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Editorial
Estado actual de la busqueda de plantas con actividad antioxidante

[Current state of the search for plants with antioxidant activity]
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Abstract

Research on the antioxidant properties of edible and medicinal plants is marking sustained growth o decades. A significant number of products obtained
from the plant Kingdom like essential oils, alkaloids and polyphenols have antioxidant effects which are evidenced by different in vitro and in vivo assays.
However, it is difficult to harmonise and extrapolate the reported results, given the variety of available assays and constraints associated with each of them.
The potential of polyphenols as antioxidant agents has been the most popular subject due to its high consumption in the diet and their ubiquitous presence in
many plant species. The current state of knowledge shows us that their potential benefits as prophylactic and therapeutic agents are still not fulfil but their
applications in the fields of nutraceutics and functional ingredients have been more immediate. In such products, besides their antioxidant capacity, other
properties such as the anti-microbial and gastro and cardio-protective activities should be considered. Their use in isolated form is controversial with some
authors questioning the real contribution of polyphenols as responsible for the benefits of plants and foods because many polyphenols do not achieve the
systemic concentrations required to exert their effects. Therefore, there is an urgent necessity to shed some light about other plant components, a concern
which should be shared by the scientific community involved in this area of expertise. Latest evidence points towards a primary action of these compounds in
the digestive tract rather than a systemic one, where not only they could display antioxidants properties but that also act as pro-oxidants and/or free radical
generators. Thereby, researchers are encouraged to expand the vision currently ascribed to the polyphenolic antioxidants, by proposing new models and
experimental protocols, according to the final destination of these compounds.
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Resumen

La investigacion de las propiedades antioxidantes de las plantas medicinales y alimenticias lleva décadas marcando un crecimiento sostenido. Un
nimero importante de productos obtenidos del reino vegetal, como los aceites esenciales, alcaloides y los polifenoles, posee efectos antioxidantes los cuales
son evidenciados mediante diferentes ensayos in vitro e in vivo. Sin embargo, resulta dificil armonizar y extrapolar los resultados reportados, dada la gran
variedad de ensayos disponibles y las limitaciones asociadas a cada uno de ellos. Por su elevado consumo a través de la dieta y la presencia ubicua en muchas
especies vegetales, el potencial de los polifenoles como agentes antioxidantes ha sido el mas estudiado. El estado actual del conocimiento nos muestra que
ademas de sus beneficios como agentes profilacticos/terapéuticos, para dichos compuestos debemos visualizar aplicaciones en el campo de las formulaciones
nutracéuticas e ingredientes funcionales. En tales productos, a la capacidad antioxidante se sumarian otras propiedades como las antimicrobianas, gastro y
cardio-protectoras. Aunque en forma aislada, algunos autores han puesto en duda el aporte de los polifenoles como entidades Unicas que expliquen los
beneficios de las plantas y alimentos. Particularmente, se sabe que muchos no logran las concentraciones sistémicas necesarias para ejercer sus efectos, lo que
plantea la necesidad de buscar explicaciones en otros componentes vegetales. Dicha preocupacion debiera ser compartida por toda la comunidad cientifica
involucrada en el &rea. En virtud de lo anterior, se han planteado que el sitio de accion primordial de estos compuestos estaria en el tubo digestivo donde no
solo podrian actuar como antioxidantes sino que también como pro-oxidantes e incluso generadores de radicales libres. Por todo lo dicho, se llama a los
investigadores a ampliar la mirada que hasta ahora se tiene de los antioxidantes, proponiendo nuevos modelos y protocolos experimentales, mas acordes con
el destino final de estos compuestos.
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INTRODUCCION

