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Un estudio transversal de Moringa oleifera Lam. (Moringaceae)
Revision

Francisco José Gonzalez Minero
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Resumen

La hoja de moringa era ya empleada en la medicina ayurvédica hace cientos de afios y conocida por egipcios
y romanos por su uso cosmético. Moringa oleifera es una de las 13 especies de Unico género que compone
la familia Moringéceas. Originaria del norte de la India, Nepal y NO de Pakistan, actualmente esta exten-
dida por la franja intertropical de todo el mundo. Son arboles de hasta 12 m de altura, hojas varias veces
pinnadas, flores en paniculas, zigomorfas, pentameras, bisexuales, fruto tipo capsula y semillas oleaginosas
con tres alas. Se cultiva para obtener forraje para el ganado y usos alimenticos (hojas, pericarpio del fruto
y aceite de semillas). Los requerimientos del cultivo son poco exigentes en cuanto a suelos y cantidad de
agua, siendo la temperatura el principal factor limitante. Sus hojas son muy ricas en proteinas, aminoacidos
azufrados (metionina y cisteina) y lisina. Son también ricas en calcio y hierro. En las hojas aparecen una
extensa variedad de antioxidantes (polifenoles, flavonoides, &cidos fendlicos) y glucosinolatos. El aceite
de semilla contiene un alto contenido en acido oleico (70 %), menos del 1 % de poliinsaturados y 6,7 %
de acido behénico. Estas propiedades hacen que diferentes partes de la planta se usen o potencialmente
puedan usarse en: cosmética, industria farmacéutica, descontaminacién de agua, produccién de biodiesel,
lucha bioldgica contra hongos y plagas agricolas, alimentacion animal y usos medicinales. En alimentacion
humana se emplea como suplemento alimentario para obtener proteinas de alto valor biol6gico o paliar dé-
ficits de calcio en poblaciones sometidas a infraalimentacion. Sus usos medicinales son bien conocidos en
sistemas médicos tradicionales, si bien no estan avalados por ensayos de laboratorios y ensayos clinicos. En
la actualidad se llevan a cabo cuantiosos experimentos cientificos para evaluar la eficacia terapéutica de la
planta y su posible toxicidad. Se demostro el poder hipoglucemiante e hipolipemiante. Ademas, en ensayos
in vitro e in vivo se esta poniendo de manifiesto su posible valor antitumoral. Se sugiere seguir ahondando
en el estudio de todas sus posibilidades.

A Transversal Study of Moringa oleifera Lam. (Moringaceae)
Review

Abstract

The moringa leaf was already used hundreds of years ago in the Ayurveda medicine and it was known by
Egyptian and Romans for its cosmetic use. Moringa oleifera is one of the 13 species of a unique genus com-
posed by the Moringaceae family. Originated in the north of India, Nepal and Northwest of Pakistan, it is

Palabras clave: Moringa oleifera - etnoboténica - recursos naturales - suplemento alimenticio - medicina.
Key words: Moringa oleifera - ethnobotany - natural resources - nutritional supplement - medicine.
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currently extended through the inter-tropical region around the globe. These trees may grow up to 12 meters
high with pinnate leaves, panicled flowers, zygomorphic, pentamerous, bisexual, capsuled shaped fruit and
three-winged oleaginous seeds. Moringa oleifera is cultivated in order to obtain cattle feed and foodstuff
use (leaves, fruit’s pericarp and oil from the seeds). The cultivation requirements are somehow demanding
in terms of soil and water amounts, being temperature the main limiting factor. Its leaves are high in protein,
Sulphur amino acids (Met + Cys) and Lysine. Moringa oleifera leaves are also very rich in calcium and
iron. On its leaves there is an extended antioxidant variety (polyphenols, flavonoids, phenolic acids) and
glucosinolates. Its seed’s oil contains a high amount of oleic acid (70 %), less than 1 % of polyunsaturated
and 6.7 % of behenic acid. These properties make the plant being used or potentially used as: cosmetics, in
the pharmaceutical industry, water depollution, biodiesel production, biological component against fungi
and agricultural plagues, animal feed, and medicinal use. For human feed it is used as an alimentary sup-
plement in order to obtain complete proteins or to palliate calcium deficit in underfeeding populations. Its
medical use is well-known on traditional medical systems, although these uses are not certificated by any
laboratory or clinical research. Nowadays, many scientific experiments are taking place in order to quantify
the therapeutic efficiency of this plant and its possible toxicity. The Moringa plant possesses a contrasted
hypoglycemic and lipid lowering powers. In vitro and In vivo the plant is reflecting possible antitumor

properties. It is suggested further research in order to discover all of its possibilities.

Introduccion

*“Die schwerste sache zu sehen ist, was du vor dei-
ren augen hest” (“Lo mas dificil de ver es aquello
gue tenemos delante de nuestros 0jos”). Esta frase
atribuida al escritor aleman Goethe no sélo es el
principio del trabajo, sino que podria ser perfecta-
mente su final. La génesis de este trabajo comienza
cuando se solicito a este laboratorio asesoramiento
desde el &mbito farmacéutico sobre las propiedades
y usos de Moringa oleifera, cuyo cultivo se estaba
iniciando de manera piloto en el sur de Espafa.
Entendemos por moringa a Moringa oleifera Lam.
(Morinagaceae).

Moringa oleifera es muy conocida en su area de
distribucién y ha sido objeto de numerosos estudios.
Seguidamente se realizaron consultas en manuales
de botanica (Heywood, 1985; Takhtajan, 2009) y
bases de datos. Esta busqueda result6 en una gran
sorpresa, no tanto por la abundante bibliografia que
aparecia, sino por las numerosas propiedades de la
planta. Por ejemplo: se ha estudiado el mejoramiento
de las hamburguesas de ternera con el afiadido del
extracto de M. oleifera (Al-Juhaimi y col., 2016).
Otra de sus Ultimas y mas llamativas propiedades es
la proteccion contra la infertilidad en ratones some-
tidos a las ondas electromagnéticas de los teléfonos
moviles (BinMeferij y EIKott, 2015).

Desde hace pocas décadas se establece cada vez
mas la integracion interdisciplinaria de la fisica,
guimicay biologia, por lo que es posible estudiar con
mas profundidad (y en algunos casos redescubrir)
las propiedades de las plantas (Rai y col., 2013). La
relacion de propiedades nutracéuticas, farmacéuticas
e industriales de M. oleifera no deja de aumentar
(Leone y col., 2015). Esto es consecuencia del uso
del microscopio electrénico (Ndong y cols, 2007),
de la aplicacion de técnicas como la cromatografia
y espectrometria (HPLC, CG-MS, FTIR, LIBS)
(Shanker y col., 2007; Colombini y col., 2009;
Sanchez-Machado y col., 2010; Rai y col., 2013)
y el empleo de extractos de la planta en ensayos in
vitro y animales (Mishray col., 2011) y en pacientes
(Agrawal y Mehta, 2008; Kasolo y col., 2010).

Los antecedentes de este tema son cuantiosos.
Botanicos (Olson y Fahey, 2011), etnobotéanicos
(Pandey y col., 2011; Sarkhel, 2014), aplicados
en agricultura (Garcia Torres y col., 2009; Martin
y col., 2013), nutricion (Makkar y Becker, 1996),
farmacia (Hussain y col., 2014; Razis y col., 2014),
industria (Kleiman y col., 2008) y medio ambiente
(Choyy col., 2014). También comienzan a aparecer
revisiones (Hussain y col., 2014; Nouman y col.,
2014; Giacoppo y col., 2015; Leone y col., 2015).
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Los trabajos escritos en espafiol provienen de
diversos paises de América: México (Martin y col.,
2013; Melo y col., 2013), Costa Rica (Folkard y
Sutherland, 1996), Guatemala (Alfaro Martinez
2008), Cuba (Pérez y col., 2010; Bonald Ruiz y col.,
2012), Colombia (Castro Marquez y Ruiz Suarez,
2014; Villareal Gomez y Ortega Angulo, 2014), Ve-
nezuela (Mendozay col., 2000) y Argentina (Falasca
y Bernabé, 2008). Estos Gltimos inciden sobre todo
en los usos de la planta como forraje, suplemento
nutricional, fuentes de biodiésel o purificador de
aguas. Recientemente se han realizado estudios so-
bre la posibilidad de cultivar M. oleifera en Espafia
(Arias Sabin, 2014).

Todo parece indicar que estamos ante una re-
valoracion de M. oleifera. Los conocedores y con-
sumidores de M. oleifera la denominan de muchas
formas, todas ellas afectuosas: arbol de la vida,
arbol multiusos, planta milagro, entre otros. Estos
hechos comienzan a ser tenidos en cuenta en paises
occidentales. Sin embargo, inevitablemente surge el
escepticismo como con todas las plantas panacea.

Por todo lo anterior, se presenta este estudio de
recopilacion de diversos aspectos de M. oleifera que
parte y se fundamenta en el campo cientifico de la
boténica, pero por tratarse de un equipo de farmacéuti-
€0s, nos permite abordar aspectos de otras areas como
la quimica de productos naturales, nutricion, propie-
dades medicinales, agricultura y medio ambiente.

Los objetivos son multiples: elaborar una revision
botanica extensa de Moringa oleifera. Conocer las
principales pautas de cultivo y explotacion. Recoger
algunos aspectos de su fitoquimica. Establecer una
relaciéon genérica de sus propiedades como, por
ejemplo, industriales, ecoldgicas, nutricionales y
medicinales. Todo ello, con la finalidad de poder
potenciar mas, si cabe aln, el caracter de actualidad
y repercusion de esta materia.

Material y métodos

Por una parte se han visitado las parcelas de cultivo
de Moringa oleifera en Cartama (Malaga) 36°.7339
N, 4°.6679 Oy recopilado informacién y material in
situ. La localidad se encuentra en la llamada costa
subtropical, en donde por sus condiciones microcli-
maticas se cultivan desde hace afios mango, aguacate
(Persea americana y chirimoyo (Olalla Mercade,
2012). (Figura 1).

Figura 1.- Cultivo potencial en la peninsula Ibérica de
Moringa oleifera

Localizacion geografica de cultivos (circulo) y temperatu-
ras maximas y minimas de la zona. Elaboracién propia a
partir de datos de Godinoy col. (2013) y http://es.climate-
data.org/location/56983/ (en linea).

Por otro lado se realiz una basqueda bibliogréfi-
ca con el consiguiente analisis y filtrado de la infor-
macion acerca de las caracteristicas de M. oleifera:
Para ello se han utilizado bases de datos cientificos:
Scopus-ScientDirect, WOS y Google Scholar. Se han
introducido las palabras clave moringay M. oleifera
limitando el periodo de busqueda a (2011-2015).
Aparecieron 1843 articulos relacionados. Por ello se
acotd el muestreo con la palabra review, apareciendo
92 articulos. Ademas de estas referencias también
se conto con trabajos de afios anteriores que fueron
considerados, sobre todo referencias botanicas cla-
sicas mas antiguas.

Resultados y discusién

Revision botéanica

Ubicacion taxondmica de Moringa oleifera
Moringa oleifera pertenece a la familia Moringa-
ceae. Clado de las Mélvidas. Cronquist (1988) sitla
a esta familia en el orden Caparales (junto Cappara-

ceae, Cruciferae y Resedaceae). Takhtajan (2009) la
incluye como Unica familia en el orden Moringales
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(relacionado con Caricales y Caparales). Segun el
criterio de Bremer y col. (2009) -APGIII- Moringa-
ceae pasa al orden Brasicales (mucho mas extenso
que lo anteriores, que quedan suprimidos, y en el
que estan todas las familias citadas).

Familia Moringaceae

Arboles, arbustos y hierbas. Tallos caducifolios,
robustos y altos, tuberosos cuando jovenesy frecuen-
temente también en edad adulta. Corteza y médula
con canales gumiferos. Hojas alternas, 1 - 3 (4) veces
imparipinnadas, glabras o puberulentas; foliolos
opuestos caedizos. Sin estipulas, con glandulas ro-
deando la base del peciolo y foliolos. Flores dispues-
tas en paniculas axilares, actinomorfas o zigomorfas,
con o sin hipanto, bisexuales, blancas, amarillas o
rojas, Cinco sépalos, a menudo reflexos en antesis.
Cinco pétalos iguales o distintos, a menudo reflexos.
Cinco estambres y cinco estaminodios. Gineceo:
ovario stpero uniloculado, primordios seminales
numerosos; 1 estilo; estigma diminuto. Fruto en
capsula, con 3 - 12 costillas, a veces con un pico
alargado; 3 valvas, dehiscente. Numerosas semillas
con 3 alas o sin ellas, sin endospermo. Nativa del
noroeste de la India, Pakistan, Cuerno de Africa,
Madagascar.

Fuentes bibliogréaficas: (Heywood, 1985; Lu y
Olson, 2001; Takhtajan, 2009; Olson, 2002).

Un Unico género, Moringa, con 13 especies que
pueden agrupar en cuatro secciones (Olson, 2002).
Los grupos establecidos por este autor se basan por
un lado en el anélisis de similitudes de fragmentos
de DNA'y por otro en caracteres morfoldgicos aso-
ciados a la forma de vida y area de distribucion.

Arboles botella: con troncos gruesos con forma
similar al baobab y flores con simetria radial. SO
Africa, Madagascar. M. ovalifolia, M., drouhardii,
M. stenopetala y M. hiidebrandtii.

Arboles rectos: donde predominan las fibras en
el xilema, haciendo que sean las mas resistentes
del género. India, Pakistan, Arabia. Flores con si-
metria bilateral. M. oleiifera, M. cocanensis y M.
peregrina.

Arboles con copa en forma de raiz: Muy re-
sistentes a la sequia. NE Africa. M. arborea y M.
ruspoliana.

Arbustos tuberosos. Cuerno de Africa. M. bor-
Ziana, M. longituba, M. pygmaea y M. rivae.

Moringa oleifera Lam.

Sinénimos: Guilandina moringa L., Hyperanthera
moringa (L.) Vahl., Moringa zeylanica Burmann.
No legitimo Moringa pterygosperma Gaertn. (dado
que el nombre de Lamarck es mas antiguo que el de
Gaertner de 1791).

Arboles de hasta 12 m de altura. Perenrnifolios-
caducifolios en zonas aridas. Entomdfilos. Raices
gruesas y profundas, axonomorficas. Cambium
suberdgeno secretor de gomas, blanco, con células
mirosinicas, gucosinolatos e isotiocianatos. Tallos
poco ramificados, corteza, lisa o rugosa; xilema
con traqueas cubicas o romboidales, con perfora-
ciones lenticuliformes, a veces diminutas; fibras
del xilema cilindricas o fusiformes, generalmente
asimétricas; floema con plastos tipo S. Hojas de
25 - 60 cm, compuestas tripinnadas, pecioladas,
alternas, con 4 - 6 pares de foliolos opuestos (Figu-
ra 2), con pelos glandulares en la base del peciolo;
foliolos 1 - 2 cm, débilmente peciolados, enteros,
ovados, elipticos u oblongos, 1 - 2 x 0,5 - 2 cm,
puberulentos cuando jovenes, de adultos glabros.
Inflorescencias de 10 - 30 cm en panicula axilar.
Flores zigomorfas, hermafroditas, pentdmeras, hete-
roclamideas, pecioladas, bracteadas, blancas o color
crema. Caliz gamosépalo, con 5 sépalos insertos en
un hipanto, imbricados, desiguales, erectos los dos
superiores, reflexos el resto; sépalos 0,7 - 1,4 mm,
lanceolados, puberulentos. Corola dialipétala, con
5 pétalos desiguales, el superior de mayor tamafio,
recto y el resto reflexos; pétalos 1 - 2 cm (Figura
2), espatulados, glabros, puberulentos. Androceo
diplostémono, inserto en los bordes del hipanto. Con
5 estaminodios externos alternipéltalos y 5 estambre
internos opositipétalos; filamentos libres, pilosos en
la base; anteras monotecas y bisporangiadas, libres,
dorsifijas y con dehiscencia longitudinal. Polen de
formacion simultanea, P/E: 101, tricolpado, oblato-
esferoidal, subpsilado, con colpos agudos en los ex-
tremos y sexina mas delgada que la nexina. Gineceo
con 3 carpelos, paracarpico, piloso, ovario supero,
unilocular inserto sobre un pequefio ginoforo, pla-
centacion parietal; rudimentos seminales anatropos,
numerosos; gametofito femenino tipo Polygonum;
endospermo con desarrollo nuclear; estilo simple,
estigma truncado y perforado en el centro. Fruto
de 20 - 50 x 1 - 3 cm alargado, cépsula dehiscente
por tres valvas, toruloso. Semillas generalmente
numerosas de 8 - 15 mm de diametro, subglobosas,
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de seccidn triangular (Figura 2), con alas; embrién
recto con 2 (3) cotiledones. 2n = 28. FI: | - XII. Fr:
VI - X1l (en condiciones 6ptimas).

Figura 2.- Moringa oleifera

A: hoja. B: Flor. C: Diagrama floral. D: Fruto. F: Semilla.
Dibujos de elaboracion propia. Excepto diagrama floral
(con permiso de Ronse Decraene y col., 1998).

