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RESUMEN

Introduccion: las plantas aromaticas y medicinales son una fuente potencial de
componentes antioxidantes. La Patagonia Argentina presenta un ambiente diverso en
especies nativas, las cuales deberian ser estudiadas en mayor profundidad debido a
su potencial farmacéutico, asi como para contribuir a fomentar su conservacion.
Objetivos: estudiar la actividad antioxidante de infusiones, tinturas y aceites
esenciales de las siguientes especies nativas de la Patagonia Argentina: Acantholippia
seriphioides (A. Gray) Moldenke, Adesmia boronioides Hook. f., Buddleja globosa
Hope, Fabiana imbricata Ruiz & Pav., Solidago chilensis Meyen. Identificar los
componentes volatiles presentes en los aceites esenciales.

Métodos: se obtuvieron infusiones y tinturas por la guia de las normas de la
Farmacopea Argentina VI edicion. Los aceites esenciales se obtuvieron por
hidrodestilacién con un aparato tipo Clevenger. El analisis de los componentes
volatiles se realiz6 mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas. Los
ensayos de actividad antioxidante se realizaron por el método del difenil-
picrilhidrazilo.

Resultados: las especies presentaron el siguiente orden de actividad antioxidante: B.
globosa > S. chilensis = F. imbricata = A . seriphioides > A. boronioides. Las
infusiones de B. globosa, S. chilensis y A. seriphioides, presentaron una actividad
antioxidante similar a Camellia sinensis (L.) Kuntze (“té verde”) y superior a Ginkgo
biloba (L.) Mant (especies reconocidas por su alto contenido de antioxidantes). La
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actividad encontrada para el aceite esencial de A. seriphioides se deba a sus
contenidos en timol y carvacrol. En cuanto a la actividad de S. chilensis podria
adjudicarse a su alto porcentaje de limoneno.

Conclusiones : este trabajo es el primero que estudia la actividad antioxidante de
plantas medicinales y aromaticas en la region noroeste de la Patagonia Argentina; los
resultados obtenidos demuestran que las especies estudiadas de dicha regidn son una
fuente rica en compuestos antioxidantes y de potencial valor como suplemento
dietario.

Palabras clave: actividad antioxidante; plantas medicinales; Patagonia Argentina;
Acantholippia seriphioides; Adesmia boronioides; Buddleja globosa; Fabiana
imbricata; Solidago chilensis.

ABSTRACT

Introduction: medicinal and aromatic plants have potential as sources of antioxidant
compounds. There is a great diversity of native species in Patagonia Argentina. It is
worthy to study them because of its pharmaceutical potential and to help promote
conservation.

Objectives: to analyze antioxidant activities of herbal teas, tinctures and essential
oils of native species from Patagonia Argentina: Acantholippia seriphioides (A. Gray)
Moldenke, Adesmia boronioides Hook. f., Buddleja globosa Hope, Fabiana imbricata
Ruiz & Pav., Solidago chilensis Meyen. Identify essential oils compounds.

Methods: infusions and tinctures were obtained according to Pharmacopoeia
Argentina VIt edition. The essential oils were obtained by hydrodistillation in a
Clevenger apparatus. Volatiles compounds were analyzed by gas chromatography-
mass spectrometry. Antioxidant activity assays were performed by difenil-
picrilhidrazilo method.

Results: antioxidant activity order was: B. globosa > S. chilensis > F. imbricata > A.
seriphioides > A. boronioides. Infusions of B. globosa, S. chilensis and A. seriphioides
presented an antioxidant activity similar to Camellia sinensis (L.) Kuntze ("green tea")
and higher than Ginkgo biloba (L.) Mant. The A. seriphioides essential oil activity was
probably obeyed to thymol and carvacrol presence. S. chilensis activity could be
owing to its high limonene content.

Conclusions: this study is the first report about antioxidant activity of medicinal and
aromatic plants in the northwest region of Patagonia Argentina. The results showed
that analyzed species are a rich source of antioxidant compounds and have potential
value as a dietary supplement.

Key words: antioxidant activity; medicinal plants; Patagonia Argentina;
Acantholippia seriphioides; Adesmia boronioides; Buddleja globosa; Fabiana
imbricata; Solidago chilensis.

