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RESUMEN

Nicotiana glauca Graham (Solanaceae), conocida como “palan-palan”, es
una especie ampliamente utilizada en la medicina tradicional por sus propiedades
antiinflamatorias, cicatrizantes y antimicrobianas. Sin embargo, su toxicidad,
atribuida principalmente al alcaloide anabasina, plantea la necesidad de estudios
que evalten su composicion quimica y su potencial aplicacion farmacéutica.

El objetivo de este trabajo fue realizar un analisis micrografico y
fitoquimico de hojas, tallos y flores de N. glauca, con el fin de aportar evidencia
cientifica que complemente el conocimiento tradicional y explore posibles usos en
formulaciones topicas. EI material vegetal fue recolectado en la provincia de
Misiones (Argentina), acondicionado y sometido a procesos de extraccion con
metanol. Se aplicaron técnicas de microscopia, volumetria y cromatografia en capa
delgada (TLC), ademas de ensayos antioxidantes mediante el método ABTS.

Los resultados confirmaron la presencia de metabolitos secundarios de
interés farmacologico, como alcaloides, taninos, flavonoides y é&cidos
hidroxicinamicos. Los extractos de hoja presentaron mayor proporcion de
flavonoides, mientras que los de flor fueron mas ricos en &cidos hidroxicinamicos.
Ambos mostraron actividad antioxidante. EIl andlisis micrografico permitio
describir caracteristicas anatomicas de hojas, tallos y flores, aportando informacion
adicional a la registrada en la bibliografia.

Estos hallazgos respaldan el potencial de N. glauca como fuente de
compuestos bioactivos aplicables en formulaciones topicas, particularmente en el
tratamiento de afecciones cutdneas como acné y forunculos. Se propone su
investigacion como alternativa no antibidtica, contribuyendo a reducir el uso
innecesario de antibioticos y la resistencia bacteriana. No obstante, la elevada
toxicidad de la especie exige estudios adicionales para garantizar la seguridad de

sus posibles aplicaciones.
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1 INTRODUCCION

El empleo de plantas medicinales constituye una de las practicas mas
antiguas y universales dentro de las culturas humanas. En Argentina, al igual que
en gran parte del mundo, numerosas especies vegetales han sido utilizadas
tradicionalmente para el tratamiento y prevencion de distintas enfermedades,
transmitiendo este conocimiento de generacion en generacion (Arias, 1999;
Consolini & Migliori, 2005). Entre estas especies se encuentra Nicotiana glauca
Graham, conocida cominmente como “paldn-paldn”, una planta perteneciente a la
familia Solanaceae, distribuida en diferentes regiones del pais y de otras zonas
templadas del mundo (Lahitte et al., 1998).

El N. glauca se caracteriza por su amplia aplicacion etnomedicinal,
especialmente en comunidades originarias y rurales. Sus hojas y otras partes aéreas
han sido empleadas como antirreumaticas, cicatrizantes, antiinflamatorias y en el
tratamiento de diversas afecciones (Martinez Crovetto, 1965; Lahitte & Hurrel,
1998; Moerman, 1998). Sin embargo, pese a estos usos tradicionales, la planta
posee una toxicidad significativa atribuida a la presencia de alcaloides como la
anabasina, lo que plantea la necesidad de estudios rigurosos que permitan
comprender mejor su composicion quimica, sus posibles beneficios terapéuticos y
los riesgos asociados a su consumo (Reichman et al., 2008; Shishkin et al., 2015).

Desde la perspectiva farmacogndstica, el andlisis fitoquimico resulta una
herramienta esencial para identificar y caracterizar los metabolitos secundarios
presentes en la especie. Dentro de estos compuestos, destacan flavonoides, taninos
y alcaloides, que poseen reconocida actividad biologica y farmacoldgica (Martinez-
Florez et al., 2002; Herrera-Fuentes et al., 2017; Henning et al., 2013). Asimismo,
la cromatografia en capa delgada (TLC) y las pruebas volumétricas permiten
evaluar cualitativamente la presencia de dichos compuestos, mientras que ensayos
antioxidantes ofrecen informacion relevante acerca de su potencial aplicacién en la
salud (Wagner & Bladt, 1996; Zampini et al., 2010).

En este contexto, el presente trabajo tiene como objetivo realizar un analisis
micrografico y fitoquimico de Nicotiana glauca, a fin de aportar informacion

cientifica que complemente el conocimiento tradicional sobre la especie. De esta
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manera, se busca contribuir al estudio de sus metabolitos secundarios, generar datos
que fundamenten sus posibles usos farmaceéuticos y, al mismo tiempo, alertar sobre

los riesgos que implica su toxicidad.

13
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2 OBJETIVO E HIPOTESIS
2.1 Objetivo General:
Realizar un analisis micrografico y fitoquimico de Nicotiana glauca.
2.2 Objetivos Especificos:
v Acondicionar el material vegetal.

v" Obtener preparados de la droga vegetal mediante técnicas farmacobotanicas
clasicas.

v Realizar extractos por métodos farmacopeicos.
v" Poner a punto y analizar los extractos mediante TLC bidimensional.
v" Reconocer principios activos vegetales mediante pruebas volumétricas.
2.3 Hipdtesis
Caracterizar a Nicotiana glauca por micrografia cualitativa, técnicas de
cromatografia en capa delgada y volumetria.
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3 MARCO TEORICO

De acuerdo con la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) una planta
medicinal es cualquier planta utilizada con la finalidad de aliviar, prevenir y/o curar
una enfermedad o de alterar procesos psicolégicos y patoldgicos, o cualquier planta
empleada como fuente de drogas o precursores de estas (Arias, 1999).

El uso de plantas silvestres para la medicina forma parte del conocimiento
tradicional. En la Argentina se utilizan unas 750 especies vegetales, de las cuales
algunas son autoctonas, que se obtienen de su ambiente silvestre. (Consolini, A. &
Migliori, G. 2005).

A través de la historia, los distintos grupos étnicos que habitaron el territorio
que actualmente ocupa la provincia de Misiones se sirvieron de su riqueza natural
para encontrar sustento y configurar sus formas de vida. El uso doméstico de
especies vegetales para el tratamiento de enfermedades fue una préactica habitual
durante varios siglos y aun persiste en los diferentes grupos culturales,
transmitiéndose a traves de generaciones. (Fernandez Castalén, 2017)

Es sabido que aun actualmente en nuestra provincia se mantiene muy fuerte
el uso de plantas medicinales, ya sea por herencia, tradiciébn u como opcién de

tratamiento.

Nicotiana Glauca Graham.

3.1 Descripcion boténica y taxonomica

Nicotiana Glauca Graham (figura 1y 2) conocida como “palan-palan” es
un Arbol pequefio, nativa de Argentina, presente en Brasil, Paraguay y Bolivia,
posee una distribucion cosmopolita en climas templados alrededor del mundo.
Pertenece a la familia Solanaceae. Se caracteriza por presentar una altura entre 2-5
metros; hojas largamente pecioladas, glaucas, aovadas o elipticas, flores numerosas
pediceladas dispuestas en amplias panojas terminales; corola tubulosa de color
amarillo, cubierta con una suave pubescencia. Florece durante los meses de
primavera a otofio y fructifica en verano. El fruto es una capsula ovoide, provista

de numerosas semillas pardas y reticuladas en su interior (Lahitte et al., 1998).

15
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Figura 1: Foto &rbol N. Glauca, foto de autora.

AR
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Figura 2: Nicotiana glauca Graham (Agra et al. 6000). A. Rama
floreciente; B. Flor aislada; C. Detalle del estambre que muestra la antera; D.
Fruto con cdliz persistente, afiadir; y. Detalle del filete en la region basal; F.
Estilete con estigma de tipo bilobulado, extraido de (Silva et al., 2007).

La clasificacion taxondmica se detalla en la tabla 1:

Tabla 1. Taxonomia Nicotiana Glauca

Division Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales

Familia Solanaceae

Genero Nicotiana L.

Especie Nicotiana glauca Graham

Nota: Tabla realizada por la autora, adaptada la informacion de ITIS: Integrated
Taxonomic Information System — Report
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3.2 Usos etnomedicinales:

El Palan palan (Nicotina glauca) es una especie muy utilizada desde hace
afios en medicina tradicional. Los indigenas Wichi, que habitan en las provincias
de Chaco, Salta y Formosa, utilizando esta especie como antirreumatico,
antiartritico, en la curacion de llagas, lastimaduras, quemaduras, maduracion de
foranculos y abscesos. También usan las hojas como cicatrizante para curar
mordeduras de viboras o heridas cortantes. Las hojas frescas se utilizan para las
paperas (Lahitte & Hurrel, 1998), se aplican de forma externa como
antiinflamatorio y antirreumatico (Moerman, 1998).

