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RESUMEN

Objetivo: evaluar la actividad antioxidante y antiinflamatoria en extractos hidroal-
cohdlicos de las partes aéreas de Kalanchoe daigremontiana Raym. -Hamet & H.
Perrier. Materiales y métodos: se obtuvieron extractos hidroalcohdlicos utili-
zando como solventes etanol (EtOH) y metanol (MeOH) en diferentes concen-
traciones. Los fenoles totales y los flavonoides se cuantificaron con el método de
Folin Ciocalteu y el de complejacién de aluminio respectivamente. Metodologfa:
para determinar la actividad antioxidante en los extractos se utilizé la técnica de
decoloracién del radical libre DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) y para la acti-
vidad antiinflamatoria se evalué la capacidad inhibitoria de la enzima lipoxigenasa
(LOX). Resultados: el extracto etanélico al 70% presenté mayor capacidad antio-
xidante frente a los radicales DPPHe y mayor inhibicién sobre la enzima lipooxige-
nasa como respuesta antiinflamatoria, lo cual estaria relacionado con el contenido
de fenoles y flavonoides. Conclusiones: esto sugiere que el K. daigremontiana posee

propiedades antioxidantes y antiinflamatorias.
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SUMMARY

Antioxidant and anti-inflammatory activity in hydroalcoholic
extracts of Kalanchoe daigremontiana Raym. -Hamet & H. Perrier

Aim: To evaluate the antioxidant and anti-inflammatory activity in hydroalcoholic
extracts of the aerial parts of Kalanchoe daigremontiana Raym. -Hamet & H. Perrier.
Materials and methods: Extracts were obtained using ethanol (EtOH) and methanol
(MeOH) as solvents at different concentrations. Total phenols and flavonoids were
quantified using the Folin-Ciocalteu method and the aluminum complexation reac-
tion, respectively. Methodology: The antioxidant activity of the extracts was deter-
mined using the DPPHe (2,2-diphenyl-1-picrylhydracil) free radical discoloration
technique, while lipoxygenase (LOX) inhibition assays were used to measure the
anti-inflammatory activity. Results: The 70% ethanolic extract showed a greater anti-
oxidant capacity against DPPHe and a greater inhibition of the lipoxygenase enzyme,
which should be related to the overall phenols and flavonoids content, suggesting that
K. daigremontiana exhibits antioxidant and anti-inflammatory properties.

Keywords: Kalanchoe daigremontiana, polyphenols, antioxidants, anti-inflammatories.

REsumo

Atividade antioxidante e anti-inflamatdria em extratos hidroalcodlicos

de Kalanchoe daigremontiana Raym. -Hamet & H. Perrier

Objetivo: avaliar a atividade antioxidante e anti-inflamatéria em extratos hidroalcod-
licos da parte aérea de Kalanchoe daigremontiana Raym. -Hamet & H. Perrier. Mate-
riais e métodos: os extratos foram obtidos usando etanol (EtOH) e metanol (MeOH)
como solventes em diferentes concentraces. Fenois e flavondides totais foram quanti-
ficados pelo método de Folin-Ciocalteu e pela reagio de complexagao com aluminio,
respectivamente. Metodologia: a atividade antioxidante dos extratos foi determinada
pela técnica de descoloragio do radical livie DPPHe (2,2-difenil-1-picrilidracila),
enquanto ensaios de inibicio da lipoxigenase (LOX) foram utilizados para medir
a atividade antiinflamatéria. Resultados: o extrato etandlico 70% apresentou maior
capacidade antioxidante contra DPPHe ¢ maior inibi¢ao da enzima lipoxigenase, que
deve estar relacionada ao teor geral de fendis e flavondides, sugerindo que K. daigre-

montiana apresenta propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias.

Palavras-chave: Kalanchoe daigremontiana, polifendis, antioxidantes, anti-inflamatérios.
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INTRODUCCION

El creciente interés por la medicina alternativa ha promovido el uso de productos de
origen vegetal para diversas terapias. El uso de hierbas medicinales es comun a todas las
culturas. Para millones de personas estas constituyen una de las principales fuentes para
el mantenimiento de la salud, la prevencién y el tratamiento de enfermedades, particu-
larmente las enfermedades crénicas 1, 2].

