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Resumen

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo, en el 2015 se le atribuyeron
8,8 millones de defunciones. Es por ello que se busca generar alternativas de solucion a este problema mediante
la utilizacién de plantas, que sean fuente de obtencidn de nuevos metabolitos secundarios con actividad biolégica.
El extracto etanolicos de hojas secas de Bauhinia pauletia Pers., y la subfraccion de éter mostraron actividad
citotdxica frente a la linea celular de cancer de mama MCF7. En la composicién fitoquimica de los extractos
obtenidos de las hojas se identificaron alcaloides, fenoles y flavonoides citotoxicos. Se identificaron metabolitos
como el acido p-hidroxibenzoico, acido cafeico, acido p-coumaricoy acido ferulico, captadores de radicaleslibres
y por lo tanto antioxidantes.

Palabras clave: linea celular MCF7, Bauhinia pauletia Pers., p-hidroxibenzoico, acido cafeico, acido p-couma-
rico, acido ferulico, cancer de mama.

Abstract

Cancer is one of the leading causes of morbidity and mortality worldwide, and was responsible for 8.8 million
deaths in 2015. One of the alternative solutionsisfor the use of plants which are a source of new secondary meta-
boliteswith biological activity. The ethanol extract of dried leaves of Bauhinia pauletia Pers, and the subfraccion
of ether showed cytotoxic activity against the MCF7 breast cancer cell line. In the phytochemical composition
of the extracts obtained from the leaves, alkaloids, phenols and cytotoxic flavonoids were identified. Metabolites
were identified such as p-hydroxybenzoic acid, caffeic acid, p-coumaric acid and ferulic acid.

Keywords. Cdll line MCF 7, Bauhinia pauletia Pers., caffeic acid, p-coumaric acid, ferulic acid, breast cancer.
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Introduccién

Las plantas medicinales desde la antigiiedad han cons-
tituido una fuente aternativa paracurar y aliviar las en-
fermedades. En la actualidad siguen siendo considera-
das como unadelas mejores dternativas en el momento
de identificar compuestos quimicos con importancia
clinica.

El empleo de las plantas medicinales como herramien-
tas terapéuticas se ha basado en su accesibilidad y lo
econdmico que resulta su uso, esto ha permitido la ex-
plotacion de este recurso y ha obligado a la creacion de
parametros de calidad para su comercializacién y ex-
portacion (1)

El material vegetal a ser utilizado debe ser sometido a
evaluaciones de control de calidad a fin de garantizar
la clasificacion taxondmica, eficacia, inocuidad y futu-
ro uso. El control de calidad de las plantas medicinales
tiene un impacto directo en su eficiencia y seguridad.
Existen muchas medidas de control para la medicina
natural, y €l primer paso importante es controlar la cali-
dad de ladroga vegeta (2)

L os compuestos de origen natural y sus derivados des-
empefian un papel cada vez mas importante en medi-
cina y farmacologia. Aproximadamente el 60% de los
farmacos terapéuticos utilizados en el tratamiento del
cancer son composiciones que comprenden compuestos
naturalesy / o sus derivados. (3)

Durante décadas, ha habido debates cientificos sobre
el uso de antioxidantes para el tratamiento de cance-
res humanos. Por un lado, se sostiene que algunos tra-
tamientos contra el cancer generan especies reactivas
de oxigeno, también conocidas como radicales libres,
gue dafan las células cancerosas, desencadenando la
muerte celular y los antioxidantes pueden neutralizar
estas especies reactivas, 10 que resulta en efectos an-
ticancerigenos disminuidos. (4). Por otro lado, se dice
los antioxidantes son fundamentales para mantener la
homeostasis del sistema inmune del huésped, un equi-
librio entre los niveles de pro-oxidantes y antioxidantes
definen la integridad gendmica, el destino celular, por
el mantenimiento del estado redox, responsables de la
inmunomodulacion y la radiosensibilizacién. (5)

Dentro de estas especies vegetales con fines medicina-

les anticancerosos se ubica el género Bauhinia (Pata de
Vaca). Este género comprende aproximadamente 250
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especies gue crecen mayoritariamente en las zonas tro-
picales y subtropicales de América, Africa, Asia y Oce-
ania. (6) Dentro de estas se ubica la Bauhinia pauletia
pers, (figura 1) que en Colombia segln el herbario de
la Universidad Nacional, se reporta en € departamento
del Atlantico especificamente en Barranquilla, Tubaray
entre Baranoay Galapa.

