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RESUMEN:

El género Larrea (Zygophyllaceae) comprende cinco especies, de las cuales cuatro de
ellas crecen en Argentina: Larrea ameghinoi Speg., L. cuneifolia Cav., L. divaricata Cav. y L.
nitida Cav., mientras que la especie Larrea tridentata (DC.) Coville crece en México. La
caracterizacion quimica de las resinas, extractos globales, aceites esenciales y decocciones, asi
como la actividad biologica del género Larrea, han sido exhaustivamente estudiadas y
reportadas. No obstante, Larrea ameghinoi es una especie escasamente estudiada por la
comunidad cientifica, con algunos reportes hasta la fecha. Por tal motivo, el objetivo de esta
tesis fue establecer el potencial fitoterapéutico de la especie de uso popular L. ameghinoi,
mediante la evaluacién de sus actividades antioxidantes y antimicrobianas, y el estudio de su
perfil quimico (compuestos fendlicos, flavonoides y la presencia de biomarcadores del género)
de dos muestras de esta especie, colectadas en dos localidades: Maquinchao (MAQ) y una zona
cercana a Las Grutas (SAO), de la provincia de Rio Negro, Argentina. A partir de los extractos
metanolicos de las partes aéreas de Larrea ameghinoi (EMLa SAO y EMLa MAQ) se evaluaron
sus actividades antioxidante y antimicrobiana. El contenido de flavonoides y compuestos
fenolicos fue determinado espectrofotométricamente por el método del tricloruro de aluminio
y Folin-Ciocalteu, respectivamente y se realizo el analisis cualitativo por cromatografia en capa
delgada (CCD) utilizando reveladores especificos para flavonoides y compuestos fenolicos con
estandares aislados de otras especies del género. Los EMLa SAO y EMLa MAQ presentaron
una interesante actividad antimicrobiana. La muestra colectada descripta como SAO fue
significativamente activa frente a bacterias Gram positivo con un valor de concentracién
inhibitoria minima (CIM) de 125 pg/mL, en comparacion con la accion del EMLa MAQ
(CIM>1000 pg/mL). Ambas muestras también presentaron moderado efecto de accion frente a
un panel de levaduras de incidencia clinica. Ademas, se determiné que las muestra SAO y MAQ
presentaron efecto antioxidante, con valores de 1Cso de 10 y 10,5 pg/mL para la actividad
atrapadora del radical DPPH y valores de TEAC de 54,84 y 54,88 mg ET/g extracto,
respectivamente. Cabe destacar que no se observaron diferencias significativas entre las
muestras analizadas. Se encontrd similitud en el contenido de fenodlicos totales (239,5 mg
EAG/g de extracto SAO y 215,6 mg EAG/g de extracto MAQ) y diferencias significativas en
el contenido de compuestos flavonoides (28,44 y 15,28 mg EQ/g en el EMLa SAO y en EMLa
MAQ, respectivamente). Por otro lado, mediante CCD se identificd la presencia de flavonoides
de polaridad media y compuestos fenolicos polares, destacAndose la presencia del &cido

nordihidroguaiarético, biomarcador del género Larrea. Es relevante destacar que este trabajo
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representa un estudio preliminar que informa la actividad biologica y el perfil quimico de
Larrea ameghinoi, este permitiria establecer las bases para dar sustento cientifico al uso de esta
especie en la medicina tradicional, considerando la necesidad de futuros estudios mas

exhaustivos que determinen desde otras perspectivas sus efectos fitoterapéuticos.

Palabras clave: Larrea ameghinoi, potencial fitoterapéutico, actividad antimicrobiana,

actividad antioxidante, compuestos fenolicos y flavonoides, perfil quimico.
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1. INTRODUCCION:

1.1. Especies vegetales con propiedades fitoterapéuticas.

La humanidad ha utilizado las especies vegetales por su valor de uso medicinal desde
los comienzos de la civilizacion y su utilizacion se ha conservado durante muchos siglos en
todo el mundo. En la actualidad, estas especies ocupan un papel esencial en el cuidado de la
salud, ya que un gran numero de principios activos que forman parte de medicamentos
modernos han sido aislados a partir de fuentes naturales (Haag y col., 2017; Vieyray col., 2022;
Gallia, 2023; Cabrera, 2023). Asimismo, el interés por la medicina tradicional se extiende mas
alla de los productos, abarcando practicas y profesionales. Se calcula que aproximadamente un
80% de la poblacién mundial utiliza las especies vegetales y sus derivados para la atencion
primaria de salud. En virtud de ello, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce la
importancia de la Medicina Tradicional y Complementaria (MTC) en la atencién sanitaria y su
uso generalizado en todo el mundo; y ha solicitado a los gobiernos reconocer y validar aquellas
practicas tradicionales insertas en el acervo cultural de los diferentes paises, que promueve la

investigacion cientifica para evaluar la eficacia y seguridad de estas practicas (OMS, 2013).

La OMS define a la medicina tradicional como el “conjunto de conocimientos,
capacidades y practicas basados en las teorias, creencias y experiencias propias de diferentes
culturas, explicables o no, utilizadas para mantener la salud y prevenir, diagnosticar, mejorar o
tratar enfermedades fisicas y mentales”. Por otro lado, definen a la medicina complementaria o
alternativa como un “amplio conjunto de practicas de atencion de salud que no forman
parte de la tradicion ni de la medicina convencional de un pais dado, ni estan totalmente
integradas en el sistema de salud predominante”. Ambos términos, conforman lo que se
conoce como MTC. Asimismo, las plantas de uso medicinal son consideradas para esta
organizacion como: “cualquier especie vegetal que contiene sustancias que pueden ser
empleadas para propdsitos terapéuticos o cuyos principios activos pueden servir de precursores

para la sintesis de nuevos farmacos” (OMS, 2013).

Numerosos investigadores han documentado que las especies vegetales y sus productos
naturales poseen potentes propiedades medicinales, lo que sugiere que pueden resultar una
alternativa para tratar dolencias o afecciones, debido a que representan actividades antioxidante,
antiinflamatoria, antimicrobiana, entre otras (Petrovska, 2012; Rico, 2015; Simirgiotis y col.,

2016; Gomez y col., 2021). En Argentina crecen mas de 1500 especies vegetales nativas las
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cuales son usadas en la medicina tradicional, aunque muchas de ellas ain no han sido analizadas
guimicamente ni evaluadas sus potenciales propiedades (Rondina y col., 2008; Alonso y col.,
2015; Heissenberg y col., 2019).

Si bien, se han informado numerosos resultados prometedores en pruebas clinicas y
ensayos realizados con especies de uso medicinal para el tratamiento eficiente contra afecciones
o0 dolencias, resulta fundamental ampliar la evidencia mediante la realizacion de un mayor
namero de ensayos que permitan asegurar el efecto especifico y significativo de los extractos,
decocciones e infusiones utilizados (Haag y col., 2014; Lorenzo y col., 2020; Goémez y col.,
2021; Cabrera, 2023).

1.2. Principales compuestos bioactivos.

En la actualidad, gracias al uso de distintas técnicas avanzadas de caracterizacion
quimica, es posible identificar los metabolitos presentes en diferentes preparados de especies
vegetales que se utilizan tradicionalmente por sus propiedades benéficas en la salud (Singleton
y col., 1999; Chang y col., 2002; Aglero y col., 2011; Simirgiotis y col., 2013; Worley y col.,
2013; Simirgiotis y col., 2016; Roche, 2023).

Los metabolitos secundarios, a diferencia de los primarios que estan presentes en las
especies vegetales con roles esenciales para el crecimiento y desarrollo, son compuestos
organicos producidos por las plantas que desempefian un papel crucial en la proteccion contra
patdgenos y herbivoros, asi como en la sefializacion. Ademas brindan a las especies propiedades
atrayentes de polinizadores y animales dispersores de semillas, actlan como agentes
alelopaticos y en respuesta a factores estresantes abioticos y condiciones climaticas extremas
(Taiz y col., 2006). Entre los metabolitos secundarios méas destacados, los compuestos fenolicos
son particularmente importantes debido a sus propiedades terapéuticas reportadas hasta el
momento como: antimicrobiana, antioxidante y antiinflamatoria, entre otras (Colina, 2016;
Santos de Lima y col., 2017; Lorenzo y col., 2020; Misaraime, 2023). Esta categoria de
compuestos comprende acidos fendlicos, flavonoides, cumarinas, quinonas, antocianinas y
demas (Lin y col., 2016; Qadir y col., 2017; Gastaldi, 2019). Su estructura posee uno 0 mas
grupos hidroxilos unidos a un anillo aromético, que le permiten ser metabolitos con efectos
diversos, ya que pueden neutralizar electrones desapareados de los radicales libres,
generalmente por transferencia del atomo de hidrégeno del grupo hidroxilo y, detener asi, la

propagacion de reacciones en cadena (antioxidantes) (Vermerris y col., 2007) o actuar como
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inhibidores membranas celulares de microorganismos (antimicrobiano). En consecuencia, la
determinaciéon y el estudio de los compuestos fendlicos es de gran relevancia para la
comprension de las propiedades de las especies vegetales de uso medicinal utilizados por las
distintas comunidades (Lin y col., 2016; Hernandez, 2017; Gastaldi, 2019).