Las hierbas medicinales se encuentran integradas significativamente dentro de las préc-
ticas médicas aceptadas en paises como Chinay Japén. En otras naciones, las plantas se
utilizan para prevenir el desarrollo de enfermedades, mejorar la salud y bienestar o, en
raras ocasiones, como alternativa a la medicina convencional [2].

Diversas especies de Kalanchoe han sido ampliamente utilizadas en la medicina tradi-
cional como antiinflamatoria y analgésica. Recientemente, se ha publicado que tienen
propiedades citotdxicas; sin embargo, los datos sobre el uso tradicional de estas plantas
en el tratamiento de tumores son extremadamente limitados [3].

El género Kalanchoe cuenta con 150 especies aproximadamente, algunas muy reco-
nocidas como Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. (K. pinnata) [4-6), Kalanchoe brasil-
iensis Cambess (K. brasiliensis) [4, 5, 6], Kalanchoe gracilis (L.) DC (K. gracilis) (7],
Kalanchoe daigremontiana Raym. -Hamet. & H. Perrier (K. daigremontiana) [8-11],
Kalanchoe millotii Raym.-Hamet & H. Perrier (K. millotii) [9], Kalanchoe nyikae Engl.
(K. nyikae) [9] son fuertemente estudiadas, se les atribuyen propiedades medicinales
debido a la presencia de bufadiendlidos, un grupo de polihidroxi esteroides C-24 y sus
glucésidos, de gran interés por sus actividades cardiotdnicas y anticancerigenas [3, 12].

La especie K. daigremontiana es una planta suculenta, originaria de Madagascar,
perteneciente a la familia Crassulaceae, que se ha adaptado a diferentes ecosistemas,
por su resistencia a condiciones adversas, lo que le ha permitido diseminarse en zonas
tropicales y templadas [10]. Su caracteristica principal es producir pequenas plintulas
o hijuelos, que nacen entre los dientes del margen aserrado del foliolo. Alcanza hasta
120 c¢m de longitud, posee hojas opuestas decusadas, lanceoladas, aserradas, de color
verde en su haz y marcas purpuras en el envés, sus flores son tubulares de color rojo-
anaranjado que se agrupan en una inflorescencia tipo umbela. Presenta reproduccion
sexual y por su capacidad de generar plédntulas en el margen de sus hojas, muchas de las
especies son conocidas como madre de miles [10, 11]. Se encuentran principalmente
en 4reas tropicales y subtropicales de Africa, Asia y América [3]. También tiene los
sindnimos Kalanchoe madagascar, Bryophyllum daigremontianum y, nombres comunes
como aranto o espinazo del diablo, mala madre, madre de miles, entre otros [3, 11, 13].
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Las especies de Kalanchoe se han utilizado en diversos tratamientos como lesiones
periodontales y de la piel, infecciones del oido, tos, tlceras gistricas y artritis. Los
extractos crudos o el jugo de las especies de estas plantas también exhiben propiedades
anticancerigenas; sin embargo, en el campo de la etnomedicina, solo K. brasiliensis se
ha descrito en la literatura como un remedio para tratar el cincer de préstata humano
[3]. En cuanto a K. daigremontiana, esta planta tiene actividades antiinflamatorias,
antimicrobianas, antioxidantes y citotoxicas [3, 13, 14]. Sin embargo, el efecto de sus
extractos en las células cancerosas solo se probd en las células T de leucemia linfo-
bléstica humana [3]. En China, K. daigremontiana se ha utilizado durante cientos
de afos tanto por via oral como tdpica para tratar afecciones como el vomito
sanguineo, quemaduras y cuadros gripales [15]. Tradicionalmente, las infusiones o
decocciones de sus hojas son utilizadas como tratamiento alternativo para distintas
dolencias como fiebre, hipertension, relajante muscular, sedante, antihistaminico,
entre otros [10].