Se utiliza para tratar quemaduras y Enfermedades inflamatorias en Italia
(Morel et al., 1998).

Muy empleado en forma tépica (decoccion de las hojas sobre un lienzo, o
también las hojas flameadas o maceradas) para aliviar dolores reumaéticos o
traumaticos (Marzocca, 1997).

Segun Janakat y Al-Merie (2002), se utiliza a N. glauca como planta para
tratar la ictericia en la medicina popular jordana.

También se aplica en casos de parotiditis y hemorroides (indios Vilelas del
Chaco). En forunculosis se aplican las hojas desprovistas de la epidermis por el haz,
como antibacteriano y para facilitar la eliminacién de pus. Por via interna las
infusiones (muy diluidas) se recomiendan como antiespasmadico ligero y sedante
(Martinez Crovetto, 1965).

En Ecuador utilizan las hojas en infusion como antiviral. Las cataplasmas
de palan-palan son aplicadas sobre picaduras de insectos o mordeduras de viboras,
una vez extraido o succionado el veneno (Alonso, 2004).

Ademas, las hojas hervidas sirven para tratar el acné y para calmar el dolor
de muelas (Falasca, 2011).

3.3 Toxicidad

La planta de Nicotiana Glauca tiene presente a la anabasina, un alcaloide
que es extremadamente peligrosa para personas y animales (Alharthi et al., 2021;
DiTomaso et al., 2013; Rinez et al., 2012; Trifa et al., 2020;). La anabasina puede

inducir anomalias fetales en animales incluso si la madre come pequefias cantidades
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de esta planta durante el embarazo temprano (DiTomaso et al., 2013; Trifa et al.,
2020).

En San Diego, California. Castorena, J.L et al (1987) reporta una muerte por
consumo de Nicotiana Glauca, debido a la Anabasina.

En Jerusalén Furer et al. (2010), informa de dos casos de intoxicacién en
una familia luego de haber consumido la planta, afortunadamente en este caso las
personas recibieron atencion medica justo a tiempo.

Imane et al. (2021) reportaron un caso de intoxicacion tras el uso tpico de

N. Glauca en quemaduras de tercer grado en una nifia de 5 afos.

3.4 Constitucion quimica

Los componentes quimicos de N. Glauca comprenden de mayor a menor
medida a Alcaloides: anabasina; n’-nor-anabasina; anatabina; 2-3’-bipiridina;
cotinina; miosmina; nicotelina; nicotina; nor-nicotina; nicotina-1’-néxido; &cido
nicotinico; 3-acetilpiridina; etilendiamina y 4-metoxi-cinamoil Amidas: N (2°,
Ne6’-dietilfenil)-2-cloroacetamida y  N-(butiloximetil)-N-(2’,6’-dietilfenil)-2-
cloroacetamida. Acidos grasos: &cido palmitico, 4cido linoleico y acido oleico,
deshidrocolesterol, vitamina D3, 25(0H)D3 y 1 y 25(0OH)2D3. Cumarina:
escopoletina. Esteroides: 2-sitosterol, daucosterol. Flavonoide: rutina. Taninos.
(Silva et al., 2007).

3.5 Flavonoides:

Los flavonoides son compuestos fendlicos de bajo peso molecular que estan
presentes en los vegetales y que protegen al organismo del dafio producido por los
agentes oxidantes. Estan ampliamente distribuidos en las plantas como pigmentos
naturales, ubicandose principalmente en las partes aéreas: hojas, flores y frutos,
siendo algunos los responsables del color amarillo de ciertas flores (Martinez-
Flérez et al., 2002).

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un nimero variable de
grupos hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros
metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante.
(Martinez-Florez et al., 2002).
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Los flavonoides (figura 3) son estructuras del tipo C6-C3-C6, con dos
anillos aromaticos (bencénicos) unidos entre si por una cadena de 3 carbonos
ciclada a través de un oxigeno. Todos los flavonoides poseen un carbonilo en la
posicion 4y las variaciones se producen en las posiciones 1, 2 y 3 de la unidad C3
y en el anillo B. Son estructuras hidroxiladas (OH) en el anillo aromatico y, por lo
tanto, son polinefélicas (Kuklinski, 2000).

La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las
propiedades redox de sus grupos hidroxifendlicos y de la relacion estructural entre
las diferentes partes de la estructura quimica. Esta estructura bésica permite una
multitud de patrones de sustitucion y variaciones en el anillo C. En funcion de sus
caracteristicas estructurales se pueden clasificar en:

1) Flavanos con un grupo -OH en posicién 3 del anillo C.

2) Flavonoles, representados por la quercetina, que posee un grupo
carbonilo en posicion 4 y un grupo -OH en posicion 3 del anillo C.

3) Flavonas, que poseen un grupo carbonilo en posicion 4 del anillo C y
carecen del grupo hidroxilo en posicion C3.

4) Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicién 3 pero ademas
poseen un doble enlace entre los carbonos 3y 4 del anillo C (Martinez-Flérez et al.,
2002).

Antocianiding

Flavanol|

Flavona Flavonol
Figura 3: Flavonoides. Estructura basica y tipos. Extraido de Martinez-

Florez et
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3.6 Taninos

Los Taninos son metabolitos polifendlicos ampliamente distribuidos en el
reino vegetal. Se localizan en todas las partes de las plantas y su concentracion es
variable a lo largo del ciclo vegetativo. En la medicina tradicional se usan
externamente, los preparados a base de drogas ricas en taninos, como las
decocciones, se emplean para detener pequefias hemorragias locales; en
inflamaciones de la cavidad bucal, catarros, bronquitis, quemaduras, hemorroides.
poder antiséptico para prevenir germinacion de hongos y crecimiento de parasitos.
(Herrera-Fuentes et al., 2017)

3.6.1 Clasificacion:

Dada su diversidad quimica y estructural, estos compuestos suelen
clasificarse como:

- Taninos hidrolizables:

Son moléculas polifenodlicas de tamafio discreto, de naturaleza no
polimérica, capaces de ser hidrolizados por acidos o enzimas a un azucar y a un
acido carboxilico fenélico. Corresponden al parecer, a los de mayor distribucion en
el reino vegetal. Se caracterizan por ser muy solubles en agua, sobre todo en agua
caliente, formando soluciones coloidales. Son sélidos amorfos muy higroscopicos
de color amarillo pardusco. Cuando estan relativamente puros, disminuyen su
solubilidad en agua y son mas cristalinos. Son, por tanto, también més solubles en
solventes organicos de relativa polaridad, en particular el metanol y el etanol.
(Herrera-Fuentes et al., 2017)

Los que se encuentran en forma glicosidica se pueden hidrolizar parcial o
totalmente durante el proceso de extraccion y se precipitan con facilidad de las
soluciones donde se hallan, por adicidn de acidos minerales. De ellos se diferencian
dos tipos.

Galotaninos: Estructuralmente, son ésteres del acido galico con la glucosa
o0 un polisacarido, o la variante derivada del acido metadigalico.

Elagitaninos: Son taninos que producen por hidrélisis tanto el acido galico,
como algunos de sus derivados. No necesariamente aparecen fusionados en sus

origenes a la glucosa, sino que pueden aparecer despues de la hidrolisis, por la
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regeneracion de los agrupamientos lactonicos. Agregan las estructuras del acido
elagico e hidrogélico. (Miranda & Cuellar, 2012)

Taninos condensados:

Los taninos condensados son moléculas oligoméricas o poliméricas de
unidades flavan-3-ol, unidas a traves de enlaces C-4 a C-8, 0 menos frecuentemente,
C-4 a C-6 de dos unidades consecutivas de diverso tamafio y constitucion segun su
origen, ademas son resistentes a la hidrolisis. También presentan mucha dispersion
en el reino vegetal, y se considera como caracteristica fundamental, que producen
antocianidinas y catequinas pro calentamiento con &cidos diluidos. Se condesan con
proteinas cuya estructura depende l6gicamente de la masa molecular. De ellos se
reconocen tres tipos. Catequinas (flavan-3-oles): Se encuentran, por lo general,
libres en la naturaleza y responden estructuralmente a las variantes: catequina y
galacotaquina. Los miembros mas comunes sélo difieren del nimero de OH en el
anillo B, los cuales no se han encontrado metilados. Se ha demostrado que el
hidroxilo en la posicion 3, se une por puente de hidrégeno con el oxigeno
heterociclico. Leucoanatocianidinas (flavan-3,4-dioles): Se diferencian de las
catequinas en que estas producen productos insolubles, de color amarillo oscuro,
cuando se calientan con acidos; mientras los flavn-3,4- dioles producen, ademas de

esto, flobafenos y algunas antocianidinas. (Herrera-Fuentes et al., 2017)

