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RESUMEN

Leonurus japonicus Houtt. (Lamiaceae), es una
especie que ha sido estudiada en las Gltimas tres
décadas, muchos investigadores se han centrado en
la determinacion de su composicion quimica, las
actividades farmacologicas y sus aplicaciones,
logrando aislar més de 280 compuestos quimicos
de esta especie. El objetivo de esta investigacién
fue estudiar la composicion quimica y actividad
bioldgica de los extractos obtenidos de las partes
aéreas, de L. japonicus, recolectada en el estado
Mérida, Venezuela. El anélisis fitoquimico
preliminar mostré la presencia de esteroles en los
extractos hexanoico y diclorometanoico; Yy
alcaloides, compuestos fendlicos, flavonoides y
esteroles en el extracto etandlico. El extracto
etandlico present6 un contenido fendlico total de
0,89 pg AG/mg. La actividad antioxidante fue
determinada empleando el método de DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo), siendo el extracto
etandlico el mas activo ya que mostré un ICsp de
0,457 mg/mL; a la concentracidon de 0,5 mg/mL, el
porcentaje de inhibicién del radical DPPH fue 57,7
% en comparacion a un 96,1 % del acido ascorbico
utilizado como control positivo, a la concentracion
de 0,176 mg/mL. Ademas, dicho extracto resultd

ser relativamente inocuo sobre nauplios de Artemia
salina, con un porcentaje de letalidad de 8,3 a 2500
ppm, y la DLsyde 2913,55 ppm. Cabe destacar que
este es el primer reporte de actividad antioxidante,
cuantificacion de fenoles totales y toxicidad sobre
A. salina de los extractos de L. japonicus,
recolectada en Mérida, Venezuela.
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ABSTRACT

Leonurus japonicus Houtt. (Lamiaceae), is a
specie that has been studied in the last three
decades, many researchers have focused on
determining  their ~ chemical  composition,
pharmacological activities and their applications,
managing to isolate more than 280 chemical
compounds of this. The objective of this research
was to study the chemical composition and
biological activity of the extracts obtained from the
aerial parts of L. japonicus, collected in Mérida,
Venezuela. Preliminary phytochemical studies
showed the presence of sterols in hexanoic and
dichloromethane extracts, and alkaloids, phenols
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compounds, flavonoids and sterols in the ethanolic
extract. In present investigation, the ethanolic
extract had a total phenolic content of 0.89 ug
AG/mg extract. The antioxidant activity was
determined using the DPPH method (2.2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl) using spectrophotometry UV-
visible at a wavelength of 517 nm. The ethanolic
extract showed an 1Cs of 0.457 mg/mL, at the
concentration of 0.5 mg/mL, inhibition percentages
of these radicals was 57.7% compared to 96.1% of
the ascorbic acid, used as a positive control, at the
concentration of 0.176 mg /mL. In addition, this
extract proved to be relatively harmless on Artemia
salina nauplii, with a lethality percentage of 8.3 to
2500 ppm, and the LDsp of 2913.55 ppm. It should
be noted that this is the first report of antioxidant
activity, quantification of total phenols and toxicity
on A. salina from the extracts of L. japonicus,
collected in Venezuela.
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INTRODUCCION

La familia Lamiaceae (Labiatae), es la sexta
familia de plantas méas grande que existe con mas
de 200 géneros y méas de 7000 especies [1]. La
organizacion mundial de la salud, sugiere que
algunas plantas pertenecientes a esta familia con
una larga historia de usos y efectos terapéuticos,
deben ser estudiadas, con la finalidad de encontrar
nuevos principios activos con propiedades para su
uso terapéutico en ciertas enfermedades [2]. En
Ameérica del Sur, la mayor representacion de la
familia Lamiaceae se encuentra en Brasil y en
Venezuela consta de 26 géneros y alrededor de 120
especies [3].

La especie Leonurus japonicus Houtt.
(Labiatae), comlnmente llamada “agripalma
china” o “cola de ledn”, nativa de varias regiones
de Asia, incluidas China, Corea, Japon y Camboya.
Ademas de encontrarse presente en algunas
regiones de Europa, Africa, Norte y Sur América.
Se ha usado para tratar menoxenia, dismenorrea,
amenorrea, loquios, edema del cuerpo, oliguresis,

llagas, ulceraciones y otras enfermedades en
mujeres [4].

