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RESUMEN

El extracto de metanol y sus fracciones de eter de petroleo, cloroformo y metanol sobrante de las cabezas florales 
de Sphaeranthus indicus Linn demostraron su eflcacia al aumentar la actividad fagocftica, el titulo de anticuerpos 
de la hemaglutinacion y la hipersensibilidad de tipo retardado, mientras que solo la fraction de metanol restante 
resulto activa en la normalization de los niveles de leucocitos totales en el caso de la mielosupresion inducida por 
ciclofosfamida en ratones. Por tanto, el presente estudio revela que el farmaco augura buenos resultados como agente 
inmunomodulador, al actuar como estimulante de la inmunidad celular y humoral y de la funcion fagocftica. 
PALABRAS CLAVE: Sphaeranthus indicus. Actividad inmunomoduladora. Hemaglutinacion. Mielosupresidn

ABSTRACT

Methanol extract, Us petroleum ether, chloroform and remaining methanol fractions, of flower heads of Sphaeranthus 
indicus Linn, were found effective in increasing phagocytic activity, haemagglutination antibody titer and delayed type 
hypersensitivity, whereas only remaining methanol fraction was found active in normalizing total WBC levels in case 
of cyclophosphamide induced myelosuppression in mice. Present study, therefore, reveals that the drug holds promise 
as immunomodulatory agent, which acts by stimulating both humoral as well as cellular immunity and phagocytic 
function.
KEY WORDS' Sphaeranthus indicus. Immunomodulatory activity Haemagglutination. Myelosuppression,

INTRODUCCION

Los farmacos herbales son conocidos por sus 
propiedades inmunomoduladoras y por estimu- 
lar de forma generalizada la inmunidad especifi- 
ca y no espedfica1. Muchas de las plantas utili- 
zadas en la medicina tradicional han demostrado 
poseer actividades inmunomoduladoras. Algunas 
de estas plantas estimulan tanto la inmunidad 
celular como la inmunidad humoral, mientras que 
otras s61o activan los componentes celulares del

INTRODUCTION

Herbal drugs are known to possess immuno
modulatory properties and generally act by sti
mulating both specific and non-specific immuni
ty1. Many plants used in traditional medicine are 
reported to have immunomodulating activities. 
Some of these stimulate both humoral and cell 
mediated immunity while others activate only 
the cellular components of the immune system, 
i.e. phagocytic function without affecting the
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sistema inmunitario, es decir, la funcion fagocf- 
tica sin afectar a la inmunidad celular o humo
ral. El extract® de hoja de Picrorhiza kurroa actua 
como estimulante de la respuesta humoral y de 
la funcion fagocitica del sistema reticuloendote- 
lial. Algunas de estas plantas tambien actuan como 
supresores de la inmunidad celular y humoral23.

Aproximadamente unas 34 plantas se identi- 
fican como rasayanas en el sistema de medicina 
Ayurvedic de la India y presentan diversas pro- 
piedades farmacologicas inmunoestimulantes, 
tonicas, neuroestimulantes, anti-envejecimiento, 
antibacterianas, antivirales, antireumaticas, anti- 
cancerigenas, adaptogenicas, antiestres, etc.4 La 
materia medica ayurvedica dedica una seccion 
completa a los farmacos utilizados para mejorar 
la resistencia corporal titulada ‘Rasayana’. Se 
identificaron diversas plantas con actividad in- 
munomoduladora potencial, entre las que se en- 
contraban algunas con las que ya se habfa em- 
prendido la evaluacion de sus actividades en 
animales y, en cierta medida, en humanos. Aspa
ragus racemosus, Azadirachta indica, Curcuma 
longa, Ocimum sanctum, Panax ginseng, Picro- 
rrhiza kurroa, Tinospora cordifolia, Withania 
somnifera etc. son algunos ejemplos evidentes 
de plantas con una actividad prometedora. Aun 
quedan por investigar muchas mas, lo que am- 
plfa las posibilidades para futuras investigacio- 
nes4.

Sphaeranthus indicus Linn. (Compositae) es 
una hierba que se encuentra principalmente en el 
sur de la India que posee propiedades antiulce- 
rosas, estomacales, estimulantes, curativas, pec- 
torales, demulcentes y emolientes de forma ex
terna. Los medicos locales recomiendan el agua 
destilada preparada como el agua de rasas pro- 
cedente de la hierba para las afecciones biliares 
y la diseminacion de varies tipos de tumores. 
Las flores (la cabeza floral) son muy apreciadas 
por sus propiedades curativas, depurativas, fe- 
brffugas y tonicas, muy utiles como purificado- 
ras de la sangre en patologfas dermicas. El far- 
maco es tambien muy util para combatir la ictericia 
y las secreciones uretrales. La presente investi
gation se realizo con el proposito de estudiar la 
actividad inmunomoduladora del extracto de 
metanol de las cabezas florales de S. indicus y 
sus distintas fracciones mediante los metodos 
establecidos para justificar las indicaciones tradi- 
cionales legadas por el farmaco como rasayana.

humoral or cell mediated immunity. Leaf extract 
tf Picrorrhiza kurroa stimulated the humoral 
response and the phagocytic function of the re
ticuloendothelial system. Some of these plants 
also suppress both humoral and cell mediated 
immunity 2'3.

About 34 plants are identified as rasayanas 
in Indian Ayurvedic system of medicine having 
various pharmacological properties such as im- 
munostimulant, tonic, neurostimulant, antiageing, 
antibacterial, antiviral, antirheumatic, anticancer, 
adaptogenic, antistress etc.4. An entire section of 
materia medica of Ayurveda is devoted to drugs 
entitled as ‘Rasayana’ used for enhancement of 
body resistance3. Many plants with potential 
immunomodulatory activity are reported, some 
of these have already been undertaken for eva
luation of their activities in animals, and also to 
some extent in humans. Some glaring examples 
with promising activity are Asparagus racemo
sus, Azadirachta indica, Curcuma longa, Oci
mum sanctum, Panax ginseng, Picrorrhiza ku
rroa, Tinospora cordifolia, Withania somnifera 
etc. A lot more are still to be explored and offer 
scope for further investigation4.

Sphaeranthus indicus Linn. (Compositae) is a 
herb found mostly in southern part of India used 
as bitter stomachic, stimulant, alterative, pecto
ral and demulcent, and externally emollient. 
Distilled water prepared like rose water from the 
herb is recommended by local physicians for 
bilious affections and for dispersions of various 
kinds of tumours. Flowers (flower heads) are 
highly esteemed as alteratives, depuratives, re
frigerants and tonics, useful as blood purifiers in 
skin diseases. The drug is also useful in urethral 
discharges and in jaundice6. The present investi
gation was aimed to study the immunomodula
tory activity of methanol extract of flower heads 
of S. indicus and its different fractions using re
ported methods in order to justify the traditional 
claims endowed upon the drug as rasayana.

MATERIALS AND METHODS

Animals: Swiss albino mice of either sex, 
weighing 20-25 gms, household in standard con
ditions of temperature, humidity and light were 
used. They were fed with standard rodent diet 
and water ad libitum.
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MATERIALES Y xMETODOS

Animates: Ratones albinos suizos de ambos 
sexos, con un peso de entre 20 y 25 g,, mante- 
nidos en condiciones estandar de temperatura, 
humedad y luz. Fueron alimentados con una die- 
ta estandar de roedor y agua ad libitum.

Material de la planta y preparation del 
extracto: Se recogieron cabezas florales frescas 
de S.indicus procedentes de los jardines de la 
ciudad y se autenticaron en el Departamento de 
botanica de la M.S.University, Baroda. La ma- 
ceracion de las cabezas florales disecadas al aire 
de S.indicus proporciono un 6,65% de extracto 
de metanol (w/w). El extracto de metanol obte- 
nido de este modo se fracciono por maceracion 
en disolventes de distintas polaridades como el 
eter de petroleo, el benceno, el cloroformo y el 
metanol. Todas sus respectivas fracciones se 
concentraron al vacfo y se utilizaron para el cri- 
bado farmacologico y fitoqufmico. El extracto 
de metanol resulto positivo en las pruebas de 
alcaloides, felonicos, esteroides, terpenoides y 
carbohidratos. Las fracciones de cloroformo, 
benceno y eter de petroleo resultaron positivas 
en las pruebas de terpenoides y esteroides, mien- 
tras que la fraccion de metanol resulto positiva 
en las pruebas de alcaloides, felonicos y carbo
hidratos en el cribado fitoqufmico7.

Muestras de prueba: Las cantidades pesa- 
das de los extractos de prueba se suspendieron 
en un 1% de carboximetilcelulosa de sodio para 
preparar las formas de dosificacion adecuadas. 
A los animates controlados se les proporciono 
un volumen equivalente de carboximetilcelulosa 
de sodio como vehfculo. La ciclofosfamida se 
utilizo como inmunosupresor estandar.

Suspension de tinta de carbon: Se diluyo tinta 
Pelican AG, Germany ocho veces con solucion 
salina y se utilizo para la prueba de depuration 
del carbon en una dosis de lOpl/gm de peso 
corporal de los ratones.

Los eritrocitos de cordero se lavaron tres veces 
en solucion salina normal y se ajustaron a una 
concentration del 20% para la inmunizacion y 
del 1% para la prueba como antfgeno.

Plant material and extract preparation: Fresh 
flower heads of S.indicus were collected from 
the outfield of city, and were authenticated in 
Botany Department of M.S.University, Baroda. 
Maceration of air-dried, powdered flower heads 
of S.indicus afforded 6.65% methanol extract (w/ 
w). Methanol extract so obtained was then frac
tionated by maceration into different polarity 
solvents like petroleum ether, benzene, chloro
form and methanol. All respective fractions were 
concentrated under vacuum and used for phyto
chemical and pharmacological screening. Methanol 
extract gave positive tests for alkaloids, pheno- 
lics, steroids, terpenoids and carbohydrates. Pe
troleum ether, benzene and chloroform fractions 
gave positive tests for terpenoids and steroids 
whereas methanol fraction gave positive tests for 
alkaloids, phenolics and carbohydrates on phyto
chemical screening7.