Origen: nativa de norte de la India, Nepal y NO
de Pakistan. Introducida: franja Pantropical de todo
el mundo. Nombres comunes: espafiol (ben, arbol del
bien, morango, moringa); francés (bén alié, benzo-
live, moringa); inglés (drumstick, horse radish tree,
mother’s best friend, West Indian ben) (Treesforlife
y The Plant List, en linea).

Fuentes bibliograficas: Puri (1934); Ronse De-
craene y col. (1998); Olson y Carlquist (2001); Lu
Olson (2001); Perveen y Qaiser (2009); Panchal y
col. (2011); Pandey y col. (2011); Silvay col. (2011);
Muhly col. (2013).

Antecedentes historicos de la planta

Para interpretar mejor la historia de Moringa oleifera
se recurrid a escritos historicos, datos arqueoldgicos
y métodos analiticos de diagndstico. Como se ha
resefiado, M. oleifera procede de la franja norte de
la India (Figura 3), y es materia prima de practicas
médicas milenarias como Ayurveda, Sidha, Unaniy
también en homeopatia (Panchal y col., 2011). Enel
sanscrito antiguo (siglo1a. C.) ya recibe el nombre
de “sajna” (Morton, 1991; Panchal y col., 2011).
Segun los marcadores moleculares AFLP y RADP,
el cultivo de M. oleifera dio un salto desde el sur del
continente indio hacia Madagascar y el cuerno de
Africa (Muluvi y col., 1999) (Figura 3).
Actualmente se constatd que el aceite de M.
oleifera es un componente principal del unguetarium
importado por los griegos y romanos desde la actual
Somaliay Eritrea, para cosmética y otros usos (segun
hallazgo arqueoldgico reciente). Colombini y col.
(2009) demostraron a través de analisis de espectros-
copia IR-FT que el componente principal del aceite
de este unguetarium es aceite de M. oleifera.
Antes, en el Antiguo Egipto (Ramsés 1x, h. 1100 a.
C), M. oleifera se consider6 como un producto exo6-
tico, de lujo que se regalaba a los reyes para incluirlo
en sus tesoros que debian llevar en las vasijas de las
tumbas funerarias para la otra vida. Abundando en
este punto, Manniche (2009) recoge la composicion
de un aceite corporal de la época egipcia (usado
también en la momificacion) a base de Sesamum

Figura 3.- Mapa ilustrativo sobre la historia de Moringa oleifera
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indicum L. (Pedaliaceae), Ricinus communis L.
(Euphorbiaceae), Balanites aegyptiaca (L.) Delile
(Zygophyllaceae), Moringa oleiferay Olea europea
L. (Oleaceae).

No es hasta finales de siglo xvii cuando se vuelve
atener noticias fehacientes sobre M. oleifera. Pache-
co (2006) relata los envios por parte del botanico
real Juan de Cuéllar, de cajones con M. oleifera
desde Manila (Filipinas) a Méjico a través de la
Nao de Acapulco. Segun Gondino y col. (2013), M.
oleifera Ileg6 a la peninsula ibérica y fue nombrada
en un fragmento an6énimo del Jardin Botanico de
Madrid en 1746 (si bien no se han podido encontrar
las fuentes originales). En el siglo xix se acelera su
introduccion en Africa y el Caribe por mediacion
de ingleses y franceses, sefialandose su cultivo en
Jamaica en 1784 (Morton, 1991).

Durante gran parte del siglo xx M. oleifera ha
sido conocida en Europay Norte América por la bue-
na calidad de su aceite como lubricante industrial,
ignorandose sus propiedades alimenticias y curativas
(Ramachandran y col., 1980). En 1921 aparece una
descripcion breve que realizé el botanico britanico
R. S. Troup sobre Moringaceas en la India (Troup,
1921), afios mas tarde se publica el analisis sobre
la composicion en acidos grasos de las semillas
(Jamiesson, 1939). En 1946 apareci6 en Nature el
hallazgo y aislamiento de las raices de una molécula
de caracter antimicrobiano, la pterygospermina, que
se disociaba en otras dos de isotiocianato bencilico
(Raghunandana y col., 1946).

Finalmente, resulta importante resaltar las di-
rectrices de la FAO (en linea) y de diversas orga-
nizaciones y asociaciones mundiales dedicadas a
la lucha contra el hambre. ONGs como Treesforlife
(Kansas) (en linea) o la espafiola Cultivant vida
(en linea) recomiendan el uso de Moringa oleifera
como suplemento alimenticio y produccién de
alimentos nutricionalmente mejorados en aquellas
zonas del mundo acuciadas por la pobreza y la in-
fraalimentacion (Alfaro y Martinez, 2008; Martin
y col., 2013).

Algunas consideraciones agronémicas
Moringa oleifera se ha extendido desde su zona na-
tural (donde se puede encontrar en estado silvestre)

como planta cultivada a lo largo de la franja tropical
de 0-25° de todo el mundo (en ambos hemisferios),
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tanto hacia el Pacifico como hacia Africay América.
A esta latitud podemos encontrar climas tropicales
lluviosos, tropicales de sabana y tropicales aridos.
Si bien M. oleifera es un arbol de alta plasticidad
bioldgica, por lo tanto, el rea de cultivo puede ex-
tenderse fuera de sus limites naturales y adaptarse
a situaciones climatograficas diferentes como, por
ejemplo, ecuatorial o tropical himedo (Af), tropi-
cal seco o sabana (Aw), tropical monzénico (Am)
(Strahler y Strahler, 1989). En el climatograma de
Lahore (Pakistan), en la region de origen de la planta,
se observa un periodo de lluvias abundantes de julio
a septiembre, siendo el resto del afio un periodo seco.
Temperatura media anual de 24 °C y 488 mm de
lluvias totales anuales (Rivas Martinez, 2009).

Como se sefialé en el punto anterior, recientemen-
te se han realizado estudios genéticos de poblaciones
cultivadas de Moringa oleifera con marcadores
moleculares de ADN (AFLP, RAPD) que intentan
conocer el origen de los cultivos, catalogar y mejorar
su diversidad genética y aumentar la produccién
(Muluvi y col., 1999; Yadav y Srivastava, 2014;
Leone y col., 2015). M. oleifera presenta variacio-
nes fenotipicas considerables, en la India se pueden
encontrar las siguientes: Jaffna, Chavaskacheri
murunga, Chemmurunga, Palmurungai, Punamurun-
gai y Kodikalmurungai (Parrotta, 1993). El cultivo
de M. oleifera en la India se produce basicamente en
el sur del pais, en concreto en los estados de Tamil
Nadu, Karnataka, Kerala y Andhra Pradesh, donde se
cultivan variedades mas resistentes a la sequia como
Periyakulam 1 (PKM-1) y Periyakulam 2 (PKM-2)
(Arias Sabin, 2014). El genotipo asociado con el
lugar de procedencia de las plantas van a condicionar
el futuro desarrollo mas o menos vigoroso del cultivo
en lo que a cantidad de biomasa se refiere (altura 'y
anchura de los tallos), incluso el nivel de resistencia
a fitoparasitos (Patricio y col., 2013).

En la figura 1 se muestran las zonas de la pe-
ninsula ibérica en las que Moringa oleifera puede
ser potencialmente cultivada. La temperatura es el
factor limitante para el cultivo. Las caracteristicas
edafoldgicas son indiferentes y puede regarse en
periodos secos (Godino y col., 2013).

Suelo: tolerante a casi todo tipo de suelos. pH
entre 4,5y 8,0. Puede plantarse en zonas marginales,
puede crecer en suelos ligeramente salinos. Suelos
sueltos, limosos, arenosos, junto a cauces de agua.
No resiste el encharcamiento ni suelos arcillosos
(Noumany col., 2014).
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Temperatura: amplio margen. Adaptada al calor
del trépico, himedo y seco. Su 6ptimo de tempera-
tura es de 25 — 35 °C, no resiste temperaturas por
debajo de 8 °C varios dias consecutivos. Rango de
temperatura de (-1) 6 °C a 38 °C (48) (Pérez y col.,
2010; Godino y col., 2013).

Precipitaciones: variables desde 250 mm hasta
2000 mm anuales. Necesita riegos espaciados en
épocas de sequia (Parrotta, 1993). En Cartama
(Espafa), el cultivo esta sometido a riego por goteo
para paliar la sequia estival.

Altitud: desde 0 msnm hasta 1400 m (1800) seguin
la zona geogréafica. A mayor altitud disminuye la
productividad. EI crecimiento es mas lento (Foidl y
col., 2003).

Siembra: semillas (viables menos de un afio,
carecen de dormancia, 80 % germinacion con
escarificacion acuosa); directamente sobre el
campo, o germinadas en bolsas. Esquejes (ramas
secundarias a partir de 1,5 m de altura del arbol
original), de esta forma la calidad de las semillas es

mayor (Alfaroy Martinez, 2008). Las plantaciones
a base de semillas desarrollan una raiz pivotante
profunda, mas resistente a la sequia que las de
esquejes (Parrotta, 1993).

Espaciado de siembra: planta con un alto nivel
de fototropismo. Para forrajeras desde 95.000 hasta
1000.000 plantas/ha con un espaciado de 0,2 a 0,5
m (cosecha a los 40 - 60 dias); para arboles, 5 m es-
paciados en linea (cosecha: 2 primeros afios). Puede
plantarse en callejones (Foidl y col., 2003; Leone y
col., 2015).

Crecimiento: répido, de hasta 3,5 m de altura
anual. Ideal con riego y abono (estiércol) segun
exigencias. Podas necesarias para aumentar el nu-
mero de ramas y hojas. Fructifica dos veces al afio
en condiciones ¢ptimas. Longevidad breve, hasta
20 afios. Reposicion cada 5 afios (Bonald-Ruiz y
col., 2012)

Recoleccion: depende del érgano y lugar geo-
grafico. En Cartama (Espafia) pierde la hoja entre
diciembre y febrero. Florece de agosto a octubre.

Tabla 1.- Composicién nutricional de las partes comestibles de Moringa oleifera

Componente Hojas Fruto inmaduro Semillas
¢/100 g peso seco Pericarpo
Macronutrientes
Proteinas (%) 19,0 -27,1 17,2-19.3 32,9-383
Lipidos (%) 4,7-5,0 04-13 30,8 -44,8
Carbohidratos (%) 27,0-51,7 21,0-51,0 14,4 - 16,0
Minerales
Calcio (mg) 1875 -2079 12,5-29,0 76,9
Hierro (mg) 27,8 -38,0 23-53 13,7
Aminodcidos
Met + Cys (mg) 140 - 835 90 - 140
Lisina (mg) 1406 - 1530 150 - 250
Acidos grasos
% respecto total AG
Acido oleico % 6,27 18,0 67,9 - 78,0
Otros
Acido ascorbico (mg) 18,7 - 140,0 871,0 84,5
Clorofila (mg) 126,8
Energia (Kcal) 205,0 - 295,6 178,2 564,5
Cenizas (%) 13,2-14,6 7,6-133 4,4-5,6
Fibra (%) 79-19,2 22,6 - 46,8 4,9-159

Elaborada a partir de: Leone y col. (2015), Nouman y col. (2014), Borges Teixeira y col. (2013), El Massry y col.
(2013), Taireja (2011), Melo y col. (2013), Amaglo y col. (2010), Da Silva y col. (2010), Sdnchez Machado y col.

(2010) y Ferreira y col. (2009).
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Tabla 2.- Composicién nutricional de la hoja de Moringa oleifera

Minerales (mg) AA esenciales (mg)

Acidos grasos (%)

Moléculas bioactivas (mg)

Ca 2000 His 700 - 1357 C16:0 23,3 Vit A 11300 - 23000 UI

P112,1 Thr 790 - 2197 C16:10,4 p-Caroteno 6,6 - 17,6

Mg 10,6 Tyr 480 - 1880 C18:0 4,1 Vit C 18,7 - 140

Na 2241 Val 1130 - 2758 C18:1 6,27 a-Tocoferol 74,5 - 122,1

K 2071,9 Met + Cys 140 - 835 C18:2 6,11 Tiamina 2,85

Fe 380 Tle 890 - 2253 C18:3 56,9 Riboflavina 22,6

Mn 8,37 Leu 1750 - 4289 C20:0 0,21 Niacina 8,86

Zn22 Phe 890 - 2714 C22:00,70 Polifenoles totales 2,10 - 12,20 mg GAE/g
Cu 0,95 Lys 1325 - 1530 Flavonoides totales 5,1- 12,2 mg/g
S 137 Miricetina 5,8 mg/g

Cr<0,5 Quercetina 0,21 - 7,6 mg/g

Mb 0,75 Kaempferol nd - 4,6 mg/g
Ni<0,5 Ac. Galico 1,03 - 1,34 mg/g

Se 2,71 Ac. Cafeico nd - 0,41 mg/g

Ac. Clorogénico 1,80 - 6,97 mg/g
Glucosinolatos 21,84 - 59,40 mg/g
Taninos totales 132 - 1200
Saponinas totales 500 - 8§10
Oxalatos 430 - 1600

Fitatos 250 - 2100

Datos referidos a 100g de hoja seca. Elaborada a partir de: Leone y col. (2015), Nouman y col. (2014), Teixeira y col.
(2013), EI Massry y col. (2013), Melo y col. (2013), Posmontier (2011), Amaglo y col. (2010), Sdnchez Machado y
col. (2010), Ferreira'y col. (2009) y Makkar y Becker (1996).

Composicion quimica y fitoquimica

Moringa oleifera es una planta rica en minera-
les, amino&cidos y biomoléculas. En la raiz se han
identificado 102 compuestos por GC-MS (Faizi y
col., 2014). En las flores 74 compuestos del aceite
esencial (Pino, 2013). Todos los 6rganos de la planta
son susceptibles de aprovechamiento. En la tabla 1
se muestra la composicion general de nutrientes
encontrados en las tres partes consumidas como
alimento: hojas, pericarpio inmaduro y semillas.

Los datos se ofrecen en forma de intervalo (entre
los niveles més bajos y més altos encontrados en la
bibliografia). Es normal que existan estas variaciones
y por ello la composicidn es orientativa (aunque no
exenta de representatividad), dado que depende de
la variedad y genética de la planta, del régimen de
cultivo (intensivo, secano o riego), del estado de
maduracién del 6rgano y zona geografica de reco-
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leccion. En la tabla 2 se muestra una composicion
mas especifica de la hoja dado que este drgano es
el mas consumido y el mas estudiado (Leone y col.,
2015). La semilla es oleaginosa y constituye una
fuente de aleurona (Ramachandran y col., 1980)
con una fraccion de lectinas (Santos y col., 2009).
Presenta un aceite que hay que refinar para hacerlo
comestible, que s6lo se parece al aceite de oliva (pro-
cedente de la pulpa de una drupa) en su compaosicion
similar en acido oleico (Tsaknis y col., 1999; Lalas
y Taskins, 2002). La composicion de la semilla (y
de su aceite) varia segun el lugar geogréafico (Tabla
3). Los fitosteroles mas abundantes son -sitosterol,
estigmasterol y campesterol (Tsaknis y col., 1999).
En este sentido Anwar y col. (2006) muestran la
distinta composicion del aceite segln se trate de zona
de secano o regadio en Pakistan, siendo de mayor
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Tabla 3.- Composicion del aceite de Moringa oleifera

Jamiesson  Tsaknis y col. Asharfy Da silva y col. Ayerza
(1939) (1999) Gilani (2010) (2011)
USA Kenia (2007) Brasil Argentina
Pakistan

C16:0 Palmitico 3,60 6,04 12,51 7 5,88
C16.1 (Palmitoleico) - 1,46 2,70 1,40
C18:0 Estearico 10,80 4,14 2,09 5,63
C18:1 Oléico 68,05 73,60 74,99 78 73,00
C18:2 Linoléico 3,77 0,41 1,27 1 0,60
C18:3 Linolénico 0,08 1,76 - 0,18
C20:0 (Araquidonico) 0,55 1,83 3,68
C22:0 Behénico 6,29 6,73 - 5,88

Porcentajes respecto total de acidos grasos.

calidad aquel extraido de zonas secas. Ayerza (2012)
establece diferencias estadisticamente significativas
en la produccion de kilos semilla/ha entre diferentes
ecosistemas de Bolivia. EI mismo autor muestra la
desigual composicion del aceite entre varias zonas
de Argentina (Ayerza, 2011).

Usos de Moringa oleifera en la industria y medio
ambiente

La composicion del aceite de M. oleifera, por su
contenido de &cido behénico (6,7 %), acido oleico
y bajo nivel de poliinsaturados (< 1%), hace que
posea un alto indice de estabilidad oxidativa, lo que
lo convierte en una base para cosméticos (Kleimany
col., 2008) y jabones. El aceite de “moringa” tiene la
capacidad de fijar esencias florales y absorber malos
olores (Asraf y Giliani, 2007), de hecho, se propo-
ne junto al aceite de “marula” (Sclerocarya birrea
(A.Rich.) Hochst. -Anacardiaceae-), como uno de
los aceites ideales en la elaboracion de cosméticos
(Kleiman y col., 2008).

