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Resumen

Los antecedentes etnoboténicos de plantas presentes en la Provincia de Entre
Rios (Argentina), usadas como antiséptico, facilitaron la selecciéon de algunas
de géneros vasculares: Myrcianthes pungens, Myrsine laetevirens, Tessaria
integrifolia, Acanthospermum australe, Arctium minus y Polygonum punctatum.
Se ensayaron la actividad antimicrobiana de los extractos vegetales mediante
el test de difusién en medio sélido, contra seis especies bacterianas y dos
fungicas, y la actividad antiviral contra virus F(HSV-1) y cepa Sabin (PV-1). Una
fraccién del extracto etandlico de A. minus mostré actividad contra Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus y Micrococcus luteus. Dos fracciones del ex-
tracto diclorometanico de P punctatum exhibieron actividad contra B. subtilis y
S. aureus. El segundo fraccionamiento mostré actividad contra B. subtilis,
Micrococcus luteus y S. aureus. En actividad antifungica, las dos primeras frac-
ciones fueron activas contra A. niger y C. albicans. Los resultados preliminares
del ensayo antiviral evidencian actividad en algunos extractos de T. integrifolia.
Los resultados alcanzados auspician la profundizaciéon de los estudios.
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Abstract

The ethnobotanical background of many plants used as antiseptic present in the
Province of Entre Rios (Argentina) facilitated the selection of someones pertain-
ing to the vascular genres Myrcianthes pungens, Myrsine laetevirens, Tessaria
integrifolia, Acanthospermum australe, Arctium minus y Polygonum punctatum.
The plant extracts were tested in their antimicrobial activity through the diffusion
tests against six bacterial and two fungal species. The antiviral activity against
virus F (HSV-1) strain and Sabin (PV-1) was also tested. A fraction of the ethanol
extracts of A. minus showed activity against Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus and Micrococcus luteus. Two fractions of dichloromethane extracts of P
punctatum showed activity against B. subtilis and S. aureus. In the second divi-
sion they showed no activity against B. subtilis, Micrococcus luteus and S.
aureus. Concerning to antifungal activity, the first two fractions were active against
A. niger and C. albicans. Preliminary results show antiviral activity of T. integrifolia
extracts. The results achieved justify future studies.

Keywords: Ethnobotany, Medicinal plants, Antifungal activity, Antibacterial activ-
ity, Entre Rios
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l. Introduccién

Las enfermedades que aquejaron a los aborigenes americanos no mues-
tran similitud con las que actualmente sufre el hombre moderno. Mientras en
el presente estan en auge enfermedades como el cancer, desérdenes nervio-
sos de distinto origen, afecciones cardiacas y cerebrovasculares, sumando-
se a esta situacion la aparicién de nuevas enfermedades virales de muy di-
ficil tratamiento, las principales afecciones de los aborigenes se centraban
en otro tipo de problemas. Adolecian de infecciones derivadas de heridas
cortantes, accidentes y mordeduras, problemas de piel, enfermedades
genitourinarias, broncorespiratorias, gastrointestinales y bucofaringeas.
Asimismo, los partos constituyeron una de las principales causas de muerte
de mujeres y ninos debido a infecciones, todo lo cual expresa una etiologia
netamente bacteriana y viral, por lo cual debieron aprender a defenderse y
en algunos casos curarse mediante el acertado uso de las plantas
autoctonas.

Aunque las lenguas nativas de la Provincia de Entre Rios estan en gran
parte extinguidas, en la cultura popular subsisten conocimientos que es
menester rescatar urgentemente por el agravante de la desaparicién de la
flora nativa ante el avance de la frontera agricola.

Una de las plantas que alcanz6 un enorme arraigo en la cultura popular
es Arctium minus (Hill.) Berhn., que no falta practicamente en ninguna de las
viejas casas de campo. A pesar de ser una especie adventicia en la Argen-
tina, se adapta perfectamente a nuestros climas. Sus propiedades se con-
sideran las mismas que las de Arctium lappa L., por lo cual hay farmacopeas
europeas que las aceptan indistintamente (Arteche Garcia et al, 1998). Su
decoccion se bebe para aumentar la diuresis en afecciones genitourinarias
y como depurativo de fondo en problemas dermatolégicos: psoriasis,
dermatosis, acné, eczemas, etc. Vulgarmente se la compara con la penici-
lina, y la raiz especialmente es usada fresca y rallada para curar el acnéy la
seborrea facial, asi como también en tépicos, bafios o compresas sobre
Ulceras varicosas, heridas, lastimaduras, forinculos, otitis y dermatitis; en
infecciones bucofaringeas se usa en gargarismos. Es considerada también
un excelente hipoglucemiante y estimulante de las funciones hepéaticas
(Alonso, 1998; Arteche Garcia et al. (1998). Se le atribuyen propiedades
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antivenéreas (Lewis y Elvin Lewis, 1977).

