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Lista de abreviaturas

H. grindelioides: Haplopappus grindelioides
mg: Miligramos

ml: Mililitros

pl: Microlitros

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidracilo

ABTS: Acido 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
GAE: Equivalentes de &cido gélico

ICs0: Concentracion inhibitoria media (50%)

ROS: Especies reactivas de oxigeno
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K2S20s: Persulfato de potasio
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NHs: Amoniaco

MetAer: Extracto metandlico parte aérea

MetRa: Extracto metandlico raiz

AcuAer: Extracto acuoso parte aérea

AcuRa: Extracto acuoso raiz

MS: Metabolitos secundarios

FGAE: ug de acido galico equivalente en 1 g del extracto para fenoles

FCAT: mg equivalentes de catequina en 1 g del extracto para flavonoides



Resumen

Haplopappus grindelioides (Less.) DC. es una especie nativa de Chile y Argentina,
distribuida desde la region Metropolitana hasta a la Araucania, caracterizada por las
condiciones poco favorables a las cuales se enfrenta en su desarrollo, y por no poseer
investigacion sobre sus propiedades bioldgicas. El objetivo de este estudio fue determinar
la capacidad antioxidante y antimicrobiana de extractos acuosos y metandlicos obtenidos
desde diferentes partes de H. grindelioides. El ensayo con el radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidracilo) y el radical ABTS (Acido 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico))
fueron utilizados para determinar actividad antioxidante. Se determind la cantidad de
Polifenoles Totales mediante el método de Folin-Ciocalteu expresados en equivalentes de
Acido Galico, y Flavonoides Totales expresados en equivalentes de Catequina, ademas, se
practicé una serie de pruebas fitoquimicas para detectar grupos de metabolitos secundarios
importantes. Adicionalmente, se estudio el efecto antimicrobiano de los extractos frente a
patégenos fungicos y bacterianos. Los resultados mostraron una eficiente inhibicion de los
radicales, obteniendo diferencias significativas entre sus valores de ICso, siendo el valor mas
bajo para el extracto metandlico de raiz en ambos radicales (0,66 mg/ml en DPPH; 0,32
mg/ml en ABTS+). Las pruebas fitoquimicas de reconocimiento de metabolitos practicados
destacan la abundante presencia de dos grupos de metabolitos secundarios en la raiz de
H. grindelioides, saponinas y taninos. El contenido de Polifenoles y contenido de
Flavonoides Totales presentd diferencias significativas entre los extractos. En cuanto a la
actividad antimicrobiana, no se observo inhibicion en ningun patégeno estudiado. Con los
resultados obtenidos, se concluy6 que los extractos de diferente polaridad y obtenidos de
diferentes partes vegetales de H. Grindelioides poseen efecto antioxidante relacionado con
su contenido de metabolitos secundarios, aungque no se observé capacidad antimicrobiana
en la concentracion estudiada. Este es el primer estudio realizado en H. grindelioides,

comparando propiedades entre raiz y parte aérea.



Abstract

Haplopappus grindelioides (Less.) DC. is a native species from Chile and Argentina,
distributed from the Metropolitan region to the Araucania region, which is characterized by
the unfavorable conditions which it faces in its development, and by the lack of research on
its biological properties. The objective of this study was to determine the antioxidant and
antimicrobial capabilities of aqueous and methanolic extracts obtained from different parts
of H. grindelioides. DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical and ABTS (2,2'-Azinobis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) assays were used to determine antioxidant activity. The
amount of Total Polyphenols was determined by the Folin-Ciocalteu method expressed in
Gallic Acid equivalents, and Total Flavonoids expressed in Catechin equivalents. In addition,
a series of phytochemical tests were performed to detect groups of important secondary
metabolites. Additionally, the antimicrobial effect of the extracts against fungal and bacterial
pathogens was studied. The results showed an efficient inhibition of the radicals, obtaining
significant differences between their ICso values, being the lowest value for the methanolic
root extract in both radicals (0.66 mg/ml in DPPH; 0.32 mg/ml in ABTS+). The phytochemical
metabolite recognition tests performed highlighted the abundant presence of two groups of
secondary metabolites in the root of H. grindelioides, saponins and tannins. The content of
polyphenols and total flavonoids showed significant differences between extracts. As for the
antimicrobial activity, no inhibition was observed in any of the pathogens studied. With the
esults obtained, it was concluded that the extracts of different polarity and obtained from
different plant parts of H. Grindelioides have an antioxidant effect related to its content of ed
secondary metabolites, but no antimicrobial capacity was observed in the studied
concentration. This is the first study performed on H. grindelioides comparing properties

between root and aerial parts.



1. Introduccién

Los estudios etnobotanicos, a lo largo de los afios, han permitido asociar plantas muy
diversificadas con actividades bioloégicas a partir de la observacion, descripcion e
investigacion experimental, lo que ha contribuido en gran medida al descubrimiento de
productos naturales con accion bioldgica, convirtiendo a las plantas en la primera fuente de
sustancias para el desarrollo de nuevos farmacos, y una parte considerable de los
medicamentos que se recetan en el mundo, actualmente proceden de ellas (Nunes et al.
2020).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS), producidas durante el metabolismo aerdbico, son
mediadores esenciales de importantes funciones, al ser especies pequefias con electrones
no apareados, altamente reactivas y perjudiciales para ciertas macromoléculas (di Meo y
Venditti 2020). Estudios han demostrado que los dafios oxidativos generados por la
excesiva produccion de ROS se ven implicados en una serie de trastornos, tales como
Alzheimer, aterosclerosis, diabetes, inflamacion y enfermedades neurodegenerativas y

cardiovasculares (Qasim et al. 2017).

La investigacion en torno a los antioxidantes ha crecido de forma exponencial, y el uso de
antioxidantes naturales provenientes de plantas ha tenido un aumento en los ultimos afios,
debido a la busqueda de reemplazo de antioxidantes sintéticos a causa del constante debate
sobre su seguridad (Villanueva y Kross 2012).

El género Haplopappus, perteneciente a la familia Asteraceae (Rodriguez et al. 2008), se
encuentra ampliamente distribuido en Chile, presentando diversas especies con
propiedades benéficas ampliamente conocidas y estudiadas, tales como digestivas,
antiespasmadicas y antisépticas (Padilla et al. 2021). Haplopappus grindelioides (Less.) DC.
es un subarbusto nativo y que, a diferencia de otras especies del género, no ha sido

estudiada ni se describen propiedades en la literatura.

En este trabajo se pretende determinar propiedades que puedan tener extractos de diferente
polaridad de H. grindeloides, tales como capacidad antioxidante y efecto antimicrobiano,
efectuando ademas, una comparacion entre las diferentes partes vegetales usualmente

utilizadas en medicina tradicional.



2. Hipotesis

Hipotesis 1.
La especie H. grindelioides presenta efecto antioxidante, relacionado con el contenido de

fenoles, siendo este mayor en la parte aérea en comparacion con la raiz.

Hipétesis 2.
La especie H. grindelioides posee efecto antimicrobiano relacionado con su contenido de

metabolitos secundarios, tanto en la parte aérea como en la raiz.

3. Objetivos
3.1 Objetivo general
Determinar la capacidad antioxidante y antimicrobiana de extractos acuosos y metanélicos

obtenidos desde diferentes partes de H. grindelioides.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Evaluar actividad antioxidante mediante las técnicas del radical libre DPPH y radical
cationico ABTS+ a partir de los extractos de diferente polaridad.

3.2.2 Identificar cualitativamente diferentes grupos de metabolitos secundarios presentes
en H. grindelioides.

3.2.3 Valorar la capacidad antimicrobiana de los extractos frente a patdgenos bacterianos

y fungicos de origen aislado.



4. Marco Teo6rico

4.1Descripcién del género Haplopappus y la especie Haplopappus grindelioides
(Less.) DC.

El género Haplopappus en Chile esta compuesto por 56 especies nativas (Urzua et al. 2012)
comercializadas todas comunmente como "bailahuen”, siendo la especie oOficial
Haplopappus baylahuen J. Remy, donde otras especies del género también se utilizan en
diferentes regiones bajo el mismo nombre vernéculo oficial (Faini et al. 2011). El género se
caracteriza por poseer subarbustos y arbustos rizomatosos con forma de cojin resinoso. Las
hojas tienen una textura coriacea y una superficie brillante, profundamente aserradas a
pinnatisectas, presentando flores amarillas liguladas agrupadas en capitulos solitarios
(Tortosa y Bartoli 2002). Las especies del género suelen encontrarse en suelo de texturas
ligeras, en general, en lugares rocosos, con una baja concentracion de materia organica,
nitrogeno, fésforo y potasio, crecen en terrenos despejados, con alta radiacion y en
condiciones de alto estrés como la sequia, baja fertilidad del suelo y pastoreo, condiciones
que limitan la regeneracion natural (Pastene 2021).