En la industria farmacéutica, las gomas de la
“moringa” se estan estudiando como aglutinantes
en la formulaciéon de comprimidos de liberacién
retardada (Panday col., 2008) y otras formas farma-
céuticas (Jarald y col., 2012). Es una fuente para la
biosintesis de saponinas a partir de cultivos in vitro
(Mathur y col., 2014). Sivahanjani y Philominathan

(2016) sefalan el mejor efecto cicatrizante de las
nanoparticulas de TiO, (utilizadas como excipiente)
cuando se afiade extracto de hojas de M. oleifera
como agente antimicrobiano. En la industria quimica
se destaca el estudio realizado en la Universidad de
Edimburgo en el que se puede obtener un carb6n
activo de bajo coste y de buena calidad a partir del
polvo de semillas (Warhurst y col., 1997).

El agua limpia no sélo es imprescindible para la
vida sino que evita la transmision de enfermedades.
Tradicionalmente el polvo de semillas de M. oleifera
se ha utilizado para purificar agua (Navarro Garrido,
2010). El primer tratamiento a gran escala se realizo6
en Malawi con un cierto éxito (Folkard y col., 1995).
El tratamiento de aguas contaminadas es un proceso
prolongado que consta de varias etapas. Existen am-
plios estudios sobre el poder floculante de extractos
de polvo de semillas de “moringa” en el proceso
fisicoquimico de coagulacion-floculacion (Folkard
y Sutherland, 1996; Warhurst y col., 1997; Coelho
y col., 2009; Mendoza y col., 2000; Rodriguez Mu-
fioz y col., 2005; Ramalho de Oliveiray col., 2011;
Poopola y Obembe, 2013), si bien la mayoria son
experiencias piloto realizadas en el laboratorio (Yin,
2010). Los trabajos anteriores equiparan el poder
floculante del polvo de semillas de M. oleifera con
el de laalumina. En paises en vias de desarrollo se da
la circunstancia de que el uso de alimina es costoso
y sélo se lleva a cabo en grandes canalizaciones de
ciudades importantes, dejandose zonas periurbanas
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y rurales sin tratamiento de aguas (Rodriguez-Mu-
fioz y col., 2005). Segun Martin y col. (2013), 100
mg/I de polvo de semillas reduce hasta un 50 % la
demanda quimica de oxigeno (DQO). M. oleifera
se suma a otros agentes descontaminadores como
Carica papaya L. (Caricaceae), Citrus sinensis (L.)
Osbeck (Rutaceae), Mangifera indica L. (Anacar-
diaceae), Tamarindus indica L. (Leguminosae)
(Choy vy col., 2014), Eichhornia crassipes (Mart.)
Solms (Pontederiaceae), Opuntia ficus-indica L.
(Mill.) (Cactaceae), microalgas y bacterias, entre
otras. (Nharingo y Moyo, 2016). Moringa oleifera
también se usa en casos de biorremediacion dada
su capacidad de absorber los metales pesados como
Pb, Cd y Ni (Gongalves y col., 2013); Cu, Zr y Ni
(Beltran y Suérez, 2009).

Los extractos de semillas se han mostrado efica-
ces en la eliminacion de cianobacterias en potabi-
lizacion de aguas eutrofizadas (Liring y Beekman,
2010).

Los extractos de M. oleifera pueden utilizarse a
fin de producir zeatina (un fitorregulador de la fa-
milia de las citoquininas). Este compuesto junto con
fertilizantes y buenas préacticas agronémicas permite
obtener aumentos en el rendimiento de cultivos, en-
tre un 25 - 30 %, de: cebolla, pimiento verde, soja,
maiz, sorgo, café, té y melén (Agrodesierto, 2006).
Estudios similares se han realizado en trigo, arroz y
maiz (Ashfaq y col., 2012).

Adandonon y col. (2006) observaron el aumento
de la eficacia fungicida del hongo Trichoderma sobre
el hongo parasito de cultivos Sclerotium, cuando el
sueloy el cultivo se rocian con extractos acuosos de
hojas de “moringa”. Los extractos de hojas de M.
oleifera también pueden usarse como biopesticidas,
contra larvas y ejemplares adultos de Trogoderma
granarium Everts (Coleoptera: Dermestidae), un
escarabajo invasor que devora las semillas (Ashfaq
y col., 2012). En este sentido los extractos de “mo-
ringa” también reducen el ataque de Meloidogyne
javanica Chitwood (Tylenchida: Heteroderidae), un
nematodo parasito interno de las raices de muchas
plantas (Murslain y col., 2014).

También se ha determinado el efecto larvicida
de extractos de semilla de M. oleifera sobre el
mosquito Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae),
portador del virus del dengue (Coelho y col., 2009;
Ferreira y col., 2009), de ahi que se puedan tratar
aguas con polvos de semilla para retardar el ciclo
bioldgico del vector. Esta accion larvicida se debe
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al efecto de las lectinas de las semillas (cMOL)
(Ramalho de Oliveiray col., 2011).

Las semillas de M. oleifera contienen un 30 - 45
% de aceite, por lo que son susceptibles de emplearse
en la fabricacion de biodiesel y cumplen los estan-
dares requeridos para esta finalidad (Oliveiray col.,
2012). Segun un experimento realizado en Australia,
para producir 1.000 litros de biodiesel se necesitan
aproximadamente 3 toneladas de aceite, que se pueden
obtener de una hectérea de cultivo de secano o de
media hectarea en régimen de riego (Biswas, 2008).

Singh y Singh (2010), en su revision sobre la
obtencidn de estos combustibles a partir de aceites
vegetales, sefialan a la soja, girasol, palma o mi-
croalgas como fuentes de materia prima con mayor
rendimiento, clasificando al aceite de “moringa”
como de menor calidad. Por ello Da Silva y col.
(2010) sugieren la necesidad de mezclar diésel de
“moringa” con petrodiésel. Pero no conviene olvidar
que arboles como M. oleifera presentan algunas
ventajas: a) posibilidad de recuperar suelos salinos
0 poco productivos y crear paisaje; b) la produccion
de biodiesel a partir del aceite de semillas de &rboles,
reduce la presién sobre plantas que poseen granos
oleaginosos con demandas alimenticias elevadas,
como el girasol o la soja. En este contexto M. oleifera
se ha convertido en la segunda fuente potencial para
biodiésel de zonas aridas de Africa por encima de
Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) y sélo superada
por Croton megalocarpus Hutch. (Euphorbiaceae)
(Kibazohi y Sangwan, 2011).

Usos alimenticios

Moringa oleifera se destina como planta forrajera de
excelente calidad para el ganado ovino, bovino, aves
y peces (Richtler y col., 2002; Pérez y col., 2010;
Bonald Ruiz y col., 2012; Paguiay col., 2014).
Las hojas frescas de “moringa” tienen buenas
cualidades nutritivas: mas vitamina A que las zana-
horias, mas vitamina C que las naranjas, mas calcio
que la leche, méas potasio que el platano, mas hierro
que la espinaca y mas proteina que ningun otro ve-
getal (Agrodesierto, 2006; Thurber y Fahey, 2009;
Sahay col., 2012; Villareal Gdmez y Ortega Angulo,
2014). Son una fuente excelente de calcio (aunque el
59 % se presenta bajo la forma de oxalato), hierro y
aminoacidos esenciales, especialmente los azufrados
(Met + Cys) vy lisina en cantidades comparables a
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Tabla 4.- Usos medicinales tradicionales Moringa oleifera

Organo empleado

Uso medicinal

Referencias

Raices

Peridermis tallo

Gomas

Hojas

Flores

Abortivo, aerofagia, analgésico,
antiinflamatorio, antituberculosa, asma,
fertilidad, laxante, lumbalgias, otalgia,
odontalgias, picadura de serpiente, rubefaciente,
tonico cardiocirculatorio, vesicante.

Antipirético, abortivo, antihelmintico,
antifingico, antipalidico, antituberculoso,
antitumoral, antiulceroso, confusion mental,
emenagogo, enfermedades oculares,
esplenomegalia, hepatitis, rubefaciente y
vesicante,

Abortivo, antipirético, asma, astringente, caries,
cefaleas, disenteria, gastroenteritis, reumatismo
y rubefaciente.

Anticatarral, antidiabético, antiescorbuto,
antihipertensivo, antipaludico, antipirético,
ansiolitico, bronquitis, cataratas, conjuntivitis,
disfuncion sexual, diurético, faringitis,
hemorroides, hinchazones glandulares, otitis,
ulcera de Buruli, vermifugo, VIH y vulnerario.

Abortivo, afrodisiaco, antiinflamatorio,
antipsicotico, antitumoral, colagogo,
esplenomegalia, mialgias, revulsivo.

Anwar y col. (2007)
Posmontier (2011)
Sharkhel (2014)

Anwar y col. (2007)
Adebayo y Krettli (2011)
Pashal y col. (2012)
Chinsembu y y Hedimbi
(20106)

Anwar y col. (2007)

Fahey (2005)

Anwar y col. (2007)
Chinsembu y Hedimbi (2010)
Kasolo y col. (2010)
Posmontier (2011)

Mishra y col. (2011)

Tsouh y col. (2015)

Valere y col. (2015)

Morton (1991)
Anwar y col. (2007)
Mishra y col. (2014)

las necesidades diarias recomendadas por la OMS/
FAO/WHO (Makkar y Becker, 1996; Noumany col.,
2014). En este punto se realiza la advertencia sobre
la publicidad de Moringa oleifera en internet que
puede exagerar estas propiedades. Las hojas y vainas
se consumen verdes o cocinadas en sopas y potajes,
si bien su apetencia depende de la tradicion cultural.
Hojas y cortezas frescas se exportan envasadas y
refrigeradas a comunidades indias y pakistanies
de todo el mundo, pero en Madagascar los nifios
las rechazan por su fuerte olor y poca saciabilidad
(Rakotosamimanana y col., 2015).

En alimentacion humana se esta convirtiendo en
un recurso prometedor y economicamente rentable
para paliar la desnutricion y los estados carenciales
que ésta acarrea como la hipovitaminosis, sobre
todo en madres en estado de lactancia y en etapas

de crecimiento infantil (Alfaro y Martinez, 2008;
Taireja, 2011; Razis y col., 2014). La International
Eye Foundation, con base en Estados Unidos, esta
usando Moringa oleifera en Malawi por su alto
contenido de Vitamina A, debido a que en este
pais la deficiencia en su consumo es la causa de la
ceguera infantil en el 70 % de los casos (Berger y
col., 1995).

Las hojas secas se conservan bien, por lo que
resultan interesantes para preparar alimentos nutri-
cionalmente mejorados, mezclandose con legumbres
y cereales para tratar de conseguir una proteina com-
pleta. Esto cobra especial relevancia en comunidades
rurales y sometidas al hambre y a la desnutricion, en
especial en mujeres embarazadas o madres lactantes
y nifios (Alfaro y Martinez, 2008; Bonald Ruiz y
col., 2012).
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Factores antinutricionales (FAN): son compuestos
que se absorben mal 0 no se absorben por el aparato
digestivo de los no rumiantes, secuestran minerales
y nutrientes, inhiben la accion de las proteasas del
estomago, o como las lectinas, son hemoliticas
(Araujo, 2013). Los FAN mas comunes son taninos,
saponinas, oxalatos y fitatos, si bien estos factores
se destruyen con el proceso de cocinado. Las hojas
frescas de Moringa oleifera contienen una cantidad
no despreciable de oxalatos y fitatos (Leone y col.,
2015), similares al amaranto (Amaranthus viridis L.
-Amaranthaceae-), aunque en valores menores que
la espinaca y cebolla (Nouman y col., 2014).

Usos medicinales

En la Ayurvedic Pharmacopoeia of India (Part
I- Vol-1V) (en linea) aparecen formulaciones con
semillas y peridermis de raiz y tallo de SIGRU
(Moringa oleifera). De 5 a 10 gramos de polvo de
semillas, tienen, entre otras, las siguientes acciones
terapéuticas: contra el dolor de cabeza, inflamacion,
cicatrizante, tumores abdominales, antiparasitario,
hipotiroidismo y antiobesidad.

Este puede ser un buen ejemplo para demostrar
la contraposicidn entre esta medicina milenaria 'y
tradicional y la medicina moderna convencional.
La primera basada en la experiencia y quizas con
atributos mitico-religiosos, y la segunda (en las
antipodas) con su procedimiento exhaustivo de
bldsqueda y estandarizacién de medicamentos
clinicamente eficaces. Sin embargo, no debemos
olvidar que millones de personas en el mundo no
tienen acceso a la medicina moderna, por lo que
se tienen que conformar con los remedios de las
medicinas tradicionales. Sobre la base de esta idea
vamos a presentar dos tablas: una sobre el uso
medicinal tradicional basado en la experiencia
(Tabla 4) y otra sobre las propiedades medicinales
de la planta basadas en estudios de laboratorio y
en humanos (Tabla 5).

Conclusiones

1. Aunque el conocimiento de los beneficios de
Moringa oleifera se pierden en el tiempo, no es
hasta finales del siglo pasado cuando la comunidad

cientifica se vuelca a estudiar experimentalmente
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esta planta, y asi comprender los mecanismos de
accion por los que se rigen estas propiedades.

2. Desde el punto de vista de la botanica linnea-
na, se conoce bien la taxonomia, el fenotipo, partes
microscopicas, cultivo, variedades. Los estudios
actuales se basan en marcadores moleculares para
determinar el parentesco con otras plantas y el pa-
rentesco entre si, con el fin de mejorar el rendimiento
de los cultivos.

3. Moringa oleifera es la llamada planta milagro.
Efectivamente asi lo es para millones de personas
malnutridas, sin acceso al agua potable, sin corriente
eléctrica y sin una medicacion adecuada. Desde el
punto de vista occidental, el atributo de “milagro”
puede tener una connotacion negativa, dado que
muchos de los beneficios que se pueden obtener de
la planta ya estéan resueltos.

4. Moringa oleifera posee un elevado poder nutri-
cional con un alto contenido energético y es un reser-
vorio biol6gico de minerales, vitaminas, polifenoles,
flavonoides y acidos fendlicos los cuales suponen una
fuente de antioxidantes naturales que reparan el ADN
en el proceso de envejecimiento. Otros constituyentes
como alcaloides, glucosinolatos e isotiocianatos le
aportan un prometedor uso terapéutico.

5. Ante los retos evidentes que tiene la humani-
dad, una especie como Moringa oleifera no puede
ser ignorada. Por ello sigue siendo necesario la in-
vestigacion de sus propiedades, esto puede suponer
el encuentro de soluciones parciales para problemas
globales como el hambre, la falta de energia e higiene
y las enfermedades.
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Tabla 5.- Propiedades medicinales de Moringa oleifera basadas en estudios experimentales

Organo Comentario

Efecto terapéutico

Sistema nervioso central
Bakre y col. (2013) Fl

Nelson y col. (2014)
Giacoppo y col. (2015)

Sistema respiratorio
Agrawal y Metha (2008) S
Nkya y col. (2014)

Anticonvulsionante en ratones.

Glucosinolatos previenen enfermedades neurodegenerativas.

Mejora cuadros asmaticos. Humanos.

Chinsembu y col. (2016) H,S Citotoxico Mycobacterium spp. Antituberculoso.
Hipoglucemiante

Mbikay (2012) H Revision. Comprobado en grupos humanos reducidos.

Jaiswal y col. (2013) H Antioxidantes. Regula estrés oxidativo. Reduce nivel glucosa.
Hipolipemiante

Mbikay (2012) H Revision. Comprobado en grupos humanos reducidos.

Stohs y Hartman (2015) H Revision. Baja colesterol 6,3 %. Sube HDL Humanos.
Antiespasmodico R

Céceres y col. (1992) Reduce inflamacion intestinal inducida en ratas albinas.
Antiulceroso

Akhtar Ahmad (1994) Fl Mejora tlceras gastricas inducidas en ratas.
Hepatoprotector

Ndong y col. (2007) Var Mejora los hepatocitos de ratas Wistar Fe-deficientes.

Rose y col. (2013) H, Fr Mejora higado enfermo ratas albinas inducido CCl,. Flavonoides.
Génito-urinario

Maurya y Singh (2014) CT Reduce infecciones urinarias. Humanos.
Oculares

Sunkireddy y col. (2013) H Antioxidantes. Prevencion de aparicion cataratas.
Antimicrobiano, antifingico y
antiparasito

Fahey (2005) H,R Glucosinolatos contra Helicobacter pylori.

Bahatnagar y col. (2013) Gom Iphibevgreci.miento cultivo Pseudomonas aeruginosa, E. coli, Bacillus

licheniformis y Staphylococcus aureus.

Eliert y col. (1981) S Isotiocianatos. Antifingico y antibacteriano amplio espectro.

Chuang y col. (2007) Fl Antifangico Trichophyton, Epidermpphyton 'y Microsporum.

Kaur y col. (2014) R Niazinizina. Lehismaniasis.

Rocha Filho y col. (2015) Fl Saponinas, taninos. Inhibe desarrollo Schistosoma mansoni.
Anticancer

Guovar L. (199 S e

Brunelli y col. (2010) Inhibe NF-kB y reduce mielomas en ratones mutados.