Muy famosas en el saber popular son las especies de Polygonum, en
especial Polygonum punctatum Elliot, por su abundancia en terrenos
inundables. Es considerada astringente y diurética. La decoccion se bebe
como antigripal, para aliviar resfrios, tos y bronquitis (Stark, 1981). Aplica-
da externamente, se usa para problemas de piel, como antisarnico, y en
banos de asiento para hemorroides (Brandao, 1993; Martinez Crovetto,
1964 y 1965; Marzocca, 1997). Las hojas aplicadas en cataplasmas alivian
tumores (Berro, 1899). Para tratar dolores de muelas y de garganta se usa
la decoccion en gargaras (Martinez Crovetto, 1964 y 1965). El jugo fresco
o diluido se aplica para extraer el pus de heridas infectadas (Stark, 1981) y
para borrar manchas de la piel, que se logra al aplicar el decoctado, con un
notable enrojecimiento (informacién local).

En las playas del Rio Uruguay y sus afluentes, es comun
Acanthospermum australe (Loefl.) Kuntze, que crece de manera aislada en la
arena y es de muy facil extraccion. Su infusion o decoccién se bebe como
depurativo, diurético y antiartritico. Externamente se usa para tratar heridas
ulcerosas y en lavados vaginales contra gonorrea y leucorrea (Gonzalez
Torres ,1992). Tiene antecedentes como antimalarico (Brandao, 1993).

En épocas en que no se conocian los modernos antibidticos adquirie-
ron reputacion algunas especies de Myrtaceae nativas de Entre Rios como
substitutas del mirto europeo (Hieronymus, 1882), muy ligado a la cultura
grecorromana y notablemente estimado por Dioscérides como una notable
planta medicinal (Font Quer, 1988).

Myrcianthes pungens (O. Berg) D. Legrand se asemeja al mirto. El co-
cimiento de sus partes aéreas es astringente y antidisentérico en uso inter-
no (Gonzalez torres, 1992). Externamente se aplica en lavados vaginales. Sus
hojas, mezcladas con las de Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg, otra
especie de Myrtaceae muy abundante en la Mesopotamia argentina, se usa
contra flujos o leucorrea (Berro, 1899).

Tessaria integrifolia Ruiz & Pav. var. integrifolia es un pequeno arbol muy
comun sobre las costas del rio Parana. Es usado en la construccién de
paredes de adobe; asimismo, su decoccién es Util como antigonorreico,
cicatrizante y resolutivo (Amat, 1983).

Myrsine laetevirens (Mez) Arechav. es un arbol de las selvas riberefas de
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los rios Parana y Uruguay. La informacion popular lo registra como una
especie cuya decoccidn se usa en enjuagues bucales contra dolores de
muelas y externamente en lavajes para tratar irritaciones y escaldaduras (in-
formacion local). La resina se usa en fricciones en el tratamiento del reuma,
dolores lumbares y fracturas (Gonzalez Torres, 1992).

Ante la necesidad de hallar nuevos farmacos antimicrobianos para com-
batir enfermedades infecciosas en el hombre, y habida cuenta de anteceden-
tes como los mencionados sobre el uso como antisépticos de plantas exis-
tentes en la Provincia de Entre Rios, que requieren de comprobacién cien-
tifica, se llevd a cabo una investigacion sobre seis especies de géneros
vasculares: Myrcianthes pungens, Myrsine laetevirens, Tessaria integrifolia,
Acanthospermum australe, Arctium minus y Polygonum punctatum. Los ex-
tractos concentrados diclorometanico, metandlico, hidroalcohdlico, y las
infusiones liofilizadas de las seis especies se ensayaron en su actividad
antimicrobiobiana contra seis especies bacterianas y dos fingicas, y también
se ensayaron la actividad antiviral contra virus F(HSV-1) y cepa Sabin (PV-1).
Los resultados previos sobre actividad antimicrobiana fueron informados en
Vivot et al. (2007). En este articulo presentaremos la evaluacion de las acti-
vidades antimicrobianay antiviral de algunos fraccionamientos de extractos
crudos bioactivos.

