuir al estudio fito-
quimico de las hojas de esta especie y evaluar su ca-
pacidad antioxidante. Para tal fin, a partir del material
vegetal colectado en el municipio de Honda (Tolima)
e identificado en el Herbario Nacional Colombiano
bajo el nimero de coleccion COL 573012, se obtuvo
el extracto etandlico (131.18 g). Con este, y a través
de separaciones por cromatografias en columna (CC),
cromatografia en capa delgada (CCD) y cromatografia
en capa delgada preparativa (CCDP), se obtuvo una
mezcla conformada por eritritol, acetato de isoamilo
y acido L-piroglutdmico y el aislamiento de querce-
tina, hiperésido y camferol. Estos dltimos reportados
por primera vez para esta especie en nuestro pars.
La elucidacion estructural de los compuestos aisla-
dos se llevd a cabo mediante las técnicas de croma-
tografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG-EM) y resonancia magnética nuclear de carbono

(RMN 13Q). La capacidad antioxidante fue evaluada
por el método de DPPH, donde se establecié que el
extracto etandlico, las fracciones de diclorometano
y acetato de etilo y el compuesto identificado como
camferol, mostraron un porcentaje de inhibicion su-
perior al 40 % tomando como referencia la captacion
antioxidante del acido galico del radical libre DPPH.
Palabras Clave: camferol, DPPH, fitoquimica, plan-
tas medicinales.

Abstract

The purpose of this study was to contribute to the
phytochemical study of its leaves and assess to eva-
luate its antioxidant capacity. For this purpose, from
plant material collected in the municipality of Hon-
da (Tolima) and identified in the Colombian Natio-
nal Herbarium collection under the number COL
573012, the ethanol extract (131.18 g) was obtained
from which a mixture consisting of erythritol, isoamyl
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acetate and L-pyroglutamic acid was obtained and an
isolation of quercetin, kaempferol and hyperoside,
through separations by column chromatographies (CC),
thin layer chromatography (TLC) and thin layer prepa-
rative chromatography (TLPC). Quercetin, kaempferol
and hyperoside were, for this species first reported in our
country. The structural elucidation of the isolated com-
pounds was carried out using techniques of gas chro-
matography-mass spectrometry (GC-MS) and nuclear
magnetic resonance of carbon (13C NMR). The antioxi-
dant capacity was evaluated by the method of DPPH,
where it was established that the ethanolic extract, frac-
tions of dichloromethane and ethyl acetate and the com-
pound identified as kaempferol, exhibited a percentage
of inhibition higher than 40 %, taking the antioxidant
capture of the free radical DPPH gallic acid as reference.
Palavras-chave: DPPH, Kaempferol, phytochemistry,
medicinal plants.

Resumo

O proposito deste trabalho foi fazer a contribuicdo do es-
tudo fitoquimico das folhas da espécie e avaliar sua capa-
cidade antioxidante. A partir do material vegetal coletado
no municipio de Honda (Tolima), identificado no Her-
bério Nacional Colombiano com numero de colegao COL
573012, foi possivel obter o extrato etdnolico (131.18 g);
o qual mediante cromatografia em coluna (CC), cromato-
grafia em camada delgada (CCD) e cromatografia em ca-
mada delgada preparativa (CCDP) forneceu uma mistura
de eritritol, acetato de isoamilo, e acido L-piroglutamico,
além do isolamento de quercetina, hiperosido e camferol,
estes Gltimos reportados pela primeira vez para esta espé-
cie no pais. A elucidacdo estrutural dos compostos isola-
dos foi possivel mediante as técnicas de cromatografia de
gases acoplado com espectrometria de massas (CG-EM) e
ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN 13C). A
capacidade antioxidante foi avaliada mediante o método
de DPPH, onde foi evidenciado que o extrato etanolico, as
fragoes de diclorometano e acetato de etila e o composto
denominado como camferol, apresentaram um teor de ini-
bicao superior ao 40 % tendo em conta como referencia
a captagdo antioxidante do acido do radical livre DPPH.
Palavras chave: DPPH, kaempferol, fitoquimica, plantas
medicinais.

Introduccion

La familia Fabaceae es uno de los mayores grupos
de plantas con flores (angiospermas) en el mundo,
presenta una gran distribucion y esta muy bien re-
presentada en la flora colombiana. En el consenso
actual entre especialistas de las Fabdceas, se suele
considerarlas como una sola familia Fabaceae, la
cual comprende 727 géneros y 19 000 especies
(Lewis, Schire y Mackinden, 2005). Actualmente
en Colombia se registran alrededor de 139 géneros
y 1850 especies (Sousa, 2004). México es conside-
rado uno de los principales centros secundarios de
diversificacion de las Fabaceae, ademas, este gru-
po es el segundo mas diverso en este pais (Sousa,
2004; Judd, Campbell, Kellogg, Stevens y Dono-
ghue, 2002; Forero y Romero, 2005).

En Colombia la especie Senna reticulata se en-
cuentra distribuida en todo el pais; la mayor con-
centracion esta en los departamentos de Tolima
y Cundinamarca, y en menor concentracion se
encuentra en los departamentos del Amazonas y
Arauca (Prance, 1993). Cominmente, en el de-
partamento del Tolima, esta especie es conocida
como montedioco y es utilizada como medicina
alternativa en el tratamiento de diferentes infeccio-
nes, como purgante, diurético, laxante y abortivo.
A nivel mundial es utilizada como insecticida, re-
pelente asi como ayuda en el tratamiento del reu-
matismo, entre otros (Drury y Allen, 1873).