Este tipo de plantas se caracteriza por crecer en forma
de elegantes arbustos, pertenecientes a la familia de la
Leguminoseay Fabacea, de hojas bilobuladas o indivi-
sas, flores dispuestas en racimos terminales y frutos en
forma de legumbre con semillas planas, negrasy semi-
circulares. (7)

Figra 1. Bauhinia paultia subsp. Pers.
Fuente: (8) http://www.biovirtual .unal .edu.co/es/coleccio-
nes/detail/8453/

Existen diversas investigaciones farmacogndsicas, rea-
lizadas a este genero el cual se ha caracterizado tradicio-
nalmente por poseer principalmente actividad hipoglu-
cemiante, ayuda a disminuir la concentracion de azlcar
en la sangre. Con el fin de ampliar el conocimiento y la
utilidad de las diferentes especies del genero Bauhinia,
en los dltimos diez afios se han realizado estudios, diri-
gidos a la obtencidn de nuevas alternativas terapéuticas
contra enfermedades neoplésicas, se han evaluado acti-
vidades biol6gicas tales como la antitumoral y antioxi-
dante. En este contexto, se entiende por antioxidante, a
una molécula capaz de prevenir o retardar la oxidacion
de otras moléculas, generalmente sustratos bioldgicos
como lipidos, proteinas o acidos nucleicos, que tienen
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un importante potencial a reducir el desarrollo de ague-
Ilas enfermedades que actualmente mas afectan a la po-
blacion mundial como las enfermedades cardiovascula-
res, tumorales y/o neurodegenerativas.

Como indicio de actividad citotdxica, antitumoral y
antioxidante del género Bauhinia se resaltan diversas
investigaciones, entre las cuales tenemos:

En el afio 2011, Martinez My su equipo de trabajo evi-
denciaron el potencial citotdxico de alcaloides aislados
de extractos de Bauhinia variegata, |os resultados per-
mitieron concluir que en las hojas se encuentra este tipo
de metabolitos de tipo alcaloides. (9)

En 2014, Silva, M. y colaboradores describieron la in-
hibicion del crecimiento de células MCF7, cancer de
mama humano, por efecto de lectinas extraidas y pu-
rificadas de semillas de la Bauhinia forficata. Esta in-
vestigacién concluyé que la BFL muestra un efecto ci-
totdxico ademas que inhibe la adhesion de las células
cancerosas. (10)

En otro estudio dirigido por Haeyoung y colaboradores,
se reportd la especie quimica denominada como HY52,
presente en las hojas de la Pata de Vaca (Bauhinia for-
ficata), la cual inhibe la proliferacion de células HelLa,
cancer cervico-uterino. (11)

Por otra parte, se evidencian investigaciones que mues-
tran el efecto antioxidante de extractos de especies de
este género, tal es el caso de la Bauhinia kalbreyeri
Harms, segun la medicina tradicional colombiana, se
reporté como antidiabética y con una alta actividad an-
tioxidante, que podria contrarrestar el exceso de radica-
les libres, una planta con un alto potencial. (12)

De igua forma, Ortiz y colaboradores, examinaron la
capacidad antioxidante de los extractos y la presencia
de flavonoides aislados de hojas y corteza de Bauhinia
kalbreyeri, los antioxidantes mostraron capacidad para
estabilizar radicales libres in vitro. Segun los resulta-
dos obtenidos, € potencial antioxidante de esta planta
es comparable con el del hidroxitolueno butilado y €l
acido ascorbico, utilizados como antioxidantes por la
industria alimentaria y farmacéutica. (13)

Las anteriores investigaciones, van dirigidas a obtener
nuevas alternativas terapéuticas de origen natural que
ayuden a controlar el estrés oxidativo producido por el
exceso de radicales libres los cuales pueden ocasionar
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dafios a las células especialmente dafio al ADN, siendo
este una de las posibles causas de aparicion o progre-
sion del cancer.

Las enfermedades neoplésicas son una de las principa-
les causas de muerte en el mundo, segin la Organiza-
cién mundial de la salud el cancer es responsable de
17,5 millones de muertes/afio, con altos indices de re-
percusiones sociales, econémicas y emocionales.

Basados en este problema de salud y en los estudios
previos cientificos realizados al género Bauhinia, nos
planteamos si la pata de vaca, més alla de su uso para
el diabético, ;tendra efecto antitumoral y antioxidante?
Actualmente el Grupo de Investigacion de Fitoquimica
(GIF) de la Universidad del Atlantico en asocio con el
grupo de investigacion de Protedmica y Genomica de
la Universidad Metropolitana, se adelanta una inves-
tigacion en la especie vegetal Bauhinia pauletia Pers,
especie sin estudios farmacogndsicos y fitoquimicos
actuales. El objetivo de este proyecto es reportar resul-
tados preliminares de evaluaciones de control de cali-
dad e identidad de las hojas y a la vez determinar s
extractos de Bauhinia pauletia Pers, poseen actividad
antitumoral sobre la linea celular de cancer de mama
(MCF-7) y actividad antioxidante in vitro, con laexpec-
tativa que sea igual o mayor ala de otras especies del
genero Bahunia ya publicadas.