Desde 1990, se han desarrollado numerosas
investigaciones sobre los componentes quimicos y
actividades farmacoldgicas de esta planta, debido a
su importante papel en las enfermedades de la
mujer; sin embargo, todavia hay falta de
informacion sobre su aplicacion clinica. A pesar de
esto, se ha reportado la composicién quimica de
esta especie detectandose la presencia de
alcaloides, diterpenos, flavonas, nor-triterpenoides
espirociclicos, glicdsidos feniletanoides, glicosidos
sesquiterpenos, compuestos volatiles y otros
compuestos.  Particularmente, el alcaloide
stachidrina aislado de L. japonicus, que se utiliza
como indicador oficial de la calidad de esta hierba
y de sus preparaciones [4].

Miao y col (2019) [5], recopilaron los
estudios de varios investigadores, y reportaron el
aislamiento de méas de 280 compuestos en esta
especie, distribuidos de la siguiente manera: 90
diterpenoides; 36 triterpenoides incluyendo 11 nor
triterpenoides inusuales; 35 flavonoide incluyendo
10 flavonas, 24 flavonoles y una iso flavona; 7
fenilpropanoides simples, 11 cumarinas y 5
lignanos; ademés de una serie de glicdsidos
hepatoprotectores leonosido E, cistanosido E y
leonosido F.

Ademas, los alcaloides son los principales
componentes quimicos activos, que se encuentran
presentes en L. japonicus, en un alto contenido de
los cuales se han aislado muchos subtipos como:
guanidinas, espermidinas, piridinas, nucleésidos,
alcaloides esteroideos, derivados de aminoacidos y
ciclopéptidos, ademas de tres guanidinas naturales
inusuales y se ha aislado ampliamente la
stachidrina y leonurina [5].

Los estudios farmacolégicos modernos
muestran que los componentes activos de plantas
del género Leonurus, méas especificamente de la
especie L. japonicus, poseen amplias acciones
farmacoldgicas, tales como: acciones
cardioprotectoras, analgésicas, antiinflamatorias,
neuroprotectoras, antitrombdtica, vasodilatador,
anti agregacion plaquetaria, inhibidor de la a-
glicosidasa, inhibidor de la colinesterasa, regulador
de la produccion de melanina, regulador de la
actividad inmune, antibacterial, citotdxica,
protector de miocardio, antisquémico, angiogenica,
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anti- arteriosclerotica, protector cerebral, actividad
promotora de la contraccion uterina, anti
metrorragia, anti  tumoral,  antidiabética,
antioxidante, hepatoprotectora [4,5].

Esta investigacion tiene como objetivo
determinar la composicion quimica cualitativa,
contenido de polifenoles, actividad antioxidante y
toxicidad sobre Artemia salina de los extractos de
las partes aéreas de Leonurus japonicus Houltt,
recolectada en Mérida, Venezuela.

MATERIAL Y METODOS

Recoleccion de la muestra

El material vegetal fue recolectado en el sector
Portachuelo, via Jaji, Municipio Campo Elias,
Parroquia Montalban, Mérida, Venezuela, a una
altitud aproximadamente de 1781 msnm. La planta
fue identificada botanicamente por el Ing. Juan
Carmona, adscrito al Departamento de
Farmacognosia y Medicamentos Organicos, de la
Facultad de Farmacia y Bioandlisis, ULA. Se
depositd una muestra en el herbario “Dr. Luis
Enrique Ruiz Terdn" (MERF), de la Facultad de
Farmacia y Bioandlisis, ULA, Mérida, identificado
como voucher, nimero 03 de la coleccion
(29/05/2017).

Obtencion de los extractos de las partes
aéreas de L. japonicus Houtt.

Se utilizaron hojas, tallo y flores de la planta, se
cortaron en trozos pequefios, se secaron en una
estufa a 40 °C durante 48 horas, se procedié a moler
y pesar en una balanza Denver Instrument XL
3100, se pesaron 200 g del material vegetal seco.
Se prepar6 el extracto hexanoico, por maceracion a
temperatura ambiente, para tal fin, se colocé el
material vegetal en 200 mL de hexano y se dejé
macerar por 48 horas, se procedid a filtrar y
concentrar el extracto hasta sequedad empleando el
rotaevaporador IKA RV 10 digital a 45 °C. Este
procedimiento se repiti6 dos veces mas. De la
misma forma, se obtuvieron los extractos
diclorometanoico y etandlico de la planta. Se
recuperaron 1,8 g del extracto hexanoico (0,9 %),
2,11 g del extracto diclorometanoico (1,06 %) y
1,23 g del extracto etandlico (0,62 %).