Sreelatha y col. (2011) H Flavonoides. Induccion apoptosis.

Jung (2014) H Potencial actividad anticancerigena in vitro.

Al-Asmari y col. (2015) H,S,CT Agente potencial contra cancer de pecho y colon. Isotiocianatos.
Antienvejecimiento

col. (012, Satshy ol w  ReparanclADN

(2014). Antioxidantes.
Biodisponibilidad

2}):21;1 dﬁﬁ:l}r,nc}(;lé(zzlg?i)z 0 Fr Niaziridina + absorcion y actividad rifampicina, tetraciclina y ampicilina.
Toxicidad

l;ilﬁiuyGﬁ/:;;};fgbggm) H 50 g unidosis, 8g dia (40 dias) en humanos es seguro.

CT: corteza del tallo; FI: flor; Fr: fruto; G: gomas; H: hojas; S: semilla; R: raiz; Var: toda la planta.
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Resumen

En los pasos previos a la elaboracion del producto comercial denominado “yerba mate”, se procede al “zape-
cado” de las hojas de llex paraguariensis A. St. Hil. (Aquifoliaceae). El proceso consiste en un secado rapido
con exposicion del material fresco directamente a las llamas. En el presente trabajo se estudiaron mediante
técnicas de micrografia de rutina, hojas verdes y hojas zapecadas de I. paraguariensis, con la finalidad de
analizar si el proceso de “zapecado” producia cambios evidenciables en la anatomia foliar. Como resultado se
concluy6 que la anatomia foliar mantiene su estructura aun después de pasar por el proceso de “zapecado”.

Comparative Analysis of Endomorphological Structures on Greens
L eaves without Process and “Zapecadas” of llex paraguariensis A. St. Hil.
(Aquifoliaceae). Cito - histological Modifications

Abstract

In the steps leading to the production of the commercial product called “yerba mate”, the “zapecado” of
the leaves of llex paraguariensis A. St. Hill. (Aquifoliaceae) is carried out. The process consists of a rapid
drying with the exposure of the fresh material directly to the flames. In the present work green leaves of
I. paraguariensis with and without “zapecado”, were studied by means of routine micrography techniques,
in order to analyze if the zapecado process produced evident changes in the foliar anatomy. As a result, it has
been concluded that the foliar anatomy maintains its structure even though it has undergone the “zapecado”
process.

Introduccion

En la elaboracion de la “yerba mate” el paso poste- inicial en el proceso de secanza de la yerba mate, que
rior a la cosecha es el “zapecado” (Michalus, 1996).  consiste en la exposicion de las hojas y ramas a la
El proceso se define como el tratamiento térmico  accion directa del fuego, con el objeto de detener los

Palabras clave: llex paraguariensis - yerba zapecada - micrografia.
Key words: llex paraguariensis - yerba zapecada - micrography.
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procesos biolégicos, acompafiado de la formacion
de ampollas bajo la epidermis de las hojas con un
ligero y tipico crepitar (BPM, 2006).

Las hojas verdes recién cortadas son sometidas
por espacio de 20 a 30 segundos a la accion directa
de una Ilamarada que genera una brusca elevacion
de la temperatura en el material vegetal. Este trata-
miento térmico muy violento, provoca entre otras
cosas, la inactivacion enzimatica, deteniendo los
procesos bioldgicos de degradacion. El procedimien-
to da como resultado una importante disminucion
del contenido de humedad en la hoja. Durante esta
operacion, la yerba se introduce en un tambor rota-
torio de 3 metros de didmetro y 9 metros de longitud
denominado “tambor de zapecado”, el material
avanza en el sentido del aire caliente proveniente
de una hoguera, impulsado por aspas dispuestas en
forma de hélice dentro del tambor mencionado (De
Bernardi, 2016).

Su correcta realizacién implica una importante
reduccién o eliminacién de residuos de plaguici-
das debido al tratamiento térmico, cuyos gases de
combustion en contacto con las ramas de yerba
mate alcanzan temperaturas de 400 - 550 °C, por
un tiempo corto, evitara la generacion de compues-
tos caracteristicos del pardeamiento, asegurara la
destruccion de gran parte de los microorganismos
presentes susceptibles de generar enfermedades de
transmision alimentaria (ETA) y evitara problemas
en la etapa siguiente de secado por un elevado con-
tenido de humedad (Prat Kricun y col., 2006).

Como objetivos del presente trabajo se plantea,
comprobar si el proceso de zapecado produce la rup-

tura de la epidermis de las hojas, realizar un analisis
comparativo de las estructuras endomorfolégicas de
hojas verdes sin procesar y zapecadas y contribuir
al conocimiento de la morfo-anatomia de las hojas
de llex paraguariensis en el proceso de elaboracion
de la yerba mate comercial (CAA, 2007).

Materiales y Métodos

Se analizaron 30 hojas verdes y 30 hojas zapecadas
provenientes de Santo Pipd, Provincia de Misiones,
mediante cortes transversales y obtencion de epider-
mis por medio de moldes, utilizando resina acrilica,
se colored con safranina. Se documentd fotografi-
camente mediante la utilizacion de un microscopio
Nikon Labophot-2, empleando camara digital. El
material relevado entero fue documentado para su
preservacion y resguardo en la catedra de Farma-
cobotanica y de Biologia Vegetal de la Facultad de
Ciencias Exactas Quimicas y Naturales (Gattuso y
Gattuso, 1999; Zarlavsky, 2014).

Resultados

En las hojas verdes (Figuras la y 2a) y zapecadas
(Figuras 1b y 2b) en vista superficial de la cara
adaxial se observan células epidérmicas que exhiben
un contorno poligonal con angulos redondeados y
con abundantes estrias cuticulares, dos tipos de esto-
mas ciclociticos en la cara abaxial (hipoestomatica),
pequefios y abundantes; los otros menos abundantes,

Figura 1.- Epidermis adaxial de la hoja de llex paraguariensis

a: Hoja verde; b: hoja zapecada.
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Figura 2.- Epidermis abaxial de la hoja de llex paraguariensis

a: Hoja verde; b: hoja zapecada

pero de mayor tamafio (hidatodos) cuyas células
estomaticas se sobreelevan entre las células epidér-
micas propiamente dichas (Amat, 1991).

En cortes transversales (Figuras 3 y 4) se ob-
serva un mesofilo de estructura dorsiventral con
2 0 mas estratos de parénquima en empalizada y
abaxialmente 1-2 estratos de clorénquima esponjo-
so formado por células con abundantes meatos. En
ambos parénguimas se observan numerosos cristales

de oxalato de calcio en forma de drusas (Spegazzini
y col., 2000).

La nervadura central formada por un haz vascular
rodeado por un anillo esclerenquimatico, fuera del
mismo con numerosas drusas. En las figuras 1by 2b
se observa la epidermis de las hojas zapecadas, con
las células epidérmicas propiamente dichas y los es-
tomas mas contraidos al igual que la ornamentacion
cuticular mas acentuada por la pérdida de agua.

Figura 3.- Corte transversal de la hoja verde de llex paraguariensis

a

a: Corte transversal de la nervadura media; b: corte transversal de la lamina
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Figura 4.- Corte transversal de la hoja zapecada de llex paraguariensis

a

a: Corte transversal de la nervadura media; b: corte transversal de la lamina

En la ldmina foliar de las hojas zapecadas se
observan las estructuras histoldgicas conservadas
(Figura 4).

El andlisis realizado permitié comprobar que
las estructuras morfo-anatomicas de hojas de llex
paraguariensis conservan sus estructuras cito-his-
tolégicas tanto de la epidermis como del meséfilo,
aun en aquellas sometidas al proceso de zapecado.

Discusion y conclusiones

En todas las muestras de hojas de I. paraguariensis, la
anatomia de las células epidérmicas propiamente di-
chas y sus modificaciones, y el meséfilo mantienen su
estructura (Farmacopea Argentina, VI1 Ed.2004). No
se encontraron diferencias anatémicas relevantes.

Se infiere que la fuerte ornamentacion cuticular
estriada presentes en las epidermis de hojas de llex
paraguariensis, acta como barrera estructural y
de proteccion de todos los tejidos que conforman la
lamina foliar.

La utilizacion de las técnicas analiticas tradi-
cionales de micrografia (Gattuso y Gattuso, 1999;
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Zarlavsky, 2014) reafirman las innegables ventajas
en las actividades vinculadas tanto en la caracteri-
zacion como en el control de calidad de las drogas
de origen vegetal.
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Resumen

Los aceites vegetales son compuestos organicos que se obtienen a partir de semillas u otras partes de las
plantas en cuyos tejidos se acumulan como fuente de energia. Este trabajo tiene como objetivos realizar una
caracterizacion fisico-quimicay la cuantificacion de los fenoles totales en el aceite vegetal obtenido a partir
de las semillas de tres variedades de cucurbita: Cucurbita argyrosperma C. Huber (sin. Cucurbita mixta
Pangalo), Cucurbita moschata Duchesne y Cucurbita maxima Duchesne. El extracto lipofilico se obtuvo
por extraccion realizada en Soxhlet con hexano; los parametros fisico-quimicos se midieron segun técnicas
de la Farmacopea Argentina VIl Ed. La cuantificacion de los acidos grasos se realizo en un cromatografo
gaseoso con detector FID y los fenoles totales se cuantificaron por el método de Folin-Ciocalteu. El aceite
obtenido presentd dptimas propiedades organolépticas, con indices de refraccion entre 1,46 £ 0,01 a 1,47 +
0,02, densidad de 0,92 +0,01 a0, 96 £ 0,01 g/ml y viscosidad de 72 + 0,58 a 76 + 0,47 cP. El indice de acidez
medido (1,68 + 0,06 a 2,49 + 1,55 mg KOH/g) indica la presencia de acidos grasos libres; la saponificacion
(201,53 £ 0,74 a 212,52 + 3,33 mg KOH/g) denota un bajo contenido de acidos grasos saturados; el indice
de yodo (53,29 + 3,58 a 26,64 + 1,79 cg 1/g) revela la presencia de acidos grasos insaturados, mientras que
el indice de peroxidos (7,31 + 0,62 a 7,44 + 0,52 meq O,/Kg) nos confirma un bajo grado de rancidez. La
composicidn de los acidos grasos saturados e insaturados presentes muestran que dentro de estos Gltimos el
predominante fue el &cido linoleico, variando entre 37,84 a 52,59 %. El &cido palmitico, el &cido esteérico
y el acido n9- oleico variaron entre 13,04 a 15,30 %, 6,49 a 9,81 % y 27,16 a 38,30 % respectivamente. El
acido araquidico fue significativamente inferior al 1% en todas las variedades analizadas (0,53 a 0,78 %).
Los valores de fenoles totales van desde 158,83 + 0,50 a 209,80 + 0,59 mol AG/g de muestra. Sobre la base
de sus caracteristicas el aceite de las semillas de Cucurbita spp. puede ser considerado como una valiosa
fuente de nuevos productos de usos multiples para la industria farmacéutica y/o cosmética.

Chemical Characterization and Quantification of Total Phenols
in Cucurbita spp. Seed QOil

Abstract

Vegetable oils are organic compounds that are obtained from seeds or other parts of plants in whose tissues
accumulate as a source of energy. This work aims to perform a physical-chemical ccaracterizacion and

Palabras clave: polifenoles - aceite vegatal - Cucurbita spp.
Key words: polyphenols - vegetable oil - Cucurbita spp.
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quantification of total phenols in vegetable oil obtained from seeds of three varieties of Cucurbita argyro-
sperma C. Huber (syn. Cucurbita mixta Pangalo), Cucurbita moschata Duchesne and Cucurbita maxima
Duchesne. The lipophilic extract was obtained by extraction in Soxhlet with hexane; the physico-chemical
parameters were measured according to the techniques of the Argentinean Pharmacopoeia VII Ed. The
quantification of fatty acids was carried out in a gas chromatograph with FID detector and total phenols
quantified by the method of Folin-Ciocalteu. The oil obtained presented optimal organoleptic properties,
with refractive indexes between 1.46 + 0.01 to 1.47 £ 0.02, density of 0.92 + 0.01 to 0.96 + 0.01 g/ml and
viscosity of 72.00 + 0.58 to 76.00 + 0.47 cP. The measured acid number (1.68 + 0.06 to 2.49 + 1.55 mg KOH
/ g) indicates the presence of free fatty acids, saponification (201.53 + 0.74 to 212.52 + 3.33 mg KOH/qg)
denotes a low content of saturated fatty acids; the iodine index (53.29 + 3.58 t0 26.64 + 1.79 cg I/g ) reveals
the presence of unsaturated fatty acids, while that peroxides index (7.31 + 0.62 to 7.44 + 0.52 meq 02/kg)
confirms the degree of rancidity. The compositions of saturated and unsaturated fatty acids present show
that within the latter the predominant was linoleic acid varying between 37.84 to 52.59 %. Palmitic, stearic
and n9-oleic acids ranged between 13.04 to 15.30 %, 6.49 t0 9.81 % and 27.16 to 38.30 % respectively. Ara-
chidic acid was significantly lower than 1% in all the varieties analyzed (0.53 to 0.78 %). The total phenolic
values range from 158.83 £ 0.50 to 209.80 + 0.59 mol AG / g of sample. On the basis of its characteristics,
the oil of Cucurbita spp. seeds can be considered as a valuable source of new multipurpose products for the
pharmaceutical and / or cosmetic industry.

Introduccion

por una corteza firme, con semillas elipticas, acha-
tadas, blancas grisaceos, amarillentas o negruzcas,
con un ndcleo blanco, con sabor amigdalino en su
extracto basal (Nee, 1990).

Se reporta que a nivel mundial el ingrediente con
mayor demanda corresponde a los aceites vegetales,
con el 88 % de la participacion del volumen total de
importaciones mundiales, seguido de los extractos
con un 6 %, las plantas medicinales con un 3,5 %,
los aceites esenciales con un 1,5 % y los colorantes
con una participacion del 0,5 %. Por tal motivo, la
produccion de aceites vegetales de semillas de frutas
presenta potencialidad de mercado para la industria
cosmética mundial, industria que se fortalece cada
dia més gracias a una percepcion, por parte del
consumidor, de que el negocio de los ingredientes
naturales y todo lo que se deriva de él aportan al
sector cosmético calidad, diferenciacion y produc-
tividad (Proexport-Colombia, 2010).

Este trabajo tiene como objetivos realizar una
caracterizacion fisico-quimica y la cuantificacién
de fenoles totales en el aceite vegetal obtenido a
partir de las semillas de tres variedades de cucurbita:
Cucurbita argyrosperma C.Huber (sin. Cucurbita.
mixta Pangalo), Cucurbita moschata Duchesne y
Cucurbita maxima Duchesne.

Los aceites vegetales son compuestos organicos
que se obtienen a partir de semillas u otras partes
de las plantas en cuyos tejidos se acumula como
fuente de energia. Estan formados basicamente por
triglicéridos, diglicéridos, acidos grasos libres y
otros constituyentes minoritarios como tocoferoles
y esteroles (Kiritsakis, 1998).

Entre los constituyentes de los aceites vegetales se
encuentran los &cidos grasos, compuestos que también
se pueden encontrar formando parte de los fosfoli-
pidos y de las lipoproteinas de la membrana celular.
Cuando hay insuficiencia de acidos grasos esenciales
se observan sintomas de dermatitis, como escamas y
deshidratacion de la piel mientras que el suplemento
de &cidos grasos a la piel puede curar esos sintomas
(Draelos, 2006). Por esta razon, en cosmética y der-
mofarmacia, son ampliamente utilizados acidos grasos
como el acido estearico, linoleico, oleico y linolénico
como compuestos emolientes que hidratan, suavizany
mejoran la flexibilidad de la piel y que ademas reparan
la epidermis (Jurado y Mufioz, 2009).

La calabaza pertenece a la familia Cucurbitaceae,
familia que comprende unas 850 especies de plantas
casi siempre herbéaceas, trepadoras o rastreras, que
producen frutos generalmente grandes y protegidos
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Materiales y Métodos
Material vegetal analizado

Las especies vegetales Cucurbita argyrosperma
C.Huber (sin. Cucurbita. mixta Pangalo), Cucurbita
moschata Duchesne y Cucurbita maxima Duchesne
(familia Cucurbitaceae), se recolectaron los meses
de abril y mayo del 2016 dentro de la ciudad de
Quitilipi, provincia del Chaco. La localizacion por
coordenadas para las especies de Cucurbita spp. es-
tudiadas fueron (s) 26°52719,2”" (w) 60°13°16,2”".

Se compararon las semillas de las tres especies,
tres lotes de cada una, colectados de productores
de la zona: Cucurbita argyrosperma C.Huber
(sin. C. mixta Pangalo) (CMi) “calabaza raya-
da”, C. moschata Duchesne “coreanito” (CMo) y
C. maxima Duchesne “calabaza plomo” (CMa).

Métodos

Extraccion del aceite: 10 g de semillas se extra-
jeron con 100 ml con n-hexano en un extractor
Soxhlet a 90 °C durante 6 h, (AOAC, 1995). El
solvente se elimind mediante el empleo de un
evaporador rotatorio y el aceite se sec6 a 105 °C,
hasta peso constante, bajo nitrégeno en un horno
de secado.