En la presente edicion de BLACPMA se presenta
una serie de articulos cientificos que cubren varios
aspectos de la investigacién en plantas medicinales
con propiedades antioxidantes. En dichos trabajos, el
lector puede encontrar esfuerzos destinados a generar
datos sobre la capacidad antioxidante de plantas
medicinales de uso regional, y coOmo ésta se asociaria
con algunas de las propiedades terapéuticas
reportadas por la etnomedicina (Rojo et al., 2009;
Dadé et al., 2009, éste nimero). Desde hace varias
décadas se ha venido reconociendo que el consumo
regular de antioxidantes contribuye a disminuir el
riesgo relativo de desarrollar enfermedades crénicas
degenerativas no-transmisibles. Al respecto, gran
parte de esta literatura hace referencia a fuentes
alimentarias ricas en antioxidantes, principalmente
del tipo polifendlico. En este nimero, la necesidad de
profundizar en la quimica y actividad bioldgica de los
pigmentos antocianicos de berries nativos y granos,
es abordada en tres trabajos (Ramirez et. al., 2009;
Fredes, 2009, Gorrini et al., 2009, éste nimero). Las
propiedades antioxidantes no so6lo deben ser
enfocadas desde el punto vista de las interacciones
guimico-bioldgicas sefialadas anteriormente, ademas,
pudieran verse como una oportunidad para frenar el
deterioro oxidativo que ciertamente afecta a los
alimentos y los productos de uso cosmético. Dichos
aspectos, en conjunto con la determinacion de sus
propiedades  antimicrobianas sobre  patdgenos
relevantes a la piel, son reportados para extractos de
las hojas de Ugni molinae y Aristotelia chilensis
(Avello et al., 2009, éste numero). Dadas sus
caracteristicas fisicoquimicas, los aceites esenciales
pueden ejercer interesantes efectos antioxidantes
tanto en matrices alimentarias como en sistemas
biolégicos. Hasta hace poco, era infrecuente
encontrar trabajos que describieran otros efectos de
los antioxidantes, particularmente aquellos que
potencialmente pueden modular la biotransformacion
de xenobidticos. Por tal motivo, resulta altamente
relevante el enfoque planteado por Letelier et al.,
(2009, éste numero) y sus observaciones relativas al
efecto de un extracto de Romero sobre las reacciones
de biotransformacion. Los ensayos utilizados en éste
y otros estudios realizados con células, se podrian
clasificar en un nivel mas avanzado, debido a su
mayor cercania con sistemas biolégicos complejos.
Al existir un mayor nimero de sustratos biol6gicos
oxidables y sistemas antioxidantes enddgenos
(enziméticos 0 no), éstos ensayos permiten
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determinar con mayor claridad aspectos mecanisticos
y concentraciones necesarias para logar los efectos
pesquisados. Sin embargo, cabe sefialar que adin se
esta muy lejos de entender cémo las plantas
contribuyen a prevenir o mejorar enfermedades
ligadas a la produccion de radicales libres. Lo
anterior representa una tarea pendiente que
necesariamente requiere de una mirada diferente. Al
respecto, en el mundo cientifico existe una tendencia
sostenida a considerar los aspectos siguientes:

RADICALES LIBRES Y ANTIOXIDANTES,
CAMBIO DE PARADIGMAS.

Aspectos metodolégicos: ¢Usamos uno o mas
ensayos antioxidantes?

La importancia de los polifenoles en salud
humana ha sido ampliamente revisada (Ross, 2002;
Kim et al., 2003; Kris-Etherton et al., 2004;
Raumussen et al., 2005; Ramassamy, 2006; Lira
Mora et al., 2009). No obstante, uno de los aspectos
criticos de la investigacion sobre la capacidad
antioxidante de productos naturales se relaciona con
la eleccién de las herramientas de medicion. El
estado del arte nos indica que cada vez es necesario
contar con una bateria de ensayos que nos permitan
obtener informacion complementaria. Al respecto, en
esta edicién se incluye un trabajo donde el potencial
antioxidante de los pigmentos antocianicos de frutos
de Mortifio fue evaluado mediante varios ensayos
(Montoya el al., 2009, este numero), destinados a
revelar el potencial de este fruto como agente
antioxidante de matrices oleosas. Al respecto, el uso
de radicales estables coloreados como el DPPH,
ABTS, DMPD, o reactivos como el FRAP; se
recomiendan como  criterio  preliminar  para
jerarquizar las distintas plantas, extractos o fracciones
de éstos, de acuerdo a su poder antioxidante. Dado
que en los ensayos mencionados ocurren reacciones
de transferencia de electrones y/o hidrégeno, el
adecuado conocimiento de la quimica de tales
sistemas es condicion sine qua non para interpretar
correctamente los resultados, particularmente cuando
estos ensayos se aplican a muestras de fluidos
bioldgicos.