Estudio fitoquimico preliminar

Para la caracterizacion quimica de los
metabolitos secundarios presentes en los extractos
hexanoico, diclorometanoico y etanélico, de las
partes aéreas de L. japonicus se efectudé una serie
de pruebas quimicas cualitativas siguiendo la
metodologia descrita por Marcano y Hasegawa
(2002) [6].

Actividad antioxidante método DPPH

Todos los reactivos quimicos utilizados,
incluyendo los disolventes fueron de grado
analitico. El reactivo DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo) es de Sigma-Aldrich, el &cido
ascorbico y metanol son de la marca Merck. Se
utilizd  un  Espectrofotometro  UV-Visible
Spectronic GENESYS TM 10 Bio, para evaluar el
comportamiento de los extractos como agentes
antioxidantes.

La evaluacién de la capacidad antioxidante de
los extractos hexanoico, diclorometanoico y
etandlico de las partes aéreas de L. japonicus, se
realizaron siguiendo el ensayo del test de actividad
secuestrante de radicales libres del 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH), segin la metodologia
descrita por Goupy [7]; Molyneux 2004 [8]; Diaz y
col., 2011 [9]; Plazay col., 2014 [10] y Contreras-
Moreno y col., 2017 [11].

Esta técnica consistié en preparar una solucion
stock de cada uno de los extractos, tomando 4 mg
de cada uno, en tubos eppendorf y se disolvieron en
1mL de metanol, el ensayo se realizé por triplicado
para cada uno de los extractos, para tal fin, se
prepararon 3 tubos de cada uno, que contenian 700
uL de DPPH (6 X102 mM) y 300 uL del extracto,
se dejé en reposo en la oscuridad por 30 minutos.
Pasado los 30 minutos se procedi6 a medir la
absorbancia en el espectrofotometro a 517 nm, con
el extracto que presentd un porcentaje de inhibicion
(% 1) del radical DPPH igual o superior a 50 %, se
prepard una solucidn stock (1 mg/mL) y a partir de
la misma se realizaron varias diluciones (0,75; 0,5;
0,2; 0,1; 0,05; 0,025 mg/mL) y se procedi6 a
determinar la actividad antioxidante. Se realizé una
curva patron con acido ascorbico, partiendo de una
solucion madre con una concentracion de 1 mM
(17,6 mg en 100 mL de metanol). El porcentaje de
inhibicion (% 1) de radicales libres de DPPHe, se
calculé mediante la siguiente ecuacién: %l =
[(ADPPH fAExtracm)/ADppH) x 100. En funcién de la
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concentracion del analito se calcul6 por regresién
lineal para cada muestra la concentracion
inhibitoria 50 (ICsg) [7, 10,11].

Estudio estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron con el
programa IBM SPPS Statistict editor de datos,
version 21 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL,
EE.UU.). Con Ila finalidad de determinar
diferencias estadisticas en cada uno de los analitos,
se realiz6 un andlisis varianza (ANOVA) de una
sola via, como valores de media (n=3) y desviacién
estandar (SD).

Toxicidad sobre Artemia salina

La evaluacion de toxicidad sobre nauplios
(larvas) de A. salina del extracto etandlico de las
partes areas de Leonurus japonicus Houtt., se
realizé en el Departamento de Ciencias de Los
Alimentos de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis, Este método estandar se basa en la
determinacion de la dosis letal 50 (DLso), es decir,
concentracion que causa la muerte al 50 % de una
poblacion de nauplios, en 24 horas.

Reactivos.

Los reactivos utilizados para evaluar la
toxicidad de los extractos frente a Artemia fueron:
cloruro de sodio (NaCl), sulfato de magnesio
hexahidratado  (MgS0..6H,0), cloruro de
magnesio hexahidratado (MgCl.6H20), cloruro de
potasio (KCI), bicarbonato de sodio (NaHCO3),
carbonato de sodio (Na,CQs), cloruro de calcio
(CaCly) y dodecil sulfato de sodio, levadura
comercial y quistes del crustdceo A. salina. En el
desarrollo del bioensayo, primero se prepard una
solucion marina de aproximadamente 1000 mL
(agua de mar artificial), que proporciond las
condiciones necesarias para el desarrollo de los
nauplios de Artemia. Esta solucién se mantuvo en
aireacion constante (burbujeo) 72 horas previas al
bioensayo, con la finalidad de oxigenar la misma
[12].

