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Resumen:
Se comparo el contenido de sustancias con actividad antioxidante en callos obtenidos por cultivo in vitro con el de
hojas de plinwlas de Cynara carduncofus 1. (cardo de Castlla).
Se detectd una acrividad antioxidante -similar a la del antioxidante sintético 2 tert-butil-4-hidroxianisol
(BHA)- que sc justificaria, en gran parte, por la presencia de derivados de dcido cafeico y del flavonoide luteoling,
Los resultados obtenidos indican que el material cultivado in vitro significa una ventaja alternativa, por su

calidad homogénea, en la actividad antioxidante, a diferencia del material obtenido por cultivo in vivo, mis expuesto
a variaciones fenotipicas,

EVALUATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY
OF Cynara cardunculus L. IN VITRO CULTURE

Summary
In this work the contents of substances with antioxidant activity in callus obtained by in vitro culture and
leaves of plantlets of Cynara cardunculus L. (Cardoon) was compared.

An antioxidant activity, very similar to the synthetic antioxidant 2 tert-butyl-4-hydroxianisol (BHA)
was detected and this result could be the responsible of the presence of caffeic acid derivatives and the
flavonoid luteolin.

The achieved results show that the material cultured in vitro could bring an homogeneous quality in

antioxidant activity, different from the obtained from cultivated plants in vivo, sometimes affected by fenotipic
variations.

Introducecion

Desde la antigledad se han usado exfractos de Cynara scoiymus L.
(Asteraceae)(alcachofa) como medicacién para distintas enfermedades por sus
propiedades hepatoprotectoras, diuréticas, coleréticas e hipocolesterolémicas
1.2% Los responsables de estos efectos son los flavonoides y los derivados del
acido cafeico. Se ha determinadc la presencia de flavonoides derivados de la
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luteolina (5, 7, 3', 4' tetrahidroxiflavona ) en C. scolymus®@, asi como en otras especies
©.8 Ademas, se registré la presencia de derivados de acidos cafeico, como los
acidos monocafeilquinicos (acido clorogénico, neoclorogénico y cryptoclorogénico)
y acidos dicafeilquinicos (cinarina) en C. scolymus-%37,

La presencia de radicales libres en el organismo desencadena fuertes
reacciones oxidativas capaces de ocasionar muerte celular, provocando
hepatotoxicidad , cardiotoxicidad , envejecimiento celular, entre otros. Tante
los flavonoides como los derivados de acido cafeico, actlan como antioxidantes
al atrapar los radicales libres o al inhibir la accion de ciertas enzimas en las
reacciones oxidativas 4589

El emplec de antioxidantes naturales tiene la ventaja de no provocar
efectos secundarios, como se ha comprobado que producen los antioxidantes
sintéticos BHA (2 tert-butil-4hidroxianisol) y BHT (2,6 ditert-butii-4- metilfenol)
en pulmén e higado 19,

Cynara cardunculus L. (cardo de Castilla) es una especie espontanea de
la provincia de Buenos Aires (Republica Argentina); es originaria del Mediterraneo
y créce como maleza en suelos sueltos y bien drenados 'V, En las partes
vegetativas de esta especie se han identificado cinarina (> ™y flavonas 2 como
C. scolymus,

El cutivo in vitro es una alternativa valida para la obtencidn de
antioxidantes naturales derivados de material vegetal libre de variaciones
climaticas, genéticas y estacionales. Porestarazon, en este trabajo se propone
comprob#r la actividad antioxidante y la presencia de los derivados de acidos

cafeicos y flavonoides de los callos obtenidos por cultivo in vitro de C.
cardunculus.

Materiales y Métodos

Las plantulas de C. carduncuius L. fueron obtenidas a partir de semilla y crecieron
en una camara de cultivo. Las plantas adultas fueron recolectadas de los
alrededores de la Universidad Nacional de Lujan, provincia de Buenos Aires.
Los acidos cafeico y clorogénico se compraron a Sigma Chemical Co. y el BHA
a Fluka AG. La luteglina y la cinarina se obtuvieron a partir de una droga comercial.