Esta especie es un arbusto lenoso de flores ama-
rillas, pionera en sitios himedos del Amazonas.
Los tallos crecen rapidamente y son de color blan-
co, produce flores todo el afio, incluido el periodo
de heladas (invierno), crece en sitios abiertos, pero
es capaz de tolerar la sombra y es una planta que
resiste a la sequia. Se encuentra en climas templa-
dos y algunas veces en paramo, puede alcanzar
su crecimiento a una altura de 12 m alrededor de
los 1000 hasta los 2500 msnm. Las hojas de los
arboles maduros estan caracterizadas por ser com-
puestas por 8-14 pares de foliolos que son obo-
vadas-oblongas, obtusas, mucronate y glabras en
ambos lados (Polhill, Raven y Stirton, 1981; Lavin,
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Brummer, Quire y Maxwell, 1990; Strasburger,
2004).

Los estudios quimicos realizados en las hojas y
tallo de la especie Senna reticulata han reportado
la presencia de flavonoides, alcaloides, taninos, an-
traquinonas, saponinas, esteroides, terpenos y gli-
c6sidos, de los cuales se destacan los compuestos
crisofanol, fisciona, emodina, 1,3,8-trihidroxian-
traquinona, 1,6,8-trihidroxi-3-metoxiantraquino-
na, camferol, B-sistosterol, estigmasterol, a-amirina
y B-amirina (Dos Santos, Goretti y Filho, 2008;
Vargas, 2007).

En cuanto a los estudios de actividad biologi-
ca para hojas, corteza y flores de esta especie se
ha reportado la evaluacién de diferentes activi-
dades como: antioxidante y citotoxica para frac-
ciones en medio acuoso y de etanol (Cardenas y
Pérez, 2013; Lizcano, Bakkali y Ruiz, 2010; Gon-
zalez et al., 2014), antimicrobiana e inmunoldgi-
ca para fracciones de hexano (De Oliveira, 2009),
antiinflamatoria y cicatrizante para fracciones en
metanol (Vargas, 2007), antiparasitaria y antibac-
teriana (Nunes, 2007), citotoxica para fracciones
en etanol (Camacho Phillipson, Croft, Marshall y
Ghazanfar, 2003) y antiglucemiante para fraccio-
nes en medio acuoso (Isaza, Cristancho, Cruz y
Castrillén., 2006).

El objetivo principal de este estudio, teniendo
en cuenta el bajo volumen de informacién que se
encuentra de esta especie en nuestro pais, es con-
tribuir al estudio fitoquimico de hojas de Senna re-
ticulata y evaluar su capacidad antioxidante por el
método de DPPH.

Materiales y métodos
Recoleccion del material vegetal

La especie vegetal fue recolectada en el municipio
de Honda, Tolima (5°11' 28" N, 74° 44" 34" O).
Se recolectaron 700 g de hojas, las cuales fueron
secadas a temperatura ambiente y reducidas de
tamano en un molino de grano 1c100 doméstico
para su posterior extraccién; una muestra testigo

fue enviada al Herbario Nacional de Colombia
para su determinacién taxonémica, la cual fue cla-
sificada como Senna reticulata bajo el codigo n.°
COL 573012, identificada por el biélogo Carlos
Alberto Parra.

Obtencion de extractos y fracciones

El extracto etanélico de hojas de Senna reticulata
(E.EtOH.Sr.H) se obtuvo a partir de 550 g de ma-
terial vegetal seco y molido empleando etanol al
96 % por el método de maceracion en frio. El ex-
tracto obtenido fue floculado con agua en relacion
1.5:1 (H,O: E.EtOH.Sr.H) con el fin de eliminar in-
terferencias e impurezas, posteriormente filtrado y
concentrado a presion reducida a 40°C. Ademas,
le fueron realizadas pruebas quimicas de precipi-
tacion y/o coloracién con el fin de conocer los po-
sibles grupos de metabolitos secundarios presentes
en él (Sanabria, 1999).

Para el fraccionamiento del extracto se empled
el método de extraccion liquido-liquido continuo
con solventes de polaridad creciente, obtenién-
dose las fracciones de hexano (Fx.Hex.Sr.H), di-
clorometano (Fx.DCM.SrH) y acetato de etilo (Fx.
AcOEt.Sr.H). Cada una de estas fracciones fue so-
metida a separaciones continuas a través de CC,
CCD y CCDP para finalmente aislar una mezcla de
tres componentes y tres flavonoides.