H. baylahuen es conocida por sus propiedades digestivas, antiespasmadicas y antisépticas
(Morales et al. 2009), y es una de las especies vegetales mas utilizadas en fitoterapia como
medicinalmente en Chile (Pastene 2021), esto se ha utilizado como base para realizar
diversas investigaciones que indican las propiedades de mas especies dentro del género,
entre ellas, H. taeda, H. multifolius y H.remyanus (Vogel et al. 2005; Torres et al. 2006a;
Morales et al. 2009), presentando propiedades tales como efecto cicatrizante, antiséptico
general para tratar infecciones gastrointestinales y del tracto urinario, tratar dolencias
estomacales, hepaticas y renales, ademas de su uso como antifungico y bactericida (Vogel
et al. 2005; Urzua et al. 2012; Elgueta et al. 2021a; Padilla et al. 2021).

Haplopappus grindelioides (Less.) DC. (Imagen 1) es un subarbusto siempreverde perenne
nativo de Chile y Argentina, perteneciente de la familia Asteraceae (Rodriguez et al. 2008),
conocida comunmente como acerosa, hierba del chivato o cuernicabra, presenta una
distribucion desde la region Metropolitana hasta a la Araucania, creciendo en sitios abiertos
y suelos pedregosos, de preferencia asoleados, de la precordillera andina, entre los 600 —
2.500 m de altitud (Rodriguez et al. 2018). Se caracteriza por medir hasta 50 cm de altura,

presentando hojas coriaceas, obovadas, de hasta 5 cm de longitud de caracteristico borde



aserrado y ondulado. Presenta flores en cabezuelas sobre pedunculos, flores marginales
liguladas y centrales tubulares amarillas, que florecen entre primavera y verano, por lo que
Su uso se remonta a cubre suelo floral o0 en macetas (Riedemann et al. 2014). Hasta el
momento no se conocen estudios relacionados con esta especie, ni se han descrito

propiedades.

Imagen 1. H. grindelioides. Nevados de Chillan. Regién de Nuble.

4.2 Actividad antioxidante
Un antioxidante puede definirse como cualquier sustancia que estando a una concentracion
baja, comparada con las de un sustrato oxidable, retrasa o impide significativamente la

oxidacion de ese sustrato (Henriksen 2019).

Los antioxidantes son los principales eliminadores de especies reactivas de oxigeno (ROS)
y especies reactivas de nitrogeno (RNS). Las ROS y las RNS son generadoras de estrés
oxidativo y productos del metabolismo celular normal, estableciendo ademas, que las ROS
y las RNS juegan un doble papel como especies beneficiosas y perjudiciales en funcién de
su concentracién (Ifeanyi 2018). Si los radicales libres superan la capacidad del organismo
para controlarlos, aparece un caso conocido como estrés oxidativo, a consecuencia del cual
se propagan en el organismo una serie de enfermedades humanas (Di Meo y Venditti 2020),
tales como cancer, ateroesclerosis, diabetes mellitus, hipertension, entre otras (Fu et al.
2011). El equilibrio entre los radicales libres y los antioxidantes es un aspecto importante
para el funcionamiento fisioldgico adecuado, pudiendo estos contribuir a afrontar el estrés
oxidativo (Oldoni et al. 2016).



Las plantas poseen una variedad de metabolitos secundarios (MS) asociados a una amplia
gama de propiedades bioldgicas y farmacoldgicas que se traduce en beneficios para la
salud, donde mayoritariamente los efectos terapéuticos estan asociados a sus potenciales
efectos antioxidantes (Pozo-Martinez et al. 2022). Los compuestos fendlicos son los que
mas contribuyen a la capacidad antioxidante de estas plantas, de manera interesante, la
sintesis y acumulacion de polifenoles y otros metabolitos antioxidantes aumentan cuando la
planta sufre estrés bidtico/abidtico, por lo tanto, es importante caracterizar las plantas
sometidas a diversos tipos de estrés en la busqueda de nuevas fuentes de antioxidantes
(Qasim et al. 2017).

Las propiedades antioxidantes en el género Haplopappus se han estudiado apuntando a su
contenido de fenoles, Voguel et al. (2005) estudiaron la actividad antioxidante en cuatro
especies de Haplopappus, descubriendo que si bien difieren en sus respectivos compuestos
principales, las especies de H. remyanus, H. multifolius y H. taeda presentan mayor
actividad antioxidante que H. baylahuen, destacando ademas, presencia de flavonoides y
cumarinas que pueden estar relacionadas con propiedades tales como antibacterianas
(Padilla et al. 2021).

4.3 Determinacion de actividad antioxidante

Debido al amplio interés en la busqueda de nuevas fuentes de antioxidantes, se pueden
encontrar diversas metodologias para medir la eficacia de amplias sustancias quimicas. Una
de las mas usadas es el secuestramiento de radicales de oxigeno, método popular debido
a su factibilidad, facilidad y velocidad. Los métodos mas usados con este fin son los
radicales ABTS+ y DPPH (Ali et al. 2008).

El radical libre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) es caracteristico por su intenso color
violaceo, usado por su facilidad y notable estabilidad. Es susceptible a reaccionar frente a
compuestos antioxidantes, por lo que la prueba de neutralizacion se basa en la donacion de
electrones del sustrato antioxidante para neutralizar el radical, acompafnando la reaccion de
un cambio del color del compuesto (Munteanu y Apetrei 2021) (Imagen 2). El cambio de
color es monitoreado espectrofotométricamente a 517 nm y es utlizado para la
determinacion de los parametros para las propiedades antioxidantes (Deng et al. 2011). Los

resultados de este ensayo son presentados como el valor ICso, definido como la cantidad



de antioxidante necesaria para disminuir la concentracion inicial de DPPH en un 50%. Este
valor se calcula trazando el porcentaje de inhibicién frente a la concentracion del extracto
(Ani et al. 2006).

Y ) NH
! 1
0. OO0
A
DPPH DPPH
Morado oscuro Amarillo palido
A =517 nm
Morado oscuro Amarillo palido

Imagen 2. Mecanismos de eliminacion de DPPH por un antioxidante (Munteanu y Apetrei
2021).

La prueba de ABTS+ es otro método ampliamente usado, debido a su simpleza y
conveniencia. Esta técnica se basa en la capacidad de la sustancia antioxidante para
neutralizar el cation radical estable Acido 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
(ABTS) generado desde la reaccion de ABTS, en conjunto con un iniciador, como lo es el
persulfato de potasio (K2S20s), formando un cromaforo azul-verde de maxima absorcion a
734 nm, cuya intensidad disminuye en presencia de antioxidantes (Munteanu y Apetrei
2021) (Imagen 3). El radical ABTS+ presenta diversas ventajas, como lo es su capacidad
de ser soluble en agua y en disolventes orgéanicos, lo que permite determinar la capacidad
antioxidante de compuestos, tanto hidrofilicos como lipofilicos, reaccionando rapidamente
con antioxidantes tanto sintéticos como naturales, como lo son fenoles, aminoé&cidos,

péptidos, vitamina E y vitamina C (llyasov et al. 2018).
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Imagen 3. Reaccion quimica del ABTS+ con un compuesto antioxidante (Hernandez-
Rodriguez et al. 2019).

4.4 Metabolitos secundarios

Como defensa frente a los atagques de patdgenos y para adaptarse al estrés
medioambiental, las plantas han desarrollado sofisticados procesos para mejorar su
supervivencia, como la produccion de sustancias quimicas dotadas de actividad biolégica
(Nunes et al. 2020). Estas pequefias moléculas orgénicas provienen del metabolismo
secundario y sirven para diversos propoésitos, como lo son las respuestas de defensa contra
herbivoros y patdégenos, en la proteccion contra la luz ultravioleta, entre otras (Shitan 2016).
Muchos MS ademas, tienen actividades bioldgicas Utiles para el ser humano, lo que los
vuelve la principal fuente de farmacos, intensificando el interés de las industrias en la
bdsqueda de sustancias obtenidas a partir de fuentes vegetales, sobre todo, debido a la
abundante cantidad de especies que no han sido estudiadas quimica o bioldgicamente
(Nunes et al. 2020).

Los metabolitos son clasificados en dos grupos de acuerdo con su composicion quimica:
nitrogenados y no nitrogenados. Entre los nitrogenados se encuentran alcaloides,
aminoacidos no proteicos, aminas, glucésidos cianogénicos y glucosinolatos. Los MS no
nitrogenados se dividen en terpenoides, poliacetilenos, policétidos y fenilpropanoides
(Waterman y Mole 2019).
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La produccién de MS esta influenciada por diversas tensiones ambientales, provocando
variabilidad que difiere incluso entre especies, género u 6rganos de un individuo, provocada
por las modificaciones quimicas dentro de las estructuras basicas, lo que es parte de la
estrategia de adaptacion y supervivencia de las plantas (Li et al. 2020).