Como se puede apreciar en muchos estudios, los
datos a menudo son cruzados con el contenido de
polifenoles totales de las muestras, determinados
como equivalentes de &cido galico (GAE). Sin
embargo, cada vez es mas frecuente recurrir a
técnicas de separacién acopladas a sistemas de

Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Arométicas Vol. 8 (6) 2009 | 450



Pastene

deteccion como el arreglo de diodos (DAD) o la
espectrometria de masas (LC-MS). Dichas técnicas
permiten diseccionar de mejor manera la actividad
antioxidante y asignarla a un grupo especifico de
compuestos. Si bien es cierto, no existe una
metodologia que pueda ser considerada como un
“Gold Standard”, numerosos estudios consideran que
ciertos ensayos como el ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity), poseen ventajas comparativas
en relacion al resto (Ou et al., 2001). El indice ORAC
permite combinar en un solo pardmetro, informacion
sobre la cinética de oxidacion utilizando el area bajo
la curva de decaimiento de la fluorescencia o
absorbancia de una sonda como la fluoresceina
(ORAC-FL) o el rojo de pirogalol (ORAC-PGR), la
cual es desafiada por radicales peroxilo (AAPH). En
el ensayo ORAC-FL los tiempos de induccidn estan
fuertemente influenciados por el nimero de grupos
fendlicos presentes en la muestra mientras que, en el
ensayo ORAC-PGR, dichos tiempos préacticamente
no se observan y el decaimiento de la absorbancia se
ve influenciado principalmente por la reactividad de
los fenoles de la muestra. Recientemente, se ha
planteado que ambos indices ORAC (FL y PGR) son
complementarios y su relacién es un mejor indicador
de la calidad promedio de los antioxidantes de una
muestra (Poblete et al., 2009). EI mismo grupo de
investigadores, ha propuesto el ORAC-PRG como
una forma répida de determinar el contenido
especifico de vitamina C en extractos y fluidos
biolégicos, dado que esta sustancia es una de las
pocas que genera tiempos de induccion en forma
concentracién-dependiente (Atala et al., 2009; Torres
et la, 2008). En busca del “Santo Grial
metodoldgico”, y con el objetivo de ampliar su
espectro de aplicacion, varios refinamientos han sido
introducidos a este ensayo. Por ejemplo, el uso de
ciclodextrina metilada permite obtener el indice
ORAC lipofilico en distintas muestras vegetales o
fluidos  biologicos (Huang et al., 2002).
Adicionalmente, el ensayo ha demostrado ser
altamente versétil, debido a que en él se han
introducido modificaciones que permiten medir el
efecto de antioxidantes sobre otras especies reactivas
del oxigeno y nitrodgeno dando origen a variantes para
el radical hidroxilo (HORAC), peroxinitrito
(NORAC), anion superéxido (SORAC), (Ou et al.,
2002; http://www.brunswicklabs.com/).
Paralelamente, otros investigadores han desarrollado
un ensayo denominado CUPRAC (Cupric ion
reducing antioxidant capacity), el cual se ha
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empleado para la determinacion de la capacidad
antioxidante de polifenoles, &cido ascorbico y tioles
(Apak et al., 2004; Cekic et al., 2009). El ensayo
también se ha adaptado para al andlisis de
antioxidantes hidrofilicos como lipofilicos (Celik et
al., 2007) y en la determinacion de la capacidad
captadora de radical hidroxilo (Bektasoglu et al.,
2008). Hace poco, el uso del indice ORAC como
criterio de poder antioxidante ha sido empleado por la
USDA (United States Department of Agriculture), la
cual ha publicado una serie de tablas con la
composicion antioxidante de alimentos y plantas
medicinales de uso en Norteamérica.
(http://www.ars.usda.gov/nutrientdata/ ORAC).
Recientemente, dicha experiencia ha sido tomada
como ejemplo por el Laboratorio de Antioxidantes
del Instituto de Nutricion y Tecnologia de los
Alimentos de la Universidad de Chile (INTA,
CORFO-Innova, http://www.inta.cl). Ellos se han
embarcado en un ambicioso proyecto para analizar el
contenido de antioxidantes de gran parte de los frutos
consumidos en Chile, convirtiéndose en el segundo
pais del mundo en contar con una base de datos de
similares caracteristicas a la de la USDA.