3.7 Alcaloides:

Constituyen un grupo de numerosos compuestos secundarios nitrogenados
aislados tradicionalmente de plantas vasculares. Estructuralmente contienen uno o
varios atomos de nitrégeno en su molécula, a menudo formando parte de un anillo
heterociclico. En un principio se los definié como aquellas sustancias de origen
natural, nitrogenadas y de reacciéon alcalina, derivadas biosintéticamente de
aminoéacidos, de distribucion restringida y de actividad farmacoldgica significativa;
aunque esta definicion caracterizaria solo a los alcaloides verdaderos. En cuanto a
sus propiedades, la mayoria son de carécter basico, cristalinos, aunque algunos
forman precipitados amorfos y unos pocos son liquidos a temperatura ambiente

(como la nicotina, la coniina y la esparteina); no tienen olor, son amargos y en
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general incoloros (aunque también hay excepciones, como la berberina y la
sanguinarina). Su peso molecular oscila entre 100 y 900, y su basicidad se 18 debe
a gque normalmente el nitrdgeno posee un par de electrones no compartidos.
(Henning et al., 2013)

Segln la composicion elemental pueden clasificarse en ternarios o
cuaternarios: - los ternarios 0 no oxigenados por lo general se presentan como
liquidos oleosos, volatiles y arrastrables por vapor de agua, caracteristicas que se
tienen en cuenta para su determinacion cuantitativa a traves de una destilacion (ver:
Métodos de extraccion en este Capitulo). En la figura 2 se puede verificar la
ausencia de atomos de oxigeno en las estructuras de la coniina en la cicuta (Conium
maculatum), la esparteina en retama (Spartium junceum) y la nicotina en tabaco

(Nicotiana tabacum). (Henning et al., 2013)

3.7.1 Anabasina

Es el alcaloide piperidinico més abundante en Nicotiana glauca,
constituyendo hasta el 98% del contenido total de alcaloides en las hojas (Reichman
et al., 2008; Mizrachi et al., 2012).

Estructuralmente, la anabasina es similar a la nicotina, con una diferencia
clave en el anillo de piridina/piperidina. Es un potente agonista de los receptores
nicotinicos de acetilcolina (hnAChR), actuando de manera similar a la nicotina, pero
con una potencia y selectividad diferentes (Shishkin et al., 2015).

La anabasina ha sido objeto de investigacion debido a su actividad en los
receptores nicotinicos de acetilcolina, que son objetivos importantes para el
desarrollo de farmacos para enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer
y el Parkinson, asi como para la adiccion a la nicotina. Sin embargo, su toxicidad
es un factor limitante (Shishkin et al., 2015).

La alta toxicidad, de la planta de Nicotiana Glauca es atribuida casi en su
totalidad a la anabasina este alcaloide es altamente tdxico que puede ser letal tanto

para humanos como para animales (Reichman et al., 2008).
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ambasina
3-(2-piperidinil) piridina
2-(3-beta-piridil) piperidina
Figura 4: Ambasina alcaloide principal en Nicotiana Glauca, Extraido de
Alonso, 2004.
Otros alcaloides presentes, aunque en menor proporcion, son la nornicotina

y la cotinina, productos de la metabolizacion de la anabasina (Mizrachi et al., 2012).

3.8 Andlisis fitoquimico:
El andlisis fitoquimico tiene como objetivo determinar los metabolitos
secundarios presentes en la especie vegetal a estudiar, aplicando para ello una serie

de técnicas de extraccion, de separacion, y purificacion (Olivera et al., 2017).

3.9 Método de extraccioén:
La extraccion es una operacion fundamental en el laboratorio que consiste
en aislar, mediante un disolvente, una fraccion determinada de una muestra,

procurando que el resto de sus componentes permanezca lo mas intacto posible.

3.10 Maceracion:

Es un método de extraccion, que consiste en poner en contacto la droga seca
triturada con el disolvente utilizado para la extraccién a temperatura ambiente,
manteniéndolo todo en agitacién durante un tiempo determinado que depende de
las caracteristicas de la droga y de la naturaleza de los principios activos
(normalmente dias). Se utiliza generalmente agua, glicerina o0 mezclas

hidroalcohdlicas. A continuacidn, se decanta el conjunto obteniéndose por una parte
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el extracto liquido con los principios activos y por otra el residuo de la droga
(Kuklinski, 2000).

3.11 Cromatografia:

La cromatografia es un método por el cual las sustancias se separan
mediante un proceso de migracion diferencial en un sistema que consta de dos fases.
Una fase que fluye continuamente en una direccién dada (fase movil) y otra que
permanece fija (fase estacionaria) (Farmacopea Argentina, 2013).

La cromatografia en capa delgada es cominmente empleada para la
identificacion de sustancias. EI mecanismo de separacion predominante es la
adsorcion, pero dependiendo del adsorbente empleado pueden observarse también
fendmenos de particion (Farmacopea Argentina, 2013).

En cromatografia en capa delgada el adsorbente esta constituido por una
capa uniforme y relativamente delgada de un material finamente pulverizando que
se aplica sobre una placa rigida de vidrio, plastico o metal. En cambio, la
cromatografia en columna se emplea para la separacion de sustancias en escala
preventiva (Farmacopea Argentina, 2013).

Los componentes separados por cromatografia deben poder ser visualizados
de alguna manera, hecho que no constituye un problema para sustancias coloreadas
como los pigmentos, pero cuando los componentes a separar no pueden ser
observados a simple vista es necesario recurrir a diversas herramientas de
deteccidn, las cuales se denominan reveladores (Sgariglia, et al., 2010).

Los reveladores pueden ser fisicos o quimicos. Los reveladores fisicos
comprenden por ejemplo ldmparas que emiten luz UV, la cual permite visualizar
componentes que por sus caracteristicas quimicas son capaces de emitir
fluorescencia (ej. compuestos fendlicos), la exposicion al calor también puede
generar ciertos cambios en los componentes separados (e]. acelerar la oxidacion de
éstos) que permitan visualizarlos. Los reveladores quimicos son sustancias
guimicas con reactividad, la cual generalmente es especifica para grupos
funcionales determinados en una molécula, y a través de éstos es posible seleccionar

qué tipo de moléculas (componentes) queremos visualizar. En este sentido vale la
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pena mencionar que cuando se conocen exactamente los componentes que se
pretenden separar mediante cromatografia, se aprovechan las propiedades de éstos
para seleccionar aquellos reveladores que permitan detectarlos con mayor

especificidad e inequivocamente (Sgariglia, et al., 2010).

3.12 Reveladores quimicos:

3.12.1 Reactivo NP/PEG:

Este revelador es especifico para la deteccion de flavonoides. Este se emplea para
detectar flavonoides y glicésidos de flavonas, consiste en una mezcla de
difenilboriloxietilamina (NP) y polietilenglicol etandlico 6000 (PEG) en una razon
de (5:4). Produce inmediatamente después de rociada la placa y bajo luz UV a 365
nm una intensa fluorescencia que emite un color que va desde anaranjado, amarillo
verdoso y verde oscuro, dependiendo de la estructura de los flavonoides (La Hoz,
2009).

3.12.2 Antioxidantes:

Se determino la presencia de Antioxidantes por el método ABTS+. Este
método se fundamenta en la cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS+,
debido a su reduccion a ABTS por la accion de antioxidantes. El radical cationico
ABTS+ es un cromdforo verde azulado que absorbe a una longitud de onda de 734
nm y se genera por una reaccion de oxidacion del ABTS (2,2'-azinobis-3-¢til
benzotiazolin-6-sulfonato de amonio) con persulfato de potasio. De esta manera el
grado de decoloracién como porcentaje de inhibicion del radical ABTS+ esta
determinado en funcion a la concentracion (Rioja Antezana et al., 2018). El
ABTSe+ se logra haciendo reaccionar 2.45 mM de persulfato de potasio equivalente
a0,0033 g con 7 mM de ABTS equivalente a 0,0194 g en un frasco.

Posteriormente se afiade 5 ml de agua destilada (figura 4). Esta mezcla se
agita y el frasco se cubre con papel de aluminio dejandolo reposar durante 12 a 16
hs. Es importante que se lo deje en la oscuridad (Gruszycki et al., 2019).