Materiales y métodos

Tipo de estudio: analitico Descriptivo

Poblacién y muestra: La poblacién la constituye las
hojas secas de la especie Bauhinia pauletia Pers de
procedencia la poblacién de Tubard — Atlantico. Para
la identificacion taxondmica se colectaron ramas hojas,
flores y frutos y se envi6 al Herbario DUNGAN de la
Universidad del Atlantico. Luego de la recoleccion, se
verificd que la planta se encontraba en condiciones op-
timas, libre de insectos y material extrafio

Control de calidad del material vegeta: Se hizo laiden-
tificacion macroscopica, organoléptica y microscopica:
Segun lo establecido en el documento “Quality control
methods for medicinal plant materials” establecido por
la OMS. Se redlizaron, mediciones de las dimensio-
nes (largo, ancho y areas de las hojas) con el programa
IMAGE J, asi como las caracteristicas organolépticas
(color y olor) (14)

Para la determinacién de las caracteristicas microsco-
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picas se realizaron finos cortes longitudinales y trans-
versales alas hojas, para observar posteriormente en el
lente de aumento de 10x y 40x utilizando agua destila-
da. Se determino contenido de humedad, cenizas totales
y cenizas sulfatadas.

Obtencion del extracto etandlico

Las hojas se secaron a aire libre, se sometieron a mo-
lienda, hasta obtener un tamafio de particula modera-
damente fino segin los lineamientos de la WHO. La
extraccion se llevé a cabo mediante maceracion con
etanol al 96% a temperatura ambiente, durante 7 dias
con agitacion ocasional. Se filtr6 con papel Whatman
N°1 y concentrd a presién reducida a 50° C en un ro-
taevaporador.

Antioxidant and cytotoxic activity of Bauhinia pauletia pers. Sierra et al.

Se hizo control de calidad al extracto etandlico. Se de-
terminaron caracteristicas organolépticas como color,
olor; caracteristicas fisicoquimicas como pH, densidad,
solidos totales.

Marcha fitoquimica preliminar

Se realiz6 la marcha fitoquimica preliminar para iden-
tificar los metabolitos secundarios presentes en el ex-
tracto etandlico de las hojas de Bauhinia pauletia pers,
utilizando las pruebas quimicas coloreadas y de precipi-
tacion para la identificacion de metabolitos secundarios
(tabla1).

Tabla 1. Pruebas de color y precipitacion para identificar metabolitos secundarios.

N° METABOLITOSSECUNDARIOS PRUEBAS DE IDENTIFICACION
1 Alcaloides Meyer,Hager ,Dragendorff y Warner
2 Flavonoides Shinoda

3 Fenoles Tricloruro férrico

4 Taninos Gelatina-sal

5 Saponinas Espuma

6 Triterpenoides y/o Esteroles Liebermanm-Burchard

7 Cumarinas Baljet

8 Cardiotonicos y lactonas Kedde

9 Antocianinas Virage de color con cambio de pH
10  Quinonas Coloracidn en el anillo alcalino

Fuente: Pérez- Gonzalez L., 2006 (15)

Obtencion de las fracciones

El extracto etandlico total de las hojas de la especie
pauletia Pers, fue sometido a fraccionamiento por cro-
matografia flash en fase normal.

Evaluacion Fenoles totales: Curva de calibracion de aci-
do gélico a las siguientes concentraciones: 0, 2, 4, 6, 8,
10 pg/mL. El extracto y las fracciones se midieron a una
concentracion de 50 pg/mL, longitud de onda de 760
nm. Los resultados fueron expresados en g equivalen-
te a &cido galico. Esta prueba se realizé por triplicado.

Evaluacion de flavonoides totales: Para analizar el con-
tenido de flavonoides totales se realiz6 una curva de ca-
libracion con concentraciones de 5, 10, 20,40 yg/mL de
guercetina. Se prepar6 previo al ensayo una solucion
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de extracto y las fracciones a 50 pg/mL. Los ensayos
fueron realizados por triplicado y los resultados fueron
expresados en g equivalente de quercetina.