Cambiando paradigmas: Uso de las plantas
medicinales y alimenticias como fuente de sistemas
generadores de especies reactivas del oxigeno y
nitrégeno.

Cada vez es mas evidente que los polifenoles son
moléculas promiscuas que pueden afectar distintas
funciones bioldgicas para bien o para mal. Al
respecto, existe creciente evidencia que éstos
compuestos en determinadas condiciones pueden
actuar como pro-oxidantes. La forma en que los
polifenoles podrian actuar como generadores de
especies reactivas del oxigeno (ERO) ha sido
abordada por varios investigadores (Aragawa et al.,
2003; Arakawa et al. 2002, 2004; Aoshima et al.
2005). Utilizando como modelo de polifenol,
catequinas de té verde (cuya propiedad bactericida es
conocida), los autores demostraron que a pH 7-8 (0
superiores), tal tipo de estructura es capaz de generar
cantidades significativas de peroxido de hidrogeno.
De acuerdo a los autores, la generacion de perdxido
de hidrogeno podria explicar el efecto bactericida de
los flavan-3-oles. La habilidad de las catequinas para
generar peroxido de hidrogeno seria favorecida por el
arreglo de grupos hidroxilo en este tipo de moléculas,
lo que permitiria la disociacion del H* en solucion y
un electron en el fenol que reduce al oxigeno,
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generdndose en consecuencia anion superédxido. El
anion superoxido posteriormente sufre reduccion por
la catequina (ej. EGCG), lo que lleva a la formacién
de O, % ; adicionalmente, el proton se combina con el
superdxido generando H,O,. Este mecanismo no sélo
explicaria la generacion de H,O, producida por
catequinas puras sino también por parte de infusiones
de té negro, té verde y té Oolong conteniendo del
orden de 1-2.4 x 10” mol/L de catequinas. Estas
concentraciones de H,O, serian suficientes para
gjercer una accion bactericida en cepas Gram
positivas y negativas (Arakawa et al., 2004). La
generacion de H,O, por parte de las catequinas del té
verde no solo es un fendmeno concentracion-
dependiente sino también dependiente del contexto
celular (Yamamoto et al., 2004). Llama la atencion
gue en estos modelos se observe una capacidad de
inducir muerte y/o arresto de la proliferacion en
lineas celulares inmortalizadas derivadas de tumores
(Wang, 2000; Lu et al, 2002). Esta poli-
funcionalidad por parte de algunos compuestos
fendlicos (EGCG, por ejemplo), es evidente si se
considera que ademds, éstos podrian generar
ambientes oxidativos diferenciales que permitan
proteger a las células del huésped de las ERO y por
otro lado promover la apoptosis de las células
tumorales (Yamamoto, et al., 2003).

En otro ambito, la investigaciébn de las
propiedades antioxidantes in vivo, habitualmente esta
expuesta a las vicisitudes propias de los sistemas
biolégicos. Resulta emblematico el caso de la
elevacion de la capacidad antioxidante plasmatica
post-consumo de manzanas, la cual finalmente fue
asociada a un aumento del &cido Urico derivado del
metabolismo de la fructosa (Lotito y Frei, 2004). Aln
mas  sorprendente  resultan  los  hallazgos
recientemente publicados en la revista Hypertension
(Webb et al., 2008), en la cual se reporta que los
efectos anti-hipertensivos, vasoprotectores y anti-
agregantes plaquetarios de muchos frutos estarian
mas bien asociados a su concentracion de nitratos. En
efecto, en voluntarios sanos, la administracion de
500mL de jugo de betarraga (remolacha) produjo una
disminucidn significativa de la presién sanguinea, la
cual coincidié con un pico plasmético de nitrito. La
disfuncion endotelial también fue contrarestada por el
consumo de jugo de betarraga. Los autores proponen
que la reconversion entero-salival de nitrato a nitrito
(facilitada por bacterias anaerobias situadas en la
superficie de la lengua), facilita la posterior
produccién de 6xido nitrico (NO) en las condiciones
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acidas del estomago. ElI NO, puede ser oxidado a
nitrito nuevamente a nivel portal y finalmente ser
convertido en NO en aquellos vasos sanguineos que
presentan resistencia. El aumento de la produccion de
NO a nivel gastrico también puede ser beneficioso,
protegiendo la mucosa en aquellos pacientes
sometidos a tratamientos con anti-inflamatorios no
esteroidales (AINE) o infectados por Helicobacter
pylori. Mas aun, se ha observado que ciertos
polifenoles promueven la formacién no enzimética de
NO en el estobmago, lo que consecuentemente
produce una relajacion del musculo liso vascular in
vivo (Silva Rocha, 2009). Asi, para las manzanas
(cuya pulpa es rica en acido clorogénico), ya se habia
reportado un aumento de la produccién gastrica de
NO a partir del nitrito previamente generado por las
bacterias de la lengua (Peri et al., 2005). De esta
manera, se han ido sumando reportes de efectos de
los polifenoles que no requieren concentraciones
plasméticas elevadas de éstos y que nos llevan a
pensar que el sitio mas importante de accion de ellos
es el tracto digestivo (vide infra).