Dicho radical pierde su coloracion caracteristica frente a compuestos
antioxidantes, debido a que éste cede su electron produciendo regiones con

manchas claras. Para esto se realiza un fondo, el cual se logra adicionando 1 ml de
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ABTSe+ sobre 3 ml de agar al 0,9%. Esta mezcla se vierte sobre la placa de CCD
la cual presenta una corrida previa y se deja enfriar hasta que solidifique.
Posteriormente la misma, en condiciones de oscuridad, se incuba a
temperatura ambiente. Al cabo de 1 minuto se determinan los resultados. La
importancia de la utilizacion del agar radica en que aumenta la sensibilidad del
ensayo (Zampini et al., 2010)
Por lo mencionado anteriormente se propone analizar la actividad

antioxidante de Nicotiana Glauca, usando el método ABTS+.
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4 MATERIALES Y METODOS
4.1 Justificacion de la metodologia de trabajo
La metodologia del presente trabajo est4d enmarcada en el Proyecto de
Investigacion “Aislamiento biodirigido de compuestos fendlicos presentes en
plantas medicinales pertenecientes a la familia Asteraceae de la provincia de
Misiones” COD 16Q2399-TI.



Figura 5: Diagrama trabajo de laboratorio, confeccionado por autora.
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4.3 Recoleccidn e identificacion del material vegetal

En primer lugar, en octubre de 2024 se acercé una muestra a la catedra de
farmacobotanica que fue de nexo con la Prof. Naike Gonzéalez que fue la encargada
de la identificacion para confirmar si la muestra era correspondia a Nicotiana
Glauca Graham.

Posterior a una identificacion positiva se procedio a recolectar el material
vegetal consistio en partes aéreas (tallos, hojas y flores) de Nicotiana Glauca
Graham, los cuales fueron recolectados en noviembre del afio 2024 en la ciudad de
Ruiz de Montoya, Misiones, Argentina. Una vez recolectada la muestra fue
colocada en una bolsa y transportada a Posadas, y llevada a la catedra de
farmacobotanica donde fue secada a estufa y guardada en sobre de papel hasta su

utilizacion.

4.4  Acondicionamiento de droga vegetal

Para el acondicionamiento del material vegetal en primer lugar se separo el
material ya seco, por un lado, el tallo y hojas, por otro la parte reproductiva. (Figura
6).

Figura 6: material clasificado en hojas y de parte reproductiva, foto de
autora.

Luego se procedio a la molienda de cada uno por separado hasta llegar a
polvo fino, se pesd y se reservd en sobres de papel hasta la preparacion de los
extractos. (Figura 7'y 8).
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Figura 7: Hojas llevadas a polvo fino mediante molienda con mortero, foto

de autora.

I

Figura 8: Muestra vegetal de tallo y hoja post molienda. Foto de autora.

Finalmente se procedié al pesado de cada molienda por separado y se
almacenaron en sobres de papel rotulados hasta su uso.
4.5 Analisis micrografico

Se realizaron cortes transversales a mano alzada de tallo y hoja de Nicotiana
Glauca Graham, mediante la utilizacion de navajas. Los cortes fueron pasados por
hipoclorito de sodio, lavados con agua y luego tefiidos con safranina (Figura 9) para
ser montados en porta objetos, y observados bajo microscopio.

Ademas, se realizo peeling de la hoja y se observo bajo lupa las flores y
semillas.
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Figura 9: tefiido con safranina de cortes de hoja de N. Glauca. Fotos de

autora.

4.6 Extractos

Segun FA 7, primer suplemento, son formas farmacéuticas liquidas,
semisolidas y plasticas o sélidas y pulverulenta, obtenidas por agotamiento de
drogas vegetales o animales con solventes apropiados, que luego se evaporan
parcial o totalmente, ajustando el residuo a tipos determinados para cada droga

(Farmacopea Argentina, 2018).

4.6.1 Extracto crudo de hojay tallo; extracto crudo de parte reproductiva.
Una vez obtenido la muestra molida se procedi6 a realizar los extractos
secos. Para los extractos se usaron:
- Para el extracto de las partes reproductiva 2,010 g de la muestra molida
y se midieron 50 ml de metanol anhidro. (Figura 10)
- Enel extracto de hoja 10 g de la muestra molida (Figura 11) y se midi6

100 ml de metanol anhidro.
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Figura 10: Pesado de molienda de muestra de parte reproductiva para

extracto seco. Foto de autora

w3 T

Figura 11: Pesado de molienda de muestra hojas para extracto seco. Foto

de autora.
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Figura 12: Elementos utilizados para los extractos secos. Foto de autora.

En ambos casos se los coloco dentro de frascos color caramelo, se los tapo
y se los dejo en agitacion usando el agitador magnético AMC20 FAC (FABRICA
DE APARATOS CIENTIFICOS S.A.), sin calefaccion, por 14 dias en el caso del
extracto de hoja y por 7 dias el de flor, (figura 13.). Pasado el tiempo, se filtro
ambos al vacio con Kitasato y papel filtro para obtener el extracto crudo (figura 14),
se paso posterior a fraccionar este liquido en placas de Petri para ser secadas en
estufa a 60° C por 6 dias. (figura 15)

Figura 13: extractos crudos de Hoja a la derecha y de flor a la izquierda

de N. Glauca. Foto de autora.



20N Universidad Nacional de Misiones 35
rw Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales

Figura 14: Filtrado al vacio, con Kitasato de extracto crudo de hoja de

Nicotiana glauca., foto de autora.

\ —

Figura 15: placa de Petri con extracto crudo de Nicotiana glauca en estufa.

Foto de autora.

Ademas, se realiz6 la pesada del frasco contenedor del extracto seco, a
través de la balanza analitica DENVER INSTRUMENT APX-200 el cual se
encontraba, vacio, limpio y sin tapa.

Una vez evaporado totalmente el solvente seco, con una espatula de acero
se procedio a raspar las placas de Petri para la obtencién del extracto seco de

Nicotiana Glauca, (figura 16).
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Figura 16: Obtencidn de extracto seco de N. Glauca por raspado de placas.
Foto de autora.

Se colectd los extractos secos en los frascos previamente pesados y
nuevamente se realizd el mismo procedimiento de medicién, mediante el
instrumento ya mencionado.

Esto permiti6é calcular, a través de la aplicacion de una diferencia (ver

Ecuacion 1), el valor del peso del extracto seco de N. Glauca.

Ecuacion 1. Célculo del peso de extracto seco de hoja de N. Glauca.
PES = PVES — PVV

Donde:

- PES, es el peso del extracto seco (g)

- PVES, es el peso del vial con extracto seco (g)

- PVV, es el peso del vial vacio (g)

A continuacion, se rotularon los frascos con el extracto seco de hoja y de
flor de N. Glauca, con los datos pertinentes, y se lo llevd para su conservacién a
4°C, en la HELADERA PHILCO TOP MOUNT PHCT290, hasta su uso para la
cromatografia.

Otro célculo efectuado fue el porcentaje de rendimiento de la maceracion
del extracto seco, mediante la siguiente Ecuacion 2:

Ecuacion 2. Determinacion del porcentaje de rendimiento del extracto seco

de hojas y del extracto seco de flor de N. Glauca obtenido a partir de la maceracion.
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., g obtenidos
% R maceracion = x 100
g de muestra

Donde:

- %R maceracion, es el porcentaje del rendimiento de extracto seco de
tallo de N. Glauca, obtenido a partir de la maceracion.

- g obtenidos, son los gramos obtenidos del extracto seco de tallo de N.
Glauca obtenido de la Ecuacion 1.

- g muestra, es el peso en gramos de partida de la droga vegetal.

4.6.2 Extracto para la utilizacion en las técnicas cromatogréaficas
Para la siembra de las placas cromatograficas se prepararon a partir de los
extractos de hoja y de flor una dilucion, utilizando en ambos casos una alicuota de

estos y ambos se diluyeron en dos viales por separado, con 5 ml de metanol anhidro.

4.7 Volumetria

Para este ensayo se tomo6 como referencia al trabajo de Alghamdi, (2020).
Se tomo una alicuota de 1 ml del extracto de hoja y tallo y otra de 1 ml del extracto
de flor (obtenidos segun lo detallado en el 4.6.1). Cada alicuota se colocé en un
tubo de ensayo y se le afiadieron 3 ml de agua destilada, agitando vigorosamente
para asegurar la homogeneizacion. Este procedimiento se realizé por duplicado, con
el fin de disponer de muestras para las experiencias de volumetria.

Para la determinacion de alcaloides, se empled un tubo de cada extracto y
se prepard ademas un tubo patron con 1 ml de atropina y 3 ml de agua destilada. A
los tres tubos se les adicion6 una gota de reactivo de Dragendorff, con el objetivo
de evidenciar la presencia de alcaloides. (Figura 17)

Los dos tubos de ensayo restantes fueron utilizados para la determinacion
de taninos. A cada uno se les agreg6 una gota de solucion de FeCls, registrandose

las reacciones caracteristicas.
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Figura 17: extracto de hoja (A) y extracto de flor (B), previo al ensayo.

Foto de autora.