Recientemente, K. daigremontiana se ha convertido en una fuente de nuevos com-
puestos para el tratamiento de tumores y enfermedades inflamatorias y alérgicas [15].
Se aislaron esteroides cardioténicos bufadiendlidos de K. daigremontiana, los cuales
presentaron efectos inhibitorios sobre un tipo de virus (Epstein-Barr) que ataca los
linfocitos B y se asocia con el desarrollo de muchas clases de neoplasia. Ademas de su
capacidad anticancerigena, estos compuestos esteroidales presentaron actividad insec-
ticida [16]. Los compuestos antioxidantes presentes en diferentes plantas juegan un
papel importante como factores promotores de la salud. Estas moléculas reducen el
riesgo de enfermedades crénicas, como las enfermedades cardiacas. Las propiedades
farmacoldgicas de la planta no se deben a un solo mecanismo, sino que exhiben su
efecto protector a través de una combinacion de los mismos [13].

El objetivo de este trabajo fue determinar la capacidad antioxidante y antiinflamatoria
en extractos hidroalcohélicos de las partes aéreas de K. daigremontiana.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y preparacién de la muestra

Los ejemplares de K. daigremontiana (figura 1) se recolectaron en la zona urbana del
departamento Comandante Fernandez, provincia del Chaco, Argentina, entre los
meses de enero a marzo de 2019. La localizacién para la especie estudiada segtin coor-
denadas fue 26°47°03.3”S 60°26’47.5”O. Las partes aéreas de las plantas fueron lavadas
con agua potable, las porciones decoloradas y dafiadas por insectos fueron descarta-
das. Luego se procedié al secado a temperatura ambiente y a la sombra, se sometié a
molienda con un molino de cuchillas (TecnoDalvo®) hasta polvo grueso y, finalmengg,
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se almacend a temperatura ambiente en recipientes de vidrio al abrigo de la luz y se
utilizé dentro de las tres semanas posteriores.

Figura 1. Kalanchoe daigremontiana Raym. -Hamet & H. Perrier.

Preparacion de extractos

Se prepararon extractos hidroalcohdlicos. Se pesaron 5 g de muestra en polvo, se colo-
caron en matraces c6nicos y se anadié 100 mL de EtOH (etanol) al 50%, 70% y 80%
(v/v) y de MeOH (metanol) al 80% (v/v) respectivamente. La muestra se dejé durante
2 h en un bano de agua con agitacién a 100 rpm a una temperatura de 40 + 1 °C. El fil-
trado se realizd a través de papel de filtro (Whatman ntimero 1) y el residuo se volvié a
extraer nuevamente con el solvente utilizado de acuerdo con el procedimiento mencio-
nado anteriormente. Los filtrados se agruparon y el exceso del solvente utilizado se eva-
pord a presion reducida utilizando un evaporador rotatorio, (Biichi Rotavapor R-114,
Suiza). En ambos casos, los extractos concentrados se almacenaron a -20 + 1 °C hasta
su utilizacién. Los extractos se prepararon siguiendo el método descrito por Alam ez al.
[17], con ligeras modificaciones.
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Tamizaje fitoquimico

Los compuestos fueron identificados preliminarmente mediante los procedimientos
establecidos para cada metabolito [18].

Cuantificacién de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determiné usando la técnica de Singleton ez al. [19].
Este método se fundamenta en que los compuestos fenélicos reducen el reactivo de
Folin-Ciocalteu para formar un complejo azulado que absorbe a 765 nm. A 90 uL de
extracto de la muestra se agregaron 1,91 mL de agua desionizaday 0,2 mL del reactivo
de Folin-Ciocalteu; después de 2 min se agreg6 0,8 mL de carbonato de sodio 15,9%,
se incubd a 50 °C durante 5 min y se midié la absorbancia a 765 nm en un espectrofo-
témetro UV-visible (UV-1800, Shimadzu®). Se realizé la curva de calibracién con una
solucién alcohdlica de dcido gilico (AG) (figura 2). Los resultados fueron expresados
en mg equivalentes de 4cido gélico por g de peso seco de la muestra (mg EAG/g ps
muestra). Este procedimiento se efectud con cada uno de los extractos por triplicado.
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Figura 2. Curva de calibracién para dcido gélico.