1.3. Radicales libres y Actividad Antioxidante de las especies vegetales.

Un radical libre es una molécula inestable que se distingue por tener un electrén
desapareado en su orbital externo, éstos se generan normalmente en el organismo en algunas
etapas del metabolismo celular, por ejemplo en la cadena transportadora de electrones
mitocondrial (complejos respiratorios I-111) donde un electron es transferido al oxigeno,
convirtiéndolo en un anion superoxido (Brand, 2010). Ademas, ciertas sustancias, como
algunos medicamentos, el humo del cigarrillo, la radiacion ionizante, la contaminacion
ambiental, la luz ultravioleta y ciertos agentes quimicos, pueden generar radicales libres. Por
tal motivo, estas moléculas son de interés bioldgico debido a su alta reactividad y capacidad
para causar dafio en el organismo (Viaday col., 2017; Sanchez-Valle y col., 2018). Las especies
reactivas de oxigeno (EROs) interacttan en las células con diferentes moléculas constituyentes
0 no de sus membranas, como proteinas, lipidos, carbohidratos y &cidos nucleicos,
generalmente, mediante reacciones en cadena que generan la inactivacion irreversible de estas
moléculas diana (Bhattacharyya y col., 2014; Sadowska-Bartosz y col., 2014; Guija-Guerra 'y
col., 2023).

Se conoce que el ser humano cuenta con un sistema antioxidante coordinado que ejerce
un efecto protector sobre el organismo y le permite controlar las concentraciones de radicales
libres. Este sistema estd compuesto por sustancias enddgenas (enzimaticas y no enziméticas) y
exogenas. De acuerdo a San-Miguel (2009), un antioxidante es definido como “cualquier
sustancia que estando presente a bajas concentraciones, en relacion a las del sustrato oxidable,

retrase considerablemente o inhiba la oxidacion de dicho sustrato”.

Los antioxidantes enzimaticos constituyen la primer linea de defensa, la cual esta
constituida por las enzimas superoxido dismutasa (SOD), que convierte el anion superdxido en
perdxido de hidrégeno, glutation peroxidasa (GPX) que reacciona con el H202 y elimina los
hidroperdxidos, glutatién reductasa (GR) que reduce el glutatiébn oxidado y forma dos
moléculas de glutation reducido, catalasa (CAT) que descompone el per6xido de hidrogeno en

agua y oxigeno, entre otros (Figura 1) (Banwo y col., 2021).
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Figura 1: Mecanismo general de produccidn y neutralizacion de especies reactivas
de oxigeno. RE: Reticulo endoplasmatico; PX: Peroxisoma; GSSG: Glutation
oxidado; 2GSH: Glutation reducido. Extraido de Sanchez-Valle y col. (2018).

Ademas, dentro de los antioxidantes exdgenos podemos encontrar compuestos que, se
obtienen a través de la dieta, los cuales desempefian un papel crucial en la prevencién del dafio
causado por las especies reactivas de oxigeno (EROs). Estos antioxidantes incluyen vitaminas
A, E (o-tocoferol) y C (&cido ascorbico), minerales (manganeso, selenio, cobre, hierro),
carotenoides, acidos fenolicos, algunos azlcares y aminodcidos (Nufiez, 2011; Mattera y col.,
2017; Banwo y col., 2021; Guija-Guerra y col., 2023).

Cuando se genera un desequilibrio entre la produccién de EROs y las defensas
antioxidantes, con predominio de los primeros, se promueve un dafio potencial, estado es
conocido comdnmente como estrés oxidativo. EI mismo es la repercusion en el organismo de
un aumento en la produccion de radicales libres, o la disminucion en el sistema de defensa
antioxidante (Hidalgo, 2018). Diversos estudios epidemioldgicos muestran la estrecha relacion
gue existe entre el estrés oxidativo y las enfermedades cronicas no transmisibles como cancer,
diabetes mellitus, psoriasis, aterosclerosis, afecciones gastrointestinales, hipertension arterial,
neurodegenerativas, entre otras (Martinez y col., 2003; Viada y col., 2017; Sanchez-Valle y
col., 2018; Hidalgo, 2018; Guija-Guerra y col., 2023). Cabe destacar, que existen numerosos
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reportes sobre la actividad antioxidante de especies vegetales, los cuales sustentan la idea de
que éstas representan una fuente potencial de compuestos fitoquimicos para el tratamiento de
dolencias o afecciones relacionadas con el estrés oxidativo (Hernandez y col., 2015; Moreno y
col., 2020; Goémez y col. 2021; Vieyra y col., 2022; Gallia, 2023).

1.4. Actividad Antimicrobiana de las especies vegetales.

Muchos trastornos causados por diferentes microorganismos, como las bacterias y
hongos patdgenos, generan una variedad de problemas de salud, como lesiones ulcerativas,
inflamaciones cronicas en el sistema digestivo, enfermedades pulmonares, autoinmunes,
urinarias, entre otros (Moreno y col., 2020; Valero y col. 2023; Lliguin y col., 2023). En
diversos estudios, se ha informado la creciente resistencia bacteriana a los antibidticos, asi como
los multiples efectos secundarios, convirtiéndose en un grave problema global para la salud.
Esta situacion se atribuye a maltiples causas como: administracion inadecuada de dosis, calidad
deficiente de medicamentos, acceso limitado a tratamientos, uso excesivo e inadecuado por la
practica de la automedicacion (Rocha y col., 2015; Valero y col. 2023; Sharif y col. 2023).
Consecuentemente, ha surgido un interés comun en la busqueda de compuestos bioactivos o
nuevos farmacos derivados de diferentes preparados de especies vegetales conocidas por sus
propiedades medicinales, asi como también comprender su perfil bioquimico y evaluar su
potencial antimicrobiano como una alternativa ante esta problematica (Vivot y col., 2012; Ruiz
y col., 2019; Moreno y col., 2020; Gémez y col., 2020; Gomez y col., 2021; Huaraca y col.,
2021).

En este contexto, se ha evidenciado que las especies vegetales representan una fuente
prometedora de compuestos bioactivos para el desarrollo de nuevos farmacos, exhibiendo
efectos positivos frente a una amplia variedad de enfermedades. Su capacidad para sintetizar
compuestos (metabolitos secundarios) con destacadas propiedades bioldgicas, incluyendo
efectos antimicrobianos, las convierte en una alternativa natural a nivel mundial en la busqueda

de nuevos medicamentos (Davicino y col., 2011; Atef y col. 2019; Lliguin y col., 2023).

1.5. Caracterizacion quimica mediante cromatografia en capa delgada.

La cromatografia en capa delgada CCD (TLC, del inglés Thin Layer Chromatography)
es una técnica cromatografica que se utiliza por ser rapida, sencilla y de bajo costo, ésta permite

analizar distintas muestras en simultdneo para ser comparadas con patrones de referencia.
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Ademas, su uso sigue vigente debido a que utiliza pequefias cantidades de reactivos, estandares
y muestras, aunque presenta baja sensibilidad comparado con otras metodologias (Renger,
1998; Kumar y col., 2013).

La aplicacion de esta técnica consiste en introducir la fase estacionaria (placa
cromatografica con la muestra previamente sembrada) (Figura 2a), en un recipiente cerrado que
contiene un pequefio volumen del solvente o mezcla de solventes que constituyen la fase movil,
la cual circulara a través de la placa debido al fendmeno de capilaridad, lo que conllevara un
reparto diferencial de los productos que estan presentes en la muestra entre el solvente y el
adsorbente (Figura 2b). Una vez que el frente del solvente alcance el limite de la placa, los
puntos procedentes de la muestra separados (Figura 2c) se visualizan por fluorescencia.
Finalmente, los compuestos pertinentes se identifican por sus colores caracteristicos o
fluorescencia con ayuda de reveladores especificos y sus valores del factor de retencion (Rf,
Figura 2d), los cuales, al ser comparados con un patrén de referencia permiten la identificacion
de los metabolitos que constituyen la muestra, identificando asi los compuestos de interés
(Vallejo-Rosero y col., 2021).

La CCD, permite determinar el grado de pureza de un compuesto, identificar y comparar
analitos, asi como también realizar el seguimiento de una reaccién, razon por la que es
ampliamente usada. Asimismo, esta técnica permite separaciones de los componentes de una
muestra en corto tiempo y una identificacion cualitativa con la ayuda de estandares de

referencia.
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Figura 2: Pasos basicos de la cromatografia en capa delgada. Extraido de Vallejo-Rosero y col. (2021).