Técnicas para la elucidacion estructural y caracte-
rizacion de los compuestos aislados

Para determinar la mezcla y los compuestos ob-
tenidos se utiliz6 un cromatégrafo de gases con
detector selectivo de masas Shimadzu QP2010
plus, ubicado en el laboratorio de quimica de la
Universidad Distrital Francisco José de Caldas.
La separacién se realizé en una columna capilar
SHRXi-5MS de 30 m de longitud x 0.25 mm x 0.25
pm con una inyeccién en modo Split (10:1); el gas
de arrastre utilizado fue helio (grado 5.0) con flu-
jo constante de 1.2mL/min. La programacion de la
temperatura del horno fue de 50 °C (2 min) a 15°C/
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min hasta 200°C (2 min) a 10°C/min hasta 300°C
(10min) para un tiempo total de analisis de 34 mi-
nutos; la temperatura de la linea de transferen-
cia fue de 275°C y de la cdmara de ionizacion de
230°C. Los espectros de masas de los compuestos
aislados fueron tomados en un equipo Shimadzu
MS QP2010 dotado con una sonda de insercién
directa y analizador de masas cuadrupolar. Utili-
zando un modo de ionizacién electrénica (IE) a 70
eV y una temperatura de la camara de ionizacién
de 230°C.

Los espectros de RMN "3C fueron tomados
en un espectrometro Bruker Avance del La-
boratorio de Resonancia Magnética Nuclear
del Departamento de Quimica de la Pontificia
Universidad Javeriana. Los andlisis se realiza-
ron a 75 MHz para '*C, empleando solventes
deuterados (acetona-d6 y metanol-d4), con te-
trametilsilano (TMS) como referencia interna.

Evaluacion de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se determiné mediante
el método de DPPH al extracto etandlico (E.EtOH.
Sr.H), las fracciones de diclorometano (Fx.DCM.
Sr.H) y acetato de etilo (Fx.AcOEt.Sr.H) y al com-
puesto identificado como camferol. Los andlisis
fueron realizados en el laboratorio del Grupo de
Investigacion en Farmacologia Vegetal y Terapéu-
tica Alternativa de la Fundacién Universitaria Juan
N. Corpas.

A partir de un stock de 500 ppm de acido galico
se realizaron ocho diluciones en serie (500, 250,
125, 62.5,31.2, 15.6, 7.8 y 3.9 mg/L) y se midie-
ron las absorbancias a 520 nm en un equipo Accu
Reader??®; este mismo tratamiento se llevé a cabo
con las muestras ensayadas. Para el tratamiento y
validacién del método analitico de dilucién uti-
lizado se realizé una estandarizacién del patron
de referencia utilizando acido galico, validando el
método mediante una curva de calibracion con un
coeficiente de regresion lineal de 0.9997, utilizan-
do concentraciones de 1.041, 2.041, 3.041, 4.041
y 5.041 pm/mL.

De acuerdo a las mediciones, se establecié la
funcién matematica que relaciona las variables del
porcentaje de inhibicién y concentracién con un
coeficiente de correlacion de 0.990232. El calculo
de los porcentajes de inhibicién (%l) y la IC50 se
evaluaron midiendo las absorbancias de las mues-
tras en tiempos parciales de 0 y 30 minutos hasta
reaccion total a los 60 minutos, donde se deter-
min6 como punto final del ensayo la disminucién
de la absorbancia en la muestra de estudio y en el
cambio de color de cada una de las soluciones. Se
utilizé un control positivo (acido gélico + MeOH)
y uno negativo (DPPH + MeOH) con el fin de des-
cartar posibles errores en el método a la hora de la
determinacion de las absorbancias para las mues-
tras ensayadas. La trazabilidad de cada una de las
soluciones preparadas se realizé6 mediante el pa-
tron de referencia el acido galico.

El andlisis estadistico para la cuantificacion de
la capacidad antioxidante (% inhibicién y IC50)
se realiz6 utilizando el programa Minitab 15, de
acuerdo a los reportes establecidos por triplicado,
donde se establecieron coeficientes de correla-
cion, andlisis de varianza, correlacion de variables,
determinacion de minimos cuadrados y regresion
lineal para el extracto, las fracciones y compuestos
con promisoria capacidad.

Resultados y discusion
Marcha fitoquimica preliminar

Los resultados de la marcha fitoquimica preliminar
permitieron establecer la presencia de flavonoides,
quinonas, taninos, alcaloides, terpenos y glucdsi-
dos cardioténicos. Por el contrario, no presenta
cumarinas, saponinas y carotenoides, lo cual coin-
cide con los reportes quimicos de algunas de las
especies de la familia Fabaceae como la Bauhinia
variegata L., Senna alata, y Senna spectabilis, entre
otras. Para el género Senna se han reportado una
gran variedad de compuestos como esteroides, ter-
penoides y flavonoides (Vargas, 2007), lo que ha
permitido clasificar a la especie como promisoria
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de sustancias bioactivas de diversa naturaleza qui-
mica e importantes para la farmacognosia.

Metabolitos secundarios aislados

La purificacién por CC y CCD del extracto etan6-
lico y las fracciones de hexano, diclorometano y
acetato de etilo condujeron al aislamiento e iden-
tificacion de una mezcla conformada por eritritol,
acetato de isoamilo y acido L-piroglutdmico (mez-
cla SrH1), dos flavonoides: camferol (compuesto
SrH2) y quercetina (compuesto SrH4) y un flavonoi-
de glucosilado identificado como hiperésido (com-
puesto SrH3). Los compuestos SrH2, SrH3 y SrH4
fueron elucidados por métodos espectroscopicos y
por comparacion con los datos descritos en la lite-
ratura. La mezcla SrH1 fue analizada por CG-EM.