¢EL TRACTO GASTROINTESTINAL COMO
PRINCIPAL SITIO DE ACCION DE LOS
ANTIOXIDANTES?

Sabemos que la actividad antioxidante parece
estar asociada a determinadas especies vegetales de
uso médico y/o alimenticio, y por consiguiente
pudiera estar limitada a s6lo algunas familias de
metabolitos secundarios. Ejemplos de esto lo
constituyen diferentes bayas (berries ricos en
polifenoles), algunas cruciferas (brécoli rico en
glucosinolatos), propbleos y especies con aceites
esenciales. Al respecto, dentro de los grupos de
metabolitos secundarios mas estudiados destacan los
polifenoles. Sin embargo, como ya adelantamos, lo
disperso de la informacion relativa con su absorcion,
metabolismo, distribucién y excrecién ha llevado a
muchos investigadores a poner en duda los efectos de
los polifenoles a nivel sistémico. De esta forma, se ha
sugerido que el primer y tal vez principal sitio donde
éstos compuestos podrian ejercer su accion
antioxidante, seria el tracto gastrointestinal (Revisado
por Clifford, 2004). Muchos estudios en humanos
destacan que solo algunos polifenoles son absorbidos
en el intestino delgado. Cabe destacar que la mayor
parte de los que logran llegar a nivel sistémico lo
hacen conjugados por glucuronidacion, sulfo-
conjugacion 'y  metilacion, 'y siempre en
concentraciones plasmaéticas extremadamente bajas.
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S6lo entre un 5 y un 10% de los polifenoles
absorbidos circulan en forma no-conjugada. Por lo
tanto, es muy dificil realizar estudios reales de
farmacocinética, y las muestras de plasma u orina
habitualmente deben ser sometidas a hidrdlisis con -
glucoronidasa y/o sulfatasa para liberar las agliconas.
Tales estudios pseudos-farmacocinéticos han llevado
a concluir que las concentraciones de polifenoles en
plasma son bajos, muy variables y con maximos
transitorios (Tmax 1 - 2.5 horas). Es improbable que
los conjugados sobrepasen concentraciones de 10 uM
en total, o de 1 uM en el caso de las agliconas. Puesto
gue es un hecho que gran parte de los polifenoles no
se absorben, entonces es valido formular la pregunta
¢qué funciones pueden cumplir esta gran masa de
antioxidantes en las diferentes porciones del tubo
digestivo? Recientemente, Selma et al., (2009), han
publicado una impecable revision que da cuenta del
universo de potenciales interacciones y reacciones
entre los polifenoles y la biota intestinal. En este
trabajo se sugiere que el efecto sistémico de los
polifenoles seria atribuible a la modulacion del
equilibrio bacteriano intestinal y a los metabolitos
intestinales generados a partir de éstos.