Pégina | 15



1.6. Caracteristicas del género Larrea.

El género Larrea (Zygophyllaceae) esta compuesto por arbustos lefiosos de hoja
perenne, es caracteristico de la provincia fitogeografica del Monte y posiblemente es el género
de arbustos desérticos mas extendido en el Continente Americano, siendo Argentina y México
su habitat principal. De este género, cuatro especies se encuentran ampliamente distribuidas en
Argentina (Larrea ameghinoi Speg., L. cuneifolia Cav., L. divaricata Cav. y L. nitida Cav.)
(Figura 3), dos de estas especies también habitan en Chile (L. divaricata y L. nitida) y una crece
en México: L. tridentata (DC.) Coville (Kiesling, 2003; Aliscioni y col., 2017; WFO, 2023).
Asimismo, un factor diferencial es que todas las especies de Larrea son arbustos micréfilos con

cuticulas resinosas y estomas pequefios (Morello, 1951).

Figura 3: Especies del género Larrea distribuidas en Argentina, con referencia de la hoja caracteristica de cada una. A: L.
ameghinoi, B: L. nitida, C: L. cuneifolia, D: L. divaricata (Imagenes extraidas del Instituto de Botanica Darwinion, 1897).
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1.6.1 Propiedades atribuidas a las especies del género.

Los integrantes de Larrea en Argentina, se agrupan bajo el nombre verndculo de
“jarillas”, las cuales se usan en la medicina tradicional argentina y en comunidades andinas para
el tratamiento de heridas y contusiones, como desinfectantes de heridas, repelente de insectos,
para la construccion de techos en zonas rurales y como lefia para cocinar alimentos. Se conoce
que extractos, decocciones e infusiones de partes aéreas de la mayoria de las especies de este
género presentan diversas actividades bioldgicas tales como antimicrobianas, antioxidantes e
inhibidoras de enzimas, antiinflamatorias, antiulcerosas, inmunomoduladoras, antitumorales,
entre otras (Martins, y col., 2013; Martino y col. 2013; Skouta y col., 2018; Peralta, 2019;
Morén-Santibafiez y col., 2019; Moreno y col., 2020; Gémez y col., 2021; Isla y col., 2021).

Sin embargo, no sélo las preparaciones antes mencionadas resultan interesantes en estas
especies, sino que sus aceites esenciales de acuerdo a lo informado por ltza (2019), presentan
propiedades antifungicas y antibacterianas frente a bacterias Gram positivo y Gram negativo.
Existe una asociacion vegetal entre las especies y algunos productos naturales, lo que permite
una asociacion botanica y cuyas propiedades bioldgicas también estan relacionas. Un ejemplo,
es el propbleo andino asociados a Larrea nitida cuyos reportes sobre la capacidad
antimicrobiana han permitido asociar botanicamente este producto natural. Entre las especies
evaluadas con el extracto de propdleo colectado en diferentes departamentos de la provincia de
San Juan, se encontrd que las levaduras Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae y C.
neoformans fueron las mas sensibles. Aguero y col. (2011), informaron que los extractos de
propoleos asociados a Larrea (L. divaricata y L. nitida) mostraron un notable efecto flngico

frente a hongos del género Candida y dermatofitos.
1.6.2. Biomoléculas del género.

Numerosos trabajos han informado la composicion quimica de extractos y exudados de
distintas especies del género Larrea (L. divaricata, L. cuneifolia y L. nitida), obtenida mediante
la técnica cromatogréafica liquida de alta resolucidn acoplado a espectrometria de masas (HPLC-
MS/MS), donde se detectaron e identificaron diversos metabolitos, entre ellos acidos fenolicos,
flavonoides, lignanos, destacandose principalmente el &cido nordihidroguaiarético (NDGA) y
sus derivados (Moreno y col., 2018; Gémez y col., 2021).
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Por otra parte, se ha estudiado el aceite esencial de L. divaricata, en el cual se determiné
el contenido de terpenos mediante cromatografia gaseosa acoplada a un espectrémetro de masa
(limoneno, canfeno, borneol y alcanfor) y varios flavonoides (Davicino y col., 2011).
Asimismo, se report6 que el aceite de L. tridentata posee como constituyentes mayoritarios
terpenos como el timol y carvacrol, ademas de contener numerosos flavonoides (Bufiuelos y
col., 2018). También se aislaron de los extractos de propoleo y exudado de L. nitida el lingano:
acido NDGA vy sus derivados, considerandos como los principales compuestos responsables de
la actividad antifangica (Agtero y col., 2011) y su capacidad para actuar como eliminador de
radicales libres generados durante los procesos inflamatorios (Palacio y col., 2011). En otro
estudio realizado por Isla y col. (2021), se report6 que en infusiones y decocciones de flores de
L. divaricata el principal compuesto era el NDGA, sumado a la presencia de flavonoides como

quercetina, kaempferol e isorhamnetina.

Existen numerosos informes sobre las propiedades antioxidantes, antinflamatorias,
antimicrobianas, antivirales, anticancerigenas y como protectores contra trastornos
neurodegenerativos de moléculas del tipo flavonoides y el NDGA identificadas y aisladas de
especies del género Larrea (Gnabre y col., 2015; Moreno y col., 2018; Carabajal y col., 2020;
Skrajda-Brdak y col., 2020).

1.7. Especie en estudio: Larrea ameghinoi.

1.7.1. Descripcion botanica de la especie.

Larrea ameghinoi Speg. conocida cominmente como “Jarilla rastrera”, es un arbusto
endémico de la Patagonia Argentina que habita en zonas bajas, desde Neuquén hasta Chubut
entre los 200 y 800 msnm. Es una planta lefiosa resinosa, ramosa, postrada, que crece como Si
estuviera adherida al suelo en toda su extensién y mide aproximadamente 10 centimetros de
altura y sus ramas son torcidas (Figura 4). Esta especie florece desde octubre hasta fines de
noviembre, periodo en el que se aprecian sus flores amarillas. Se distingue del resto del género
por poseer hojas (5-8 x 2-3 mm) subsésiles, con 3-7 foliolos imparipinnados desiguales, con un
foliolo terminal, soldado y méas pequefio. Su fruto es una capsula con pelos blanco grisaceos; el

cual presenta 5 semillas pequefias, lisas, arrifionadas (Figura 5).
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Figura 4: Larrea ameghinoi con crecimiento horizontal cerca del suelo (Extraido de Instituto de Botanica Darwinion,
1897).

Figura 5: Larrea ameghinoi, A: Planta con hojas, B: Hojas con foliolos imparipinados, B’: Tricomas., C y C’: Detalle de
flor. D: Fruto (Extraido de Instituto de Botanica Darwinion, 1897).
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Esta especie, es la Unica en dispersar el fruto completo, a pesar de que el mismo es seco
y dehiscente, siendo un caso particular de "dispersion esclerendocoria”. Ademas, presenta hojas
que crecen de forma horizontal y su proceso de desarrollo se caracteriza por su postura postrada.
Estas particularidades le brindan la capacidad de prosperar en zonas expuestas a los vientos
caracteristicos del oeste patagonico. De acuerdo a lo informado por Zuloaga y col. (2019), el
follaje es el elemento atractivo para el dispersor, quien ingiere los frutos al consumir las hojas.
Por ello, integra en forma significativa la ingesta de los caprinos en el periodo de reposo

vegetativo del pastizal natural en el Chaco Arido.
1.7.2. Antecedentes de Larrea ameghinoi.

L. ameghinoi, ademéas de su importancia cultural y simbolica, constituye una fuente
promisoria de compuestos bioactivos con potenciales beneficios para la salud humana. Siendo
valorada por los pueblos originarios, sus usos se han transmitido a través del saber popular. La
corteza y hoja son utilizadas popularmente para tratar diversas dolencias en forma de diferentes
preparaciones, por ejemplo, como infusiéon de la hoja, conocida como “té de Jarilla”, o sus
vapores, los que son indicados para disminuir la fiebre, trastornos estomacales, afecciones
respiratorias como la bronquitis, tratar el dolor de espalda, y como emenagogo, ya que estimula
y favorece el flujo menstrual. Ademas, de calmar el dolor reumatico debido a su aplicacion en
forma de cataplasma (Patagonia, 2002; Alarcon y col., 2004; Ferreyra y col., 2021; Cabrera,
2023).

En los ultimos afios, se ha reportado la actualizacién quimica de algunas especies de
Larrea (Gomez y col., 2021). Particularmente, de acuerdo a los datos proporcionados
recientemente por Cabrera (2023) de L. ameghinoi basados en pruebas de germinacion y
establecimiento, informd que esta especie muestra una considerable probabilidad de
sobrevivencia en comparacion con las otras variantes del mismo género, ya que presenta
semillas capaces de dar origen a un mayor nimero de plantulas, méas vigorosas y en menor
tiempo, por su mayor energia y vigor germinativo. Esta informacion resulta esencial para
programas de bioprospeccion y multiplicacién masiva bajo condiciones controladas, sobre todo
teniendo en cuenta que sus poblaciones son muy escasas. En este estudio, también se
identificaron los métodos méas optimos para extraer compuestos fenolicos de L. ameghinoi y se
inform6 que el extracto de esta especie es capaz de capturar los radicales libres ABTS™" y DPPH,
por lo que puede ser considerada como fuente de compuestos bioactivos con potencial

antioxidante.

