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RESUMEN

Laactividad antiinflamatoriade muchas plantas se
ha relacionado con la propiedad antioxidante de sus
polifenoles. Con el objeto de determinar la actividad
antiinflamatoriadelos polifenol es presentesen lamora
(Rubusfruticosus B), lafresa(Fragariavescal.)y el
grapefruit (Citrus paradisi M.), se aplicaron técnicas
cromatogréficas utilizando silicagel como adsorbente
para separar estos compuestos de |os extractos
acuosos de cada una de las frutas. Las fracciones
fueron reconocidas por cromatografia de papel. La
actividad antiinflamatoria de las fracciones fue
evaluadapor lainhibicion delaenzimahiauronidasay
comparada con laaspiring, lacual es unadroga anti-
inflamatoria de naturaleza no esteroideaqueinhibela
actividad de la hialuronidasa, enzima involucrada en
procesos inflamatorios. Se encontré que todas las
fraccionesdelamora, @ extracto crudoy dosfracciones
delafresa(Fly F5) y tresdel grapefruit (G1, G3y G5)
mostraron un efecto inhibitorio sobre laenzima. Las
fracciones M2y M6 de lamora y las dos de la fresa
inhibieron la hialuronidasa en un porcentaje superior
o igua a de la aspirina. Los extractos crudos de la
moray del grapefruit no afectaron la actividad de la
hialuronidasa.

ABSTRACT

The anti-inflammatory activity of many plantsis
related to the antioxidant property of their polyphenols.
In order to determine anti-inflammatory activity form
polyphenols in blackberry (Rubus fruticosus B.),
strawberry (Fragaria vesca L.) and grapefruit (Citrus
paradisi M), chromatographic separationin silicagel
column of agueous extractions of the fruitswas done.
The fractions were labelled using paper
chromatography. The anti-inflammatory activity was
evaluated by the inhibition of hyaluronidase enzyme

and was compared with aspirin, which is a non-
steroidal anti-inflammatory drug that inhibits the
enzyme. The hyaluronidase is related to the
inflammatory process. We found that al the fractions
from blackberry, the crude extract and two fractions of
the strawberry (F1 and F5) and three from grapefruit
(G1, G3 and G5), showed an inhibitory effect on the
enzyme. ThefractionsM2 and M6 from blackberry and
the two from strawberry, inhibit the enzyme
hyaluronidase in a higher or similar percentage of
inhibition of aspirin. The crudesextractsfrom blackberry
and grapefruit does not show inhibition at all.
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INTRODUCCION

En este trabajo se escogieron las frutas de las
plantas. mora (Rubus fruticosus B.), fresa (Fragaria
vescal.)y grapefruit (Citrusparadisi M.) paraestudiar
la posible inhibicién de la enzima hialuronidasa por
sus polifenoles, basados en que tales frutas son
fuentes abundantes de estos metabolitos secundarios
(Albornoz, 1997). Los polifenoles, constituidos por un
amplio grupo de compuestos quimicos, son
investigados actual mente por atribuirselesunavariada
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actividad farmacoldgica, en general, asociada a la
capacidad de actuar como agentes antioxidantes y
barredores de radicales libres (Martinez-Valverde et
al., 2000). A estos antioxidantes naturales,
especialmentelosflavonoides, flavonol es, flavonones,
catequinas, antocianinas y poliflavonoides que son
polifenoles, se les reporta como responsables de los
siguientes efectos bioldgicos. antibacterial, antiviral,
antiinflamatorio y vasodilatador (Cook y Samman,
1996; Thinquino, 1993y Lewis, 1989).