4.8 Puesta a punto del ensayo autografico

El extracto vegetal se ensayd por cromatografia en capa delgada (TLC)
unidireccional como método de analisis preliminar de la composicion quimica
(Wagner, 1996) fue hecha a duplicado y comparandolo con rutina como patron,
utilizando revelador NP/PEG especifico para determinar los flavonoides. También
se determind la capacidad antioxidante del extracto utilizando un sistema con ABTS
(Zampini et al., 2010).

Seguido se realizé una corrida de TLC bidimensional para separar mejor los
compuestos quimicos de interés segun metodologia descripta en (Wagner, 1996).
Para revelar la placa se utilizaron los mismos reveladores quimicos que en la TLC
unidimensional.

La muestra y el patron utilizado en la TLC unidimensional, se sembré en
placas DC-Fertigfolien ALUGRAM ® Xtra SIL G/UV254 para cada experimento.
Las mismas se cortaron de 7 cm de alto y de 3 cm de ancho para la TLC
unidimensional y de 7 cm alto x 7 cm de ancho para bidimensional, estas
dimensiones fueron consideradas para permitir la siembra del extracto y una

adecuada separacion de los compuestos de interés. Las placas de llevaron a estufa
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a 60° C, por 30 minutos, para eliminar el agua que hayan podido contener debido a
su caracteristica higroscopica y para asi evitar su interferencia en la corrida.

Para la fase movil se us6 como referencia ya trabajos finales realizados en
la catedra de Farmacoboténica para la determinacion de flavonoides por lo cual se
utilizaron los siguientes solventes detallados en la tabla 2.

Tabla 2: Solventes utilizados para identificacion de flavonoides en TLC.

Sistema de solventes Componentes Relacién volumen de
solventes
S1 Acetato de etilo-Acido (100:11:11:26)
formico-Acido acético
glacial-Agua
S2 Acido acético glacial- (40:10:50)

Butanol-Agua

S3 Acido acético-Agua (5:95)

Nota: Fuente: extraida de Wagner & Bladt, 1996.

Para la TLC unidimensional se utiliz6 el S1 (Acetato de etilo-Acido
formico-Acido acético glacial-Agua) como fase movil, adecuando las proporciones
volumétricas de la formula acordes al uso experimental (relacién 10:1,1:1,1:2,6
v/v). Figura 18

Para la TLC bidimensional se utilizé el sistema S2 (Acido acético glacial-
Butanol-Agua) para la primera corrida, con una relacion 4:1:5y el S3 (&cido acético

al 5%) como fase movil para la segunda corrida.
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Figura 18: Reactivos y elementos utilizados para realizar S1; foto de
autora.

En el caso de la TLC unidimensional, se utilizo alicuotas de 30 pL, en el
borde inferior de las placas de silice en primer lugar se depositd el patrén que en
este caso el utilizado fue rutina, seguido por la alicuota de extracto de hoja y por
altimo la del extracto de flor; el procedimiento de obtencion de estos extractos se
describe en el punto 4.6.2; este proceso se hizo por duplicado. Figura 19.

Luego para la TLC bidimensional se utilizé también una alicuota de 30 pL,
que fueron sembradas en la parte inferior derecha de cada placa, una para el extracto
de flor y una para el extracto de hoja. En ambos casos se esperé hasta que la placas

estén secas para continuar con la experiencia.
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Figura 19: Siembra de placas cromatogréficas para TLC unidireccional,
foto de autora.

Tanto para la corrida de TLC unidimensional y bidimensional, se prepararon
los solventes correspondientes y se los introdujo dentro de la cuba preparada para
cada una, se dejé que esta se sature previo la introduccion de las placas.

En primer lugar, se hizo correr la TLC unidimensional, en este caso se
esperd que la FM llegue a una altura de ¥ partes de la placa finalizando la corrida.
Todo este procedimiento se realiz6 bajo campana de gases debido a los vapores
toxicos, como se observa en la figura 20. (Wagner & Bladt, 1996).

Para la bidimensional se introdujo la placa en primer lugar en el S2, se dejo
correr hasta que llego a % de la placa, se la retiro con pinzas y utilizando la
proteccion adecuada, se la dejo secar y luego fue introducida a la cuba donde se
encontraba el S3, (Figura 21) nuevamente se la dejo correr hasta %4, se retir0 y dejo
secar para ser revelada a posteriori. Al igual que el proceso anterior fue hecho bajo

la campana de gases.

Figura 20: Corrida cromatografica unidimensional. A) Se aprecian ambas
placas dentro de la cuba. B) muestra final de la corrida. Foto de autora.
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Figura 21: 2da corrida de TLC bidimensional. Foto de autora.

Después de que las placas secaron, los componentes separados se
visualizaron con luz visible, luz ultravioleta (UV) con lampara CAMAG® para una
longitud de onda de 254 nm y 365 nm. Posteriormente se reveld las placas con el
reactivo de productos naturales (NP), y luego se observaron nuevamente a luz
visible, luz ultravioleta de 254 nmy 365 nm, donde se marcaron las fracciones que
presentaban fluorescencia caracteristica a la estructura quimica de flavonoides y
acidos hidroxicinamicos. De esta forma se obtuvo el patron de distribucion de los
compuestos para el material en estudio que orienta acerca de su composicion
cualitativa (Wagner & Bladt, 1996).

En la otra placa proveniente de la TLC unidireccional, se utilizé el revelador
ABTSe<+ sobre toda la placa, produciendo un atrapamiento del radical y se dejo
solidificar. Luego de esto, se determind la capacidad antioxidante del extracto por
medio de visualizacion.

49 Revelado

4.9.1 Revelado fisico

En primer lugar, se realizd el revelado fisico donde se observo si la
cromatografia corria correctamente, y éste, al no ser un método destructivo,
permitia la utilizacion de la placa para el revelado quimico. Por medio de luz visible,
se marco el final de corrida, que es la altura hasta donde llegaba la fase movil y
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hasta donde Ilegaron las fracciones. Luego, se observd con luz UV a 254 nm y a
365 nm, ya que estas radiaciones permiten hacer visibles los compuestos

fluorescentes.

4.9.2 Revelado quimico

La placa se rocio con el revelador natural products (NP) especifico para
flavonoides y acidos fenolicos, se seco complemente y se lo llevo a cdmara UV a
254 nm y a 365 nm y se marcaron las fracciones que presentaban fluorescencia
caracteristica a la estructura quimica de dichos compuestos (Wagner & Bladt,
1996).

4.9.3 Actividad antioxidante

En la otra placa proveniente también de la TLC, para determinar
flavonoides, los componentes separados se visualizaron con un sistema ABTS. Se
pulverizo ABTS sobre toda la placa, luego de esto, se determind la capacidad

antioxidante del extracto por medio de visualizacion (Zampini et al., 2010).

4.10 Registros

Se llevo a cabo un andlisis cualitativo de los cromatogramas obtenidos.
Utilizando la TLC bidimensional se determind la identidad de las sustancias
separadas en la muestra analizada mediante la comparacion de su color con
bibliografias de referencia utilizadas. En cambio, con la TLC unidimensional, se
determind la identidad de las sustancias separadas en la muestra analizada mediante
la comparacion de su color con el patron de referencia utilizado. Para ello se
capturaron imagenes de los cromatogramas bajo diferentes condiciones de revelado
fisico y quimico.
4.11 Resumen de los materiales utilizados

Los materiales utilizados en el desarrollo de los ensayos préacticos se
detallan en la tabla 3.

Tabla 3: Materiales utilizados en el desarrollo de los ensayos practicos.
Tabla confeccionada por la autora.

Determinacion Materiales
Secado y molienda Hojas, tallos y flores de N. Glauca

Graham.
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Mortero de madera con pilén de
madera, Bolsa de cierre perfecto.
Analisis Micrografico Hoja de bisturi,
placas de Petri, Safranina,
microscopio con lentes de 4X, 10Xy
40X,
portaobjetos y cubreobjetos,
hipoclorito de sodio, agua
Volumetria Tubos de ensayo, Agua destilada,
Reactivo de Dragendorff, Pipeta, CIFe3,
Atropina.
Extractos Balanza analitica Denver Instrument
APX-200® de sensibilidad 0,0001 g, Viales
de vidrio con tapon de goma, Agitador
mecanico AMC20®, Metanol, Papel de filtro,
Jeringa, Embudo de vidrio, Placas de Petri,
Espatulas metéalicas, Estufa DALVO modelo

B.M.R®
Cromatografia en Micropipetas de 5 pl,
capa delgada Campana de gases,

Céamara de cromatografia,

Fase estacionaria: DC-Fertigfolien
ALUGRAM ® Xtra SIL G/UV254

Fase movil 1: acetato de etilo, acido
formico, &cido acético glacial y agua

Fase movil 2: Acido acético glacial,

butanol y agua
Fase movil 3: Acido acético glacial
diluido
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Revelados

Patron
Procesamiento de los

datos

Flavonoides: NP
Actividad Antioxidante: ABTS«+
Visible
UV 265 nm
UV 365 nm

Quercetina
Notebook
Lampara CAMAG® de UV a 265 nm

y
365 nm

.
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5 RESULTADOS

5.1 Resultado de recoleccion e identificacion del material vegetal

Posterior a una identificacion positiva por parte de la Prof. Naike Gonzélez
se procedi a recolectar el material vegetal consistio en partes aéreas (tallos, hojas
y flores) de Nicotiana Glauca Graham, los cuales fueron recolectados en noviembre
del afio 2024 en la ciudad de Ruiz de Montoya, Misiones, Argentina.
5.2 Resultado de Acondicionamiento de droga vegetal

Se procedi6 segun lo descripto en el apartado de materiales y métodos en el
apartado 4.4 obteniendo una muestra de molienda fina y de tamafio homogéneo
acorde al disefio de la experiencia.

