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Resumen

Lantana camara Linn. (Verbenaceae) es nativa de América tropical y subtropical y naturalizada como especie invasiva en otras
areas de América, Asia, Australia, Africa, Caribe e islas del Pacifico y Nueva Zelanda. En la Argentina se la encuentra en al
menos 11 provincias, y se emplea como digestiva, carminativa, febrifuga, diurética, analgésica, antitusiva y en bafios contra el
reumatismo. En la Argentina y algunos paises limitrofes se informa toxicidad para el ganado bovino. Los objetivos de este tra-
bajo son reportar los metabolitos secundarios hallados en el tamizaje fitoquimico, la toxicidad (aguda in vitro y genotoxicidad)
y actividad antimicrobiana del extracto etanélico de hojas de esta planta. Se investigaron metabolitos secundarios mediante
reacciones colorimétricas, cromatografia en capa delgada, cromatografia en papel y espectrofotometria. El contenido de fenoles
totales y flavonoides totales se determiné por los métodos colorimétrico (con el reactivo Folin-Ciocalteu) y de complejacién
(con cloruro de aluminio), respectivamente. Ademas, se analizaron la toxicidad aguda in vitro (test de Artemia salina), la ge-
notoxicidad (test de Ames) y la actividad antimicrobiana. Los resultados revelaron la presencia de flavonoides, polifenoles,
polisacaridos, proteinas, taninos, triterpenos/esteroides y sapondsidos. El contenido de fenoles totales fue 3,04 + 6.102> mg EAG/
ml extracto y el de flavonoides 0,82 + 4102 mg EQ /ml extracto. La concentracién letal media superior a 1000 ug/ml extracto
y el indice mutagénico menor a 2, permitirian inferir que este extracto seria practicamente no toxico. La actividad frente a
bacterias Gram positivas, principalmente del género Staphylococcus, resultaria promisoria (CIM = 125-500 pg/ml). Los resultados
del trabajo contribuyen a ampliar el conocimiento cientifico de la especie en la Argentina, siendo necesarios estudios de mayor
complejidad para acrecentar su caracterizacién quimica.

Preliminary evaluation of the phytochemistry, antibacterial activity
and toxicity in vitro of Lantana camara L. (Verbenaceae)

Summary

Lantana camara Linn. (Verbenaceae) is native to tropical and subtropical America and naturalized as an invasive species in other
areas of America, Asia, Australia, Africa, Caribbean and Pacific Islands, and New Zealand. In Argentina, it is found in at least 11
provinces and is used as a digestive, carminative, febrifuge, diuretic, analgesic, antitussive, and in baths against rheumatism.
In Argentina and some neighboring countries, toxicity to cattle is reported. The aims of this work are to report the secondary
metabolites found in the phytochemical screening, the toxicity (acute in vitro and genotoxicity) and antimicrobial activity of
the ethanolic extract of leaves of this plant. Secondary metabolites were examined by colorimetric reactions, thin-layer chro-
matography, paper chromatography, and spectrophotometry. The content of total phenols and total flavonoids was determined
by colorimetric (with the Folin-Ciocalteu reagent) and complexation (with aluminum chloride) methods, respectively. Besides,
acute in vitro toxicity (Artemia salina test), genotoxicity (Ames test), and antimicrobial activity were analyzed. The results re-
vealed the presence of flavonoids, polyphenols, polysaccharides, proteins, tannins, triterpenes/steroids, and saponosides. The
content of total phenols was 3.04 + 6102 mg EAG/ml extract and that of flavonoids 0.82 + 4102 mg EQ /ml extract. The mean
lethal concentration higher than 1000 pug/ml extract and the mutagenic index lower than 2, would allow us to infer that this
extract would be practically non-toxic. The activity against Gram-positive bacteria, mainly of the Staphylococcus genus, would
be promising (MIC = 125-500 pg/ml). The results of the work contribute to broadening the scientific knowledge of the specie in
Argentina requiring more complex studies to enhance its chemical characterization.

Palabras clave: actividad antimicrobiana — genotoxicidad — tamizaje fitoquimico — toxicidad aguda.
Key words: antimicrobial activity — genotoxicity — phytochemical screening — acute toxicity.
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Introducciéon

Lantana camara Linn. (Verbenaceae) es nativa de América
tropical y subtropical y naturalizada como una especie inva-
siva en otras areas de América, Asia, Australia, Africa, Caribe
e islas del Pacifico y Nueva Zelanda (Grilli y Galetto, 2009;
Torres y Galetto, 2014). En la Argentina se la encuentra en
Buenos Aires, Cérdoba, Corrientes, Entre Rios, Formosa, Ju-
juy, Misiones, Salta, Santiago del Estero, Santa Fe y Tucuman
(De la Pena y Pensiero, 2017).