INTRODUCCION

En los ultimos afos se ha incrementado el interés por nuevas fuentes naturales de
antioxidantes debido a dos razones principales: la primera es que presentan
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comprobados efectos benéficos sobre la salud, ya que contrarrestan la accion de los
radicales libres, lo cual se asocia a la prevencién y/o tratamiento de diversas
patologias;'?la segunda es que algunos antioxidantes sintéticos utilizados en la
industria alimenticia como por ejemplo el butilhidroxianisol (BHA) y el
butilhidroxitolueno (BHT), poseen efectos tdxicos, se bioacumulan en el tejido graso y
han demostrado ser carcindgenos en modelos animales.3->

Por lo expuesto existe un creciente interés por alternativas a los antioxidantes
sintéticos tanto de los investigadores, la industria, como de los consumidores, y
resulta relevante investigar nuevas fuentes naturales de antioxidantes, como pueden
ser las plantas aromaticas y medicinales.®’

Argentina cuenta con 1,529 especies de plantas medicinales nativas; mas del 45 %
no han sido analizadas quimicamente y el 58 % no han sido analizadas para evaluar
su actividad bioldgica.® La Patagonia Argentina, es una regidn que se reconoce como
un ambiente con diversidad y abundancia de plantas medicinales y aromaticas. Las
plantas que aqui se desarrollan deberian estudiarse en profundidad debido al
potencial farmacéutico que podrian tener, asi como para contribuir a fomentar su
cuidado y conservacién.?:10

En la actualidad, la mencionada regién es normal que las personas consuman
infusiones y tinturas de plantas medicinales y aromaticas nativas, lo que estaria muy
influenciado por el uso tradicional de las plantas que realizaban las etnias Tehuelche y
Mapuche, como lo sugieren trabajos etnobotanicos.!!*2 Aun asi, los antecedentes
sobre analisis quimicos y propiedades antioxidantes de plantas nativas de la region
SOn escasos.

Especies elegidas para el estudio
Acantholippia seriphioides (A. Gray) Moldenke (Verbenaceae)

Es un arbusto popular, conocido como “tomillo de campo”, alcanza alturas de entre
30 y 60 cm y se desarrolla en suelos rocosos de las regiones aridas de Argentina.!® Se
utiliza en forma de infusién como digestiva y para tratar la fiebre y el resfriado,
también se utiliza como condimento para las comidas.!?

Adesmia boronioides Hook. f. (Fabaceae)

Es un arbusto conocido como “paramela”, alcanza alturas de entre 40 cmy 2 m.%3 La
infusidn es utilizada como digestiva y para tratar sintomas respiratorios.? Estudios
previos del grupo de investigacién indican que su aceite esencial contiene alfa-pineno,
esquelenona, delta-cadineno, isoesquelenona y 1-epi-cubenol.*

Buddleja globosa Hope (Buddlejaceae)
Es un arbusto conocido como “pafil”, alcanza hasta 5 m de altura, esta especie es
endémica de las zonas humedas del sur de Chile y Argentina.!?® La infusion se utiliza
por via interna como digestiva, diurética y para el tratamiento de las Ulceras
gastricas. Ademas, se utiliza por via externa en el lavado de heridas, Ulceras y acné.!>
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Fabiana imbricata Ruiz & Pav. (Solanaceae)

Es una planta conocida con el nombre “palo piche”, alcanza hasta 3 m de altura y
crece en zonas semiaridas.'?!3 Su uso popular medicinal consiste en utilizar la
infusién como diurético y antiséptico de las vias urinarias, asi como para la disolucion
de calculos renales.!? Dicha infusidn es bien tolerada por humanos, no habiéndose
registrado reportes sobre adversidad o toxicidad.>

Solidago chilensis Meyen (Asteraceae)

Es una hierba perenne conocida con el nombre “vara amarilla”, alcanza entre 40 y
100 cm de altura. Esta especie es frecuente en los suelos himedos, es invasora y
colonizadora, gracias a sus rizomas.!3 La infusidon posee usos como diurética, sedante
y antihermorragica.!® Un estudio reciente desarrollado en el pais ha demostrado
actividad gastroprotectora de la infusidon en modelos de ulcerogénesis en ratones.®

El objetivo principal de este trabajo es analizar la actividad antioxidante en las
infusiones, tinturas y aceites esenciales de las especies nativas estudiadas. Ademas
determinar los componentes volatiles para cada especie aromatica.