Estudios de la actividad antioxidante

Actividad inhibidora del radical libre 1,1-difenil-2-pi-
cril hidracilo (DPPH):

Para determinar la capacidad atrapadora del radical
DPPH del extracto total y sus fracciones se siguié la
metodologia usada por Pifia (2011) a 517 nm. La solu-
cion etandlica del extracto y las fracciones se prepara-
ron a las concentraciones de 500, 250 y 125 pg/mL. El
patrén fue acido ascorbico en concentraciones de 200,
100y 50 pg/mL.
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Ensayo ABTS (4cido
etilbenzotiazolina)-6-sulfénico):

2,2’azinobis-(3-

Para determinar la capacidad atrapadora del radical
ABTS del extracto total y sus fracciones se siguio la
metodologia usada por Tovar (2013) concentracion de
7 mM en solucién acuosa de ABTS, absorbancia inicial
de 0.7 = (0.1) a 732nm. Seguidamente se leyd en el es-
pectrofotémetro contra un blanco (agua destilada) a 732
nm. La solucién etandlica del extracto y las fracciones
se prepararon a las concentraciones de 500, 250 y125
pg/mL. El patron fue &cido ascorbico en concentracio-
nes de 200, 100 y 50 pg/mL. (16).

Actividad Citotoxica

Se realiz6 esta prueba especifica para medir la activi-
dad citotoxica del extracto etandlico y subfracciones
de hojas secas de Bauhinia pauletia Pers sobre la linea
celular MCF7, adenocarcinoma de mama, mediante el
ensayo enzimatico basado en la reduccion metabdlica
del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il0)-2,5-difenil-
tetrazol (MTT), medio de cultivo DMEM/HIGH Gluco-
se, suplementado con 5% de suero fetal bobinoy 1% de
penicilina-estreptomicina.La cantidad de células a utili-
zar 300.000/pozo se calculd mediante conteo en camara
de neubauer. Incubadas a 37°C, 5% de CO2

Para la preparacion de las concentraciones utilizadas se
pesaron 10 mg de extracto seco, los cuales se disolvie-
ron en 125 plL de DMSO vy 875 uL de PBS 1X. se filtro
y se realizaron diluciones de 100, 200, 350, 500, 1000
pg/mL (concentraciones establecidas en base a el ensa-
yo de Artemia Salina previamente realizado a extracto
etandlico total, no mostrado). EI control negativo fue el
medio de cultivo sin extracto. Se dejo en contacto con
las células a 24 y 48 horas.

La citotoxicidad fue expresada como la concentracion
toxica del extracto y fracciones para el 50% de las célu-
las (1C50) calculado por regresion lineal.

Cromatografia liquida de alta eficacia con detector
de arreglo de diodos (HPL C/DAD):

La preparacién de la muestra, se llevo a cabo mediante
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extraccion sélido-liquido, usando una solucion de &ci-
do acético 0,3% acuoso: metanol (50:50), acompariada
de la sonicacion (15 min), centrifugacion y vortice (10
min). Finalmente, los extractos se filtraron y se realizé
el analisis por cromatografia liquida de alta eficiencia
con detector de arreglo de diodos (HPLC/DAD). Como
materiales de referencia se utilizaron las xantinas ca-
feina, teobromina, las catequinas epicatequina galato);
Los flavonoides &cido caféico, Acido p-cumarico, &cido
rosmarinico (quercetina Naringenina,luteolina Kaem-
pferol &cido ursolico pinocembrina acido carnosico.

El andlisis se realizd en un cromatdgrafo liquido (LC)
Agilent Technologies 1200 series (Pao Alto, cdifor-
nia, EE.UU.) con detector UV-Vis de arreglo de diodod
(DAD), a A=245nm. La columna empleada en el anali-
sis fue KINETEX (C18) (Phenomenex), 100 mm x 4,6
mm (d.i) x 2,6 um (tamafio de particula). La inyeccion
se realiz6 en modo automatico (V, = 10uL con gra-
dientes de elucion del 95 a 75% ACN/ H20

Analisis Estadistico

En los ensayos de la actividad citotoxica, antioxidante,
fenoles y flavonoides se utilizd el andlisis de varian-
za smple y multifactoriadl (ANOVA) con € programa
STATGRAPHICS Centurion version 16.1.2.0 para ver
si existen diferencias estadisticamente significativas en
los parametros estudiados de las distintas muestras ana-
lizadas, con una significancia en la muestra de p<0.05.

Resultados

La planta fue identificada por el herbario Armando Du-
gand Gnecco como: Nombre de la especie: Bauhinia
pauletia pers. Familia Botanica:FABACEAE, N° del
Ejemplar 3122 e Identificado por H. Cuadros-V.

