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RESUMEN

Existen diversos antecedentes de las propiedades farmacoldgicas de B. globosa
(matico) tanto de su actividad analgésica como antiinflamatoria en trabajos anteriores
realizados en nuestro laboratorio, como también en publicaciones cientificas, esto
condujo a continuar con el estudio farmacologico y quimico, de esta especie.

El principal objetivo de nuestro trabajo fue la comparacion de la eficacia del
extracto metandlico de hojas de matico (EMAT-1) y etandlicos (ETMAT-1), con
respecto a la época de recoleccion de las hojas, estaciones de verano y otofio. Los
extractos fueron fraccionados con solventes de polaridad creciente. El seguimiento
cromatogréfico se realiz6 mediante cromatografia de capa fina en gel de silice, usando
diferentes sistemas de desarrollo y reveladores. La identificacion de los compuestos se
realiz6 por medio del estudio espectroscopico de IRy de RMN de *H y ¥ C, cuando
fue necesario. Ademas, cuando se dispuso del estandar se identifico la presencia de
estos en las fracciones del extracto (EMAT-1), por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). Se realiz6 una valoracion espectrofotométrica para los compuestos
fendlicos, presentes en los extractos, mediante la adaptacién del método de Glories y
la validacién posterior del método establecido. Se evalu6 las diferencias en el
contenido de flavonoides y feniletanoides.

El estudio farmacoldgico consistié en la evaluacion de la actividad analgésica en
ratones tanto via oral como topica; en la analgesia via oral se utilizé el método de las
contorsiones abdominales, el método de la formalina y el método del tail flick, por via
tépica se utilizo el tail flick.

En cuanto a los estudios de actividad antiinflamatoria por via topica se utiliz6 el
método de la induccion de edema en la oreja del ratbn provocada por acetato de
tetradecanoilforbol (TPA).

En cuanto a las propiedades farmacoldgicas, se evaluaron cuatro extractos de
matico EMAT-1(verano), ETMAT-1(otofio), ETMAT-1(verano) y EMG(verano),
apreciandose una diferencia significativa en los extractos recolectados en las diferentes
épocas del afo, siendo el matico recolectado en el verano mas eficaz, respecto a las

propiedades tanto analgésicas como antiinflamatorias, evaluadas.



Ademas, se evaluo la actividad antioxidante mediante el método de la xantino
oxidasa y la actividad atrapadora de radicales libres por el método del radical 2,2-
difenil-1-picril hidrazilo (DPPH) de el extracto ETMAT-1(otofio) el cual no habia sido
evaluado en estudios anteriores.

También se realizaron, estudios microbiolégicos in vitro para ver si los extractos
eran antibacterianos y/o antifungicos, mediante el ensayo de bioautografia, con este
objetivo los extractos ETMAT-1(otofio) y EMAT-1 (verano), fueron sembrados en
cromatolaminas de aluminio recubiertas con gel de silice 60 (Merck) determinandose la
fase mévil mas apropiada para cada uno de ellos. Se prepararon caldos de cultivo de
las diferentes cepas, utilizando como medio liquido de cultivo TSB (Triptona soy Broth)
para bacterias y PDB (potatoes dextrose broth) para hongos.

Los resultado de esta investigacion permitieron demostrar la variacion
estacional de los principios activos, pudiendose afirmar que la mejor época de
recoleccién es el verano. Se identificaron tres flavonoles (quercetina, apigenina, 7-O-
glucésido de luteolina) y un feniletanoide derivado del &cido cafeico: verbascosido, los
que serian en parte responsables de las propiedades atribuidas a esta especie.

De los resultados de los ensayos farmacoldgicos se puede deducir que todos
los extractos utilizados tienen propiedades tanto analgésicas como antiinflamatorias,
siendo la actividad analgésica mayor que la antiinflamatoria, los extractos de las hojas
recolectadas en verano fueron mas efectivos que el de otofio, destacandose por sobre
los demas el extracto ETMAT-1(verano).

Los resultados microbiolégicos mostraron la inactividad de los extractos
ensayados EMAT (verano) y ETMAT-1(otofio).

Respecto a la actividad antioxidante, la capacidad inhibitoria de xantino oxidasa
resulté nula, no asi la capacidad atrapadora de radicales libres en el ensayo de DPPH,

actividad que puede deberse a la presencia de los flavonoles.



SUMMARY

Different antecedents of the pharmacology proprieties of Buddleja globosa
(matico), respect analgesic and antiinflamation activity in previous experiments made in
our laboratory, and also, in cientifics publication, and this carried to continue with the
pharmacology and chemistry study, of this species.

The principal objective of our experiment it was the comparison of extract
fractioned of the species. The experiments was with methanolic extract of matico
(ETMAT-1), also to made the comparison of leaves take in different seasons of the year
for see some difference in the efficacy of the extract. The gathering matico it was in the
autumn and summer. The was fractioned with solvent of increasing polarity. In the
experiments we used thin layer chromatography in silica gel, we use different
development. The identification of compounds it was across spectroscopy of IR and
RMN of *H y *C for some compounds, also HPLC for compounds with standard. The
assay was across espectrophotometric method for the compounds on the extracts,
when was necessary we adapted the Glories method and validate. It was evaluated the
difference between contented of flavonoles and feniletanoides.

The pharmacology studio evaluated the analgesic activity in oral and topic via,
on the analgesic in oral via oral we used the abdominal contortions method, formalin
method and tail flick method, in mousse, for via we used the tail flick method.

In the activity antiinflammatory for topic via we used the edema induction
method on the mouse ear provoked for tetradecanoilforbol-acetate (TPA) .

In  was evaluated 4 extracts of matico in experiments EMAT-1 (methanolic
summer extract), ETMAT-1(ethanolic autumn extract), ETMAT-1 (ethanolic summer
extract) and EMG (global methanolic extract of summer), it was saw a difference on the
extracts gathering analgesic and antiinflamatory proprieties.

Also it was evaluated the antixidant activity for xantino oxidasa method and the
capture free radical activity across 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH) method of the
extract ETMAT-1(autumn), this don’t was evaluated in studies preius.

It was made also microbiologic experiments in vitro for see if the extracts was
antimicrobian and/o antifungy bioautografy essay, the EMAT-1(summer) and ETMAT-

1(autumn) extracts, it was cultivate in silica gel 60 (Merck) and t was established of



movil fase more suitable for each. It was made cultivate medium for bacterium and PDB
(potatoes dextrose broth) for fungi.

How chemistry result we can say that the variation of material raw depends of
the season of the year that it was collect, and the best season is the summer, also the
identification of 3 flavonoles ( quercetina, apigenina, 7-O-glcoside de luteolina) and
other fenolic compounds, the cafeic acid (verbascoside), it was the responsible of the
proprieties of this specie.

The pharmacology experiments we can say that all extract used have analgesic
and antiinflamatory than, and the summer extract most effective than autumn, the
ETMAT-1 (summer) is the most important.

The microbiologic and antioxidant result of the extracts studies it was kind of

null, it doesn’t showed activity in these areas.



INTRODUCCION

Se han realizado muchos estudios sobre las propiedades de B.globosa
(matico) los que se pueden encontrar en la literatura, describiendo sus mudltiples
beneficios en la medicina, se han realizado investigaciones que avalan sus efectos
analgésicos, antiinflamatorios, antimicrobianos, cicatrizantes, y antioxidantes. Esto nos
llevé a seguir la investigacibn en la busqueda de compuestos que sean los
responsables de estas propiedades, su identificacion cualitativa y cuantitativa. Estudios
anteriores hablan sobre compuestos presentes en esta especie como flavonoles,
feniletanoides , sesquiterpenos entre otros.

Los estudios farmacolégicos han demostrado actividad cicatrizante in vitro
con un extracto acuoso a partir de la hojas de la planta (Mensah et al.,1998) vy
propiedades antimicrobianas sobre todo contra S. aureus (Pardo et al., 1993).

A partir de un extracto de la raiz se han aislado cuatro compuestos:
buddledinas A, B, C y zerumbona. La buddledina A demostré tener actividad
antiinflamatoria in vitro ya que inhibia a la ciclooxigenasa ( COX) principal mediador de
la inflamacién y a la lipooxigenasa (LOX) (Liao et al.,1999).

Estudios realizados en nuestro laboratorio también demostraron efectos
farmacoldgicos como cicatrizantes (Miranda et al., 2005), actividad antiinflamatoria ,
actividad analgésica y atrapadora de radicales libres de un preparado metandlico
(EMAT-1) (Rosales et al., 2003).

Asi también se trabajé con los preparados dermatolégicos en base a extractos
activos de matico demostrando la efectividad de éste, en el tratamiento de los efectos
adversos producidos por quimioterapia (eritrodisestesia plantar palmar) (Rubio et
al.,2004, Rubio et al., 2005, Araya et al., 2005), lo que puede contribuir a una terapia
menos invasiva para los pacientes.

Todos estos antecedentes nos llevaron a la obtencién de un extracto purificado
para evaluar si el fraccionamiento de éste, conduciria a aumentar la actividad al tener
en las fracciones mas polares los metabolitos activos y compararlos con un extracto
alcohdlico global (EMG) que tiene todos los compuestos de las hojas, ademas de

identificar si la época de recoleccion influiria en la actividad del extracto.



[.LHIPOTESIS

Estudios recientes han demostrado las propiedades antinflamatorias via oral y
tépica de un extracto metandlico seriado (EMAT-1(verano)) de B. globosa, ademas de
su actividad cicatrizante. Se espera poder demostrar:

- sus propiedades analgésicas via oral y topica debida a la estrecha
relacion de ésta y la inflamacion

- la no variabilidad farmacolégica y quimica al utilizar etanol en la
preparacion del extracto y

- la influencia estacional en la actividad farmacoldgica.



I.LOBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GENERALES.

Comparar desde el punto de vista quimico y farmacolégico un extracto metandlico
fraccionado (EMAT-1(verano)) de B. globosa con un extracto etandlico seriado
(ETMAT-1(verano)) a obtener en el estudio, y evaluar sus propiedades analgésicas
tépicas. Disefiar la estandarizacion quimica como base del control de calidad de un
extracto EMAT-1(verano) con propiedades antiinflamatorias, analgésicas vy
cicatrizantes ya demostradas, proporcionando un valor agregado al respaldo cientifico

de los estudios realizados y a su aplicacion en un preparado dermatoldgico.



2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Obtener los extractos seriados de matico a partir de una nueva recoleccion de hojas,
para la comparacion quimica y farmacologica de los extractos alcohdlicos: EMAT-1 y

ETMAT-1, y en diferentes épocas del afio (verano y otofio respectivamente).

-Evaluar la actividad analgésica via tépica del extracto EMAT-1(verano), ETMAT-1
(verano), ETMAT-1 (otofio) y EMG (verano), mediante dos ensayos diferentes que
permiten evaluar el efecto a nivel periférico y a nivel central, el Test de la formalina y

Tail flick. Este ultimo, utilizando dos vias de administracion: oral y topica.

-Disefiar la estandarizacion quimica determinando parametros cuali y cuantitativos para

el extracto activo EMAT-1(verano) y para el ETMAT-1(otofio)

-Validar un método espectrofotométrico que permita la valoracion de las distintas
familias de compuestos (flavonoides y feniletanoides) presentes en dicho extracto y

fijar sus limites.

-Implementar un método por HPLC para la cuantificacion de los flavonoides y

feniletanoides.



Il ANTECEDENTES

3.1 DESCRIPCION BOTANICA

FAMILIA . Buddlejaceae .(Puig, 1997)

GENERO : Buddleja

ESPECIE . B. globosa

NOMBRE CIENTIFICO . Buddleja globosa Hope (Puig, 1997).
NOMBRE VULGAR . matico, palquil o paiil (Montes, 1985).
DISTRIBUCION GEOGRAFICA . Chile, Argentina y Per(. En Chile habita

desde Santiago hasta la Patagonia, generalmente

en sitios humedos (Navas, 1979).