4.5. Polifenoles

Los polifenoles son moléculas, consideradas como MS, ampliamente distribuidas en
diversas plantas (Valencia et al. 2017). El nivel de polifenoles varia de acuerdo con diversos
factores tales como genotipo, especie, composicion del suelo e incluso condiciones de
almacenamiento (Haminiuk et al. 2012). Este tipo de MS cumplen una funcién protectora
dentro de la planta, participando en actividades como la asimilacion de nutrientes, formacion
de componentes estructurales y defensa de factores adversos, entre otros (Cacique et al.
2021). Los fenoles son los antioxidantes mas abundantes entre las plantas, y ademas, se
les atribuyen propiedades antiinflamatorias, antialérgicas, antitrombéticas, antimicrobianas

y anticancerigenas (Phuyal et al. 2020).

Los polifenoles disminuyen los niveles de ROS y RNS mediante un mecanismo donde
atrapan y disipan los electrones libres de los radicales a traves de la donacién de un atomo
de hidrégeno, generandose como consecuencia la formacion de un radical fenoxilo menos
dafiino para las células (Maleki et al. 2019). La mayoria de estos compuestos presentan una
estructura molecular caracterizada por la presencia de uno o mas anillos arométicos,
ademas de poseer al menos un grupo hidroxilo enlazado, variando su estructura
ampliamente, desde el punto de vista del numero de anillos fendlicos en su composicion,
los polifenoles se han clasificado en las siguientes categorias distintas: acidos fendlicos,
lignanos, estilbenos, flavonoides y taninos (Alara et al. 2021).

4.5.1 Acidos fendlicos

Los compuestos fendlicos de las plantas tienen una estructura molecular diversa y se
caracterizan por tener anillos aroméaticos hidroxilados (Rashmi y Negi 2020). En muchas
plantas los compuestos fendlicos se polimerizan en moléculas mas grandes, como las
proantocianidinas y las ligninas, ademas, los acidos fendlicos pueden aparecer en las

plantas alimenticias como glucésidos o ésteres, con otros compuestos naturales como
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esteroles, alcoholes, glucésidos y éacidos grasos hidroxilados (Ghasemzadeh vy
Ghasemzadeh 2011).

4.5.2 Flavonoides

Los flavonoides se sintetizan por la via polipropanoide y el componente inicial es la molécula
de fenilalanina, comparten el esqueleto estructural basico formado por dos anillos
aromaticos y un anillo heterociclico que contiene un atomo de oxigeno. Se han clasificado
en seis: flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanoles, isoflavonas y antocianinas. Otros
grupos comunes de flavonoides son las auronas, xantonas y taninos condensados
(Ghasemzadeh y Ghasemzadeh 2011). En las plantas los flavonoides desempefian
importantes funciones como protectores contra la radiacion ultravioleta B (UV-B), como
pigmentos de atraccion para polinizadores como fitoalexinas, entre otras funciones
(Yonekura-Sakakibara et al. 2019).

4.5.3 Lignanos

Los lignanos son un amplio grupo de compuestos naturales derivados de la via biosintética
del &cido shikimico, estructuralmente contienen un andamiaje basico de dos o mas unidades
fenilpropanoides, y los mondmeros que forman los lignanos son el &cido cindmico, el alcohol
cinamilo, el propenilbenceno y el alilbenceno (Cui et al. 2020). La actividad biolégica de los
lignanos incluye actividad antioxidante, antitumoral, antimitética y antiviral (Teponno et al.
2016).

4.5.4 Estilbenos

Los estilbenos son una clase pequeia, pero importante de polifenoles no flavonoides, que
comparten una estructura comun caracterizada por un esqueleto de 14 carbonos
compuestos por dos anillos bencénicos unidos por un puente de etileno (Valletta et al. 2021)
Estos compuestos actian como fitoalexinas, desempefiando un papel crucial en la defensa
de las plantas contra los fitopatdgenos, ademas de estar implicados en la adaptacion de las
plantas a los factores ambientales abidticos (Biais et al. 2017). Dado su valor nutracéutico,

el contenido y la composicion de estilbenos se han investigado principalmente en plantas
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alimenticias, y el conocimiento de la distribucion de estilbenos en la naturaleza es todavia
escaso (Valletta et al. 2021).

4.5.5 Taninos

Los taninos se encuentran en la mayoria de las especies del reino vegetal y su funcion es
proteger a la planta de la depredacion y ayudar a regular su crecimiento, como productos
naturales de las plantas, acttan como barrera natural contra insectos, patdogenos y
animales, debido a su capacidad para reaccionar con las proteinas y a sus propiedades
antioxidantes (Watrelot y Norton 2020).

En términos generales, los taninos se clasifican en dos grupos principales, taninos
condensados y taninos hidrolizables (Sharma 2019). Entre los diferentes tipos de taninos,
los taninos hidrolizables tienen fuentes limitadas en la naturaleza en comparacion con los
taninos condensados. Dependiendo de su estructura quimica, pueden encontrarse en
fuentes botanicas y/o partes de plantas especificas. Los taninos hidrolizables suelen
encontrarse en la madera o los tallos, mientras que los taninos condensados se encuentran

sobre todo en frutas y hojas (Farha et al. 2020).

4.6. Actividad antimicrobiana

Existe una urgente necesidad de descubrir nuevos compuestos o0 extractos antimicrobianos
para abordar el creciente problema de resistencia microbiana contra los antibiéticos
actuales, donde la diversidad de las plantas se convierte en un valioso recurso. Aunque los
compuestos vegetales se utilizan como base de varios farmacos de uso humano, todavia

no se ha descubierto ningun antibiético de éxito comercial a partir de plantas (Eloff 2019).

Se han realizado diversos estudios en plantas nativas pertenecientes al género
Haplopappus sobre diferentes tipos de microorganismos para analizar su potencial
antimicrobiano. Padilla et al. (2021) descubrieron que ciertos productos naturales obtenidos
a partir de extractos etanolicos, infusiones y sub-extractos de H. multifolius y H. taeda tienen
capacidad antibacteriana sobre diferentes especies de bacterias patogenas Gram-positivas,
esto debido a compuestos bioactivos como la esculetina, por otro lado, Urzua et al. (2012)

analizaron exudados resinosos de H. litoralis, H. chrysantemifolius y H. scrobiculatus,
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encontrando potencial antimicrobiano de igual forma contra bacterias Gram-positivas, esta

vez, asociada a los flavonoles presentes en los exudados.

5. Materiales y métodos

5.1 Material vegetal

Las muestras de H. grindelioides fueron recolectadas en época otofal, con fecha 20 de
marzo de 2022, desde la zona de Nevados de Chillan y sus alrededores, ubicados en la
provincia de Diguillin, Comuna de Chillan, regién de Nuble (coordenadas 36°51'48"S
71°22'36"0). El material fue llevado en bolsas cerradas hasta el Laboratorio de Extractos
Vegetales, Universidad de Concepcién, Campus Los Angeles. Al llegar se procedi6 a lavar
las muestras con abundante agua y se dejé secar por una semana a temperatura ambiente

en meson, para posteriormente cortarlas, separando parte aérea y raiz.

5.2 Extraccién acuosay metandlica

Se realizaron extracciones desde la parte area y desde la raiz de forma separada en dos
diferentes solventes: agua destilada y metanol (Equilab, grado técnico). La muestra fue
pesada en una balanza analitica (Mettler toledo, Ab204-5), y posteriormente se deposité un
peso conocido en dedales de celulosa para llevar a cabo el proceso de extraccién en un
equipo Soxhlet (Glassco, 304918) a una temperatura de extraccién 70 £ 5 °C. La extraccién
del equipo se mantuvo alrededor de 8 horas hasta que el solvente no presentara color en el

sifon del equipo extractor.