Descripcion macroscépica de las hojas

En relacion con las medidas de largo, ancho y borde de
las hojas (area foliar) se arrojaron los siguientes valores
5,02 £0,78, 5,37 0,78 y 22,48 £6,30, respectivamente
(figura 2,3y 4).
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Figura 2. Descripcion macroscopica del largo de las hojas de Bauhinia pauletia Pers. Fuente: Propia
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Figura 4. Descripcion macroscépica del borde las hojas de Bauhinia pauletia Pers. Fuente: Propia
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Caracteristicas fenotipicas de las hojas: se observarony
establecieron segun la guia dada por Becerra de Lozano
& Chaparro de Vaencia (1999), las hojas presentaron
forma redondeada, de apice bilobulado (dos I6bulos),
de base sub-cordada (forma casi de corazén), de margen
entero, textura nervada, glabra (sin pelos) en € haz y
pubescente (con pelos o tricomas) en el envés principal-
mente en |as nervaduras

Descripcidn de las caracteristicas organolépticas
Color: Hoja fresca cddigo en carta pantone: 371PC, co-
lor verde musgo. Hojas secas: cddigo en carta pantone:
448 PC, color marron oscuro.

Descripcién Microscépica

Corte longitudinal (haz)

A través de este corte se observé que el haz o cara
adaxial de las hojas presentan células epidérmicas de
formairregular con paredes gruesasy contornos sinuo-
s0s sin espacios entre si. La presencia de estomas en
esta cara se encuentra generalmente cerca de las ner-
vaduras, observandose en esta tres diferentes tipos de
estomas, clasificandose como anisociticos pues estan
rodeados por tres células subsidiarias de las cuales una
es visiblemente mayor que las otras dos, paraciticos ya
gue tiene dos células subsidiarias cuyos eje longitudina-
les son paralelos al eje del estoma y anomociticos pues
estan rodeados por cuatro a cinco células epidermales
acompanantes semejante a la de las células epidermales.

Cortes longitudinales (enveés)

A través de este corte se observl que el envés o cara
abaxial de las hojas presenta al igual que el haz célu-
las epidérmicas de forma irregular con paredes grue-
sas y contornos sinuosos sin espacios entre si, pero
con ausencia de estomas, dandose por entendido que el
intercambio gaseoso y la transpiracion solo se da por
medio del haz y que de acuerdo con esta distribucion
podriamos categorizarla como hojas epistdmaticas. Sin
embargo, en esta cara a diferencia del haz se observo la
presencia de tricomas epidermales de diversos tamarios
distribuidos sobre todo el envés y con mayor frecuen-
cia sobre las nervaduras. Los tricomas epidermales de
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acuerdo a las caracteristicas observadas se han clasifica-
do como no glandulares de tipo uniseriados

Corte transversal de la ldmina foliar

La seccion transversal de la hoja en la region de la ner-
vadura central, presentd epidermis mas gruesa en el
haz que en el envés. En el interior de la epidermis el
mesofilo dorsiventral muestra una hilera de parénquima
empalizada de células columnares que estan dispuestas
libremente y otra de parénguima esponjoso, observan-
dose en medio de estas el haz vascular de unanervadura
secundaria.

Material seco y molido

Mediante la observacion microscépica realizada al ma-
terial seco y molido fue posible evidenciar fragmentos
de tricomas no glandulares uniseriados de distintos ta-
marios, vaso de fibras lignificadas, ademas de células de
la epidermis.

Contenido de humedad

Una forma de conservacion de la droga cruda es eli-
minar el exceso de humedad para evitar reacciones de
hidrolisis de sus componentes y el crecimiento bacte-
riano, mediante secado se alcanzo una disminucion del
contenido de humedad del 64.8% a 11.9%.

Cenizas totales Hojas Secas y molidas 6,66 +0,01%
Cenizas sulfatadas: Secas y molidas 3,22 +0,01,
Control de calidad al extracto etanolico

Color Pantone 448 Pc Marron Oscuro, Olor: no se halld
olor dentro de las diferentes categorias ya establecidas,
dato equivalente a lo obtenido en €l control de calidad
del material vegetal fresco y seco, pH: 5,93 £0,01, Den-
sidad 0,90 + 0,001. Solidos totales 11,45+0,01.

Marcha Fitoquimica preliminar del extracto etanéli-
co de la Bauhinia pauletia Pers

Se identificaron metabolitos del tipo alcaloides, fenoles,
flavonoides, terpenosn cumarinas y saponinas.

Actividad antioxidante por DPPH y ABTS.
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Figura 5. % Atrapamiento 250 ug/ml por sustancia. DPPH intra grupos. Fuente: propia

La capacidad neutralizante de las muestras depende de la polaridad de cada una de ellas, por tanto, las mas polares
poseen mayor capacidad antioxidante que las no polares. Se evidencia que esta especie vegetal mostré efecto an-
tioxidante con un porcentaje de atrapamiento de DPPH méximo del 12,899% a concentraciones pequefias (16,12
ug/mL) (figura 5).