Test samples: Weighed quantities of test 
extracts were suspended in 1% sodium carboxy 
methylcellulose to prepare suitable dosage form. 
The control animals were given an equivalent 
volume of sodium carboxy methylcellulose ve
hicle. Cyclophosphamide was used as a standard 
immunosuppressant.

Carbon ink suspension: Pelican AG, Germany, 
ink was diluted eight times with saline and used 
for carbon clearance test in a dose of 10|il/gm 
body weight of mice.

Sheep red blood cells (SRBCs) were washed 
with three times in normal saline and adjusted to 
a concentration 20% for immunization and 1% 
for challenge as Antigen.

METHODS 

Phagocytic activity

Phagocytic index was determined as per the 
method reported by Gonda et al.8 Mice were 
divided into 11 groups, of six animals each. The 
control group received 1.0 % sodium carboxy 
methylcellulose solution only as vehicle; white 
animals of the treatment groups were given test 
extracts (100 and 200 mg/kg, p.o.) in 1.0 % sodium 
carboxy methyl cellulose daily for 5 days. Car
bon ink suspension was injected via tail vein to 
each mouse after 48 hours of 5 days treatment. 
Blood samples were drawn from orbital vein at
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METODOS

Actividad fagocitica

El mdice fagocftico se determino mediante el 
metodo establecido por Gonda et al.8 Los rato- 
nes se dividieron en 11 grupos con seis animales 
cada uno. El grupo de control s61o recibio un 
1,0% de solucion de carboximetilcelulosa de sodio 
como vehieulo, mientras que a los animales de 
los grupos de tratamiento se les administraron 
los extractos de prueba (100 y 200 mg/kg, via 
oral) en un 1,0% de caborximetilcelulosa de sodio 
diariamente durante 5 dfas. A cada raton se le 
inyecto la suspension de tinta de carbon a traves 
de la vena de la cola 48 horas despues del tra
tamiento de 5 dfas. Se extrajeron muestras de 
sangre de la vena orbital a los 0 y 15 minutos. 
La sangre (25-pl) se mezclo con un 0,1% de 
carbonato sodico (2 ml) y se sometio a la deter- 
minacion de densidades opticas a 660 nm.

El mdice fagocitico (K) se calculo mediante 
la siguiente ecuacion:

K= (In OD,-In OD2) / (t2-t5)
donde OD1 y OD2 son las densidades opticas 

en los momentos t( and t2, respectivamente.

Mielosupresion inducida por ciclofosfamida

La mielosupresion inducida por ciclofosfami
da se estudio de acuerdo con el metodo descrito 
por Manjarekar et al.9 Los animales se dividie
ron en 12 grupos de seis animales cada uno. El 
grupo de control y el grupo de la ciclofosfamida 
recibieron un 1,0% de solucion de carboximetil
celulosa de sodio solo como vehieulo diariamen
te durante 13 dfas, mientras que a los animales 
de los grupos de tratamiento se les administra
ron los extractos de prueba (100 y 200 mg/kg, 
via oral) en un 1,0% de caborximetilcelulosa de 
sodio diariamente durante 13 dfas. Los dfas 11, 
12 y 13, a todos los animales excepto a los del 
grupo de control se les inyecto ciclofosfamida 
(30 mg/kg, intraperitoneal) 1 hora despues de la 
administracion de los extractos. Las muestras de 
sangre se extrajeron el dfa 14 y se determino el 
recuento de leucocitos totales.

0 and 15min. Blood (25-pl) was mixed with 0.1 
% sodium carbonate (2 ml) and subjected for 
determination optical densities at 660 nm.

The phagocytic index K, was calculated by 
using following equation:

K= (In ODj-In OD2) / (t2-t,) 
where OD, and OD2 are the optical densities 

at times tj and t2, respectively.

Cyclophosphamide induced Myelosuppression

Cyclophosphamide induced myelosuppression 
was studied according to the method described 
by Manjarekar et al,9 Animals were divided into 
12 groups of six animals each. The control group 
and cyclophosphamide group received 1.0 % 
sodium carboxy methylcellulose solution only as 
vehicle daily for 13 days while animals in treat
ment groups were given the test extracts (100 
and 200 mg/kg, p.o.) in 1.0 % sodium carboxy 
methyl cellulose daily for 13 days. On days 11, 
12, 13 all the animals except in the control group 
were injected with cyclophosphamide (30mg/kg, 
i.p.) 1 hour after administration of the extracts. 
Blood samples were collected on day 14 and total 
white blood cell (WBC) count was determined.

Humoral antibody (HA) litre and delayed type 
hypersensitivity (DTH) response:

The method described by Puri et al.10 was 
adopted. Animals were divided into 11 groups 
of six animals each. The control group received 
1.0 % sodium carboxy methylcellulose solution 
only as vehicle; while animals in the treatment 
groups were given the test extracts (100 and 200 
mg/kg, p.o.) in 1.0 % sodium carboxy methyl 
cellulose daily for 7 days. The animals were 
immunized by injecting 0.1 ml of 20% of fresh 
sheep red blood cells suspension intraperitonea- 
lly on 0 day. Blood samples were collected in 
micro centrifuge tubes from individual animal 
by retro-orbital plexus on 7* day to obtain serum. 
Antibody levels were determined by haemagglu- 
tination technique. Briefly, equal volumes of 
individual serum samples of each group were 
pooled. Two fold dilutions of pooled serum sam
ples were made in 25 pi volumes of normal sa
line in microtitration plate and to it added 25 pi 
of 1% suspension of sheep red blood cells in
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Titulo de anticuerpos humorales y la respuesta 
de la hipersensibilidad de tipo retardado (DTH):

Se adopt6 el metodo descrito por Puri et al.10 
Los animates se dividieron en 11 grupos de seis 
animates cada uno. El grupo de control recibio 
un 1,0% de solucion de carboximetilcelulosa de 
sodio solo como vehiculo, mientras que a los 
animates de los grupos de tratamiento se les 
administraron los extractos de prueba (100 y 200 
mg/kg, via oral) en un 1,0% de caborximetilce- 
lulosa de sodio diariamente durante 7 dfas. El 
dia 0, los animates fueron inmunizados median- 
te la inyeccion intraperitoneal de 0,1 ml de sus
pension fresca de eritrocitos de cordero al 20%. 
Las muestras de sangre se extrajeron en tubos 
microcentrffugos a cada animal de forma indivi
dual del plexo retroorbital el dia 7 para la obten- 
cion de suero. Los niveles de anticuerpos se 
determinaron mediante la tecniea de hemagluti- 
nacion. En smtesis, se obtuvo el mismo volumen 
de suero de las muestras individuates de cada 
grupo. Las diluciones de factor dos de las mues
tras de suero mezclado se realizaron en volume- 
nes de 25 pi de solucion salina normal en placas 
de microtftulo y a las que se anadieron 25 pi de 
suspension de eritrocitos de cordero en solucion 
salina al 1%.

Una vez realizada la mezcla, las placas se 
ineubaron a temperatura ambiente durante 1 hora 
y se examinaron bajo el microscopio en busca 
de hemaglutinacion. Se tomo como titulo de 
anticuerpos la muestra reciproca de la dilucion 
mas alta de los sueros de prueba que resulto 
positiva en aglutinacion. El dia 7, se midio el 
grosor de la pata trasera derecha mediante el 
calibrador digital Vernier. A continuacion, se 
inyecto a los ratones 20pl de eritrocitos de cor
dero al 1% en la pata trasera derecha. Se midio 
de nuevo el grosor de la pata pasadas 24 horas. 
La diferencia entre el grosor de la pata antes y 
despues de la inyeccion expresada en mm se tomo 
como medida de hipersensibilidad de tipo retar
dado (DTH).

saline. After mixing, the plates were incubated 
at room temperature for 1 hr. and examined for 
haemagglutination under microscope. The reci
procal of the highest dilution of the test serum 
giving agglutination was taken as the antibody 
titre.

On 7th day, the thickness of the right hind 
footpad was measured using digital vernier cali
per. The mice were then challenged by injection 
of 20pl of 1% SRBCs in right hind footpad. Foot 
thickness was again measured after 24 hrs of 
this challenge. The difference between the pre 
and post challenge foot thickness express in mm 
was taken as a measure of delayed type hyper
sensitivity (DTH).

Statistical analysis

Data are expressed as the mean ± S.E.M. and 
statistical analysis was carried out employing 
Student’s 1-test.

RESULTS

Carbon clearance test

Methanol extract of S.indicus and its fractio
ns in different solvents possess macrophage sti
mulatory activity as evidenced by increased pha
gocytic index in carbon clearance test. The 
phagocytic activity of reticuloendothelial is ge
nerally measured by the rate of removal of car
bon particles from blood stream. The phagocytic 
index for control group was found to be 0.094 ± 
0.0065 whereas all test extracts of S.indicus in
creased it significantly. The maximum effect was 
found in case of methanol extract and its petro
leum ether and remaining methanol fractions 
(P<0.001) (Table 1).