Es un arbusto, de 1,5-3 m, generalmente aculeado,
hispidulo o pubescente con tricomas glandulares y no
glandulares. Hojas de lamina membrandacea, cordada,
crenado-serrada, haz reticulado-rugoso a aspero-escabro-
so y envés densamente velutino-pubescente o hispidulo
sobre los nervios. Florescencias parciales en espigas capi-
tuliformes densas; bracteas angostamente elipticas. Caliz
truncado, pubescente; corola amarillo-anaranjada. Fruto
carnoso-jugoso, negro a la madurez (Rotman, 2009). Al-
gunos de los nombres vulgares de la especie son: bandera
espanola, camard, camard de dos colores, cambard y yerba de
la cruz (De la Pena y Pensiero, 2017).

Es usada generalmente como una planta ornamental y,
en muchos lugares del mundo se utiliza para tratar una am-
plia variedad de trastornos, en remedios populares contra
tumores y cancer, fiebre, gripe y dolor de estémago. En Amé-
rica Central y América del Sur, las cataplasmas de las hojas se
emplean para tratar herpes, varicela, sarampién, reumatismo
y, preparaciones de la planta, para tratar el asma y la hiper-
tension arterial (Kalita y col, 2012; Nurul y Abdul, 2013). En
la Argentina, la infusién de la planta fresca se emplea como
digestiva, carminativa, febrifuga, diurética, analgésica, anti-
tusiva y en banos contra el reumatismo (Hurrell y Bazzano,
2003; Rondinay col,, 2008; Hernandez y col.,, 2010).

Acerca de la toxicidad de L. camara en Brasil, los inves-
tigadores Brito, Tokarinia y Dobereiner (2004) sefialaron
como toxicas para el ganado bovino y ovino, a las muestras
provenientes de seis de los catorce estados en los que se rea-
liz6 el estudio. Por su parte, Bevilacqua y col. (2011) refieren
baja toxicidad aguda de fracciones apolares y polares de ex-
tractos crudos en ratones, la que se atribuiria a triterpenos
de la familia lantadenos. Segin Gonzalez y Recalde (2006),
en Paraguay la especie estd incorporada a una lista de plan-
tas toxicas para los humanos; los frutos inmaduros conten-
drian los compuestos antes mencionados. De acuerdo con
la bibliografia (Rodriguez y col., 2018), en Uruguay también
la mencionan como téxica para el ganado. En la Argentina
se ha reportado la toxicidad en bovinos, en Jujuy (Marin y
col,, 2005) y en Corrientes (Caspe y col., 2012). Sin embargo,
en una publicacién conjunta de UMSA y otras instituciones
(2002), se comenta que en algunas comunidades guaranies
del Chaco boliviano (provincia Cordillera) se emplea como
forraje en la alimentacién animal.

En este articulo la bisqueda de la informacion ha sido
orientada hacia el conocimiento fitoquimico y toxicidad in
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vitro de la especie, reportados particularmente en la Argen-
tina y paises limitrofes. Si bien es un arbusto muy difundi-
do y estudiado mundialmente, son escasas las publicaciones
encontradas en relacién a la composicién quimica, toxicidad
y actividad antimicrobiana in vitro en extractos etanélicos de
la especie en la Argentina. En la actualidad, se encuentran
reportes de actividad antimicrobiana in vitro de esta especie
en distintas partes del mundo, probando extractos de hojas
con distintos solventes organicos como metanol, etanol, ace-
tona, éter de petrdleo, diclorometano y metanol, como tam-
bién del aceite esencial (Ayub y otros, 2017; Carvajal Tesoreroy
col, 2013; Kumar y col., 2006; Navarrete Barragan y col., 2020;
Saraf y col, 2011, Venegas del Castillo y Vasquez-Valles, 2016).
En particular se report6 que los extractos etanoélicos de hojas
mostraron fuerte actividad antimicrobiana frente a bacterias
Gram positivas y los extractos etanélicos de los tallos mos-
traron también actividad frente a bacterias Gram negativas
(Saraf'y col., 2011). El presente estudio se focaliza en probar la
actividad biol6gica usando las hojas para un uso sustentable
de la especie y utilizar como solvente el etanol por su menor
toxicidad y su capacidad extractiva de metabolitos de polari-
dad media como los flavonoides y terpenos, los cuales tienen
reconocida actividad antimicrobiana.