Del secado y de la molienda se obtuvieron:

e 41,307 g de muestra comprendida de hojas y tallos.

e 2,010 g de muestra comprendida de la parte reproductiva.

5.3 Resultado de Analisis micrografico
5.3.1 Epidermis Adaxial y abaxial
La epidermis de la lamina foliar Nicotiana Glauca Graham es

anfiestomatica, con estomas (est.) del tipo anisocitico. (Figura 22 y 23).
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Figura 22: Peeling de hoja abaxial, estomas anisociticos. Foto microscopio
40 X. Foto de autora.

Figura 23: Peeling de hoja adaxial, estomas anisociticos. Foto microscopio
40 X. Foto de autora.
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5.3.2 Corte de lamina foliar
En el corte de lamina de hoja de N. Glauca, se puede observar la epidermis
adaxial (ead.) debajo de este el parénquima en empalizada (pe.) y por la parte

inferior la epidermis abaxial (eab.).

Figura 24: Corte transversal de lamina de hoja de N. Glauca, foto de autora.

5.3.3 Corte de la nervadura central

En el corte transversal de la nervadura central se puede observar un plano-
convexo, la epidermis adaxial (ead.) uniestratificada, seguido por el parénquima
empalizado (pe.), sequido del parénquima fundamental (pf.). En el centro se puede
ver al sistema vascular estd formado por un Unico haz bicolateral en forma de
semiarco, el xilema (xi.) cuyo floema externo (fl.), este esta organizado en estratos
celulares separados por células parenquimaticas radiales. EI cambium vascular es
biestratificado, y separa el floema externo del xilema, que estd formado por
elementos de vaso y radios parenquimaticos. Ademas, se puede observar idioblastos
(id.)de oxalato de calcio, del tipo arena cristalina, estos se observan en el
parénquima fundamental. Se puede observar también la epidermis abaxial (eab.)
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Figura 25 : nervadura central Nicotiana Glauca vista microscopio a un
aumento de 10 X. Foto de autora.
5.3.4 Corte del borde foliar

Corte transversal de borde foliar, se puede apreciar que es arredondeado,
con células epidérmicas (ce.) en la base del borde, y parénquima empalizado
rodeando la base del borde (pe).

N TR

Figura 26:borde foliar, vista microscopio 40 X. Foto de autora.
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5.3.5 Corte del peciolo

En la figura 15 se puede observar el corte transversal del peciolo, en la
imagen A se puede observar desde la parte externa la epidermis, seguido del
parénquima empalizado, a continuacién, el colénquima (col.) y mas hacia el centro
el parénquima fundamental. En el centro el sistema vascular, formado por un Unico
haz bicolateral en forma de semiarco el xilema (xi.), y el floema (fl.).

En la imagen B se puede apreciar con mas detalle el arco del xilema, (xi.).

—

Figura 27: Corte transversal de peciolo. Foto de autor. Vista 10 X figura
A, vista 40 X figura B. Foto de autora.

5.3.6 Tallo

En ambas iméagenes corresponden a cortes tranversales de tallo de N. glauca,
desde la parte externa se puede observar primero la epidermis (ep.), seguido por el
colénquima (col.); el haz vascular tiene forma de anillo, es de tipo anfifloica, donde
el floema (fl.) rodea externa e internamente al xilema (xi.).

Al centro se puede apreciar la medula (me.) y en la figura 17 se puede
apreciar un idioblasto (id.) en la medula interna del tallo.
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Figura 28: Corte transversal tallo N. Glauca. Foto de autor, vista 10 X.

Foto de autora.

Figura 29: Corte transversal tallo N. Glauca. Foto de autor, vista 10 X.

Foto de autora.
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5.3.7 Flor

A B [C

Figura 30:Vista de lupa de flor de N. glauca. Vista bajo lupa. Foto de
autora.

En la figura 30 A, se puede observar la flor completa compuesta por la
corola tubulosa de color amarillo, el céliz y el pedunculo. En la figura B se puede
apreciar la cubierta suave de pubescencia, en la C se observa mas de cerca el céliz
acampanado, con 5 dientes triangulares.

En la figura 31 A se puede observar el Giceneo compuesto por el Estigma,
estilo y ovulo; en la parte B se observa el Androceo compuesto por 5 estambres,

cada uno formado por la antera y filamento.



N Universidad Nacional de Misiones 53
|j Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales

Figura 31: Gineceo (A) y Androceo (B) de flor de N. Glauca. Vista bajo

lupa; foto de autora.
5.4 Resultado de Volumetria

Se obtuvieron los siguientes resultados:
5.4.1 Para alcaloides:

Presencia positiva tanto para el extracto de flor como el de hija y tallo, se
evidencia por la aparicion de un precipitado de color rojizo en los tubos de ensayo.
(Figura 32).

5.4.2 Para taninos:

Resultado positivo para ambos extractos, el resultado se evidencia por la
aparicién de un enturbiamiento en los extractos luego de haber agregado el CIFe3.
(Figura 33).
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Figura 32: Volumetria positiva alcaloides; A) patron atropina, B) extracto

de hoja y tallo, C) extracto de flor. Foto de autora.

Figura 33: Volumetria positiva Taninos, A) extracto de hoja y tallo, B)
extracto de flor. Foto de autora.
5.5 Resultado de Extractos

Los pesos Obtenidos como dato:

- Parael vial 1 vacio: 11,021 g. usado para el extracto de flor.

- Parael vial 2 vacio: 11,061 g. usado para el extracto de hoja.

Pesos despues de haber recolectado todo el extracto:

- 11,250 g de extracto seco de flor.

- 12,478 g de extracto seco de hoja.
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Esto permitio calcular, a través de la aplicacion de una diferencia (ver

Ecuacion 1), el valor del peso del extracto seco de N. Glauca.

Ecuacion 1. Célculo del peso de extracto seco de hoja de N. Glauca.

PES = PVES — PV

Donde:

PES, es el peso del extracto seco (g)

PVES, es el peso del vial con extracto seco (g)
PVV, es el peso del vial vacio (g)

Peso extracto seco hoja y tallo

PES = PVES — PVV = 12,478g—11,061g=1,417¢g
Para el extracto de flor:

PES = PVES — PVV = 11,250 g—11,021g=0,229g

Otro célculo efectuado fue el porcentaje de rendimiento de la maceracion

del extracto seco, mediante la siguiente Ecuacion 2:

Ecuacion 2. Determinacion del porcentaje de rendimiento del extracto seco

de hojas y del extracto seco de flor de N. Glauca obtenido a partir de la maceracion.

» g obtenidos
% R maceracion = x 100
g de muestra

Donde:

e %R maceracion, es el porcentaje del rendimiento de extracto seco de tallo

de N. Glauca, obtenido a partir de la maceracion.

e (g obtenidos, son los gramos obtenidos del extracto seco de tallo de N.

Glauca obtenido de la Ecuacion 1.

g muestra, es el peso en gramos de partida de la droga vegetal.

Para el extracto de tallo y hoja:

Datos:

1,417 g de extracto seco.
10 g de muestra seca de tallo y hoja.

., g obtenidos
% R maceracion = x 100
g de muestra
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1,417 g de extracto seco

% R maceracion = X 100 = 14,170%

10 g de muestra seca
Para el extracto de flor:
Datos:
- 0,229 g de extracto seco.
- 2,010 g de muestra seca de flor.

., g obtenidos
% R maceracion = x 100
g de muestra

., g de extracto seco
% R maceracion = x 100 = 11,393%
10 g de muestra seca

Obteniéndose asi un % de Rendimiento de maceracion de 14,170% para el

extracto seco de hoja y tallo; y un 11,393% para el extracto seco de flor.