METODOS
Recoleccion del material vegetal

Se colectdé material vegetal en poblaciones silvestres ubicadas en los siguientes sitios
y coordenadas de la provincia de Chubut, Patagonia Argentina (Fig. 1): A.
seriphioides, Gualjaina [42° 42' 4,5" S; 70° 45' 25" O]; A. boronioides, Esquel [42°
51' 20" S; 71° 17' 12" O]; B. globosa, Lago Puelo [42° 02' 02" S; 71° 31' 58,2" O];
F. imbricata, Esquel [42° 51' 20" S; 71° 17' 12" QO]; y S. chilensis, Esquel [42° 55'
48" S; 71° 21' 55" O]. Las especies fueron identificadas por el botanico Ing. Pedro
Guerra (Facultad de Ingenieria, UNPSJB) y depositadas en el Herbario de la Catedra
Plantas Medicinales (Facultad de Ciencias Naturales, UNPSJ]B) donde se les asignaron
los respectivos numeros de Voucher BG 11014, BG 21014, BG 31014, BG 41014 y BG
51014.

Reactivos y materiales

Los solventes y reactivos utilizados fueron de grado analitico, de Ciccarelli (Buenos
Aires, Argentina). El &cido ascérbico y el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) fueron
obtenidos de Sigma (USA). Las placas de silica-gel 60 F2s4 fueron obtenidas de Merck
y el papel de filtro nro. 4 de Whattman.
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Fig. 1. Area del estudio. Moroeste de la Region Patagdnica
{colar negra), provincia de Chubut (color gris), en el sur de la
Replblica Argentina.

Obtencion de infusiones, tinturas y aceites esenciales

Para preparar las infusiones y tinturas se siguieron las normas de la Farmacopea
Argentina VI edicidn.!” Las infusiones se obtuvieron por la acciéon durante 20 minutos
de 100 mL de agua destilada hirviendo sobre 5 g de material seco. Luego se filtraron
con el uso del embudo de vidrio, gasa, papel de filtro y un erlenmeyer. Se analizaron
al momento de su obtencidn.

Las tinturas se prepararon a partir de 50 g de material vegetal seco, al cual se le
agregaron 275 mL de una soluciéon compuesta por 70 partes de etanol y 30 partes de
agua destilada. La mezcla se dejé macerar por 7 dias en un lugar oscuro. Posterior, se
separo el liquido obtenido de los restos vegetales con el uso un embudo de vidrio,
gasa, papel de filtro y un erlenmeyer. Las tinturas obtenidas fueron colocadas en
frascos gotero color caramelo y conservadas en heladera a 4 °C hasta el momento de
su analisis.

Los aceites esenciales se obtuvieron con la utilizacidon de un aparato de destilacion con
trampa tipo Clevenger, se extrajo durante dos horas. ' Los aceites esenciales
obtenidos se colocaron en viales rotulados y se conservaron en heladera a 4 °C hasta
el momento de su andlisis.

Determinacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante de las infusiones y tinturas, se determiné directo sobre los
preparados tal como son utilizados por la poblacién, de acuerdo con el trabajo de Toit
y colaboradores.!® La actividad antioxidante total se determind segun el ensayo mas
utilizado en la actualidad, basado en la reaccion de sustancias antioxidantes con el
reactivo DPPH.19:20

55
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Plantas Medicinales 2016;21(1):51-62

Se realizd un ensayo cualitativo, con el uso de placas de silica-gel para cromatografia
en capa delgada y una solucion reveladora de DPPH (2 mg/mL). Se sembraron 3 pL
de cada extracto en una placa de silica-gel y se dejo secar a temperatura ambiente
durante 2 min. A continuacion, se rocié la placa con la solucién de DPPH y se dejé
secar a temperatura ambiente durante 5 minutos. La observacién de manchas
amarillas en la placa se tomd como indicacién de actividad antioxidante. Por el
contrario, si la placa permanecia de color violeta se considerd que el extracto o aceite
no presentaba actividad.?!