Andlisis estadistico

Los datos se expresaron como la media ± del 
analisis S.E.M. y el analisis estadistico se reali- 
zo con el empleo de pruebas t de estudiantes.
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RESULTADOS

Prueba de depuration del carbon

El extracto de metanol de S.indicus y sus frac- 
ciones en distintos disolventes poseen actividad 
estimuladora macrofaga como demostro el au- 
mento del l'ndice fagoci'tico en la prueba de de- 
puracion del carbon. La actividad fagocftica del 
sistema reticuloendotelial generalmente se mi- 
di6 en relacion con la velocidad de eliminacion 
de las partfculas de carbon del flujo sangumeo.
El fndice fagoci'tico del grupo de control fue de 
0,094 + 0,0065, mientras que en todos los ex- 
tractos de prueba de S.indicus aumento de forma 
significativa. El maximo efecto se encontro en 
el caso del extracto de metanol y la fraccion de 
eter de petroleo y la fraccion de metanol sobran- 
te (P<0,001) (Tabla 1).

TABLA I: Efecto del extracto de metanol y sus distintas fracciones cromatograficas sobre el tftulo de anticueros 
humorales, la respuesta DTH, el fndice fagocftico y la mielosupresion inducida por ciclofosfamida.

TABLE I: Effect of methanol extract and its different Fractions on HA titre, DTH response, 
phagocytic index and cyclophosphamide induced myelosuppression.

Tratamiento
- ■ Treatment' _ rl>

Dosis 
- Dose 

mg/kg

5 Titulo de aruicuerpos %
' • humorales
Media* anaiisis S.E.M.,

' ' HAtitret'-,
-, , ‘ Mean ± S,E:M. *

J Respuesta DTH (mm) , 
Media edema de la pala ± l ’ 

anaiisis Si-LM.;- 
DTHresponse'.(mm) , , 

■,'Mean paw edema ± S.E.M '■

indice fagocftico* j1 
. Media * anaiisis SX.M. 

Phagocyticindex
Mean ± S E.M.' ;:

Recuentc de'Ieucocilos totajes 
• Media * anaiisis S E M. •

, • '"Total JVB€count "
' , L MemS E.M. ‘ '

Control - 64,00 =t 14,311 0,313*0,038 0,0943*0,006 5800*99,16

Ciclofosfamida
Cyclophosphamide 30 - - - 2142*248,1

Extracto de metanol 
Methanol extract

100 682,7* 107,9' 0,590 * 0,054' 0,150*0,008' 4191*214,6'
200 405,3*69,46' 0,5764:0,084' 0,126*0,005' 4300*1544'

Fraccion de eter de petroleo 
Petroleum ether fraction

100 256,04=57,24c 0,4704=0,050' 0,151*0,005' 3483*222,4b

200 298,7*71,39' 0,5104=0,037' 0,167*0,004' 3625*197,8'
Fraccion de benceno 

Benzene fraction
100 170,7*75,12“ 0,275 =fc 0,033N s 0,125*0,002' ~ 2650*172,7a “
200 138,7*25,69“ 0,246 * 0,062 N11 0,123*0,005' 3058*157,3“

Fraccion de cloroformo 
Chloroform fraction

100 277,34=76,92“ 0,521 =t 0,022' 0.123*0,003' 2868*101,4*
200 160,04=32,00“ 0,332 * 0,059 NS 0,139*0,005' 3100*96,61a

Fraccion de metanol 
Methanol fraction

100 341,34:78,67c 0,6704=0,050' 0,165*0,004' 5275*453,1'
200 426,74=53,97c 0,8104:0,037' 0.162*0,004' 6083*568,9' 1

Los valores se expresan como la media ± del anaiisis S.E.M. n=6; a = p<0,05, b = p<0,001, d = N S. (No significative).
Todos los grupos de tratamiento se compararon con el grupo de control para el titnlo de anticuerpos humorales, la respuesta DTH y el 
fndice fagocftico, y se compararon con el grupo de la ciclofosfamida en el caso de la mielosupresion mducida por la ciclofosfamida.

Values are expressed as mean ± S.E.M. n=6; a = p<0,05, b = p<0,001, d = N.S. (Non Significant)
Ail treated groups are compared with control for HA titre, DTH response and phagocytic index, whereas with cyclophosphamide group 
in case of cyclophosphamide induced myelosuppression.
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Mielosupresion inducida por ciclofosfamida

La administration de ciclofosfamida provoco 
el descenso significativo de los niveles de leuco- 
citos totales en sangre (2142 ± 248,08) en com- 
paracion con el grupo de control (5800 ± 99,16). 
El extracto de metanol y la fraccion de metanol 
sobrante resultaron ser unos potentes protectores 
de la mielosupresion inducida por ciclofosfami
da como evidencio el aumento significativo de 
los niveles del recuento de leucocitos totales (p< 
0,001). Las fracciones de eter de petroleo y clo- 
roformo tambien aumentaron los niveles de leu
cocitos pero no pudieron alcanzar los valores 
normales. La fraccion de metanol sobrante del 
extracto de metanol fue la unica fraccion que 
aumento el recuento de leucocitos totales hasta 
valores normales de una forma dosis-dependien- 
te (5275 ± 453,1 y 6083 + 568,9 para 100 y 200 
mg/kg respectivamente).

Titulo de anticuerpos humorales y la respuesta 
de la hipersensibilidad de tipo retardado (DTH)

La respuesta humoral ante los eritrocitos de 
cordero se comprobo mediante el titulo de anti
cuerpos de la hemaglutinacion, El valor del titu
lo de anticuerpos humorales del grupo de con
trol fue 64,00 ± 14,31. La administration del 
extracto de metanol y sus fracciones produjo un 
aumento del titulo de anticuerpos humorales como 
evidencio la hemaglutinacion en esta dilution. 
Se obtuvieron niveles estadisticamente signifi- 
cativos con el extracto de metanol y sus fraccio
nes de eter de petroleo, cloroformo y metanol 
sobrante en ambas dosis. El aumento dosis-de- 
pendiente solo se establecio con la fraccion de 
eter de petroleo (256 ± 57,24 y 298,7 ± 71,39) 
y la fraccion de metanol (341,3 ± 78,67 y 426,7 
± 53,97). El extracto de metanol (682,7 ± 107,9 
y 405,3 ± 69,46) y la fraccion de cloroformo 
(277,3 ± 76,92 y 160 ± 32) mostraron un des
censo de los niveles a dosis mas altas.

La respuesta DTH se comprobo por el au
mento del grosor de la pata mediante el calibra- 
dor digital Vernier. La administration del ex
tracto de metanol y sus fracciones produjo un 
aumento del grosor de la pata de los ratones, 
hecho que se tomo como medida de la respuesta 
DTH. Se obtuvo un aumento estadisticamente 
significativo (p<0,001) de la respuesta DTH en

Cyclophosphamide induced myelosuppression

Administration of cyclophosphamide has sig
nificantly lowered the levels of total WBC (2142 
± 248.08) as compared to control group (5800 + 
99.16) in blood. Methanol extract and remaining 
methanol fraction were found potent in protec
ting cyclophosphamide-induced myelosuppression 
as evidenced by increasing the levels of total 
WBC count significantly (p< 0.001). Petroleum 
ether and chloroform fraction also raised WBC 
levels but could not reach up to the normal va
lues. Remaining methanol fraction of methanol 
extract was the only fraction that increased the 
total WBC count up to the normal values in a 
dose dependent manner (5275 ± 453.1 and 6083 
± 568.9 at 100 and 200 mg/kg respectively).

Humoral antibody (HA) titre and delayed type 
hypersensitivity (DTH) response

Humoral response to SRBCs was checked by 
haemagglutination antibody titre. The humoral 
antibody titre value in control was found to be 
64.00 ± 14.31. Administration of methanol ex
tract and its fractions produced increase in hu
moral antibody titre as evident by haemaggluti
nation at that dilution. Statistically significant 
levels were obtained with methanol extract and 
its petroleum ether, chloroform and remaining 
methanol fraction at both the dose level. The 
dose dependent increase was established only with 
petroleum ether (256 ± 57.24 and 298.7 ± 71.39) 
and methanol fraction (341.3 ± 78.67 and 426.7 
± 53.97). Methanol extract (682.7 ± 107.9 and 
405.3 ± 69.46) and chloroform fraction (277.3 ± 
76.92 and 160 ± 32) showed decrease in levels 
at higher dose.

DTH response was checked by increased foo
tpad thickness using digital vernier calipers. 
Administration of methanol extract and its frac
tions produced increase in thickness of footpad 
of mice as a measure of DTH response. Statisti
cally significant (p<0.001) increase in DTH res
ponse in dose dependent manner by remaining 
methanol fraction (0.670 ± 0.050 and 0.810 ± 
0.037) and petroleum ether fraction (0.470 ± 0.050 
and 0.510 ± 0.037) obtained. Benzene fraction 
slightly reduced the DTH response by reducing 
thickness of footpad compared to control group. 
Methanol extract and chloroform fraction also
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la forma dosis-dependiente con la fraccion de 
metanol sobrante (0,670 ± 0,050 y 0,810 ± 0,037) 
y la fraccion de eter de petroleo (0,470 ± 0,050 
y 0,510 ± 0,037). La fraccion de benceno redujo 
levemente la respuesta DTH al reducir el grosor 
de la pata en comparacion con el grupo de con
trol. El extracto de metanol y la fraccion de clo- 
roformo tambien mostraron un aumento de la 
respuesta DTH en comparacion con el grupo de 
control.