Cuantificacién de flavonoides

El contenido de flavonoides en los diferentes extractos fue determinado por el método
de Popova ez al. [20] con modificaciones. A una alicuota de 90 pL de extracto se le adi-

cionaron 1,91 mL de MeOH; 0,1 mL de solucién etanélica de AICL; 5% y finalmente
2,9 mL de MeOH. Se dejé durante 10 min a temperatura ambiente y la absorbancia fue
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medida a 425 nm en un espectrofotémetro UV-visible (UV-1800, Shimadzu®). Se rea-
lizé la curva de calibracién con una solucién alcohélica de quercetina (Q) (figura 3).
El contenido de flavonoides fue calculado como mg equivalentes de quercetina por g
de peso seco de la muestra (mg EQ/g ps muestra). Este procedimiento se efectud con
cada uno de los extractos por triplicado.
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Figura 3. Curva de calibracién para quercetina.

Determinacién de la actividad antioxidante

Se us6 el método descrito por Brand-Williams, con algunas modificaciones [21]. Este
método estd basado en la reduccién de una solucién alcohélica de DPPHe en presen-
cia de un antioxidante donador de hidrégeno. Se calculé la cantidad de antioxidantes
necesarios en la muestra para reducir la concentracién inicial de radical DPPHe en
un 50%. Este radical fue disuelto en EtOH a diferentes porcentajes y MeOH segtin el
extracto a ensayar; se tomaron 1 mL de solucién de DPPHe ajustada hasta tener una
absorbancia de 0,9 y se agregaron alicuotas del extracto a diferentes concentraciones.
Se agitd el contenido de los tubos y se dej6 a temperatura ambiente durante 30 min en
la oscuridad. Se midié la absorbancia a 515 nm y la disminucién de estas fue
registrada a intervalos de 0,5 min durante 7 min. La actividad se midi6 en un
espectrofotéme-tro UV-visible (UV-1800, Shimadzu®). Los resultados se expresaron
como porcentajes de actividad de captacion de radicales.

Porcentajes de actividad de captacién de radicales (% AAR) = (1- A muestra/A con-
trol) x100.
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El valor de ICs, que representa la cantidad de extracto que redujo el 50% del radical
DPPHe se calculd a partir del porcentaje de captacion versus la curva de concentracion.

Determinacién de la actividad antiinflamatoria

El efecto inhibitorio sobre la actividad de la lipoxigenasa (LOX) se evalud siguiendo
la metodologia de Taraporewala y Kauffman [22]; que mide la cantidad de hidroxipe-
réxidos lipidicos producidos a partir del 4cido linoleico a 234 nm. La mezcla de reac-
cién contenia 50 uM de 4cido linoleico en buffer borato 0,2 M; pH 9; 0,9 nM de
1-Lipoxigenasa de soja en buffer y diferentes concentraciones del extracto prepara-
dos en DMSO. Los reactivos utilizados fueron: buffer borato 0,2 M pH 9, solucién
de 4cido linoleico en metanol, 5 mM, enzima 1-Lipoxigenasa de soja en bufter borato

(1 mg/mL), dimetilsulféxido y muestras en DMSO.

Para iniciar la reaccidn, se colocé en una celda de cuarzo 2410 pL de buffer borato
0,2 M pH 9, se agreg 30 uL de acido linoleico, 20 uL. de DMSO, y 40 pL de lipooxi-
genasa. Se procedi6 a la lectura de la absorbancia a 234 nm durante 4 min cada 30
segundos usando un espectrofotémetro UV-visible (UV-1800, Shimadzu®). Se reali-
zaron controles de sustrato, enzima, de solvente y extracto. Los ensayos inhibitorios
se realizaron en presencia de extractos a diferentes concentraciones (25-125 pg/mlL).

Se calcularon los porcentajes de inhibicién de la enzima a diferentes concentraciones de
extracto por comparacioén con el control de 100% de actividad realizado con DMSO.

Para todos los extractos se determiné la ICs, a partir de las curvas de porcentaje de inhi-
bicién vs. diferentes concentraciones de extracto.