Luego se realizé un ensayo cuantitativo con el manejo del método
espectrofotométrico propuesto por Brand-Williams y colaboradores, '° utilizado
reciente por Almeida y colaboradores.?? Se prepard una solucién de 20 mg/L de DPPH
en metanol. Se utilizaron cubetas de espectrofotometria de 4,5 mL, en cada una de
las cuales se agregaron 3,9 mL de solucién de DPPH y luego 0,1 mL de cada muestra
a analizar. Las muestras a analizar fueron infusiones, tinturas y aceites esenciales, de
forma pura y las diluciones seriadas 2 que fueran necesarias para obtener el valor de
EC50. Cada muestra se prepard por triplicado.??

Se determind la absorbancia en un espectrofotdmetro ultravioleta-visible (UV) en dos
momentos diferentes para cada muestra: en el tiempo cero (antes de agregar la
muestra) y en el estado estable, a los 30 minutos de agregar la muestra, momento
en el que culmina la reacciéon entre el DPPH * y el sustrato analizado, cuando el valor
de absorbancia se hace constante.!® Para cada cubeta se calculé el porcentaje de
DPPH* remanente segun la siguiente formula:!°

Porcentaje de DPPH* remanente = (Valor de absorbancia en el estado estable/Valor
de absorbancia en el tiempo cero) x 100

Con los datos obtenidos de porcentaje de DPPH* remanente se realizd un grafico en
funcion de la cantidad de muestra para cada especie y por cada tipo de extracto. A
partir de los mismos, se realizé una regresion lineal que permitié obtener el
parametro EC50. Este parametro representa la cantidad (en este caso expresada en
ML de muestra antioxidante necesaria para disminuir la concentracién de DPPH* inicial
en un 50 %.'819 Luego se calculé el poder antirradical (ARP) de cada muestra. ARP es
definido como 1/EC50, un valor muy util y graficamente claro para comparar la
actividad antioxidante de diferentes extractos vegetales analizados en el mismo
sistema experimental, a mayor ARP mayor poder antioxidante.!?:23

Se realizd una curva de calibracion con distintas concentraciones de acido ascérbico,
un potente antioxidante natural hidrosoluble. Se obtuvo un valor de EC50 = 1,3 mg/L
para esta vitamina; luego, en base a este valor, se calculd la equivalencia entre la
actividad antioxidante de cada extracto y el acido ascérbico. De esta forma se expresa
el resultado de la actividad antioxidante en términos de equivalentes de acido
ascorbico (VCEAC).18:22

En este caso el valor de VCEAC es expresado como VCEAC 1000 mg, €l cual indica la
cantidad de mililitros de cada extracto que posee una actividad antioxidante
equivalente a la de 1,000 mg de acido ascérbico.

Se realizaron blancos con DPPH + metanol, y DPPH + agua destilada.

Para cada muestra las determinaciones de EC50 y ARP se realizaron por triplicado, de
tal manera que los resultados obtenidos se expresaron como la media + desviacion
estandar.?2
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Identificacion de componentes volatiles por gases-espectrometria de masas
(GC-MS)

Se realizd por el método de cromatografia de gases-espectrometria de masas
(GC-FID-MS) con el uso de un equipo Perkin ElImer GC modelo Clarus 500. La
identificacion se realizdé por comparacion de los indices de retencidén (IR) en dos
columnas de distinta polaridad (DB-5 y Carbowax 20 M) y sus espectros de masa con
los que figuran en nuestra base de datos y otras comerciales. La configuracién del
equipo fue la misma que la utilizada por Retta y colaboradores.?* La cuantificacion se
realizé por el método de porcentaje de areas, sin correccion por diferencias de
respuesta. Se tomd para cada componente la menor respuesta obtenida entre las
correspondientes a cada columna usada. Los datos obtenidos se procesaron con el
programa “Turbomass Reporter V 1.1 (Perkin Elmer Argentina, 2005)".24

RESULTADOS
Actividad antioxidante cualitativa

El resultado del ensayo cualitativo se resume en la figura 2. En la misma se muestran
las imagenes obtenidas de las placas de silica-gel para cada especie y para cada
infusidn, tintura y aceite esencial. Cabe recordar que mientras mas intensa, nitida y
clara es la mancha amarilla, mayor es la actividad antioxidante de la muestra.