DISCUSION

Se estudio la actividad inmunomoduladora de 
S.indicus mediante la evaluation de su.efeeto en 
el tftulo de anticuerpos, la respuesta DTH, la 
funcion fagocftica y la mielosupresion inducida 
por ciclofosfamida en ratones. La administration 
del extracto de metanol y sus fracciones mostro 
actividad inmunoestimuladora. Se obtuvo una 
estimulacion significativa con respecto a estos 
parametros con el extracto de metanol, la frac
tion de eter de petroleo y la fraccion de metanol 
sobrante, mientras que las fracciones de cloro- 
formo y benceno mostraron cambios poco signi- 
ficativos. El aumento en el fndice de depuration 
del carbon reflejo la mejora de la funcion fago- 
cftica de macrofagos mononucleares y de la in- 
munidad no especffica. La fagocitosis de los 
macrofagos es importante frente a los parasitos 
de menor tamano y su efectividad mejora nota- 
blemente gracias a la opsonization de los para
sitos mediante los anticuerpos y el complemento 
C3b que es el encargado de una depuration mas 
rapida de los parasitos de la sangre11. La produc
tion de anticuerpos frente a los eritrocitos de 
cordero (SRBC, antfgeno T-dependiente) requie- 
re la cooperaci6n de los macrofagos y los linfo- 
citos B12. Los resultados obtenidos durante la 
presente investigation mostraron un aumento en 
la production de anticuerpos en respuesta a los 
eritrocitos de cordero.

La respuesta DTH es especffica del antfgeno 
y causa eritema e induction en el lugar de la 
inyeccion del antfgeno en animales inmuniza- 
dos. La histologfa de la hipersensibilidad retar- 
dada (DTH) puede variar segun la especie, pero 
una caracterfstica general es la llegada de celu- 
las del sistema inmune al lugar donde se realiza 
la inyeccion, macrofagos y basofilos en el caso 
de los ratones en los que la induction resulta

showed increased DTH response compared to 
control group.

DISCUSSION

Immunomodulatory activity of S.indicus was 
explored, by evaluating its effect on antibody 
litre, DTH response, phagocytic function and 
cyclophosphamide induced myelosuppression in 
mice. Administration of methanol extract and its 
fractions showed immunostimulating activity. 
Significant stimulation with respect to these pa
rameters was obtained with methanol extract, its 
petroleum ether and remaining methanol frac
tion while benzene, chloroform fractions showed 
insignificant changes. The increase in carbon 
clearance index reflects the enhancement of pha
gocytic function of mononuclear macrophage and 
non- specific immunity. Phagocytosis by macro
phages is important against the smaller parasites 
and its effectiveness is markedly enhanced by 
opsonisation of parasite with antibodies and com
plement C3b leading to more rapid clearance of 
parasite from blood11. The antibody production 
to T-dependent antigen SRBCs requires the co
operation of T and B-lymphocytes and macro
phages12. Results obtained during present inves
tigation showed increased antibody production 
in response to SRBCs.

DTH is antigen specific and causes erythema 
and induction at the site of antigen infection in 
immunized animals. The histology of DTH can 
be different for different species, but the general 
characteristics are an influx of immune cells at 
the site of injection, macrophages and Basophils 
in mice and induction becomes apparent within 
24-72 hours. T-cells are required to initiate the 
reaction’3,14.

Increase in the DTH response indicates that 
drug has a stimulatory effect on lymphocytes and 
necessary cell types required for the expression 
reaction. DTH response, which is direct co-rela- 
te of cell-mediated immunity, was significantly 
increased as compared to untreated control15.

Statistically significant rise in HA titre, DTH 
response and phagocytic activity of petroleum 
ether and remaining methanol fraction suggest 
that active principles of flower heads which are 
responsible for stimulation of antibody respon
se, cell mediated response and phagocytic func
tion can be extracted with both polar and non
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evidente a las 24-72 horas. Las celulas T son 
necesarias para iniciar la reaccion13-14.

El aumento de la respuesta DTH indica que 
el farmaco produce un efecto estimulador sobre 
los linfocitos y los tipos de celulas necesarias 
para la expresion de la reaccion. La respuesta 
DTH, que es el correlato directo de la inmunidad 
celular, aumento significativamente en compara- 
cion con el grupo de control no tratado 1S.

El aumento estadisticamente significativo del 
tftulo de anticuerpos humorales, la respuesta DTH 
y la actividad fagocftica de la fraccion de eter de 
petroleo y la fraccion de metanol sobrante sugi- 
rio que los principios activos de las cabezas flo- 
rales, responsables de la estimulacion de la res
puesta de anticuerpos, la respuesta celular y la 
funcion fagocitica, se pueden extraer con disol- 
ventes polares y no polares.

En el caso de la mielosupresion inducida por 
ciclofosfamida, la fraccion de metanol sobrante 
del extracto de metanol consiguio devolver el 
nivel de leucocitos a su nivel normal, mientras 
que el resto de fracciones no dieron resultado, lo 
que sugirio que los componentes polares son los 
responsables de la proteccion frente a la mielo
supresion por ciclofosfamida. El efecto protec
tor de la fraccion de metanol sobrante del ex- 

£tracto de metanol frente a la mielosupresion 
inducida por ciclofosfamida es comparable a los 
efectos obtenidos con Asparagus racemosus16 y 
W. somnifera 17.

Ciertos fitoconstituyentes de la planta ya se 
han aislado; tres nuevos eudesmanolidos junto 
con dos sesquiterpeniodes, criptomeridiol y 4- 
epi-criptomeridiol I8, tres nuevas hidroxilactonas 
estrechamente relacionadas se han, aislado del 
extracto de cloroformo de las cabezas florales de 
S.indicus 19. Aislamiento de los alcaloides de las 
flores 20 y aislamiento de 7-hidroxi-3’, 4’.5, 6- 
tetrametoxiflavona 7-O- (3-D-(l —>4)-diglucosido: 
Tambien se identified un nuevo glicosido de fla- 
vonol en el peciolo de S.indicus 21. Un principio 
antimicrobiano aislado del extracto de eter de 
petroleo se identified como lactona sesquiterpe- 
nica biciclica 22. Un glicosido sesquiterpenico 
aislado del extracto de metanol de S.indicus fue 
el responsable del aumento de la produccion de 
anticuerpos23.

Las lactonas sesquiterpenicas son importan- 
tes fitoconstituyentes de probada eficacia con 
variadas actividades farmacologicas como, por 
ejemplo, actividades antibacterianas (especialmente

polar solvents.
In the case of cyclophosphamide induced 

myelosuppression, remaining methanol fraction 
of methanol extract was able to bring back the 
levels of WBC to the normal while other fractio
ns were ineffective suggesting that polar compo
nents responsible for protection against cyclo
phosphamide myelosuppression. The protective 
effect of remaining methanol fraction of metha
nol extract against myelosuppression induced by 
cyclophosphamide is comparable with those ob
tained for Asparagus racemosus16 and W. somni
fera ll.

A few phytoconstituents from the plant have 
already been isolated; three new eudesmanolides 
along with two sesquiterpenoids, cryptomeridiol 
and 4-epicryptomeridiol IS, three closely related 
new hydroxy lactone have been isolated from 
chloroform extract of flower heads S.indicus 19. 
Isolation of alkaloids from flowers 20 and isola
tion of 7-hydroxy-3’, 4’.5, 6-tetramethoxy-fla- 
vone 7-0-p-D-(l-»4)-diglucoside: a new flavo- 
ne glycoside from the stem of S.indicus 21 also 
reported. An antimicrobial principle isolated from 
petrol ether extract was identified as bicyclic 
sesquiterpene lactone 22. One Sesquiterpene glyco
side isolated from methanol extract of S.indicus 
was responsible for increased antibody produc
tion 23.

Sesquiterpene lactones are proven as impor
tant phytoconstituents with different pharmaco
logical activities such as antibacterial (especia
lly against gram positive bacteria), antifungal and 
anthelmentic activity. Some act as anti-parasitic 
agent- artemisinin an antimalarial of proven effi
cacy in humans24. Recently three new Sesquiter
pene glycosides isolated from Dendrobium nobi- 
le were reported for their immunomodulatory 
potential25. During the present study Sesquiter
pene lactones were found in non-polar fractions 
while remaining methanol fraction was devoid 
of these constituents. The activity of petroleum 
ether, benzene and chloroform fractions may 
therefore be attributed to the presence of such 
non-polar type of compounds. However, protec
tion against cyclophosphamide myelosuppression 
was observed by only remaining methanol frac
tion, suggests the content of constituents other 
than sesquiterpenoids which were also responsi
ble for increased humoral and cellular response.

The present investigation therefore reveals that 
flower heads of S.indicus certainly possess im-
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frente a la bacteria Gram positiva), antifungales 
y antihelmmticas. Algunas lactonas, como el 
artesunato, actuan como agentes antiparasitarios, 
con una probada eficacia antimalaria en huma- 
nos. Recientemente, se ha demostrado el poten- 
cial inmunomodulador en tres nuevos glicosidos 
sesquiterpenicos aislados de Dendrobium nobile. 
Durante el presente estudio las lactonas sesqui- 
terpenicas se encontraron en las fracciones no 
polares, mientras que la fraccion de metanol 
sobrante carecta de estos constituyentes. Por tanto, 
es posible atribuir la actividad de las fracciones 
de eter de petroleo, benceno y cloroformo a la 
presencia de este tipo de compuestos no polares.