El estrés oxidativo asociado a la respuesta inmune
gue sucede a la presencia de algunos patégenos como
Helicobacter y Salmonella, representa uno de los
principales mecanismos de defensa pero que, a su vez
ocasiona dafio colateral a la mucosa gastrica e
intestinal. Por lo tanto, parece muy relevante disponer
de eficientes sistemas antioxidantes (tanto enddgenos
como dietarios) en la zona de infeccién. Sin
embargo, algunos patégenos como H. pylori poseen
estrategias de supervivencia contra el estrés oxidativo
que hacen surgir la interrogante de cuan beneficiosa
puede ser la administracion o ingesta de
antioxidantes. Los antecedentes sugieren que estos
compuestos podrian tener un efecto protector, no sélo
para el huésped (citoprotegiendo el epitelio), sino
también sobre el H. pylori (contribuyendo a sus
defensas antioxidantes). Tedricamente, al aumentar la
capacidad de las bacterias para “lidiar” con las ERO
generadas por el sistema inmune del huésped, se
aumentaria también la posibilidad de que la infeccion
se consolide. No obstante, estudios en los cuales se
han testeado extractos de plantas ricos en compuestos
antioxidantes dan cuenta de efectos anti-H. pylori
tanto in vitro como in vivo (Nostro et al., 2005;
Mahady et al., 2005; Ustun at al., 2006). De acuerdo
a antecedentes preliminares, los compuestos
polifendlicos poseen reconocida  actividad
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bactericida, asociada probablemente a mecanismos
inespecificos que no necesariamente guardan relacion
con su actividad antioxidante (citoprotectora) sobre
las células del epitelio gastrico (Puupponen-Pimia et
al., 2001, 2008). Una de las hipétesis que se ha
aceptado como paradigma, es que los polifenoles
ejercen parte de su actividad antimicrobiana mediante
una interaccion no especifica con componentes de la
membrana plasmatica (Mori et al., 1987; Haraguchi
et al., 1998; Funatogawa et. al., 2004). Otro enfoque
que resulta altamente atractivo, es como los
polifenoles pueden modular la adhesion tanto de
bacterias patégenas como de aquellas con funcion
probiética (Lactobacilos). Mientras la mayoria de los
polifenoles muestra capacidad antimicrobiana en
distintos rangos, so6lo algunos como la floridzina
(chalcona) y la rutina (flavonol), aumentan Ila
adherencia de Lactobacillus rhamosus a células
Caco-2 (Parkar et al., 2008). Interesantemente, la
propiedad adhesiva de las bacterias prebidticas es uno
de los tantos obstaculos que se deben sortear para
lograr un efecto beneficioso en el intestino (Revisado
por Prakash et al., 2008)

En virtud de lo anterior, (En qué medida se
vinculan mecanisticamente la actividad antibacteriana
con la actividad antioxidante de los polifenoles? Al
respecto, dependiendo del grupo de metabolitos
secundarios presentes en la especie estudiada,
existiria una asociacion ‘“no-obligada” entre Ia
actividad antioxidante de algunos polifenoles y su
actividad anti-microbiana (Correia et al., 2004; Shin
et al. 2005). Por ejemplo, se sabe que las
antocianidinas contribuyen en forma importante a la
capacidad antioxidante del arandano, no obstante,
recientemente se ha demostrado que la inhibicién de
la adhesion de H. pylori, a la mucosa gastrica humana
se deberia, mas bien, a sus constituyentes de alto peso
molecular (procianidinas) (Burger et al., 2000).

PALABRAS FINALES.

Durante afios, diversas sub-disciplinas de la
quimica y la biologia nos han ensefiado y revelado
aspectos sesgados, que sOlo permiten una vision
parcial de la complejidad de los procesos oxidativos.
Claramente  se  requiere  complementar las
herramientas de medicion existentes e incorporar
paulatinamente tecnologias de punta asi como
consensuar metodologias entre academia e industria.
Lejos aln de entender como se mueven los delicados
engranajes que sub-yacen al equilibrio redox celular,
en algun punto se hace absolutamente necesario que
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la investigacion de antioxidantes tienda hacia
modelos celulares. En ellos se podria refinar y
comprender el comportamiento de estas sustancias en
un escenario real, lo que finalmente nos permitira
disefiar por ejemplo, mejores estrategias de
prevencion y tratamiento de las enfermedades o crear
nuevos alimentos funcionales. Para que la tarea sea
exitosa, se requiere de un esfuerzo mancomunado de
colaboracion entre todos aquellos investigadores que
deseen ampliar la frontera del conocimiento. En otras
palabras, a ratos los cientificos debiéramos abandonar
paulatinamente  los  demiurgos  propios  del
Hegelianismo, que ponen al pensamiento por sobre la
realidad.
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