Cultivo in vitro

Para la produccion de callos se usaron, como explanto, laminas de hojas
jovenes de C. cardunculus .

Los explantos se cultivaron en medio de cutlivo compuesto por solucién
salina de Murashige-Skoog“* con vitaminas de Fossard ) sacarosa 30 g I,
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caseina 0,8 g I, BA (benciladenina) 1 mg I, NAA (acido naftalenacético) 3 mg I''
yagar7 gl
El cultivo se mantuvo en una temperatura de 24 + 1 °C y un fotoperiodo

de 16 horas. luz con lamparas flourescentes blanco frio. Los periocdos de cultivo
y subcultivos fueron de 30 dias.

Cromatografia

Para los callos derivados del cultivo in vitro y las hojas de plantulas de C.
cardunculus secados a 60 °C se prepararon extractos en una proporcionde 1 gr
de material vegetal en 10 ml de metanol caliente en bafo de agua a 60 °C
durante 10 minutos. El extracto fue evaporado hasta un volumen de 2 ml et

Se realizaron cromatografias en capa delgada con 50 ml de extracto del
material vegetal y 20 ml de droga testigo en cromatofolios de silica-gel 60 F254
Merk®. Se probaron dos fases maviles: (A) HClI 0.1 N y (B) acetato de etilo-
acido formico-acido acético glacial-agua (100 : 11 : 11 : 27). Se realizo la deteccion
con luz UV a 254-365 nm y el revelado con éster 2-aminoetil difenil bérico 1%
en metanol .

Determinacién de actividad antioxidante

Se utilizaron vastagos adultos, flores, hojas de plantulas y callos derivados del
cultivo in vitro de C. cardunculus.

Se siguieron tres métodos de extraccién: Método 71: acetona a 5 °C
(acetona fria). Metodo 2. metanol a 5 °C (metanol frio). Mefodo 3. metanol en
bafio de agua a 60 °C (metanol caliente). En los tres métodos se utilizé 1 g de
material vegetal por cada 10 ml de solvente.

La actividad antioxidante de los extractos se determino por el metodo
del acido tiobarbitrico (TBA) y se midié la absorbancia a 532 nm . A las
muestras de 0.5 y 1 ml de cada extracto vegetal llevado a sequedad, se les
adicionaron 1 ml de acido lincleico 2,5 % en etancl absoluto, 2 ml de buffer
fosfato pH 7 50 mM y 1ml de agua destilada. Simultaneamente, se realizé un
control que contenia 1 ml de etanol en lugar del extracto vegetal. Las mezclas
de incubacién se colocaron en un bafio de agua a 30 °C en oscuridad con
agitacidén y se tomaron alicuotas durante 7 dias.

Determinacion cuantitativa del acido clorogénico

Se usaron extractos de callos derivados del cultivo in vitro y de hojas de plantula
de C. cardunculus.

Los extractos fueron preparados con 1 g de material vegetal, a los cuales
se les agregaron 5 ml de metanol y se incubaron en bano de agua a 60 °C por

10 minutos. E| extracto se filtré y se diluyé adecuadamente para su analisis
espectrofotometrico.
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Las mediciones espectrofotométricas se realizaron en un aparato
Shimadzu UV 240. Se realiz6 la curva de calibracién con solucién estandar de
acido clorogénico en metanol (0.25 a 5 mg/ml). Las determinaciones se hicieron
a 322 nm y los resultados se expresaron como mg de acido clorogénico/mi.

Resultados

La fase movil que mostrd mejor resolucion en la cromatografia en placa delgada
fue la B {(ver métodos). Se detectd la presencia de acido clorogénico (Rf 0.57),
cinarina (Rf0.72) y acido cafeico (Rf 0.98) en los extractos de hojas de plantuia
y de callos. La presencia de luteolina (Rf 0.65) se detectd en plantula, pero no
en callos.