Eclosion de los quistes.

Al finalizar el tiempo de aireacién de la
solucion marina (72 horas), se dividié la solucion
en dos recipientes (Fiolas) con 500 mL
aproximadamente en cada uno, en una de las fiolas,
se afiadié alrededor de 250 mg de quistes,
manteniendo una temperatura constante de 28 *
2 °C por 48 h. La solucion marina libre de nauplios,
se utiliz6 como disolvente para preparar las

diferentes diluciones del extracto etandlico vy
llenado de las placas.

Desarrollo de la prueba

Se colocaron 130 pL de solucion salina
(aireada) en cada pozo de una placa de
microtitulacion, se agregaron a cada pozo 10 pL de
solucién que contenian entre 10 y 15 nauplios de A.
salina, se le adicion6 10 uL de una solucion de
levadura comercial marca Fleischmann (5mg/mL)
a cada pozo, se incubaron las placas en un area con
iluminacién permanente por 24 horas, para excitar
su actividad metabolica. Se colocaron 50 pL del
extracto etanolico, a distintas concentraciones (5,
25, 250, 750, 1250 y 2500 ppm). El extracto se
diluyd en solucion salina: DMSO (9:1). Cabe
destacar que en esta prueba solo se analizd el
extracto etandlico, debido a que los otros extractos
mostraron dificultades en la solubilidad. Se
incluy6, ademas, un grupo control negativo (con
todos los elementos del ensayo, excepto la muestra
a ensayar) y un grupo control positivo (Dodecil
sulfato de sodio, DDSS 10 %) con seis réplicas para
cada grupo. Se registraron el nimero de nauplios
presentes inicialmente en cada pozo (NV), y al
cabo de 24 h de contacto con los extractos se realizé
el conteo del nimero de nauplios muertos (NM). Se
calculo el porcentaje de letalidad mediante la
ecuacion, % de letalidad= NM/NV x 100 [13]. Se
determing la dosis letal 50 (DLsg) con un intervalo
de confianza del 95 %, utilizando para este fin el
método de analisis Probit, utilizando el programa
estadistico SPSS, 21.0 para Windows. Se
clasificaron la DLs, de los extractos evaluados
segln la toxicidad, tomando como referencia las
recomendaciones el Programa Iberoamericano de
Ciencias y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED)
[13].

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Tamizaje fitoquimico

Los extractos hexanoico, diclorometanoico y
etandlico de las partes aereas (hojas, tallos y flores)
de L. japonicus, fueron sometidos a evaluacién
quimica cualitativa [6], para determinar los
principales tipos de metabolitos secundarios
presentes en cada uno de los extractos (Tabla 1). El
analisis fitoquimico preliminar revel6 la presencia
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de varios metabolitos secundarios de intereés,
detectandose en los extractos hexanoico vy
diclorometanoico la presencia de esteroles y en el

extracto etanolico, alcaloides, esteroles,
compuestos fenolicos y flavonoides.
Tabla 1.

Resultados del tamizaje fitoquimico de los
extractos obtenidos a partir de las partes aéreas de
L. japonicus Houtt.

Reaccion de
Metabollos | coloracony/o | EH | ED | EE
precipitacion
| Dragendorf |
Alcaloides | Wagner +H+ |
Mayer +H+
Esteroles . +— + tei
i 1 Lieberman-Bucheard 1
Terpenos - - -
;.m'!JE_n.ieslos FeCls . ~ e
| endlicos | |
Taninos Prueba de la gelatina -
Flavonoides | Shinoda - - ++
| Saponinas | Prueba de la espuma - - - |
Cumarinas Prueba NH.OH/LUY | - - -
Quinonas Prucba WH.OH - - -

+++ abundante, ++ moderado, + escaso. EH: Extracto
hexanoico, ED: Extracto diclorometanoico; EE: Extracto
etandlico.