Sin embargo, la proteccion frente a la mie- 
losupresion por ciclofosfamida se observe solo 
en la fraccion de metanol sobrante, lo que sugie- 
re un contenido de constituyentes distintos de 
los sesquiterpenoides, que son los responsables 
del aumento de la respuesta celular y humoral. 
Por tanto, la presente investigacion revela que 
las cabeza florales de S.indicus posee con certe- 
za propiedades inmunomoduladoras. El mecanismo 
exacto de actuacion, sin embargo, solo se pudo 
desarrollar despues de la caracterizacion detalla- 
da de la parte activa de las distintas fracciones. 
Se han tenido en cuenta los estudios en esta li- 
nea y se continuaran teniendo en cuenta en futu
res investigaciones.
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RESUMEN

Se analizd la actividad antioxidante in vitro del extracto de metanol de Curculigo orchioides mediante 
ensayo DPPH, barrido de superoxido, barrido de dxido nitrico, determinacidn del poder reductor y 
peroxidacion lipldica in vitro.
El extracto de metanol re suit 6 ser extremadamente eficaz en el barrido del radical superdxido (IC50 29.28 
Ig/ml), mientras que la actividad fue moderada en el barrido del radical DPPH (ICS0 105.94 pg/ml), el 
radical de dxido nitrico (ICS0 90.96 |ig/ml) y la inhibicidn de la peroxidacidn lipldica (ICS0 94.78 |Xg/ 
ml). El extracto de metanol presentd distintos niveles de actividad antioxidante en los modelos anali- 
zados. Tambidn apoyd la actividad antioxidante al presentar un poder reductor significativo. Para faci- 
litar su identificacion y caracterizacion, se establecid un perfil de huella de cromatografia de capa fina 
de alto rendimiento (HPTLC) adicional del extracto de metanol.
El presente estudio ha demostrado la actividad antioxidante in vitro del extracto de metanol de Curculigo 
orchioides.
PALABRAS CLAVE: Actividad antioxidante. DPPH. Superdxido. Poder reductor.

ABSTRACT

Methanol extract of Curculigo orchioides was screened for in- vitro antioxidant activity using DPPH 
assay, superoxide scavenging, nitric oxide scavenging, determination of reducing power and in-vitro 
lipid peroxidation.
Methanol extract was found to be extremely effective in scavenging superoxide radical (IC50 29.28 gg/ 
ml) whereas activity was moderate in scavenging DPPH radical (ICS0 105.94 pg/ml), nitric oxide radical 
(ICS0 90.96 pg/ml) and in inhibition of lipid peroxidation (ICS0 94.78 ig/ml). Methanol extract showed 
different levels of antioxidant activities in tested models. It also supported anti oxidant activity by 
showing significant reducing power. Further HPTLC finger print profile of the methanol extract was 
established to facilitate its identification and characterization.
Present study demonstrated antioxidant activity of methanol extract of Curculigo orchioides in-vitro. 
KEY WORDS' Antioxidant activity. DPPH, Superoxide. Reducing power.
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INTRODUCCION

Las evidencias experimentales sugieren que 
los radicales libres (RL) y las especies reacti- 
vas de oxfgeno (ERO) pueden estar relacio- 
nadas con un gran numero de enfermedades1. 
Como las plantas producen gran cantidad de 
fracciones qufmicas que actuan como antioxi- 
dantes para controlar el estres oxidativo cau- 
sado por la radiacion solar y el oxfgeno, pue
den servir de fuente para la obtencion de 
nuevos compuestos antioxidantes. En la me- 
dicina ayurveda, un antiguo sistema medici
nal indio, se utilizan, como una de las espe- 
cialidades clfnicas para la prevencion y el 
tratamiento de diversas enfermedades, un gran 
numero de plantas medicinales que se consi- 
deran activas debido a su composition qufmi- 
ca y que se denominan ‘Rasayana’. Rasayana 
no es solo una terapia farmacologica, sino un 
procedimiento especializado que se practica 
en forma de recetas rejuvenecedoras y regf- 
menes dieteticos que promueven buenos ha- 
bitos. La final!dad de rasayana es doble: pre- 
venir la enfermedad y eontrarrestar el proceso 
de envejecimiento resultante de la optimiza
tion de la homeostasis2. Sharma et al. han 
publicado la fuerte actividad antioxidante que 
presentan los farmacos rasayana3. En el sis
tema de medicina ayurvedica se han identifi- 
cado como rasayanas unas 34 plantas4. Se 
han descrito diversas propiedades farmacolo- 
gicas de estas plantas, inmunoestimulantes, 
tonificantes, neuroestimulantes, antienvejeci- 
miento, antibacterianas, antivirales, antirreu- 
maticas, anticancerfgenas, adaptogenicas, anti 
estres, etc. Algunas de estas plantas se han 
investigado especffieamente por su bien de- 
mostrada actividad antioxidante.

Curculigo orchioides Gaertn (familia: Ama- 
ryllidaceae) es una pequena hierba que crece 
en India en el Himalaya subtropical desde 
Kumaon hacia el este y en las montanas Ghats 
occidentales desde Konkan hacia el sur. Sus 
rafces tuberosas se consideran tonicas, curati- 
vas, emolientes, diureticas y reconstituyentes5, 
En la medicina tradicional china se utilizan 
rizomas secos de C. orchioides como agente 
tonificante para el tratamiento del deterioro 
de la fuerza ffsica6. Se ha publicado que tie- 
nen numerosos usos medicinales, y sus rizo
mas son un componente de varias preparacio-

INTRODU CTION

Experimental evidence suggests that free 
radicals (FR) and reactive oxygen species 
(ROS) can be involved in high number of 
diseases'. As plant produce lot of chemical 
moieties as antioxidants to control oxidative 
stress caused by sunbeams and oxygen, these 
can serve as source of new antioxidant com
pounds. Ayurveda, an ancient Indian system 
of medicine, follow in prevention and treat
ment of various diseases a group of large 
number of medicinal plants which are consi
dered active due to chemical constituents and 
are designated as ‘Rasayana’ as one of the 
clinical specialties. Rasayana is not only a drug 
therapy but is a specialized procedure practi
ced in the form of rejuvenating recipes, die
tary regimen promoting good habits. The purpose 
of rasayana is two-fold: prevention of disease 
and counteracting aging process, which result 
from optimization of homeostasis2. Sharma 
et al. reported the strong antioxidant activity 
shown by rasayana drugs3. Around 34 plants 
are identified as Rasayanas in the Ayurvedic 
system of medicine4. These plants are descri
bed to possess various pharmacological pro
perties such as Immunostimulant, Tonic, Neu
rostimulant, Anti-ageing, Anti-bacterial, 
Anti-viral, Anti-rheumatic, Anti-cancer, Adap- 
togenic, Anti-stress etc. Among these plants 
enlisted, some have been specifically investi
gated for their well demonstrated antioxidant 
activity.

Curculigo orchioides Gaertn. (Family: 
Amaryllidaceae) is small herb found in India 
in the sub tropical Himalayas from Kumaon 
eastwards and in the western ghats from konkan 
southwards. Its tuberous roots are considered 
tonic, alterative, demulcent, diuretic and res
torative5. Dried rhizomes of C. orchioides are 
used in Chinese traditional medicine as a to
nic agent for treatment of decline in physical 
strength6. It has been reported to have many 
medicinal uses, and rhizomes are a compo
nent of several Ayurvedic preparations1. It is 
claimed to be a medical cure for piles, asth
ma, jaundice, diarrhoea, colic, gonorrhoea and 
to be a aphrodisiac8.

There is paucity of data available on in- 
vitro antioxidant activity of methanol extract 
of C. orchioides. Therefore present work aims
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nes ayurvedicas7. Se cree que es una cura 
medica para las hemorroides, el asma, la icte- 
ricia, la diarrea, los colicos y la gonorrea, y 
se cree que es afrodisfaca8.

Los datos disponibles sobre la actividad 
antioxidante in vitro del extracto de metanol 
de C. orchioides son escasos. Por ello, el objeto 
del presente trabajo es el estudio del efecto 
del extracto de metanol de C. orchioides en 
distintos modelos antioxidantes in vitro.

MfiTODOS

Materia] de la planta

Se recolectaron rizomas secos de C. or
chioides en el mercado local de la ciudad de 
Baroda, Gujarat, India, y se autenticaron en el 
Departamento de Botaniea de la Universidad 
M.S. University de Baroda, India. La macera- 
cion de rizomas secos molidos de C. orchioi
des a temperatura ambiente durante 72 horas 
permitio obtener el extracto de metanol con 
un rendimiento del 6.65% (p/p). El analisis 
fitoqufmico revelo la presencia de alcaloides, 
fenoles y taninos, saponinas y esteroides en 
el extracto de metanol.

Perfil de huella de cromatograffa de capa fina 
(TLC) del extracto de metanol

El perfil de huella de TLC del extracto de 
metanol de C.orchioides se establecio mediante 
cromatograffa de capa fina de alto rendimien
to (HPTLC). Se preparo una solucion de al- 
macenamiento (1 mg/ml) de extracto en me
tanol. Unas gotas de la solucion de 
almacenamiento, diluida adecuadamente, se co- 
locaron sobre placas de TLC G60 F254 pre- 
viamente recubiertas de gel de sflice utilizan- 
do un detector CAMAG Linomat V Automatic 
Sample Spotter, y las placas se desarrollaron 
en sistemas de disolventes de distintas polari- 
dades para resolver los componentes polares 
y no polares del extracto. Las placas se ana- 
lizaron en un escaner TLC Scanner 3 (CA
MAG) a 254 nm (modo de absorbencia/re- 
flectancia) y a 366 nm (modo de fluorescencia/ 
reflectancia), y se registraron los valores de 
Rf, espectros, y picos de las bandas re-

at studying effect of methanol extract of C. 
orchioides in different in-vitro antioxidant 
models.

METHODS

Plant material

Dried rhizomes of C. orchioides were co
llected from local market of Baroda city, Gujarat 
and authenticated in Botany Department of 
M.S.University, Baroda. Maceration of dried, 
powdered rhizomes of C. orchioides at room 
temperature for 72 hours afforded methanol 
extract in 6.65% (w/w) yield. Methanol ex
tract showed presence of alkaloids, phenolics 
and tannins, saponins, steroids on phytoche
mical screening.