Se observa que todas las especies presentan actividad antioxidante en alguno de los
extractos.; B. globosa presenta la mayor actividad entre las infusiones, todas las
tinturas presentaron una alta actividad, y entre los aceites esenciales A. seriphioides y
A. boronioides presentaron la mayor actividad antioxidante.

A, zerphioides A, boronioides B. qlobosa F. Imbricata 5. chilensis

sin datos

aceites
esenciales

infusiones

tinturas

Fig. 2. Ensayo cualitativo de DPPH, una mancha amarilla mas intensa v nitida indica
mayor actividad antiozidante,
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Actividad antioxidante cuantitativa

Se cuantificé la actividad antioxidante obteniéndose los valores de EC50, ARP y
VCEAC 1000 mg para cada especie y tipo de extracto. Los datos obtenidos de los
distintos parametros se presentan en la tabla. Puede verse por ejemplo que 313,16
mL de infusion de B. globosa presentan la misma actividad antioxidante que 1,000
mg de vitamina C con la técnica empleada.

Tabla. Parametros del ensayo de actividad antioxidante cuantitativo

EC+SD ARPSD VCEAC1000 mg
I | 2,26+0,35 0,45+0,06 445,76
A. seriphicides T 1,27+0,06 0,79+0,04 250,49
A | 1,08+0,02 0,93+0,02 213,02
I | 23,31+4,72 | 0,04+0,01 4597,63
A, boromioides T 1,91+0,10 0,52+0,00 376,73
A | 0,00+1,88 0,10+0,02 1970,41
& oloh I | 1,50+0,08 0,63+0,03 313,61
- globosa T | 0,38+0,01 2,62+0,05 74,95
— I | 5,86+0,28 0,17+0,01 1155,82
- Imbricata T | 0,50£0,06 2,02+0,22 98,52
I | 2,05+0,03 0,49+0,01 404,34
S. chilensis T | 0,54+0,03 1,84+0,11 106,51
A | 83,50+4,07 | 0,01+0,00 16487,18

I = infusion, T = tintura y A = aceite esencial.
EC50 se presenta en valores absclutos de pL de extracto o aceite esencial.
ARP 25 un nimero adimensional definide como 1/ECS0.
WVCEAC1000 mg indica la cantidad en mL de cada extracto que posee una actividad
antioxidante equivalente a la de 1,000 mg de 2cido ascérbico.

En la figura 3 se muestra el valor de ARP para cada especie, se presenta una columna
correspondiente a cada especie estudiada. Cabe recordar que un mayor valor de ARP
significa una mayor actividad antioxidante y es un parametro directo para comparar
distintos valores obtenidos en el mismo sistema experimental. Se puede observar
como B. globosa presenta el valor mas alto de ARP total, seguida por S. chilensis, F.
imbricata y A. seriphioides. Ademas se muestra en qué proporcién contribuye cada
infusidn, tintura y aceite esencial al ARP para cada especie. Puede verse, por ejemplo,
como para F. imbricata la tintura representa la mayor parte del ARP de esa especie; o
como el aceite esencial es importante en el ARP total de A. seriphioides.
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Valores de ARP para las especies
ARP P P

3,501
3,001
2,507
2,004
1,50+
1,001
0,504

0,00 - ) . — l

A.serphioides  A.boronioides B.globosa F.imbricata  S.chilensis

aceite esencial tintura B infusion

Fig. 3. Ensayo cuantitativo de DPPH, valores de ARP para las
distintas especies y extractos.

