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Resumen

Aloysia polystachya se usa popularmente para tratar diversas afecciones. El objetivo del estudio fue evaluar la
composicién quimica, algunas propiedades fisicoquimicas y la actividad antioxidante in vitro de un extracto etandlico de
la especie. Los extractos conservan un mayor contenido de esencias que las infusiones o decocciones. Se detectaron cinco
grupos de metabolitos (dos de ellos como trazas) y las propiedades fisicoquimicas resultaron similares a las del solvente.
Se cuantificaron fenoles totales (2,32 + 0,16 mg EAG/mI E), flavonoides totales (0,37 + 0,01 mg EQ/ml E) y actividad
antioxidante in vitro por espectrofotometria. La capacidad de captar radicales libres seria aproximadamente tres veces
menor que la sustancia de referencia y la actividad antioxidante total equivaldria a 0,83 mg de Trolox/ml de extracto.

Abstract

Aloysia polystachya is popularly used to treat various conditions. The aim of the study was to evaluate the chemical
composition, some physicochemical properties and in vitro antioxidant activity of an ethanolic extract of the species.
Extracts retain a higher content of essences that infusions or decoctions. It was detected five groups of metabolites (two
of them as traces) and the physicochemical properties were similar to those of the employed solvent. It was quantified
total phenols (2.32 + 0.16 mg GAE/mL E), total flavonoids (0.37 £ 0.01 mg QE/mL E) and in vitro antioxidant activity by
UV-visible spectrophotometry. The free radical scavenging capacity would be about three times smaller than the
reference substance and the total antioxidant activity equivalent to 0.83 mg of Trolox/mL extract.
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Introduccion

Aloysia polystachya (Griseb.) Mold. (Verbenaceae), conocida
cominmente como ‘“burrito” en Argentina, es un arbusto
perenne. Se localiza preferentemente en la regién noroeste del
pafs. También crece en Paraguay, Bolivia y Brasil.!-3

Sus hojas contienen terpenos?* y la infusién de las mismas se
emplea como tdénico, digestivo y carminativo, para dolores de
estomago y digestiones lentas,>® contra trastornos hepéticos,
para el tratamiento del “empacho™ y como sedativo.®

Los principales componentes del aceite esencial son carvona
y/o tuyona 14 existiendo diversos estudios que refieren
bioactividad del mismo.'3-18

Publicaciones relacionadas con un extracto hidroalcohélico de
hojas de A. polystachya procedente de Paraguay,!*-2! informan
sobre su efecto sedante, ansiolitico y antidepresivo en ratas.
También ha sido reportada la bioactividad de los extractos
hexdnico y etandlico sobre un coledptero?? y los efectos
antiespasmddicos de extractos acuosos y de tinturas en ratas.3
En el presente trabajo se ajustd el método de produccioén de un
extracto etandlico, se realizd caracterizacién fitoquimica
elemental,  determinacion de  algunas  propiedades
fisicoquimicas, cuantificacién del contenido de fenoles vy
flavonoides y un estudio in vitro de la actividad antioxidante.
El objetivo fue realizar una evaluacién cualitativa y cuantitativa
preliminar del extracto en relacion con su composicién quimica,
propiedades fisicoquimicas y actividad antioxidante in vitro. En
la Farmacopea Argentina no se registran monografias de esta
especie ni de preparados realizados con la misma.

Material y métodos

Obtencion de la materia prima

Para la recoleccion, el procesado y la conservacion de la materia
prima se procedié de modo similar al descrito en trabajos
anteriores.2425 En esta oportunidad, la materia prima provino de
un cultivo en tierra (vivero de la Universidad Nacional del
Chaco Austral). El material utilizado consistié en una mezcla de
partes iguales de vegetal de dos recolecciones realizadas en
verano (primeros dias de los meses de diciembre y de marzo),
sometido a un periodo de desecacién de siete dias. El polvo
obtenido de las hojas secas procesadas tuvo una granulometria
comprendida entre 1410 y 2000 p.