Los tres métodos de extraccion para la determinacion de la actividad
antioxidante mostraron un comportamiento similar en plantula y callos para las
concentraciones ensayadas. Hasta el quinto dia, tanto las plantulas como los

callos mostraron una actividad comparable a la del BHA, actividad que comenzé
a disminuir a partir del septimo dia (Fig. 1, 2 y 3).
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Figura 1. - Extraccién con acetona fria: actividad antioxidante de la plantula y los callos in vitro de C. cardunculus
(volumen a 0.5 mly 1.0 ml; absorbancia a 532 nm.). Referencias: -_-, control ; -x-, BHA 0.02 %, -0-, plantula 0.5
mi; -#- plantula 1.0 ml; -&-, callos 0.5 ml; -+-, calles 1.0 ml.
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Figura 2.- Extraccion con metanol frio, actividad antioxidantede plantula y callos in vitro de C. cardunculus

(volumen a 0.5 mly 1.0 ml; absorbancia a 532 nm ). Referencias: -C-, control; -x-, BHA 0.02 %; -0-, plantula 0.5
ml; -#-, plantula 1.0 ml; -m-, callos 0.5 ml; -+-, callos 1.0 mi.
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Figura 3.- Extraccion con metanol caliente: actividad antioxidante de plantula y callos in vitro de C. carduncufus
(volumen a 0.5 ml y 1.0 mil; absorbancia a 532 nm). Referencias: - -, control; -x-, BHA 0.02 %; -0-, plantula
0.5 ml; -¢-, plantula 1.0 ml ; &-, callos 0.5 ml ; -+-, callos 1.0 ml.
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Se utilizé también el método de extraccién 1 (acetona fria) para analizar
la actividad antioxidante de otras partes de la planta adulta en comparacién con
la plantula y los callos. El tallo y las flores de la planta adulta mostraron un
comportamiento similar al obtenido en callos y plantulas (Fig. 4).
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Figura 4.- Actividad antioxidante de otras partes vegetales en relacién a plédntula y callos de C. cardunculus.

Extraccion en acetona fria a los cinco dias de actividad para volumen 0.5 mim y 1.0 ml | . Absorbancia a
532 nm .

Los resuitados del analisis espectrofotométrico cuantitativo (Tabla 1)

mostraron que el contenido de acido clorogénico en los callos era mayor que el
de la plantula.

Extractos de mg acido clorogénico / gr PF mg acido clorogénico / gr PS
callos 367.5 4966.21
plantulas 279.0 2536.36 |
i

Tabla 1. - Contenido de acidos cafeilguinicos {expresados en acido clorogénico) en callos in vitro y plantulas
de C. cardunculus. Referencias : PF, peso fresco : PS, peso seco a 60 °C hasta peso constante.
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Discusion y Conclusion

Se comprobd que tanto en la plantula como en los callos hay una efectiva
actividad antioxidante, Aunque en callo |la actividad es menor, el contenido de
acido clorogénico es mayor que en plantula. La mayor actividad antioxidante en
plantula podria explicarse por la presencia de los derivados de acido cafeico y
de luteolina, senalada por varms autnres como un potente inhibidor de enzimas,
por ejempla, la hpﬂxlgenasa iR

Todas ias drogas vegetales seleccionadas para usos como digestivos.
colagogos, cnleretlcns y hepatoprotectores tienen un alto contenido de acidos
dmafenqumlcns . Asi, la presencia de cinarina, acido cafeico y acido clurugemcn
en C. carduncuius L. ofrece una alternativa para la obtencidn de drogas de us
farmacolégico .

Los resultados obtenidos con el estudio de ios extractos de callos in vitro
permiten sefalar que el cultivo de tejidos vegetales constituye una eficaz
alternativa para una constante y homogénea provision de los antioxidantes
naturales mencionados. Su eficacia reside en que estan exentos de las
variaciones genéticas, climaticas y estacionales, y a las inherentes al momento
de cultivo y recoleccidn, que afectan a los cultivos in vivo.
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