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Resumen

Las especies estudiadas en este trabajo fueron Sapium haematospermum Miull. Arg. (Euphorbiaceae) y Baillonia amabilis
Bocgq. (Verbenaceae), las cuales crecen en cercanias de los rios Parand y Paraguay. Estas especies se encuentran forman-
do parte de los arboles cultivados en jardines y veredas de las zonas urbanas de la provincia del Chaco y se emplean
en medicina popular. Los objetivos del trabajo fueron determinar aspectos farmacognoésticos y principales grupos
de metabolitos de las especies Baillonia amabilis y Sapium haematospermum, y evaluar la capacidad antioxidante de sus
extractos. Los ensayos farmacognosticos se hicieron seglin Farmacopea Argentina, Séptima Edicion. La deteccién de
grupos de metabolitos secundarios se hizo a partir de un extracto etanélico de cada especie o sus fracciones, mediante
reacciones colorimétricas y cromatografia en capa fina. El contenido de fenoles totales se determiné por un método
colorimétrico con el reactivo Folin-Ciocalteu y el contenido de flavonoides totales por el método de complejacién con
nitrato de aluminio. La actividad antioxidante se ensay6 con los radicales DPPH® y ABTS°*. Los ensayos fitoquimicos
permitieron detectar metabolitos secundarios en la fraccién A (con etanol: flavonoides, taninos) y fraccién B (con clo-
roformo y acido: esteroides y triterpenos) de ambas especies. El contenido de fenoles totales fue mayor para las tinturas
que para infusién y decoccidn, en tintura de Sapium haematospermum el valor fue 627,71 + 1,45 mg EAG/g muestra y en
tintura de Baillonia amabilis fue 771,81 + 50,16 mg EAG/g muestra. Las tinturas también presentaron mayor contenido
de flavonoides y actividad antioxidante que las infusiones y decocciones en ambas especies. Para ambas especies se
determinaron metabolitos secundarios como fenoles, taninos, flavonoides, esteroides y cardendlidos. Las tinturas mos-
traron mayor contenido de polifenoles y capacidad antioxidante. Estos resultados aportan conocimiento cientifico para
estas especies de uso popular en el Chaco.

Phytochemical characterization and antioxidant activity of the
Sapium haematospermum Miill. Arg. y Baillonia amabilis Bocq.

Summary

The species studied were Sapium haematospermum Mill. Arg., (Euphorbiaceae) and Baillonia amabilis Bocq. (Verbenaceae),
which grow in the vicinity of the Parand and Paraguay rivers. These species are part of the trees grown in gardens and
sidewalks in urban areas of Chaco province and are used in folk medicine. The aims were to determine pharmacognostic
aspects and the main groups of metabolites of Baillonia amabilis and Sapium haematospermum and to evaluate the
antioxidant capacity of their extracts. The pharmacognostic tests were done according to Argentine Pharmacopoeia 7
Edition. The detection of groups of metabolites was in ethanolic extract of each species or its fractions, by colorimetric
reactions and thin layer chromatography. The total phenols content was determined by a colorimetric method and
Folin-Ciocalteu reagent, while the total flavonoid content by the complexation method with aluminum nitrate. The
antioxidant activity was tested with DPPH°® and ABTS®* radicals. The phytochemical tests allowed the detection of
secondary metabolites in fraction A (with ethanol: flavonoids and tannins) and fraction B (with chloroform and
acid: steroids and triterpenes) of both species. The total phenols content was higher in tincture than in infusion
and decoction. The value in Sapium haematospermum tincture was 627.71 + 1.45 mg EAG/g sample, and for Baillonia
amabilis tincture it was 771.81 + 50.16 mg EAG/g sample. Also, the tinctures presented higher content of flavonoids and
antioxidant activity than the infusions and decoctions of each species. For both species, secondary metabolites such
as phenols, tannins, flavonoids, steroids and cardenolides were determined. The tinctures showed higher polyphenols
content and antioxidant capacity. These results provide scientific knowledge for these species with popular use in the
Chaco.