Composicion de la mezcla SrH1

La corriente i6nica total (TIC) del analisis por CG-
EM para la mezcla SrH1 arrojé tres sefales con
tiempos de retencién de 8.372, 9.584 y 12.998
minutos. La comparacién de los espectros de ma-
sas de las respectivas sefiales con los de la libre-
ria NISTO8 indica que corresponden a eritritol,
acetato de isoamilo y acido L-piroglutdmico con
porcentajes de coincidencia de 93, 95y 97 %,
respectivamente. El eritritol ha sido reportado para
la familia Fabaceae, especificamente en la especie
Erythina variegata (Rahman Sultana, Faruquee y
Ferdous, 2007; Schnakenberg Stutte, Guo y Clark,
1990) y se reporta por primera vez en la especie
Senna reticulata. El acetato de isoamilo ha sido re-
portado ampliamente para diversas familias vege-
tales como: Cucurbitaceae (Gonzalez, Hernandez,
Gonzéalez, Bustos y Rosales, 2009), Lamiaceae
(Gonzélez, Gonzélez, Palomares y Tabata, 2010),
Verbenaceae (Nuiiez Aguado, Bela, Vonka y Sans-
berro, 2007), Musaceae (Pontes Pereira y Camara,
2012), Ceratocystidaceae (Christen, 1995) y Ru-
biaceae (Guyot Cros y Vincent, 1982); para la fa-
milia Fabaceae se reporta por primera vez al igual
que el &cido L-piroglutamico.

Elucidacion estructural del compuesto SrH2

El compuesto SrH2 (86.3 mg) se obtuvo como un
solido de color amarillo, insoluble en hexano,
poco soluble en acetona y soluble en metanol. La
respectiva comparacién de los espectros de ma-
sas con la librerfa NIST 08 permiti6 identificar el
compuesto como 3,5,7-trihidroxi-2-(4-hidroxife-
nil)-4H-1-benzopiran-4-ona también conocido
como camferol con un 98 % de coincidencia. El
espectro de masas muestra el ion molecular con
una sefal muy intensa a m/z 286, asignada tam-
bién como el pico base y ademas las sefiales en
m/z 287, 285, 259, 258, 257, 231, 229, 213, 165,
153, 136, 134 y 121 que de acuerdo a la literatura
(Raymond Xiu-Sheng y Chris, 2004) corresponden
al compuesto camferol.

El andlisis por RMN "*C confirmé la estructu-
ra del compuesto identificado como camferol. El
espectro muestra diversas senales las cuales son
atribuidas a 15 carbonos. Se observan senales
caracteristicas de carbonos arométicos y olefini-
cos en o 145.9, 135.3, 175.9, 97.9, 164.1, 93.3,
156.8, 102.6, 121.6, 129.4, 115.0, 159.2, 115.0
y 131.7 ppm. Ademas se observa una sefal en la
regién de campo bajo del espectro a 6 208.3 ppm
correspondiente a un carbono carbonilico. Luego
del analisis de los datos de RMN *C, EM y de la
comparacion con datos de la literatura (Xiao Wu,
Shi, Hang y Aisa , 2006), se asignaron los despla-
zamientos quimicos para cada uno de los car-
bonos de la molécula la cual se identific6 como
camferol.

El camferol ha sido reportado previamente para
la especie Senna reticulata en un estudio desarro-
llado en Pert (Vargas, 2007) y por primera vez en
especies colombianas en este estudio. También ha
sido identificado en otras especies de la familia
Fabaceae, como en Bauhinia manca (Achenbach,
Stocker y Constela, 1988) y descrito ampliamen-
te para las familias vegetales: Nictaginaceae (Stint-
zing et al., 1998), Clusiaceae (Nguemeving et
al., 2006), Brassicaceae (Ning et al., 2007), Phy-
[lanthaceae (Gutiérrez, 2012; Sousa et al., 2007;
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Calixto Adair, Niraldo, Valdir y Rosendo, 1998) y
Asclepiadaceae (Sikorska y Matlawska, 2001).

Elucidacién estructural del compuesto SrH3

El compuesto SrH3 (88.5 mg) se obtuvo como un
s6lido de color amarillo, insoluble en hexano y so-
luble en acetona. La respectiva comparacion de
los espectros de masas con la librerfa NISTO8 per-
miti6 identificar la presencia del compuesto Quer-
cetina-3B-D-galactopiranésido, también conocido
como hiperésido, con un porcentaje de coinciden-
cia de 97 %. El espectro de masas mostré una se-
nal en m/z 302, la cual fue asignada como el pico
base, y ademas las sefiales en m/z 286, 285, 229,
228, 165, 153 y 150, que de acuerdo con la lite-
ratura (Jing Dawei, Jianming y Shu, 2013), corres-
ponde al compuesto hiperésido.

El compuesto SrH3 (hiperésido) ha sido amplia-
mente reportado para la familia Rosaceae (Xun et
al., 2010; Olszewska, 2005) y descrito en las fa-
milias vegetales: Hipericaceae (Raghu Mahal, Sri-
nivasan, Jagani y Vijayan, 2015), Grossulariaceae
(Dajun et al., 2010), Asclepiadaceae (Sikorska y
Matlawska, 2001) y reportado por primera vez en
la especie Senna reticulata.