Una vez completada la extraccién, el solvente se extrajo desde el balén utilizando un
rotavapor (Heidolph, Laborata 4001 efficiennt) a 65 + 5 °C, con una rotacién de 30-90 rpm.
El extracto obtenido se depositd en placa Petri y se sec6 en estufa (Memmert, UFB 500) a
35°C hasta obtener un peso constante, para posteriormente almacenarlo en refrigerador a
2 - 8°C para su analisis. Del extracto obtenido se determind el rendimiento promedio de

extraccion segun la formula 1:

E(9)

P
% de rendimiento = W@ x 100

Formula 1. PE = Peso del extracto. PMV = Peso del material vegetal
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5.3 Actividad antioxidante

5.3.1 Determinacion de actividad antioxidante utilizando el radical libre DPPH

La actividad antioxidante in vitro de los extractos se determiné utilizando el ensayo de
eliminacién de radicales libres DPPH descrito por Brand-Williams et al. (1995) con
modificaciones (Gaviria et al. 2009). Se prepar6 una solucion stock del radical DPPH (Merck)
a una concentracion de 36 pg/ml, utilizando como solvente metanol, para luego ajustar a
una absorbancia entre 0,8 — 0,9, medida a una longitud de onda de 517 nm en
espectrofotometro (Termo Scientific Genesis 10UV). Simultaneamente, se prepardé una
solucion madre de cada extracto de 5 mg/ml, a partir de la cual se realizaron diluciones para
obtener concentraciones de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4; 1,6; 1,8; 2,0 mg/ml, para los
extractos acuosos y metandlicos. De cada disolucion se tomaron alicuotas de 175 pl y se
mezclaron con 2 ml de solucion de DPPH, se incub6 en agitacion constante durante 1 minuto
y se leyo6 su absorbancia a 517 nm utilizando una muestra control de 175 pl de metanol y 2
ml de solucion de DPPH. La concentracion inhibitoria del 50% del radical (valor ICso) se
calculé a partir del grafico de concentracion frente a porcentaje de inhibicién del radical

DPPH calculado bajo la ecuacion de la formula 2 (Zhou et al. 2019):

(AB — AE)

100
AB

% de inhicion =

Formula 2. AB = Absorbancia del control. AE = Absorbancia de la muestra

5.3.2 Equivalentes de Acido galico segin ensayo de DPPH

Se determind la equivalencia en acido galico para la reduccion del radical DPPH obtenida
desde el ensayo de actividad antioxidante. Para obtener esta equivalencia, se mezcld 2 ml
de radical DPPH con 175 pl de cada extracto, en concentracion ICso que fue leido a 517 nm
transcurrido 1 minuto de agitacién constante.

El resultado fue comparado con una curva de calibracion de acido galico con la finalidad de
comparary expresar la capacidad antioxidante de los extractos. Fue preparada una solucién
stock de acido galico en concentraciéon 0,5 mg/ml en un matraz de 100 ml, desde la cual se
realizaron diluciones en concentraciones 0,01; 0,02; 0,03; 0,04 y 0,05 mg/ml. Se utiliz6 el
reactivo DPPH previamente preparado, ajustado a un rango de absorbancia entre 0,8 — 0,9
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a 517 nm. Se tomaron 2 ml de DPPH + 175 pl de cada una de las diluciones de acido galico,
se incubo durante un minuto y se leyo en el espectrofotdmetro. Una vez realizada la curva
de calibracion, los valores obtenidos de los extractos se interpolaron en la misma. Los
resultados se expresaron como GAE (equivalentes de &cido géalico en mg contenidos en 1

g de extracto).

5.3.3 Efecto durante el tiempo medido con DPPH

El ensayo de cinética fue llevado a cabo para evaluar el comportamiento de los extractos
durante el tiempo. Para esto se mezclaron 175 pl de cada extracto en concentracion ICso
con 2 ml de DPPH y se midi6 su absorbancia a 517 nm en espectrofotometro en intervalos
de 5 minutos durante 150 minutos. Para calcular el porcentaje de inhibicién se empleé la

férmula 2. Como control negativo fueron utilizados 2 ml de DPPH + 175 ul de metanol.

5.3.4 Determinacién de actividad antioxidante utilizando ABTS+

Se empled la metodologia segun Zhou et al. (2019) con modificaciones. Se utilizo el radical
ABTS+ obtenido mediante la reaccion de 180 mg de ABTS (Merck) con 33,11 mg de K2S20s
en un matraz de 50 ml, aforando con agua o metanol segun con el tipo de extracto, dejando
incubar a temperatura ambiente en oscuridad durante 16 h. La solucion madre de ABTS+
se diluy6 para obtener la concentracion de trabajo a una absorcion de 0,7 (x0,02) a 734 nm.
Desde una solucién madre de cada extracto de 5 mg/ml se realizaron diluciones para
obtener concentraciones de 0,05; 0,2; 0,35; 0,5; 0,65; 0,8; 0,95; 1,1; 1,25y 1,4 mg/ml para
los extractos acuosos, y concentraciones de 0,05; 0,12; 0,19; 0,26; 0,33; 0,4; 0,47; 0,54;
0,61 y 0,68 mg/ml para los extractos metanoélicos. Se agregd 2 ml de radical a 175 ul de
extracto, se incubd en agitacion constante durante 1 minuto y se midié su absorbancia a
734 nm en espectrofotdmetro (Termo Scientific Genesis 10UV), utilizando una muestra
control de 175 pl del solvente del extracto y 2 ml de solucion de ABTS+. Para calcular % de

inhibicion se utilizé la formula 2.

5.3.5 Equivalentes de Trolox segun ensayo de ABTS+
Los resultados obtenidos de ICso del ensayo ABTS+ se compararon con una curva de Trolox

(Acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carbéxilico) y se expresaron como TEAC
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(equivalentes de Trolox en mg contenidos en 1g de extracto). Para esto se midio la
absorbancia de los extractos en concentracion 1Cso, mezclando 175 pl de cada extracto junto
con 2 ml de ABTS+ para leer su absorbancia a 734 nm. Se prepar6 una solucion stock de
Trolox en concentracion 0,5 mg/ml desde la cual se realizaron diluciones en concentraciones
0,005; 0,010; 0,015; 0,020; 0,025; 0,030; 0,035; 0,040; 0,045; 0,050 y 0,055 mg/ml. Se ajustd
el reactivo ABTS+ de igual manera que el ensayo anterior, fueron mezclados 2 ml de ABTS+
con 175 pul de cada dilucion de Trolox, dejando incubar durante un minuto para leer su
absorbancia a 734 nm en espectrofotbmetro (Termo Scientific Genesis 10UV). Una vez
obtenida la curva de calibracion, los valores obtenidos de los extractos se interpolaron en la

misma.

5.3.6 Efecto durante el tiempo medido con ABTS+

Se evalu6 el efecto antioxidante del extracto a través del tiempo, para el ensayo se
mezclaron 175 ul de cada extracto en concentracion ICso con 2 ml de ABTS+ y se midi6 su
absorbancia a 734 nm en espectrofotometro en intervalos de 5 minutos durante 150 minutos.
Para calcular el porcentaje de inhibicion se empled la formula 2. Como control negativo se
utilizaron 2 ml de ABTS+ con 175 pl de agua destilada o metanol puro de acuerdo con el

solvente del extracto.

5.4 Andlisis fitoguimico
Se realizé un andlisis fitoquimico preliminar para determinar los metabolitos secundarios
mayoritarios presentes en parte aéreay raiz de H. grindelioides analizados desde el material

vegetal (MV) directamente.

5.4.1 Saponinas

Para detectar saponinas se utilizé la prueba de espuma. Se sometioé a agitacion vigorosa
durante 30 segundos una solucién acuosa de MV. La presencia de las saponinas es
indicada por la formacion de una espuma persistente durante 3 minutos (Garcia et al. 2003).

Se utilizé un control positivo con hojas y corteza de Quillaja saponaria Molina.



17

5.4.2 Taninos

Fue ocupada la reaccion con FeCls. Se agregaron dos a tres gotas de solucion de FeCls al
5% a soluciones acuosas del MV. La transicion colorimétrica a un color verde-negroso indica
la presencia de taninos (Bulugahapitiya 2013). Las soluciones fueron comparadas con un
control positivo de una variedad comercial de Camelia Sinensis (L.) Kuntze, variedad té

negro.
5.4.3 Antraquinonas

Se llevo a cabo la reaccion de Borntraeger. Las muestras de MV fueron sometidas en tubos
de ensayo a 10 ml de NH3 Al 10% a bafio maria, para posteriormente filtrar y tratar con 5 ml
de NaOH 1M, agitando vigorosamente. El color rojo cereza o rosado indica resultado
positivo (Shaikh y Patil 2020). Simultaneamente se realizo la prueba con Aloe spp. como

control positivo.

5.4.4 Flavonoides

Mediante prueba alcalina las muestras de MV se trataron con 1 ml de solucion de NaOH al
40%, provocando una fuerte coloracion amarilla. Al agregar 1 ml de HCI al 10% debe ocurrir
una decoloracion ante presencia de flavonoides (Bulugahapitiya 2013). Se compar6 la

reaccion con una variedad comercial de C. sinensis, variedad té verde.

5.4.5 Alcaloides

Para la determinacién de alcaloides se agregd NHsy CHCI; a tubos de ensayo con MV, se
filtr6 y decantd la fase organica en un vidrio reloj para evaporar solvente. El residuo fue
tratado con 3 gotas de HCL al 1% y 5 gotas de Lugol. La presencia de alcaloides se
determina por la aparicién de un precipitado oscuro (Garcia et al. 2003). El control positivo

se llevd con una variedad comercial de Yerba mate.

5.4.6 Triterpenos
Se llevoé a cabo la prueba de Salkowski, cada muestra de MV se disolvié en 10 ml de CHCls,

las soluciones se filtraron y se les agreg6 de dos o tres gotas de H,SO, concentrado para
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luego agitar y mantener en reposo. La presencia de triterpenos es positiva por el viraje de
la solucion a amarillo (Shaikh y Patil 2020). Simultaneamente se realizé la prueba con

Lavandula angustifolia Mill como control positivo.