Andlisis fisicoquimicos

e Indice de peroxido: se realizé por titulacion yo-
dométrica, segin Anwar y col. (2007).

e Indice de yodo: se basd en la adicion de hal6genos
alos dobles enlaces de los &cidos grasos insaturados
(AOAC, 2002).

e Indice de saponificacion: se hizo reaccionar
una cierta cantidad de muestra de aceite con un
exceso de solucion de KOH 0,5 N y se determiné
por diferencia los mg de KOH que reaccionan
con la muestra, titulando con HCI 0,5 N (AOAC,
2002).

e Indice de refraccion: se determiné con un refrac-
témetro Abbe 2WAJ

¢ Viscosidad: se determind con un viscosimetro de
Ostwald.

e Densidad del aceite: por picnometria, método
962.37 AOAC (1995).

e Indice de acidez: se analiz6 de acuerdo con la
norma UNE - 55011.

Cuantificacion de &cidos grasos

La cuantificacion se realizé en un cromatégrafo ga-
se0so con detector FID, Agilent 6890 equipado con
una columna capilar (Supelco 2340) y metilésteres
de &cidos grasos 99 % de pureza (FAME-MIX Sig-
ma-Aldrich) como estandares externos y C19 como
estandar interno

Extraccion de compuestos fendlicos

Segln Taga y col. (1984) con modificaciones me-
nores, usando extraccion liquido - liquido. Veinte
gramos de aceite se disolvieron en 50 ml de hexano
y se extrajo tres veces con 30 ml de metanol/agua
(80:20, v/v).

Determinacion de fenoles totales

Segun Singleton y Rossi, 1965 se fundamenta en
gue los compuestos fenolicos reducen el reactivo
de Folin-Ciocalteu para formar un complejo azulado
que absorbe a 765 nm. Se midi6 en un espectrofo-
tometro UV-Visible Perkin EImer Lambda 25. Los
resultados se expresan en mg de acido galico por g
de extracto (mg AG/g extracto).

Los reactivos usados fueron calidad analitica,
siendo el reactivo Folin-Ciocalteu (Fluka).

Resultados

Los aceites extraidos son de color verde y el conte-
nido de lipidos varié entre 30,4 +0,8240,8+2,5 %
enm.s. El andlisis de varianza muestra una diferencia
significativa en el contenido de lipidos en estas se-
millas (p < 0,05). Estos valores son inferiores a los
obtenidos por Murkovic y col. (1996) con contenido
de aceite de 41,8 a 54,9 % y a los determinados por
Idouraine y col. (1996) de 34,5-43,6 % ambos en
C. pepo y también son inferiores a los de girasol
45,6 %y mani 47,5 % (FAO, 1982), pero superiores
a los de soja 19,1 % (Oyenuga, 1968).

Estas semillas en general tienen altos niveles de
aceites, los que presentaron dptimas propiedades or-
ganolépticas de aceite comestible, fisicamente estable
y no mostraron signos de rancidez, con indices de
refraccion entre 1,46 + 0,01 a 1,47 + 0,02, densidad
de 0,92 £ 0,01 a 0, 96 £ 0,01 g/ml y viscosidad de
72,00 + 0,58 a 76,00 £ 0,47 centipois (Tabla 1).
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El indice de acidez medido (1,68 + 0,06 a 2,49 +
1,55 mg KOH/qg) indica la presencia de acidos grasos
libres, la saponificacion (201,53 + 0,74 a 212,52 +
3,33 mg KOH/g) denota un bajo contenido de &cidos
grasos saturados, y el de yodo (53,29 + 3,58 a 26,64
+ 1,79 cg l/g) revela la presencia de acidos grasos
insaturados, que pueden clasificarse como semiseca-

do, mientras que el de perdéxidos (7,31 +£ 0,62 a 7,44
+ 0,52 meq O,/Kg) nos confirma que estos aceites
tienen bajo grado de rancidez (Tabla 2).

La composicién de los acidos grasos saturados
e insaturados (Tabla 3) presentes en las semillas
ensayadas muestran que dentro de estos ultimos el
predominante fue el acido linoleico, variando entre

Tabla 1.- Propiedades fisicas del aceite de semillas de Cucurbita spp.

indice de refraccion Densidad Viscosidad
20°C mg/ml centipoise

Calabaza rayada 1,46 £ 0,02 0,92 +£0.01 74,12 £ 0,51

Coreanito 1,47 £ 0,02 0,92 +0.01 72,36 + 0,57

Calabaza plomo 1,46 £ 0,01 0,95 +0.01 76,11 £ 0,47

Tabla 2.- Propiedades fisicoquimicas del aceite de semillas de Cucurbita spp.
Acidez Saponificacion Iodo Peroéxido Esterificacion
(mg KOH/g)  (mg KOH/g) (cglVg) (meq O/Kg)

Calabaza rayada 2,49+ 1,55 212,52 +3,33 26,64+ 1,79 7,44 £ 0,52 210,01 + 3,69
Coreanito 1,96 +0,12  20824+141 53,96+3,68 7,71 £0,95 206,03 + 1,53
Calabaza plomo 1,68 £ 0,06 201,53 +0,74 53,29+ 3,58 7,31 £ 0,62 200,16 + 0,26

Tabla 3- Composicion de &cidos grasos de semillas de Cucurbita spp.

% Acidos Grasos Calabaza rayada Coreanito Calabaza plomo
Palmitico (16:0) 13,04 15,30 13,23
Palmitoleico (16:1) - - -
Heptadecanoico (17:0) - - -
Heptadecenoico (17:1) ¢ - - -
Stearico (18:0) 6,49 8.11 6,98
Elaidico (18:1) n9 t - - -
Oleico (18:1)n9 ¢ 27,17 38,30 30,07
Linoelaidico (18:2) t - - -
Linoleico (18:2) n-6 52,60 37,48 49,26
Araquidico (20:0) 0,38 0,49 0,44
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37,84 a 52,59 %, que por su naturaleza de polinsa-
turado (dos dobles enlaces) y de pertenecer al grupo
omega-6, le confiere al aceite sus caracteristicas de
liquido. El &cido palmitico, el acido esteérico y el
acido n9-oleico variaron entre 13,04 a 15,30 %, 6,49
a9,81 %y 27,16 a 38,30 % respectivamente. El 4ci-
do araquidico fue significativamente inferior al 1 %
en todas las variedades analizadas (0,53 a 0,78 %),
este bajo nivel de aceites saturado le otorga mejor
calidad de aceite vegetal comestible, resultados que
concuerdan con los reportados por Ortiz Grisales y
col. (2009).

Los valores de fenoles totales van desde 0,159 +
0,001 20,210+ 0,001 mg EAG/g extracto, los cuales
son superiores a los encontrados por otros investi-
gadores que han analizado los aceites de semillas de
Cucurbita pepo (Andjelkovic y col., 2010). Parry y
col. (2008) analizaron el contenido de compuestos
fendlicos totales en el aceite extraido de semillas de
calabaza tostadas (C. pepo L.), utilizando el reac-
tivo de Folin-Ciocalteu y verificaron la presencia
de 1,58 mg EAG/g extracto. Ademas Veronezi y
Jorge (2012) hallaron valores superiores a todos los
mencionados anteriormente al analizar las semillas
de las variedades de calabaza (Cucurbita spp.)
Nova Caravela, Mini Paulista, Menina Brasileira y
Moranga de Mesa.

Conclusién

Sobre la base de sus caracteristicas el aceite de
semilla de Cucurbita spp. puede ser considerado
como una valiosa fuente de nuevos productos de
usos mdltiples para la industria farmacéutica y/o
cosmética.
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Resumen

Momordica charantia L. (Cucurbitaceae) es una enredadera anual, herbacea, de flores solitarias y amarillas
unisexuadas, fruto oblongo, tuberculado, anaranjado-amarillento, y semillas color rojo intenso. Los princi-
pales usos empiricos reportados son como anticolesterolémico, hipoglucemiante y antianémico, asi como
alimenticio. Sus hojas y frutos fueron evaluados en otras regiones en su aporte nutricional y varias activi-
dades bioldgicas. Los objetivos de este trabajo fueron determinar la composicion fitoquimica y nutricional
de la especie y evaluar su actividad antioxidante. La planta se recolectd en zonas periurbanas de la ciudad
de Saenz Pefia (Chaco). Las partes usadas fueron semillas, frutos y hojas de la planta; que se lavaron y se-
caron a temperatura ambiente y se pulverizaron a polvo grueso. El tamizaje fitoquimico se realizé6 mediante
reacciones coloridas y de precipitacion. La determinacién de humedad, proteinas, lipidos y cenizas se reali-
zaron segun las técnicas AOAC (1998). El contenido de hidratos de carbono se determiné por el método de
antronay el valor energético se calcul6 segun el Reglamento Técnico de Mercosur. El contenido de fenoles
totales se determind con el reactivo Folin-Ciocalteu, el contenido de flavonoides por la reaccion con cloruro
de aluminio y la actividad antioxidante con el reactivo DPPH. En la evaluacion preliminar se determing la
presencia de taninos, fenoles, flavonoides, lipidos, hidratos de carbono, antraquinonas, saponinasy proteinas.
Las semillas presentaron el mayor contenido de grasas y proteinas, aportando el mayor valor energético. Las
hojas presentaron el mayor contenido de cenizas totales y el mayor contenido de fenoles totales. Los frutos
mostraron los valores mas altos de contenido en humedad y de carbohidratos y mayor capacidad atrapadora
de radicales libre. La especie M. charantia puede considerarse un recurso de interés por su aporte nutricional
y con potencial actividad antioxidante para formulaciones farmacéuticas.

Phytochemical and Nutritional Composition of Momordica charantia
and Antioxidant Activity

Abstract

Momordica charantia L. (Cucurbitaceae) is an annual, herbaceous creeper of solitary flowers, unisexed and
yellow, oblong, tuberculate, orange-yellow fruit, and intense red seeds. The main empirical uses reported
are anticholesterolemic, hypoglycaemic and antianemic, as well as nutritional uses. Its leaves and fruits

Palabras clave: metabolitos - polifenoles - capacidad antirradicalaria - nutrientes.
Key words: metabolites - polyphenols - antiradical capacity - nutrients.
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were evaluated in other regions of the world in their nutritional contribution and several biological activi-
ties. The aims of this work was to determine the nutritional and phytochemical composition of the species
and to evaluate its antioxidant activity. The plant was collected in periurban areas of the city of Saenz Pefia
(Chaco). The parts used were seeds, fruits and leaves of the plant; which were washed and dried at room
temperature and pulverized to thick powder. Phytochemical screening was carried out by means of colorful
and precipitation reactions. The determination of humidity, proteins, fats and ashes was performed accord-
ing to the AOAC techniques. The content of carbohydrates was determined by the anthrone method and the
energy values were calculated according to the Mercosur Technical Regulations. The content of total phenols
was made with the Folin-Ciocalteu reagent, the flavonoid content by the reaction with aluminum chloride
and the antioxidant activity with the DPPH reagent. In the preliminary evaluation, the metabolites tannins,
phenols, flavonoids, lipids, carbohydrates, anthraguinones, saponins and proteins were found. The seeds
presented the highest content of fats and proteins, providing the highest energy value. The leaves presented
the highest content of total ash and the highest content of total phenols. The fruits showed the highest values
of moisture and carbohydrate content and higher free radical scavenging capacity. The species M. charantia
can be considered a resource of interest for its nutritional contribution and with potential antioxidant activity

for pharmaceutical formulations.

Introduccion

Momordica charantia L. (Cucurbitaceae) se conoce
popularmente como “mel6n amargo”, “cundea-
mor chino” o “tomaco”. Es una especie tropical o
subtropical, crece en las sabanas y matorrales del
Africa tropical y Asia, fue introducida y aclimatada
en América y Europa. Se cultiva principalmente
en el sur y sudeste de Asia, en China, Africa y las
Antillas. En la Argentina se la encuentra en la region
mesopotamica y litoral.

Esta planta es una enredadera anual, herbacea,
con zarcillos, de flores solitarias y amarillas uni-
sexuadas, fruto oblongo, tuberculado, anaranjado-
amarillento, y semillas de color rojo intenso (Fon-
negra y Jimenez, 1990; Gupta y col., 2011; Hanan
Alipi y col., 2009)

Entre los principales usos empiricos puede ci-
tarse el uso hipoglucemiante, anticolesterolémico y
antianémico, purgante, antiherpético, antirreumatico,
cicatrizante, estomaquico, antihemorroidal, entre
otros (Grover y Yadav, 2004).

El efecto antihelmintico fue estudiado por Das
y col. (2006) y por Avello Oliver y col. (2006).
Bourinbaiar y Lee-Huang (1996) encontraron que
las proteinas MAP30 y GAP31 aisladas de M.
charantia pueden tratar las infecciones de Herpes
virus. Otros estudios indican que M. charantia tiene
principios activos con propiedades antiinflamatoria
y anticancerosa (Quilez y col., 2006). La actividad
antimicrobiana fue estudiada por Jagessar y Moha-
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meda (2008) en extractos de hojas de esta especie y
la actividad dependi6 del solvente utilizado para la
extraccion.

En estudios previos se encontré que tiene uso
popular alimenticio y sus hojas y frutos fueron
evaluados en su aporte nutricional (Alonso, 2004;
Bakare y col., 2010; Ullah y col., 2011).

Los objetivos de este trabajo fueron determinar
la composicidn fitoquimica y nutricional de la espe-
cie que crece en la provincia del Chaco (Republica
Argentina) y evaluar su actividad antioxidante.

Materiales y Métodos
Material vegetal

Los ejemplares de Momordica charantia L. (Cucur-
bitaceae) se recolectaron en zonas periurbanas de la
ciudad de Sé&enz Pefia (Chaco), en espacios baldios
y su localizacion segun coordenadas fue longitud:
60° 26’ 46” O, latitud: 26° 46’ 15” S. El material se
identifico en el Laboratorio de Farmacoboténica de
la Universidad Nacional del Chaco Austral, asig-
nando el registro como Semeniuk, L.V. n° I-7 y un
ejemplar se deposit6 en el Instituto de Botanica del
Nordeste (IBONE) con el codigo CTES0060493.
El material vegetal destinado al estudio fueron las
semillas, los frutos y las hojas de la planta.
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Reactivos quimicos

Los reactivos usados fueron calidad analitica, siendo
el reactivo Folin-Ciocalteu (Fluka), el radical DPPH
(Aldrich) y el radical cation ABTS (Sigma).

Métodos

El material vegetal fue lavado con agua potable, se-
cado al natural y pulverizado con molino de cuchillas
(TecnoDalvo®) hasta polvo grueso.

El tamizaje fitoquimico se realizd siguiendo una
marcha sistematica para la separacion de la fraccion
etandlica, la cloroférmicay la acuosa. Las fracciones
se usaron para desarrollar reacciones coloridas y de
precipitacion destinadas al reconocimiento de los
principales metabolitos secundarios (Dominguez,
1989; Rondina y Coussio, 1969).

Las determinaciones de humedad, proteinas, gra-
sas y cenizas totales se realizaron sobre el material
en polvo siguiendo las técnicas de AOAC (1998)
950.46; 960.52; 991.36 y 920.153, respectivamente.
El anélisis de hidratos de carbono se hizo de acuerdo
con el método de antrona de Clegg (1956) con un
espectrofotometro UV-Visible Beckman® DU 640B.
El valor energético se calcul6 segun el Reglamento
Técnico Mercosur/GMC/Res. N° 46/03.

El contenido de fenoles totales se realizd sobre
los extractos etandlicos de hojas, frutos y semillas
obtenidos por maceracion en frio y siguiendo el
método de Singleton y col. (1999) con el reactivo
Folin-Ciocalteu. El contenido de flavonoides totales
se determind en los extractos antes mencionados
siguiendo el método de Popova y col. (2005) por
complejacion con cloruro de aluminio. La activi-
dad antioxidante se determin6 sobre los extractos
citados con el método de Re y col. (1999), usando
el reactivo DPPH. Estas determinaciones analiticas
fueron por espectrofotometria UV-visible (UV-1800,
Shimadzu®).

Resultados y Discusién

En la evaluacion preliminar del estudio fitoquimico
se determinaron cinco metabolitos secundarios y se
revel0 la presencia de los metabolitos primarios con
valor nutricional, segin se muestra en la tabla 1.
Los metabolitos detectados coinciden con otros es-
tudios (saponinas, aceites fijos, triterpenos/esteroides

Tabla 1.- Tamizaje fitoquimico de hojas, semillas y frutos
de Moringa oleifera

Metabolitos Hojas Semillas Frutos
Flavonoides ++ ++ +
Taninos/Fenoles ++ + +
Lipidos + ++ +
Hidratos de Carbono + + +
Esteroides/Triterpenos ~ + + ++
Antraquinonas - + ++
Saponinas ++ _ +
Proteinas + ++ +

Referencias: (++): reaccion visible intensa; (+): reaccion
visible; (-): reaccion no observada.

y proteinas) aunque no se reconocid la presencia de
glicdsidos y alcaloides en las partes estudiadas de esta
especie, a diferencia de otros reportes (Ramany Lau,
1996; Daniel y col., 2014; Kumari y col., 2017).