Tabla 2. Anova para % Atrapamiento 500 ug/ml por Sustancia. ABTS intra grupos.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entregrupos  6512,05 4 1628,01 160,49 0,0000
Intra grupos 101,441 10 10,1441
Total (Corr.) 6613,49 14

Fuente: Propia

Mediasy 95,0% de Fisher LSD
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Figura 6. % Atrapamiento 500 ug/ml por Sustancia. ABTS intra grupos. Fuente: propia
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Se observa que el mayor %ABTS atrapado fue de 81,388% que corresponde a la fraccion de acetato de etilo y
el menor %ABTS atrapado fue de 7,705% que corresponde la fraccidn de éter de petrdleo. De igual forma como
sucedié en el ensayo de DPPH, la capacidad neutralizante de las muestras depende de la polaridad de cada una de
ellas, por tanto, las méas polares poseen mayor capacidad antioxidante que las no polares (tabla 2, figura 6).

Fenolesy Flavonoides Totales:

Tabla 3. ANOVA para Absorbancia por Sustancia

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0,0221923 4 0,00554807 108,64 0,0000
Intra grupos 0,000510667 10 0,0000510667
Total (Corr.) 0,0227029 14

Fuente: Propia

Medias y 95,0% deFisher LSD
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Figura 7. Actividad Antioxidante: Fenoles. Fuente: propia

Las muestras con mayor contenido de flavonoides y fenoles totales corresponden al extracto total (tabla3, figura
7) que corresponde a 58,7 mgEQ/QES (equivalente de acido gélico por gramo de extracto seco) y la fraccion de
acetato de etilo con 46,03 mgEQ/QES, al hacer los correspondientes calculos. En otro estudio realizado a la especie
vegeta Bauhinia kalbreyeri, se determin6 el contenido de flavonoides al extracto etanélico de corteza y hojas ob-
teniéndose como resultado 0,25 y 0,6 mgER/g (miligramos equivalentes de rutina por gramos de material vegetal
seco) respectivamente (13). Estos resultados, ratifican que ambas plantas y que el género Bauhinia, constituyen
una fuente de compuestos quimicos antioxidantes.

Cromatografia liquida de alta eficacia con detector de arreglo de diodos (HPLC/DAD).
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Figura 8. Determinacion cualitativa de metabolitos por (HPLC/DAD): Cromatograma respecto a patrones de
acidos fendlicos y flavonoides. Fuente: propia

Se identificaron metabolitos como el acido p-hidroxibenzoico, espigalocatequina, acido vanilico, catequina, acido
cafeico, acido p-cumarico, acido ferulico, quercetina y apigenina (figura 8).

Actividad Citotoxica
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Figura 9. Determinacion Actividad Citotdxica fracciones, método MTT. Fuente: propia

El extracto etéreo, el menos polar, mostro mayor actividad citotoxica contrario a los ensayos in vitro de actividad
antioxidante (figura 9). Posiblemente por efecto de la misma solubilidad o a que las hojas de bauhinia pauletia
Pers contienen otro metabdlito responsable de dicho efecto, se detecto la presencia de lectinas que posiblemente
sean responsables de este, resultados no mostrados.

Discusion

De acuerdo con los datos reportados por (17) y (18) las hojas de la especie Bauhinia paul etia Pers poseen entre
2,5-5,5 cm de largo, ancho entre 3,77 y 7.2 cm, rango que nos confirma que los resultados obtenidos hacen parte
de este mismo valor promedio reportado. Las caracteristicas Macroscopicas (fenotipicas) son similares a las re-
portadas por (17) y (18) en el cual describen las hojas de |a especie como hojas alternas, bilobuladas, pecioladas,
con I&mina foliar anchamente eliptica, glabra o con pelos en los nervios principales del envés; cordada en la base,
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escotada en el &pice que forma 2 l6bulos sub-obtusos o
redondeados. De acuerdo alo percibido sensorialmente
se determind que las hojas tanto frescas como secas de
la especie en mencidn presentaron olor caracteristico a
laplanta,

Segun lo reportado en la bibliografia existen otras espe-
cies del mismo género con aberturas microscopicas se-
mejantes a las observadas en la Bauhinia pauletia pers,
tal es el caso de laBauhinia forficata y la Bauhinia ru-
fescens de las cua es se reporta la presencia de estomas
de forma esporédica de tipo anomocitico en el haz de la
hoja, distribuyéndose cerca de las nervaduras. En las in-
clusiones celulares no protoplasmaticas son reportadas
en las nervaduras al igual que en otras especies del mis-
mo género como es el caso de la Bauhinia rufescens y
laBauhinia variegata La B. variegata Linn a igual que
la B. pauletia pers presentan forma de primas, mientas
guelaB. rufescens en forma de cristales de racimo o ro-
seta. El amacenamiento de cristales de oxalato de cal-
cio encontrado, posiblemente actlla como regulador de
las funciones osmaticas, como mecanismos de defensa
cuando hay déficit de este elemento y la detoxificacion
de metales pesados.