Desde la década de 1990, L. japonicus ha sido
investigada fitoquimicamente por varios grupos de
investigacion, lo que resultd en la identificacion de
més de 280 compuestos. Estos constituyentes
quimicos son principalmente monoterpenoides,
sesquiterpenoides, diterpenoides, triterpenoides,
esteroides, alcaloides, flavonoides y
fenilpropanoides [5]. En nuestro estudio, realizado
en los extractos de las partes aéreas de L. japonicus,
solo se reportaron esteroles en el extracto
hexanoico y diclorometanoico, y alcaloides,
compuestos fendlicos, flavonoides y esteroles en el
extracto etandlico.

La presente investigacion difiere ademas de la
realizada por Severina de Melo (2006) [14], quien
al analizar las hojas y tallos de L. japonicus, indico
la presencia de flavonoides, saponinas y taninos en
el extracto hidroalcohdlico, mientras que, en
nuestra investigacion, no solo reportamos la
presencia de flavonoides, sino también de
alcaloides, compuestos fenolicos y esteroles en
extracto etandlico (Tabla 1) y no se detectd la
presencia de taninos ni saponinas. Por otra parte,
Zachow (2016) [15], realiz6 un andlisis fitoquimico
de las partes aéreas de Leonurus sibiricus e indico

la presencia de terpenos, esteroles y alcaloides en
los extractos metanolicos.

La diferencia en cuanto a los componentes
encontrados puede deberse a la parte de la planta
que se analiz6, factor muy importante en la
produccion de taninos, ya que el contenido de
dichos metabolitos en el peciolo es diferente del
que hay en la hoja [16]. Ademaés, existe una alta
correlacion  positiva entre la conductividad
eléctrica y los diferentes tipos de metabolitos
(fenoles totales, taninos condensados y taninos
totales), se ha encontrado que mientras mas elevada
sea la concentracion de sales solubles en el suelo se
tiene una mayor conductividad eléctrica, o
capacidad del agua para transportar la corriente
eléctrica [17]. Hay que tener en cuenta que las
concentraciones de metabolitos secundarios en una
especie pueden variar en diferentes partes de la
planta, con la ontogenia, y también puede depender
de diversos factores ecoldgicos como cambios
estacionales de luz, temperatura [18], humedad,
nivel de nutrientes y presién osmética [19,20, 21].

Segin Waterman & Mole (1994) [22], el
contenido de varios tipos de dichos metabolitos
secundarios esta influenciado por el genotipo de la
planta (la especie y la variedad), las caracteristicas
ambientales (la radiacién solar y la disponibilidad
de agua), la velocidad de crecimiento, la madurez,
la condicion nutricional del suelo, la depredacion y
las enfermedades. Asi mismo Harborn (1993) [23],
afirmoé que la aparicion de los compuestos
secundarios esta relacionada con los mecanismos
de defensa de la planta y los efectos del suelo y del
clima.

Cuantificacion de fenoles totales del extracto
etandlico de las partes aéreas de Leonurus
japonicus por el método Folin-Ciocalteu

En un estudio realizado por Altamirano y col
(2007) [24], los autores indicaron que distintas
especies pertenecientes a la familia Lamiaceae,
sintetizan una gran cantidad de compuestos
polifendlicos, los cuales presentan en su mayoria
propiedades antioxidantes, ademas de actividad
microbicida, anti-inflamatoria y antitumoral,
ademas afirmaron que estas actividades dependen
directamente de la concentracién de polifenoles y
no de la actividad antioxidante total [25];
confiriéndole a las plantas pertenecientes a
ésta familia, un gran potencial terapéutico. En este
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estudio se determind el contenido de polifenoles
totales, del extracto etanélico de las partes aéreas
de esta especie y en la Fig. 1. se muestra la curva
de calibracidn del acido galico.

12 y=0.0251x-0.1211
R? -0

@
0.8 L = 0.024% 1 0.0707.
R - 0.9951

"

y = 0.0229 - 0.0204)
R?=0.9957

Absorbancia a 760 nm

Concentradén mg/mL

Fig. 1. Curva de calibracién del acido galico

En la Fig. 1, se muestran las correspondientes
ecuaciones de la recta (y= 0.0251x-0.1211,
R?= 0.9944; y= 0.024x-0.0707, R?= 0.9951;
y=10,0229x-0,0204, R?>= 0,9957), que se emplearon
para cuantificar el contenido total de fenoles en la
muestra analizada. Los valores de absorbancia del
extracto etanolico de las partes aéreas de L.
japonicus, fueron reemplazados en la ecuacion,
pudiéndose determinar el contenido total de fenoles
(Tabla 2).