Por lo tanto, los objetivos de este trabajo son repor-
tar los principales metabolitos secundarios hallados en
el tamizaje fitoquimico, asi como la toxicidad (aguda in
vitro y genotoxicidad) y la actividad antimicrobiana de un
extracto etandlico de hojas de L. camara.

Materiales y métodos
Material vegetal

Las ramas de la especie vegetal se recolectaron durante el mes
de diciembre de 2018, en zona rural de los alrededores de la
ciudad de Presidencia Roque Séenz Pefia, ubicada en el centro
de la provincia del Chaco (Reptblica Argentina). La localiza-
cién por coordenadas es 26°44'44.888” S 60°24’ 8.817 O.

Un ejemplar con flores, previamente identificado por
medio de técnicas taxonémicas de rutina por un especia-
lista del area de Farmacobotanica, se separd, se herborizo
y se deposit6 en el Herbario del Instituto de Botanica del
Nordeste (IBONE-CONICET), voucher Aguado MI o1, Co-
rrientes-Argentina.

De las ramas frescas del arbusto se separaron las hojas,
se acondiciond el material (lavado, enjuague, escurrimien-
to) y se secé a temperatura ambiente y a la sombra (7 dias).

Obtencion del extracto y su fraccionamiento

La elaboracion del extracto se realiz6 por maceracién (Far-
macopea Argentina, 2013), para esto la droga vegetal (DV)
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(seca y molida, tamafio de particula entre 355 y 850 pm)
se dejo en contacto con etanol (EtOH) 96 % (v/v) a 65 °C,
durante 2,5 horas. Se filtr6 el liquido, se prensé el residuo,
y se lavo el recipiente y el residuo con pequefias porciones
del etanol 96 %, reuniendo los filtrados para obtener un ex-
tracto etandlico (EE) al 20 % (p/v).

Para la separacion del EE en distintas fracciones se sigui6
la técnica propuesta por Rondina y Coussio (1969), descripta
por Ardoino y col. (2013) y Soro y col. (2019). El extracto EE
filtrado constituyd la primera fraccién (fraccién A). Un tercio
de ese filtrado se seco, se trat6 con acido clorhidricoal 1 % y
se filtro. Al residuo de la filtracién se le agregd cloroformo y
se filtrd (fraccion B). Al filtrado 4cido anterior se lo alcalinizd
con amoniaco y se control6 el pH con papel de tornasol, luego
se extrajo con cloroformo. Esta fraccién se concentr6 y se re-
cuperd el volumen con 4cido clorhidrico al 1 % (fraccién C). E1
extracto inicial se secd y recuper6 con acido clorhidrico al 1 %
y se neutralizd (fraccion D).

Material biolégico

Los aislamientos clinicos de Staphylococcus aureusy de Escheri-
chia coli fueron provistos por el Laboratorio de Analisis Clini-
cos del Hospital “4 de Junio” y el de la Unidad Médica Educa-
tiva de la Universidad Nacional del Chaco Austral. Todos los
microorganismos fueron mantenidos a -20 °C en caldo infu-
sién cerebro corazén (BHI, Laboratorios Britania, Argentina)
conteniendo glicerol al 30 % (v/v).

Los huevos de Artemia salina L. (Artemiidae) fueron ad-
quiridos como presentacién comercial (marca Vitafish) en un
acuario de la ciudad.

Analisis cualitativos
Investigacion de metabolitos por reacciones fitoquimicas

La determinacién de los grupos de metabolitos se efectud, se-
gun correspondiese a la naturaleza del ensayo, en DV, EE y sus
fracciones. Los principales grupos de metabolitos se recono-
cieron mediante reacciones colorimétricas o de precipitaciéon
(Lock de Ugaz, 2001; Murillo y Méndez, 2008).

Las reacciones directas en DV permitieron explorar
metabolitos como antraquinonas y derivados (reaccién
de Borntréager), cumarinas (prueba de Legal, prueba de Er-
lich), glucésidos cianogenéticos (reacciéon de Guignard),
proteinas/grupos amino (reaccién de la ninhidrina), lipi-
dos (Sudan III, reaccién con yodo) y saponinas (prueba de
la espuma, Norma IRAM 37514).

En la fraccién A (etandlica) se investigaron: flavonoi-
des (reaccion de Shinoda, vapores de amoniaco), hidratos
de carbono (prueba de Molisch), lipidos (Sudan III, reac-
cién con yodo) y taninos/grupos OH- fendlicos (prueba
de la gelatina-sal, tratamiento con butanol, acido clorhi-
drico y carbonato de sodio).