Elucidacion estructural del compuesto SrH4

El compuesto SrH4 (37.8 mg) se obtuvo como
un sélido de color amarillo, insoluble en hexa-
no y soluble en acetona. La respectiva compa-
racién de los espectros de masas con la libreria
NIST08 permiti6 identificar el compuesto como
2-(3,4-dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-4H-4-cro-
mona también conocido como Quercetina con un
porcentaje de coincidencia del 98 %. El espectro
de masas muestra el ion molecular con una sefal
muy intensa a m/z 302, asignada también al pico
base y ademas las sehales en m/z 303, 301, 286,
258, 257, 231, 229, 213, 165, 153, 137, 121 y
109 que segln Skliar y Toso (2002) ,y a estudios
realizados por Matulevich (2013), corresponden al
compuesto Quercetina.

El andlisis por RMN *C confirmé la estructu-
ra del compuesto identificado como Quercetina.
El espectro muestra diversas sefiales, las cuales
son atribuidas a 15 carbonos. Se observan sefales
de carbonos aromaticos y olefinicos en o 148.7,
138.3, 172.5, 158.9, 96.4, 162.9, 91.5, 103.8,
127.9, 112.9, 142.7, 148.7, 112.9, 127.9 ppm,
ademas se observa una sefal a campo bajo del es-
pectro en ¢ 208.3 ppm asignada al carbono car-
bonilico. Luego del andlisis de los datos de RMN
3C, EM y de la comparacién con datos de la lite-
ratura (Fathiazad Delazar, Amiri y Sarker, 2006),
se asignaron los desplazamientos quimicos para
cada uno de los carbonos de la molécula la cual
se identific6 como Quercetina.

El compuesto SrH4 (Quercetina) ha sido am-
pliamente reportado y aislado para la familia
Phyllanthus en especies tales como: Phyllanthus
Orbularissi HBK (Gutiérrez, 2012), P Carolinien-
sis (Cechinel et al., 1996), P muellerianus (Chen
y Ren, 1997), P urinaria (Xu, Zha, Qin, Zhang y
Yang, 2007) y descritas ampliamente para las fa-
milias vegetales: Asclepiadaceae (Sikorska y Mat-
lawska, 2001), Brassicaceae (Ning et al., 2007),
Laminaceae (Ling Robbins y Harnly, 2007; Moli-
na, 2011), Nyctaginaceae (Stintzing et al., 1998),
Myrtaceae (Méndez, 2006; Guzman y Henriquez,
2007), Ericaceae (Harborne y Williams, 1973; Ma-
tulevich, 2013), reportado también en la familia
Fabaceae por la especie Bauhinia Microstachya
(Vargas, 2007) y reportado por primera vez en la
especie Senna reticulata.

Evaluacion de la capacidad antioxidante

En cuanto a las propiedades biolégicas de los com-
puestos encontrados se han reportado estudios de
la evaluacion de diferentes actividades como: an-
tioxidante para fracciones en medio acuoso y de
etanol (Lizcano Bakkali y Ruiz, 2010; Cardenas
y Pérez, 2013; Gonzalez et al., 2014), antimicro-
biana e inmunoldgica para fracciones de hexano
(De Oliveira, 2009), antiinflamatoria y cicatri-
zante para fracciones en metanol (Vargas, 2007),
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citotoxica para fracciones en etanol (Camacho et
al., 2003) y antiglucemiante para fracciones en
medio acuoso (Isaza et al., 2006).

De acuerdo a esto, un estudio realizado a
Hypericum coadunatum, una especie productora
de numerosas sustancias polifendlicas, entre ellos
los flavonoides como la quercetina y derivados
acetilados, muestran que las actividades bilégi-
cas estudiadas presentan un efecto positivo fren-
te a sustancias antitumorales, antiinflamatorias,
antiviricas y antibacteriales. Se afirma que dichas
propiedades estan dadas por la capacidad antioxi-
dante de estas sustancias (Flores, 2016).

Otro estudio realizado a la especie Lentinula
edodes reporta una gran actividad antioxidante
debido a la presencia de flavonoides de tipo gli-
cosidado, donde los resultados ponen de manifies-
to que el extracto crudo es el que presenta mayor

0.7
0.6
0.5
0,4

0.3

Absorbanci

0,2

0,1

i1} 1 2
-0,1

actividad antioxidante (41.11-92.9 %) seguido del
extracto en acetato de etilo (E, ) (2.3-76.5 %), el
extracto en cloroformo (E,,.,) (27.9-75.4 %) y el
extracto en hexano (E,) (5.0-37.0 %). La caracte-
rizacion parcial permitié inferir que la mayor acti-
vidad antioxidante del extracto crudo es atribuida
a la presencia de compuestos polifenélicos (poli-
fenoles y flavonoides), determinados por primera
vez para esta especie (Castaneda y Ramirez, 2009).

La determinacién de la capacidad antioxidante
del extracto, las fracciones y el compuesto iden-
tificado como camferol se determiné mediante el
método de DPPH, donde los tratamientos que pre-
sentaron un porcentaje de inhibicién superior al
40 % (tabla 1) fueron aceptados para el método
utilizado, de acuerdo a la comparacion con el pa-
tron de referencia y curva de calibracién para este
caso el acido gélico (figura 1).