Lamora(RubusfruticosusB.) y lafresa(Fragaria
vesca L.) son plantas pertenecientes a la familia
Rosaceae, cuyos frutos son bayasrojasy comestibles
gue contienen polifenoles (Otaiza, 1997 y Albornoz,
1997), en una proporcién relativamente elevada
(Pilando et al., 1985y Herrmann, 1989). A lamorasele
ha atribuido actividad como laxante, vitaminizante,
protectoradelos vasos sanguineosy antiinflamatoria,
sus hojas tienen propiedad astringente y se utilizan
paracombatir las diarreas (Thinquino, 1993). Wang y
Lin (2000) reportaron la actividad antioxidante en la
mora. Lafresapor otraparte hasido utilizadatambién
por su efecto antiinflamatorio, ademas, de diurético,
estimulante estomacal, astringente, antioxidante, e
importante paralafuncion del cerebro (Fount, 1962).
En cuanto al grapefruit (Citrus paradisi M.), de la
familia Rutaceae, se hareportado que posee actividad
bactericida, fungiciday virucida. Contiene naringenina,
principalmente bgjo suformaglucosilada(Ledn, 1974)
lacual inhibelasenzimascitocromo P450 (Uwey Anja,
1995). Seguin Harich (1995) los ingredientes activos
del extracto son la combinacién natural de
bioflavonoides y &cido ascorbico, efectivos contra
varios microorganismos patégenos como bacterias,
hongosy una gama de virus incluyendo: €l del polio,
herpes, hepatitis y HIV. El grapefruit, inhibe la
proliferacion in vitro de las células cancerigenas de
mamas en humanos (So et al., 1996).

Como se desprende de la revision anterior la
presencia de polifenoles unida a su capacidad
antioxidante definen sus actividades farmacol ogicas,
debido aladisponibilidad de hidrogeno fendlico, como
donador de hidrégeno y barredor de radicales libres.
Enun estudio invitro reportado utilizando € conjugado
hialuronato-manganeso, se encontrd que el radical
libre, €l anién superdxido, es contundentemente
eliminado, demostrando actividad antiinflamatoria. Esta
actividad resulté ser superior a la de la enzima
superodxido dismutasa, también barredoraderadicales
libresen formade superdxido. Lasuperdxido dismutasa
suprime el edema inducido por la inyeccion sub-
cutanea de carragenina en las patas de ratones de
experimentacion (Sakurai et al., 1997). Lainduccién de
edema, es un modelo muy utilizado para detectar €l
efecto antiinflamatorio de compuestos quimicos de
naturalezavariada(Winter et al., 1962), peroimplicael
sacrificio deanima esdeexperimentacion. Lainhibicion
delaenzima hialuronidasaestambién un método para

detectar actividad antiinflamatoria, es confiable y
preciso, menos costoso y libre de crueldad. De manera
gue, en la medida que la enzima hialuronidasa sea
inhibida por el compuesto polifendlico en estudio,
proveniente de las frutas escogidas, mayor sera su
actividad antinflamatoria, y esta actividad inhibitoria
posiblemente sea debida a la capacidad de los
polifenoles de actuar como barredoresdelosradicales
libres que seforman como consecuenciade un proceso
inflamatorio.

Las drogas antiinflamatorias de naturaleza no
esteroidal, como laaspirinay laindometacing, inhiben
laactividad delaenzimahialuronidasa, lacual esuna
de las enzimas lisosomales que hidroliza los muco-
polisacéaridosincluyendo € acido hialurdnico, que es
un agente protector y de union del tejido conectivo.
Esta enzima es conocida por estar involucrada en
procesosinflamatoriosy de permeabilidad vascular, y
su inhibicién esté correlacionada con polifenoles con
actividad antiinflamatoria (Lee et al., 1993). Por su
capacidad de afectar |apermeabilidad delasmembranas
tisulares, la presencia de la enzima también guarda
relacion con lainvasion bacterianay lafertilizacion.
(Gennaro, 1998).