5.6 Resultados de la puesta a punto ensayo autobiografico.
Como resultado del andlisis preliminar del extracto vegetal de hoja y tallo y
el extracto de flor de N. Glauca, se pudo determinar la presencia de compuestos

flavonoides y antioxidantes de la especie vegetal.

5.6.1 Compuestos flavonoides y acidos hidroxicinamicos

En cuanto al comportamiento del perfil de polifenoles en el extracto de tallo
de N. Glauca, fue variando la intensidad de los colores; naranja, amarillo, celeste y
verde; donde un color naranja y amarillo corresponde a la presencia de flavonoides
y los colores verde y celeste corresponden a la presencia de acidos hidroxicindmicos
(Harborne, 1998; Wagner & Bladt, 1996).
5.6.2 Resultados del perfil cromatografico
56.21 TLC unidimensional

La TLC unidimensional fue realizada con el fin de ver si habia presencia de
flavonoides y compuestos antioxidantes en los extractos de hoja y tallo, y en el
extracto de flor. En la figura 34 se puede observar las placas de corrida

unidimensional previo a la aplicacion de los reveladores.
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Figura 34: corrida cromatogréfica unidimensional, R (rutina), H (hoja), F
(flor), foto de autora.
56.2.2 Antioxidantes:

Como fue mencionado en la seccidn 4.9.3 de materiales y métodos se utiliz6
ABTS como revelador de la placa de TLC unidimensional, en la figura 35 se puede
observar por la presencia de la coloracion amarrilla que tanto el extracto de hoja 'y

tallo, como el extracto de flor podria tener actividad antioxidante.
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Figura 35: Revelado de placa cromatogréafica con ABTS, para determinar
presencia de antioxidantes. Foto de autora.

5.6.23 Flavonoides:

Como se puede observar en la figura 36 la placa cromatogréfica revelada
guimicamente NP y observada bajo luz UV 365 nm, comparando con el patrén de
rutina se podria decir que tanto el extracto de hoja y tallo como el extracto de flor
podrian tener presencia de flavonoides, estos estarian representados por el color

naranja-amarillo.
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Figura 36: Corrida cromatografica unidimensional revelada con NP, vista
bajo luz UV- 365 nm, R (patron rutina), H (extracto de hoja), F (extracto de flor).
Foto de autora.

5.6.24 TLC bidimensional

Se realizo con el fin de separar mejor los compuestos de los extractos,
realizando dos placas por separado uno para la corrida del extracto de hoja y tallo
y otro para el extracto de flor.

Primero se realiz6 un revelado fisico con luz UV 254 nm, se puede observar
en la figura 37, segin Wagner & Bladt, (1996) en las placas sometidas a revelado
fisico a UV 254 nm la presencia de flavonoides provoca extincion de la
fluorescencia, que se ve como zonas oscuras sobre un fondo amarillo o verdoso, en

este caso no se observan por revelado fisico los compuestos de interés.
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Figura 37: Revelado fisico luz UV-254 nm, corrida bidimensional, A es el

extracto de flor y el B pertenece al extracto de hoja y tallo. N° 1y 2 sentido de la

corrida. Foto de autora.

Seguido se hizo un revelado quimico con NP vy fisico luz UV 356, para
determinar presencia de flavonoides y acidos hidroxicindmicos.

En la figura 38 se puede observar que en la de hoja (A) se puede observar
que si hay presencia de flavonoides representados por la aparicion de la coloracion
naranja-amarrillo, ademas podria decir que hay presencia de &cidos
hidroxicinamicos por la observacion del color celeste y verde representante de estos
compuestos.

En el caso de la flor (B), la presencia de flavonoides es en comparacion con
el de la hoja mucho menor, ya que la presencia de la franja color naranja es mucho
menor, en la flor predomina los colores verde- celeste que podrian corresponder a

y acidos hidroxicinamicos.
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Figura 38: Revelado quimico y fisico Luz UV-356 nm, A extracto de hojay
tallo, B extracto de flor, NAR (naranja), CEL (celeste), VER (verde), N° 1y 2

sentido de la corrida cromatogréfica, foto de autora.

5.7 Resumen de la informacion obtenida a partir del revelado y registro.
5.7.1 TLC unidimensional:

57.1.1 Presencia de antioxidantes:
Segun lo observado en la figura 35 la presencia de la franja amarrillo

confirma la presencia de antioxidantes.

5.7.1.2 Presencia de flavonoides:

Segln lo observado en la figura 36, por la aparicién de color naranja se
podria confirmar la presencia de flavonoides en hoja y flor, comparando con el
patrén que es Rutina.

5.7.2 TLC bidimensional

Presencia de flavonoides y compuestos hidroxicumarinicos.

Observando la figura 37 para el extracto de hoja se podria confirmar la
presencia de flavonoides por la aparicion de color naranja, ademas de la de la
aparicion del color verde y celeste correspondiente a compuestos
hidroxicumarinicos.

En el caso de la flor la presencia de flavonoides es apenas apreciable, pero
se podria decir que es rica en compuestos hidroxicumarinicos, por la presencia de

color verde y celeste.

5.8 Propuesta Farmacolégica

Basandonos en la deteccion cualitativa de alcaloides, taninos, flavonoides y
compuestos hidroxicumarinicos en los extractos metanolicos de hoja y flor de
Nicotiana glauca, asi como en su demostrada actividad antioxidante, propongo el
desarrollo de una formulacion tépica (parche o solucién) para el tratamiento de
foranculos y brotes de acné.

Esta propuesta se fundamenta en que los compuestos identificados son

conocidos por sus propiedades antibacterianas, antiinflamatorias y antioxidantes,
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las cuales son directamente relevantes para combatir las etiologias bacterianas y la
inflamacidn asociadas con los forunculos y el acné.

Adicionalmente, el estudio de Alghamdi (2020) valida el potencial
antimicrobiano de los extractos de hoja y flor de Nicotiana glauca al demostrar su
actividad contra E. coli y Staphylococcus aureus.

El uso tradicional de Nicotiana glauca en diversas regiones para el
tratamiento de afecciones cutaneas similares.

Con esta propuesta se busca ofrecer una alternativa para el tratamiento de
enfermedades tdpicas y, en el caso de los fortnculos, brindar una opcion terapéutica
gue no requiera antibioticos. De esta manera, se favoreceria su uso Unicamente
cuando sea estrictamente necesario, contribuyendo asi a reducir la resistencia
bacteriana frente a estos farmacos.

Para la formulacion topica, se deberia tener en consideracion el solvente a
utilizar, ya que en este trabajo se utilizé una mezcla de metanol anhidro con agua,
el metanol anhidro es un compuesto que presenta toxicidad en caso de contacto con
la piel, (Metanol MSDS - 106012 - Merck, s. f.), por lo cual sugeriria hacer pruebas
con otros solventes como mezclas en diferentes proporciones de etanol con agua,
mezclas de glicerina/propilenglicol con agua que son solventes mas seguros para el
uso tdpico.

La seleccion final del solvente o combinacion de estos dependerd de
rendimiento de extraccidn de los compuestos bioactivos deseados y la evaluacion
de la toxicidad del extracto resultante. Es fundamental priorizar solventes que sean
GRAS (Generally Recognized As Safe) o de bajo riesgo residual para aplicaciones
dérmicas.

Ademas, se deberian llevar a cabo ensayos de toxicidad para su aplicacion
topica, ya que como se menciond anteriormente en este trabajo la planta de
Nicotiana Glauca es rica en alcaloides principalmente en Anabasina, y se han
reportados casos de intoxicacion por uso de esta planta de manera topica como el
caso informado por Imane et al. (2021). También considero que se podrian llevar a

cabo ensayos donde se separen los demas compuestos (flavonoides, taninos y
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acidos hidroxicianimicos) de los alcaloides y comprobar su funcién farmacoldgica

por separado.
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6 DISCUSION

En el analisis micrografico de Nicotiana glauca se observaron
caracteristicas anatdmicas que coinciden con lo previamente reportado por Silva et
al. (2007) y Rojas Pinto et al. (2019) en relacion con los cortes foliares. No obstante,
este trabajo incorpora observaciones que no se hallan registradas en la bibliografia
consultada ni en otros estudios disponibles hasta el momento. Entre ellas, se destaca
la descripcion del corte transversal del tallo, en el cual se reconoce, desde la
periferia hacia el centro, una epidermis uniestratificada seguida por un tejido
colenquimatico. El sistema vascular se dispone en forma de anillo y presenta una
organizacion anfifloica, donde el floema rodea interna y externamente al xilema.
En la region central se observa una médula prominente, en la cual pueden
identificarse idioblastos, estructuras que también se evidencian en los cortes de
hoja.