¥ =0,1221x-0,0037
R* =0,9997

3 4 5 [

Concentracidn pg dcido gilico/mL

Figura 1. Curva de calibracién para el porcentaje de inhibicion.

Tabla 1. Porcentaje de inhibicion e IC50 de DPPH de tratamientos ensayados de hojas de Senna reticulata.

% Inhibicién DPPH IC_*
Muestras 50
550 ppm 250 ppm 125 ppm 62.5 ppm 31.2 ppm VCEAG (ppm)
92.29 + 88.97 + 63.65 + 56.73 + 54.96 +
E.EtOH.5tH 0.092 0.091 0.082 0.074 0.075 96.1
79.60 + 68.70 + 38.82 +
Fx.DCM.Sr.H 0.003 0.093 0.075 ¢ “) 183.8
77.65 + 54.25 +
Fx.AcOEt.Sr.H 0.101 0.092 ) ) ) 265.1
Camferol 85.37 + 79.52 + 73.40 + 62.23 + 36.61 + 130.0
0.100 0.090 0.085 0.090 0.069 :

*VCEAG: capacidad antioxidante equivalente al dcido gdlico. (-) % de inhibicién inferior al 30 %.
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De acuerdo a los resultados presentados en la
tabla 1, el extracto etanélico (E.EtOH.Sr.H), las
fracciones diclorometano y acetato de etilo (Fx.
DCM.Sr.H y Fx.AcOEt.Sr.H) y el compuesto iden-
tificado como camferol presentaron un porcen-
taje de inhibicién superior al 40 %, mostrando
para cada caso una efectiva captacion del radical
libre DPPH. Ademas, se observé que a medida
que la concentracién de cada uno de los trata-
mientos ensayados disminuye el porcentaje de
inhibicion también lo hace de forma proporcio-
nal. Las concentraciones que superaron el 40 %
de inhibicién se encontraban dentro del rango
de (500 a 125 ppm) presentando estas la mayor
capacidad antioxidante mostrandose un error es-
tandar estimado de +0.090 para el ensayo de in-
hibicion de DPPH en cada una de las muestras
realizadas.

Para la interpretacion de los valores obtenidos
durante el ensayo DPPH se estimaron los valores
estadisticos correspondientes para el control posi-
tivo de observacion en cada ensayo efectuado para
el acido gélico. Los datos estadisticos se resumen
en las tablas 2 y 3.

Tabla 2. Coeficientes de correlacion.

Minimos Estindar  Estadistico
cuadrados
Predictor ~ Estimado  Error T Valor-P
Intercepto  34.5236 0.7214 47.86 0.012
Pendiente 0.087160 0.003534 24.66
Tabla 3. Analisis de varianza.
Fuente GL SC MC Razéon-F  Valor-P
Regresion 1 1590.2 1590.2 608.27 0.045

Error residual 6  15.7 2.6

Total

., 7 1605.9
correlacion

*GL: grados de libertad, SC: suma de cuadrados, MC:
cuadrado medio.

De acuerdo al andlisis estadistico realizado, el
valor-P es menor a 0.05, indicando que existe una
relacion estadisticamente significativa entre el por-
centaje de inhibicién y la concentracion con un
nivel de confianza del 95.0 %, el valor estadistico
R-cuadrada indica que el modelo ajustado expli-
ca 98.9 % de la variabilidad en % de inhibicién
de las muestras analizadas, con un coeficiente de
correlacién igual a 0.990232, indicando una rela-
cién significativa entre cada una de las variables.
Los valores estadisticos indican que el modelo es
adecuado para la interpolacién de los valores ob-
tenidos para el extracto, fracciones y compuestos
obtenidos.

La determinacién de la actividad antioxidante
del extracto, las fracciones y compuesto se consi-
deré como activo y valido aquellos que presenta-
ron un porcentaje de inhibicién superior al 40 %,
valor utilizado como referencia de acuerdo al
equivalente a la mitad de la actividad presentada
por el acido gélico como patrén control. Dichos
porcentajes corresponden al 1C50, estableciéndo-
se una relacién lineal positiva entre %l vs. IC50.
De acuerdo a las cuatro muestras mediante el mé-
todo DPPH, todas presentaron actividad antioxi-
dante promisoria.

El estadistico R-cuadrada indica el modelo
ajustado y explica en 60.5 % la poca variabilidad
en el porcentaje de inhibicién, ajustandose a un
error estandar estimado de 8.689 y un coeficien-
te de correlacion 0.813409, donde la linealidad
del modelo es aceptable para el ensayo, pero uni-
camente para las concentraciones de 550 ppm,
250 ppm y 125 ppm mostrando linealidad (figura
2). Para el extracto E.EtOH.SrH se calcul6 el por-
centaje de inhibicién acorde a los valores indica-
dos en la tabla 1, y la IC50 mediante el analisis
estadistico de supervivencia y confiabilidad pro-
bit al 50 % de los datos obtenidos, determinan-
do un 92.296 % para 550 ppm, 88.971 % para
250 ppm, 63.652 % para 125 ppm, 56.737 % para
62.5 ppmy 54.964 % para 31.2 ppm con un IC50
de 96.1321 ppm (VCEAQG). Los datos estadisticos y
los valores calculados se discriminan en la tabla 4.
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Figura 2. Probabilidad del porcentaje de inhibicién para el extracto E.EtOH.Sr.H * % AA =33.6 + 0.146 *
concentracién. Coeficiente de relacion: 0.813409. Lineas azules: limite inferior, linealidad del modelo y limite
superior. Puntos rojos: concentracion 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250 y 500 ppm.