Palabras clave: polifenoles - radicales libres - extractos vegetales.
Key words: polyphenols - free radicals - plant extracts.
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Introducciéon

La flora de la provincia del Chaco se distribuye en tres
regiones naturales: el Chaco oriental o himedo, el Chaco
central o de transicién y el Chaco occidental o seco (Alber-
to, 2006). Las especies estudiadas en este trabajo fueron
Sapium haematospermum Miill. Arg. (familia Euphorbiaceae,
nombres populares: “curupi” o “lecherén”) y Baillonia ama-
bilis Bocq. (familia Verbenaceae; nombres populares: “bai-
llonia”, o “sara”), las cuales crecen en cercanias de los rios
Parand y Paraguay (Alberto, 2006; Pérez de Molas, 2016)
que corresponde a la region himeda. En la actualidad estas
especies se encuentran formando parte de los arboles cul-
tivados en jardines y veredas de las zonas urbanas de la pro-
vincia, donde Baillonia amabilis se conoce como “sarandi”,
y ambas especies son empleadas en la medicina popular.
En nuestra zona la poblacién utiliza infusiones de “curupi”
para “bajar el colesterol y para dolores reumdticos” y de “saran-
di” para “controlar la diabetes”.

La familia Euphorbiaceae es mas abundante en regio-
nes tropicales de Sudamérica y Africa. Para Argentina se
han citado 29 géneros y 216 especies pertenecientes a esta
familia; de las cuales, unos 20 géneros son indigenas de
Salta y 12 se localizaron en el valle de Lerma (Novara, 2013).
Sapium haematospermum es un arbol laticifero propio de las
regiones subtropicales de América del Sur. Puede llegar
a medir 10 metros de altura y posee corteza lisa y clara y
hojas pecioladas. Su fruto es una capsula piriforme que se
abre dejando a la vista tres semillas de color rojo. Es muy
frecuente en lugares hiimedos y forma parte de las selvas
en galeria de la Argentina. El latex posee proteasas y es em-
pleado en la medicina popular contra el dolor de muelas
(Matinez, 2010; Mandén y col., 2016; Agudelo y col. 2017).
Por otro lado, la decoccién de las hojas se utiliza para bajar
la fiebre y combatir los dolores reumaticos, mientras que
su corteza se emplea en cataplasmas para cicatrizar heri-
das (Pensiero y col., 2004) y como antiparasitario de la piel
(Suérez y Mereles, 2006).

La familia Verbenaceae tiene distribucién cosmopolita,
esta principalmente en las regiones tropicales a templadas
del hemisferio sur, y en Argentina se han registrado 26 gé-
neros y unas 180 especies (Mulgura de Romero y col., 2012).
La especie Baillonia amabilis pertenece a un género mono-
tipico en la familia en la cual esta incluida. Se trata de un
arbusto aculeado, con hojas opuestas y a veces alternas en
ramas jovenes. Presenta inflorescencias en racimos, mul-
tifloros y frutos drupéceos (Pérez de Molas, 2016). De esta
especie no se ha encontrado reportes cientificos sobre su
composicién fitoquimica.

Los objetivos de este trabajo fueron caracterizar aspec-
tos farmacognosticos y los principales grupos de metabo-
litos secundarios de las especies Sapium haematospermum
y Baillonia amabilis, y evaluar la capacidad antioxidante de
sus extractos.
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Materiales

Las partes aéreas (hojas y tallos delgados) de las especies
vegetales se recolectaron durante los meses de marzo,
noviembre y diciembre, en la ciudad de Presidencia Ro-
que Sdenz Pefia, provincia del Chaco. La localizacién por
coordenadas para el ejemplar de Sapium haematospermum
fue (sur) 26° 46’ 22,6” (oeste) 60° 25’ 46,6 y para Baillonia
amabilis fue (sur) 26° 78’ 93,5” (oeste) 60° 43’ 87,5".

Los reactivos de calidad analitica fueron: reactivo
Folin-Ciocalteu (Fluka), radical DPPH (Aldrich) y radical
ABTS (Sigma), nitrato de aluminio (Cicarelli) y acetato de
sodio (Cicarelli). Los solventes de la fase mévil fueron de
calidad analitica (Biopack) y cromatofolios de aluminio
silica gel 60, 20 x 20 cm (Merck).

Parte experimental/Métodos
Reconocimiento de las especies vegetales en estudio

El material vegetal se herboriz6 y un ejemplar de la parte
aérea completo se envi6 al Herbario del Instituto de Bota-
nica del Nordeste (IBONE). La especie Sapium haematosper-
mum se identificé con el cédigo CTES0060491 y la especie
Baillonia amabilis con el c6digo CTES0060492.

Preparacion de los extractos acuosos e hidroalcohélicos

Para los ensayos experimentales, el material vegetal se
sec) a la sombray a temperatura ambiente durante 7 dias.
Luego, el material se pulveriz6 y tamizé hasta lograr un
polvo moderadamente grueso. El material en polvo se
extrajo con agua destilada a ebullicién (para infusién y
decoccidén al 5% p/v) y etanol 70° a temperatura ambiente
(para tintura al 20 % p/v), segin Farmacopea Argentina -
Séptima edicién (FA 7), volumen IV (2014).