En el material en polvo de las partes aéreas (hojas,
frutos y semillas) de M. charantia se determind el
contenido de humedad residual y de cenizas totales,
y se cuantificaron los principales componentes nu-
tricionales. Los valores de esos ensayos se presentan
en latabla 2.

Los frutos presentaron el mayor contenido de
humedad y de carbohidratos y las hojas tuvieron
el mayor contenido de cenizas totales. Las semi-
llas presentaron el mayor contenido de lipidos y
de proteinas, asi como el mayor valor energético.
Los frutos presentaron valores similares en cuanto
a lipidos y proteinas comparado con Yuwai y col.
(1991) y mayor contenido de carbohidratos y aporte
energético que en Bakare y col. (2010) y Nagarani
y col. (2014). De igual modo, las hojas presentaron
menor contenido de lipidos y proteinas que los de-
terminados por Bakare y col. (2010) y las semillas
mostraron mayor contenido de lipidos y proteinas
que el estudio antes citado. Las hojas y semillas de
este estudio mostraron mayor contenido de carbo-
hidratos y de aporte de energia que los informados
por Bakare y col. (2010).
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Tabla 2.- Analisis fisicoquimico y nutricional de hojas, semillas y frutos de Moringa oleifera

Determinacion Hojas Semillas Frutos
Humedad (%) 15,25+0,11 12,62 +0,38 16,99 £+ 0,02
Cenizas (%) 18,41 + 0,04 3,29 40,06 431+ 0,66
Lipidos (%) 0,86 + 0,02 26,52 + 0,53 1,84 £ 0,01
Proteinas (%) 15,07 £0,28 22,00+ 0,07 15,15 +0,27
Carbohidratos (%) 40,18 £ 0,13 34,63 £0,72 48,14+ 0,94
Valor energético (kcal/100g) 228,75 465,24 272,34

La composicidn de polifenoles se evalu6 en rela-
cién a contenido de fenoles totales y de flavonoides
totales y los valores se presentan en la tabla 3. La
actividad antioxidante de esta especie se expreso
como la capacidad de los extractos para producir una
inhibicion del 50 % (IC50) de la actividad del radical
libre DPPH y los valores se presentan en la tabla 3.

El mayor contenido de fenoles totales se observo
en el extracto de hojas y la mayor actividad antioxi-
dante la presentd el extracto de los frutos.

El contenido de fenoles totales en el extracto de
semillas es mayor a los resultados obtenidos para
los extractos de semillas de otras Cucurbitaceae
(Valenzuelay col., 2014), y fue menor su contenido
de flavonoides; lo cual puede deberse a la diferencia
en la técnica de extraccion usada en ambos estudios.
Estos resultados concordaron con los antecedentes

de que los extractos alcohdlicos de frutos presentaron
mayor capacidad atrapadora de radicales libres que
los extractos de frutos con otros solventes de extrac-
cion (Kubolay Siriamornpun, 2008; Rezaeizadeh y
col., 2011).

Conclusiones

Laespecie M. charantia presentd mayor aporte nutri-
cional en sus semillas y frutos y mayor contenido de
polifenoles en sus hojas, aun asi los frutos mostraron
mayor capacidad atrapadora de radicales libres.

Por lo expuesto, esta especie puede conside-
rarse un recurso de interés que podria utilizarse
en formulaciones nutracéuticas o en suplementos
nutricionales.

Tabla 3.- Contenido de polifenoles y capacidad atrapadora de radical DPPH de hojas, semillas y frutos de Momordica

charantia
Muestras Contenido Fenoles Contenido Flavonoides Actividad antioxidante IC50
(mg EAG/g ext. seco) (mg EQ/g ext. seco) (ng fenoles/ml)
Hojas 247,43 £23,09 0,711 £0,048 6,275 £ 0,044
Semillas 147,72 +£ 30,37 0,051 £0,0054 3,679 +0,516
Frutos 33,23 +£2,79 0,016 £ 0,0004 0,731 +0,117
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Resumen

Cuphea glutinosa (Lythraceae), popularmente conocida como “siete sangrias” o “sanguinaria”, ha sido
utilizada en las practicas de medicina popular, especialmente como diurética e hipotensora. Actualmente,
es comercializada en herboristerias de la Republica Argentina y consumida en forma de infusion en con-
centraciones no especificas. En este estudio se evalud la diuresis producida en ratas Wistar, a partir de la
administracion de infusiones de diferentes concentraciones de planta entera de C. glutinosa. Se utilizaron
tres concentraciones al 2,5 %; 5,0 % y 10,0 %, Furosemida (10 mg/kg peso vivo) como control positivo
y solucion salina (blanco) (NaCl 0,9 %) como control negativo, que fueron administradas oralmente. Se
midieron los niveles de excrecidn urinaria de las ratas, mantenidas en jaulas metabdlicas, en intervalos de
2 horas, durante 8 horas, y una ultima recoleccion a las 24 horas. La administracion oral de infusion al 5 %
incrementd significativamente la excrecion urinaria a las 8 horas, comparada con el control positivo. Ademas
se observod unatendencia a la diuresis con la administracion de infusiones al 5 %y 10 % a las 4 horas. Durante
la aplicacion de los tratamientos no se observaron cambios en las condiciones fisicas de los animales. Se
requieren nuevos estudios para la determinacion de la ruta farmacolégica y la toxicidad de esta especie.

Diuretic Effect of Cuphea glutinosa Cham. et Schltdl (Lythraceae)
in Wistar Rats

Abstract

Cuphea glutinosa (Lythraceae), popularly known as “siete sangrias” or “sanginaria”, has been used in
folk medicine, especially as a diuretic and hypotensive. Currently, it is marketed in health food shops of
Argentina and it is consumed in the form of infusion in non-specific concentrations. This study evaluated
the diuresis in Wistar rats, starting from the administration of infusions of whole plant of C. glutinosa, in
different concentrations. There were used three concentrations of C. glutinosa: 2.5 %; 5.0 % and 10.0 %,
furosemide (10 mg/kg live weight) as a positive control, and saline solution - (blank) (0.9 % NaCl) as nega-
tive control. All the drugs were orally administered. The rats were maintained in metabolic cages, the levels
of urinary excretion were measured in intervals of 2 hours, during a period of 8 hours, with a last harvest
at 24 hours. Oral administration of infusion 5 % significantly increased urinary excretion 8 hours after the
administration of the infusion, compared with positive control. In addition, there was a trend to diuresis in

Palabras clave: Cuphea glutinosa - infusiones - in vivo - diuresis.
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the case of the administration of infusions 5 % and 10 %, after 4 hours of administration. No changes in the
physical conditions of animals were observed during application of treatments. New studies are required
for determination of the drug route and the toxicity of this species.

Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares tienen una im-
portante incidencia en la vida cotidiana. Una de las
principales causas de muerte en el mundo esta cons-
tituida por los infartos de miocardio y los acciden-
tes cerebrovasculares, pudiendo ser evitables. Los
diuréticos figuran entre los medicamentos utilizados
para el tratamiento de este tipo de enfermedades
(Morton y col., 2001).

El rifidn de los mamiferos es el 6rgano osmorre-
gulador que lleva a cabo las complejas funciones
en la regulacion de la composicién quimica de los
fluidos corporales (Hardman y col., 2001), ya que
es necesario mantener el volumen de agua dentro de
cierto rango, compatible con las necesidades de las
células (Nediy col., 2004). Los diuréticos permiten
aumentar la excrecién urinaria de sodio y el volu-
men de orina excretado, lo que ayuda a disminuir el
volumen de sangre que circula a través del sistema
cardiovascular (Gasparotto y col., 2009).

Cuphea glutinosa Cham. et Schltdl (Lythra-
ceae) es originaria de regiones templado-calidas de
América. En Argentina, se encuentra en la estepa
pampeana Y altiplanicies de las sierras pampeanas
y subandinas de Cordoba, Catamarca, San Luis,
Tucuman, Jujuy y Salta, (Cabrera 'y Zardini, 1978;
Randall y col., 1997). Vulgarmente conocida como
“siete sangrias” 0 “sanguinaria” es reconocida en la
medicina tradicional, por sus propiedades diurética,
laxante (Marzocca, 1997), hipotensora (Ratera y
Ratera, 1980), y antimalarial (Barbozay col., 2001).
Ha sido utilizada como medicinal en comunidades
tobas (Marzocca, 1997).

Esta especie vegetal ha sido caracterizada anato-
micamente (Barboza y col., 2001; Cardinali y col.
2007) y morfolégicamente (Yagueddi y col., 2006;
Cardinali y col. 2007). Sin embargo, no existen evi-
dencias cientificas, que avalen la mencionada accion
medicinal, por ello ain no ha sido registrada en la
Farmacopea Argentina (Yagueddu y col., 2006).

El objetivo de este trabajo es comprobar los efectos
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diuréticos de C. glutinosa, a partir de infusiones de
distinta concentracion de la planta entera, adminis-
tradas a ratas Wistar.

Materiales y métodos

Se recolectaron 4 kg de plantas enteras, a partir de
un cultivo nativo de C. glutinosa, en Sierra de los
Padres (37° 56” 45” O, 57° 46’ 45” S), Sistema de
Tandilia, Buenos Aires, Republica Argentina, du-
rante los meses de marzo y abril. Los ejemplares,
fueron determinadas mediante claves dicotomicas,
segun la descripcién de Cabrera y Zardini (1978) y
se utilizaron como material de trabajo. Uno de los
ejemplares se conservo herborizado en el Labora-
torio de Boténica de la Universidad Nacional de
Mar del Plata.

Las plantas fueron secadas en estufa a 40 °C y
procesadas mediante un molinillo de café. A partir
del pulverizado se prepararon tres extractos acuosos
(infusiones) con concentraciones de 2,5 %, 5,0 % y
10,0 % P/V. Las infusiones se obtuvieron colocando
2,5; 5,0y 10,0 g del material en 100 ml de agua des-
tilada a 100 °C, y se dejaron en reposo a temperatura
ambiente durante 15 min (Martin-Herrera y col.,
2008; Gasparotto y col., 2009). Luego se filtraron
con papel de filtro tipo Whatman de filtrado medio.

Se utilizaron 8 ratas Wistar (4 machos y 4
hembras) de 180 - 250 g por tratamiento, con tres
repeticiones. Los animales se obtuvieron del biote-
rio de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
de la Universidad Nacional de Buenos Aires. Los
animales recién destetados fueron mantenidos segln
las normas bioéticas vigentes para el tratamiento
de animales en laboratorio (Jennings y col. 1998).
El bioterio contd con jaulas de mantenimiento en
condiciones controladas de temperatura, humedad
y fotoperiodo (25 + 2 °C; 63 + 5 %; 12 horas-ciclo
dia/noche).
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Previamente al estudio, los animales fueron acli-
matados en jaulas metabdlicas durante un periodo
de quince dias, con libre acceso al agua y alimento
comercial (Jennings y col., 1998). Ademas, se tuvo
en cuenta que no sufrieran ningun tipo de estrés, para
lo cual se consideraron las dimensiones de las jaulas
(de mantenimiento y metabdlica), las condiciones
ambientales, el comportamiento social de las ratas
(Jennings y col. 1998) y los factores de bienestar,
tanto como la necesidad de conseguir los objetivos
cientificos.

Se determind la actividad diurética mediante el
método de Kau, y col. (1984) adaptado por Benju-
mea y col. (2005) y Abdala y col. (2008). Previo a
la administracion de las infusiones, los animales
tuvieron una deprivacion de alimento durante 8 horas
siguiendo la metodologia de Vermeuleny col. (1997)
con libre acceso al agua.

Se aplicaron cinco tratamientos consistentes en
administraciones orales que correspondieron a 5
ml/kg de peso vivo de las tres concentraciones de
C. glutinosa (2,5; 5,0 y 10,0 % P/V), 0,5 ml/kg de
peso corporal de solucion salina de NaCl al 0,9 %
(Benjumea y col., 2005) como control negativo o
blanco y furosemida como diurético de referenciay
control positivo a razén de 10 mg/kg de peso vivo,
dada la alta efectividad a corto plazo (Martinez
Martin y col., 2004).

Luego de la administracion, los animales fueron
transferidos a jaulas metabdlicas con libre acceso
al agua. La orina fue colectada en un vaso de preci-
pitado y con una jeringa graduada se determind su
volumen a intervalos de 2 horas, durante 8 horas, y
una ultima recoleccion a las 24 horas. Se determin6
el volumen total de orina excretada (VOE) durante
cada ensayo (Arafat y col., 2008) y los resultados
fueron expresados en ml /100g de peso corporal
(Martin-Herrera y col., 2007; Gasparotto y col.,
2009). También se calcul6 el indice diurético (ID)
de cada recoleccion (Martin-Herrera y col., 2008).

D= Volumen de orina de grupo problema

Volumen de orina de grupo control

En las muestras de orina de cada tratamiento
correspondientes a las 24 horas se realizo la de-
terminacién de urobilin6geno, glucosa, cetonas,
bilirrubina, proteinas, nitritos, pH, sangre, densidad
y leucocitos, utilizando tiras reactivas Siemens para

uriandlisis (Siemens Healthcare Diagnostics). Este
analisis permite realizar medidas cualitativas, ya
gue determina si la muestra es positiva 0 negativa y
semicuantitativas, dado que las reacciones de color
son estimativas. Cada uno de éstos pardmetros se
utilizan como indicadores de la presencia de di-
ferentes afecciones como proteinuria, glucosuria,
formacion desmedida de cuerpos cetonicos, hema-
turia, hemoglobinuria como producto de la hemélisis
intravascular y bacteriuria asintomatica, entre otras
(Mundt y Graff, 2011).

El anélisis estadistico se realiz6 mediante el
software estadistico Graph Pad Prism 5, con 16
muestras por tratamiento. Se aplicé en el caso de
datos normales, ANOVA y Test de Student y en
los datos no normales, el Test de Kruskal- Wallis.
También se aplicd el Test de comparacioén mdaltiple
de Dunn. La diferencia fue considerada significativa
cuando p < 0,05.

Resultados

Los parametros analizados, ID y VOE, para cada
uno de los tratamientos aplicados se presentan en
latabla 1y en lafigura 1.

Los resultados obtenidos evidenciaron un au-
mento en el ID a las 4 horas con el tratamiento
furosemida y con las concentraciones 5 % y 10 %
de C. glutinosa. El mayor aumento del ID se obtuvo
con el tratamiento de 5 % a las 8 horas, valores que
duplicaron los obtenidos para furosemida al mismo
tiempo (Figura 1).

Los pardmetros considerados en el urianalisis, no
registraron cambios en los diferentes tratamientos
(Tabla 2).

Alas 2 horas de aplicados los tratamientos, no se
detectaron cambios estadisticamente significativos
en el volumen de orina excretado (VOE), aun asi, se
registré un mayor volumen para las concentraciones
2,5% y 5%, aunque no significativo respecto al
grupo control o blanco. A las 4 horas se determind
un incremento en el VOE con la administracion
de furosemida, aungue no significativo respecto
al blanco. A las 6 horas no se observaron cambios
significativos entre tratamientos mientras que el
VOE a las 8 horas de la administracion, sufrié un
incremento significativamente superior al resto de
los tratamientos con la administracion de la infusion
5 % de C. glutinosa (Figura 1).
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Tabla 1.- Evolucion del indice Diurético hasta las 24 h de tratamiento en ratas con distintas concentraciones de
Cuphea glutinosa y furosemida

Tratamientos n indice Diurético”

2h 4h 6h 8h 24 h Vol. Total
Control 16 - - - - -
Furosemida 16 1,37 3,76 1,33 2,16 0,76 0,63
C. glutinosa (2,5 %) 16 1,58 1,92 1,78 1,77 1,00 0,86
C. glutinosa (5 %) 16 1,63 3,31 0,54 4,07* 0,95 0,96
C. glutinosa (10 %) 16 1,12 3,62 0,65 1,65 1,02 0,88

n: nimero de ratas utilizadas en cada grupo.
*: [ndice Diurético: Volumen de orina del grupo problema / volumen de orina del grupo Control o Blanco.
a: p <0,05.Comparado con el resto de los tratamientos (test de Kruskall- Wallis)

Figura 1.- Volumen de orina excretado a distintos tiempos, a partir de la administracion de los diferentes tratamientos

Tabla 2.- Efecto de la administracion oral de infusiones de Cuphea. glutinosa, furosemida y solucion salina, sobre los
parametros del urianalisis

Tratamiento N U pH Densidad Proteinas Nitrito S-L-G-C-B
Control 10 0,1 7,30+0,19 1,009 - + -
Furosemida 10 0,1 7,54 + 0,21 1,009 15+0,15 + -
C. glutinosa (2,5 %) 10 0,1 7,69 + 0,21 1,008 - + -
C. glutinosa (5 %) 10 0,1 7,54 +0,23 1,009 15+0,15 + -
C. glutinosa (10 %) 10 0,1 7,29+40,25 1,011 15+0,15 + -

Referencias: U: Urobilindgeno; S: Sangre; L: Leucocitos; G: Glucosa; C: Cetona; B: Bilirrubina.
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Los animales no presentaron cambios en su
apariencia fisica durante el ensayo ni en los 15 dias
posteriores a la finalizacion del mismo.