La fraccién B (cloroférmica, acida) se empled para in-

vestigar antraquinonas y derivados (reaccion de Borntra-
ger) y triterpenos/esteroides (prueba de Liebermann-Bur-
chard, prueba de Salkowski).

En la fraccién C (cloroférmica, neutra) se investigaron
alcaloides (reactivo de Dragendorff, prueba de Mayer), glu-
cosidos cardioténicos (prueba de Legal, prueba de Baljet),
triterpenos/esteroides (idem fraccién B), y leucoantocianinas
(reaccién de Rosenheim).

En la fracciéon D (acuosa) se buscaron glucésidos car-
dioténicos (idem fraccién C), hidratos de carbono (idem
DV), polifenoles/taninos (reaccién del cloruro férrico,
ensayo con reactivo Folin-Ciocalteu, prueba de la gelati-
na-sal) y proteinas/grupos amino (idem DV).

Investigacion de metabolitos por cromatografia en
capa delgada

El EE también se investigd por cromatografia en capa del-
gada (CCD); las fases moviles y reveladores fueron tomados
de las alternativas que plantean Wagner, Bladt y Zgainski
(2001) y Murillo y Méndez (2008). Para alcaloides se utilizd
el sistema de fase movil: tolueno, acetato de etilo, dietila-
mina (7:2:1) y revelado con reactivo de Dragendorff. Para
flavonoides se usoé el sistema de fase movil: acetato de etilo,
acido férmico, acido acético, agua (10:1,1:1,1:2,7) y la solucién
reveladora difenil-boriloxietilamina - polietilenglicol-28
(NP-PEG 28). Para polifenoles/taninos en general se em-
pleod el sistema: butanol, acido acético, agua (4:1:5) y los re-
veladores luz UV, ferricianuro de potasio y cloruro férrico.
Para terpenos y esteroides se ocupd el sistema: cloroformo,
metanol, agua (6,4:5:1) y como reveladores los reactivos de
Liebermann-Burchard y anisaldehido-acido sulftrico.

Ensayos complementarios

A pequeinas porciones de DV en polvo se le practicaron
procedimientos generales de extraccién (Ringuelet y
Vifia, 2013) a fin de explorar metabolitos potencialmen-
te toxicos: alcaloides (por mezcla hidroalcohdlica acida y
por solvente organico en medio alcalino) y triterpenos/
esteroides (procedimientos para sapondsidos y para he-
terésidos cardiotbnicos). Los extractivos para ensayos
complementarios (EEC) de alcaloides se exploraron en
CCD con el sistema solvente y reactivos reveladores an-
tes mencionados, contrastando con sulfato de atropina
como testigo. Para saponoésidos se recurrié al sistema de
fase moévil: butanol- acido acético glacial-agua (4:1:5), el
revelado se hizo con el reactivo de Liebermann-Burchard
y se usb como testigo el extracto de corteza de Quillaja sa-
ponaria (Rosaceae) en etanol 70 %. Para los heterésidos se
empled el sistema: acetato de etilo, metanol, agua (81:11:8),
como revelador el reactivo de Liebermann-Burchard, y
como testigos digitalina en cloroformo y extracto de Q.
saponaria en etanol 70 %.
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Caracterizacion preliminar de los flavonoides mayori-
tarios por espectrofotometria UV-visible

En placa de silica gel se sembr6 una muestra del EE, em-
pleando las fases moévil y estacionaria ya citadas en el en-
sayo de flavonoides. Se observd con luz UV a 366 nm (con
y sin empleo de vapores de amoniaco) y con el revelador
NP-PEG 28. Se rasparon los sectores de la placa donde se
localizaron las manchas mayoritarias y se solubilizaron
en metanol (EM).

Por otra parte, a partir de DV sometida a una hidrolisis
acida (HA) con HCl 2 M durante 40 minutos a 100 °C y poste-
rior particién con acetato de etilo, se obtuvieron flavonoides,
los cuales se analizaron y separaron por cromatografia en
papel (CP) (Cartaya, 2001, Harborne, 1973), fase mévil: agua,
con el mismo revelado que la placa anterior. Las muestras de
HA fueron solubilizadas en metanol (EHM).

Tanto EM como EHM se sometieron a un barrido es-
pectral en un espectrofotometro UV-visible Shimadzu
UV-1800 (200 a 400 nm), determinando los valores de las
bandas I y II para luego compararlos con bibliografia de
referencia como Markham (1982).