Buddleja globosa Hope es un arbusto de 1,5 a 3 m de altura, con ramas jévenes
pubescente amarillentas. Las hojas son opuestas, de 3 a 15 cm de ancho, lanceoladas,
agudas. La inflorescencia es en mono o bicabezuela, de 1 a 2 cm de diametro,
formando un racimo de 2 a 15 cabezuelas. Sus flores son humerosas, compactas, de
color anaranjadas, amarillas y rojas. El fruto es una cdpsula subglobosa. Florece desde

noviembre a mayo (Navas, 1979)

3.2 USOS EN MEDICINA POPULAR
La medicina folclérica la utiliza por sus multiples propiedades terapéuticas y

destaca el uso de las hojas y corteza en infusion, para ayudar en la cicatrizacion de



heridas, en el tratamiento de quemaduras y de Ulceras externas e internas(Pardo et al.,
1993).

El decocto de las hojas es utilizado para lavar heridas y las hojas en polvo para
curar Ulceras y viejas heridas. El infuso de las hojas, puede ser tomado internamente
para tratar disenteria cronica, hemorroides, hepatitis y catarro. También se cita el
tratamiento de Ulceras y verrugas, usando los jugos e infusiones desde las hojas. Por
ultimo, también se han usado las hojas como antiséptico urogenital en la forma de una

infusién (Hougthon, 1984).

Figura N° 1: Foto de la planta con Figura N° 2: Flores de

sus hojas y flores la planta
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IV.MATERIALES Y METODOS.

4.1 ESTUDIO QUIMICO.

4.1.1 Material vegetal.

Se recolectaron las hojas de las plantas cultivadas en la regién metropolitana
procedentes de esquejes obtenidos en Temuco, del cual se obtuvo el EMAT-1(verano)
que se empled en este estudio. La hojas se recolectaron en verano (noviembre) y en
otofio (abril) se secaron a temperatura ambiente, protegidas del sol, y se molieron.

Se guardo un testigo de herbario para la recoleccion en abril (22219) y en verano
(22258) en el Herbario de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas,
Universidad de Chile.

4.1.2 Preparacion de los extractos

Con el material seco y molido (1Kg) se procedié a realizar sucesivas
extracciones con disolventes de polaridad creciente. De las muestras recolectadas en
otofio se obtuvieron 29 g de extracto hexano (EHEX), rendimiento equivalente a 3%;
20g de diclorometano (EDCM), rendimiento equivalente a 2% y 160g del extracto
etandlico (ETMAT-1(otofio)) con un 16%de rendimiento.

En el caso de la recoleccion realizada en noviembre se obtuvo un rendimento de
13.6 g de extracto hexano (EHEX), rendimiento equivalente 2.72 %, 8.8 g de
diclorometano con un rendimiento de (EDCM), rendimiento equivalente a un 1.8 % y
165 g del extracto etandlico (ETMAT-1(verano)) con un 15.5%de rendimiento.

Cada extraccion se realiz6 hasta agotamiento del material vegetal a temperatura
ambiente, dejando secar la planta entre cada extraccion, antes de adicionar un nuevo
disolvente.

Todos los extractos obtenidos fueron llevados a sequedad en un evaporador
rotatorio hasta total eliminacion del solvente, para ser sometidos a las pruebas

guimicas y farmacoldgicas. (Figura N° 3)
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FIGURA N°3: ESQUEMA DE EXTRACCION DE B. GLOBOSA

Rendimiento

ETMAT-1 ETMAT-1
(otofio) (verano)
Hexano — > 3% 2.72%
Diclorometano 2% 1.76%
=> >
Etanol —p »  16% 15.5%
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4.1.3 Estudio cromatografico.

El seguimiento de la composicién quimica del extracto EMAT-1(verano), ETMAT-
1(verano), ETMAT-1(otofio), EMG(verano) y de sus fracciones, se realiz6 mediante la
técnica de cromatografia en capa fina (ccf) para visualizar las similitudes y diferencias
entre ellos asi como también de sus fracciones, ademas para compararlos con
patrones de flavonoles, para lo cual se emple6 como fase estacionaria gel de silice G
tipo 60 con indicador de fluorescencia de 0,2 mm de espesor y distintos sistemas de
disolvente, segun la polaridad de los distintos extractos y fracciones. Las ccf fueron
observada a la luz UV, a 254 y 366 nm, y reveladas con diferentes reactivos de
coloracion (Wagner and Bladt, 1996) para visualizar los grupos quimicos mas
abundantes.

Los reactivos reveladores fueron:

e Reactivo de p-anisaldehido sulfurico (AS). Este reactivo preparado con p-
anisaldehido, &cido acético glacial, metanol y acido sulfurico concentrado,
permite detectar la presencia de terpenos y otras sustancias triterpénicas,
por medio de la aparicion de coloraciones que varian del azul al violeta.

e Reactivo NP/PEG: este reactivo constituido por difenil-boriloxietilamina
seguido de polietilenglicol-4000, permite la deteccion de flavonoides. Se
produce una intensificacion de su fluorescencia a una longitud de onda de

366 nm, como también de feniletanoides.
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4.1.4 Fraccionamiento de columna por medio de un gel de silice.

El fraccionamiento se realizé a partir de 29 g de EMAT-1(verano) obtenido de

acuerdo al esquema de la figura 1, utilizando sucesivas columnas de gel de silice

rapida, usando mezclas de disolventes de polaridad creciente: hexano, diclorometano,

acetato de etilo y metanol. El fraccionamiento, los eluyentes, las fracciones obtenidas

junto con la fase mévil usada en el seguimiento cromatogréafico, se resumen en la

siguiente tabla

Tabla N° 1: Fraccionamiento columna EMAT- 1(verano)

Solvente/ volumen Fraccién ccf liquido de desarrollo
(ml)
DCM :AcEt 12-13 DCM : AcEt 5:5
60 :40/500
DCM :AcEt 14-18 DCM : AceEt 5:5
50 :50/500
DCM :AcEt 19-22 AcET: MEOH 9:1
40 :60/500
DCM :AcEt 23-27 AcCET: MEOH 9:1
30 :70/500
DCM :AcEt 28-31 AcEt: Ac. acet: Ac. For: agua
20:80/500 10: 1,1 : 11 :26
AcEt/ 100/500 32-49 AcEt: Ac. acet: Ac. For: agua
10: 11 = 11 :26
AcEt :MEOH 50-52 AcEt: Ac. acet: Ac. For: agua
95 :5/500 10: 11 : 11 :2,6
AcEt :MEOH 53 AcEt: Ac. acet: Ac. For: agua
95 :5/500 10: 11 : 11 :26
54
55-56
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4.1.5 Valoracion espectrofotométrica y validacion del método

4.1.5.1 Valoracién espectrofotométrica por el método de Glories

El método de Glories permite cuantificar tres familias de compuestos de
naturaleza fendlica : fenoles totales expresados como acido gdlico a 280 nm, ésteres
del acido cafeico expresados como &cido cafeico a 320nm y flavonoides expresados
como quercetina a 360nm.

Se utilizé el método espectrofotométrico de Glories como base y se adapt6 para
la valoracion de distintas familias de compuestos del extracto alcohdlico (EMAT-
1(verano) y ETMAT-1(otofio)) purificado y bioactivo de Buddleja globosa.( matico)
(Mazza et al. 1999).

Para las mediciones espectrofotométricas se utilizd6 un espectrémetro UV/Vis
Unicam UV3 (numero de serie: 022902).

Para obtener las curvas de calibracién se prepararon soluciones madres de los
respectivos patrones (acido galico, acido cafeico y quercetina) a concentraciones
apropiadas para la obtencién de las concentraciones decrecientes que permitieran
construir la curva de calibracién de cada estandar de modo que las absorbancias sean
adecuadas y representativas de la concentracion (entre 0.200 y 0.800)

Con respecto a los extractos: el EMAT-1(verano), EMG(verano) se determino
trabajar a una sola concentracion, el ETMAT-1(otofio) y ETMAT-1(verano) se
determinaron trabajar a dos concentraciones distintas

Para la determinacién de las absorbancias, y reproducibilidad de los resultados
las concentraciones a las que se trabajé en todos nuestros extractos fue de : 0.7mg/ml
y 1mg/ ml, por triplicado.

Se prepararon 25 ml para obtener tres soluciones madres de cada una de las
concentraciones. Se usé como solvente etanol 10% y antes de enrasar se sonicaron

por 2 min a 50° C para facilitar su disolucion.
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Las muestras se trataron de acuerdo al protocolo siguiente:

Tabla N° 2: Protocolo para valoracién del método espectrofotométrico.

Solucion |Soluciéon madre |HCI 0.1% en EtOH 95% HCI 2% Volumen total
Volumen 0.05 ml 0.05 ml 0.9 ml Iml
Proporcion 1 1 18

Una vez mezcladas las soluciones, los tubos se dejaron reposar por 15 minutos, y
luego se procedid a leer las absorbancias de cada tubo a las tres longitudes de onda
280, 320, 360 nm.

El &cido gdlico tiene su maxima absorbancia a la longitud de onda de 280 nm, el
acido cafeico tiene su maxima absorbancia a la longitud de onda de 320nm, pero
también presenta absorbancias minimas a 280 y 360nm interfiriendo asi con la sefial
correspondiente al &cido galico y a la quercetina; el patrén quercetina posee su
méaxima absorbancia a los 360 nm y ademas presenta absorbancias minimas a las
longitudes de onda 280 y 320 nm.

Las siguientes observaciones tuvieron que ser consideradas para los objetivos
planteados en nuestro estudio:

Existe una adicién de sefiales a 280nm del cromoéforo quercetina, acido cafeico y
acido gdlico, a 320nm interfiere la quercetina con el 4cido cafeico y a 360nm presenta
su maxima absorcién la quercetina y una absorcién muy leve el acido cafeico. Asi se
llegd a establecer una primera ecuacion que da cuenta de la cantidad de flavonoles
expresados como quercetina empleando una curva de calibracion absorbancia versus

concentracion de quercetina.
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4.15.2 Validacion del método.

Se llama validacion a la obtencion de pruebas, convenientemente documentadas,
demostrativas de que un método de fabricacion o control es lo suficientemente fiable
como para producir el resultado previsto dentro de los intervalos definidos.

De acuerdo a los criterios internacionales referentes a los trabajos de investigacion
es preciso entregar una validacion completa del método analitico a desarrollar,
considerando los parametros de calidad analitica establecidos. Por lo que fue
necesario comprobar al menos la reproductibilidad, precision, selectividad, robustez,

limites de cuantificacion y deteccion del método.

-Reproducibilidad: es la capacidad del método de obtener los mismos resultados
cambiando las condiciones de trabajo (equipos de trabajos, las personas que realizan
los ensayos dias, etc.)

-Precision : es el grado de concordancia entre los valores de una serie repetida de
ensayos analiticos efectuados sobre una muestra homogénea, es decir, es la
distribucion de los valores alrededor de su media.

-Selectividad : es la capacidad de detectar simultdnea o separadamente sustancias
guimicas diferentes presentes en la misma muestra.

-Robustez : el estudio de robustez evalla los efectos de pequefios cambios en las
condiciones operacionales del andlisis sobre la fiabilidad del método analitco.

-Limite de deteccidon : segun la IUPAC , es la menor concentracion de analito
detectable con razonable certeza por un procedimiento analitico dado. Es la
concentracion o cantidad minima de analito a partir de la cual es factible realizar el
andlisis.

-Limite de cuantificacion : es un parametro analitico de gran interés en ensayos de

limite, andlisis de trazas, contaminantes y productos de degradacion
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4.1.6 Disefio de un método por HPLC.