Discusién

El aumento en el ID a las 4 horas (Tabla 1), con el
tratamiento de Furosemida, se corresponderia con la
actuacién de diuréticos de alta eficacia que pueden
aumentar la excrecion de orina en poco tiempo (Gu-
ytony Hall, 2002). La variacion del ID a las 8 horas
con el tratamiento de 5 % fue significativamente
diferente al resto de los tratamientos, aun mayor al
valor de ID alcanzado por la furosemida ocurrido
a las 4 horas. Esto demostraria las propiedades
diuréticas de C. glutinosa aunque con un efecto
retardado respecto a la furosemida. Sin embargo, el
ID en la recoleccion a las 24 horas fue bajo en todos
los tratamientos, lo que podria deberse a la activa-
cion de otros mecanismos de compensacion de tipo
fisiologicos, como por ejemplo la activacion de la
hormona antidiurética, entre otros, que se inician por
la disminucién del volumen del liquido extracelular
(Guyton y Hall, 2008).

El efecto retardado en la diuresis, permitiria
deducir que C. glutinosa tiene una accion diferente
a los diuréticos de alta eficacia como Furosemida.
Esto podria relacionarse a factores farmacocinéticos
o farmacodinamicos de los principios activos de la
planta (Randall y col., 1997), como se ha observado
en los estudios realizados con otras especies vege-
tales como por ejemplo con extractos de macerados
de raiz de Carissa edulis (Nedi y col., 2004) y
Tropaeolum majus (Gasparotto y col., 2009).

En cuanto a los parametros estudiados en el uria-
nélisis, laadministracion de infusiones de C. glutinosa
no alteré el valor normal de los mismos respecto
al grupo control como lo muestran la ausencia de
glucosa, cetonas, bilirrubina, sangre, leucocitos y los
valores normales de densidad, pH y proteina en orina
(Tabla 2).

El urobilindgeno que se forma por la conversion
de la bilirrubina en los intestinos, mediada por las
enzimas bacterianas, es excretado con las heces,
mientras una pequefa parte también se excretaen la
orina. El valor obtenido indicaria la metabolizacion
normal del mismo en los animales (Tabla 2).

La presencia de nitritos en orina (Tabla 2) permitiria
suponer una bacteriuria asintomatica, por la cual, los

organismos que producen infeccion urinaria generan
enzimas que reducen el nitrato urinario a nitrito. Sin
embargo, la ausencia de leucocitos y sangre en orina
permiten desechar la existencia de infeccion urinaria.
De manera que los nitritos detectados en todos trata-
mientos podrian provenir de la presencia de nitratos en
el alimento. Lamayor parte de los nitratos ingeridos son
absorbidos en la parte superior del intestino delgado y
una porcion pueden ser reciclados hacia las glandulas
salivales. Las bacterias presentes en la saliva bucal
reducen parte de ese nitrato a nitrito, posteriormente
excretado por orina (Garcia Roché y col., 1994).

Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente trabajo
han permitido demostrar el efecto diurético de C.
glutinosa en infusion al 5 % a las 8 horas, asi como
una tendencia a la diuresis con la administracion de
las infusiones 2,5 % y 5,0 % a las 2 horas. Se de-
termind también que el efecto de C. glutinosa hasta
las 24 horas, no produce variaciones en los niveles
de urobilinégeno, pH, densidad, glucosa, cetonas,
bilirrubina, proteinas, nitritos, presencia de sangre
en orinay leucocitos, respecto al grupo control, de-
mostrando el buen estado sanitario de los animales
a lo largo de todo el experimento.

Se requiere continuar con estudios que permitan
determinar los principios activos, la ruta farmaco-
l6gica y la posible toxicidad de C. glutinosa.
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Resumen

Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh (Loranthaceae) es una hemiparasita sudamericana que produce polifeno-
les con actividad hipolipemiante, citostatica, inmunomoduladora, antioxidante y antimicrobiana. Nuestro
objetivo fue determinar el perfil de polifenoles de ejemplares silvestres en distintos 6rganos y extractos, asi
como las condiciones més adecuadas para iniciar sus cultivos in vitro. Para el estudio fitoquimico se reali-
zaron cromatografias en capa delgada de tipo monodimensional observandose la presencia de flavonoides,
derivados hidroxicindmicos y proantocianidinas en los extractos de hojas, tallos primarios, tallos secundarios
y flores. En cuanto al analisis cuantitativo se observaron altos valores de flavonoides en hojas (2,14 mg eq.
de rutina por gramo de material seco) y de proantocianidinas en flores (7,52 mg eg. de catequina por gramo
de material seco), compuestos responsables de las actividades biol6gicas mencionadas. Para la iniciacion de
cultivos in vitro se estudiaron diferentes aspectos: protocolo de desinfeccion, explanto de iniciacion (hojas,
pedicelos, frutos, tallos, meristemas y haustorios) y medios de cultivo base (reguladores de crecimiento y
agentes antioxidantes). Los tratamientos més efectivos fueron HgCI2 0,05 - 0,2 % en una proporcion de 25
explantos cada 100 ml de solucién desinfectante y acido citrico 2,6 mM o L-cisteina 100 uM como antioxi-
dantes. Solamente fue posible iniciar callos a partir de haustorios cultivados en medio Gamborg B, con el
agregado de &cido 2,4-dicloro-fenoxiacético 2,25 uM como regulador de crecimiento.

Analysis of Polyphenols and Initiation of in vitro Cultures of Ligaria cuneifolia
(Loranthaceae) from La Poblacion, Cérdoba, Argentina

Abstract

Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh (Loranthaceae) is a hemiparasitic plant from South America that produces
polyphenolic compounds with hipolipemic, cytostatic, immunomudulator, antioxidant and antimicrobial
activities. Our goal was to establish the polyphenolic profile form organs and extracts of wild plants and the

Palabras clave: muérdago - cultivo in vitro - polifenoles - Ligaria cuneifolia - plantas medicinales.
Key words: mistletoe - in vitro culture — polyphenols - Ligaria cuneifolia - medicinal plants.
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culture conditions to initiate in vitro cultures. The phytochemical analysis was performed by monodimensional
thin layer chromatography revealing the presence of flavonoids, hydroxicinnamic acids and proantocyani-
dins in leaves, primary stems, secondary stems and flower extracts. The quantitative analysis established
that the highest values of flavonoids were found in leaves (2.4 mg rutin eq. / gram of dried extract) and the
highest amount of proanthocyanidins was found in flowers (7.2 mg catechin eq. / gram of dried extract). The
biological activities of L. cuneifolia were attributed to those compounds. To initiate in vitro cultures differ-
ent aspects were analyzed: disinfection protocol, type of explant (leaves, pedicels, fruits, stems, meristems,
haustorium) and basal culture medium composition (plant growth regulators and antioxidant agents). The
most effective treatments were HgCl, 0.05 - 0.2 % to a proportion of 25 explants per 100 ml of disinfectant
solution, and citric acid 2.6 mM or L-cystein 100 uM as antioxidants. In vitro cultures were successfully
initiated from haustorium cultured in Gamborg B, medium added by 2,4-diclhoro-phenoxyacetic acid 2.25 uM

as plant growth regulator.

Introduccion

Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh (Loranthaceae)
es una especie vegetal hemiparasita semilefiosa con
una amplia distribucién en Sudamérica (Argentina,
Bolivia, Brasil, Chile, Pert y Uruguay). En la Repu-
blica Argentina se puede encontrar en un area com-
prendida al Norte por la region de la puna en Salta
y Jujuy, al Sur por La Pampa, al Noreste por Entre
Rios y el noroeste de Buenos Aires y al Oeste por
la precordillera andina. Se la denomina vulgarmente
“liga”, “liguilla” o “muérdago criollo” (Varelay col.,
2000) refiriéndose su uso en medicina tradicional
como hipotensor (Dominguez y col., 1928; Izquierdo
y col., 1955; Taira y col., 1994). Diversos estudios
farmacolégicos informaron actividad antimicrobiana
(Soberdn y col., 2014), hipolipemiante (Ferrero y
col., 2006; Dominighini y col., 2015), antioxidante
(Dobrecky y col., 2014.), citostatica e inmunomo-
duladora (Fernandez y col., 1998 y 2003; Cerda
Zolezziy col., 2005). Al igual que otras especies de
la familia Loranthaceae, L. cuneifolia se caracteriza
por la produccion de altos niveles de polifenoles, es-
pecialmente flavonoides del grupo de los flavonoles,
quienes podrian ser responsables de sus actividades
farmacologicas (Dobrecky y col. 2017).

La produccion de metabolitos vegetales en
cultivos in vitro presenta algunas ventajas, como
por ejemplo el desarrollo del cultivo en condicio-
nes definidas, controladas y dptimas que permiten
independizarse del cultivo en campo (pestes, con-
diciones climaticas) y la produccién sistematica y
regulada de biomoléculas con calidad estandarizada
(metabolitos primarios y secundarios). Asimismo,

54

una vez establecidos dichos cultivos es posible
realizar estudios acerca de los factores que afec-
tan el crecimiento y los perfiles de produccién de
metabolitos, como es el caso de los reguladores
de crecimiento, la fuentes de carbono y nitrégeno,
la influencia de la luz y la temperatura, entre otras
variables, y asi optimizar el proceso productivo
(Alvarez y col., 2009). Puede ocurrir que un pro-
ceso productivo desarrollado en cultivos vegetales
in vitro requiera de una estrategia de desarrollo en
dos etapas: la primera, de establecimiento y mante-
nimiento, se desarrolla en las condiciones 6ptimas
para la induccion y el crecimiento de callos; y la
segunda, de aumento de rendimiento y escalado,
se lleva a cabo en condiciones que inducen la
produccion de la biomolécula de interés en altas
concentraciones. Los cultivos, en este caso se de-
sarrollan en medio liquido y es usual que se realice
el escalando del proceso a biorreactores (Alvarez
y col., 2009).

Por su condicion de hemiparésita, el cultivo agro-
noémico de L. cuneifolia presenta grandes dificultades.
Por otra parte, la utilizacion de ejemplares silvestres
para la produccién de extractos activos acarrearia
su rapida extincion. Por este motivo encaramos la
iniciacion de cultivos in vitro de L. cuneifolia para
ser utilizados como plataforma productora de com-
puestos polifendlicos con actividad farmacoldgica.
Ademas, los cultivos in vitro pueden aprovecharse
para la micropropagacion de la especie debido a que
los programas genéticos de rediferenciacion pueden
ser inducidos con un balance hormonal adecuado.
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Esto permitiria conservar el recurso bioldgico y a
la vez disponer de una fuente renovable de material
biolégico para el proceso productivo sin amenazar
el recurso natural.

El objetivo general de este trabajo fue determinar
cualitativa y cuantitativamente el perfil de polifeno-
les (&cidos hidroxicindmicos, proantocianidinas y
flavonoides), en distintos érganos (tallos primario
y secundario, hoja y flor) y extractos de ejemplares
silvestres de L. cuneifolia provenientes de Coérdoba,
asi como establecer las condiciones mas adecuadas
para iniciar y mantener cultivos in vitro (explanto de
partida, protocolo de desinfeccion, medio de cultivo,
reguladores de crecimiento y agentes antioxidantes)
de L. cuneifolia.

Materiales y métodos

Recoleccion y acondicionamiento del material
vegetal

En la localidad de La Poblacidn, Provincia de Cor-
doba, Argentina (32,059551 S; 65,010162 O) se
recolectaron ramas de ejemplares de Acacia caven
(Mol.) Mol. (Fabaceae) conteniendo como huésped
L. cuneifolia cuyos tallos, hojas, frutos y flores
se separaron para los ensayos posteriores. Para el
analisis de polifenoles parte del material se seco a
temperatura ambiente y en oscuridad, mientras que
para la iniciacion de cultivos in vitro el restante ma-
terial se mantuvo a 4 °C dentro de bolsas de plastico
herméticas hasta su utilizacion.

Se realizé la identificacion taxonémica del ma-
terial vegetal mediante claves y se compararon con
material de herbario. Un ejemplar fue depositado en
el Museo de Farmacobotanica Juan Anibal Domin-
guez (BAF 9018).

Obtencion de extractos

El material vegetal seco se redujo a polvo (molinillo
IKA® A11 Basic Analytical Mill) procesandose por
separado las hojas, tallos (primario y secundario) y
flores. El extracto acuoso (5 % p/v) se obtuvo por
el método de infusion (Farmacopea Argentina Ed.
V1), forma empleada frecuentemente en la medicina
tradicional. Por otra parte, los extractos etandlico
(80 % v/v) y metandlico (100 %) se realizaron al
5 % p/v en bafio de ultrasonido durante 30 minutos

a temperatura ambiente. Luego cada extracto se
filtré y almaceno a 4 °C (metandlico y etandlico)
y a -20 °C (acuoso) para los estudios fitoquimicos
posteriores. Los diferentes métodos de extraccion se
corresponden con los mayormente empleados en los
analisis de polifenoles (Waterman y Mole, 1994). La
realizacion de un extracto empleando metanol 100 %
responde a la necesidad de contar con un extracto
libre de agua, necesario para la cuantificacion de las
proantocianidinas (Price y col., 1978).

Analisis cualitativo de polifenoles

Se desarrollaron los perfiles cromatograficos sem-
brando 10 pl de cada extracto utilizando como fase
estacionaria cromatofolios de Silica Gel 60 (Merck)
y como fase movil acetato de etilo: ac. férmico:
ac. acético: agua (100:11:11:23). Se utilizaron los
reveladores de productos naturales (NP: 2-Ami-
noethyl diphenyl borate, solucion metandlica al
1 %) para polifenoles y el reactivo de vainillina /
acido clorhidrico para proantocianidinas (solucién
etandlica al 5 % de vainillina en &cido clorhidrico
concentrado, 4:1).

Analisis cuantitativo de polifenoles

La cuantificacion de fenoles totales se realiz6 por el
método de Folin Ciocalteu (Makkar y col., 1993), la
de taninos condensados por el método de la vainillina
(Price y col., 1978), la de &cidos hidroxicinamicos
mediante una modificacion del método de Dao y
Friedman (Ricco y col., 2015) y la de flavonoides
segln el método de Woisky y Salatino (1998) y
Chang y col. (Chang y col., 2002). Todas las deter-
minaciones se realizaron por triplicado. Se empled
un espectrofotometro UV-visible con arreglo de
diodos (HP 8452 A).

Iniciacién de cultivos in vitro

Ensayo de desinfeccion

En una primera etapa se ensayaron tres protocolos de
desinfeccion utilizando explantos de hoja y distintos
agentes desinfectantes: HgCl, (0,1 %), 5-cloro-2-me-
til-4-isotiazolin-3-ona + 2-metil-4-isotiazolin-3-ona
(Delcide CG, 0,1 %) y NaCIO (4 % Cl, activo). Una
vez establecido el agente mas efectivo se procedio
a optimizar el tiempo de desinfeccidn, la concentra-
cion y relacion entre agente desinfectante/cantidad
de material vegetal segin se indica en la Tabla 1.
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Tabla 1.- Tratamientos para ensayo de desinfeccion con
HgCl,. Modificado de Majid y col., 2014

N°de N° explantos Tiempo en HgCl,
tratamiento de hoja/100 ml EtOH 70 % (% p/v)
()
1 25 30 0,05
2 25 30 0,1
3 25 30 0,2
4 25 60 0,05
5 25 60 0,1
6 25 60 0,2
7 50 30 0,05
8 50 30 0,1
9 50 30 0,2
10 50 60 0,05
11 50 60 0,1
12 50 60 0,2
13 75 30 0,05
14 75 30 0,1
15 75 30 0,2
16 75 60 0,05
17 75 60 0,1
18 75 60 0,2
19 25 - -
20 50 - -
21 75 - -

Brevemente, el material se lavd con una solucion
acuosa de Tween 20 por 5 minutos, se sumergio en
etanol 70 % durante 30 - 60 segundos y se trat6 con
bicloruro de mercurio al 0,05 %, 0,1 %, 0 0,2 % por
5 minutos utilizando 25, 50 y 75 explantos de hoja
cada 100 ml de las soluciones mencionadas (Majid
y col., 2014).

Ensayo de inhibicion del “browning”

Para inhibir los efectos perjudiciales sobre los cul-
tivos de los exudados oscuros liberados al medio
(Mustafa y col., 2013; Ndakidemi y col., 2014), se
realizaron lavados previos con uno de los siguientes
agentes antioxidantes: acido citrico (1,04; 1,56 y
2,60 mM), &cido ascérbico (1,70 y 2,80 mM), acido
citrico: acido ascorbico (2,6: 2,8 mM), L-cisteina (50
y 100 uM), nitrato de plata (10 y 50 uM); L-cisteina:
nitrato de plata (100: 50 uM) y acido citrico: acido
ascorbico: L-cisteina: nitrato de plata (2,6 mM: 2,8
mM: 100 uM: 50 uM), durante distintos tiempos
(5, 15, 30 y 120 min). Los explantos asi tratados
se sembraron en WM conteniendo el mismo trata-
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miento antioxidante con el que se realizé el lavado
y se mantuvieron en cdmara acondicionada a 24 +
2 °C. La mitad del material se cultivé en oscuridad
y la otra mitad bajo un fotoperiodo de 16 h dado por
ldmparas de luz blanca (1,8 wm seg™* de irradiancia:
150 pmol.m2.s1).