Cuantificacién de fenoles y de flavonoides

El contenido de fenoles totales se determiné por el méto-
do colorimétrico (Singleton y col., 1999) con el reactivo Fo-
lin-Ciocalteu. Los resultados se expresaron en miligramos
equivalentes de acido galico/ml de extracto etandlico (mg
EAG/ml EE). Los flavonoides se cuantificaron con el méto-
do del cloruro de aluminio (Popova, 2005) y su contenido se
expres6 como miligramos equivalentes de quercetina/ml de
extracto etandlico mg EQ /ml EE). En ambos casos las deter-
minaciones se efectuaron por triplicado; los valores presen-
tados corresponden a la media + desviacién estandar.

Actividad antimicrobiana

La evaluacién cualitativa de esta actividad se realizé me-
diante bioautografia puntual, cargando 60 pg de extracto
seco disuelto en EtOH, en cromatoplacas de silica gel. To-
das las placas se cubrieron con 2 ml de medio de cultivo
(infusién cerebro corazén con 0,6 % de agar) conteniendo
105 UFC/ml de la cepa de bacteriana (Nieva Moreno y col.,
1999). Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h y se mi-
dieron los halos de inhibicién formados luego del revelado
con la sal 3-(4,5-dimetiltiazol 2yl)-2,4-difenilbromuro de te-
trazolio (MTT). Los ensayos se hicieron por duplicado.

La evaluacién cuantitativa se realiz6 mediante la
determinacién de la concentracién inhibitoria minima
(CIM) y la concentracién bactericida minima (CBM).
Ambas pruebas se efectuaron mediante microdiluciéon
en caldo (CLSI, 2006). Al EE obtenido originalmente se
le elimind el solvente por evaporacién y el residuo seco
se disolvi6 en DMSO, y el extracto resultante se designo
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como ED. El rango de concentraciones probado fue de
31,25-1000 pg/ml. Los microorganismos utilizados fue-
ron bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus ATCC
29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Enterococcus
faecalis ATCC 29212 y cinco aislamientos clinicos de S. au-
reus: Sa 5289, Sa 5347, Sa 5307, Sa 5627, Sa 5246, Sa 5621,
Sa 5357) y Gram negativas (Escherichia coli ATCC 35218 y
dos aislamientos clinicos resistentes a ampicilina: E. coli:
Ec 1763, Ec 1785). Como control positivo se usé ampicilina
(en un rango de concentraciones de 102,4 a 0,2 ug/ml) y
como control negativo DMSO. Los ensayos se realizaron
por duplicado.

Ensayo de toxicidad aguda in vitro

Con el ED también se desarroll6 el Test de la Artemia salina.
Los huevos se incubaron en una camara con agua de mar
artificial (ajustada a pH 9,0) a 25 °C, con aireacién y luz arti-
ficial directa (Zampini y col., 2008), durante 24 h. Luego se
dispuso una serie de 10 larvas en tubos conteniendo dife-
rentes concentraciones del extracto (10 -1000 pg/ml) en el
agua de mar. Se incluy6 un grupo control con todos los ele-
mentos del ensayo, excepto la muestra, y como control po-
sitivo una solucién de dicromato de potasio (3,75 - 60 ug/
ml). Después de 24 h, se contd el nimero de larvas muer-
tas (sin motilidad) con ayuda de una lupa estereoscdpica
y se determinaron la mortalidad y la Concentracién Letal
50 (CL,). Los ensayos se efectuaron por triplicado y los re-
sultados se expresaron como media + desviaciéon estandar.
Para la clasificacién se consider6 la escala referenciada por
el Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para
el Desarrollo, mencionada por Bussmann y col. (2011).

Ensayo de genotoxicidad

Este ensayo se realiz6 segin la técnica de Maron y Ames
(1983). Las cepas de Salmonella typhimurium TA98 y TA100
fueron cultivadas en caldo nutritivo y expuestas a diferen-
tes concentraciones del ED (500, 250 y 125 ug/ml). E1ED se
agregb a 2 ml de agar blando suplementado con L-histidina
y D-biotina, luego fue mezclado con 100 pl de la suspension
bacteriana y se incub6 a 37 °C durante 48 h. También se
realizé un control negativo (sin extracto), un control posi-
tivo con 4-NPD (4-nitro-o-fenilendiamina) y un control de
solvente con DMSO. Las muestras se analizaron por tripli-
cado con dos réplicas. El control negativo permite evaluar
el nimero de colonias que revierten espontaneamente. Los
resultados se expresaron como el ndmero de revertantes
por placay como el indice mutagénico (IM) de acuerdo con
la siguiente ecuacion:

__numero de revertantes en la muestra

IM=— .
numero de revertantes espontdneos
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Resultados y discusion
Analisis cualitativo

En la tabla 1 se incluyen los resultados obtenidos en la
marcha fitoquimica con los metabolitos reconocidos en
DV y en EE. En las condiciones de ensayo, se detectaron
presencia de flavonoides, hidratos de carbono, polifeno-
les/taninos, proteinas/grupos amino, taninos/grupos
OH-, saponinas triterpénicas (mancha ptrpura) y esteroi-
des (mancha azul/azul verdoso), en tanto que resultd du-
dosa la presencia de cumarinas. No se detectd la presencia
de alcaloides, antraquinonas, glucésidos cardioténicos,
glucdsidos cianogenéticos y leucoantocianinas y lipidos.

En la tabla 2 se muestran los grupos de metabolitos
cuya exploracion se realizé por CCD a partir del EE y de los
extractivos EEC. Se determin6 la presencia de triterpenos
sapondsidos y se corrobor6 la ausencia de alcaloides y de
heterésidos cardioténicos.

El andlisis preliminar de los grupos de metabolitos
presentes en el extracto EE es, en parte, coincidente con
lo referido por Oliveira de Sousa y col. (2015) en extractos
con hojas de la especie del estado de Cear3, Brasil. En este
caso determinaron presencia de fenoles, flavonoides, ta-
ninos, saponinas, esteroides y terpenos. Bevilacqua y col.
(2011), con material vegetal de San Pablo, Brasil, para el
extracto etanoélico de hojas de L. camara reportaron la pre-
sencia de glicésidos y acidos grasos como componentes
mayoritarios.

Caracterizacion preliminar de flavonoides mayoritarios

En la tabla 3 se reporta acerca de la composicion de los fla-
vonoides mayoritarios del EM segun los andlisis por CCD y
espectrofotometria UV-visible. La informacién obtenida su-
geriria que los compuestos mayoritarios en forma de glicé-
sidos corresponderian al grupo de las flavonas. En la tabla 4
se reporta el tipo de flavonoides hallados en EHM, donde los
componentes por su escasa movilidad en la CP serian glico-
flavonas, ya que debido a la resistencia de la unién heterosi-
dica C-C pueden permanecer como compuesto no hidroliza-
do (Harborne, 1973).

Entre las flavonas aisladas de hojas de Lantana camara
que han sido reportadas, pueden mencionarse la flavona
glucosido camarasida (Ghisalberti, 2000). La hidrélisis acida
de la flavona pectolinarina produjo una aglicona denomina-
da pectolinarigenina y se reconocié D-glucosa y L-ramnosa
(Juang y col,, 2005). Otras flavonas obtenidas de un extrac-
to metandlico fueron acacetin-7-O-B-D-rutinosido, trici-
na, hispidulina, 3,5,7,8-tetra hidroxil-6-3"-dimetoxi flavona
(Patil y col,, 2015). En un ensayo de aislamiento bioguiado
a partir de un extracto metandlico de L. camara se inform6
la presencia de la glicoflavona vitexina (Qureshi y col., 2019).

Tabla 1.- Exploracién de metabolitos mediante reacciones
fitoquimicas

Metabolitos Droga Extracto
vegetal (EE)
Alcaloides nr -
Antraquinonas y derivados - -
Cumarinas +/- +/-
Flavonoides nr +
Glucésidos cardioténicos nr -
Glucésidos cianogenéticos - nr
Hidratos de carbono nr +
Leucoantocianinas nr -
Lipidos - -
Polifenoles/taninos nr +
Proteinas/grupos amino +
Saponinas + +
Taninos y grupos OH- nr +
Triterpenos/esteroides nr +

EE: extracto etanolico; +: presencia; - : ausencia; +/- : dudoso; nr: no realizado.

Tabla 2.- Exploracién de metabolitos mediante cro-
matografia en capa delgada

Extracto Extractivos

Metabolitos (EE) (EEC)
Alcaloides - -
Flavonoides + nr
Polifenoles/taninos + nr
Triterpenos/esteroides + nr
Esteroides (heterésidos cardioténicos) nr -
Triterpenos (saponésidos) nr +

EE: extracto etanélico; EEC: extractivos para ensayos complementarios;
+: presencia; - : ausencia; nr: no realizado.