Se establecio un disefio por HPLC para determinar los mejores parametros con
los cuales trabajar para diferenciar de mejor manera los compuestos que estaban
presentes en nuestros extractos, sabiendo que los compuestos mas importantes eran
los flavonoides y feniletanoides.

Para esto se hizo una variacion en el método de determinacion de flavonoles del
Ginkgo biloba ( Dubber et.al., 2004) en el cual se determinaron 5 flavonoides presentes
en el extracto: rutina, quercetina, canferol, quercitrina e isoramnetina los cuales se
compararon con sus respectivos patrones.

Las ventajas de este método es que no se requiere realizar la hidrélisis de los
glicésidos.

Fueron utilizados por nosotros los extractos EMAT-1(verano), ETMAT-1( otofio) y
ETMAT-1( verano). Ademas de algunas fracciones que fueron purificadas del extracto
EMAT-1(verano) y ETMAT-1(otofio) por una columna de gel de silice .

Nuestros patrones fueron los siguientes flavonoides: rutina, canferol (flavonoles),
apigenina, crisoeriol, hispidulina (flavonas) y otros fenoles como el acido galico y acido
cafeico.

Cada una de nuestras muestras fueron disueltas en metanol: agua =50 :50 y se
trabajo con diferentes columnas, fases moviles, flujos y longitudes de onda , en la

busqueda de la mejor separacion y resolucion de las sefiales.

-Columnas: Genesis Cig 15 cm, genesis Cig 25cm, nhovapack N° 3 Cig 30 cm,
novapack N° 7 Ci5 30 cm.
-Fases moviles: acido formico 0.3%: acetonitrilo = 75:25
acido formico 0.3%: acetonitrilo = 85:15
acido formico 0.3%: acetonitrilo = 70:30
acido formico 0.1%: acetonitrilo = 75:25
-Flujos :0.7 , 1, 1.5 mL/min
-Longitud de onda : 350, 365 nm.
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4.1.6 Técnicas espectroscopicas

La elucidacio estructural se realiz6 medante distintas tecnicas espectroscopicas
tales como RMN-'H, RMN-3C e IR.

Los espectros de RMN se ralizaron en un Brunker de 300/75 MHz, usando TMS
como estandar interno y disuelto en Cs Ds N.

Los espectros IR se registraron en un espectrofotometro Perkin Elmer, modelo
1310, en KBr al 10%.

4.2 ESTUDIOS FARMACOLOGICOS IN VIVO

Aspectos éticos a considerar para el trabajo con animales

En virtud al trato humanitario y mitigador del dolor de los animales utilizados en

esta investigacion, se consideran las “Normas Internacionales en Investigacién
Biomédicas que involucra el uso de animales”. Esta reglamentacién ha sido elaborada
por el consejo de organizaciones internacionales de Ciencias Médicas en Ginebra
1986 (Boletin Oficina Sanitaria Panamericana, 108 (5-6): 637-641), y son aplicadas por
la unidad de mantencién de animales del Instituto de Salud Publica de Chile (ISP),
lugar donde se desarrollaron las pruebas farmacolégicas.
Por otra parte, los ensayos que se realizaron por el grupo de investigacion del
Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas de la Universidad de Chile, con animales de experimentacién, cuentan
con la aprobacion de la Comisién de Etica de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas de la Universidad de Chile.
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4.2.1 Ensayos farmacoldgicos via tépica.

4.2.1.1 Evaluacion de la actividad analgésica (Test de la formalina)

Este ensayo tiene como objetivo evaluar y comparar la analgesia via tépica de
los 4 diferentes extractos de B. globosa, para este propdsito se utilizaron ratones de la
cepa CF-1 de igual sexo, entre 20 a 25 g de peso y de edad de 30 a 35 dias de la
unidad de mantencion de animales del ISP.

En todos los casos los animales se mantuvieron en ayunas durante 12 horas
previas al ensayo con agua ad libitum y a una temperatura controlada de 20°C.

Para realizar el ensayo, los animales fueron escogidos aleatoriamente. Se
tomaron 10 animales, de los cuales 8 fueron tratados con la muestra y 2 como
controles, a los que se les aplicd sdlo el agente algésico.

Para cada ensayo se tomaron 2 controles hasta formar un “pool” de 16, con el
objeto de tener el nUmero adecuado para realizar el tratamiento estadistico.

Se ha descrito que el ensayo de la formalina en la cola presenta solamente la
fase | de dolor, lo cual significa que se observa solamente algesia en los primeros 5
min y que no hay una segunda fase, caracterizada por la expresion de mecanismos
proinflamatorios, a diferencia de lo que se observa al inyectar formalina i.d en la pata,
donde si se aprecian las dos fases anteriormente descritas (Kolesnikov et al., 2004).

La muestra en estudio se aplicé via tépica, introduciendo la cola, en un tubo de
ensayo que contiene la solucion de la muestra en DMSO al 5%, durante 3 minutos. Se
saco la cola, se seco y se le inyectd intradermicamente (i.d.) agente algésico (20 uL de
solucion de formalina en agua estéril) en el tercio inferior.

La formalina fue ensayada a la concentracibn de 10 % p/v y posterior a la
inyeccién se procedié a contar el tiempo maximo durante el cual el animal se lame la
cola (Kolesnikov et al., 2004), durante los 5 min posterior a la inyeccion del agente
algésico.

Para contabilizar el tiempo de lamidas los ratones se dispusieron en una camara

de vidrio de 25 x 25 cm con espejos para optimizar la observacion.
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En el caso del ensayo de la formalina en la cola, para calcular el % de efecto
analgésico (% A), se trabajé con las medianas del grupo en estudio y del grupo control
(el cual recibe solamente el agente algésico) mediante las siguientes férmulas:

%D = Med Tlad M x 100
Med Tlad C

% A=100-%D

Donde:

%D: porcentaje dolor.

Med Tlad C mediana tiempo lamidas grupo control.

Med Tlad M: mediana tiempo lamidas animales tratados.
% A: porcentaje analgesia.

Tratamiento estadistico

Los resultados se analizaron estadisticamente por el método no paramétrico de
Wilcoxon para datos independientes (Hollander y Wolfe, 1973), considerandose

significativos para un p < 0,05.

4.2.1.2 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria topica

La actividad antiinflamatoria tépica fue evaluada por el método de la induccién
de edema en orejas de ratones con el agente inflamatorio TPA (acetato de sorbol), este
agente provoca una inflamacién topica mas lenta estimulando la liberacion de los
leucotrienos, entre otros mediadores quimicos, que también son inductores del proceso
inflamatorio pero se forman mas tardiamente (Lloret y Moreno, 1995; Delporte y col.,
2002).
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Se utilizaron ratones de la cepa CF-1 convencional de ambos sexos no
consanguineos con un peso de 20 a 25 g los que se mantuvieron en ayunas 12 horas
antes de cada ensayo y agua ad libitum.

Para cada prueba se utilizaron diez ratones de los cuales a ocho se les aplico el
compuesto a estudiar y dos se dejaron de controles a los que sélo se les aplico la
sustancia inflamatoria (TPA) que fue disuelta en acetona a una concentracion de 1,25
ug/10 L .

Los compuestos a ensayar, solubilizados en acetona o etanol al 80 %, se aplicaron
via topica, a la concentraciébn de 3mg/20uL en la oreja derecha del raton (10 pL por
cada cara de la oreja) y el vehiculo se aplicé en la oreja izquierda de la misma forma
que la muestra en estudio, luego de cinco minutos se aplicé nuevamente en la oreja
derecha 20 pL del agente inflamatorio (TPA) y en la izquierda el vehiculo. Pasado el
tiempo necesario para que se produzca la inflamaciéon maxima, que para el TPA es de
cuatro horas, se procedié a sacrificar los animales mediante dislocacién cervical y a
continuacién se cortaron trozos de 6 mm de diametro de ambas orejas, los cuéles
fueron pesados para obtener las diferencias de pesos entre los trozos cortados, de
cada animal. De esta forma la inflamacién se estableci6 como el aumento de peso
(edema) de la porcién de oreja derecha que recibié el agente inflamatorio y la muestra
con relacion al peso de la porcién de la oreja izquierda que soélo recibié tdpicamente el
vehiculo (Delporte et al., 2002).

La mediana obtenida de las diferencias de peso de las orejas derecha y orejas
izquierdas de los ocho ratones que recibieron la muestra, comparada con la mediana
de las diferencias de pesos de las orejas derechas y orejas izquierdas de 16 ratones
controles nos permitieron calcular el porcentaje de efecto antiinflamatorio tépico
(%EAIT)

% EAIT = M_( (ODC — OIC) = M (ODM = OIM) ) X 100
(M (ODC - OIC)
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Mobc-oic: Mediana de las diferencias de peso de las orejas derecha e izquierda de
los animales controles.
Mobm-om: Mediana de las diferencias de peso de las orejas derecha e izquierda

de los animales que recibieron la muestra.

El farmaco de referencia utilizado para el ensayo del TPA fue indometacina .

4.2.1.3 Ensayo tail flick via tépica.

Para el ensayo del tail flick en cada extracto a estudiar se utilizaron grupos de 6
ratones de la cepa CF-1 de ambos sexos, entre 28 + 2 g, los cuales son ambientados a
las condiciones del laboratorio 2 horas previas al ensayo. Este ensayo identifica
principalmente los analgésicos que actian a nivel central. Se indujo un dolor agudo
térmico mediante la aplicacion de radiaciones I.R. en la cola del ratén en el punto de su
incidencia. Este experimento se realiza mediante el uso de un algesiémetro (Ugo
Basile, Italia), el que mide el tiempo que el animal es capaz de soportar el calor (tiempo
de latencia), lo que es proporcional al efecto analgésico de la muestra (Miranda et al.,
2003). Se determinaron y compararon los valores de los tiempos de latencia de los
animales controles y los animales tratados. Una vez administrada la muestra en
estudio, la cual consistié en una solucion del extracto al 5% p/v en DMSO, se sumergio
la cola del animal por un tiempo de 3 minutos y posteriormente, se esperé 5 minutos
antes de realizar la algesiometria. Para la evaluacién de la actividad antinociceptiva, se
construyeron curvas dosis-respuesta de las muestras administradas, las cuales se
ensayaron a las dosis 5%p/v, 2.5%p/v, 1.25%p/v y 0.625%p/v en DMSO.

Para el ensayo del tail flick los resultados fueron expresados como la diferencia
en el tiempo de latencia (media + S.E.M.) entre la media de las dos lecturas de
controles y el delta latencia experimental, datos con los cuales se calcul6 el % MEP

(Maximun Possible Effect) mediante la siguiente férmula
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MPE% =100 x (Lat 2—Lat 1)
(t cut-off — Lat 1)

Donde:
Lat 1: tiempo de latencia previo de la administracién del extracto.
Lat 2: tiempo latencia posterior a la administracion del extracto.

T cut —off: tiempo maximo de exposicién de la cola al calor, el cual, es de 8 seg.

Tratamiento estadistico

La significancia estadistica entre los grupos fue calculada por el test de student.
Los valores de p < 0,05 fueron considerados estadisticamente significativos. La dosis
gue produce un 50 % o un 25 % del efecto maximo, se calculé mediante andlisis de

regresion lineal de los cuadrados minimos.

4.2.2 Ensayos farmacolégicos via oral.

4.2.2.1 Ensayo tail flick via oral.

La algesiometria via oral se realiz6 utilizando el ensayo del tail flick, usando
como vehiculo Tween 80 al 2% en agua destilada. Con este ensayo se evaluaron las
muestras EMAT-1(verano), ETMAT-1(otofio), ETMAT-1(verano) y EMG(verano) a las
dosis de 200mg/Kg, 100mg/Kg, 50mg/Kg y 12,5mg/Kg.

Se utilizaron 6 ratones de la cepa CF1 de 28 + 2 g de peso para evaluar cada
extracto a sus respectivas dosis.