Identificacion de componentes volatiles

A continuacién se presentan los componentes identificados en los aceites esenciales
gue se hallaron en una concentracién mayor al 5 %, los que podrian tener alguna
relacion con la actividad antioxidante observada:

e Seriphioides: para-cimeno 50,2 %, gamma-terpineno 15,6 %, timol 14,2 % vy
carvacrol 5,9 %.

e Boronioides: alfa-pineno 7,7 %, esquelenona 13,3 %, delta-cadineno 11,9 %,
isoesquelenona 8,8 % y 1-epi-cubenol 5,6 %.

e B. globosa: el rendimiento de aceite esencial fue infimo por lo que se pudo
cuantificar con el método utilizado.

e F. imbricata: tricicleno 45,4 %, alfa-pineno 14,4 % y canfeno 15,8 %.

e S, chilensis: mirceno 6,2 %, alfa-felandreno 13,1 %, limoneno 31,2 % y
germacreno D 36,6 %.

DISCUSION

El presente trabajo es el primero que estudia la actividad antioxidante de especies de
plantas medicinales y aromaticas de la region noroeste de la Patagonia Argentina.

Se estudiaron en cuanto a su actividad antioxidante las infusiones y tinturas de las
especies A. seriphioides, A. boronioides, B. globosa, F. imbricata y S. chilensis y los
aceites esenciales de las especies A. seriphioides, A. boronioides, F. imbricata y S.
chilensis.

En términos de ARP total, las especies analizadas presentaron el siguiente orden de
actividad antioxidante: B. globosa > S. chilensis > F. imbricata = A. seriphioides > A.
boronioides.

Los valores de actividades antioxidantes observados para los aceites esenciales son
variables y dependientes de la especie considerada, lo cual se condice con la
variabilidad quimica y ecoldgica que suelen presentar este tipo de extractos.® En el
caso de las infusiones, todas presentaron actividad antioxidante con valores
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relevantes para el sistema experimental utilizado; lo que sugiere que las infusiones de
plantas medicinales de la Patagonia Argentina son una potencial fuente de
antioxidantes dietarios.” Las tinturas de todas las especies presentaron elevados
valores de ARP, lo que tal vez se deba a la gran capacidad extractiva que posee el
etanol utilizado en este tipo de preparacién galénica. Las actividades antioxidantes de
infusiones y tinturas pueden deberse al contenido de compuestos fendlicos, por lo
tanto en el futuro seria interesante profundizar en la caracterizacion quimica de este
tipo de extractos.”

Se puede observar una correlacidon entre los resultados de los andlisis de actividades
antioxidantes por los métodos cualitativo y cuantitativo, este hecho destaca la utilidad
del ensayo cualitativo inicial cuando se desea estudiar un elevado nimero de
muestras.

Se destacan los atributos que poseen como fuentes de antioxidantes exdgenos las
infusiones de B. globosa, S. chilensis y A. seriphioides, las cuales presentan una
actividad antioxidante en términos de VCEAC similar a la infusién de Camellia sinensis
(“té verde”) y superior a la infusién de Ginkgo biloba, especies reconocidas en todo el
mundo por su alto contenido de antioxidantes. Esta afirmacion surge de comparar los
resultados de VCEAC de las infusiones aqui analizadas con los datos obtenidos para
ésas especies con las mismas técnicas por Toit y colaboradores.!®

La actividad antioxidante encontrada para el aceite esencial de A. seriphioides es
probable que se deba a sus componentes timol y carvacrol.?® La actividad
antioxidante encontrada para S. chilensis se deba a su alto contenido en limoneno.?>
En el caso del aceite esencial de A. boronioides se sugiere profundizar el estudio de la
actividad antioxidante de sus componentes, ya que estos alin no han sido estudiados
de forma individual.

Barboza y colaboradores plantean que en Argentina es necesario crear un programa
nacional de conservacion de plantas medicinales y caracterizar quimicamente a las
especies nativas.®® En este sentido, el presente trabajo constituye un aporte
relevante en cuanto a la caracterizacién quimica de las especies nativas estudiadas. El
conocimiento aqui presentado podria contribuir a promover el uso popular sustentable
y la conservacién de las plantas medicinales analizadas.

En vista de los prometedores resultados aqui presentados para las plantas
medicinales nativas de la Patagonia Argentina, existe el proyecto de ampliar este tipo
de estudios, con el uso de un mayor nimero de especies y la caracterizacién quimica
de los extractos.
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