Il. Materiales y métodos

I1.1. Herborizacion de especies

Las muestras de cada especie vegetal fueron debidamente prensadas,
secadas, determinadas, envenenadas, etiquetadas, numeradas e incorpora-
das al Herbario de la Facultad de Ciencias Agropecuarias - UNER (ERA),
registrado en INDEX HERBARIORUM. Los ejemplares de herbario de las
nuevas especies en estudio fueron los siguientes:

-En La Jaula, Departamento Diamante, Provincia de Entre Rios, fue
colectada Myrcianthes pungens (O. Berg) D. Legrand, 19/1V/2002; Mufoz, J.
de D. 6561 (ERA).

-En La Jaula, Departamento Diamante, Provincia de Entre Rios, fue
colectada Myrsine laetevirens (Mez) Arecha, 19/IV/2002; Mufoz, J. De D.
6562 (ERA).
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-En Bajada Grande, ciudad de Parana, Provincia de Entre Rios, se co-
lect6 Polygonum punctatum Elliot, 21/IV/2002; Mufioz, J. De D. 6563 (ERA).

-En La Juanita, Departamento Diamante, Provincia de Entre Rios, fue
colectada Tessaria integrifolia Ruiz & Pav. var. integrifolia, 2/V/2002; Muhoz,
J. De D. 6564 (ERA).

-En la localidad de Liebig, Departamento Colén, Provincia de Entre
Rios, se colectd Acanthospermum australe (Loefl) Kuntze, 15/V/2002; Mufioz,
J. De D. 6565 (ERA).

-En los alrededores de Villa Elisa, Departamento Colén, Provincia de
Entre Rios, se colect6 Arctium minus (Hill) Bernh, 26/VI/2002; Muhoz, J. de
D. 6566 (ERA).

11.2. Extractos vegetales

Se procesaron porciones de similar peso de material molido y seco de
cada una de las especies vegetales coleccionadas, a las que se les efectua-
ron las extracciones correspondientes.

Extracto etandlico al 70%: el material se extrajo con etanol al 70% en
agua, en volumen suficiente para fluidez de la mezcla, durante 24 horas con
agitacion intermitente, y posterior filtracion con buchner al vacio, repitiéndo-
se la extraccién por otras 24 hs, filtrandose al vacio y reuniéndose los filtra-
dos.

Infusién acuosa: el material seco y molido se extrajo con agua desti-
lada hervida al 5%, segun VI Edicion de Farmacopea Argentina, y se filtr6 al
vacio.

Extracto diclorometanico: al material molido y seco, en volumen
suficiente para fluidez de la mezcla, se lo extrajo con diclorometano duran-
te 24 hs con agitacién intermitente, y posterior filtracion con buchner al vacio,
repitiéndose dos veces consecutivas la extraccién por otras 24 hs, filtrandose
al vacio, reuniéndose los filtrados.

Extracto metandlico: el material se extrajo con metanol, en volumen
suficiente para fluidez de la mezcla, durante 24 horas con agitacion intermi-
tente, y posterior filtracion con buchner al vacio, repitiéndose la extraccion
por otras 24 horas, filtrandose al vacio y reuniéndose los filtrados.

La extraccion con los distintos solventes se realizé sobre el material
vegetal, comprendiendo las partes aéreas. Todos los filtrados fueron
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desolventizados hasta residuo sdélido.

11.3. Ensayos Antimicrobianos

Las fracciones activas de los extractos diclorometanico de Polygonum
punctatum y etandlico de Arctium minus se ensayaron contra las bacterias
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Micrococcus luteus, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y contra los hongos
Candida albicans y Aspergillus niger mediante el test de difusién en medio
sélido, porimpregnacién de 0,25 mg de extracto seco disuelto en 10 mL del
correspondiente solvente y aplicado sobre discos de papel de filtro de 5,5
mm de didmetro. Los discos secados a estufa a 372C se ubicaron sobre
medio de agar solidificado, previamente inoculado con aproximadamente
10* CFU/mL, a dos pH finales (6,6 y 7,9). La presencia o ausencia de una
zona de absoluta inhibicion fue usada como criterio para definir los extrac-
tos activos o inactivos.

1.4. Ensayos antivirales

En lalinea celular se utilizaron células Vero (ATCC, CCL 81) crecidas en
medio Eagle Minimal Essential suplementado con 10 % de suero fetal bovi-
no (SFB), glutamina 2 mM, bicarbonato de sodio 2,25 g/L, aminoacidos no
esenciales 1 mM, 100 Unidades/mL de penicilinay 100 mg/mL de sulfato de
estreptomicina (MC). Se cultivaron a 37 2C en una atmésfera hiUmeda con 5
% de CO,. Los Virus utilizados para los ensayos fueron Virus Herpes simplex
tipo 1, cepa F (HSV-1) Familia Herpesviridae, y Poliovirus tipo 1, cepa Sabin
(PV-1) Familia Picornaviridae.