A cada animal se le administré por via oral mediante una canula un volumen de
0,4 mL de cada muestra a evaluar. Luego de la administracion, se esper6 un tiempo de
30 min antes de realizar la algesiometria con el fin de que se absorbiera la muestra en

el tracto gastrointestinal.
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Para el ensayo del tail flick los resultados fueron expresados como la diferencia
en el tiempo de latencia (media + S.E.M.) entre la media de las dos lecturas de
controles y el delta latencia experimental , datos con los cuales se calcula el MPE%
(Maximun Possible Effect) mediante la siguiente formula (Miranda et al., 2004):

MPE% =100* (TLat2-T Lat 1)
(t cut-off — Lat 1)

Posible efecto maximo de analgesia via oral mediante ensayo del tail flick.

Donde:
T Lat 1: tiempo de latencia antes de la administracién del extracto.
T Lat 2: tiempo latencia posterior a la administracion del extracto.

T cut —off: tiempo maximo de exposicion de la cola al calor el cual es de 8 seg.

Tratamiento estadistico

La significancia estadistica entre los grupos fue calculada mediante el test de
student. Los valores de p< 0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.
La dosis que produce un 50 % o un 25 % del efecto maximo, se calcularon mediante

analisis de regresion lineal de los cuadrados minimos.

4.2.2.2 Ensayo de las contorsiones abdominales

Se utilizaron ratones de la cepa CF1, de ambos sexos con un peso de 28 + 2 g,
las muestras a estudiar fueron EMAT-1(verano), ETMAT-1(otofio), ETMAT-1(verano) y
EMG(verano). Para los extractos EMAT-1(verano) y ETMAT-1(otofio), se calculd la
analgesia a las dosis de 200 mg/kg; 100 mg/kg; 50mg/kg; 25mg/kg, datos con los

cuales se realiz6 la curva dosis/respuesta, y se obtuvieron sus respectivas EDso y EDs.
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Para cada extracto a sus respectivas dosis, se administro via oral 0,4 ml de la
muestra, a cada animal, utilizando como vehiculo Tween 80 al 2% en agua destilada.
Transcurridos 30 min de la administracion de la muestra, los animales fueron
inyectados via i.p. con 0,1 mL/10 g ratén de acido acético al 0,6 %. El niumero de
contorsiones fue contabilizado luego de 30 min de la administracion del &cido acético y
durante un intervalo de 5 min.

Se describe como contorsion, a la contraccion de los muisculos abdominales,
acompafados por una elongacién del cuerpo y extension de las patas traseras.

Los resultados son expresados como la media £+ S.E.M del nimero de
contorsiones.

La actividad antinociceptiva fue calculada comparando la media del nimero de
contorsiones de los animales tratados con respecto a la media de los animales

controles, los cuales sdlo recibieron el vehiculo (suero salino).

% AN = 100 — (Wexp/Wc) x 100
Donde:
%AN: porcentaje antinocicepcion.

W exp: media de contorsiones animales tratados

Wc: media de contorsiones animales controles.
Tratamiento estadistico

La significancia estadistica entre los grupos fue calculada mediante el test de student.

Los valores de p< 0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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4.3 Estudio in vitro

4.3.1 Evaluacién de la actividad antimicrobiana de los extractos por siembra

en superficie de agar.

Mediante este ensayo se evalud la actividad antimicrobiana y antifingica del
extracto ETMAT-1(otofio) y EMAT-1(verano). Para llevar a cabo el ensayo, se prepar6
una solucién madre del extracto de una concentraciéon de 100 mg/mL en DMSO, de la
cual se toman alicuotas de 20 uL y 40 uL, y se agregaron a dos porciones de 20 mL
de una solucion de agar fundido TSA (Tryptic soy agar) por separado, obteniéndose de
esta manera dos soluciones de cada extracto con concentraciones finales de 100 y 200
ug/mL

La solucién de extracto en agar se dej6 solidificar en cipsula de petri y una vez
frio se procedid a la siembra de las cepas de microorganismos en forma lineal y en
superficie, mediante un asa de micron estéril.

Los microorganismos son incubados a 37 °C por 24 horas para el caso de
bacterias y a 28 °C durante 48 horas, para hongos (Erazo et al., 1997).

Para determinar si existe actividad antimicrobiana y/o antifungica, las capsulas
gue contenian los extractos en estudio fueron comparadas con capsulas controles que
contenian sélo agar fundido con las cepas de microorganismos .

Los microorganismos utilizados se encuentran indicados en farmacopea (USP
XXIl) para la valoracion de antibioticos, obtenidos de American type Culture

Collections
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Tabla N°3 : Microorganismos Utilizados para Todas las Pruebas Microbioldgicas

Bacterias
gram negativas

Escherichia coli ATCC 8739
Salmonella aviatum ATCC 12228
Bacterias
Gram Positivas

Staphylococcus

ATCC 6538P
aureus

Micrococcus flavus ATCC 10290
Bacilus subtilis ATCC 6633

Hongos

Candida albicans

Muestra clinica aislada desde el
laboratorio de microbiologia de la Fac. de
Cs. Qcas. Y Farmacéuticas, Universidad
de Chile

Saccharomyces

cerevisiae

Muestra aislada del ambiente desde el
laboratorio de microbiologia de la Fac. de
Cs. Qcas. y Farmacéuticas, Universidad
de Chile
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4.3.2 Ensayo Bioautografia

Mediante este ensayo se evalud la actividad antimicrobiana de los extractos y
compuestos aislados, los cuales fueron sembrados en placas de gel de silice 60
(Merck) y se determiné la fase moévil més apropiada para cada uno de ellos (Tabla N°
4).

Se prepararon caldos de cultivo de las diferentes cepas, utilizando como medio
liguido de cultivo TSB (Triptona soy Broth) para bacterias y PDB (potatoes dextrose
broth) para hongos. Cada microorganismo en estudio fue resuspendido en duplicado
mediante un asa de micrén estéril en 3 mL de su correspondiente medio seglin sea
bacteria u hongo, los cuales fueron obtenidos de una siembra de agar inclinado.

Las bacterias fueron incubadas a 37 °C por 24 horas y los hongos a 28 °C por 48
horas.

Los cromatogramas fueron expuestos a la luz U.V. (A 254 nm), durante 30 min
con el fin de esterilizarlos previo a realizar el ensayo.

En un tubo estéril se adicionaron 350 uL de caldo de cultivo de cada
microorganismo al cual se agregé 7 mL de agar fundido, TSA para bacterias y PDA
para hongos, se homogeniza en agitador mecanico y esta soluciéon se deja escurrir
sobre los cromatogramas los cuales se encuentran dentro de una cépsula de petri. Una
vez solidificado la solucién sobre la placa, se adicionan 350 uL de agua destilada
estéril a cada lado con el fin de evitar que las placas se resequen.

Las placas se dejan incubar por 24 horas a 37 °C para bacterias y por 48 horas a
28 °C en el caso de hongos.

Las placas fueron reveladas con el reactivo MTT (sal de tetrasolium), el cual
reconoce una deshidrogenasa bacteriana dando una coloracién azul/violeta. Se
considerd por lo tanto, como resultado positivo de actividad antimicrobiana si en la

placa se observé halo de inhibicién de color blanco (Rahalison et al., 1991).
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Tabla N° 4: Fases moviles de cromatogramas para bioautografias

Compuesto Fase Movil
EMAT-1(verano) BAW
ETMAT-1(otofio) BAW

BAW ( n-butanol:acido acetico:agua = 4:1:5)

4.3.3 Ensayo de la Xantino oxidasa

Este ensayo nos permitié determinar la actividad antioxidante ETMAT-1(otofio),
esto es, si el extracto mencionado inhibe la xantino oxidasa (XO), la cual es una
enzima que cataliza la oxidacién de la hipoxantina a xantina y a acido Urico, al mismo
tiempo se produce la reduccion de oxigeno generando radicales libres. En la fase de
reperfusion de un tejido previamente isquémico, XO produce grandes cantidades de
anion superoxido capaces de producir la lipoperoxidacion de los fosfolipidos que
constituyen las membranas celulares conllevando a la lesion de ellas. La actividad se
evalué a través de la medicién de acido urico, el cual presenta una absorcion (A) a una
A de 290 nm en un espectofotometro UNICAM (Kalcklar, 1947).

La solucién de xantina (X) de (Sigma) se preparé tomando 11,4 mg en 500 mL de
agua bidestilada sonicando durante 2 a 3 horas a 60°C. La enzima (Sigma) se utiliz6 a
la concentracién de 0,006 U/mL en buffer de Na2HPO4 y KH2PO4 a un pH de 7,5.
Para determinar la concentracién de enzima a utilizar se ensayé a distintas
concentraciones de enzima para obtener el grafico absorbancia (A) vs concentracion.
La concentracion de enzima que dié la A requerida para trabajar (0,300-0,400) fue de
0,006 U/mL.

Los extractos fueron evaluados a 50 mg/mL (Theoduloz et al.,, 1991). A las
muestras en estudio se les adicioné 3 a 4 gotas de DMSO y a continuacién el agua
bidestilada y si corresponde, se sonicd. Las muestras fueron evalladas en duplicado.
Para finalizar el ensayo se utilizo HCI 1 N (40,9 mL de &cido concentrado en 500 mL de

agua bidestilada). El protocolo del ensayo se detalla en la Tabla N°5.
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Tabla N° 5 : Protocolo del Ensayo de Xantino/Xantino a Oxidasa.

TUBOS a b c d
1. Extracto — — 1mL 1mL
2. Agua 1mL 1lmL — —
bidestilada
3. Buffer 2,9 mL 3 mL 2,9 mL 3 mL
4. Xantina 0,1 mL — 0,1 mL —
Oxidasa
Pre.incubar a 25 °C por 15 min
5. Xantina 2mL 2mL 2 mL 2mL
Incubar a 25° C por 30 min
6. HCI 1mL ImL 1mL ImL
Medir A acido Ac.Urico total | Blanco de Ac. Urico Blanco de c
arico 290 nm a remanente
VOLUMEN 7 mL 7 mL 7 mL 7 mL
TOTAL
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Una vez agregados 1,2,3 y 4 se preincubd las mezclas a 25°C por 15 min. A
continuacién se adicion6 a todos los tubos X y se incub6 a 25°C por 30 min (para que
la X esté a la temperatura de las muestras se coloco en el bafio junto con éstas). Para
finalizar, la reaccion fue detenida con HCIl y se procedi6é a leer la absorbancia (A) del
acido urico a 290 nm (Noro et al., 1983), en un espectrofotometro UNICAM (Kalckar,
1947).

El porcentaje de inhibicién (%l) se calcula segln la siguiente férmula:

%I = [(Aa — Ab) — (Ac — Ad) / (Aa — Ab)] * 100

%I : Porcentaje de inhibicion de la XO.
Donde:
A : absorbancia.
Aa: absorbancia del tubo a.
Ab: absorbancia del tubo b.
Ac: absorbancia del tubo c.
Ad: absorbancia del tubo d.
Aa-Ab: absorbancia del acido urico total

Ac- Ad: absorbancia del acido Urico remanente

El farmaco de referencia utilizado fue el alopurinol y para determinar su
concentracion inhibitoria cincuenta (ICso) se ensayaron diferentes concentraciones de
este farmaco. Del gréafico %l vs concentracion se obtuvo el IC50 que resulté ser 0,035
mg/mL.

La significancia de los resultados se calcul6 con el método no paramétrico de
Wilcoxon para datos independientes (Hollander y Wolfe, 1973), considerandose

significativos para un p< 0,05.
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4.3.4 Determinacion de Actividad Antioxidante mediada por DPPH

Para la busqueda de agentes atrapadores de radicales libres se empled el
bioensayo “in vitro” del DPPH, el cual se fundamenta en que el radical 2,2-difenil-1-
picril hidrazilo (DPPH) es de color violeta intenso. Al ser capturado su radical libre, el
compuesto pierde su color caracteristico, haciendo posible cuantificar la capacidad
capturadora que poseen distintas sustancias al determinar el grado de decoloracién
que dichos compuestos provocan a una solucién metanélica de DPPH.