Pégina | 20



Teniendo en cuenta que las partes aéreas de esta especie en las provincias andinas del
sur de Argentina son empleadas para tratar diversas dolencias y considerando que hasta la
actualidad es escaso el estudio sobre la caracterizacion quimica y actividad bioldgica del
extracto de L. ameghinoi, se plantea el desarrollo de este trabajo de tesis que tiene como
hipotesis y objetivo:

1.8. HIPOTESIS DE TRABAJO:

La especie Larrea ameghinoi presenta potencial uso fitoterapéutico, el cual puede ser
determinado mediante la evaluacion de sus actividades antioxidante, antimicrobiana y el

estudio de su perfil quimico.

1.9. OBJETIVO GENERAL.:

Establecer el potencial fitoterapéutico de la especie de uso popular Larrea ameghinoi,
mediante la evaluacion de sus actividades antioxidantes y antimicrobianas, y el estudio de su

perfil quimico (compuestos fendlicos, flavonoides y la presencia de biomarcadores del género).

1.9.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar el efecto antioxidante in vitro de los extractos metandlicos de L. ameghinoi
mediante un panel de ensayos estandarizados.

2. Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos metandlicos de L. ameghinoi frente
a un panel de bacterias y hongos levaduriformes tipificados y aislados clinicos
provenientes del Hospital Pablico Dr. Marcial Quiroga.

3. Cuantificar y determinar el perfil de los compuestos fendlicos y flavonoides mediante
ensayos colorimétricos.

4. Analizar las muestras de los extractos metandlicos de L. ameghinoi mediante
cromatografia en capa delgada con patrones de referencia de los compuestos

principales.
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2. MATERIALES Y METODOS:

2.1. Material vegetal:

La especie en estudio fue colectada en dos localidades de la provincia de Rio Negro,
Maquinchao (MAQ) y una localidad cercana a Las Grutas (SAO) (Figura 6). La colecta se
realizé con la colaboracion de la Dra. Sede Silvana M., del Instituto de Botanica Darwinion
CONICET-ANCEFN, San Isidro, Buenos Aires, Argentina.

Figura 6: Sitios de colecta del material vegetal de L. ameghinoi (Google Earth).

2.2 Preparacion de extractos metanolicos:

A diferenciade L. nitida, L cuneifoliay L. divaricata, que crecen en grandes poblaciones
desde Jujuy hasta Mendoza, las poblaciones de L. ameghinoi son pequefias y muy escasas,
dificiles de localizar y en estado de conservacion. A sugerencia de la Dra. Sede, se colectaron
solo dos muestras de 20 g de MAQ y SAQO. Cada muestra fue tomada de al menos 5 ejemplares
de la especie en estudio y se recolectd un ejemplar adicional de cada localidad para ser
herborizado. Tras el secado del material vegetal al abrigo de la luz y a una temperatura de 25-
30°C, se molieron 20 g de cada sitio de colecta y se colocaron en 10 mL de metanol para SAO
y MAQ, respectivamente. Se realizaron extracciones sucesivas con metanol de calidad analitica
a una temperatura ambiente, mediante sonicacion (tres veces durante 30 minutos cada vez). Los
extractos resultantes fueron sometidos a una etapa de filtracion para eliminar los residuos
solidos. Posteriormente, se concentraron a presion reducida en evaporador rotatorio hasta peso
constante (Figura 7), obteniéndose asi los extractos metandlicos de L. ameghinoi (EMLa SAO
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y EMLa MAQ) (Figura 8). Luego, se determinaron los rendimientos porcentuales obtenidos de
cada muestra, se calcul6 como gramos de extracto obtenido en relacion a los gramos de planta

seca empleada.

Figura 7: Evaporador rotatorio. Figura 8: Extractos metandlicos de L. ameghinoi.

2.3. Actividad Bioldgica.
2.3.1. Actividad Antioxidante in vitro de los extractos metanolicos de L. ameghinoi:
2.3.1.1. Actividad atrapadora del radical DPPH:

Para la busqueda de agentes atrapadores de radicales libres se empled el bioensayo “in
vitro” de captura del radical DPPH (1,1-difenil-2- picrilhidracilo) de acuerdo a Gomez y col.
(2021). La solucion del radical DPPH (Aldrich) es de color violeta intenso, cuando la muestra
captura este radical, la solucion del mismo se decolora. La capacidad de captura del radical
DPPH que poseen las muestras EMLa SAO y EMLa MAQ se cuantific6 mediante la
determinacién del grado de decoloracion. Para llevar a cabo la determinacion, se prepar6 una
solucion metandlica fresca del radical DPPH, a una concentracion de 1 mg/mL y se prepararon
diluciones del extracto a ensayar en metanol (10, 25, 50, 100 pg/mL). Se realizaron blancos del
radical y de los extractos metandlicos de L. ameghinoi. Las soluciones de DPPH y las diluciones
de EMLa SAO y EMLa MAQ se mezclaron y midieron a 520 nm, en lector de microplacas

(Thermo Scientific Multiskan FC). Las determinaciones se realizaron por triplicado, por lo que
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los resultados se expresan como la media = DE. Para calcular el porcentaje de la capacidad de

captura del radical DPPH se utiliz6 la siguiente férmula:

Abs Muestra — Abs Blanco Muestra
)} * 100

% Decoloracion de DPPH = {1 - ( Abs DPPH

Donde;

- Abs. Muestra: absorbancia de la muestra al reaccionar con la solucion del radical.

- Abs. DPPH: absorbancia de la soluciéon de DPPH.

La capacidad de captura del radical DPPH se determind mediante el valor de ICsy,
definido como la concentracion en EMLa SAO y de EMLa MAQ que capturan o eliminan el
50 % del radical DPPH.

2.3.1.2. Actividad antioxidante equivalente Trolox (TEAC):

La decoloracion del radical ABTS™ se determiné usando el método descrito por Re y
col. (1999). Este permite la deteccion de la actividad antioxidante por decoloracion aplicable
tanto a antioxidantes lipofilicos como hidrofilicos. Se trabajo con una solucion del radical
ABTS™ 7 mM en agua destilada, a la que se le agregd peroxodisulfato de potasio a una
concentracion final de 2,45 mM, para generar el cation radical ABTS™. Esta solucion se
estabiliz6 durante 12-16 h a temperatura ambiente antes de ser utilizada y se la protegio de la
luz. Luego, se tomd una alicuota y se diluyé con metanol hasta lograr un valor de absorbancia
de 0,8 £ 0,1 a 734 nm y se realizd la lectura en el Lector de microplacas (Thermo Scientific
Multiskan FC) (Figura 9). A continuacién, se tomaron 200 uL de ABTS™ y se midié la
absorbancia inicial (Ao). Luego se agregaron 10 pL de la solucion EMLa SAO y EMLa MAQ,
se incubaron en oscuridad y se midi6 absorbancia a los 6 minutos (A1) a 734 nm Luego se
calculd el A Abs (Ao-A1) para cada determinacion. Se us6 como estandar para la curva de
calibracion Trolox 1 mM en diferentes concentraciones (0; 0,1; 0,25; 0,50; 0,75y 1 mM). Los
resultados se expresaron como el poder de captura del radical ABTS"" determinado en mg ET/g
de extracto metandlico (miligramos equivalentes a Trolox por gramo de extracto) mediante la

siguiente formula:
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A Abs —b/m) x PM * V,
TEAC (mg ET/g) _ <( / ) Trolox C(L)) « FD

Cig/mu) * VM)
Donde:

- A Abs: Ap-Ara 734nm

- b: ordenada de la ecuacion de la curva de calibracion

- m: pendiente de la ecuacion de la curva de calibracion

- PM: Peso molecular Trolox (250,29 g/mol)

- Vc: volumen de solucion stock colocado en la microplaca (litros)
- C: Concentracion de la muestra (g/mL)

- Vm: volumen de muestra colocado en la microplaca (mL)

- FD: Factor de dilucion

Figura 9: Lector de microplaca (Thermo Scientific Multiskan FC).
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2.3.1.3. Ensayo del poder reductor (FRAP):