Tabla 4. Estadistica para el extracto E.EtOH.Sr.H.

Minimos cuadrados

Predictor Estimado
Intercepto 33.598
Pendiente 0.14580

Estandar Estadistico
Error T Valor-P
8.689 3.87 0.008
0.04257 3.45 0.014

El estadistico R-cuadrada indica el modelo
ajustado y explica en 88.5 % la posible variabili-
dad en el porcentaje de inhibicién, ajustado a un
error estandar de 3.162, y un coeficiente de corre-
lacion de 0.949635 donde la linealidad del mode-
lo es aceptable para el ensayo (figura. 3). Para la
fraccion Fx.DCM.Sr.H se calculé el porcentaje de
inhibicion acorde a los valores indicados en la ta-
bla 1, y la IC50 mediante el analisis estadistico de
supervivencia y confiabilidad probit al 50 % de los
datos obtenidos, determinando un 79.609 % para
550 ppm, 68.705 % para 250 ppmy 38.829 % para
125 ppm con un IC50 de 183.839 ppm (VCEAQ).
Los datos estadisticos y los valores calculados se
discriminan en la tabla 5.

El estadistico R-cuadrada indica el modelo ajus-
tado y explica en 93.9 % la posible variabilidad en
el porcentaje de inhibicion, ajustado a un error es-
tandar de 2.626, y un coeficiente de correlacion
de 0.973716 donde la linealidad del modelo es
aceptable para el ensayo (figura 4). Para la fraccién
Fx.AcOEt.Sr.H se calcul6 el porcentaje de inhibi-
cion acorde a los valores indicados en la tabla 1,

y la IC50 mediante el andlisis estadistico de su-
pervivencia y confiabilidad probit al 50 % de los
datos obtenidos, determinando un 77.659 % para
550 ppm y 54.255 % para 250 ppm con un IC50
de 265,104 ppm (VCEAQ). Los datos estadisticos y
los valores calculados se discriminan en la tabla 6.

El estadistico R-cuadrada indica el modelo ajus-
tado y explica en 55.2 % la posible variabilidad en
el porcentaje de inhibicién, ajustado a un error es-
tandar de 9.413, y un coeficiente de correlacion de
0.784953 donde la linealidad del modelo es poco
aceptable para el ensayo, pero si muestra linealidad
Gnicamente para las concentraciones de 550, 250,
125, 62.5 y 31.2 (figura 5). Para el compuesto SrH2
se calcul6 el porcentaje de inhibicién acorde a los
valores indicados en la tabla 1, y la IC50 mediante
el andlisis estadistico de supervivencia y confiabi-
lidad probit al 50 % de los datos obtenidos, deter-
minando un 85.372 % para 550 ppm, 79.521 para
250 ppm, 73.404 % para 125 ppm, 62.234 % para
62.5 ppmy 36.613 % para 31.2 ppm, con un IC50
de 130.050 ppm (VCEAQ). Los datos estadisticos y
los valores calculados se discriminan en la tabla 7.
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Figura 3. Probabilidad del porcentaje de inhibicidn para la fraccion Fx.DCM.Sr.H * % AA =28,1 + 0,115 *
concentracion. Coeficiente de relacién: 0.949635. Lineas azules: Limite inferior; linealidad del modelo y limite
superior. Puntos rojos: concentracion 3.9; 7.8; 15.6; 31.2; 62.5; 125; 250 y 500 ppm.

Tabla 5. Estadistica para la fraccion Fx.DCM.Sr.H.

Minimos cuadrados Estandar Estadistico
Predictor Estimado Error T Valor-P
Intercepto 28.057 3.162 8.87 0.000
Pendiente 0.11500 0.01549 7.42 0.000
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Figura 4. Probabilidad del porcentaje de inhibicidn para la fraccion Fx.AcOEt.Sr.H. * % AA = 14,2 + 0,135 *
concentracion. Coeficiente de relacién: 0.973716. Lineas azules: Limite inferior; linealidad del modelo y limite
superior. Puntos rojos: concentracion 3.9; 7.8; 15.6; 31.2; 62.5; 125; 250 y 500 ppm.

Tabla 6. Estadistica para la fraccion Fx.AcOEt.Sr.H.

Predictor
Intercepto
Pendiente

Minimos cuadrados Estandar
Estimado Error
14.229 2.626
0.13470 0.01286

Estadistico

T Valor-P
5.42 0.002
10.47 0.000
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Figura 5. Probabilidad del porcentaje de inhibicién para el compuesto SrH2. * % AA =29.6 + 0.143 *

concentracion. Coeficiente de relacién: 0.784953. Lineas

azules: limite inferior, linealidad del modelo y limite

superior. Puntos rojos: concentracién 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250 y 500 ppm

Tabla 7. Estadistica para el compuesto SrH2.