Graciasaquelafresa, lamoray e grapefruit, son
plantasfacilmenteidentificables por las caracteristicas
externas, podemos recurrir a ellas para prevenir
enfermedades y mejorar nuestra calidad de vida, ya
gue son de facil mangjo'y de uso popular (Albornoz,
1997). Tomando en consideracion lo anteriormente
expuesto, nos plateamos en esta investigacion
comparar la actividad inhibitoria de la enzima
hialuronidasa por los polifenoles presentes en estas
frutas con la accién que gerce la aspirina sobre la
misma, con &l fin de encontrar cual de ellas o de sus
correspondientes fracciones, tiene la actividad
esperada, representando asi un paliativo natural contra
los problemas de salud que derivan del proceso
complegjoy molesto delainflamacion.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de extractos y separacion por
cromatogr afiadecolumna

500 g de cadauno delosfrutos selicuaron con 100
ml de metanol y sefiltraron através de unagasa. Los
filtrados metandlicos (extractos crudos) se pasaron por
una columna de gel de silice (medium mesh, Merck)
equilibradacon metanal y luego eluidacon unamezcla
de polaridad creciente de metanol-aguay lasfracciones
obtenidas se concentraron a presion reducida en un
rotavapor a45°C.

Cromatogr afiadepapd y medidadd pH

Las diferentes fracciones fueron identificadas
utilizando cromatografia de papel para obtener el
registro de valores Rf en dos solventes diferentes:
butanol-&cido acético-agua (BAW) en proporcion de
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4:1:5y &cido acético y aguaal 6%, como revelador se
usd d cloruroférrico a 2% enmetanol (Schomburgk,
1998). Laidentificacion delosRf y lamedicién del pH
se realizo con el fin de localizar en las diferentes
fracciones de las frutas, constituyentes con una
similitud en €l recorrido y en el valor de pH. Tales
parametros permitieron laposibilidad de correl acionar
las fracciones entre si.

Prueba de deteccion de polifenoles con cloruro
férrico

Semezclé unagotadecloruroférrico diluido al 2%
en metanol con unagotade cadaunadelasfracciones
obtenidas. La positividad de la prueba se puso de
manifiesto con laaparicion de unacoloracion quevarié
de azul anegro.

I nhibicidn enzimatica

Las correspondientes fracciones se rota-
evaporaron hasta la sequedad, se pesaron y se
resuspendieron en 1 ml de agua destilada. El efecto
inhibitorio sobre la actividad de la hialuronidasa se
evalud siguiendo la metodologia descrita por Lee et
al. (1993) paralo cual seutilizd hialuronato de potasio,
p-dimetilaminobenzaldehido y la hialuronidasa de
Sigma Chemical Co. La actividad de la enzima se
determind espectrofotométricamente a una longitud
de onda de 585 nm. Se midio la cantidad de N-
acetilglucosamina producida a partir de hialuronato
depotasio. Paraactivar lahialuronidasa (0,4 unidades)
seleanadio CaCl, 2.5mM en buffer de acetato 0,1 M
apH35yse incub6a37° C por 20 min. El hialuronato
de potasio (0.6 mg) y concentraciones respectivas de
las fracciones fueron adicionadas a la hialuronidasa
activada, y seincubarona37° C por 20 min. El control
se prepard agregando buffer acetato en lugar de la
fraccion. Seemple6 0.1 ml deNaOH 0.4N y 0.1 ml de
borato de potasio 0.4 M paradetener lareaccion dela
enzima, seguido de calentamiento en bafio de agua
hirviendo por 3 min. Se agregé6 3 ml de p-
dimetilaminobenzaldehido 67 mM alamezclaanterior,
y seincubd a37°C por 20 min. El control y lasmuestras
tratadas con lasfracciones se midieron aunadensidad
Optica(OD) de 585 nm. y se compararon con €l &cido
acetil sdlicilico (aspiring). LaDO,,. ddl control fue0.053
+0.013. El efectoinhibitorio delasfracciones sobrela
actividad delahialuronidasase cal cul6 como sigue: %
deinhibicion=[( DO control -DO_ muestra)/ OD
control ] x100. Los resultados fueron el promedio de
cinco determinaciones mas 0 menos la desviacion
estdndar y se analizaron por el test de Student.