Para determinar la habilidad del extracto para reducir el Fe** a Fe?*, se utiliz6 el ensayo
del poder antioxidante del i6n férrico (FRAP) que se basa en una reaccion de transferencia de
electrones, en donde una sal férrica Fe (111) (2,4,6-tripiridi-s-triazina)Clsz se usa como oxidante,
en condiciones acidas con un pH de 3,6, de acuerdo a lo informado por Benzie y Strain (1996).
El extracto metandlico se ensayd a una concentracion de 1 mg/mL. La solucion FRAP se
prepard con 42 mL de buffer de acetato (0,1 M pH= 3,6); 4,17 mL de FeCl; (20 mM) y 4,16
mL de 2, 4, 6-tris (2-pyridil)-5-triazina (10 mM) disuelta en HCI (40 mM). La reaccion se llevo
a cabo directamente en la microplaca. Para la curva de calibracion se us6 como estandar Trolox
en diferentes concentraciones (0; 0,1, 0,25; 0,50; 0,75; 1 mM). Posteriormente se incub6 la
mezcla 30 minutos a temperatura ambiente y se midio la absorbancia a 595 nm en el lector de
microplacas. Las muestras de los extractos se analizaron por triplicado, se informé la media +
DE. Los resultados se expresaron, en relacion al compuesto patrén utilizado (miligramos

equivalentes a Trolox por gramo de extracto), utilizando la siguiente formula:

Abs — b/m) * PM * V|
FRAP (mg ET/g) _ <( / ) Trolox C(L)> «FD

Cig/mL) * VM,
Donde:

- Abs: absorbancia a 595nm

- b: ordenada de la ecuacion de la curva de calibracion

- m: pendiente de la ecuacion de la curva de calibracion

- PM: Peso molecular Trolox (250,29 g/mol)

- Vc: volumen de solucion stock colocado en la microplaca (litros)
- C: Concentracion de la muestra (g/mL)

- Vm: volumen de muestra colocado en la microplaca (mL)

- FD: Factor de dilucion
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2.3.2 Actividad Antimicrobiana de los extractos metandlicos de L. ameghinoi.
2.3.2.1 Determinacion de la concentracion inhibitoria minima:

Para evaluar el efecto antibacteriano de los EMLa SAO y EMLa MAQ, se empled el
método de microdilucion en caldo Mueller Hinton (CLSI, 2013). Se utilizaron cepas tipificadas
y de aislados clinicos, para evaluar la actividad frente a microorganismos de diferente
resistencia. Las cepas tipificadas utilizadas fueron: Gram (+): Staphylococcus aureus sensible a
meticilina ATCC 25923 y S. aureus resistente a meticilina ATCC 43300, Gram (-): Escherichia
coli ATCC 25922 y de aislados clinicos: S. aureus MQ1, S. aureus MQ2 y Salmonella sp.,
provenientes del Laboratorio de Microbiologia del Hospital Marcial Quiroga, San Juan. Las
suspensiones de microorganismos se ajustaron en un espectrofotdbmetro con soluciones
fisioldgicas estériles para dar una densidad final de organismo de la escala McFarland de 0,5
(5x10° UFC/mL). Se afiadi6 un volumen de 100 pL de suspension de indculo a cada pocillo
con excepcion del control de esterilidad. Las muestras y el compuesto de referencia Imipenem-
cilastatina (Imipecil®) se diluyeron en DMSO en el ensayo (<1%). Las absorbancias a 620 nm
se determinaron en un lector de microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific, Waltham, MA,
E.E.U.U.). La concentraciéon inhibitoria minima (CIM) en pg/mL, se defini6 como la
concentracion mas baja de extractos que inhibe el crecimiento bacteriano después del tiempo
de incubacidn (18 a 24 h) a la absorbancia medida. La concentracion bactericida minima (CBM
en pug/mL) de EMLa SAO y EMLa MAQ, se realizé de la siguiente manera: después de
determinar la CIM, se extrajo una alicuota de 5 pL de cada pocillo de la microplaca donde no
se observo desarrollo microbiano y se sembro en una nueva microplaca de Petri con medio
agar-Mueller Hinton. Las placas inoculadas se incubaron a 37°C y los CBM se registraron
después de 24 h. EI CBM se definié como la concentracion mas baja de cada muestra que resulto

en una inhibicién total del crecimiento.

Asimismo, la actividad antifungica se evalué mediante el método de microdilucion en
caldo Sabouraud-cloranfenicol (CLSI, 2008) frente a las cepas tipificadas: C. tropicalis-C131y
Cryptococcus neoforman ATCC 32264 y cepas provenientes de pacientes del Laboratorio de
Microbiologia del Hospital Marcial Quiroga, San Juan. Los microorganismos utilizados fueron:
C. albicans-MQ 1924, C. glabrata-MQ 1, C. parapsilosis-MQ 1, C. tropicalis-MQ 1, los cuales
fueron incubados durante 24 h para las cepas del genero Candida y 48 h para Cryptococcus
neoforman y se determinaron los efectos antifungico (CIMs) y fungicida (CFM) de EMLa SAO
y EMLa MAQ, utilizando el mismo método que para bacterias.
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2.4. Estudio Quimico de los extractos metandlicos de L. ameghinoi.

2.4.1. Contenido Total de Compuestos Fendlicos:

El contenido de compuestos fendlicos totales de las muestras de EMLa SAO y EMLa
MAQ se determind mediante el método de Folin-Ciocalteu y se utilizé una curva de calibracién
(Singleton y col., 1999). Para realizar la curva de calibracion se emple6 como estandar acido
galico (AG) en concentraciones de 0, 10, 25, 50, 75,100, 150, 200 ppm. Las muestras se
utilizaron a una concentracion de 1 mg/mL (disueltas en MeOH). La reaccion se llevd a cabo a
pH basico (pH= 10) con una solucion de carbonato de sodio. Pasados 30 minutos se midio el
valor de absorbancia a 765 nm en un lector de microplacas. Los resultados se presentan como
la media £ DE (n = 3), expresados en miligramos equivalentes de &cido galico por gramo de
extracto metandlico (mg EAG/g extracto metandlico). Las mediciones se realizaron por

triplicado.

2.4.2. Contenido de Flavonoides:

El contenido de flavonoides en EMLa SAO y EMLa MAQ se determind por el método
colorimétrico del tricloruro de aluminio (AICI3) segun la metodologia Chang y col. (2002), con
algunas modificaciones. Para la curva de calibracion se utiliz6 como compuesto de referencia
quercetina (Q) a diferentes concentraciones (0, 50, 100, 250, 350, 500 ppm). La absorbancia de
la reaccion se mididé a 435 nm en un lector de microplaca. El contenido de flavonoides se calcul6
a partir de la curva de calibracion como equivalentes de quercetina por gramo de extracto
metandlico (mg EQ/g EMLa). Las mediciones se realizaron por triplicado para cada muestra y

los resultados se informan como la media + DE.

2.4.3. Andlisis Quimico mediante CCD:

La técnica CCD se basa en la separacion de los analitos mediante las diferencias de
velocidad a la que éstos son transportados por una fase movil liquida (solvente) a través de una
fase fija o estacionaria (la placa de CCD). La separacion de los componentes de la muestra se
da principalmente por el fenémeno de la adsorcion de tal modo que un compuesto de la fase
liquida entra en contacto con el sélido adsorbente y se adhiere a la superficie del mismo
mediante una fuerza fisica, sin implicar intercambio de electrones (Sgariglia y col., 2010;
Corzo, 2019). Los extractos metandlicos obtenidos de las dos muestras de Larrea se evaluaron

por CCD desarrollada en cromatoplacas con silica gel 60 F254 Merck, empleando una mezcla
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de acetato de etilo: éter de petréleo (AcOEtL:EP, 2.5:7.5) como fase mdvil. Posteriormente, la
placa fue observada bajo lampara de luz ultravioleta (CAMAG, Suiza) a 366 nm y 254 nm, y

fue revelada con los siguientes reactivos:
2.4.3.1. Vapores de yodo resublimado:

Se dispuso el yodo sélido en una cdmara cerrada y posteriormente se expuso la placa de
CCD a vapores de yodo. La coloracion amarillo-marron al visible indico la presencia de doble

enlaces conjugados (Sherma y col., 2003).
2.4.3.2. Reactivo FeCls (Fenoles):

Se rocié una solucion etanodlica al 1% en cloruro férrico sobre la placa de CCD. La
coloracién verde al visible indic6 que la prueba es positiva para ndcleos quimicos tipo Fenoles
(Sherma'y col., 2003).

2.4.3.3. Reactivo AICIs/EtOH (Flavonoides):

Se rocié una mezcla de Cloruro de aluminio al 1% en etanol sobre la placa de CCD,
posteriormente se observo a la luz ultravioleta. La fluorescencia verde a la luz ultravioleta a

360 nm indicd la presencia de para nucleos quimicos tipo flavonoides (Harborne y col., 2013).