Tabla 2.
Cuantificacion de fenoles totales del extracto
etanolico de las partes aéreas de L. japonicus

Absorbancia 760 nm | L] #eAGMmgde | []up AG/mg
Extracto | [Jmg/mL extracto seco de extracto

M| e | a | o] | ®oFDE

Etanélico | 50 | 1,142 | 1,140 | 1,141 | 0,81 | 0,89 | 0,98 | 0,89 + 0,07

AG = écido galico
No existen diferencias estadisticamente significativas entre datos
(p > 0,05), con un nivel de confianza de 95 %.

En nuestro estudio la cuantificacion de fenoles
totales del extracto etandlico de las partes aéreas de
L. japonicus por el método Folin-Ciocalteu, mostrd
un promedio de 0,89 + 0,07 pg AG/mg peso seco
del extracto.

Ravipati y col. (2012) [26], evaluaron las
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias de 44
extractos de hierbas medicinales tradicionales
chinas, con el fin de comprender la variacion de las
actividades antioxidantes de los extractos,
estimaron las cantidades fendlicas totales de cada
especie, obteniendo niveles fendlicos de 0,84 ug de
acido galico/mg (mg de é&cido gélico/g), en el
extracto etandlico de la especie Leonurus
japonicus, resultando ser muy similar al contenido
de polifenoles totales en el extracto etandlico de las

partes aéreas de L. japonicus, encontrado en
nuestro estudio.

Por otra parte, Kim y col. (2012) [27], al
investigar la capacidad de captacion de radicales
DPPH y el contenido de polifenoles totales en
plantas naturales y medicinales coreanas,
obtuvieron un contenido fendlico de 191,62 mg/g
(ug/mag), en el extracto etandlico de L. japonicus.
Un contenido muy por encima al obtenido en
nuestro estudio.

Segin Van der Sluis y col (2001) [28],
numerosos factores medioambientales como la luz
0 el grado de conservacion, pueden afectar al
contenido total de polifenoles, el clima (exposicion
al sol, precipitaciones) o factores agronémicos
(diferentes tipos de cultivos, produccién de fruta
por el arbol) juegan un papel fundamental. La
exposicion a la luz, es en particular, uno de los
principales condicionantes para determinar el
contenido de la mayoria de estos compuestos. El
grado de conservacién cuando se encuentran
presentes en los alimentos, puede también
determinar el contenido de compuestos fenolicos,
ya que son facilmente oxidables. La conservacion
en frio, sin embargo, no afecta al contenido de los
mismos.

Actividad antioxidante de los extractos de las
partes aéreas de Leonurus japonicus, por el
método DPPH.

En la Fig. 2, se muestra la curva de calibracion
del &cido ascérbico, y la ecuacién de la recta con
un R?de 0,9936.
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Fig 2. Curva de calibracion del &cido ascérbico

La actividad antioxidante fue determinada
mediante el método DPPH; previamente se realizo
un barrido inicial con los extractos hexanoico,
diclorometanoico y etandlico, a una concentracion
de 4 mg/mL. Se observo que el extracto etanolico
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de las partes aéreas de L. japonicus, mostré un %
de inhibicién de 92,9, siendo mayor de 50 %, lo
cual indic6 que tenia actividad antioxidante;
mientras que los extractos hexanoico Yy
diclorometanoico mostraron un % inhibicion de
45,07 y 15,9 respectivamente, lo que mostro que no
poseian actividad antioxidante significativa (Fig.
3).
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Fig 3. % de inhibicién del radical DPPH de los extractos
hexanoico, diclorometanoico y etandlico de las partes aéreas

de L. japonicus Houtt.a 4 mg/mL.

Posteriormente, se procedi6 a realizar la
determinacion de la actividad antioxidante al
extracto etandlico de las partes aéreas de L.
japonicus. Se determind que dicho extracto
presentd un % de inhibicién (% I) de 57,7 £ 0,6 a
la concentracion de 0,5 mg/mL, en comparacion de
96,1 % del acido ascorbico a una concentracion de
0,176 mg/mL. En la Fig. 4, se muestran los
resultados obtenidos, de las medias de cada una de
las concentraciones evaluadas por triplicado.
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Fig. 4. Curvas de % | vs concentracion del extracto etandlico
de las partes aéreas de L. japonicus. Existen diferencias
estadisticas significativas entre datos (p<0,05), con un nivel
de confianza de 95%, cada determinacién se realiz6 por
triplicado (n = 3).
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Concentracion eficiente 50 (mg/mL) (n =3)
del extracto etanolico de las partes aéreas de
L. japonicus.