Asimismo, se realizd la observacion bajo lupa de diversas estructuras
florales, del Gineceo y el Androceo aportando informacion anatomica
complementaria agregado al conocimiento morfoanatémico de la especie.

En cuanto al ensayo volumétrico, se evidencié la presencia de alcaloides y
taninos en los extractos metandlicos de hoja y flor. Estos resultados concuerdan con
los obtenidos por Alghamdi (2020), quien trabajo con extractos acuosos de hoja, lo
que demuestra la consistencia de la presencia de estos metabolitos secundarios en
diferentes condiciones de extraccion.

El anélisis fitoquimico permitié confirmar la actividad antioxidante, asi
como la presencia de flavonoides y acidos hidroxicinamicos. Mediante
cromatografia en capa delgada unidimensional (TLC), se determind que tanto la
hoja como la flor contienen compuestos flavonoides y acidos hidroxicinamicos,
detectados con el reactivo Natural Products (NP). Asimismo, el revelador ABTS+
corrobord la presencia de actividad antioxidante, hallazgo que resulta coincidente
con lo reportado por Ozdenefe et al. (2023). Cabe destacar que la mayoria de los
antecedentes disponibles refieren Gnicamente a extractos de hoja, mientras que el

presente trabajo incorpora la evaluacion de extractos metandlicos de flor.
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Finalmente, en la cromatografia bidimensional (TLC) se evidenci6 una clara
diferencia en el perfil fitoquimico de los extractos. El extracto metandlico de hoja
mostré una mayor proporcion de flavonoides, mientras que el de flor present6 una
concentracion relativamente superior de &cidos hidroxicinamicos y una menor
proporcién de flavonoides. Estos resultados resaltan la importancia de analizar
diferentes 6rganos de la planta, dado que cada uno presenta un perfil quimico
caracteristico y potencialmente complementario.

En relacion con el contenido fitoquimico, es importante considerar que las
condiciones de recoleccion pueden haber influido en los resultados obtenidos. La
muestra utilizada en este estudio fue recolectada en el mes de noviembre, en la
region Ruiz de Montoya, Misiones. De acuerdo con lo descripto por Nasr (2014),
tanto el tipo de suelo como el nivel de estrés hidrico al que se encuentra sometida
la planta son factores determinantes en la proporcion y concentracién de
metabolitos secundarios presentes en Nicotiana glauca. En este sentido, las
condiciones climaticas especificas de la zona de recoleccién podrian haber
condicionado el perfil fitoquimico observado en los extractos analizados.

Respecto a los resultados obtenidos, se puede observar que el extracto
metandlico crudo de tallo de Nicotiana Glauca extraido a traves de la maceracion,
es un método general y rapido, pero inespecifico, ya que extrae flavonoides tanto
lipofilicos como hidrofilicos y otros compuestos solubles en metanol (Wagner y
Bladt, 1996).

Como se detall6 anteriormente, el método de extraccion con metanol
utilizado es inespecifico. Andersen y Markham (2005) detallan que, para la
extraccion, el disolvente se elige en funcidon del tipo de flavonoide requerido, donde
la polaridad es una consideracion importante. Los flavonoides menos polares (por
ejemplo, isoflavonas, flavanonas, flavonas metiladas y flavonoles) se extraen con
cloroformo, diclorometano, éter dietilico o acetato de etilo, mientras que los
glucodsidos flavonoides y las agliconas mas polares se extraen con alcoholes o
mezclas de alcohol y agua.

Para la realizacion de este trabajo se utilizé como disolvente el metanol, un

alcohol altamente téxico y contaminante. Pero a los fines préacticos el uso de
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metanol como solvente extractivo fue sencillo, permitiendo el ahorro en
equipamiento y tiempo.

Para la puesta a punto del ensayo autogréafico, se usé como revelador NP
para compuestos flavonoides y acidos hidroxicinamicos, el propuesto por Wagner
y Bladt (1996).

Si bien los solventes organicos empleados y los reveladores quimicos utilizados
resultaron adecuados para la deteccion de los compuestos de interés y permitieron
cumplir con los objetivos del presente estudio, se debe considerar que se trata de
sustancias con un grado considerable de toxicidad. En este sentido, se plantea como
alternativa el uso de solventes eutécticos naturales (NADES), los cuales representan
una opcidn mas segura y sostenible. Estos solventes, alineados con los principios de la
Quimica Verde, se destacan por su origen natural, bajo costo, facilidad de preparacion
y caracter biodegradable, lo que los convierte en candidatos prometedores tanto para
procesos de extraccion como para la preparacion de reveladores cromatograficos
(Espino, 2019).

En esta experiencia, si bien con la TLC tanto unidirrecional como bidireccional
se obtuvieron los resultados esperados, trabajar con este tipo de cromatografia, supone
un desafié debido a nuestro clima, ya que en el tiempo en el que se llevé a cabo la
experiencia fueron dias de elevada humedad, provocando que para realizar la TLC se
tenga que estar secando las placas en estufa previo a sembrado para eliminar la
humedad que pudiera tener el papel utilizado en la cromatografia y adecuar el ambiente
bajo la campana de extraccion.

En relacion con la propuesta farmacoldgica, los resultados obtenidos
permiten sustentar la hipétesis de que Nicotiana glauca podria constituir una fuente
de compuestos con potencial aplicacién en formulaciones topicas. La deteccion
cualitativa de flavonoides, taninos, alcaloides y acidos hidroxicindmicos, sumado a
la confirmacién de actividad antioxidante, respalda el desarrollo de productos
destinados al tratamiento de afecciones cutaneas como forinculos y acné. La
eleccion de estas patologias se fundamenta en la relevancia clinica que presentan,
dado que implican procesos inflamatorios y, en muchos casos, etiologias
bacterianas que suelen requerir el uso de antibidticos. Una alternativa terapéutica

basada en extractos vegetales podria contribuir a disminuir el empleo
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indiscriminado de estos farmacos, reduciendo asi el riesgo de generar resistencia
bacteriana. No obstante, es imprescindible considerar la toxicidad inherente a N.
glauca, principalmente asociada a la anabasina, lo que hace necesario avanzar hacia
estudios complementarios que evallen tanto la eficacia como la seguridad de
formulaciones derivadas de la especie. De esta manera, el presente trabajo sienta
bases preliminares para futuras investigaciones orientadas a la validacion

farmacoldgica de la planta.
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7 CONCLUSION

El presente trabajo tuvo como objetivo general realizar un analisis
microgréafico y fitoquimico de Nicotiana glauca Graham.

En relacién con los objetivos especificos, se logré acondicionar el material
vegetal recolectado en la provincia de Misiones, preparar la droga mediante
técnicas farmacobotanicas, elaborar los extractos metandlicos de hojas y flores y
analizarlos mediante métodos cromatogréaficos y volumétricos.

El ensayo volumétrico permitié confirmar la presencia de alcaloides y
taninos en ambos extractos, asi como la existencia de flavonoides y &cidos
hidroxicinamicos mediante el ensayo de cromatografia en capa delgada. Asimismo,
la aplicacion del revelador ABTS corrobord la capacidad antioxidante de los
extractos, lo cual resalta el potencial bioldgico de la especie.

El andlisis micrografico complementd estos hallazgos al describir
caracteristicas anatomicas propias de la especie, aportando registros adicionales
respecto de tallos y estructuras florales, que constituyen un valor agregado al
conocimiento previo.

Los resultados obtenidos muestran que los extractos de hoja presentan
mayor proporcion de flavonoides, mientras que los de flor contienen principalmente
acidos hidroxicinamicos, lo que evidencia perfiles fitoquimicos diferenciales segun
el 6rgano vegetal. Este hallazgo subraya la importancia de analizar distintos
organos de la planta para comprender mejor su composicion quimica.

Como limitante, se destaca la escasez de estudios previos que utilicen
cromatografia en capa delgada (TLC) en N. glauca, lo que dificult6 comparaciones
directas con otros trabajos. Otra limitante adicional es la escasez de investigaciones
sobre Nicotiana glauca en el area farmacologica y sus posibles aplicaciones
terapéuticas, ya que la mayoria de los estudios disponibles se enfocan en su uso
como insecticida, fuente de biomasa o en la caracterizacion de su morfologia.

En sintesis, se puede concluir que se cumplieron los objetivos planteados, y
que Nicotiana glauca posee un conjunto de metabolitos secundarios de interes
farmacologico, entre ellos flavonoides con actividad antioxidante. Al mismo

tiempo, se resalta la necesidad de considerar su elevada toxicidad, atribuida a la
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anabasina, lo que justifica la importancia de continuar investigando esta especie
para evaluar tanto sus posibles aplicaciones farmacéuticas como los riesgos

asociados a su uso.
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