Ademas de los reactivos antes mencionados, se utilizaron como patrones de referencia
cinco (5) compuestos aislados previamente del exudado de Larrea nitida Cav. (C1-C5) (Aglero
y col., 2011), los cuales son caracteristicos del género. Todos los solventes empleados fueron

calidad analitica.
2.5. Andlisis de los datos:

Los resultados fueron procesados mediante el paquete estadistico InfoStat version
Estudiantil 2.0 (Balzarini y col., 2008). Se analizé la normalidad de los datos con el Test
Shapiro-Wilks. Posteriormente se realizé el andlisis de la varianza (Kruskal Wallis) para
determinar diferencias significativas entre las dos muestras analizadas (SAO y MAQ), para los

ensayos antioxidantes y el contenido de compuestos fendlicos y flavonoides.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de la actividad antioxidante y
antibacteriana, asi como también el contenido de compuestos fendlicos y flavonoides y el perfil
de los constituyentes mayoritarios, biomarcadores del género y moléculas bioactivas de las
muestras de L. ameghinoi SAO y MAQ. A partir de la preparacion de los extractos metandlicos,
se obtuvieron valores de rendimiento de 12,79 % p/p para EMLa SAO y 16, 69 % p/p para EMLa
MAQ.

3.1. Actividad Bioldgica.
3.1.1. Actividad Antioxidante de los extractos de L. ameghinoi.

En la siguiente tabla se resumen los resultados obtenidos sobre la actividad antioxidante
descripta en Materiales y Métodos de los EMLa SAO y EMLa MAQ (Tabla 1).

Tabla 1: Capacidad antioxidante los EMLa. Los datos se presentan como el valor de la media + DE. Medias con letras comin

no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Ensayo EMLa SAO EMLa MAQ
DPPH (ICso pug/mL) 10 + 0,022 10,05 + 0,0052

FRAP (mg ET/g extracto metan6lico) 28,94 + 2,042 28,7 +1,82
TEAC (mg ET/g extracto metanolico) 54,84 + 0,032 54,88 + 0,052

Respecto a la actividad atrapadora del radical DPPH evaluada, se observd una potente
actividad capturadora de radical libre DPPH, con un ICso=10 pg/mL para EMLa SAO, el cual fue
muy similar al obtenido para el EMLa MAQ. Con respecto a la capacidad del poder reductor
FRAP y el ensayo equivalente a Trolox, los dos extractos metandlicos de L. ameghinoi exhibieron
actividad antioxidante con valores similares (28,94 mg ET/g EMLa SAO y 28,7 mg ET/g EMLa
MAQ para ensayo FRAP (Figura 10). Cabe destacar que no existen diferencias significativas para
la actividad antioxidante exhibida por las dos muestras (SAO y MAQ) de Larrea ameghinoi
(valor de p > 0,05).
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EMLa SAO

Curva de calibracion FRAP

Figura 10: Placa correspondiente a ensayo FRAP de las dos muestras evaluadas.

Existen numerosos estudios realizados sobre diferentes preparados de especies de Larrea
que evidencian la capacidad antioxidante de este género. Entre ellos, Turner y col. (2011)
determinaron que el extracto acuoso de L. divaricata presenta una importante actividad
eliminadora de radicales DPPH con ICso de 13,18 pug/mL. En otro informe llevado a cabo por
Gomez y col. (2021), se observd que los exudados resinosos de L. divaricata y L. nitida presentan
una actividad de captura del radical DPPH con valores de 1Cso alrededor de 8,4 g resina/mL.
Estos datos se corresponden con los obtenidos en este trabajo para L. ameghinoi. Cabe destacar
que en un estudio previo realizado por Cabrera (2023) se informaron valores de ICso de 150
pg/mL superiores a los obtenidos en este trabajo, para esta especie colectada en zonas proximas
al Area Natural Protegida “Meseta de Somuncura” de la provincia Rio Negro.

Por otra parte, Moreno y col. (2018) informaron que los extractos etanodlicos de partes
aéreas (tallos y hojas) de Larrea divaricata presentan mayor actividad en el ensayo de
decoloracion del radical ABTS™ (ICso = 2,68 pg/mL) en comparacion con los extractos de L.
cuneifolia y L. nitida, presentando valores de 4,10 pg/mL y 4,50 pg/mL, respectivamente. En
investigaciones posteriores realizadas sobre las mismas especies, Moreno y col. (2020)
determinaron que los extractos etandlicos de L. divaricata presentaron mayor efecto de captura
del radical ABTS™ (2,7 umol Trolox/g de extracto), sequido de los extractos de L. cuneifolia y
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L. nitida (3,9 umol Trolox/g de extracto y 4,5 pmol Trolox/g de extracto). Asimismo, Carabajal
y col. (2017), informaron que las infusiones de partes aéreas de L. divaricata fueron mas activas
que las de L. cuneifolia para el ensayo ABTS™ (ICso de 10,2 pg EAG/mL y 71,2 ug infusion
liofilizada/mL, respectivamente). Del mismo modo, Lorenzo y col. (2020), realizaron ensayos
antioxidantes (DPPH y FRAP) sobre extractos etandlicos de hojas de dos especies del género
Larrea, y encontraron que los extractos de L. cuneifolia son mas activos (ICso= 97,80 + 12,50
pg/mL para captura del radical DPPH y 74,21 + 8,31 mg ET/g extracto para ensayo de FRAP),
con diferencias significativas respecto a los extractos etanolicos de L. divaricata (67,40 + 10,58
ug/mL 49,14 + 5,46 mg ET/g extracto etandlico, respectivamente). En cuanto a la actividad
antioxidante en el ensayo TEAC, no se observaron diferencias significativas entre las dos

especies evaluadas del género Larrea.

Los resultados de las investigaciones mencionadas previamente muestran concordancia
con los obtenidos en el presente estudio. Asimismo, se destaca el potencial antioxidante de las
muestras evaluadas, las cuales exhibieron mayor efecto con respecto a informes previos de la

misma especie.
3.1.2. Actividad Antimicrobiana de los extractos metanolicos de L. ameghinoi.

La evaluacion cuantitativa de la actividad antimicrobiana de EMLa SAO y EMLa MAQ
se llevo a cabo mediante la determinacion de los valores de CIM, CBM y CFM. Se analizaron los
resultados obtenidos (Tabla 2), de acuerdo a lo informado por Tamokou y col. (2017), donde se
establece que un extracto de especies vegetales se considera muy activo si presenta valores de
CIMs < 100 pg/mL, significativamente activo si 100 < CIMs <512 pg/mL, moderadamente activo
si 512 < CIM;s <2048 pg/mL y poco activo si CIMs > 2048 pg/mL.
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Tabla 2: Actividad antimicrobiana de las muestras SAO y MAQ frente a cepas tipificadas y aislados clinicos de bacterias y
levaduras. Referencias: Concentracion Inhibitoria Minima (CIM), Concentracion Bactericida Minima (CBM), Concentracion
Fungicida Minima (CFM), extracto metandlico de Larrea ameghinoi (EMLa). Los valores se expresan en pg/mL de extracto

metanolico.

EMLa EMLa Compuesto de
SAO MAQ Referencia
Bacterias
CIM CBM
CIM CBM | CIM | CBM -
Imipecil

Staphylococcus aureus sensible
a meticilina ATCC 25923

Staphylococcus aureus resistente

125 250 >1000 >1000 0,250 0,250

o 125 >1000 >1000 >1000 1 1
a meticilina ATCC 43300
Staphylococcus aureus-MQ 1 125 >1000 >1000 >1000 2 2
Staphylococcus aureus-MQ 2 125 250 >1000 >1000 0,250 0,250

Escherichia coli ATCC 25922 1000 >1000 >1000 >1000 0,625 0,625

Salmonella sp. 1000 >1000 >1000 >1000 0,5 1
CIM CFM
Levaduras CIM CFM | CIM | CFM
Ketoconazol
Candida albicans-MQ 1924 500 >1000 1000 >1000 0,625 1,25
C. glabrata-MQ 1 >1000 >1000 1000 =>1000 25 >2,5
C. tropicalis-C131 125 500 250 >1000 0,31 0,625
C. parapsilopsis-MQ 1 250 >1000 500 >1000 0,156 0,156

Cryptococcus neoformans
ATCC 32264
C. tropicalis-MQ1 500 >1000 >1000 >1000 0,62 0,62

>1000 >1000 >1000 =>1000 0,62 2,5

El EMLa SAO fue significativamente activo frente a las cepas de bacteria Gram (+)
tipificadas: Staphylococcus aureus sensible a meticilina ATCC 25923, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina ATCC 43300 y de aislados clinicos: Staphylococcus aureus-MQ1

Staphylococcus aureus-MQ2 con valores de CIM = 125 pg/mL. Los valores de CBM fueron de
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250 pg/mL frente a las cepas Staphylococcus aureus sensible a meticilina ATCC 25923 y
Staphylococcus aureus-MQ2. Las cepas Gram (-) evaluadas fueron menos sensibles a los
extractos de L. ameghinoi (CIM = 1000 pg/mL).