Brand y col. (1995) [29], indicaron que, a través
del método DPPH, es posible evaluar la presencia
de compuestos capaces de donar hidrdgeno o
secuestrar el radical que, después del equilibrio de
la reaccion, permite calcular la concentracion
eficiente del extracto y los estdndares necesarios
para reducir el 50 % del radical DPPH.

En el presente estudio, cabe aclarar, que la
determinacion de la concentracion eficiente 50
(mg/mL) del extracto etandlico de las partes aéreas
de L. japonicus, se calcul6 a partir de la ecuacion
de la recta y=ax+ b, donde “a” es la pendiente; “b”
la interseccion de corte en larecta, y =50y x =
ICso. En la Tabla 3, se muestra los valores de ICso
(n=3).

Tabla 3.

Concentracion eficiente 50 (ICsp) del extracto

etandlico de las partes aéreas de L. japonicus.

. ICs0 X ICs
Recta | Pendiente | Corte | RA2 | s DE

1 | 106,6500 | 0,9735 | 0,9960 | 0,460 | 0,457 | 0,01
2 | 108.0400 | 1,4932 | 0,996 | 0,450
3 | 1083200 | 0,170 | 0,992 | 0,460

En promedio, la concentracién eficiente 50
(ICs0) en mg/mL de la fraccion etandlica de las
partes aéreas de L. japonicus, para captar radicales
libres es de 0,457 mg/mL. Esta investigacion
difiere a lo reportado por Severina de Melo (2006)
[14], quien al realizar la determinacion de la
actividad antioxidante de L. japonicus, encontrd
que el extracto etandlico present6 un ICso de 88,08
pg/mL (0,088 mg/mL). Los componentes quimicos
predominantes en su estudio fueron los flavonoides
y taninos, al contrario de nuestro estudio, donde
reportamos la presencia de compuestos flavonoides
y compuestos fendlicos, pero no se detectd la
presencia de taninos; lo que podria explicar, la
diferencia entre ambos estudios, ya que segln
Yokozawa y col. (1998) [30], flavonoides como la
quercetina, rutina y isoquercetina, que han sido
reportados en la especie L. japonicus, poseen en su
estructura grupos ortohidroxilo en el anillo B, y
estd demostrado que el grupo ortohidroxilo
puede considerarse la estructura mas importante en
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los flavonoides y los taninos para inhibir la
actividad de los radicales libres.

Deng y col. (2013) [31], estudiaron las
capacidades antioxidantes y el contenido de fenoles
totales de los extractos lipofilicos e hidrofilicos de
56 especies vegetales comunmente consumidas,
entre ellas Leonurus japonicus; utilizando los
métodos FRAP (poder antioxidante reductor
férrico) y TEAC (capacidad antioxidante
equivalente al Trolox). Los resultados mostraron
que las capacidades antioxidantes y el contenido
fendlico total en la fraccion lipofilica fueron
mayores que los de la fraccién hidrofilica. Nuestro
estudio no se puede comparar directamente con los
resultados de estos investigadores ya que el método
usado fue DPPH, diferente al reportado por Deng y
col. (2013) [31], sin embargo, podemos decir que
la correlacion positiva entre la capacidad
antioxidante y el contenido fendlico total indica
que los compuestos fendlicos podrian ser uno de
los principales contribuyentes a las capacidades
antioxidantes de esta especie vegetal.

Evaluacion de toxicidad del extracto
etandlico de las partes aéreas de Leonurus
japonicus sobre nauplios de Artemia salina

En la Tabla 4, se muestran los resultados
promisorios del bioensayo de letalidad en A.
salina., del extracto etandlico de las partes aéreas
de L. japonicus y los controles.

Tabla 4.
Cuantificacion de la DLsp del extracto etandlico
de las partes aéreas de L. japonicus y los controles
sobre A. salina.