5.5 Determinacion de contenido total de Fenoles

La concentracion total de compuestos fendlicos fue determinada espectrofotométricamente
mediante el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (FC) segun Hudz et al. (2019), con
modificaciones.

Se procedio a realizar una curva estandar de acido galico (Merck) en concentraciones 1, 2,
3,4, 5y 6 uyg/ml, a cada matraz de 25 ml se agregé 1,25 ml de reactivo Folin-Ciocalteau
(Merck), 5 ml de Na2COs (20% v/v) y se aforo con agua destilada. Las soluciones fueron
agitadas y se dejaron en reposo en oscuridad por 30 minutos a temperatura ambiente;
posteriormente, se realizo la lectura en espectrofotometro a una longitud de onda de 765
nm. Se realizé un control negativo utilizando agua destilada.

Se determind la concentracion de los extractos para interpolar resultados en la curva
definida en 0,05 mg/ml, realizando el mismo procedimiento del método colorimétrico de FC.
Los resultados obtenidos se expresaron en ug de acido galico equivalente en 1 g del extracto
(FGAE).

5.6 Determinacion cuantitativa de Flavonoides totales

El método utilizado fue el propuesto por Agbo et al. (2015). Se utilizaron los extractos en
concentracion 0,1 mg/ml en un matraz volumétrico de 10 ml, donde se afiadieron 300 pl de
NaNO: al 5%, se agito y se dejo reposar durante 6 minutos, a continuacion, se afiadieron
600 pl de solucion de AICIs al 10% y se dejo reposar por 5 minutos para continuar con la
adicion de 2 ml de NaOH 1.0 M y aforar con de agua destilada. Se ley6 la absorbancia a
510 nm con un espectrofotdmetro UV/Visible. En paralelo se realizd una curva de calibracion
de catequina en concentraciones 2,5; 5; 10; 15; 20; y 30 yg/ml preparados de la misma
forma que la descrita para los extractos. Los resultados se expresaron en mg equivalentes

de catequina en 1 g del extracto (FCAT).
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5.7 Determinacion de actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de los extractos fue determinada frente a diferentes patégenos
de origen bacteriano y fungicos (Tabla 1) facilitados por el Laboratorio de Microbiologia y
Micologia aplicada de la Facultad de Ingenieria Agricola, Universidad de Concepcion,

Campus Chillan.

Tabla 1. Patogenos utilizados para determinacion de ensayos antimicrobianos.

Bacterias Hongos

Bacillus cereus Botrytis cinerea
Salmonella spp Aspergillus niger
Escherichia coli Penicillium spp.
Escherichia coli MRSA Rhizopus spp.

Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus MRSA

Los ensayos se llevaron a cabo usando el método de difusién en agar solido (Khan et al.
2007). Bajo camara de flujo se prepararon placas Petri con medios y patdgeno de acuerdo
con estandares de trabajo del propio laboratorio, utilizando medio papa-dextrosa agar (PDA)
para hongos y medio Caseina-peptona (CASO) para bacterias. Se utilizaron medios
estériles ya preparados con el patdégeno. Bajo camara de flujo laminar, de cada placa
utilizando un sacabocado, se extrajo un disco de agar (5 mm de diametro) por cada extracto.
En cada perforacion fueron depositados 20 pl de una solucion madre de 10 mg/ml de cada
extracto.

Para evaluar el efecto antibacteriano y antimicrobiano se us6 como control positivo una
concentracion con antibiéticos especificos para cada bacteria y fungicida comercial. Las
placas ya selladas se dejaron cultivar en incubadora durante 24 h a 37 °C para bacterias y

26° C en el caso de hongos, para posteriormente medir halos de inhibicion.

5.8 Analisis estadistico
Todos los andlisis se realizaron en triplicado, incluyendo curvas de calibracion. Los
resultados se expresaron en relacion al control correspondiente (media + desviacion

estandar). Se realizo un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95 %
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para los datos experimentales utilizando el programa Statistica v10 (Statsoft). La
significacion estadistica se determiné usando la prueba de Tukey, valores de P < 0,05 se

consideraron significativas.

6. Resultados

6.1 Rendimiento de los extractos

Se llevo a cabo la determinacion del rendimiento en cada extracto de H. grindelioides
utilizando como solventes agua y metanol por separado, realizando una serie de
extracciones consecutivas en equipo Soxhlet (Anexo 15). La tabla 2 presenta el porcentaje
de rendimiento obtenido, observandose con mayor eficiencia el extracto acuoso de raices
con un 33,30 % de rendimiento, obteniendo como contraparte al extracto acuoso de la parte

aérea con el menor rendimiento (20,91%)

Tabla 2. Rendimiento de extractos de H. grindelioides utilizando diferentes solventes.

Extracto % Rendimiento

MetAer 28,60
MetRa 29,11
AcuAer 20,91
AcuRa 33,30

MetAer: extracto metandlico parte aérea; MetRa: extracto metandlico raiz; AcuAer: extracto
acuoso parte aérea; AcuRa: extracto acuoso raiz.

6.2 Actividad antioxidante

Se compararon los cuatro extractos mediante el método de secuestramiento de radicales
libre ABTS+ y DPPH (Anexo 1-8), para ambos se determind que existe actividad
antioxidante, logrando una inhibicién eficaz de los radicales, mostrando porcentajes de
inhibicién superiores al 50% en las maximas concentraciones estudiadas (Figuras 1, 2y 3).
A partir del ensayo realizado con radical DPPH, en donde se evaluaron las concentraciones
entre el rango 0,2 a 2 mg/ml en los cuatro extractos, se obtuvo un porcentaje maximo de
inhibicion de 86,88% en el extracto MetRa, en cambio, la menor inhibicion se produjo en el

extracto AcuAer con un 64,48%.
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Figura 1. Curvas de porcentaje para inhibicion de DPPH para cada extracto.

El calculo del ICso0 se realizé a partir de la ecuacion de la curva como la concentracion
requerida para obtener un 50% de disminucién. De acuerdo con los andlisis estadisticos,

los extractos presentan diferencia significativa entre si en sus valores de ICso (Tabla 3).

Tabla 3. ICso de cada extracto en DPPH y equivalentes de acido galico.

Extracto IC 50 GAE Ecuacién de la curva R2

MetAer 0,96+0,07c¢  16,36+0,31 y=-12,492x2 + 70,869x - 6,8976  0,9921
MetRa 0,66+0,01d 29,60+1,88 y=-36,44x2 + 121,92x - 14,815 0,9859
AcuAer 1,54+0,05a 9,39+0,18 vy =32,824x -0,8522 0,9947
AcuRa 1,39+0,03b  12,15+0,29 vy =37,059x - 1,8146 0,9894

*Los resultados se expresan como el promedio + desviacion estandar
**|_etras iguales indican que no existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)

Se obtuvo un ICsp menor en raices en ambos extractos, siendo mas eficiente el extracto
MetRa con un valor mas bajo (0,66 mg/ml). Los valores fueron expresados como GAE,
utilizando los valores ICso para cada extracto (Anexo 9), donde se determin6 que para el
extracto MetRa existe en promedio 29,6 + 1,88 mg de equivalentes de acido galicoen 1 g

de extracto.
El ensayo realizado con el radical ABTS+ se determiné en concentraciones entre 0,05 a 1,4
mg/ml en extractos acuosos, y en concentraciones de 0,05 a 0,68 mg/ml en extractos

metanolicos, debido a una eficiente inhibicion del radical en concentraciones mas elevadas.
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Los extractos acuosos presentaron porcentaje de inhibicion cercano al 90% en la mayor

concentracion evaluada, siendo esta de 93,3% para parte aérea (Figura 2).
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Figura 2. Curvas de porcentaje para inhibicion de ABTS+ para cada extracto acuoso.

En el caso de los extractos metandlicos se observo un porcentaje de inhibicion del 95,3%

para raiz a la mayor concentracion estudiada (Figura 3).
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Figura 3. Curvas de porcentaje para inhibicion de ABTS+ para cada extracto metandlico.

Los valores fueron expresados como ICso, donde se observaron diferencias significativas
(p< 0,05) entre extractos acuosos y metanolicos (Tabla 4), pero no asi entre las partes de
la planta estudiadas. Los valores fueron expresados como TLX (Anexo 10), donde se
determiné que para el extracto MetRa (menor ICso) existe en promedio 108,97 + 2,37 mg de

equivalentes de Trolox en 1 g de extracto.
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Tabla 4. ICso de cada extracto en ABTS+ y equivalentes de Trolox.