Minimos cuadrados Estandar Estadistico
Predictor Estimado Error T Valor-P
Intercepto 29.558 9.413 3.14 0.020
Pendiente 0.14311 0.04611 3.10 0.021

Cada uno de los modelos lineales analizados
evalu6 el rango de concentraciones preparadas
para el ensayo y determiné la sensibilidad, linea-
lidad y reproducibilidad del método. El rango de
concentraciones evaluado fue de 3.9 a 500 ppm,
con coeficientes de correlacion de 0.9496-0.9737
para las fracciones Fx.DCM.Sr.H y Fx.AcOEt.Sr.H,
presentando una linealidad éptima para los ensa-
yos. Para el extracto E.EtOH.Sr.H y el compuesto
SrH2 con coeficientes de correlacion 0.813409 y
0.784953 no evidenciaron linealidad respecto al
andlisis de los datos; debido a que el % de in-
hibicion de la actividad antioxidante se generé6 a
concentraciones altas inicamente (500, 250y 125
ppm). De acuerdo a esto, y los errores de abso-
lutos presentados, el ensayo de captacion del ra-
dical libre DPPH funciona adecuadamente dentro
del rango de concentraciones descritas, pero pue-
de presentar interferencias a la hora de variar las
concentraciones del ensayo.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el ex-
tracto (E.EtOH.Sr.H), las fracciones (Fx.DCM.Sr.H
y Fx.AcOEt.Sr.H) y el compuesto SrH2 presenta-
ron un % de inhibicién adecuado para el ensayo
realizado, mostrando para cada uno una efectiva
captacion del radical libre DPPH. A medida que
la concentracion disminuia por cada ensayo, el %
de inhibicién disminufa; las concentraciones que
superaron el 40 % de inhibicién estaban dentro
del rango de (500 a 125 ppm), presentando promi-
soria actividad antioxidante para cada una de las
muestras en cada ensayo determinado.

Otros estudios realizados para la familia Faba-
ceae reportan una fuerte capacidad de elimina-
cién contra el radical libre DPPH, como es el caso
del extracto metandlico obtenido a partir de semi-
llas de Ramorinoa girolae Speg, donde se atribuye
esta capacidad principalmente a los compues-
tos fendlicos y flavonoides presentes (Luna et al.,
2013). Para las especies Binatus lathyrus, Trifolium
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pannonicum y Anthyllis aurea se ha reportado una
fuerte capacidad antioxidante tomando como refe-
rencia los valores del porcentaje de inhibicion del
antioxidante equivalente al Trolox (Teac) (Godevac
et al, 2008). Para el extracto en EtOH de Bauhinia
kalbreyeri se evidencié un alto potencial antioxi-
dante superior al 90 % al inhibir la propagacién
de radicales libre utilizando DPPH, donde la cor-
teza resulté mds activa que la hoja para el ensayo
realizado. Al comparar estos resultados con los re-
portados en este estudio se observa que el extracto
etandlico de Senna reticulata sobrepasa la capaci-
dad antioxidante de Bauhinia kalbreyeri ya que a
una concentracion de 550 ppm se obtuvo un por-
centaje de inhibicion del 92.29 %.

Para el género Senna en particular se han repor-
tado estudios de su capacidad antioxidante, como
es el caso de los carotenoides presentes en flores de
Senna multiglandulosa, donde se obtuvieron por-
centajes de inhibicion superiores al 42.65 % (Cor-
nejo, 2011). De acuerdo con lo anterior, se puede
establecer qué especies vegetales pertenecientes
a la familia Fabaceae y especificamente al género
Senna se pueden clasificar como fuertes agentes an-
tioxidantes gracias a su riqueza metabélica, lo cual
las convierte en posibles alternativas terapéuticas
frente al tratamiento del estrés oxidativo.

Conclusiones

El trabajo fitoquimico desarrollado para las ho-
jas de la especie vegetal Senna reticulata permitié
el aislamiento e identificacion de una mezcla de
compuestos conformada por eritritol, acetato de
isoamilo y dcido L-piroglutdmico; dos compuestos
de tipo flavonoide identificados como quercetina y
camferol y un flavonoide glucosilado identificado
como hiperésido.

La evaluacion de la actividad antioxidante per-
miti6 establecer que la presencia de flavonoides y
compuestos fendlicos presentes en la especie, son
los responsables de la capacidad antioxidante pre-
sentada en cada ensayo para el extracto E.EtOH.
Sr.H, las fracciones Fx.DCM.Sr.H y Fx.AcOEt.Sr.H,

y el compuesto SrH2; donde todas captaron signi-
ficativamente con un % de inhibicién superior al
40% tomando como referencia la captacion an-
tioxidante del 4cido galico en el radical libre DPPH.
Esto hace parte, de un aporte importante a la indus-
tria farmacéutica de los agentes antioxidantes en el
tratamiento de diferentes enfermedades. Permitien-
do asi, un aporte al conocimiento quimico y biol6-
gico de la familia Fabaceae en Colombia, mediante
el estudio fitoquimico de sus metabolitos fijos y la
determinacién de su capacidad antioxidante de los
extractos, fracciones y metabolitos secundarios ma-
yoritarios presentes en las hojas de Senna reticulata.
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