TLC linger print profile of Methanol extract

TLC finger print profile was established for 
methanol extract of C.orchioides using HP
TLC. A stock solution (1 mg/ml) of extract was 
prepared in methanol. Suitably diluted stock 
solution was spotted on pre-coated Silica gel 
G60 F254 TLC plates using CAMAG Linomat 
V Automatic Sample Spotter and the plates 
were developed in solvent systems of diffe
rent polarities to resolve polar and non-polar 
components of the extract. The plates were 
scanned using TLC Scanner 3 (CAMAG) at 
254 nm (absorbance/reflectance mode) and 366 
nm (fluorescence/reflectance mode) and Rf 
values, spectra, Xmax and peak areas of resol
ved bands were recorded. Relative percenta
ge area of each of bands was calculated from 
peak areas. Developed chromatograms in di
fferent solvent systems were then sprayed with 
phosphomolybdic acid regent to detect phe
nolic compounds.

In-vitro antioxidant activity:

Assay for antiradical activity with DPPH

Antiradical activity was measured by a 
decrease in absorbance at 516 nm of a metha- 
nolic solution of colored 1,1, diphenyl picryl
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sueltas. El drea porcentual relativa de cada 
una de las bandas se calculo a partir de las 
areas pico. A eontinuacion, los cromatogra- 
mas desarrollados en distintos sistemas de 
disolventes se pulverizaron con reactivo de 
acido fosfomolfbdico, para detectar compues- 
tos fenolicos.

Actividad antioxidante in vitro:

Estudio de la actividad antirradical con DPPH

La actividad antirradical se midio mediante 
el descenso en la absorbancia a 516 nm de 
una solucion metandlica de 1, 1, difenil picril 
hidracina provocado por la muestra. Se pre- 
paro una solucion de almaeenamiento de DPPH 
disolviendo 4.4 mg en 3.3 ml de metanol. El 
medio de anal i sis incluye 150 ml de solucion 
DPPH junto con distintas concentraciones de 
muestras en 3 ml de metanol. El bianco se 
realizo de la misma manera, sin anadir ningu- 
na muestra. Despues de 15 minutos, se regis- 
tro el descenso en la absorbancia en presen- 
cia de la muestra. El IC50 se calculo como una 
reduccion del 50% en la absorbencia oeasio- 
nada por la muestra en comparacion con el 
bianco9. Como estandar se utilizo curcumina.

Estudio de la actividad de barrido de radica- 
les de superoxido

El estudio se baso en la capacidad de la 
muestra para inhibir la formacion de forma- 
zon azul mediante el barrido de los radicales 
superoxido generados en el sistema riboflavi- 
na-luz-azul de nitrotetrazolio (NBT). El medio 
de reaccion contema 2.5 ml de tampon fosfato 
(pH 7.6), 100 jal de riboflavina (20 ug), 200 jil 
de EDTA (12 mM), 100 ill de NBT (0.1 mg) 
y distintas concentraciones de muestra en 100 
[il de metanol. Para iniciar la reaccion, se ilu- 
mino la mezcla de reaccion durante 5 minutos. 
La absorbencia se midio a 590 nm. El bianco 
se realizo de la misma manera, pero con 100 
1 de metanol en lugar de la sustancia de ana- 
lisis. El IC50 se calculo como una reduccion del 
50% en la absorbencia ocasionada por la muestra 
en comparacion con el bianco10. Como estan
dar se utilizo acido ascorbico.

hydrazine brought about by sample. A stock 
solution of DPPH was prepared by dissolving 
4.4 mg in 3.3 ml methanol. Test medium in
cludes 150ml of DPPH solution along with 
different concentration of samples in 3 ml 
methanol. Blank was performed in the same 
way with no sample added. Decrease in ab
sorbance, in presence of sample was noted 
after 15 minutes. IC50 was calculated as 50% 
reduction in absorbance brought about by 
sample compared with blank9. Curcumin was 
used as standard.

Assay for superoxide radical scavenging acti
vity

The assay was based on capacity of the 
sample to inhibit blue formazon formation by 
scavenging the superoxide radicals generated 
in riboflavin-light-nitro blue tetrazolium (NBT) 
system. The reaction medium contains phos
phate buffer (pH 7.6) 2.5 ml, lOOpl riboflavin 
(20|lg), 200|il EDTA (12mM), 100|ll NBT (0.1 
mg) and different concentration of sample 
contained in 100ml of methanol. The reaction 
was started by illuminating the reaction mix
ture for 5 minutes. The absorbance was mea
sured at 590 nm. Blank was performed in the 
same way with 100ml of methanol instead of 
test substance. IC50 was calculated as 50% 
reduction in absorbance brought about by 
sample compared with blank10. Ascorbic acid 
was used as standard.

Assay for nitric oxide scavenging activity

Nitric oxide was generated from sodium 
nitroprusside and measured by Griess reac
tion. Sodium nitroprusside in aqueous solu
tion at physiological pH spontaneously gene
rates nitric oxide which interacts with oxygen 
to produce nitrite ions which can be estimated 
by use of Griess reagent. Scavengers of nitric 
oxide compete with oxygen leading to redu
ced production of nitric oxide. Sodium nitro
prusside (5mM) in phosphate buffered saline 
was mixed with different concentrations of test 
extracts dissolved in methanol and incubated 
at room temperature for 150 minutes. Blank 
without test extract but equivalent amount of
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Estudio de la actividad de barrido del oxido 
nftrico

El oxido nftrico se genero a partir de nitro- 
prusiato de sodio y se midio mediante la re- 
accion de Griess. El nitroprusiato de sodio en 
solucidn acuosa con pH fisiologico genera 
espontaneamente oxido nftrico, que reacciona 
con el oxfgeno produciendo iones de nitrito 
que se pueden estimar mediante el reactivo 
de Griess. Los barredores de oxido nftrico 
compiten con el oxfgeno, ocasionando una 
reduccion en la production de dxido nftrico. 
El nitroprusiato de sodio (5 mM) en solution 
salina de tampon fosfato se mezclo con dis- 
tintas concentraciones de extractos de analisis 
disueltas en metanol e incubadas a temperatu- 
ra ambiente durante 150 minutos. Se realizo 
el mismo proceso con el bianco sin muestra 
pero con la cantidad equivalente de metanol. 
Despues se retiraron las soluciones de incu
bation y una cantidad igual de reactivo Griess 
(1% sulfanilamida, 2% H3P04 y 0.1% naftile- 
tilendiamida). La lectura de absorbencia del 
cromoforo formado se realizo a 546 nm. El 
IC50 se calculo como una reduccidn del 50% 
en la absorbencia ocasionada por la muestra 
en comparacion con el bianco11. El estandar 
utilizado fue curcumina.

Determination del poder reductor

El poder reductor del ME se determino por 
el metodo de Oyaizu12. Se mezclaron las 
muestras con 5 ml de tampon fosfato (2 M, 
pH 6.6) y 5 ml de ferrocianuro potasico (1%); 
a continuation, se incubo la mezcla a 50 °C 
durante 20 minutos, se anadieron 5 ml de acido 
tricloroacetico (10%) y se centrifugo la mez
cla a 4000 r. p. m. Seguidamente, se mezcla
ron 5 ml de solution superior con 5 ml de 
agua destilada y 1 ml de cloruro ferrico (0.1%). 
La absorbencia se midi6 a 700 nm. El aumen- 
to de absorbencia de la mezcla de reaction 
indico un aumento de poder reductor. Como 
estandar se utilize dcido ascorbico (0.3 mg).

Medicion del efecto en la peroxidation li- 
pfdica en homogeneizado de hfgado de rata

El homogeneizado de hfgado de rata se 
prepare homogeneizando el tejido en tampon 
Tris frfo (10 mM, pH 7.4) en una concentra-

methanol was conducted in an identical man
ner. After incubation solutions were removed 
and equal amount of Griess reagent (1% sul- 
phanilamide, 2% H3P04 and 0.1% naphthyle- 
hylenediamine dihydrochloride). The absorban
ce of the chromophore formed was read at 
546nm. ICJ0 was calculated as 50% reduction 
in absorbance brought about by sample com
pared with blank11. Standard used was Curcu- 
min.

Determination of reducing power

The reducing power of ME was determi
ned according to the method of Oyaizu12. 
Samples were mixed with 5 ml phosphate buffer 
(2M, pH 6.6) and 5 ml potassium ferricyanide 
(1%), the mixture was then incubated at 50° C 
for 20 minutes, 5 ml trichloroacetic acid (10%) 
was added an the mixture was centrifuged at 
4000 rev./ min. The upper 5 ml solution was 
then mixed with 5 ml distilled water and 1 ml 
ferric chloride (0.1%). The absorbance was 
measured at 700 nm. Increased absorbance of 
the reaction mixture indicated increased redu
cing power. Ascorbic acid (0.3 mg) was used 
as standard.

Measurement of effect on lipid peroxidation 
on rat liver homogenate

Rat liver homogenate was prepared by 
homogenizing the tissue in chilled Tris buffer 
(lOmM, pH 7.4) at a concentration of 10% w/ 
v; peroxidation was induced in liver tissue by 
Iron-ADP complex in the presence of ascor
bic acid. The incubation medium constituted 
0.5 ml of the liver homogenate (10% w/v), 
100 /<M FeCl3, 1.7 fiM ADP, 500 ftM of as
corbate and different concentrations of sam
ples in 2 ml of total incubation medium. The 
medium was incubated for 20 min. at 37°C. 
Extent of lipid peroxidation was measured by 
estimation of malondialdehyde (MDA) con
tent13. Results were expressed in terms of 
decrease in MDA formation by the sample 
extract. Ascorbic acid was used as positive 
control.
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cion al 10% p/v; la peroxidation del tejido 
hepatico se indujo mediante complejo hierro- 
ADP en presencia de acido ascorbico. El medio 
de incubacion constitufa 0.5 ml del homoge- 
neizado de hfgado (10% p/v), 100 /<M de FeCl3, 
1.7 }iM de ADP, 500 jiM de ascorbato y dis- 
tintas concentraciones de muestras en 2 ml de 
medio de incubacion total. El medio se incu- 
bo durante 20 min. a 37 °C. El grado de pe
roxidacion lipfdica se midio mediante la esti- 
macion del contenido de malondialdehfdo 
(MDA)13. Los resultados se expresaron en 
terminos de descenso en la formation de MDA 
en el extracto de la muestra. Como control 
positivo se utilizo acido ascorbico.