Analisis de datos

Se utilizé el procedimiento de andlisis de varianza (Anova) mediante el programa esta-
distico Statgraphics Plus. Los resultados se expresaron como media/desviacién estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las pruebas fitoquimicas preliminares, los metabolitos secundarios fueron detec-
tados de manera cualitativa mediante ensayos de coloracién y precipitacién de los
reactivos; mostrando la presencia de flavonoides, fenoles, lipidos, hidratos de carbono,
esteroides y triterpenoides, antraquinonas, alcaloides y saponinas lo cual permitié
conocer que la planta tiene compuestos de alto valor farmacolégico. Los metaboli-
tos detectados coinciden con otros estudios realizados por Pinzén ez a/. [10], Puertas

Mejia et al. [11], y Quintero Barba [23].
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Los metabolitos secundarios que se encuentran cominmente presentes en diferentes
extractos de plantas son los flavonoides y los 4dcidos fendlicos. Los 4cidos fendlicos al
igual que el 4cido cafeico, el 4cido ferulico y el dcido galico se encuentran ampliamente
distribuidos en las plantas y han sido reconocidos como antioxidantes naturales [13].
Se ha informado que los contenidos de fenoles y flavonoides estin asociados con la
actividad antioxidante en varias plantas [17]. Los compuestos fendlicos tienen una
importante accién en la estabilizacién de la oxidacion lipidica, han sido asociados con
la capacidad atrapadora de radicales libres y se ha sugerido que tienen efecto inhibitorio
sobre la mutagénesis y la carcinogénesis [24].

Estudios realizados por Puertas ez al. [11] observaron un elevado efecto antioxidante
tanto en las hojas como en las flores de K. daigremontiana. Este resultado lo atribuyen
alos compuestos polifendlicos detectados en el analisis fitoquimico. Ademas, sugieren
que la presencia de taninos, flavonoides, triterpenoides y antocianinas, puede estar rela-
cionada a un efecto sinérgico entre las diferentes familias de compuestos previamente
detectados, incrementando asi la capacidad antioxidante.

Los valores obtenidos de fenoles totales y flavonoides en los extractos hidroalcohdlicos
estudiados de K. daigremontiana se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Fenoles totales y flavonoides.

Fenoles totales Flavonoides

(mg EAG/g peso seco) (mg EQ/g peso seco)
EtOH 50% 11,04 £ 0,10 2,25 + 0,04
EtOH 70% 14,17 £ 0,24 5,07 £ 0,05
EtOH 80% 12,10 £ 0,10 4,80 + 0,40
MeOH 80% 3,04+ 0,10 4,48 + 0,37

El valor més alto de fenoles totales se determind para el extracto etandlico al 70%
(14,17 + 0,24 mg de EAG/g peso seco), seguido por el de 80% (12,10 + 0,10 mg de
EAG/g peso seco), el de 50% (11,04 + 0,10 mg de EAG/g peso seco) y por tiltimo el
extracto metanélico 80% (3,04 + 0,10 mg de EAG/g peso seco). Shujaat e al. [13]
trabajaron con varios extractos y reportaron para el etandlico al 70%, un valor consi-
derablemente menor al hallado en nuestro estudio (0,27 + 0,05 mg de EAG/g peso
seco). Bogucka-Kocka ez al. [9] evaluaron la composicion de 4cido fendlico en hojas de
cuatro especies de Kalanchoe y los resultados mostraron que para K. daigremontiana;
utilizando el método de extraccién acelerada de solvente (ASE), contenia las mayores
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cantidades de 4cidos fendlicos (124 pg/g de peso seco), mientras que K. nykae los mas

bajos (9,61 pg/g de peso seco).

El contenido de flavonoides para los extractos etanélicos fue de 5,07 + 0,05; 4,80 +
0,40 y 2,25 + 0,04 mg EQ/g peso seco, para las concentraciones de 70%, 80% y 50%
respectivamente; respecto al extracto metanélico al 80% el contenido de flavonoides
hallado fue de 4,48 + 0,37 mg EQ/g peso seco. Shujaas ez 4l. [13] hallaron para fla-
vonoides valores mayores en el extracto etanélico al 70%. Asiedu-Gyekye er al. [25]
encontraron en extracto metanélico de otras especies de Kalanchoe (pinnata e inte-
gra) valores muy superiores en fenoles totales y flavonoides. Los resultados obtenidos
en nuestro estudio sugieren que el EtOH al 70% es el solvente mds adecuado para la
extraccion de compuestos fenélicos y flavonoides en esta especie.