Ill. Resultados y discusion

I11.1. Actividad antimicrobiana

La evaluacién de la actividad antimicrobiana de las especies en estudio
determiné el fraccionamiento de los extractos correspondientes a las espe-
cies Polygonum punctatumy Arctium minus.

111.1.1. Polygonum punctatum

Se efectud el fraccionamiento del extracto diclorometanico de
Polygonum punctatum en columna Sephadex LH20 eluyendo sucesivamen-
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te con hexano, HEX-DCIM (5:5), DCIM, DCIM-MEOQOH (9:1), DCIM-MEOH (5:5)
y con MEOH, lograndose 56 fracciones; los eluatos se reunieron segun los
perfiles cromatograficos en nueve fracciones.

Las fracciones 1, 2 y 3, eluidas con hexano, y la fraccién 6, eluida con
diclorometano, resultaron activas frente a B. subtilis y S. aureus (Tabla N2 1).

Las fracciones activas 7, 8 y 9 fueron fraccionadas nuevamente en colum-
na de Silicagel 60 eluidas con: DCIM, DCIM- MEOH (9:1), DCIM- MEOH (5:5),
DCIM- MEOH (1:9) y MEOH, obteniéndose 60 fracciones que, reagrupadas,
constituyeron las fracciones 1’, 2’, 3’y 4-5°, que fueron ensayadas con los resul-
tados que se indican en la Tabla N2 2.

Los resultados muestran actividad de las fracciones 1°, 2’ y 3’ contra B.
subtilis, y poca actividad la fraccién 4-5’. Las fracciones 1’y 2’ muestran activi-
dad contra S. aureus, y poca actividad la fraccién 3’.

El resultado antifingico muestra que las fracciones 1y 2 tienen poca acti-
vidad contra C. albicans y A. niger.

Se efectud el fraccionamiento del extracto metandlico de R punctatum, el
cual, una vez concentrado por rotoevaporacion, se suspendié en agua y se
extrajo sucesivamente con éter, acetato de etilo y diclorometano, quedando el
residuo acuoso. Las fracciones fueron ensayadas en las actividades
antimicrobianay antifiingica sin resultados positivos.

lll.1.2. Arctium minus

El extracto etandlico de A. minus fue fraccionado mediante extraccion liqui-
do-liquido lograndose las fracciones etérea, de acetato de etilo y residuo acuoso,
las que fueron ensayadas con los resultados que se muestran en la Tabla N2 3.
Como puede observarse enlamisma, la fraccién acetato de etilo es activa contra
M. luteus y S. aureus, y tiene muy poca actividad contra B. subtilis.
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I11.2. Actividad Antiviral

Los extractos concentrados diclorometanico, metandlico,
hidroalcohdlico, y las infusiones liofilizadas de las especies M. laetevirens,
A. minus, M. pungens, A. australe se ensayaron para determinar su posi-
ble actividad contra (PV-1) y (HSV-1), determinandose la Maxima Concen-
tracion No Citotéxica (MCNC) como la mayor concentracion del extracto
que no produce efecto toxico en las células Vero.

Los resultados muestran que estos extractos tienen baja MCNC o no
tienen actividad a concentraciones menores a MCNC, que varian entre 12,5
y 250 mg/mL.

Los ensayos de la actividad antiviral de los extractos de T. integrifolia
mostraron los resultados preliminares de la actividad en los extractos
etandlico 70% y metandlico a MCNC de 500 mg/ mL, lo que brinda posi-
bilidades de encontrar compuestos activos contra HSV -1 y PV-1.

IV. Conclusiones

De las especies ensayadas, las partes aéreas P punctatum son las que
mostraron mayor actividad antimicrobiana en varias de las fracciones del
extracto diclorometanico.

Por otro lado, los extractos de A. minus evidencian actividad
antibacteriana, no asi antifingica ni antiviral.

En la evaluacién de la actividad antiviral, los extractos de la especie
T. integrifolia muestran resultados positivos anti HSV-1 y anti PV-1 a MCNC
de 500 mg/ mL.

Los resultados encontrados en las especies vegetales evaluadas en
las distintas actividades ensayadas sustentan las bases y validan los usos
tradicionales como desinfectantes o antisépticos, auspiciando la
profundizacién de los estudios en busca de los compuestos responsables
de las bioactividades.
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