DLsg Limite de confianza (95%)ppm | Categoria segin el
Extractos | | Limite inferior | Limite superior CYTED
Partes aéreas | 2913,55 Relativamente
DMSO - - - Inocuo
DDSS 28,026 23,372 33,507 Altamente tdxico

DLso: Dosis letal 50; signo (-) valores muy altos; DMSO:
Dimetilsulféxido DDSS: Dodecil sulfato de sodio.

Baséndonos en la clasificacion de toxicidad
segin el CYTED vy los intervalos de confianza alli
establecidos, el extracto etandlico de las partes
aéreas de L. japonicus, es relativamente inocuo ya
gue la concentracion a la cual murieron el 50 % de
nauplios de A. salina, fue de 2913,55 ppm.

En la Fig. 5, se muestra el porcentaje (%) de
letalidad del extracto etandlico de las partes aéreas
de L. japonicus. sobre A. salina. a las

concentraciones probadas en unidades de ppm
(ng/mL).
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Fig. 5. Porcentaje (%) de letalidad del extracto etanélico de
las partes aéreas de L. japonicus sobre A. salina a las
concentraciones probadas en unidades de ppm (pg/mL).

Con respecto al porcentaje de letalidad, el
extracto etanolico de las partes aéreas de L.
japonicus, ocasion6 el 8,3 % de mortalidad a la
concentracion mas alta evaluada de 2500 ppm, lo
que refleja los bajos niveles de toxicidad
observados. A concentraciones inferiores de 2500
ppm hubo un 0 % de letalidad, como se muestra en
la Fig. 5.

Dos Santos y col. (2010) [32], reportaron,
utilizando los extractos metandlicos obtenidos a
partir de las hojas y raices de L. sibirucus, una DLsg
sobre Artemia salina de 657,2 pg/ml, mientras que,
Saha y col (2012) [33], obtuvieron valores de DLsg
de 1,0 ppm (ng/mL) del extracto crudo de las hojas
de L. sibirucus mientras que en el caso de la raiz
fue de 2,0 pg/mL. Es decir, los extractos fueron
altamente tdxicos para A. salina. Estas
investigaciones, difieren de la nuestra y podria
deberse principalmente a la concentracion en la que
se encuentren los metabolitos secundarios
presentes en los extractos estudiados, ya que, segin
Jaramillo y col. (2016) [34], los alcaloides
favorecen de manera significativa a la toxicidad
aguda contra A. salina, mientras que a mayor
contenido de polifenoles dicha toxicidad disminuye
significativamente el nivel de toxicidad de las
plantas. Por otra parte, Zhao y col (1999) [35],
indicaron que las saponinas pueden ser letales para
la A. salina incluso a bajas concentraciones. Cabe
mencionar que en el extracto etanélico de las partes
aéreas de L. japonicus, no se encontrd presencia de
saponinas, ni de taninos, esta podria ser una razon
gue nos permita explicar la baja toxicidad mostrada
por el extracto etandlico de las partes aéreas de L.
japonicus sobre A. salina, en nuestra investigacion.
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Ademas, la alteracion de factores como el nivel de
oxigeno, la temperatura y el valor promedio de
salinidad, durante la realizacién del bioensayo,
también puede influir en la toxicidad del extracto
sobre los nauplios de A. salina. [35].

CONCLUSIONES

El estudio fitoquimico preliminar, de los
extractos de las partes aéreas de L. japonicus,
revel6 la presencia de esteroles en los extractos
hexanoico y diclorometanoico; y alcaloides,
compuestos fenolicos, flavonoides y esteroles, en
el extracto etandlico. El contenido de fenoles
totales determinado en el extracto etandlico, fue de
0,89 pug AG/mg de extracto. Ademas, este extracto
resultd ser el de mayor capacidad antioxidante, y a
su maxima concentracion de dilucién, (0,5
mg/mL), mostré un porcentaje de inhibicion del
radical DPPH de 57,7 en comparacion de 96,1 del
acido ascérbico a 0,176 mg/mL, ademas, la
concentracion eficiente 50 (mg/mL) para captar
radicales libres fue de 0,457 mg/mL, y en la prueba
de toxicidad sobre A. salina, resultd ser
relativamente inocuo sobre los nauplios, segln la
clasificacion del CYTED, con un porcentaje de
letalidad de 8,3 a 2500 ppm, y la DLso de 2913,55

ppm.
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