Analisis cuantitativo

El contenido de fenoles totales fue de 3,04 + 6.102 mg EAG/
ml EE; el de flavonoides, 0,82 mg + 4.10% mg EQ/ml EE.
Existen publicaciones que informan acerca del contenido
de fenoles y de flavonoides totales de extractos acuosos y
etanolicos de la especie que se desarrolla en algunos luga-
res de Brasil (Sousa y col., 2015) y de la Argentina (Miche-
loniy col., 2018), pero los resultados se expresan de manera
diferente. Los investigadores Sousa y col. (2015) sugieren
que el potencial uso de este arbusto en el tratamiento de
varias enfermedades se deberia a su capacidad de actuar
como antioxidante, atribuible particularmente a los flavo-
noides.

33



Aguado v col.

Tabla 3.- Caracterizacién preliminar de los flavonoides mayoritarios en EM

Color UV (366 nm)

Longitud de onda UV-vis. (nm)

Rf Tipo de compuesto
Sin vapores NH,  Con vapores NH, Banda II BandaI

0,25 Celeste claro Amarillo verdoso 202 332 Glicosido de flavona

0,65 Celeste claro Amarillo verdoso 201 337 Glicosido de flavona

EM: extracto metandlico; fase mévil: acetato de etilo, acido féormico, acido acético, agua (10:1,1:1,1:2,7); revelador: NP-PEG 28 (difenil-boriloxietilamina

- polietilenglicol-28).

Actividad antimicrobiana

El extracto de L. camara so6lo fue activo frente a Staphylo-
coccus aureus, presentando halos de inhibicién mayores
a 10 mm, similar a lo registrado en Pert (Distrito de La
Libertad) por Requelme Bautista y Leal-Vera (2019), para
extractos obtenidos por percolacién de hojas frescas con
los solventes EtOH 50 ° y EtOH 75 °.

Los valores de CIM (tabla 5) estuvieron comprendidos
entre 125 y 500 pg/ml y de CBM entre 500 y 1000 pg/ml
frente a las bacterias Gram positivas ensayadas, excepto
en tres cepas que no se detect6 CBM. Los valores hallados
mostrarian una aceptable actividad antibacteriana y los
valores de CIM determinados en este trabajo resultaron si-
milares a los informados por investigadores de Brasil, tales
como Barreto y col. (2010) y Oliveira de Sousa y col. (2015),
quienes reportaron CIM = 512 pyg/ml para S. aureus. Los ex-
tractos investigados en ese pais si resultaron activos frente
a E. coli (CIM = 256 pg/ml), en tanto que el extracto aqui es-
tudiado no fue activo. Estas diferencias podrian depender
de diversos factores, tales como: estado de las hojas (frescas
o secas), método de extracciéon (maceracioén en frio o en ca-
liente, agotamiento por solvente, percolacién), la sensibi-
lidad de las cepas bacterianas y la técnica microbiolégica
usada para la determinacioén de la CIM/CBM. Otras causas
que podrian explicar estas discrepancias estarian relacio-
nadas con factores inherentes a la planta, tales como su
distribucién geografica o sus caracteristicas genéticas.

De acuerdo con Salada y col. (2015), un compuesto se
considera bactericida cuando el valor de CBM es inferior
a 4 veces el valor de CIM. Por lo tanto, si CBM/CIM da
un valor igual o mayor a 4 se considera bacteriostatico.

Tabla 4.- Caracterizaciéon preliminar de flavonoides
mayoritarios en EHM

Longitud de onda

Rf UV-vis. (nm) Tipo de
compuestos
Banda II Bandal
0,10 260 349 Glicoflavona
0,25 256 332 Glicoflavona

EHM: extracto de hidrolisis 4cida en metanol; fase mévil: agua; revelador:
NP-PEG 28 (difenil-boriloxietilamina-polietilenglicol-28).
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Los resultados del presente estudio permiten decir que el
extracto presenta actividad bacteriostatica frente a todos
los aislamientos de S. aureus usados en este ensayo y bac-
tericida frente a las cepas de S. epidermidis y E. faecalis. La
actividad antibacteriana podria atribuirse a los flavonoi-
des, taninos y terpenos presentes en este extracto; ya que
estos componentes han sido reportados con esa accion
(Oliveira de Sousa y col., 2015; Girish, 2017).