Extracto IC 50 TLX Ecuacién de la curva R2
MetAer 0,36+0,05b 108,97+2,37 y = 113,94x + 8,3869 0,9912
MetRa 0,32+0,01 b 130,02+1,67 y = 138,94x + 5,2782 0,9918
AcuAer 0,61+0,00a 71,23+6,81 y = 65,136x + 10,095 0,9747
AcuRa 0,72+0,05a 68,94+0,31 y =66,317x + 2,2459 0,9862

*Los resultados se expresan como el promedio + desviacion estandar
**|_etras iguales indican que no existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)

6.3 Cinética del porcentaje de inhibicién de los radicales ABTS+ y DPPH

Con la concentracion determinada del ICso para ambos radicales se llevé a cabo un ensayo
de cinética en el tiempo, en el cual, se observdo una mayor actividad con base en el
porcentaje de inhibicion dentro de los primeros 15 min, esta disminucién se mantiene
progresiva durante todo el tiempo que se estuvo en estudio, pero a partir del minuto 90, la
disminucién se produce con minimas variaciones en la absorbancia (Figura 4 y 5), se
destaca el caso del extracto MetRa para el radical ABTS+, que obtuvo un valor inicial de
53,5% de inhibicién el cual aumento en los dos primeros intervalos de 5 minutos, y luego se

mantuvo constante alcanzado un valor de 61,1% como maximo (Figura 5).
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Figura 4. Curvas promedio de cinética del porcentaje de inhibicion en DPPH para cada
extracto.
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Figura 5. Curvas promedio de cinética del porcentaje de inhibicion en ABTS+ para cada
extracto.

6.4 Analisis fitoquimico
Los resultados de los ensayos de reacciones de reconocimiento de MS indican la presencia
de diversos compuestos en mayor abundancia en raices, tales como saponinas y taninos

(Imagen 4).

|

Saponinas Taninos

' traquinonas
R A T

Imagen 4. Determinacion de algunos metabolitos en H. grindelioides. C: control; R: raiz; PA:
parte aérea.

Para interpretar resultados obtenidos se utilizd un sistema de cruces donde “+++” denota
presencia abundante, “++” representa presencia relativamente abundante, “+” significa

presencia escasa y “—“‘denota reaccion negativa (Tabla 5).
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Tabla 5. Metabolitos secundarios identificados en H. grindelioides.

Constituyentes  Prueba quimica Raices Parte Aérea
Saponinas Emulsiéon +++ -
Taninos FeClI3 +++ -
Antraguinonas Borntraeger. - -
Flavonoides Reaccion alcalina ++ +
Alcaloides Reaccion alcalina + +
Triterpenos Salwoski + +

6.5 Contenido de polifenoles totales

Mediante el ensayo de Folin-C se procedio a realizar mediciones de absorbancia de los
extractos en concentracion 0,05 mg/ml, correspondiente a la mas adecuada dentro del rango
de absorbancia obtenida a través de la curva de calibracion con acido galico para el ensayo
(Anexo 11). Se identificaron diferencias significativas (p< 0,05) entre los diferentes extractos,
destacando los valores de fenoles totales en el extracto MetRa que corresponden a 265 +
10,50 mg de FGAE en 1 g de extracto.

Tabla 6. Concentracion de polifenoles totales en cada extracto.

Extracto Absorbancia FGAE
MetAer 0,687 0,653 0,681 215+6,43 b
MetRa 0,852 0,790 0,823 265 + 10,50 a
AcuAer 0,357 0,349 0,364 428+1,00c
AcuRa 0,468 0,46 0,464 575+05a

*Los resultados se expresan como el promedio + desviacion estandar
**|_etras iguales indican que no existen diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05)

6.6 Determinacion de flavonoides totales

Se determindé la cantidad de flavonoides totales utilizando una curva estandar de calibracion
de catequina (Anexo 12). De acuerdo con las mediciones realizadas, se encontraron
diferencias significativas entre los extractos, destacando el valor del extracto AcuAer que

corresponden a 148,3 £ 12,6 mg de FCAT en 1 g de extracto.



Tabla 7. Concentracion de flavonoides totales en cada extracto.

Extracto Absorbancia FCAT

MetAer 0,220 0,223 0,231 84,6 +250c
MetRa 0,267 0,262 0,265 102,1+1,10b
AcuAer 0,364 0,376 0,372 148,3+2,60 a
AcuRa 0,192 0,163 0,171 63,2+6,50d

*Los resultados se expresan como el promedio + desviacidn estandar
**_etras iguales indican que no existen diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05)

6.7 Actividad antimicrobiana

26

No se observé inhibicién de patégenos, ni fungicos ni bacterianos, frente a la concentracion

utilizada en el ensayo para cada extracto, observable en la Imagen 5, donde se visualiza la

comparacion versus los controles positivos utilizados.

Imagen 5. Placas de cultivo con microorganismos fungicos y bacterianos utilizados en el
ensayo. Los numeros corresponden a celdas donde fue depositado el extracto. P, Ey R

corresponden a controles positivos.
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7. Discusion

Los antioxidantes han despertado un interés creciente debido a su funcién contra el
deterioro oxidativo en el organismo y contra los procesos patologicos mediados por este. La
evaluacion de las propiedades antioxidantes que pueden llegar a tener ciertas especies
vegetales y de los compuestos derivados de las mismas requiere métodos adecuados, que
aborden el mecanismo de la actividad y se centren en la cinética de las reacciones que
incluyen los antioxidantes (Faridi et al. 2018). Ademas, la actividad antioxidante no debe
concluirse basandose en un Unico modelo de ensayo antioxidante, deben llevarse a cabo
varios procedimientos antioxidantes in vitro para evaluar las actividades antioxidantes con
las muestras de interés (Alam et al. 2013). En este trabajo de investigacion, se evaluo el
potencial antioxidante de los extractos de diferentes partes de la planta obtenidos desde de
H. grindelioides.

Los resultados de la actividad antioxidante fueron satisfactorios, presentando
secuestramiento de radicales en todos los extractos evaluados, destacando los extractos
metandlicos, los cuales presentaron una mayor actividad antioxidante en comparacion con
los acuosos, evidenciando valores de ICso mas bajos basandose en los reactivos DPPH Y
ABTS+. Estudios anteriores caracterizaron especies del género Haplopappus para
establecer sus potenciales antioxidantes, concordando con lo obtenido, Haplopappus spp.
fue la especie con los mayores indices antioxidantes entre 13 hierbas medicinales
seleccionadas, asi, esta planta mostré superioridad en la capacidad de atrapar el radical
libre ABTS+ (Speisky et al. 2006). Se ha evaluado con anterioridad la actividad neutralizante
del radical DPPH de extractos acuosos y metandlicos de H. multifolius, H. taeda, H.
baylahuen y H. rigidus (Schmeda-Hirschmann et al. 2015). Los autores encontraron para las
infusiones de H. multifolius y H. taeda un ICso de 19,5 y 20,0 ug/ml, respectivamente, por
otro lado, los extractos de metanol de H. multifolius y H. taeda muestran un I1Cso de 21,3
pg/ml. Torres et al. (2006) informaron que las cumarinas aisladas de H. multifolius también
tienen un efecto antioxidante sobre DPPH, estableciendo un valor ICso 45,5 mg/ml, valores
superiores a los encontrados por Faini et al. (2007) donde los exudados resinosos de H.
Taeda fueron reportados con ICso 75,5 pug/ml.

La diferencia entre los valores obtenidos entre los diversos estudios presentados enfocados

en antioxidantes, y el actual puede ser justificado bajo limitaciones técnicas no menos
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problematicas. Los ensayos se desarrollaron para un cribado rapido, sin investigaciones
detalladas de los iniciadores subyacentes, los objetivos, las interacciones antioxidantes, la
cinética, los efectos de los disolventes, los efectos de la concentracion, entre otros (Granato
et al. 2018). A falta de una comprensiobn completa de la quimica, se ignoran
sistematicamente cuestiones de control como el oxigeno (disuelto y atmosférico), la luz, la
temperatura, las concentraciones de reactivos, el disolvente, el pH y los blancos de analisis,
por ejemplo, algunos compuestos absorben en el mismo rango de longitud de onda que el
DPPH (Schaich et al. 2015), como es el caso las antocianinas, las cuales tienen una fuerte
absorcion en el rango de longitud de onda similar (500-550 nm) al del DPPH, por lo que
pueden introducir interferencias en los resultados y su interpretacion (Shahidi y Zhong
2015), por lo tanto, ningln ensayo Unico de "actividad antioxidante" in vitro reflejara la
capacidad antioxidante total (Berker et al. 2013). La mayoria de los ensayos miden la
estequiometria (capacidad) en lugar de la cinética de las reacciones antioxidantes, es decir,
cuanto reacciona en lugar de con qué rapidez, ademas, cada laboratorio ha adaptado los
procedimientos para trabajar con la instrumentacion y las capacidades disponibles. Como
resultado, en la actualidad existe una falta casi total de normalizacion en los procedimientos
experimentales de los ensayos, sobre todo a la hora de expresar los resultados (Shahidi y
Zhong 2015).