Un estudio realizado por Zampini y col. (2007), informo que los extractos etandlicos de
partes aéreas de L. divaricata y L. cuneifolia son significativamente activos contra distintas cepas
de E. coli. (CIM=50pg/mL). Asimismo, Moreno y col. (2020) analizaron el efecto antimicrobiano
de los extractos etandlicos de tres integrantes al género Larrea (L. nitida, L. divaricata y L.
cuneifolia). Estas especies resultaron moderadamente activas frente a E. coli, presentando una
CIM de 800 pg/mL y CBM > 1000 pg/mL. Este reporte se condice con los resultados obtenidos
en el presente trabajo, para las dos muestras de L. ameghinoi, las cuales exhibieron una accion
moderadamente activa contra la cepa de E. coli, con valores de CIM = 1000 pg/mL para EMLa
SAQ y CIM > 1000 pg/mL para EMLa MAQ, ademas ambas muestras presentaron valores de

CBM > 1000 pg/mL para su accidn bacteriostatica.

Gomez y col. (2021) describen la actividad antimicrobiana de los exudados resinosos de
L. divaricata y L. nitida, los cuales mostraron una fuerte actividad antibacteriana frente a E. coli,
siendo la mas sensible a ambas resinas E. coli MQ 586 (CIM = 62,5 ug/mL), mientras que otras
cepas del mismo género (E. coli ATCC 25922, E. coli MQ 11009, E. coli MQ 11068 y E. coli
MQ 11062), mostraron efecto menor, con valores de CIM entre 250 y 500 pg/mL. Ademas, estos
exudados resinosos demostraron ser significativamente activos frente a las bacterias Gram (+)
Staphylococcus aureus sensible a meticilina ATCC 25923 y S. aureus resistente a meticilina
ATCC 43300, con valores de CIM de 16-32 pg de resina/mL.

En adicion a lo expuesto, Martin y col. (2013), evaluaron la actividad antibacteriana del
extracto metandlico crudo (EMC) y sus fracciones (hexano (H), diclorometano (DCM), acetato
de etilo (EA) y etanol (EtOH)) obtenidos de Larrea tridentata. El efecto de las muestras fue mas
efectivo inhibiendo el crecimiento de bacterias Gram positivo en comparacion con las bacterias
Gram negativo, principalmente para las fracciones EMC, DCM y EA. La fraccion EA mostré la
mayor actividad antibacteriana contra el aislado de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
con un valor de CIM de 31,3 ug/mL, inferior al antibidtico de referencia tetraciclina
(64 ug/mL). También se obtuvieron valores bajos de CIM (62,5 ug/ml) para la fraccion EMC y
DCM.
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Existen trabajos que relacionan la composicion quimica de diferentes preparaciones de
plantas medicinales, las proporciones de los compuestos principales y la actividad
antimicrobiana. De acuerdo a Martin y col. (2013), la composicion quimica de las fracciones
EMC y EA presentaron las mayores concentraciones de quercetina, kaempferol y NDGA
mostraron mayor inhibicion microbiana. Estos compuestos tienen importantes actividades
bioldgicas y podrian ser responsables de al menos parte de la actividad antibacteriana de las
fracciones EMC, DCM y EA. También se han aislado y caracterizado diversos compuestos del
extracto de Larrea tridentata, incluyendo tres lignanos y cuatro flavonoides. Estos compuestos
fueron evaluados frente a 16 especies/cepas bacterianas. Ademas, se determiné que el lignano 3'-
Demetoxi-6-O-desmetilisoguaiacina es el principal responsable de la actividad antibacteriana de
L. tridentata. Asimismo, lignanos como el acido dihidroguaiarético, la 4-epi-larreatricina y el
flavonoide 5,4’-dihidroxi-7-metoxiflavona también mostraron cierto nivel de actividad

antibacteriana (Favela-Hernandez y col., 2012).

Con respecto a la actividad antifingica, EMLa SAO y EMLa MAQ mostraron ser
moderadamente activas en su accion frente a un panel de levaduras de incidencia clinica,
provenientes de pacientes del Laboratorio de Microbiologia del Hospital Marcial Quiroga, como
fue descripto en Materiales y Métodos. EI EMLa SAO presenté mayor actividad antifangica que
EMLa MAQ (con valores de CIM;s entre 125-500 pg/mL y CIMs entre 250-1000 ug/mL y >1000
pg/mL, respectivamente).

La cepa levaduriforme C. tropicalis C131 fue la més sensible a ambos extractos (EMLa
SAO, CIM = 125 ug/mL y EMLa MAQ, CIM = 250 pg/mL), sequida de las cepas C.
parapsilopsis-MQ 1 (CIM =250 pg/mL para EMLa SAO y CIM = 500 pg/mL para EMLa MAQ)
y de las cepas de C. albicans 1924 y C. tropicalis-MQ 1 con valores de CIM = 500 pg/mL para
EMLa SAO y valores de CIM =1000 pg/mL frente al EMLa MAQ.

En cuanto a la accién fungicida se observé que frente a C. tropicalis C131 el extracto de
SAO presenté una CFM =500 pg/mL, mientras que para el resto de las levaduras evaluadas frente
a ambos extractos no mostraron actividad fungicida (CFM > 1000 pg/mL).

De acuerdo a lo informado por Agiero y col. (2011), el extracto diclorometano de L.
nitida presentd una fuerte actividad antifangica contra levaduras del género Candida (C. albicans
ATCC 10231 - C125-126-127-128-129-130, C. glabrata C115, C. parapsilopsis C124, C.
lusitaniae C131, C. colliculosa C122, C. krusei 117, C. kefyr C123 y C. tropicalis C131) con
valores de CIM entre los 62,5 pg/mL y los 125 pg/mL, ademas presentd una fuerte actividad
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fungicida con valores de CFM entre 62,5 pg/mL y 250 pg/mL. Estos datos, revelan una mayor
accion fungicida y fungistatica del extracto de L. nitida, en comparacién con los extractos de
L. ameghinoi evaluados en el presente estudio. Estos resultados indican que los EMLa presentan
algunas similitudes y diferencias en sus perfiles quimicos que justifican los resultados obtenidos

en las actividades antimicrobianas evaluadas.
3.2. Estudio Quimico.

3.2.1. Contenido Total de Compuestos Fendlicos y Flavonoides.

El contenido de compuestos fendlicos y flavonoides analizados en los extractos
metandlicos de L. ameghinoi se presentan en la Figura 11. Se observa similitud en los valores
obtenidos para las dos muestras de L. ameghinoi respecto al contenido de fendlicos totales
(valores de 239,5 + 23,3 mg EAG/g de extracto para SAO y de 215,6 £ 19,85 mg EAG/g de
extracto para MAQ). Respecto al contenido de compuestos flavonoides, se determind que existen
diferencias significativas para las dos muestras evaluadas, obteniendo valores de 28,44 + 1,29 y
15,28 + 0,29 mg EQ/g de extracto para SAO y MAQ respectivamente (p > 0,05).

2007 : _5 3 Fenoles (mg EAG/g extracto)

o i B3 Flavonoides (mg EQ/g de extracto)

Muestras

Figura 11: Contenido de compuestos fendlicos totales y flavonoides de las dos muestras evaluadas (SAO y MAQ) de Larrea
ameghinoi. Letras iguales no indican diferencia significativa p> 0,05
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Se conoce que el contenido de compuestos bioactivos evaluados en especies del género
Larrea, varia significativamente segun el tipo de preparado que se realice. En infusiones y
decocciones florales de L. divaricata (2 g de flor seca en 100 mL de agua destilada) se informaron
valores de compuestos fendlicos totales de 83,18 y 135,56 mg EAG/100 mL de infusion y
contenido de flavonoides de 3,46 y 5,88 mg EQ/100 mL de infusién de flavonoides,

respectivamente (Isla y col., 2021).

En un estudio previo, Carabajal y col. (2017) determinaron que las infusiones de partes
aéreas (tallos y hojas) de L. divaricata y L. cuneifolia presentaron valores maximos de fenélicos
totales de 781,0 y 1042,0 mg EAG/L y 34,2 y 34,3 mg EQ/L de flavonoides, respectivamente. De
la misma manera, se determind el contenido de compuestos fendlicos totales para infusiones de
partes aéreas de L. divaricata (2 g de flor seca en 200 mL de agua destilada), mostrando un valor
de 255,8 mg EAG/200 mL de infusion, y para flavonoides de 15,0 EQ/200 mL de infusion. Por
otro lado, lo reportado para L. cuneifolia mostro valores menores (205,0 mg EAG/200 mL de
infusién) de compuestos fenolicos totales y de 9,7 EQ/200 mL de infusion de flavonoides
(Carabajal y col., 2020).

Por su parte, Gomez y col. (2021) evidenciaron que las resinas de L. nitida presentan un
valor de 459 mg EAG/g ReLn, del cual aproximadamente el 8,8% corresponde a flavonoides
(40,8 mg EQ/g ReLn).