Caracterizacion fitoquimica

Los ensayos histoquimicos (deteccién de almidédn, lipidos
y aceite esencial, cistolitos y cristales de oxalato de calcio,
y taninos) y los ensayos farmacognosticos (cenizas totales
e insolubles en acidos y pérdida por secado) se realizaron
segun FA 7, usando el polvo vegetal de ambas especies.
En el tamizaje fitoquimico se considerd la marcha sis-
tematica de Rondina y Coussio (1969) descripta por Ar-
doino y col. (2013), partiendo del polvo de cada planta que
se extrajo con etanol 96° y se filtrd (fraccién A). Un tercio
de ese filtrado se seco y se redisolvié con tres porciones
de acido clorhidrico al 1 % y se filtré. Al marco se le agre-
g6 cloroformo y su filtrado posterior se envasd (fraccién
B). Al filtrado acido anterior se lo alcalinizé con amonia-
co y se control6 el medio con papel de tornasol, luego se
extrajo con cloroformo. Esta fracciéon se concentrd y se
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recupero el volumen con solucién de acido clorhidrico al
1 % (fraccién C). El extracto inicial se seca y recupera con
acido clorhidrico al 1 % y se neutraliza, dando la fraccién
acuosa (fraccién D).

La fraccién A se usd para investigar flavonoides (re-
accién de Shinoda), fenoles/taninos (reaccién con clo-
ruro férrico y reaccidn con gelatina), lipidos (vapores de
yodo), hidratos de carbono (reaccién con fenol y acido
sulftrico). La fraccién B se empled para investigar este-
roides y triterpenos (prueba de Liebermann-Burchard),
antraquinonas (reaccién de Borntriger). En la fraccién C
se investigb alcaloides (reaccién de Dragendorff directa),
cardendlidos (reaccién de Kedde), esteroides (prueba de
Liebermann-Burchard), y leucoantocianinas (reaccién de
Rosenheim). La fraccién D se us6 para determinar com-
puestos fendlicos (reaccién de cloruro férrico) y péptidos/
proteinas (reaccién de Biuret).

También se realizé una reaccién directa para recono-
cer presencia de saponinas. Se usé el polvo vegetal (1g) y
15 ml de agua destilada, se calent6 a bafio maria durante
15 minutos. Un mililitro se coloc6 en un tubo de hemoé-
lisis y se agité durante 15 segundos. Luego se observo si
forma espuma y si permanece a los 5 y 15 minutos (poder
afrégeno).

Caracterizacion de flavonoides por cromatografia en capa fina

El reconocimiento de flavonoides se realizé6 con mues-
tras de tinturas, infusiones y decocciones de ambas es-
pecies mediante cromatografia en capa fina usando dos
fases moviles: 1) tolueno-acido acético-acetato de etilo
(36:5:12), y 2) acetato de etilo-acido férmico-acido acético
glacial-agua (100:11:11:27). Las placas desarrolladas se ob-
servaron con luz UV a 254 nm y 366 nm, siendo revelados
con el reactivo NP/PEG (natural product y polietilenglicol)
y como testigos se usaron soluciones de quercetina, api-
genina, luteolina, acido galico y rutina (1 mg/ml).

Cuantificacion del contenido de fenoles totalesy de flavonoides
totales

Los ensayos de cuantificaciéon de polifenoles se realizaron
con las muestras de tinturas, infusiones y decocciones
de ambas especies La determinacién de fenoles se hizo
por el método de Singleton y col. (1999) con el reactivo
Folin-Ciocalteu y de flavonoides por el método de Lock y
col. (2006) por complejacién con nitrato de aluminio. E1
contenido de fenoles totales se expresé como miligramos
equivalente de acido galico por gramo de material vegetal
(mg EAG/g), y el contenido de flavonoides totales como
miligramos equivalente de quercetina por gramo de ma-
terial vegetal (mg EQ/g). Los ensayos se realizaron por
triplicado.

Determinacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante se ensayd segin el método de
Brand-Williams y col. (1995) con el radical DPPH® y seglin
el método de Re y col. (1999) con el radical catién ABTS®.
Ambos ensayos se expresaron como micromoles equiva-
lentes de Trolox por gramo de material vegetal (uM Tro-
lox/g). Los ensayos se realizaron por triplicado.