Como se nombro anteriormente, las actividades de los antioxidantes no solo dependen de
sus caracteristicas estructurales, por ejemplo, de sus reactividades quimicas hacia el
peroxilo y otras especies activas, sino también de muchos otros factores, como la
concentracion, la temperatura, el nivel de luz, el tipo de sustrato, el estado fisico del sistema,
asi como de los numerosos componentes que actian como prooxidantes o sinergistas
(Berker et al. 2013). Los resultados de la marcha fitoquimica detectaron diversos
compuestos en material vegetal de H. grindelioides como alcaloides, flavonoides y
triterpenos, estos ultimos dos caracterizados ampliamente dentro del género Haplopappus,
los cuales son apuntados como los principales responsables de sus propiedades biolégicas
(Torres et al. 2004). Es de interés destacar la deteccion cualitativa de saponinas en la raiz
de H. grindelioides en el presente trabajo de investigacion, pues las saponinas se destacan

por sus multiples actividades biolégicas como posibles fungicidas, antivirales,
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antiinflamatorias y anticancerigenas (Juang y Liang 2020), ademas de haber detectado

taninos, estudiados Ultimamente por sus funciones antiinflamatorias (Tong et al. 2021).

Los compuestos fendlicos han mostrado prometedoras propiedades antioxidantes, estando
su potencial directamente relacionado con el tipo de disolvente utilizado en la extraccion,
pero también con el origen de la planta, las condiciones de cultivo, el tiempo de recoleccion
y las condiciones de almacenamiento (Avello et al. 2013). La actividad antioxidante es
directamente proporcional al contenido total de fenoles, lo que indica que los compuestos
fendlicos presentes en los extractos son eficaces antioxidantes e inhibidores de radicales
libres (Shahidi y Zhong 2015). De acuerdo con el trabajo realizado por Behera et al. (2005),
comparando el uso de diferentes solventes, en donde se indica que el uso de metanol
presenta mejor arrastre y mayor extraccion de fenoles en comparacion a otros solventes,
coincidente con los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion, donde la
concentracion de polifenoles fue estadisticamente superior con relaciéon a los extractos

acuosos.

Las plantas son una fuente inagotable de flavonoides, y el paso mas importante en su
procesamiento es la extraccion y el aislamiento de los compuestos objetivo, cuando las
plantas son una fuente rica en flavonoides, los extractos obtenidos también lo son (Tzanova
et al. 2020). No existe un método de extraccion universal y cada procedimiento optimizado
es individual para las respectivas plantas, para que una técnica de extraccion sea selectiva,
debe combinar un disolvente o una mezcla de disolventes 6éptimos con una técnica
adecuada (Sammani et al. 2021). Los resultados obtenidos reflejan una mayor cantidad de
flavonoides en extractos Acuer, contrario a la literatura, donde los alcoholes son reconocidos
como los extractantes de mejor rendimiento (Pluempanupat et al. 2013). Una de las
desventajas generales de la extraccion Soxhlet para flavonoides es la termoestabilidad de
los compuestos dependientes de la temperatura y del tiempo de tratamiento. Las subclases
de flavonoides y sus matrices son muy diversas, por lo que no existe un pretratamiento de
muestras ni una técnica analitica ideales para determinarlos en su variedad de matrices
(Tzanova et al. 2020). En este sentido, realizar mayor control sobre el proceso de extraccion,
cuidando variables como temperatura y tiempo, puede mejorar procesos de extraccion mas

eficientes que puedan extraer selectivamente los flavonoides objetivo y minimizar las
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interferencias de la matriz, aumentando asi la sensibilidad y la selectividad del analisis de

flavonoides.

La determinacion de la actividad antimicrobiana de los extractos fue determinada en una
sola concentracion, lo que pudo haber limitado posibles descubrimientos de efectos,
ademas, se ha de mostrado que la actividad bactericida no es proporcional al contenido en
fenoles ni a la actividad antioxidante, comparando entre H. baylahuen y cedron (Aloysia
citrodora), ya que el cedron es el mas eficaz para inhibir el crecimiento bacteriano, aunque
es el extracto con menor actividad antioxidante. Esto indica que existen MS en el extracto
de cedron con actividad bactericida pero no con actividad antioxidante (Elgueta et al. 2021).
Otros estudios apuntan directamente a la composicion quimica de la especie como
responsable de la de la actividad antimicrobiana, como la presencia de cumarinas en H.
multifolius (Chiang et al. 1982) y diterpenos en el caso de H. uncinatus (Urzua et al. 2006).
Estudios preliminares informan que nueve especies de Haplopappus presentes de Chile, H.
diplopappus, H. anthylloides, H. schumannii, H. cuneifolius, H. velutinus, H. multifolius, H.
illinitus y H. foliosus, comparten actividades antimicrobianas similares, aunque difieren
drasticamente en la composicion quimica (Urzua et al. 1995). Otros estudios apuntan a la
selectividad, como H. uncinatus selectivo contra bacterias Gram-positivas (Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Micrococcus luteus y Staphylococcus aureus) con una actividad superior,
en algunos casos a la de los antibioticos comerciales, utilizando bajas concentraciones
(1000 hasta 2 pg/ml) (Urzua y Mendoza 2001), o el caso del aceite esencial de H. greenei
aplicado en estudios de actividad antimalarica, antimicrobiana y antifingica en muestras de
20 mg/ml, donde sélo se observo actividad antifungica contra los hongos patégenos de
frutillas (Colletotrichum acutatum, C. fragariae y C. gloeosporioides) (Demirci et al. 2006).
De acuerdo con estos antecedentes se recomendaria un nuevo estudio con distintas

concentraciones y patégenos.
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8. Conclusiones

Los extractos acuosos y metanolicos de H. grindelioides poseen una actividad antioxidante
demostrada en ensayos con radicales DPPH y ABTS+, siendo el resultado estable en el
tiempo. El efecto antioxidante de ambos 6rganos vegetales estudiados (raiz y parte aérea)
es comparable, debido a la presencia de MS que confieren sus actividades bioldgicas e
inhiben los radicales de forma similar, sin embargo, es en el extracto MetRa donde se
detectdé mejor inhibicion de ambos radicales y mayor presencia de MS evidenciados en los
valores FCAT y FGAE.

H. grindelioides posee diversos metabolitos secundarios, destacando la abundante
presencia de taninos y saponinas en su raiz.

La actividad antimicrobiana no fue efectiva, ya que no existié actividad de inhibicion fungica
o0 bacteriana a la concentracion ensayada.

Estos datos permiten establecer un antecedente sobre las propiedades de H. grindelioides,
ademas de destacar que, por primera vez, se evalué comparativamente la capacidad

antioxidante de raices, demostrando su posible uso.
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Anexo 1. Datos de absorbancia de extracto AcuRa de H. grindelioides utilizando el radical

DPPH.
mg/ml Abs 1 Abs 2 Abs3 %inh1l %inh2 %inh Promedio % de desvest
3 inh
0,2 0,681 0,665 0,711 4,755 0,746 -3,493 0,669 4,125
0.4 0,609 0,611 0,574 14,825 8,806 16,448 13,36 4,026
0,6 0,525 0,547 0,568 26,573 18,358 17,322 20,751 5,069
0,8 0,484 0,462 0,534 32,308 31,045 22,271 28,541 5,467
1 0,448 0,371 0,422 37,343 44,627 38,574 40,181 3,899
1,2 0,409 0,381 0,388 42,797 43,134 43,523 43,151 0,363
14 0,35 0,34 0,348 51,049 49,254 49,345 49,883 1,011
1,6 0,331 0,311 0,237 53,706 53,582 65,502 57,597 6,847
1,8 0,246 0,238 0,197 65,594 64,478 71,325 67,132 3,674
2 0,236 0,198 0,184 66,993 70,448 73,217 70,219 3,118
Control - 0,715 0,67 0,687
DPPH 0,848 0,838 0,88

Anexo 2. Datos de absorbancia de extracto AcuAer de H. grindelioides utilizando el radical

DPPH.
mg/ml Abs 1 Abs 2 Abs 3 %inhl %inh2 %inh3 Promedio Desvet
% de inh
0,2 0,7 0,715 0,739 7,773 4,667 2,763 5,068 2,529
0,4 0,633 0,646 0,646 16,601 13,867 15 15,156 1,374
0,6 0,618 0,622 0,6 18,577 17,067 21,053 18,899 2,012
0,8 0,556 0,587 0,594 26,746 21,733 21,842 23,44 2,863
1 0,485 0,555 0,528 36,1 26 30,526 30,875 5,059
1,2 0,441 0,497 0,45 41,897 33,733 40,789 38,807 4,428
14 0,4 0,444 0,434 47,299 40,8 42,895 43,665 3,317
1,6 0,351 0,383 0,348 53,755 48,933 54,211 52,3 2,924
1,8 0,302 0,299 0,31 60,211 60,133 59,211 59,852 0,556
2 0,266 0,263 0,277 64,954 64,933 63,553 64,48 0,803
Control - 0,759 0,75 0,76
DPPH 0,826 0,854 0,854
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Anexo 3. Datos de absorbancia de extracto AcuRa de H. grindelioides utilizando el radical
ABTS+.