Ensayo de toxicidad aguda in vitro

En cuanto al ensayo de letalidad, el valor de CL, fue 1358 + 16
pg/ml, infiriéndose que seria practicamente no téxico (entre
1000 y 1500 pg/ml), de acuerdo con los estandares estable-
cidos por CYTED (Retuerto-Figueroa y col., 2020). Este valor
resulta similar a lo establecido por Baldera Paico y Dejo Tovar
(2018, en Lambayeque, Per(i) para un extracto etanélico de
hojas (CL_=1625 pg/ml, considerado relativamente inocuo).
El valor de CL50 no muestra una actividad fisiolégica
o biolégica en particular, es indicador de toxicidad a nivel
celular (Sanchez y Neira, 2005). Este valor orienta en la bus-
queda de nuevos componentes bioactivos en las plantas,
pero representa una evaluacion preliminar de la toxicidad.

Tabla 5.- CIM y CBM (ug/ml) de ED L. camara sobre
bacterias Gram positivas

Cepa bacteriana L. camara Ampicilina
CIM CBM CIM
Sa 5289 250 1000 25,6
Sa 5347 250 1000 25,6
Sa 5307 500 nd 51,2
Sa 5627 250 1000 25,6
Sa 5246 500 nd 51,2
Sa 5621 500 nd 51,2
Sa 5357 500 1000 51,2
Sa ATCC 29213 125 500 0,8
Se ATCC 12228 250 500 0,8
Ef ATCC 29212 250 500 0,4

ED: extracto seco de L. camara diluido en DMSO; CIM: concentra-
cién inhibitoria minima; CBM: concentracién bactericida minima;
Sa: Staphylococcus aureus; Se: S. epidermidis; Ef: Enterococcus faecalis;
nd: No detectado.
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Tabla 6.- Genotoxicidad de ED L. camara sobre Salmonella typhimurium

Concentracién Salmonella typhimurium TAg8 Salmonella typhimurium TA100

Muestra (ug/placa) N° rev/placa IM N° rev/placa IM
Control negativo 20 +1 123,5 + 4,9
Control DMSO 27 +2 1250 + 1,5
4-NPD 10 560,0 + 22,6 19,3 536,0 + 56,6 4,34
ED 500 24,5+ 2,1 0,84 90,5+ 2,1 0,73

250 3L0 +1,3 1,06 112,5 + 3,5 0,91

125 27,0 + 6,9 0,93 99,5+ 7,8 0,80

ED: extracto seco de L. camara diluido en DMSO; N° rev/placa: nimero de revertantes por placa; IM: indice mutagénico; 4-NPD: 4-nitro-o-fenilendiamina.

Ensayo de genotoxicidad

El extracto ED frente a Salmonella typhimurium TA98 y TA100
a concentraciones de 500, 250 y 125 ug/ml de extracto no
evidenci6 genotoxicidad, pues los valores de IM fueron me-
nores a 2 (Tabla 6). Esto indicaria que el ED es seguro a las
concentraciones bioactivas determinadas en este estudio.
Si bien no se encontraron trabajos recientes sobre estudios
de genotoxicidad en extractos alcoholicos de hojas de L. ca-
mara, la ausencia de mutagenicidad hallada en este trabajo
coincide con lo informado por Alkofahi y col. (1990) quienes
trabajaron con extractos etandlicos de 40 plantas medicina-
les de Jordania, entre las que se encontraba L. camara.

Sin embargo, aunque estos resultados indican baja to-
xicidad aguda invitro y ausencia de genotoxicidad, es nece-
sario recordar que se encontraron estudios in vivo que reve-
lan toxicidad con el extracto etandlico (Bevilacqua y col.,
2011) y extracto metandlico (Pour y col, 2011) de Lantana
camara. Por ello, se considera necesario otros estudios de
toxicidad in vivo para extractos etandlicos de esta especie.

Conclusiones

En las condiciones de este estudio exploratorio, el extracto
etanolico de las hojas de Lantana camara revelaria la presen-
cia de polifenoles/taninos, flavonoides, hidratos de carbo-
no, proteinas, sapondsidos triterpenos y esteroides. En los
ensayos in vitro se determiné ausencia de toxicidad aguda
y de genotoxicidad, de modo concordante con lo reportado
en algunas regiones de Brasil y de Pert. Con respecto a la
actividad antibacteriana, los resultados son prometedores,
principalmente frente a bacterias Gram positivas.

Los resultados del trabajo contribuirian a ampliar el
conocimiento cientifico de un extracto etanoélico de la
especie en la Argentina, aunque resultan imprescindibles
estudios de mayor complejidad para caracterizar los sapo-
noésidos esteroides y triterpenoides.

El aislamiento bioguiado de compuestos de interés y
la combinacién del extracto con antibiéticos comerciales
constituyen los nuevos desafios propuestos por el grupo.
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