Obtencién del extracto

El extracto se prepard segun el procedimiento de lixiviacién
hidroalcohdlica simple  de la Farmacopea Argentina®0,
empleando etanol (EtOH) de 70° y 100 g de polvo, usdndose un
lixiviador cilindrico de vidrio oscuro (capacidad 500 ml). Para
que el método general de obtencion fuera mds préctico, la
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humectaciéon y la maceraciéon (con 250 ml de solvente
extractivo) se realizaron en el lixiviador durante 24 hs, no se
efectué tamizacion ni compresion fuerte del polvo himedo
previo a la lixiviacion y se practicé extraccién con un volumen
fijo de solvente extractivo (200 ml). El resto del proceso de
obtencion fue segtin la normativa, obteniéndose un volumen
final de 100 ml de extracto, el cual fue filtrado a presion
reducida. El mismo se conservé en frasco color caramelo, a
temperatura ambiente, hasta el momento de su estudio.

Ensayos cualitativos

Se realiz6 andlisis sensorial de las caracteristicas
organolépticas del extracto y se efectuaron reacciones quimicas
mediante cambios de color o formacién de precipitados?’ para
determinar la presencia de metabolitos secundarios. Las
reacciones quimicas realizadas al extracto fueron las siguientes:
deteccion de triterpenos y  esteroides (prueba de
Liebermann-Burchard), compuestos fendlicos (ensayo con
cloruro férrico al 1%), flavonoides (prueba de Shinoda),
saponinas (prueba de la espuma?®), lactonas (reaccién de
Baljet), quinonas (reacciéon de Borntriger), lipidos y aceites
esenciales (ensayo con Suddn III), aminas (ensayo con
ninhidrina al 0,1%), azicares reductores (con reactivo de
Fehling), alcaloides (con reactivos de Dragendorff, de Mayer y
de Bouchardat) y leucoantocianidinas (4cido clorhidrico 2 N en
alcohol propilico).

Ensayos cuantitativos

A- Determinacion de propiedades fisicoquimicas

Se efectud la medicién de las siguientes propiedades: densidad
relativa (por picnometria), viscosidad  cinemdtica (con
viscosimetro Saybolt Jonomex® AVS 88 y segtin la Farmacopea
Argentina®®) y pH (con pHmetro Altronix® modelo TPA 1II).

B- Cuantificacion de fenoles totales y de flavonoides totales
Las determinaciones de fenoles totales, de flavonoides totales y
de la actividad antioxidante fueron realizadas por
espectrofotometria (espectrofotémetro Beckman DU® 640B).
En la determinacion del contenido de fenoles totales se efectud
la reaccién colorimétrica de oxido-reduccién con el reactivo de
Folin-Ciocalteu como agente oxidante. 2930 Se utiliz6 una
solucién estdndar de 4cido gélico (3 mg/ml) en EtOH 70°, a
partir de la cual se prepararon cinco diluciones (rango de
concentracién entre 0,11 y 0,95 mg/ml), con las que se
construyé la curva de calibracion. Para la estimacion de fenoles
totales, en un matraz aforado de 10 ml, se colocaron 100 pl de
cada muestra (extracto diluido 1:10 con EtOH 70°), 0,5 ml del
reactivo de Folin-Ciocalteau (Sigma Aldrich®, diluido 1:5), 1 ml
de carbonato de sodio al 20% y agua destilada hasta llevar a
volumen, agitando durante 1 min. Las soluciones resultantes se
mantuvieron en reposo durante 30 min a temperatura ambiente
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y en oscuridad y luego se leyeron las absorbancias a 760 nm.
Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de
dcido gélico por mililitro de extracto (mg EAG/ml E).

El contenido de flavonoides totales se determind mediante el
ensayo de complejacién con nitrato de aluminio.3! Para la curva
de calibracién se prepard una solucién de quercetina en EtOH
80° (2,7 mg/ml), de la cual se realizaron cinco diluciones (rango
de concentracién entre 0,13 y 1,08 mg/ml). Las muestras se
prepararon de la siguiente manera: en un matraz de 10 ml se
colocaron 100 1 del extracto, 200 ul de acetato de potasio 1 M
y 200 ul de nitrato de aluminio al 10 %, llevando a volumen
con EtOH 80° y agitando durante un minuto. Se dejé reposar a
temperatura ambiente en la oscuridad durante 40 min y se leyo
la absorbancia a 438 nm. Los resultados se expresaron como
miligramos equivalentes de quercetina por mililitro de extracto
(mg EQ/ml E).