RESULTADOS Y DISCUSION

Latabla 1 resume los resultados obtenidos de la
extraccion delos polifenoles presentes en los extractos
acuososdelasfrutas; mora(Rubusfroticosus B), fresa
(Fragariavescal.)y grapefruit (Citrusparadisi M.),
y deladeterminacion delaactividad inhibitoriade sus
fracciones y de la aspirina (patron de comparacion)
sobre la enzima hialuronidasa. El porcentaje de
inhibicion delaaspirina (17%), delosextractos crudos
y delasfraccionesde cadafrutase apreciaenlafigura
1, enlacual seobservaque los extractos crudos tanto

delamora, como el de grapefruit no gercieron efecto
alguno sobre la enzima, en tanto, que e de la fresa
mostré 3,70 % deinhibicion, siendo estevalor inferior
al delaaspirina. Todas las fracciones de lamora, dos
fraccionesdelafresa(F1ly F5) y tresdd grafefruit (G1,
G3 y G5) mostraron un efecto inhibitorio sobre la
enzima; sendolasM2y M6 delamora, laFly laF5de
lafresa, lasqueinhibieron alaenzimaen un porcentgje
superior oigual al delaaspirina(41,5%, 35,9%, 18,9%
y 17% respectivamente).

El registrodelosvaloresdeRf y el pH (tablal) de
los extractos crudos y sus correspondientes
fracciones, no se correlacionan con las variaciones
del porcentaje de inhibicidn, esto sugiere que la
actividad inhibitoria no depende del pH, ni esta
rel acionada con un compuesto especifico comin alas
tres frutas estudiadas.

La verdadera reacciéon de la actividad
antiinflamatoria de las fracciones obtenidas de las
frutas podria originar factores que resultarian en la
inactivacion delaenzima. Estudiosrealizados por Kaur
y Ali (1982) sobre el efecto inhibitorio de la
tiosemicarbasona sobre algunas enzimas, incluyendo
la hialuronidasa, demuestran una relacion definitiva
entrelaactividad antiinflamatoriay lainhibicién dela
misma. Asi mismo, la accion efectiva de agentes
antiinflamatorios no esteroi deos como laacemetacina
y laindometacina, entre otros, se harelacionado con
lainhibicién de la hialuronidasa (Jacobi et al., 1980).
L os resultados obtenidos por Hisao et al., (1985) a
estudiar €l efecto inhibitorio que tienen los taninos
sobre la hialuronidasa, sugiere que muchos de esos
compuestos posee actividad antiinflamatoria. La
eficacia antiinflamatoria de un flavonoide (5,3 ,4"-
trihidroxi-6-metoxi flavona) fueinvestigadaen modelos
crénicos y agudos en inflamacion de ratas, cuyos
resultados revelan € posible uso de este compuesto
como agente antiartritico y antiinflamatorio (Agarwal,
1982).