RESULTADOS Y DISCUSION

La participation de especies de oxfgeno 
reactivas en la etiologfa y fisiopatologfa de 
enfermedades humanas tales como trastornos 
neurodegenerativos, inflamacion, infection viral, 
patologfas autoinmunes y trastornos del siste- 
ma digestivo tales como inflamacion gastro
intestinal y ulcera gastrica, es ya evidente. Para 
comprender el papel de estas especies de 
oxfgeno reactivas en diversos trastornos y el 
posible efecto protector antioxidante de los 
compuestos naturales en los tejidos afectados 
son cuestiones de gran interes en la actuali- 
dad. Inicialmente, es necesario investigar in 
vitro las propiedades antioxidantes de cual- 
quier farmaco o producto natural antes de 
considerarlo una sustancia antioxidante, y 
realizar a continuation una evaluation de su 
funcion antioxidante en sistemas biologicos14,

Por tanto, en el presente estudio se ha 
evaluado primero la actividad antioxidante in 
vitro del extracto de metanol de rizomas de 
C.orchioides.

Actividad antioxidante in vitro:

El DPPH es un radical libre estable en 
solution acuosa o de etanol y acepta un elec
tron o un radical hidrogeno para convertirse 
en una molecula diamagnetica estable15. Para 
evaluar la potencia antioxidante mediante el 
barrido de radicales en las muestras del ana- 
lisis, se registra la densidad optica de los ra-

RESULTS AND DISCUSSION

The participation of reactive oxygen spe
cies in etiology and physiopathology of hu
man disease, such as neurodegenerative di
sorders, inflammation, viral infection, 
autoimmune pathologies and digestive system 
disorders such as gastrointestinal inflamma
tion and gastric ulcers is already evident. To 
understand role of these reactive oxygen spe
cies in several disorders and potential antioxi
dant protective effect of natural compounds 
on affected tissues are topics of high current 
interest. Initially it is necessary to investigate 
in-vitro antioxidant properties of any natural 
product or drug to consider it as an antioxi
dant substance, followed by evaluation of its 
antioxidant function in biological systems14.

In the present attempt therefore antioxidant 
activity of the methanol extract of rhizomes 
of C.orchioides was first evaluated in-vitro.

In-vitro antioxidant activity:

DPPH is a stable free radical in aqueous or 
ethanol solution and accepts an electron or 
hydrogen radical to become a stable diamag
netic molecule15. In order to evaluate antioxi
dant potency through free radical scavenging 
with the test samples, the change in the opti
cal density of DPPH radicals is monitored. 
Hence, DPPH- is usually used as a substrate 
to evaluate antioxidative activity of antioxi
dants15. Methanol extract showed a concen
tration dependent antiradical activity by inhi
biting DPPH radical with an IC50 value of 105.99 
ig/ml (Table I). It showed two times less inhi
bitory activity on DPPH stable radical than 
standard Curcumin which showed IC5()at 52.71 
pg/ml.
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dicales DPPH. Por ello, el DPPH se utiliza 
habitualmente como sustrato para evaluar la 
actividad antioxidante de los antioxidantes16. 
El extracto de metanol presento una actividad 
antirradical dependiente de la concentracion 
inhibiendo el radical DPPH con un valor IC50 
de 105.99 lg/ml (Tabla I). Su actividad inhi
bitors fue dos veces menor en el radical DPPH 
estable que el estandar de curcumina, que 
presento un IC50 de 52.71 pg/ml.

TABLA I: Actividad antirradical del extracto de metanol de C.orchioides observada con DPPH. 

TABLE I. Antiradical activity of methanol extract of C.orchioides observed with DPPH.

Muestras Concentracion % de inhibicion XCso
(pig/ml) (ptg/ml)

25 4.503 ± 1.353
50 15.613 ± 3.447

Extracto de 75 41.963 ± 2.153 105.99100 67.563 ± 1.032metanol 200 83.780 ± 0.341

Curcumina 52.71
Los valores son la media ± E.S.M. de tres anaiisis replicados. 
Values are mean ± S.E.M. of three replicate analyses.

Se sabe que el radical superoxido es muy 
perjudicial para los componentes celulares, 
como precursor de especies de oxigeno mas 
reactivas17. El extracto de metanol demostro 
ser un barredor del radical superoxido gene- 
rado en el sistema riboflavina-NBT-luz in vi
tro. El valor de IC50 registrado fue de 29.28 
jig/ml. La actividad barredora del superoxido 
del extracto fue comparable a la del estandar 
de acido ascorbico, que presento un valor de 
IC50 de 23.52 pg/ml (Tabla II).

Superoxide radical is known to be very 
harmful to cellular components as precursor 
of more reactive oxygen species17. Methanol 
extract was found as scavenger of superoxide 
radical generated in riboflavin-NBT-light sys
tem in-vitro. IC50 value was found 29.28 pg/ 
ml. Superoxide scavenging activity of extract 
was comparable with standard ascorbic acid 
which showed IC50 value 23.52 pg/ml (Table
II).
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TABLA II: Actividad de barrido del aniones superoxido del extracto de metanol de C.orchioides 
observada con un sistema de riboflavina-luz-NTB.

TABLE II. Superoxide anion scavenging activity of methanol extract of C.orchioides observed
with a riboflavin-light-NBT system.

Muestras Concent racion
(pg/ml)

% de inhibicion ic50
(pg/ml)

Extracto de
metanol

10 23.13 ± 0.680

29.28
20 47.93 ± 0.527
30 50.61 + 0.236
40 60.82 ± 1.244
50 71.43 ± 1.178

Acido ascorbico 23.52

Los valores son la media ± E.S.M. de tres analisis replicados. 

Values are mean ± S.E.M. of three replicate analyses.

Ademas de las especies de oxigeno reacti- 
vas, el oxido nftrico tambien esta implicado 
en condiciones de inflamacion, cancer y otras 
patologfas18. El extracto de metanol presento 
una actividad moderada en el barrido del oxido 
nftrico, en comparacion con el estandar de 
curcumina (Tabla III).

In addition to reactive oxygen species, ni
tric oxide is also implicated in inflammation, 
cancer and other pathological conditions18. 
Methanol extract showed moderate activity in 
scavenging nitric oxide compared to standard 
Curcumin (Table III).

TABLA IDfc Actividad de barrido del oxido nftrico del extracto de metanol de C.orchioides. 
TABLE HI. Nitric oxide scavenging activity of methanol extract of C.orchioides.

Muestras Concentracion % de inhibicion ICS0
(pg/ml) (pg/ml)

60 43.28 ± 2.21
Extracto de 80 47.40 ± 2.56

metanol 100 50.69 ± 1.00 90.96120 56.68 ± 1.09
140 65.82 ± 1.20

Curcumina 21.59

Los valores son la media ± E.S.M. de tres analisis replicados. 
Values are mean ± SJ3.M. of three replicate analyses.
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La medicion de la capacidad reductiva se 
realizo mediante transformation de Fe3+-Fe2+ 
en presencia de extracto de metanol y de es
tandar antioxidante, acido ascorbico12. El poder 
reductor se asocia a la aetividad antioxidante. 
Como se indica en la Tabla IV, el extracto de 
metanol presento un poder reductor compara
ble al estandar a una concentration mas ele- 
vada, de 15 mg/ml.

The measurement of reductive ability was 
done by Fe3+-Fe2+ transformation in the pre
sence of methanol extract and standard an
tioxidant, ascorbic acid12. The reducing power 
is associated with antioxidant activity. As shown 
in Table IV, methanol extract showed redu
cing power comparable with standard at hig
her concentration i.e. at 15 mg/ml.

TABLA IV: Determination del poder reductor de distintas concentraciones de extracto
de metanol de C.orchioides

TABLE IV. Reducing power determination of different concentrations of methanol
extract of C.orchioides

Muestra Poder reductor de distintas concentraciones (mg/ml).
0.0 5.0 10.0 15.0

Extracto de
metanol

0.028 ± 0.01 0.105 ± 0.13 0.258 ± 0.26 0.363 ± 0.10

Los valores son la media ± E.S.M. de tres anilisis replicados.
Como estandar se utilize acido ascdrbico (0.3 mg), con una lectura de 0.430 a 700 nm. 

Values are mean ± S.E.M. of three replicate analyses.
Ascorbic acid (0.3 mg) was used as standard, giving a reading of 0.430 at 700 nm.