mg/ml Abs 1 Abs 2 Abs 3 % inh 1 % inh 2 % inh 3 Promedio Desvest
% de inh
0,05 0,64 0,632 0,622 4,335 5,247 3,566 4,383 0,842
0,2 0,607 0,566 0,513 9,268 15,142 20,465 14,958 5,601
0,35 0,515 0,48 0,422 23,019 28,036 34,574 28,543 5,794
0,5 0,493 0,426 0,38 26,308 36,132 41,085 34,508 7,521
0,65 0,403 0,405 0,31 39,761 39,28 51,938 43,66 7,173
0,8 0,348 0,333 0,302 47,982 50,075 53,178 50,412 2,614
0,95 0,222 0,202 0,137 66,816 69,715 78,76 71,764 6,230
11 0,143 0,172 0,119 78,625 74,213 81,55 78,129 3,694
1,25 0,099 0,109 0,06 85,202 83,658 90,698 86,519 3,700
14 0,061 0,08 0,05 90,882 88,006 92,248 90,379 2,165
Control - 0,669 0,667 0,645

ABTS 0,718 0,719 0,715

Anexo 4. Datos de absorbancia de extracto AcuAer de H. grindelioides utilizando radical
ABTS+.

mg/ml Abs 1 Abs 2 Abs 3 % inh 1 % inh 2 % inh 3 Promedio = Desvest
% de inh
0,05 0,581 0,611 0,609 9,783 5,124 5,435 6,781 2,605
0,2 0,515 0,479 0,51 20,031 25,621 20,807 22,153 3,028
0,35 0,443 0,446 0,422 31,211 30,745 34,472 32,143 2,031
0,5 0,299 0,373 0,364 53,571 42,081 43,478 46,377 6,270
0,65 0,283 0,289 0,262 56,056 55,124 59,317 56,832 2,201
0,8 0,252 0,241 0,217 60,87 62,578 66,304 63,251 2,779
0,95 0,157 0,102 0,141 75,621 84,161 78,106 79,296 4,393
11 0,109 0,104 0,101 83,075 83,851 84,317 83,747 0,628
1,25 0,065 0,055 0,088 89,907 91,46 86,335 89,234 2,628
14 0,041 0,027 0,06 93,634 95,807 90,683 93,375 2,572
Control - 0,644 0,644 0,644

ABTS 0,706 0,706 0,706
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Anexo 5. Datos de absorbancia de extracto MetRa de H. grindelioides utilizando el radical

DPPH.
mg/ml Abs 1 Abs 2 Abs 3 %inhl %inh2 %inh3  Promedio desvest
% de inh
0,2 0,733 0,726 0,723 3,553 5,714 6,589 5,285 1,563
0,4 0,574 0,530 0,581 24,474 31,169 24,935 26,859 3,739
0,6 0,366 0,392 0,371 51,842 49,091 52,067 51,000 1,657
0,8 0,242 0,337 0,354 68,158 56,234 54,264 59,552 7,518
1 0,198 0,193 0,190 73,947 74,935 75,452 74,778 0,765
1,2 0,195 0,174 0,170 74,342 77,403 78,036 76,594 1,975
14 0,161 0,123 0,154 78,816 84,026 80,103 80,982 2,714
1,6 0,134 0,105 0,120 82,368 86,364 84,496 84,409 1,999
1,8 0,125 0,099 0,110 83,553 87,143 85,788 85,495 1,813
2 0,123 0,080 0,099 83,816 89,610 87,209 86,878 2,911
Control - 0,760 0,770 0,774
DPPH 0,859 0,821 0,828

Anexo 6. Datos de absorbancia de extracto MetAer de H. grindelioides utilizando el radical

DPPH
mg/ml Abs 1 Abs 2 Abs 3 %inhl %inh2 %inh3 Promedio desvest
% de inh
0,2 0,639 0,706 0,697 11,373 6,366 8,889 8,876 2,504
0,4 0,569 0,605 0,608 21,082 19,761 20,523 20,455 0,663
0,6 0,509 0,544 0,562 29,404 27,851 26,536 27,930 1,435
0,8 0,426 0,451 0,497 40,915 40,186 35,033 38,711 3,207
1 0,381 0,360 0,382 47,157 52,255 50,065 49,826 2,557
1,2 0,294 0,251 0,287 59,223 66,711 62,484 62,806 3,754
14 0,251 0,184 0,220 65,187 75,597 71,242 70,675 5,228
1,6 0,189 0,155 0,183 73,786 79,443 76,078 76,436 2,845
1,8 0,159 0,130 0,170 77,947 82,759 77,778 79,495 2,828
2 0,106 0,120 0,156 85,298 84,085 79,608 82,997 2,997
Control - 0,721 0,754 0,765
DPPH 0,834 0,826 0,813
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Anexo 7. Datos de absorbancia de extracto MetRa de H. grindelioides utilizando el radical
ABTS+.

mg/ml Abs 1 Abs 2 Abs 3 %inhl %inh2 %inh3  Promedio desvest

% de inh
0,05 0,608 0,65 0,58 12,392 7,275 9,938 9,868 2,559
0,12 0,526 0,569 0,504 24,207 18,83 21,739 21,592 2,692
0,19 0,474 0,509 0,442 31,7 27,389 31,366 30,152 2,398
0,26 0,4 0,422 0,366 42,363 39,8 43,168 41,777 1,759
0,33 0,331 0,338 0,293 52,305 51,783 54,503 52,864 1,443
0,4 0,262 0,272 0,223 62,248 61,198 65,373 62,94 2,171
0,47 0,152 0,194 0,148 78,098 72,325 77,019 75,814 3,069
0,54 0,14 0,15 0,101 79,827 78,602 84,317 80,915 3,009
0,61 0,08 0,098 0,056 88,473 86,02 91,304 88,599 2,644
0,68 0,015 0,06 0,02 97,839 91,441 96,894 95,391 3,454

Control - 0,694 0,701 0,644
ABTS 0,72 0,715 0,703

Anexo 8. Datos de absorbancia de extracto MetAer de H. grindelioides utilizando radical
ABTS+.

mg/ml Abs 1 Abs 2 Abs 3 %inhl %inh2 %inh3 Promedio desvest

% de inh
0,05 0,619 0,57 0,58 3,583 15,929 8,517 9,343 6,215
0,12 0,544 0,455 0,499 15,265 32,891 21,293 23,15 8,958
0,19 0,496 0,398 0,431 22,741 41,298 32,019 32,019 9,278
0,26 0,44 0,352 0,387 31,464 48,083 38,959 39,502 8,323
0,33 0,381 0,311 0,323 40,654 54,13 49,054 47,946 6,806
0,4 0,323 0,281 0,291 49,688 58,555 54,101 54,115 4,433
0,47 0,302 0,204 0,212 52,96 69,912 66,562 63,144 8,978
0,54 0,263 0,165 0,198 59,034 75,664 68,77 67,823 8,355
0,61 0,145 0,102 0,158 77,414 84,956 75,079 79,15 5,162
0,68 0,128 0,07 0,121 80,062 89,676 80,915 83,551 5,321

Control - 0,642 0,678 0,634
ABTS 0,697 0,72 0,682




Anexo 9. Curva de calibracion equivalentes de Acido galico (GAE).
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Anexo 10. Curva de calibracion equivalentes de trolox (TLX).
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Anexo 11. Curva de calibracion de acido galico para Folin C. (FGAE).
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Anexo 12. Curva de calibracion de Catequina para Flavonoides (ECAT).
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Anexo 13. Absorbancia ICso de los extractos para equivalentes de acido gélico (GAE).

Extracto ICso0 Absorbancia

MetAer 0,96+0,07 d 0,391 0,397 0,385
MetRa 0,66%0,01 c 0,352 0,317 0,312
AcuAer 1,54+0,05 a 0,423 0,412 0,414
AcuRa 1,39+0,03 b 0,385 0,375 0,32

Anexo 14. Absorbancia ICso de los extractos para equivalentes de Trolox (TLX).

Extracto ICso0 Absorbancia

MetAer 0,36+0,05 b 0,315 0,301 0,307
MetRa 0,32+0,01 b 0,282 0,201 0,287
AcuAer 0,61+0,00 a 0,236 0,28 0,299

AcuRa 0,72+ 0,05 a 0,22 0,22 0,216

48



Anexo 15. Gramos utilizados para cada extracto vegetal.

Extracto  Extracto obtenido (g) Material vegetal seco (g)
MetAer 11.18 39.08
MetRa 11.41 39.20
AcuAer 8.44 40.36
AcuRa 13.24 39.76
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