Se prepard una solucion metandlica fresca de DPPH de 20 mg/L. Se prepararon
ademas soluciones metanodlicas de los compuestos a ensayar en un rango de
concentraciones desde 1 pg/mL hasta 200 pg/mL de acuerdo a la actividad
encontrada. Se mezclan volumenes de DPPH y soluciones de las muestras, de
acuerdo a protocolo indicado en tabla . Se esperd 5 min y luego se procedi6 a leer en
el espectrofotometro a 517 nm.(Tapia, 2000). El calculo del % de decoloracién
(capacidad atrapadora de radicales libres) se determiné empleando la siguiente

formula:

%decoloracion =1 _ (A compuesto) x 100

A blanco

Un valor igual a 100 corresponde a la maxima capacidad atrapadora. El grado de
decoloracién indica la eficiencia de las sustancias como capturadoras de radicales
libres. Como sustancia de referencia se utiliz6 quercetina usando concentraciones
entre 1,25 a 7,5 pg/mL. Los valores fueron presentados como el promedio + la
desviacion estandar de tres determinaciones. Se determind ademas, la concentracion
efectiva 50 (CE so).
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Tabla N° 6: Protoclo de ensayo de DPPH.

Muestra (uL) Blanco de muestra( pL) Control (uL)
Muestra 375 375 0
DPPH 750 0 750
Metanol 0 750 375
volumen total (uL) 1.125 1.125 1.125
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Estudio quimico.

5.1.1 Estudios cromatograficos.

En nuestro estudio cromatografico se pudo hacer la comparacién de todos los
extractos de B.globosa con los cuales trabajamos, EMAT-1(verano), ETMAT-1(verano),
ETMAT-1(otofio) y EMG(verano) y pudimos constatar que todos los extractos de hojas
recolectadas en verano independiente del solvente utilizado etanélico o metandlico al
ser cromatografiados y revelados con el reactivo NP/PEG presentaban las mismas
manchas y fluorescencia a 364nm, siendo estas mas intensas que en el extracto de
hojas recolectadas en otofio, lo que nos indica que los flavonoles, se encuentran en
mayor cantidad en los extractos de hojas en el periodo de verano, sin embargo en el
extracto ETMAT-1(otofio) se pudo observar una fluorescencias pero mas tenues.
Terpenos y otras sustancias triterpénicas también existian en todos los extractos. Los

resultados de las cromatografias se resumen en la Tabla N° 5.1.1.

Tabla N° 5.1.1: Perfil cromatografico de los dstintos extracto de B. globosa.

EXTRACTO Sistema Disolvente NP/PEG AS
EMAT-1(verano) BAW* + +
ETMAT-1(otofio) BAW* + +

ETMAT-1(verano) BAW* + +
EMG(verano) BAW* + +

BAW?* = ( n-butanol: acido acetico: agua = 4:1:5)

Se entiende por (+) cuando se observa una o mas manchas de coloracion

intensa al revelar.
Ademas se realizaron cromatografias comparativas para buscar los flavonoles

presentes en los extractos usando patrones de referencia, y se pudo evidenciar la

presencia de apigenina y quercetina en los extractos ensayados ya que las coloraciones
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y los Rf coincidian con los estandares , pero como era de esperar los extractos de

verano presentaban una mayor concentracion.

5.1.2 Fraccionamiento en columna por medio de un gel de silice.

El fraccionamiento de los extractos de B.globosa , mediante columnas adquiere
una connotacion importante, pues si bien no es una etapa imprescindible dentro de los
objetivos planteados por nosotros, esta técnica permite el aislamiento, purificacion y
visualizaciébn de metabolitos presentes en diferentes fracciones del extracto mediante
ccfy HPLC.

La purificacion se realizo con el fin de identificar los compuestos que estan en
mayor concentracion en el extracto a los que se les puede atribuir las propiedades
farmacologicas.

De acuerdo a los primeros resultados del fraccionamiento y lo observado por
cromatografias, las primeras fracciones contenian sélo clorofila y fueron eliminadas.
Las siguientes fracciones contenian compuestos en parte enmascarado por la clorofila,
para luego a medida que aumento la polaridad, obtener fracciones enriquecidas en
feniletanoides y flavonoides (ver tabla 5.1.2), las cuales fueron identificadas por RMN
(resonancia magnética nuclear) de t Hy ** C, HPLC (U.V)

Del fraccionamiento de EMAT-1(verano) se obtuvieron los siguientes

compuestos que fueron apareciendo mientras aumentaba la polaridad del solvente.

-Glucodsido B sitosterol: confirmada su presencia por ccf y I.R. en comparacion
con estandar.

-Quercetina : confirmada su presencia por CCF y HPLC (UV)

-RN1 y RN1’ : confirmada su presencia por RMN *Hy 3 C

-Apigenina: confirmada su presencia por CCF y HPLC (UV)

Ademas de 2 compuestos que le llamamos MAT3 y MAT5 que aparecen en las
fracciones de mas alta polaridad, pero que no se logro identificar a que compuestos
corresponden exactamente, posiblemente sean flavonoles y fenietanoides.

Los compuestos encontrados con sus respectivas fracciones se resumen en la
Tabla N° 5.1.2 y estos mismos compuestos revelados en CCF se muestran en las Fig.
N° 4,5,6
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Tabla N°5.1.2: Resumen de las fracciones de EMAT-1 (verano)

Solvente/ Fraccion CCF SOLVENTE Compuestos Rf
volumen (ml)
Hexano 1 DCM 100% clorofila
100/500
Hexano:DCM 2 DCM 100% clorofila
75:25/500
Hexano:DCM 3 DCM 100% clorofila
50:50/ 500
Hexano:DCM 4 DCM 100% clorofila
25:75/500
DCM 5 DCM: AcEt 9:1 clorofila 1
100/500
DCM :AcEt 6-7 DCM: AcEt 9:1 Revelado morado 0,8
90:10/500 Anisaldehido
DCM :AcEt 8-9 DCM : AcEt 7:3 Morado y Amarillo 0,4 —
80 :20/500 0,5
DCM :AcEt 10-11 DCM : AcEt 7:3 Morado 0,4
70 :30 /500
DCM :AcEt 12-13 DCM: AcEt 55 Quercetina 0,5
60 :40/500
DCM :AcEt 14-18 DCM : AcEt 55 Quercetina + otro flav 0,5-
50 :50/500 0,45
DCM :AcEt 19-22 AcET: MEOH 9:1 Flav y
40 :60/500 Gluc. B-sitosterol 0,4
DCM :AcEt 23-27 AcET: MEOH 9 :1 Gluc. B- 0,4- 0,3-
30 :70/500 sitosterol(hasta26) 0,4
RN1y
RN1’(Verbascésido
y 7-O-gluc-luteolina)
DCM :AcEt 28-31 AcEt: Ac. acet: Ac. For] RN1y 0,4-0,5
20:80/500 agua RN1’(Verbascésido 0,6
10: 11 1,1 |y 7-O-gluc-luteolina) +
2,6 apigenina
AcEt/ 100/500 |32-49 AcEt: Ac. acet: Ac. For] RN1y 0,4-0,5
agua RN1’(Verbascésido
10: 11 1,1 |y 7-O-gluc-luteolina)
2,6
AcEt :MEOH 50-52 AcEt: Ac. acet: Ac. For] RN1y 0,4-0,5
95 :5/500 agua RN1’(Verbascdsido 0,3
10: 11 1,1 |y 7-O-gluc-luteolina) +
2,6 Mat- 3
AcEt :MEOH 53 AcEt: Ac. acet: Ac. For] RN1y 0,4-0,5
95 :5/500 agua RN1’(Verbascdsido 0,3-0,2
10: 11 1,1 |y 7-O-gluc-luteolina) +
2,6 Mat-3, Mat-5
54 Mat-X Mat-3, Mat-5 0,3-0,2
55-56 Mat-3, Mat-5 0,3-0,2




Fig.10, 11 ,12 :Compuestos identificados por el fraccionanmiento presentes en
EMAT-1(verano)

Fig.11 :CCF. Revelada con NP al visible

7-O-glucdsido
de luteolina
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35-37 40 32-37 Apig 35-41 35-41pp 42-44 42-48
49 50 51 52 53
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Fig.10 :CCF

-Fracciones:

(28-31)+32-49) (eluidas con AcEt
100 hasta ACET: MeOH= 95:5)
(53+54) (eluidas con AcEt:MeOH
95:5)

-Fase movil: AcEt: : Ac. Acét.;,Ac.
Formico: Agua=10:1,1,:1,1:2,6.
-Reactivo Revelador: NP/PEG

Fig. 12 : CCF Revelada con NP y UV 360nm
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5.1.3 Valoracion espectrofotométricay validacion del método

5.1.3.1 Valoracion espectrofotométrica por el método de Glories.

Se establecieron las curvas de calibracion para cada uno de los patrones
(4cido galico, &cido cafeico y quercetina) a las tres longitudes de onda en estudio: 280,
320 y 360 nm., obteniéndose asi las ecuaciones de absorbancias en funcién de la
concentracion que fueron empleadas para cumplir los objetivos propuestos.

Se desarrollé a continuacion las ecuaciones de las rectas para determinar la
concentracion de los 3 patrones a las longitudes de onda y poder asi corregir las
concentraciones reales de derivados fendlicos (280), derivados del acido cafeico y
feniletanoides (320) y derivados de flavonoles (360).

De esta manera se establecieron las siguientes ecuaciones basadas en las

curvas de calibracion.

Curvas de calibracién:

Para acido galico :

Ec.1 A0 = 0.0484 C gaico - 0.0853 r = 0.9970
Ec. 2 A%, = 0.0030 C gaiico - 0.0362 r =0.9567
EC 3 Aseogélico = 00014 Cgélico - 00362 r= 08465

Para acido cafeico :

Ec. 4 A% = 0.0586 Ccar - 0.0199 r=0.9964
Ec.5 A% = 0.1017 C + 0.0175 r=0.9978
Ec.6 A3 = 0.0154 C . + 0.0082 r=0.9838

Para quercetina:
EC 7 Azsoquercetina = 00189 Cquercetina - 00110 r= 09987

EC 8 Agzoquercetina = 00235 Cquercetina + 00191 r= 09994
EC 9 A360quercetina = 00474 Cquercetina + 00261 r= 09996
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Asi la concentracion de estos componentes en la muestra se calculo de acuerdo

ac

A%0 muestra = Ec. 9

quercetina, luego

A3 muestra = Ec. 8 + Ec. 5
ahora despejamos la concentracién de acido cafeico.
A28 muestra=Ec. 7 + Ec.4+ Ec.1

concentracion de &cido galico

De esta ecuacion se puede obtener la concentracién de

como ya conocemos la concentracion de quercetina

finalmente de esta ecuaciéon obtenemos la

Para la reproducibilidad de los resultados se prepararon distintas soluciones

madres de matico, y se midieron las absorbancias a las diferentes longitudes de onda,

obteniéndose los siguientes resultados.
Los resultados experimentales de cada una de

diferentes extractos fueron los siguientes:

Tabla N° 5.3.1.1: EMG (verano) de B.globosa a 1Img/ml.

las concentraciones de

280nm 320nm 360nm

Media 0.377 0.549 0.204

1mg/ml SD 0.009 0.008 0.006
CV (%) 2.380 1.518 2.704

flavonoles: 6.8%
feniletanoides: 8.3%

fenoles totales(taninos): 6.1%

los
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Tabla N° 5.3.1.2 EMAT-1(verano) de B.globosa a una concentracion.