Resultados y Discusion
Caracterizacion fitoquimica de ambas especies

Las reacciones histoquimicas permitieron comprobar la
presencia de lipidos y de taninos en ambas especies, au-
sencia de almidén y carbonato de calcio.

En los ensayos farmacogndsticos sobre el material ve-
getal se determiné para Sapium haematospermum 14,1 % de
pérdida por secado, 9,55 % de cenizas totales y 1,75 % de ce-
nizas insolubles; para Baillonia amabilis se determind 13 %
de pérdida por secado, 5,9 % de cenizas totales y 0,55 % de
cenizas insolubles.

Los valores obtenidos en las pruebas de humedad resi-
dual estan dentro de los valores considerados aceptables
para la conservacién de material vegetal. En cuanto a los
valores obtenidos de cenizas totales son de interés para la
caracterizacién de cada especie y no hay informacion re-
portada para estas plantas. Sapium haematospermum pue-
de compararse con los valores presentados por Ocampos
y col. (2013) para Sapium glandulosum, donde obtuvieron
7,55 % de cenizas totales, siendo mayor para la especie de
este estudio.

Los ensayos fitoquimicos permitieron reconocer me-
tabolitos secundarios (Tabla 1). En ambas especies se
hallé en la fraccién A (con etanol): flavonoides, fenoles
y taninos. En la fraccién B (con cloroformo y 4cido): se
reconocib a esteroides con una coloracién azul-verdoso
y en la fraccién C (con cloroformo neutro) se reiterd el
reconocimiento de esteroides. En la fraccién D (acuosa)
se reconocio la presencia de fenoles. La presencia de fe-
noles en la fracciéon A y en la fracciéon D presentaron co-
loracion verde grisacea, lo que seria indicio de grupos 2
-OH adyacentes en ambas especies. En la reaccién directa
se determiné ausencia de saponinas con el polvo vegetal
de cada especie.

La presencia de cardendlidos se determin6 en la frac-
cién cloroférmica de ambas especies observando en el
papel la aparicién de coloracién purpura o violeta per-
sistente. También se realiz6 un ensayo complementario
(reaccién de Baljet) y en ambas especies la prueba fue po-
sitiva observando una coloracién anaranjado rojiza y se
usé como testigo solucion de digitalina.

En el reporte de Ocampos y col. (2013) para S. glandulosum
sefialan presencia de flavonoides en el extracto etandlico y
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Tabla 1.- Metabolitos secundarios detectados en las fracciones
extraidas

Especies
Fraccién Metabolitos
SH BA
Flavonoides ++ ++
Fenoles + +
A Taninos + +
Lipidos + +
Hidratos de Carbono + +
Esteroides y triterpenos + +
B Antraquinonas - -
Alcaloides - -
Cardenodlidos + +
¢ Esteroides y triterpenos - -
Leucoanticianinos - -
Fenol + +
D
Péptidos/proesteinas + +

++: Reaccion visible intensa; + : Reaccidn visible; - : Reaccién no observada.

taninos en el extracto acuoso, ambos reconocidos en S.
haematospermum.

En el reporte de Usman y col. (2017) para la especie
Clerodendrum capitatum (Wild.) Schum. & Thonn. (Verbe-
naceae), se describe la presencia de flavonoides, glucési-
dos cardiacos, terpenos, esteroides y taninos. Estos com-
ponentes, excepto los glucésidos cardioténicos, fueron
revelados para Baillonia amabilis que pertenece a la misma
familia. Esa especie tiene reportes de potentes activida-
des antiinflamatoria, antimicrobiana y antioxidante, en-
tre otras.

Caracterizacion de flavonoides por cromatografia en capa fina
La cromatografia desarrollada con la fase moévil 1 se pre-

senta en la figura 1. Para la tintura de S. haematospermum
se observ) una banda azul (Rf 0,15) que coincide con el

Tabla 2.- Cuantificacion de polifenoles y actividad antioxidante

testigo acido géalico (Rf 0,17), la banda amarilla (Rf 0,33)
coincide con el testigo rutina (Rf 0,33), la banda celes-
te (Rf 0,35) no pudo identificarse y una banda celeste (Rf
0,4) coincide con la del testigo apigenina (Rf 0,41). En la
decoccion de la misma especie se hallé una banda celeste
(Rf: 0,35) que no pudo ser identificada. Para la tintura de
Baillonia amabilis se observd una banda azul celeste de (Rf
0,15) coincidente con la del testigo de acido gélico, y dos
bandas celestes (Rf 0,23 y Rf 0,32) de las cuales no se logrd
su identificacion.