Los tricomas unicelulares de tejidos alargados, (de di-
versos tamafios, distribuidos sobre todo el limbo y con
mayor frecuencia sobre las nervaduras) son semejantes
a los reportados con las especies Bauhinia forficata y
Bauhinia variegata, de igual forma se reporta una cu-
bierta méas densa en la epidermis superior con cuticula
gue en la epidermis inferior, formada por células rec-
tangulares de paredes finas tangencialmente alargadas,
observandose en el mesdéfilo la presencia de capas de
parénquima empalizada debajo de la epidermis supe-
rior y el parénquima esponjoso sobre la epidermis in-
ferior. Se reporta en las tres especies un haz vascular
bien desarrollado en formade "U" rodeado en el centro
de esclerénquima con la presencia del xilema, floemay
colénguima, ademas de tricomas en epidermis inferior.

Material seco y molido: observaciones microscopicas,
no se encontraron muchas similitudes con lo reportado
en otras especies del mismo género, se encontro la pre-
sencia de células del parénquima con cristales de oxala-
to de calcio, vasos de espesores helicoidal es a espirales,
abundantes cristales solitarios y con forma de prisma,
células epidérmicas con estomas anomaociticos

Humedad: material vegetal con el que se trabajé para
realizar el extracto etandlico total se encontraba dentro
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de limites establecidos por la mayoria de las monogra-
fias encontradas en las farmacopeas, los cuales reportan
gue los niveles aceptados oscilan entre un 8 y 14% de
humedad, indicando en este acaso que €l proceso de se-
cado aplicado fue adecuado para su correcta conserva
cién y posterior utilizacién

Cenizas totales: residuos que permanece después de la
ignicion de la materia extrafia como polvo, tierra, arena;
gue se encuentran adheridas a la superficie de la droga.
Teniendo en cuenta que lafarmacopea brasilera establ e-
ce que una planta medicinal debe tener un 12% méaximo
de cenizas totales para ser considerada apta parael con-
sumo humano, se establ ece que esta especie cumple con
las especificaciones generales en cuanto a la cantidad de
residuo no volatil después de la calcinacién de la droga,
indicando en ciertamedida, que hubo el debido cuidado
en la preparacion de la droga o material vegetal

Cenizas sulfatadas: De acuerdo con el valor obtenido
representa el contenido de impurezas inorganicas pre-
sentes en la droga o material vegetal, dato que segun lo
reportado por (19) se encuentra dentro de las especifica-
ciones, ya este establece que el valor maximo permitido
por lanormaes del 17%.

Control de calidad al extracto etandlico: corresponde
a un pH de carécter acido débil, este valor de pH esta
dado por la presencia de ciertos metabolitos como son
flavonoides y fenoles el cual aportan el caracter acido
al medio y ausencia de especies quimicas de carécter
basico como alcaloide En comparacién con otros ex-
tractos de especies vegetales pertenecientes a mismo
género podemos citar a la Bauhinia tarapotensis benth
guien a pesar de no reportar un valor semejante si re-
porto el mismo caracter acido débil con un pH de 6.68.
La densidad relativa es semejante a la reportada por
otras especies del mismo género tal como la Bauhinia
tarapotensis benth quien arroj6 un valor de 0.82 g/mL,
la Bauhinia tarapotensis benth gque reporto 2,95% de
solidos totales.

Segun la Marcha Fitoquimica preliminar del extracto
etandlico de la Bauhinia pauletia pers, se identificaron
metabolitos del tipo alcaloides, fenoles, flavonoides,
terpenos cumarinas y saponinas. Coincidentes con lo
gue reporta la literatura que plantas como la Bauhinia
purpurea, forficata, variegata, candicans poseen los
mismos metabolitos secundarios. Lo que hace que la
plantatenga un gran potencial antioxidante ya que estas
especies son capaces de atrapar radicales libres respon-
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sables del estrés oxidativo

La literatura reporta que plantas como la Bauhinia pur-
purea, forficata, variegata, candicans, poseen metabo-
litos secundarios como alcaloides, compuestos fendli-
cos, flavonoides, terpenos, saponinas, estos coinciden
con los confirmados en la Bauhinia pauletia a través
de la marcha fitoquimica. Sin embargo, solo una de las
cuatro pruebas para la identificacion de alcaloides dio
positivo, por tanto, se evidencia la baja presencia de
alcaloides, lo cual no coincide con el género Bauhinia
purpurea (21), la cua muestra presencia de alcaloides
en las pruebas cualitativas tales como Wagner, Dragen-
dorf, Meyer y Hager.