C- Evaluacién de la actividad antioxidante por el método
del DPPH

La capacidad de captar radicales libres se cuantific63234 por la
medida de la disminucién de la absorbancia del radical
1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH, Sigma Aldrich®) a 517 nm
en presencia del extracto. Para la construccién de la curva de
calibracién de DPPH se prepard una solucion madre de DPPH
(0,12 mg/ml) en EtOH 70°, a partir de la cual se realizaron cinco
diluciones (rango de concentracién entre 0,02 y 0,04 mg/ml) en
idéntico solvente.

Las muestras se prepararon del siguiente modo: a volimenes
variables (entre 20 y 80 p1) de una dilucién 1:10 del extracto en
EtOH 70°, se les incorporé 750 ul de DPPH y el volumen
necesario de EtOH 70° para completar 3 ml. Se mantuvo en la
oscuridad y a temperatura ambiente durante 10 min y luego se
realizé lectura de la absorbancia. El porcentaje de inhibicién del
DPPH se calculé mediante la expresion:33

% Inhibicién DPPH= [(Acontrol - Amuestra)/ Acontrol ] X 1007 siendo
Acontrol la absorbancia de la solucién de DPPH y A cqiras 12
absorbancia de cada dilucién 1:10 del extracto. Los resultados
se expresaron como concentracion inhibitoria ICs, (en mg/ml),
esto es, la cantidad de sustancia en 1 ml de reaccidon, necesaria
para disminuir al 50% la concentracién inicial de DPPH .33
Como estdndar de referencia se empled una solucion etandlica
(EtOH 70°) de 4cido 6- hidroxi- 2, 5, 7, 8-
tetrametilcromancarboxilico- Trolox- Sigma Aldrich® (0,025
mg/ml), de la cual se utilizaron cinco diluciones (rango de
concentracién 1,04 a 2,08 pg/ml).

La capacidad antioxidante se establecid como capacidad
antioxidante equivalente al Trolox (TEAC), usando la siguiente
expresion:3> TEAC= ICs) 1ro1ox/ICs0 extracto Y 108 Tesultados se
indicaron como miligramos equivalentes de Trolox por mililitro
de extracto (mg ET/ml E).
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Andlisis estadistico

Todas las determinaciones cuantitativas fueron realizadas por
triplicado. Los resultados se expresan como media + desviacion
estandar. Para el tratamiento estadistico de los datos se uso el
programa Statgraphics Plus versiéon 4.0 (licencia tipo demo),
realizdndose el andlisis de varianza (ANOVA) y el test de
comparacién miultiple, con un nivel de confianza del 95%.

Resultados y discusion

Ensayos cualitativos

El extracto obtenido result6 un liquido verde oscuro, opaco, con
olor caracteristico de la especie y de sabor ardiente, con un dejo
dulce.

En el tamizaje fitoquimico efectuado en el extracto, tomando
como criterio la intensidad de la coloracion o la cantidad de
precipitado formado en los respectivos ensayos, fueron
detectados triterpenos/esteroides, fenoles/taninos, flavonoides y
trazas de saponinas y de lactonas, en tanto que hubo ausencia de
los demds metabolitos ensayados. Por otra parte, cabe acotar
que, en cuanto a terpenos, en un trabajo anterior de los autores?>
se menciond tanto la ausencia del componente toxico tuyona,
como la presencia de alto contenido de carvona en extractos
fluidos de esta especie.

Ensayos cuantitativos
En la Tabla 1 se muestran los resultados de la determinacion de

algunas propiedades fisicoquimicas.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del extracto

Densidad relativa a | Viscosidad cinemdtica pH a 20°C
15°C a 37,8° C (centiStokes)
09139 £ 1.10* 1,037.10% £4.10°¢ 6,95+ 1.107

Los resultados de las propiedades analizadas en el extracto
mostraron valores bastante aproximados a los correspondientes
al EtOH 70°.36-40
Las propiedades como la densidad y la viscosidad de los
liquidos afectan a la transferencia de masa y de calor en las
soluciones, lo cual influye en muchos procesos quimicos y
farmacéuticos. Asi, la disponibilidad de datos relacionados con
las mismas es dtil en el disefio e ingenieria de tales procesos.3
Ademds, la viscosidad cinemadtica suministra informacién
sobre el grado de fluidez de un liquido;3” el bajo valor de
viscosidad del producto obtenido indicaria una elevada fluidez.
Por otra parte, el valor del pH del extracto etandlico estuvo en
concordancia con el hecho de que los alcoholes son 4cidos
mucho mds débiles que el agua y en sistemas bioldgicos se
considera que son neutros.*! También resultaria un indicio de
las caracteristicas levemente acidas del conjunto de sustancias
extraidas con EtOH de 70°.