280nm 320nm 360nm

Media 0,368 0,538 0,202

1mg/ml SD 0,004 0,006 0,003
CV (%) 1,028 1,074 1,594

flavonoles: 7.2 %

feniletanoides: 8.2 %

fenoles totales(taninos): 7.7 %

Tabla N° 5.3.1.3: ETMAT-1(otofio) de B.globosa a dos concentraciones distintas.

280nm 320nm 360nm
Media 0.247 0.293 0.107
0.7mg/ml SD 0.025 0.027 0.013
CV (%) 10.1 9.1 11.9
flavonoles: 3.4 %
feniletanoides: 4.3 %
fenoles totales(taninos): 8.5 %
280nm 320nm 360nm
Media 0.370 0.428 0.165
1mg/ml SD 0.013 0.009 0.007
CV (%) 3.38 2.11 4.24

flavonoles: 5.8 %

feniletanoides: 7.6 %

fenoles totales(taninos): 8.6 %
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Tabla N°5.3.1.4: ETMAT-1(verano) de B.globosa a dos concentraciones distintas.

280nm 320nm 360nm
Media 0.289 0.452 0.167
0.7mg/ml SD 0.014 0.012 0.008
CV (%) 4.844 2.655 4.790
flavonoles: 8.4 %
feniletanoides: 8.7 %
fenoles totales(taninos): 7.9 %
280nm 320nm 360nm
Media 0.339 0.539 0.189
1mg/mi SD 0.018 0.024 0.008
CV (%) 5.310 4.453 4.234

flavonoles: 6.9 %

feniletanoides: 8.3 %

fenoles totales(taninos): 6.4 %

Tabla N° 5.3.1.5 .Resumen de los porcentajes de compuestos presentes en los
diferentes extractos de B.globosa a la concentracién de 1mg/ml

% De EMAT-1(Verano) ETMAT-1. ETMAT-1 EMG
(Otofio) (Verano) (verano)
Flavonoles
7.4(+-0.1)% 4.8% 6.9(7.2-6.5% | 6.8(7.0-6.7)%
feniletanoides
8.2(+-0.1)% 5.9% 8.3(9.2-7.9)% | 8.3(8.4-8.1)%
Fenoles (taninos) 7.2(+-0.1)% 9.6% 6.4(7.0-5.8)% | 6.1(6.2-6.1)%

42



En este cuadro resumen en el cual podemos comparar la composicién quimica
de todos nuestros extractos a una misma concentracion (1mg/ml), se puede apreciar
gue los flavonoles y feniletanoides se encuentran en mayor concentracion en las hojas
recolectadas en la época de verano, en cambio los fenoles (taninos) son mas
abundantes en el extracto de hojas obtenidas en otofio, lo que nos permite concluir que
la época de recoleccion de las hojas influye en la composicién quimica de los extractos
y por ende hace variar las propiedades medicinales atribuidas a esta especie.

5.1.3.2 Validacion del método.

Con respecto al objetivo del trabajo, de probar que el método propuesto tiene
precision, selectividad, robustez, y reproducibilidad se pudo concluir que si la tiene, los
valores obtenidos estan alrededor de una media (precision), el método es capaz de
detectar los compuestos quimicos diferentes que estan presentes en la muestra
(selectividad), los resultados presentan concordancia entre las muestras provenientes
de diferentes pesadas (robustez), es reproducibles porque se realizaron los ensayos
con distintos operarios dando resultados muy similares. Se disefi6 el método,

estableciendo los procedimientos minimos a realizar para obtener buenos resultados.

Protocolo: Método de valoracion.
Esto quedé finalmente establecido de la siguiente manera
-Pesar una cantidad de muestra equivalente a 0,7-1,0 mg/ml.
-Una vez pesadas, las muestras deben disolverse en etanol al 10%
-Sonicar con calentamiento (50° C) por lo menos 10 minutos para asegurar la
disolucién.
-Las muestras deben filtrarse antes de proceder a la valoracion.

-Leer las absorbancias.
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Si no se realizan estos procedimientos minimos, el método no tendra robustez,
ya que como se observé en éste andlisis, las materias insolubles interfieren en la
medicion.

Los limites de deteccion y cuantificacion son aceptables para el método, segun
los requisitos antes propuestos. El Unico inconveniente es el hecho de que son tres los
grupos de compuestos a medir, y preparar una muestra con una cantidad suficiente de
uno de ellos puede provocar que uno de los otros dos se salga del intervalo lineal, por
lo que se hace indispensable hacer un estudio de estos rangos antes de pesar, y si es
necesario, determinar uno de los compuestos por separado o no determinarlo para que

el analisis de los otros sea lineal.

5.1.4 Disefio de un método por HPLC.

EL trabaj6 con HPLC permitid visualizar los compuestos presentes en los
diferentes extracto de B.globosa al ser comparados con sus respectivos patrones.

Cabe destacar que se logr6 establecer en este estudio las mejores condiciones
para el trabajo en HPLC, probando diferentes fases mdviles, columnas, flujos y
longitudes de onda.

Pudimos constatar que la fase mavil y la columna adquirian notable importancia,
porque al usar inadecuadamente una de éstas no se lograba una buena resolucién de
los peak, éstos se juntaban y enmascaraban a 2 o0 mas compuestos; o los tiempos de
retencién aumentaban demasiado lo que se traducia en un gasto de tiempo, fase movil
y agua que se agotaban rapidamente .

Como conclusién determinamos que las mejores condiciones eran:

- Fase movil = &cido formico 0.1%: acetonitrilo = 75:25
- Columna = genesis Cig 25cm
- Flujo = 1.5 ml/min

- Longitud de onda = 365 nm.
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A continuacion se resumen los Tr en orden creciente de las longitudes de onda
de maxima absorbancia para distintos patrones, dentro de ellos flavonoides (geninas y
heterésidos) y &cido cafeico (Tabla N° 5.1.4.1)

Tabla N° 5.1.4.1: Patrones utilizados, tiempos de retencion (TR) y longitudes
maxima absorbancia .

patrén Tr A max
acido cafeico 5,543 216,5-238,8-323,0
rutina 6,675 255,4-354,1
apigenina 11,605 266,0-336,2
crisoeriol 12,708 250,6-346,9
guercetina 15,907 254,2-368,2
hispidulina 18,626 254,2-368,2
acacetina 22,026 254,2-368,2

Tr = tiempo de retencion
UV =ultravioleta

En los extractos inyectados en el HPLC para su analisis se logro visualizar
algunos de los patrones mencionados anteriormente, coincidiendo su Tr y su A maximo
en el espectro UV. Ademas se logro determinar la resolucién 6ptima de los diferentes
peaks correspondientes a los distintos constituyentes de las muestras y su espectro
caracteristico postulando posible presencia de flavonoides y de feniletanoides, que se

resumen en las tablas a continuacion ( Tabla 5.1.4.2 y Tabla 5.1.4.3.)
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Tabla N°5.1.4.2 : EMAT-1 (verano) y ETMAT-1 (otofio) de B.globosa con el cual se

realizé la comparacion entre ellas y con los patrones.

EMAT-1(verano) Tr A max. ETMAT-1(otofio) Tr A max.
1.34 271.9 141 260.1
2.04 |267.5-325.4 1.95 | 282,6-348.6
2.47 |245.9-329.0 2.80 | 282.6-320.7
2.94 | 285.0-320.7 3.03 No se lee
3.17 323.0 3.31 | Noselee
3.44 |288.5-319.5 3.58 | Noselee
3.61 323.0 4.30 330.2
3.74 |296.8-324.2 5.16 | 281.4-343.3
4.07 319.5 5.60 330.2
4.42 |217.6-330.2 6.40 | 270.7-342.1
5.32 |281.4-343.3 6.63 | 251.8-332.6
5.71 |217.6-325.4 verbascésido 7.05 | 217.6-330.2
7-0O-glucésido de
6.12 |283.8-327.8 luteolina 8.45 | 266.0-345.7
6.76 327.8 9.56 3254
verbascoésido 7.24 |217.6-330.2 10.78 | 242.4-327.8
7-0O-glucésido de
luteolina 8.69 |254.2-345.7 14.78 | 266.0-333.8
9.81 326.6 16.15 | 253.0-340.9
apigenina 10.92 | 266.0-339.7
13.32216.5-330.2
15.16 | 266.0-339.7

Al comparar estos 2 extractos podemos concluir que el ndmero de
compuestos de EMAT-1 (verano) son mayores que los de ETMAT-1 (otofio), y éstos
corresponden posiblemente a flavonoles y feniletanoides, al observar sus espectros.

Se pudo evidenciar la presencia de un derivado del acido cafeico como lo es el
verbascésido y 2 flavonoides: 7-O- glucésido de luteolina y apigenina, los dos

previamente identificados por RMN de H y *C.
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Se continud con el estudio por HPLC con las fracciones obtenidas de la

columna cromatogréfica de EMAT-1(verano) (Tabla N° 5.1.2) con la finalidad de

visualizar mejor los componentes de éste y determinar sus Tr.

Tabla N° 5.1.4.3 : Fraccion 32-49 y fraccién 53 de B.globosa de EMAT-1(verano)

con el cual serealizé la comparacion entre ellas y con los patrones.

Fraccion 32-49 Tr A max. Fraccion 53 Tr A max.
1.956 359.4 1.417 No se lee
2.244 | No se lee 1.539 No se lee
2.389 | No se lee 1.937 286.2-327.8
2.727 | No se lee 2.380 No se lee
5.113 |267.2-348.9 2.773 287.0-327.8
verbascésido | 6.127 (216.5-330.2 3.085 298.0
7-0O-glucésido
de luteolina 7.312 |253.0-348.1 3.327 325.4
8.138 |214.1-324.2 3.693 330.2
apigenina 12.513 |266.0-336.2 4.176 318.3
4.470 283.6-336.2
5.078 270.0-326.6
5.376 325.4
verbascésido| 5.875 215.9-330.2
7-O-
glucosido
de luteolina 7.011 253.0-345.7
7.628 326.6
8.841 319.5
9.812 296.8
10.412 211.8-327.8
Apigenina?? | 11.939 266.0-344.5
214.1-234.1-
20.236 324.2

En esta Tabla resumen podemos identificar nuevamente que el verbascoésido, 7-O-

glucésido de luteolina y apigenina estan presente y coincide con los resultados del
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fraccionamiento en nuestra columna cromatografica del extracto EMAT-1( verano)
(Tabla N° 5.1.2) donde éstos aparecian siempre. Lo que podemos agregar ademas es
gue los Tr no son idénticos, pero esto se puede explicar porque al estar presentes
otros compuestos éstos desplazan los Tr de nuestros metabolitos identificados.

Luego podemos proponer para posteriores estudios por HPLC, en donde se pueda
realizar una valoracién de los compuestos aqui descritos, que los derivados de acido
cafeico se podrian valorar en verbascésido y los flavonoles en 7-O-glucésido de

luteolina y asi realizar ademas, la validacién del método analitico.

5.1.5 Identificacion de los compuestos aislados

Glucésido R-sitosterol: Al comparar el espectro IR de glucdsido R-sitosterol,
obtenido en el laboratorio de productos naturales, con el compuesto aislado de EMAT-
1(verano) se observa claramente que son superponibles. En ambos espectros se pudo
observar varias bandas de maxima absorcién asignables. A 3300 cm? una sefial
intensa y ancha atribuible a vibraciones de tensién de grupos 0-H involucrados en
formacion de enlaces intermoleculares. A 2900 cm™ se observan bandas de intensidad
fuerte, debidas a vibraciones C-H de —CHsy -CH; -. A 1440y 1360 cm ~'se ven bandas
de intensidad mediana debidas a vibraciones de deformacion de —CHs-y -CH; -. A
1030 cm? se observa una banda que corresponde a vibraciones esqueléticas,
confirmando la presencia de grupos —CHs; geminales. Una banda ancha a 1010 cm™?

corresponde a vibraciones de tensién —C-O-C-.
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RN1: Verbascoésido

RN1: Fue identificado como verbascésido por RMN-'H y RMN-13C, vy
comparacion de sus datos con la literatura (Calis et al.,1987, Harbone et al.,1982)
permitiendo la asignacion de las sefiales. Ademas se determind su Tr en HPLC vy su
espectro UV presentando dos méximas absorbancias a 216 y 330 nm.