Estos resultados permiten afirmar que esta planta pre-
senta abundancia de compuestos fendlicos, lo que hace
probable gue tengan un gran potencia antioxidante
debido a que estas especies quimicas con capaces de
neutralizar o atrapar radicales libres que son | os respon-
sables del inicio estrés oxidativo en los seres vivos, se
han identificado especies quimicas tales como esteroles
(B-sitosterol y estigmasterol) ademaés de, flavanonas y
flavonoides de variada estructura en la especie vegetal
Bauhinia candicans y Bauhinia forficata. (22).

La actividad antioxidante de la Bauhinia pauletia fue
evaluada a través de los métodos espectrofotométricos
DPPHe y ABTSe+. La fraccion de acetato de etilo mos-
tré mejor efecto antioxidante con respecto a las demas
fracciones, |o que demuestra gue este solvente es el me-
jor extractor para obtener compuestos activos con acti-
vidad antioxidante. La Bauhinia pauletia pers mostrd
menos actividad antioxidante (44,57 pug/mL) que la B.
kalbreyeri (18,75 pg/mL) (23)

A pesar de la diferencia, se puede afirmar que la B. pau-
letia es una especie vegetal con gran potencial antioxi-
dante. Se observa que el mayor % ABTSe+ atrapado
(81,39% £2,6) corresponde a la fraccion de acetato de
etilo y el menor % ABTSe+ atrapado (7,70% %1,4) co-
rresponde la fraccion de éter de petréleo. El extracto
total y la fraccion de acetato de etilo demostraron tener
mayor efecto antioxidante que las demas fracciones,

En el extracto etandlico de la Bauhinia pauletia se ob-
tuvo mayor cantidad de fenoles y la fraccion etérea de
la misma planta, mostro el resultado més bajo en el con-
tenido de fenoles. En otro estudio realizado a extracto
etandlico de la corteza de la Bauhinia kalbreyeri (23),
se cuantificaron compuestos fendlicos con un valor de
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26,02 mgEAG/g de material seco.

Se consideraron citotdxicos los extractos y fracciones
gue presentaron porcentajes de viabilidad celular igual
o inferior a un 50%. Ademas se puede observar que las
células MCF7 tratadas con el extracto total y sus frac-
ciones (fraccion de etanol, acetato de etilo, éter y diclo-
rometano) presentaron una disminucion de la viabilidad
celular con respecto a DM SO como control negativo-
De acuerdo con los resultados obtenidos se observa que
a las 24 horas de exposicion las fracciones que presen-
taron menor % de viabilidad fueron: la fraccion de éter
de petréleo con un % de viabilidad celular de 2,60 %
y 2,93 % a concentraciones de 500 pg/mL y 1000 ug/
mL. De acuerdo con la bibliografia la fraccion de éter
de petroleo podria contener triterpenos y saponinas tri-
terpénicas siendo estos posiblemente los que estén ac-
tuando favorablemente en la actividad citotoxica de esta
fraccion. Los triterpenos y saponinas triterpénicas se les
ha comprobado propiedades farmacolégicas, entre ellas
una buena actividad citotoxica en varias lineas celulares
derivadas de tumores humanos, como lo referencia (24)
para varias familias botanicas.

En la fraccion de acetato de etilo a través del anélisis de
HPLC/DAD se encontraron compuestos fendlicos y fla-
vonoides. Estos grupos de compuestos acttan en forma
preventiva en el desarrollo del cancer, poseen actividad
antioxidante y capacidad para capturar radicales libres.
Estos metabolitos representan un gran interés cientifi-
co debido a que se pueden considerar responsables del
efecto preventivo que se les atribuye sobre determina-
das enfermedades como el cancer.

Esta familia de compuestos fendlicos se caracterizan
principalmente por su alta actividad antioxidante, que
se debe a su estructura quimica, que contiene un nicleo
fenolico y una cadena lateral insaturada esto permite
formar un radical fenoxilo estabilizado por resonan-
cia, € cua tiene actividad como agente secuestrador de
radicales libres, por lo que los &cidos fendlicos estan
relacionados con la proteccion del ADN y los lipidos
de lamembrana celular contra las especies reactivas de
oxigeno, sugiriéndose su uso como agentes preventivos
de enfermedades ligadas al estrés oxidativo .

Conclusiones
El extracto etanolicos de hojas secas de Bauhinia pau-

letia Pers., y la subfraccion de eter mostraron actividad
citotoxica frente a la linea celular de cancer de mama
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MCF7. En la composicion fitoquimica de los extractos obtenidos de las hojas se identificaron alcaloides, fenoles
y flavonoides antioxidantes. Se identificaron metabolitos como el acido p-hidroxibenzoico, acido cafeico, acido
p-coumarico y acido ferulico.
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