La peroxidation lipfdica se inicia con el 
ataque de los radicales libres a los acidos grasos 
insaturados, y se propaga mediante un ciclo 
de reaction en cadena19. Como los acidos grasos 
insaturados son los componentes mas impor- 
tantes de las membranas biologicas y aportan 
propiedades deseables a la fluidez de la es- 
tructura de la membrana celular, la peroxida
cion de los acidos grasos insaturados en las 
membranas biologicas lleva a la aparicion de 
trastomos en la estructura y el funcionamien- 
to de la membrana20. En concreto, el 0 2 y el 
OH inducen diversos danos en los organos 
circundantes y desempenan una papel esen- 
cial en algunos trastomos clfnicos. Por tanto, 
la eliminacion de O 2 y OH es la defensa mas 
eficaz del organismo vivo contra la enferme- 
dad21. Todos los compuestos, naturales o sin- 
teticos, que tengan propiedades antioxidantes 
pueden aliviar total o parcialmente estos da
nos. En el presente estudio, el extracto de 
metanol demostro una fuerte inhibition de la

Lipid peroxidation is initiated by radicals 
attacking unsaturated fatty acids, and propa
gated by a chain reaction cycle19. Since unsa
turated fatty acids are most important compo
nents of biological membranes and impart 
desirable properties upon the fluidity of cellu
lar membrane structure, the peroxidation of 
unsaturated fatty acids in biological membra
nes leads to disruption of membrane structure 
and function20. In particular 0 2 and OH in
duce various injuries to the surrounding or
gans and play a vital role in some clinical 
disorders. Therefore removal of CL, and OH 
is the most effective defense of the living body 
against disease21. Any compound —natural or 
synthetic— with antioxidant properties might 
totally or partially alleviate this damage. In 
the present study methanol extract showed 
potent inhibition of lipid peroxidation indu
ced by Iron/ADP/Ascorbate complex in rat liver 
homogenate, IC50 value was 94.78 (ig/ml. It 
showed dose dependent inhibition of lipid
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peroxidacion lipidica inducida por el comple- peroxidation. Standard ascorbic acid showed
jo hierro/ADP/ascorbato en homogeneizado de ICJ0 value 30.05 Jig/ml (Table V).
hfgado de rata. El valor de IC50fue 94.78 pg/
ml. La inhibicion de la peroxidacion lipidica
era dosisdependiente. El estandar de acido
ascorbico presen to un valor de IC50 de 30.05
(ig/ml (Tabla V).

TABLA V: Inhibicion con extracto de metanol de C.orchioides de la peroxidacion lipidica inducida por 
un sistema de hierro/ADP/ascorbato en homogeneizado de hfgado de rata.

TABLE V. Inhibition of lipid peroxidation induced by iron/ADP/ascorbate system in rat liver 
homogenate by methanol extract of C.orchioides

Muestras Concentration % de inhibicion I 50

(ug/ml) (pg/ml)
25 14.24 + 0.77

Extracto de 50 24.33 ± 0.75 94.7875 39.93 ± 0.42
metanol 100 51.14 ± 1.06

125 67.57 + 1.08
Acido ascorbico 30.05

Los valores son la media ± E.S.M. de tres analisis replicados. 

Values are mean ± S.F..M. of three replicate analyses.

En los ultimos anos, la cromatograffa de 
capa fina de alto rendimiento se ha revelado 
como una herramienta potencial para una 
evaluacion fitoqufmica rapida y util de los 
farmacos herbales22,23 24. Para caracterizar el 
extracto de metanol se ha utilizado el perfil 
de huella de TLC. Para resolver todos los 
componentes presentes en la fraction se han 
utilizado tres sistemas de disolventes de dis- 
tintas polaridades (Tabla VI y Fig. I).

In the past few years high performance thin 
layer chromatography has emerged as a po
tential tool for rapid and useful phytochemi
cal evaluation of herbal drugs 22,23-24. TLC 
fingerprint profile established for methanol 
extract to characterize it. Three solvent syste
ms of different polarities are used to resolute 
all components present in fraction (Table VI 
and Fig. I).
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TAB LA VI: Perfil de huella de TLC del extracto de metanol de C. orchioides. 

TABLE VI. TLC finger printing profile of methanol extract of C. orchioides.

Anali2ado
a

Sistema de disolvente 1 Sistema de disolvente 2 Sistema de disolvente 3
Rf X*nax Porcenta

je
relative

Rf Xq&K Porcenta
je

relativo

Rf Xpdfar Porcenta
je

relativo

254 nm

0.03* 297 76.18 0.13 289 51.32 0.12 700 2.16
0.09 409 1.63 0.16 200 2.75 0.20* 200 1.47
0.17 700 3.02 0,24* 290 12.24 0.41* 286 68.46
0.29 700 1.68 0.31* 286 10.47 0.69 200 7.40
0.54 700 0.95 0.39* 288 11.74 0.74 200 9.56
0.99* 263 16.55 0.44* 200 3.60 0.82 200 6.02

0.49 700 2.23 0.91’ 200 2.28
0.58 200 2.70 0.94 263 2.64
0.88 700 2.93

366 nm

0.06 289 11.70 0.05* 700 4.75 0.05* 700 4.75
0.12* 306 11.52 0.16* 200 11.30 0.16 200 11.30
0.21 200 16.42 0.30 200 21.99 0.30 200 21.99
0.34 292 20.93 0.42 200 6.43 0.42 286 6.43
0.36 290 2.70 0.59 200 3.59 0.59 200 3.59
0.38 288 3.91 0.74* 200 2.12 0.74 200 2.12
0.43* 200 4.42 0.95 200 49.82 0.95 200 49.82
0.51* 288 6.86
0.76* 700 21.55

Sistema de disolvente 1. Acetato de etilo/tolueno (7:3 v/v); Sistema de disolvente 2. Acetato de etilo/metanol/agua 
(10:1,35:1.00 v/v); Sistema de disolvente 3. n-butanol/dcido acetico glacial/agua (6:2:2 v/v). * bandas que mostraron una 
reaction positiva al componente fenolico con reactivo acido fosfomolfbdico.

Solvent system 1. Toluene/Ethyl acetate (7'3 v/v); Solvent system 2. Ethyl acetate/Methanol/Water (10:1.35:1.00 v/v); 
Solvent system 3. n-butanol/glacial acetic acid/water (6:2:2 v/v). * bands that showed positive reaction for phenolic compound 
with phosphomolybdic acid reagent.

FIGURA I. Cromatograma TLC del extracto de metanol de C. orchioides en tres sistemas distintos 
de disolvente analizados a 254 y 366 nm (sistemas de disolventes indicados en la Tabla VI) A: Sistema 

de disolvente 1, B: Sistema de disolvente 2, C: Sistema de disolvente 3.

FIGURE I. TLC chromatogram of methanol extract of C. orchioides run in three different solvent system 
and scanned at 254 and 366 nm (solvent systems as in Table VI) A- Solvent system 1, B- Solvent system

2, C- Solvent system 3.

Longitud de onda 254

A

Longitud de onda 366
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Las investigaciones fitoqufmicas de C. or- 
chioides revelaron la presencia de un nuevo 
triterpenoide pentaefelico25. Se ha comunica- 
do la presencia de cuatro glucosidos fenoli- 
cos, identificados como curculigosido, gluco- 
sido de orcinol, cureuligina A y corquiosido26,27. 
Ademds de estos constituyentes, se han de- 
tectado tambien glucosidos de tipo cicloarta- 
no y sus glucosidos28. Estudios recientes de- 
muestran que ciertos productos de las plantas 
incluyen sustancias fenolicas, como flavonoi- 
des y taninos. Estas sustancias antioxidantes 
naturales tienen normalmente una fraccion 
fenolica en su estructura molecular. Se han 
detectado entre flavonoides, tocoferoles y 
catequinas. Los acidos organicos, carotenoi- 
des, hidrolizados de protefnas y taninos pue- 
den actuar como antioxidantes o tener efectos 
sinergicos cuando se utilizan conjuntamente 
con antioxidantes fenolicos. Los antioxidan
tes fenolicos tienen un gran poder destructor 
de radicales libres29. Los compuestos fenoli
cos, componentes biologicamente activos, son 
los principales agentes que pueden donar 
oxigeno a los radicales libres y de esta forma 
romper la cadena de la oxidation lipfdica en 
el primer paso de initiation. Este elevado 
potencial de los compuestos fenolicos para el 
barrido de radicales se puede deber a sus grupos 
hidroxilo fenolicos30. La actividad del extrac- 
to de metanol puede deberse a la presencia de 
glucosidos fenolicos. Sin embargo, el meca- 
nismo exacto de actuation solo se pede deter- 
minar tras la caracterizacion detallada de las 
fracciones activas del extracto.

Se puede concluir que la actividad de ba
rrido de los radicales libres del extracto de 
metanol de C.orchioides puede desarrollarse 
segun uno de los mecanismos anteriores al 
demostrar su eficacia en la medicina tradicio- 
nal. Se deben realizar estudios adicionales in 
vivo del farmaco. Ya se han iniciado estudios 
en estas lineas, cuyos resultados seguiran 
apareciendo en nuestras comunicaciones fu
tures.

Phytochemical investigations on C. orchioi- 
des revealed the presence of a novel penta- 
cyclic triterpenoid25. Four phenol glycosides 
have been reported and identified as curculi- 
goside, orcinol glucoside, curculigine A and 
corchioside26-27. Along with these constituents 
cycloartane type glycosides and their glyco
sides also reported28. Recent studies showed 
that a number of plants products include po- 
lyphenolic substances such as flavonoids and 
tannins. Those natural antioxidative substan
ces usually have a phenolic moiety in their 
molecular structure. They have been found 
among flavonoids, tocopherols and catechi- 
nes. Organic acids, carotenoids, protein hydro
lysates and tannins can act as antioxidants or 
have synergistic effects when used together 
with phenolic antioxidants. Phenolic antioxi
dants are potent free radical terminators29. 
Phenolic compounds, biologically active com
ponents, are the main agents that can donate 
hydrogen to free radicals and thus break the 
chain reaction of lipid oxidation at the first 
initiation step. This high potential of phenolic 
compounds to scavenge radicals may be ex
plained by their phenolic hydroxyl groups30. 
The activity of methanol extract may be due 
to presence of phenolic glucosides. The exact 
mechanism of action, however, could only be 
unfolded after detailed characterization of active 
moieties from extract.

It may be concluded that the free radical 
scavenging activity of methanol extract of 
C.orchioides may follow one of the above 
mechanisms in exhibiting its effectiveness in 
traditional medicine. Further in-vivo studies 
on evaluation of drug are warranted. Studies 
on these lines have already been taken up and 
shall follow in our future communications.
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