Debido alaescasez deinformacién acercadel efecto
inhibitorio que podrian g ercer lasfrutasutilizadasen €l
presente estudio sobre la enzima hialuronidasa, no se
puede redlizar unacomparacion con resultados previos.
Sinembargo, conociendo lapresenciade polifenolesen
lafresa, lamoray d grapefruit, podemoshacer referencia
a ciertos reportes existentes sobre extractos de otras
plantas, como esel caso delaEchinaces, utilizadacomo
medicamento fitoterapéutico parael tratamiento deuna
gran variedad de enfermedades infecciosas. La
Echinacea posee innumerables compuestos, entre los
cuales se citan los &cidos fendlicos, que actdan como
agentes con efectos fisioldgicos: antiviral y
antiinflamatorio, ademas, inhibelahiauronidasay activa
a los fibroblastos (células que desarrollan €l tejido
conectivo) transformandolas en células que a su vez
producen &cido hialurénico (Rininger et al., 2000). Sen
y Nag Chaudhuri (1991) a investigar el potencial
antiinflamatorio de las fracciones metandlicas de un
extracto de Pluchea indica rotos encontraron una
actividad inhibitoria significativa contra carragenina,
histamina, serotoninae hialuronidasaeninflamaciones
inducidas. Asi mismo en estudiosin vitro con ratas, se
ha reportado que taninos condensables obtenidos por
cromatografia de columna de fase reversa a partir de
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extractosdelasfrutasinmaduras de manzana, revelaron hialuronidasa, la cual arrojé un valor de 3,70 9%,
queinhibieron fuertemente laliberacion de histaminas porcentgje ésteinferior a delaaspirina
y laactividad de la enzima hialuronidasa, sugiriendo 3. Al comparar €l efecto inhibitorio delamora, la
queestos polifenol es poseen un efecto antiinflamatorio fresay grapefruit sobre laenzima, lamorarevel6 los
y anti-alérgico (Kandaet al., 1998). mejores resultados, siendo dos de sus fracciones las
que presentaron mayor porcentgje de inhibicion,
CONCLUSIONES seguida de la fresa, cuyas fracciones gjercieron un
_ _ efecto similar o igual al de la aspirina sobre la
1. Lasfracciones obtenidas del extracto acuoso de hialuronidasa, y el grapefruit, consideradalafrutacon
lamora, lafresay el grapefruit tienen accioninhibitoria resultados poco satisfactorios, ya que las fracciones
sobre la enzima hialuronidasa, 1o cual sugiere la que exhibieron actividad, resultaron tener valores de
presencia de compuestos fendlicos con propiedades inhibicion por debajo de laaspirina .
antiinflamatorias. 4. El efecto inhibitorio que gjercen la diferentes
2. Delosextractos crudosdelastresfrutas, solo el fracciones sobre |a hialuronidasa parece no estar
de la fresa exhibio actividad inhibitoria sobre la influenciadapor e pH.
Tabla 1. Andlisis cromatogréafico de las fracciones obtenidas en la extracciéon acuosa de la mora,
fresa y grapefruit, prueba de polifenoles, pH y porcentaje de inhibicién de la hialuronidasa.
Cromatografia de papel ‘Prueba de pH % |
(RleOO) polifenoles
Muestra BAW(UV) Ac-OH6% (UV) BAW(FeCL_)Ac-OH6% (FeCL,) (FeCL,)
Extracto 81 91 + 3.0 -183.1
Crudo.Mora 69 16
am1 75 91 + 4.0 3.7
14
a2 80 + 4.1 41.5
M3 80 88 + 3.1 9.4
18 16
a4 + 4.6 5.6
M5 79 + 2.9 11.3
18
M6 81 91 + 3.0 35.9
16
Extracto 21 95 + 9,6 3.7
Crudo.Fresa
bF1 18 92 45 88 + 9,5 18.9
bF2 16 83 + 9,5 -111.3
bF3 14 70 + 9,5 0.0
bF4 10 84 + 3,7 -3.7
bF5 45 99 86 95 + 9,4 17
Extracto 75 + 3,0 -205.6
Crudo.Grap
Gl n 25 67 81 + 34 13.3
G2 n 34 64 83 + 41 -49.0
G3 + 3,4 15.1
G4 19 61 + 6,1 -3,7
19 82
53
93
G5 19 99 + 4,6
9,4
G6 19 59 + 7,0 -3.7
53 84
96 91
ASA NP NP 17.0
NP NP 0.0
Control
Clave: Fracciones: ®Mora, "Fresa, “Grapefruit; “Prueba polifenoles = FeCl, 2 %p/v en metanol; %l = porcentaje de inhibicién de
hialuronidasa; Solventes de corrida = BAW (butanol:acido acético:agua; 4:1:5), AcOH6% (acido acético 6 % v/v); Deteccién =
UV (ultravioleta), Spray FeCl, (FeCl, al 2 % p/v en metanol); ASA = Aspirina; Control = Enzima + Sustrato; NP = no probados.
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Figura 1. Inhibicion de la enzima hialuronidasa por las
fracciones de las frutas: mora, fresa y grapefruit.
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