La cromatografia que se desarroll6 con fase mévil 2 se
presenta en la figura 2. La infusién, decoccién y tintura
de S. haematospermum present6 una banda anaranjada (Rf
0,4) que coincide con el testigo rutina (Rf 0,42), para la
infusién y decoccién se observd una banda color celeste
verdoso (Rf 0,7) no identificada. En la infusién, decoccién
y tintura se hall6 una banda azul (Rf 0,9) que coindice con
la del testigo acido gélico (Rf 0,9). Para la decoccién y tin-
tura de Baillonia amabilis se observé una banda anaranjada
(Rf 0,43 y Rf 0,44, respectivamente) que coincide con la
del testigo rutina (Rf 0,42), en la infusién y decoccidén se
hallé una banda celeste (Rf 0,48) no identificada. En la
infusion y tintura de esta especie se encontr6 una banda
celeste verdoso (Rf 0,57 y Rf 0,59) no identificada, y para
decoccidn y tintura se hallé una banda celeste verdoso (Rf
0,65y Rf 0,67) que no pudo identificarse con los testigos.

Contenido de fenoles totales y flavonoides totales

Las tinturas en etanol de 70° de ambas especies presenta-
ron mayor contenido de fenoles totales y de flavonoides
totales, esto se define al compararse con los valores halla-
dos para la infusién y decoccién de cada especie. Los va-
lores de fenoles totales y de flavonoides totales para S. hae-
matospermum y para B. amabilis se presentan en la tabla 2.

Actividad antioxidante

Las tinturas de ambas especies presentaron mayor capacidad

Actividad Antioxidante

Fenoles Totales Flavonoides
Muestras Totales M Trolox /g muestra
(mg EAG/g) .
(mg EQ/g) DPPH® ABTS**

Tintura de S. haematospermum 627,70 + 1,45 12,20 + 0,11 1.906,6 +3,4 11.444,7 + 0,8
Decoccién de S. haematospermum 557,00 + 0,91 3,40 + 0,27 1.102,8 +2,4 3.363,7 + 0,6
Infusion de S. haematospermum 215,20 + 0,28 7,71+ 0,34 824,7 + 1,6 3.359,8 + 0,9
Tintura de B. amabilis 771,81 + 50,16 12,6 + 1,1 670,8 + 2,1 7.768,1+1,8
Decoccién de B. amabilis 314,01 + 38,48 2,20 + 0,01 438,3+1,2 3.002,2+ 0,3
Infusion de B. amabilis 240,23 + 38,48 2,5+0,2 295,5+ 0,9 3.319,0 + 0,3

Resultados expresados como promedio y su desviacién estandar (X + d.s.) de tres réplicas (n = 3).
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Figura 1.- Caracterizacion de flavonoides fase mévil 1

DS IS TS R
DS: decoccién Sapium haematospermum; IS: infusion Sapium haematospermum;
TS: tintura Sapium haematospermum; R: rutina; A: apigenina; L: luteolina; AG:
acido galico; Q: quercetina; TB: tintura Baillonia amabilis; IB: infusiéon Baillonia
amabilis; DB: decoccion Baillonia amabilis; 1a flecha indica el frente de corrida.

A L AG Q TB IB DB

atrapadora de radicales libres que los extractos acuosos,
lo que indicaria diferencias en los componentes extraidos
segun el solvente usado en la separacién. Los valores se
presentaron en la tabla 2.

También se observé que a mayor concentracién de
compuestos fenolicos como en el extracto etanodlico de
Baillonia amabilis, hubo mayor capacidad para inhibir a los
radicales DPPH® y ABTS®".

Se encontré que los extractos y componentes aislados
de varias especies del género Sapium fueron reportados
por sus promisorias actividades biolégicas como activi-
dad antioxidante, antimicrobiana y efecto citotdxico (Al
Mugqarrabun y col., 2014; Andrade y col., 2017). Sin embar-
go, no se encontro reportes sobre actividad antioxidante
de las especies de este estudio.

Conclusiones

Para ambas especies se determind en la fraccion etanoé-
lica fenoles, flavonoides y taninos, y en la fraccién cloro-
férmica esteroides y cardendlidos. Las tinturas mostraron
mayor contenido de polifenoles y capacidad antioxidan-
te. Esto aporta conocimiento cientifico para las especies y
Sapium haematospermum y Baillonia amabilis que presentan
uso popular en la provincia del Chaco.
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