Ensayo de induccién de callos

Se parti6 de distintos érganos (hojas, pedicelos, me-
ristemas apicales, nudos y frutos) los cuales fueron
desinfectados previamente con el protocolo que
resultd mas efectivo en el “ensayo de desinfeccion”.
Sin embargo, en el caso de los frutos se realizo una
desinfeccion previa con una solucion de HgCl,
mas concentrada (0,5 %), con el fin de disminuir la
carga microbiana inicial previa a la desinfeccion de
la semilla con el protocolo antes mencionado. En
todos los casos se realizaron cuatro enjuagues fina-
les con agua destilada estéril y se transfirieron los
respectivos explantos a tubos de vidrio conteniendo
10 ml de uno de los siguientes medios de cultivo:
White modificado con hidrolizado de caseina 500
mg/l y extracto de levadura 100 mg/l (WM), Gam-
borg (B5), Murashige and Skoog con vitaminas RT
(MS-RT), MS-RT/2 y MS con agua de coco (Khan-
na y Staba, 1968; Murashige y Skoog, 1962) con
uno de los siguientes reguladores de crecimiento o
combinaciones de los mismos: acido 2,4-diclorofe-
noxiacético [2.4-D] (2,25 uM; 4,5 uM y 10 uM);
2.4-D + kinetina [KIN] (2,25: 2,30 uM; 4,5: 2,3 uM;
10,0: 2,3 uM; 2,25: 2,30 uM; 4,50: 4,65 uM; 10,00:
4,65 uM); &cido indolacético [AIA] (2,25; 4,50 y
10,00 uM); é&cido naftalenacético [ANA] + KIN
(2,25: 2,30 uM; 4,5: 2,3 uM; 10,0: 2,3 uM) y benci-
laminopurina [BAP] (0,2; 0,3y 0,4 uM). En el caso
de los frutos, se les extrajo el epicarpio y se sembré
la semilla en medio de cultivo sin hormonas durante
aproximadamente 15 dias. Una vez transcurrido ese
tiempo se cortaron explantos de haustorio los cuales
fueron cultivados con los tratamientos hormonales
indicados anteriormente.

Resultados y Discusion
Analisis cualitativo de polifenoles
En el analisis cualitativo por cromatografia en capa

fina de los polifenoles se observaron compuestos
amarillo-anaranjados correspondientes al grupo de
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los flavonoides, asi como bandas azul-verdosas las
cuales indican la presencia de derivados de acidos
hidroxicinamicos, para todos los extractos y drganos
analizados (Figura 1A, 1B, 1C).

Los cromatogramas muestran distintos perfiles,
observandose la mayor diferencia respecto del pro-
veniente del extracto metandlico, donde puede obser-
varse un perfil de compuestos para el tallo secundario
similar al determinado para los otros 6rganos. Este
comportamiento no se ha observado para los extractos

acuoso y etandlico, donde los provenientes de tallo
secundario presentan un perfil caracteristico.

En lo que respecta a un analisis que abarque los
resultados cuali-cuantitativos, en lineas generales y
en las condiciones del ensayo aqui empleadas, los
extractos acuosos presentaron una mayor cantidad
de bandas, que se correlaciona con la determinacion
de los valores mas altos de polifenoles para la ma-
yoria de los 6rganos analizados si se compara con
los demas extractos analizados.

Figura 1.- Analisis cualitativo por cromatografia en capa fina de los polifenoles de los extractos de Ligaria cuneifolia

1A:Extracto acuoso; 1B: extracto etanélico; 1C: extracto metand-
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En el caso de la cromatografia realizada para la
deteccidn de proantocianidinas se observan bandas
de una coloracion rosada, correspondientes a com-
puestos de distinto peso molecular. Concretamente
se detecto la presencia de (+) catequina en todos los
Organos y extractos (Figura 2A, 2B, 2C).

Como se mencionara anteriormente, los re-
sultados obtenidos en el andlisis cualitativo de
flavonoides muestran la presencia de compuestos
dihidroxilados en el anillo B flavonoidico (proba-
blemente derivados de quercetina), evidenciado por
la reaccién con el reactivo NP, obteniéndose una

coloracién anaranjada. Estos resultados concuerdan
con los presentados por Dobrecky y col. (2017) en
los cuales detecta la presencia de distintos flavonoi-
des (derivados de quercetina) para las poblaciones
de Catamarca, San Juan, asi como para una muestra
comercial.

En cuanto al andlisis de los taninos condensados,
Dobrecky y col. (2017) detectan la presencia de
catequina en las distintas muestras, resultado que
coincide con la observacién de las bandas de catequi-
na obtenidas en los cromatogramas de los extractos
provenientes de los ejemplares de Cérdoba.

Figura 2.- Analisis cualitativo por cromatografia en capa fina de proantocianidinas de los extractos de Ligaria

cuneifolia

2A: extracto acuoso; 2C: extracto etanolico; 2C: extracto metandlico.
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Andlisis cuantitativo de polifenoles

El 6rgano que presenta los mayores valores de fe-
noles totales es el tallo primario, seguido de la flor,
luego de la hoja y por altimo es el tallo secundario
el que menos fenoles contiene para todos los ex-
tractos ensayados (Tabla 2). En cuanto al analisis
de flavonoides es la hoja la que presenta un mayor
contenido en todos los extractos, mientras que el
tallo secundario es el 6rgano que presenta menores
valores de flavonoides en todos los casos (Tabla 2).
Los niveles de acidos hidroxicinamicos resultaron
50 % menores para el caso del tallo secundario en
los extractos acuoso y metanolico en comparacion
con el resto de 6rganos (Tabla 2). El 6rgano que
presenta mayor contenido de proantocianidinas es
la flor, seguida de la hoja, el tallo secundario y, por
altimo, del tallo primario (Tabla 2). La hoja y la
flor no presentan diferencias significativas entre si
conteniendo un 50 % mas de proantocianidinas que
los tallos (que también presentan valores similares
entre si).

En el trabajo de Dobrecky y col. (2014) también
se realiza un andlisis cuantitativo de polifenoles
de una poblacion de L. cuneifolia de San Juan. Sin
embargo, resulta dificil poder realizar un analisis
comparativo de los resultados obtenidos en ambos
estudios ya gue existen variaciones en cuanto a los

métodos de obtencion de los extractos (extracciones
sucesivas con metanol 100, 80 y 50 % y particiones
con acetato de etilo y butanol en su caso, y extractos
metandlico 100 %, etandlico 80 % e infusion 5 % (p/
V) en nuestro caso) y cuantificacion de polifenoles,
asi como en la forma de expresar los resultados entre
un trabajo y otro (en nuestro caso nos referimos a
gramos de material vegetal seco y Dobrecky y col.
(2014) a gramos de fraccién).

Si bien los mayores valores de fenoles totales
para todos los extractos analizados corresponden al
tallo primario, resultan de gran interés los resultados
de contenido de flavonoides y proantocianidinas
en hojas y flores por las propiedades bioldgicas y
farmacoldgicas atribuidas a estos compuestos.

Iniciacién de cultivos in vitro

Ensayo de desinfeccion

En la primera etapa las tasas de contaminacién mas
bajas se obtuvieron utilizando HgCl, (0,1 %). En
la segunda etapa se observaron los porcentajes de
contaminacion descritos en la tabla 3.

Ensayo de inhibicion del “browning”

No se observaron diferencias significativas entre
aquellos tratamientos mantenidos en luz y en oscu-
ridad. En el caso del acido citrico, cualquiera de las

Tabla 2.- Andlisis cuantitativo de polifenoles en los extractos de Ligaria cuneifolia

Extracto Organo Fenoles totales Flavonoides Proantocianidinas Ac. Hidroxicinamicos
(mg eq. de ac. (mg eq. de (mg eq. de (mg eq. de ac.
galico/g mat. seco) rutina/g mat. seco) catequina/g mat. seco) clorogénico/g mat. seco)

Hoja 59,61+ 1,00 2,14+0,13 2,86 + 0,07

Tallo 1° 80,22 £ 2,32 1,33+0,06 2,86 +0,15
Acuoso

Tallo 2° 50,16 + 5,39 0,37 +0,02 1,47 +£0,03

Flor 73,73 £ 2,65 1,56 + 0,04 2,9+0,01

Hoja 56,35+ 4,76 1,95+ 0,02 3,34 + 0,04
Etanol Tallo 1° 75,69 £ 2,20 1,87 + 0,03 3,84+0,25
80% Tallo2°  67,75+2,44 0,87 + 0,05 3,07+ 0,34

Flor 66,68 + 2,18 1,21 £0,06 3,67+ 0,04

Hoja 47,71 £ 2,16 1,77 + 0,08 6,5+0,52 2,72+ 0,10
Metanol Tallo 1° 56,52 +2,79 1,55+0,03 3,75+0,58 2,79+0,14
100%  a110 2° 48,11 £ 2,60 0,7+0,01 4,68+ 0,81 1,79 + 0,04

Flor 56,12 + 5,54 0,96 + 0,09 7,52+ 0,66 2,76 £ 0,11

Cada resultado se expresa como la media + desviacion estandar.
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Tabla 3.- Resultados de optimizacion del protocolo de desinfeccion con HgCl, expresados en % de explantos

contaminados

N° N° explantos Tiempo en EtOH 70% HgCl, % explantos
Trat. hoja/100 ml sol. (s) (% p/v) contaminados
1 25 30 0,05 40
2 25 30 0,1 20
3 25 30 0,2 20
4 25 60 0,05 30
5 25 60 0,1 70
6 25 60 0,2 30
7 50 30 0,05 30
8 50 30 0,1 90
9 50 30 0,2 90
10 50 60 0,05 40
11 50 60 0,1 70
12 50 60 0,2 40
13 75 30 0,05 80
14 75 30 0,1 40
15 75 30 0,2 70
16 75 60 0,05 80
17 75 60 0,1 40
18 75 60 0,2 30
19 25 - - 100
20 50 - - 100
21 75 - - 100

tres concentraciones probadas podria ser utilizada
como tratamiento preventivo para la liberacion de
exudados siendo suficiente un lavado durante 5 min
(Tabla 4). El &cido ascorbico y la L-cisteina fueron
maés efectivos a las concentraciones de 2,8 uM y
100 uM respectivamente y el nitrato de plata a la
menor concentracion (50 pM). Los tratamientos en
los que se combinaron dos agentes antioxidantes -
acido citrico: acido ascorbico (2,6 mM: 2,8 mM) y
L-cisteina: nitrato de plata (100 uM: 50 uM)- fueron
efectivos a todos los tiempos probados, mientras que
el tratamiento que contenia todos los compuestos
en la méaxima concentracion no fue capaz de inhibir
en su totalidad la liberacion de dichos exudados
(Tabla 4). EI control del browning es importante
pues como ya fue demostrado cuando los tejidos de
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la planta se exponen a situaciones de estrés, como
dafios mecanicos (por ejemplo al separar el explanto
de la planta madre), se estimula el metabolismo
de los compuestos fenélicos desencadenandose
una reaccion de hipersensibilidad que origina una
serie de procesos como por ejemplo, la liberacion
del contenido de las células rotas, reacciones par-
ticulares de las células vecinas sin mostrar signos
de dafio y/o muerte prematura de células que se
encuentran alrededor de la herida. Los compuestos
fenolicos son particularmente labiles y por lo tanto
facilmente oxidados pudiendo resultar fitotoxicos
o0 incluso conducir a un incremento de los procesos
de oxidacion por resultar ellos mismos, una vez
oxidados, oxidantes muy fuertes (Debergh y Zim-
merman, 1991).
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Tabla 4.- Resultados obtenidos en el ensayo de tratamientos con antioxidantes

TRATAMIENTO TIEMPO Dl(EHESVADO (luz) TIEMPO D]EZH{;SVADO (osc)
N° Agente Antioxidante 5 15 30 5 15 30
1 acido citrico 1,04 mM - - - - - -
2 éacido citrico 1,56 mM - - - - - -
3 acido citrico 2,6 mM - - - - - -
4 acido ascorbico 1,70 mM + + + + + +
5  acido ascorbico 2,8 mM + - - - - -
6  ac.cit: ac.asc (2,6 mM:2,8 mM) - - - - - -
7  L-cys 50 uM + + + + + +
8 L-cys 100 uM - - - - - -
9 NO3Ag 10 uM - - - - - -
10 NO3Ag50 pM + + + + + +
11 L-cys: NO3Ag (100 uM:50 uM) - - - - - -
12 todos (conc. méx.) + + + + + +

El signo “+” corresponde a la liberacion de exudados al medio, mientras que el signo “-” indica la ausencia de exudado.

Ensayo de induccion de callos

Solamente fue posible obtener callos cuando se utili-
zaron haustorios como explanto de iniciacion (Figura
3). En el caso de las hojas, pedicelos y entrenudos
los explantos murieron al poco tiempo, mientras que
en los meristemas hubo aparicién de zonas hiperhi-
dréticas que no prosperaron mas alla de un mes en
cultivo observandose una rapida oxidacion y muerte.
Los haustorios son estructuras que algunas especies
(parasitas y hemiparasitas) utilizan para atravesar las

barreras que presenta el hospedante con el objetivo
de alcanzar sus vasos conductores (en el caso de L.
cuneifolia, xilema) y aprovechar asi sus nutrientes.
En este trabajo se utilizaron como explantos haus-
torios separados de los ejemplares recolectados y
también haustorios que se desarrollaron al colocar
las semillas en cultivo in vitro por lo que se trabajé
con material joven con alta capacidad de desdiferen-
ciacion y que no mostro, al ser colocado en cultivo,

Figura 3.- Induccion de callos a partir de haustorios como explanto

3A: desarrollo del haustorio; 2B: callo.

3A 3B
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liberacion de exudado al medio como lo hicieron
los restantes explantos. Esto result6 ventajoso pues
no presentaron las caracteristicas de comportarse
como recalcitrantes al cultivo in vitro o de producir
exudados tdxicos en las condiciones ensayadas.

En cuanto al efecto de los reguladores de creci-
miento solamente fue posible observar la aparicion
de tejidos hiperhidroticos en las zonas de las heridas,
desdiferenciacién celular y formacién de callo cuan-
do se utiliz6 el 2,4-D como regulador de crecimiento
a una concentracion de 2,25 uM y B5 como medio
base (Tabla 5). El 2,4-D es el prototipo de la auxina
sintética ampliamente utilizada en cultivos in vitro de
vegetales. En futuros ensayos se procedera a analizar
la influencia de otros reguladores de crecimiento y
otras condiciones de cultivo (fuente de carbono, de
nitrogeno) con el fin de optimizar el rendimiento de
biomasa y analizar el rendimiento de compuestos
polifendlicos en los cultivos in vitro.

Conclusiones

En base a los resultados obtenidos, las hojas y las
flores de L. cuneifolia serian los érganos a conside-
rar en la elaboracion de especialidades medicinales
para su futuro empleo farmacoldgico debido a su
contenido en polifenoles.

Respecto al cultivo in vitro, este trabajo es el prime-
ro en informar el establecimiento exitoso del mismo
en esta especie o especies relacionadas. Se optimizé el
protocolo de desinfeccion, se determinaron los agen-
tes antioxidantes de eleccion para inhibir la liberacion
de exudados fendlicos toxicos al medio de cultivo y
se logré iniciar cultivos indiferenciados a partir de
haustorios en medio B5 con 2,4-D como regulador
de crecimiento a una concentracion de 2,25 uM. En
futuros ensayos se optimizaran las condiciones para
obtener alto rendimiento de biomasa productiva de
los compuestos polifendlicos de interés.

Tabla 5.- Resultados obtenidos en el ensayo de induccion de callos

Explantos

Reguladores de crecimiento Hojas

Nudos

Meristemas Pedicelos Haustorios

2,4-D (2,25 uM) -
2,4-D (4,5 pM) -
2,4-D (10 uM) -
2,4-D+KIN (2,25 uM+2,3 uM) -
2,4-D+KIN (4,5 uM+2,3 uM) -
2,4-D+KIN (10 uM+2,3 uM) -
2,4-D+KIN (2,25+4,65 uM) -
2,4-D+KIN (4,5 uM+4,65 uM) -
2,4-D+KIN (10 uM+4,65 uM) -
AIA (2,25 uM) -
AIA (4,5 uM) -
AIA (10 pM) -
ANA+KIN (2,25 uM+2,3 uM) -
ANA+KIN (4,5 pM+2,3 pM) -
ANA+KIN (10 pM+2,3 pM) -
BAP (0,2 pM) -
BAP (0,3 uM) -
BAP (0,4 pM) -

- - +

(-): tratamientos en los que no se observé formacion de tejido calloso; (+): tratamientos en los que hubo formacion de
callos. Los tratamientos en los que no hay simbolos no fueron ensayados.
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