En general, las propiedades fisicoquimicas contribuirfan a
corroborar la identidad del extracto, dada su estrecha relacion
con la composicién cualitativa y cuantitativa del mismo. La
caracterizacion fisicoquimica es parte del proceso de
estandarizacion de un producto, fundamentalmente con vista a
posteriores fines de aprovechamiento.

En la Tabla 2 se presentan los resultados de la determinacion del
contenido de metabolitos tales como fenoles y flavonoides.

Tabla 2. Contenido de fenoles totales y de flavonoides totales
en el extracto

Metabolitos
Fenoles totales Flavonoides totales
(mg EAG/ml E) (mg EQ/ml E)
2,32 + 0,16 0,37 = 001

mg EAG/ml E: miligramos equivalentes de
dcido gélico/mililitro de extracto
mg EQ/ml E: miligramos equivalentes de
quercetina/mililitro de extracto

Los resultados de flavonoides totales muestran valores menores
que los obtenidos para el andlisis de fenoles totales, lo cual se
explicaria por ser los flavonoides uno de los subgrupos de los
compuestos fendlicos.

La Tabla 3 muestra los valores de la actividad antiradicalaria,

indicada como ICsj del extracto y de la sustancia de referencia.

Tabla 3. Actividad antiradicalaria del extracto y de la
sustancia de referencia

Sustancia IC50 (mg/ml)
Extracto 5,30.10°% £ 1,13. 10
Trolox 1,90. 1073 +9,80.10°

(concentracion 0,025 mg/ml)

ICs,: Concentracién inhibitoria 50, miligramos de sustancia
antioxidante en 1 ml de reaccion, necesaria para disminuir al
50% la concentraci6n inicial de DPPH33.

Se registraron diferencias estadisticamente significativas (p >
0,05) entre las medias de los valores de ICs presentados en la
tabla. Dichos valores sugieren que el extracto tendria una
actividad antiradicalaria aproximadamente tres veces menor
que la sustancia de referencia, a la concentracion utilizada en
esta experiencia. Aun asi, dicho extracto podria considerarse
como viable para el aislamiento de sustancias activas como
antioxidantes, dado que en este caso la actividad observada
equivaldria al efecto total (sinérgico o no) de la mezcla de
componentes del mismo.*?

En cuanto a la actividad antioxidante total en relacion al Trolox

S FARMACEUTICAS

(TEAC-DPPH), la misma resulté ser de 8,32.10°! + 2,52.102
mg ET/ml E. Esto es, cada mililitro del extracto tendria una
actividad antioxidante total equivalente a la de
aproximadamente 0,83 mg de Trolox. La actividad antioxidante
podria atribuirse, en parte, a la presencia de polifenoles, cuya
estructura quimica es especialmente adecuada para actuar como
atrapadores de radicales libres o donadores de hidrégenos o
electrones.®

Existen publicaciones***# que dan cuenta del contenido de
fenoles totales, de flavonoides totales y de la actividad
antioxidante de extractos acuosos (infusiones y decocciones) de
esta especie, empleando fenoles y flavonoides de referencia
distintos a los utilizados en este trabajo. A efectos de establecer
comparaciones vdlidas, no se han encontrado en la literatura
cientifica referencias similares para extractos etandlicos. Lo
mencionado anteriormente pondera la relevancia de la
informacion aportada en este trabajo.

Conclusiones

El estudio del extracto etandlico de A. polystachya reveld la
presencia de cinco grupos de metabolitos (dos de ellos en
cardcter de trazas) y valores de las propiedades fisicoquimicas
similares a los del solvente extractivo.

El extracto tendria una capacidad captadora de radicales libres
aproximadamente tres veces menor que la sustancia de
referencia y una actividad antioxidante total de 0,83 mg
equivalentes de Trolox por mililitro de extracto. Ello se
atribuiria, en parte, a la presencia de los fenoles y los
flavonoides cuantificados.

Los resultados del trabajo contribuirfan a ampliar el
conocimiento cientifico de los extractos de la especie. Sin
embargo, es necesario profundizar el estudio de la composicion
quimica de los mismos y su relacion con la actividad
antioxidante por otras metodologias, tarea ya iniciada por el
grupo de investigacion.
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