Los resultados de la elucidacion estructural, se resumen en la siguiente Tabla
N © 5.1.5.1, indicando en RMN-3 C las sefiales tanto de la muestra como las de la
bibliografia y el nimero de carbono correspondiente, y en el espectro RMN-! H el tipo
de sefial, la integracion, los desplazamientos, y la constante de acoplamiento (J en Hz)
cuando corresponda, tanto de la muestra como la de la bibliografia.

Estos ensayos junto con los HMQC y HMBC permitieron la asignacion de los
C correspondientes del anillo cafeico, al feniletanoides y a los azlcares glucosa y
ramnosa.

Cabe destacar en el 'H-RMN la presencia a 7,59 y 6,28 ppm, sefiales

correspondientes a los H-8"a y H-7""B del grupo arilo, con una constante de
acoplamiento de 15,85 Hz caracteristica de una sustitucion trans. Como también el
multiplete a 2,79 ppm integrado para 2H correspondiente a los protones del C7 del
grupo etilo, a 4,0 ppm un multiplete correspondiente a uno de los protones H-8 del etilo
y centrado a 3,5 ppm, otra sefial multiplete, pero enmascarado por las sefiales de otros
protones correspondiente al otro H-8 (HMQC). A 1,10 ppm se observa una sefal

integrado para 3H correspondiente al grupo CHs: de la ramnosa. Las sefiales
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correspondiente a los protones arométicos de los anillos cafeoil y feniletanoide
aparecen entre 6,4 y 7,2 ppm. La sefial del proton anomérico de la glucosa aparece a
4,3 ppm, confirmado por HMQC.

En el espectro de ® C-RMN Y DEPT se distinguen las sefiales
correspondientes a los carbonos del grupo CHs de la ramnosa a 16,2 ppm y de los
grupos CH- del grupo feniletanoide a 34,3 y 70,1 ppm, y al de la glucosa a 60,1 ppm.
También se observan las sefiales de C aromaticos cuaternarios unidos a grupos OH
(145,148,147 ppm).

Por otra parte en el espectro HMBC se pudo confirmar la presencia del C

caracteristico de un grupo C=0 del 4cido cafeico a 166 ppm acoplado con H-8".
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Tabla N°5.1.5.1: Comparacion de los valores en ppm de las sefiales de RMN-C*
en DMSOy RMN-H! del compuesto RN1y los datos bibliograficos (Calis et

al.,1987 y Gross et al., 1987) asignados al verbascésido.

RMN-2C |RMN-2C RMN-'H RMN-'H
Na de (Caliset | (Gross et | RMN-3C (Calis et (Gross et RMN-'H
Carbono | al.,1087) | al.,1987) | RN1 al.,1987) al.,1987) RN1
Cafeico tipoC|d (ppm) J 3 (ppm) J d (ppm) J
17 1255 127.8 1255 | ¢ | - - - - - -
2”7 114.7 1155 1141 | CcH| 706 | 19d |7.065| 22d | 6777 | 817
3”7 1455 1462 | 1450 | c | - - - - - -
47 148.5 1469 | 1480 | c | - - - - - -
57 113.3 116.5 1190 |CcH| 678 | 82d |6786 | 87d | 6959 | 8.8
6” 121.4 127.2 121.0 | CH| 7.0 [1.9/8.2dd| 6.948 |2.2/8.7dd | 7.052 -
77 145.7 1983 | 1458 |cH| 62 | 159d | 628 | 15354 | 62768 | 1585
8” 115.4 1236 1 1140 |ch| 76 | 159d | 76 | 15354 | 75940 | 1585
9" 166.0 1684 | 1660 |c=0| - - - - -
Feniletanoide
1 1315 131.7 1320 | ¢ | - - - - - -
2 117.1 11731 | 1100 |cH| 6.72 - 671 | 2.2d | 6681 | 5.084
3 146.0 145.9 1470 | c | - - - - - -
4 144.6 1444 1450 | C - - - - - ;
5 116.3 1164 | 1160 |CH| 6.68 8d 6.69 | 8.7d - -
6 121.2 1214 | 1219 |cH| 657 | 2/8dd | 656 |2.2/8.7dd | - -
7 36.5 364 343 |cHz2| 2.79 t 279 | 287m | 2,79 -
72.2 3.79y 3.71y
8 72.1 701 |cH2| 3.7 m 279 | 36m |35y40| -
Glucosa
r 104.1 104.4 - CH| 438 | 79d | 426 | 78d | 4377 | 7.89
2 77.7 76.4 - CH| 3.39 | 7.9/9dd | 3.38 | 7.8/9dd - -
3 84.5 80.66 794 | CH| 381 9t 3.78 9t - -
g 70.0 708 701 |cH| 498 | 95t | 4.90 - - -
5 75.5 76.1 73.9 | CH| 3.79 - 3.52 - - -
6 62.6 62.5 60.1 |CH2| 3.6 [1.4/11.5dd| 3.54 - - -
Ramnosa
1 102.7 1021 101.9 |CH| 518 | 13d | 539 | 16d | 5186 -
2 72.2 80.6 716 | CH| 392 | 1.7/3dd | 3.96 |1.6/3.3dd| - -
3 72.2 72.2 715 | CH| 3.6 - 3.68 | 3.3/10 dd - -
4 73.9 74.4 738 | CH| 329 | 95t | 329 10t - -
5 70.0 708 698 |cH| 36 - 3.54 m - -
6 17.9 18.8 16.2 |cH3| 1.09 | 62d | 107 | 6.3d 1.10 -
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RN1’: 7-O-glucdsido de luteolina..

Fue identificado por RMN-'H y RMN-*C en DMSO y sus sefiales fueron
comparadas con las reportadas por la literatura (Harbone et al., 1982 y Mabry T.J. et
al., 1979)

HO
HO

OH O

Luteolin ( 7-0-Glc)

En la Tabla N° 5.1.5.2 aparecen las sefiales de RMN-C*® y RMN-H! se
resumen los desplazamientos (ppm) en 3C y !H, el tipo de sefial y la constante
acoplamiento (J en Hz) junto con los datos reportados en la literatura para 7-O-
glucésido de luteolina.

Ademas se pudo determinar su Tr en HPLC y su espectro UV, presentando
maximas absorbancias a 254y 345 nm.

El espectro de 3 C-RMN permite confirmar la instauracion del C-2 y C-3 (164,6
y 103,3 ppm respectivamente) propio de un derivado de flavona. Ademas de la
presencia de 4 grupos C-OH (162,9y 161,1 en meta en anillo Ay 149,9 y 145,7 en orto
anillo B) donde uno de ellos se encuentra unido a una glucosa ( C de CH;OH de
glucosa a 60,5 confirmado por el DEPT).

Las sefales de un H-RMN confirman la presencia de los H* en 6 y 8 que
aparecen como singuletes, de los protones en 2’, 5’ y 6’ caracteristica de éste tipo de

sustitucion orto.
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Tabla N°5.1.5.2 : Sefiales de RMN-C*¥y RMN-H! del compuesto RN1’ y su

comparacioén con los datos bibliograficos (Harbone et al., 1982) para el 7-O-

glucésido de luteolina.

RMN-C® | Tipode | RMN-H!
N° de RN1' Carbono | RNZI' 7-O-glucésido luteolina
Carbono | & (ppm) 0 (ppm) JHz |&(ppm)( Harbone et al., 1982)
2 164,461 C 164,6
3 103,15 CH 6,728s 103,3
4 185,477 C 181,8
5 161,119 C 161,1
6 99,513 CH 6,424s 99,8
7 162,932 C 163
8 95,699 CH 6,768s 95
9 156,93 C 156,9
10 105,316 C 105,5
1' 121,32 CH 121,6
2 113,53 CH 7,41s 113,7
3 145,777 C 145,7
4 149,961 C 149,8
5' 115,96 CH 6,894 8,24 116,1
6' 119,208 CH 7,439m 119,1
1" 99,864 C 5,057d 6,96 100,4
2" 73,098 CH 73,3
3"5" 77,147 CH 77,3
* 76,374 CH 3,672m 76,6
4" 69,519 CH 70
6" 60,592 CH 61
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Segun los resultados obtenidos en nuestros estudios quimicos se puede
afirmar que se pudo identificar los siguientes compuestos: glucésido R-sitosterol,
quercetina, apigenina, 7-O-glucésido de luteolina, y un derivado del acido cafeico
como lo es el verbascdsido, estos estadn presentes en todos nuestros extractos, pero
en diferente cantidad dependiendo de la época de recoleccién de la planta.

El fraccionamiento permitié aislar y purificar el extracto, ademas sirvié para
identificar mas facilmente los compuestos por ccf, HPLC, IR y RMN.

La valoracion espectrofotométrica de las 2 familias de compuestos,
flavonoides y feniletanoides, basado en el método de Glories, nos permitio concluir que
éstos estan en mayor concentracién presentes en la época de verano.

La adaptacion del método de Glories (Mazza et al., 1999) dio buenos
resultados en el estudio ya que nos permitié valorar feniletanoides derivados del acido
cafeico a 320 nm expresados como &cido cafeico y derivados de flavonoides a 360 nm
expresados como quercetina.

Ademas se pudo validar este método, estableciendo un protocolo de trabajo a
seguir, lo que le da seguridad y confianza al método analitico, demostrando la
precision, selectividad, reproducibilidad, y robustez del método (Castro et al., 1989).

En el disefio por HPLC se establecié los mejores parametros a utilizar para la
visualizacién de los compuestos presentes al ser comparados con sus patrones. En
este disefio se us6 una fase mavil que permitié una buena resolucion de los peak de
compuestos fendlicos sin la necesidad de someter a hidrélisis a los glicésidos de
flavonoides (Dubber et al., 2004) y feniletanoides (Plaza et al., 2005)

Mediante HPLC pudimos confirmar la presencia de quercetina, apigenina, 7-O-

glucésido de luteolina y de verbascésido en varias fracciones.
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6.1 ESTUDIO FARMACOLOGICOS
Determinacion de la Actividad analgésica via tépica

6.1.1 Ensayo de la formalina en la cola.

Los resultados de la evaluacion de analgesia tépica mediante el ensayo de la
formalina en la cola para los extractos EMAT-1(verano), ETMAT-1(otofio), ETMAT-
1(verano) y EMG( verano) se detallan en la Tabla N°6.1.1 y en la figura N° 24

La mediana del tiempo de lamidas de los controles fue de 49 + 4,2 seqg.

Tabla N° 6.1.1 : Actividad analgésica via topica de los diferentes extractos
de B. globosa determinada mediante el ensayo de formalina en la cola.

Med.
Muestra % p/v (DMSO) Tl (seq) % A+ SEM p
EMAT-1(verano) 5% 11,5 73.6 +10.9% 1,5E-04
ETMAT-1(otofio) 5% 13,5 68.9+ 7.8% 1,2E-04
ETMAT-1(verano) 5% 7,0 90.8 + 3.3% 6,6E-07
EMG(verano) 5% 33.5 85.7+4.2% 6,6E-07
IBUPROFENO 5% 11,5 76,5+ 4,8% 4,4E-05

Donde:

- EMAT-1(verano) :extracto metandlico de matico

- ETMAT-1(otofio) :extracto etandlico de matico

- ETMAT-1(verano) : extracto etandlico de matico

- EMG (verano): extracto metandlico global de matico

- %p/v (DMSO): concentracién en p/v del extracto en el vehiculo que corresponde a
dimetilsulféxido

- Med. Tl: mediana del tiempo de lamidas.

- % A £ SEM: % analgesia + error estandar de la media.
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- p: significancia, resultado significativo si p < 0,05.