El Gnico estudio previo realizado sobre L. ameghinoi informé un contenido de compuestos
fendlicos menor al obtenido en este trabajo (78,4 = 1,3 mg EAG/g) (Cabrera, 2023). Sin embargo,
los resultados obtenidos en las investigaciones antes mencionadas, realizadas sobre distintos

preparados de Larrea, son acordes con los presentados en este estudio.

3.2.2. Analisis quimico preliminar de los extractos metandlicos de L. ameghinoi:

El analisis cromatografico en capa delgada mostré la presencia de flavonoides de
polaridad media y compuestos fenolicos polares, destacandose la presencia del acido

nordihidroguaiarético (NDGA) y flavonoides (Figura 12).
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Figura 12: Cromatografia en capa delgada de las muestras SAO y MAQ. A: Placa sembrada con las muestras SAO, MAQ
y patrones de referencia (ELn: exudado de Larrea nitida; C1: compuesto estandar acido metil nordihidroguaiarético; C2:
compuesto estandar acido nordihidroguaiarético; C3, C4 y C5: compuestos aislados de ELn; Ld 8, Ld 9 y Ld 10: fracciones
obtenidas del exudado de L. divaricata). B: Placa en cuba. C: Placa con reactivo AICIz/EtOH. D: Placa con reactivo FeCla.

A continuacion se presenta la estructura base de los lignanos, estos compuestos (C1y C2)
fueron aislados e identificados como biomarcadores de la especie L. nitida (Butassi y col., 2015),

empleados en el analisis quimico de L. ameghinoi mediante CCD (Figura 13).

Ry

HO
Compuestos R R
1:3"acido metil-nordihidroguaiarético OCHs OH
2: acido nordihidroguaiarético OH OH

Figura 13: Compuestos 1y 2 de aislados de la especie L. nitida. Imagen extraida de Butassi y col., 2015.

Numerosos estudios han reportado la presencia de NDGA en las distintas especies de este
género, entre ellos, Turner y col. (2011) determinaron mediante HPLC el contenido de NDGA de
las hojas de L. divaricata (0,32 g % p/p), también analizaron el contenido de este compuesto en
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la decoccidn de esta especie e indicaron una concentracion de 3,2 pg/mL de NDGA. Sumado a
lo expuesto, Miccuci y col. (2011) confirmaron la presencia de NDGA en el extracto acuoso de
L. divaricata (0,119 + 0,018 g % del peso seco de la planta), mediante el tiempo de retencion y
analisis espectral UV del pico frente al estandar. Asimismo, Peralta (2019) analiz6 el extracto
acuoso de L. divaricata y determind la presencia de NDGA vy de flavonoides como rutina. De la
misma manera, se identificaron en la decoccion de esta especie otros compuestos como el acido
fendlico 4-hidroxibenzoico (4-HBA), junto con flavonoides como rutina, pero en menores
cantidades (Peralta y col., 2020).

Ademas, existen reportes sobre la presencia de NDGA en las infusiones de las partes
aéreas de L. divaricata y L. cuneifolia (Carabajal y col., 2017) y se han analizado por aislamiento
bioguiado y cromatografia (columna en gel de fase inversa y HPLC), extractos etandlicos de tallos
y hojas de L. nitida, donde se determinaron seis compuestos: dos nuevas espirocetonas, nitidaonas
Ay B, un nuevo analogo de bifenilo, nitidaol, NDGA, 7,3',4'-tri-O-metilquercetina y ayanina
(Ahn y col., 2018). En un estudio reciente de Gémez y col. (2021), se informd la composicion
quimica de los exudados resinosos de L. divaricata y L. nitida, obtenida mediante HPLC-
MS/MS, donde se detectaron e identificaron provisoriamente cuarenta y un compuestos
fenolicos. De estos, uno era un acido fendlico, ocho eran flavonoides (entre ellos Axillarina,
Rhamnetina, Isorhamnetina y Kaempferol), y veintinueve propuestos tentativamente como

lignanos. De ellos, un nimero importante fueron asignados como NDGA y sus derivados.

Cabe destacar que la presencia NDGA en los extractos metanélicos de las muestras Larrea
ameghinoi evaluadas en el presente trabajo coincide con la basta informacion reportada sobre la
presencia de esta molécula en el género. Ademas, es importante resaltar que los flavonoides y el
NDGA son fitoquimicos ampliamente descriptos en la literatura cientifica como agentes con
propiedades antioxidantes, antiinflamatorios, antimicrobianos, antiviral, anticancerigena y como
protectores contra trastornos neurodegenerativos (Gnabre y col., 2015; Moreno y col., 2018;
Carabajal y col., 2020; Skrajda-Brdak y col., 2020).

Considerando lo antes expuesto y teniendo en cuenta la hip6tesis de trabajo propuesta,
podemos expresar que la especie Larrea ameghinoi colectada en dos zonas de la provincia de Rio
Negro Argentina, presenta potencial uso fitoterapéutico determinado mediante la evaluacion de
sus actividades antioxidante, antimicrobiana y la identificacion de compuestos biomarcadores del
género Larrea, sin embargo es necesario un estudio mas exhaustivo incluyendo estudios de

toxicidad que permitan sustentar la hipotesis planteada.
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4. CONCLUSIONES

En el marco de esta Tesis de trabajo, se investigd sobre las actividades antioxidantes y
antimicrobianas, y el estudio del perfil quimico (compuestos fendlicos, flavonoides y la
presencia de biomarcadores de género) para determinar el potencial uso fitoterapéutico de la
especie Larrea ameghinoi, colectada en Maquinchao (MAQ) y Las Grutas (SAO) de la

provincia de Rio Negro, Argentina. Pudo establecerse que:

e Los extractos metandlicos de L. ameghinoi presentaron efecto antioxidante, determinado
por ensayos de captura de los radicales libres (ABTS™" y DPPH), y el ensayo del poder
reductor (FRAP).

e Hubo similitud en el contenido de fenolicos totales en los dos extractos de L. ameghinoi,
mientras que en relacion al contenido de compuestos flavonoides, se determind que la
muestra colectada en SAO evidencio un contenido superior a la muestra colectada en
MAQ.

e El andlisis preliminar del perfil quimico determinado por CCD indicé la presencia de
compuestos fendlicos polares y flavonoides de polaridad media, destacandose la
presencia del &cido nordihidroguaiarético como compuesto mayoritario, biomarcador del
género Larrea, el cual podria ser responsable de las propiedades biolégicas determinadas
en este estudio.

e El extracto metandlico SAO exhibi6 una significativa actividad antimicrobiana frente a
cepas Gram (+): Staphylococcus aureus sensible a meticilina ATCC 25923,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina ATCC 43300 y de aislados clinicos:
Staphylococcus aureus-MQ 1 Staphylococcus aureus-MQ 2.

e Los EMLa SAO y EMLa MAQ mostraron actividad antifangica frente a C. tropicalis-C
131, seguida de las cepas de aislados clinicos C. parapsilopsis-MQ 1 y de las cepas de
C. albicans 1924 y C. tropicalis-MQ 1.

Es relevante destacar que el presente trabajo representa un estudio preliminar sobre la
actividad bioldgica y el perfil quimico de Larrea ameghinoi, por lo que el mismo establece las
bases para dar sustento cientifico al uso de esta especie en la medicina tradicional, considerando
la necesidad de estudios mas exhaustivos que confirmen desde otras perspectivas sus efectos

fitoterapéuticos
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5. PROYECCIONES

Sobre la base del objetivo propuesto de este trabajo, en relacion a establecer el
potencial fitoterapéutico de la especie de uso popular Larrea ameghinoi, mediante la
evaluacion de sus actividades antioxidantes y antimicrobianas, y el estudio de su perfil
quimico (compuestos fendlicos, flavonoides y la presencia de biomarcadores del género),

se plantean las siguientes proyecciones a futuro:

e Realizar estudios quimicos mas exhaustivos de diferentes preparados mediante la
utilizacion de técnicas de caracterizacion quimica (HPLC MS/MS) y aislamiento de los
principales compuestos de L. ameghinoi.

e En cuanto a la actividad antioxidante determinada por ensayos de captura de los
radicales libres ABTS™ y DPPH y el ensayo del poder reductor (FRAP), resulta
relevante adicionar ensayos que sustenten el efecto antioxidante de la especie tanto a
nivel in vitro como in vivo.

e Un estudio quimico mas exhaustivo permitiria identificar los posibles compuestos
bioactivos con efecto antimicrobiano presentes en el extracto. Ademas, ampliar el panel
de cepas evaluadas determinaria el alcance de la inhibicion que los extractos presentan.

¢ Resulta relevante determinar desde otras perspectivas (ensayos de toxicidad, ensayos

in vivo) los posibles efectos fitoterapéuticos que puede presentar esta especie.
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