La actividad antioxidante se analizé utilizando la capacidad de captacion de radicales
libres DPPHe cuyos valores de (ICs,/ % AAR) se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. DPPHe (IC,/% AAR).

Kalanchoe daigremontiana Ensayo DPPHe
Solvente ICsp (mg/mL) % AAR (5 mg/mL)
EtOH 50% 4,41 £ 0,18 53,74
EtOH 70% 3,01 £0,16 56,87
EtOH 80% 3,80 + 0,04 54,40
MeOH 80% 3,51+£0,10 55,52

La capacidad de captacion de radicales libres de DPPHe del extracto etandlico al 70%
fue mayor respecto del extracto metandlico. Los valores de ICs, para los extractos eta-
nolicos al 70%, 80% y 50% estudiados fueron de 3,01 + 0,16; 3,80 + 0,04 y 4,41+ 0,18
mg/mL respectivamente, y el metandlico 80% fue de 3,51 + 0,10 mg/mL. En el estudio
de Bogucka-Kocka ez al. [9] con extractos etanélicos al 70% de K. diagremontiana,
mostraron una gran variacién en la actividad de la capacidad de captacién de radicales
libres DPPHe entre el extracto obtenido por maceracion respecto del preparado por el
método de extraccién acelerada de solventes. Los valores de ICs, para los dos extractos
fueron de 0,18 + 1 mg/mL y 1,45 + 8 mg/mL indicando una actividad antioxidante
mas alta para el obtenido por maceracién. Estos valores revelaron una mayor activi-
dad antioxidante comparado con los hallados en nuestro estudio respecto del radical
DPPHe, al igual que los resultados hallados por Shujaat ez al. [13], en extractos eta-
nélicos de hojas K. daigremontiana, cuyo valor de IC, fue de 0,0619 mg/mL. En una
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investigacion realizada por Zhen-Rung Lai ez al. [26] en extracto metandlico de K.
gracilis, obtuvieron valores de ICs, de 4,90 + 0,22 mg/mL, mostrando una actividad
antioxidante mas baja en esta especie, respecto a lo encontrado en nuestro trabajo. En
la determinacion de la actividad antirradicalaria se observé el porcentaje més alto de
inhibicion del radical libre de 56,87% en el extracto etandlico 70% (5 mg/mL), y el
valor més bajo se dio en el extracto etanélico 50% de 53,74% (5 mg/mL).

En cuanto a la actividad antiinflamatoria, el valor de IC, determinado para distintas
concentraciones del extracto etanélico, de partes aéreas de K. daigremontiana expre-
sada como concentracién inhibitoria media fue de 21,96 + 0,70 ug/mL, que representa
la concentracién que inhibe el 50% de la actividad de la enzima mostrando una fuerte
actividad. Si bien existen trabajos que destacan la actividad antiinflamatoria del género
Kalanchoe estos fueron realizados iz vivo, no se encontr literatura respecto de la acti-
vidad de la enzima lipoxigenasa iz vitro frente a este extracto de K. daigremontiana.
Torres Carro et al. [27] estudiaron extractos hidroalcohdlicos de trece plantas de la
Puna Argentina y encontraron variaciones de ICs, entre 132,6 + 2,0 ug/mLy 389,2 £
12,3 pg/mL. El extracto estudiado de K. daigremontiana mostrd una elevada capacidad

inhibitoria frente a la LOX.

Los resultados demostraron que los extractos de las partes aéreas de K. daigremontiana
contienen metabolitos de interés terapéutico y el extracto etanélico al 70% presentd
una mayor capacidad antioxidante frente al radical DPPHe, respecto a los demas
extractos estudiados; lo cual podria estar directamente relacionado con su mayor con-

tenido de fenoles totales y flavonoides. Ademds, presentd una elevada capacidad inhi-
bitoria frente a la LOX.

Estos hallazgos sugieren que el K. daigremontiana posee propiedades antioxidantes
y antiinflamatorias que la convierten en una fuente promisoria para ser utilizada con
propésitos medicinales.
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