Figura N° 24 : Efecto analgésico via topica comparativo de los diferentes
extractos de B. globosa e ibuprofeno en el ensayo de formalina en la cola.

100,0 90,8 85,7 6E
80,0+
60,0 -

%A

40,0
20,0-

O’O : EMAT-1 ETMAT-1(otofio) ETMAT-1(verano) EMG IBUPROFENO

Muestras

De los resultados obtenidos mediante el ensayo de la formalina en la cola
tenemos que el mayor efecto analgésico lo presentaron los extractos ETMAT-1
(verano) y EMG(verano) con un 90,0% y 85,7% respectivamente, superando al
farmaco de referencia que en este caso es el ibuprofeno (76,5%).

Sin embargo los otros 2 extractos también presentaron poder analgésico en este
ensayo, siendo las hojas recolectadas en otofio (ETMAT-1(otofi0)) las de menos poder
analgésico, lo que indica que la época de recoleccién es un factor que se debe
considerar, al momento de obtener un material vegetal destinado a la fabricaciéon de
preparados para uso terapéutico.

Cabe destacar ademas que el EMG(verano) mostré un marcado poder analgésico lo que
hace suponer que este extracto al tener todos los componentes juntos, a diferencia de
los demas, pudiese presentar un efecto sinérgico entre ellos.

Todos los resultados fueron significativos.
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6.1.2 Ensayo del tail-flick via tépica
Los resultados para la actividad analgésica evaluada mediante el método del

tail-flick via tépica, se detallan en la Tabla N° 6.1.2.1

Tabla N° 6.1.2.1: Actividad analgésica de los diferentes extractos de B.globosa

evaluada mediante el ensayo tail flick, via topica.

Muestra % p/v (DMSO) | T Lat (seq) % A + SEM p

5% 2,2 54.02 £+ 4.19% 0,000

EMAT-1(verano) 2,5% 2,2 40.43 +2.73% 0,000

1,25% 1,6 30.30 £ 2.75% 0,000

0,625% 0,6 11.56 + 2.02% 0,000

ETMAT-1(verano) 5% 1,1 51.6 +4.66% 0,000

5% 2,1 40.51 + 4.46% 0,000

~ 2,5% 1,3 25.00+ 4.62% 0,000

ETMAT-1(otofo) 1,25% 0,8 16.75 + 1.65% 0,000

0,625% 0,5 8.55+ 1.68% 0,000

EMG(verano) 5% 2,1 26.8 £+ 5.12% 0,000
Donde:

- EMAT-1 (verano):extracto metandlico de matico

- ETMAT-1(otofio) :extracto etandlico de matico

- ETMAT-1(verano) : extracto etandlico de matico

- EMG(verano) : extracto metandlico global de matico

- %pl/v (DMSO): concentracién en p/v del extracto en el vehiculo que corresponde a
dimetilsulféxido.

- TLat: mediana del tiempo de latencia.

- % A £ SEM: % Analgesia + error estandar de la media.

- p: significancia, resultado significativo si p < 0,05.

En la Tabla N° 6.1.2.1 se puede observar que todos los extractos
ensayados presentaron un efecto analgésico dosis-dependiente frente al ensayo
realizado, sin embargo los extractos EMAT-1(verano) y ETMAT-1 (verano) fueron los

dos extractos
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mas activos ya que como se puede apreciar éstos presentan un efecto maximo de
analgesia de 54.0% y 51.6% respectivamente.

Los otros 2 extractos presentaran un efecto analgésico mas débil ETMAT-
1(otofio) con 40.5% y EMG(verano) con un 26,8%.
ETMAT-1(verano) y EMG(verano) fueron ensayados a una sola dosis a la méaxima
empleada con la finalidad de hacerlo comparativo con los otros extractos.

Estos resultado indican que por via tépica los extractos preparados con hojas
recolectadas en la época de verano, tienen mas compuestos con actividad

analgésicas que el extracto del material vegetal recolectado en otofio .

Figura N° 25 : Porcentaje de méaximo efecto posible (%MPE) analgésico
comparativa de los extractos EMAT-1(verano) y ETMAT-1(otofio) de B.globosa

evaluada mediante el ensayo tail flick, via tépica.
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En el grafico se observan curvas paralelas para ambos, extractos pudiendo
indicar un mecanismo de acciéon comun, entre las sustancias activas presentes en

ETMAT-1(otofio) y EMAT-1(verano) para el ensayo tail flick via topica.

Tabla N° 6.1.2.2: Valores de EDys en el ensayo de analgesia tail flick, via topica
para los extractos ETMAT-1(verano) y EMAT-1(verano) frente al farmaco de

referencia ibuprofeno.

Extracto ED2+ S.D.
ETMAT-1(otofio) 2,1+ 0,197
EMAT-1(verano) 1,1+ 0,086
Ibu ED2s 0,8+ 0,074

Si comparamos los EDys de los extractos nos podemos dar cuenta que el
extracto EMAT-1 (verano) es mas potente que ETMAT-1(otofio), sin embargo ninguno
de los dos alcanza la baja dosis del farmaco de referencia ibuprofeno para llegar al
EDzs.

6.1.3 Evaluacién de la actividad antiinflamatoria tépica
En la Tabla N° 6.1.3.1 se detallan los resultados obtenidos para la inflamacién

tépica inducida por TPA de los diferentes extractos de B. globosa e indometacina.

Tabla N° 6.1.3.1 : Resultados de la actividad antiinflamatoria tépica frente a

TPA de los diferentes extractos de B. globosa e indometacina (IND).

Extracto Dosis % EAIlT+ SEM p
EMAT-1(verano) 3mg/20ul 56,7 + 13,5% 0.0360
ETMAT-1(otofio) 3mg/20ul 22,8 +5.1% 0.0032

ETMAT-1(verano) 3mg/20ul 52,2+ 7.0% 0.0039
EMG(verano) 3mg/20ul 61,1 + 6.6% 0.0004
IND 0,5mg/20ul 81,8 + 8,0% 0
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Donde:
- EMAT-1(verano) :extracto metandlico de matico
- ETMAT-1(otofio) :extracto etandlico de matico
- ETMAT-1(verano) : extracto etandlico de matico
- EMG (verano): extracto metandlico global de matico

- % EAIr : porcentaje de efecto antiinflamatorio tépico

p: significancia, resultado significativo sip < 0,05.

Figura N° 26 : Efecto antiinflamatorio topico (%EAT) frente a TPA comparativo de

los diferentes extractos de B. globosa e indometacina

La evaluacion farmacolégica de los diferentes extractos nos permitié apreciar
gue todos éstos tienen actividad antiinflamatoria cuando se les induce un dolor agudo
por TPA, el extracto EMG (verano) alcanza un efecto de 61,1% siendo el méas activo
de los cuatro seguidos por los extractos EMAT-1(verano) y ETMAT-1( verano) con un
56,7% y un 52,2% respectivamente, resultando el menos activo el ETMAT-1 (otofio)
con un 22,8%.
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En este ensayo, el extracto EMG (verano) que posee todos los componentes
de las hojas de esta especie, resulta mas activo que los otros extractos.

Ensayos farmacoldgicos via oral.

6.1.4 Ensayo tail flick via oral.

Los resultados para la actividad analgésica evaluada mediante el método del
tail-flick via oral, se detallan en la Tabla N° 6.1.4.1

Tabla N° 6.1.4.1: Actividad analgésica de los diferentes extractos de B. globosa

evaluada mediante el ensayo tail flick, via oral.

Muestra % mgllé%)(Tween T Lat (seg) % A + SEM p
200 3.06 + 0.33 56.32 £ 6.02 0,000
EMAT-1(verano) 100 2.00 +£ 0.305 36.47 £ 5.47 0,000
50 0.88 +0.10 16.03+1.78 0,000
25 0.45 +0.12 8.31+£0.15 0,000
200 4,17 £ 0.50 77.16 £9.27 0,000
ETMAT-1(verano) 100 1.54+0.24 29.70 £ 4.68 0,000
50 0.95+0.26 18.46 +5.11 0,000
25 0.70 £ 0.13 13.42 +2.51 0,000
200 1.76 £ 0.29 32.70 £5.43 0,000
~ 100 0.87 £0.175 16.05 +3.20 0,000
ETMAT-1(otofi0) 50 085089 | 1574 £1.65 | 0,000
25 0.31+0.10 570+ 1.79 0,000
200 2.47 £ 0.25 46.98 £4.70 0,000
EMG(verano) 100 1.01 +£0.23 19.36 + 4.32 0,000
50 0.81+£0.10 15.82 + 1.96 0,000
25 0.30+0.7 579+141 0,000

Donde:

- EMAT-1 (verano):extracto metandlico de matico

- ETMAT-1(otofio) :extracto etandlico de matico

- ETMAT-1(verano) : extracto etanolico de matico

- EMG (verano): extracto metandlico global de matico

- %mg/kg : porcentaje mg/kg de extracto en tween 80 al 2 % vehiculo que se utilizo en el

ensayo.

- TLat: mediana del tiempo de latencia.




- % A £ SEM: % Analgesia + error estandar de la media.

- p: significancia. resultado significativo si p < 0,05.

En la Tabla N° 6.1.4.1 podemos apreciar que todos los extractos presentaron
curvas dosis-respuesta frente al ensayo tail flick por via oral. El extracto ETMAT-
1(verano) resultd ser el mas activo llegando a un efecto de 77,16% en su
concentraciéon maxima, seguido por el extracto EMAT-1(verano) con un 56,3%, luego el
extracto EMG(verano) con 46,8% vy finalmente el extracto ETMAT-1(otofio) con un
32,7%.

Estos datos permiten confirmar una vez mas que la época de recoleccion del
material vegetal influye en las propiedades farmacoldgicas, ya que se ve claramente
gue las hojas recolectadas en verano poseen propiedades farmacoldgicas mas
potentes que las recolectadas en otofio.

Todos los datos fueron significativos en el ensayo.

Figura N° 27: Porcentaje de maximo efecto posible (%MEP) de actividad
analgésica comparativa, de los diferentes extractos de B.globosa evaluada
mediante el ensayo tail flick, via oral.
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En el gréfico se puede ver las tendencias de todos los extractos, podemos decir
que no todas las curvas son paralelas, pero si las curvas de ETMAT-1(verano), EMAT-1
(otofio) y EMG (verano), como también existe paralelismo entre EMAT-1(verano),
ETMAT-1(otofio) y EMG. Esto permitiria sugerir un mecanismo de accion similar, lo que
podria atribuirse a la presencia de los mismos metabolitos activos en los diferentes

extractos.

6.1.5 Ensayo de las contorsiones abdominales

Se determind la analgesia via oral para EMAT-1(verano), ETMAT-1(otofo),
ETMAT-1(verano) y EMG(verano). Para cada ensayo se obtuvo las curvas dosis-
respuesta. Los resultados de la actividad analgésica de los extractos observados

mediante la aplicacién de este ensayo se detallan a continuaciéon en la Tabla N° 6.1.5.1

Tabla N° 6.1.5.1: Efecto analgésico mediante ensayo de las contorsiones abdominales,

de los diferentes extractos de B. globosa.

Dosis (mg/kg) | Prom. Cont + % A+ SEM

Muestra SEM p
200 13+0,7 79,77 + 14.0 0,000
EMAT-1(verano) 100 22+1,0 57.87 + 3,9 0,000
50 23+1,2 51,00 + 8,3 0,000
25 57+1,3 34,24 + 3,4 0,000
ETMAT-1(verano) 200 78+2,1 85,48 + 4,2 0,000
200 128+1,0 59,53 + 5,4 0,000
N 100 13+08 36,27 +3,9 0,000
ETMAT-1(otofio) 50 22+14 2514 + 4.4 0,000
25 22+08 8,95+ 1,0 0,000
EMG(verano) 200 7+17 64,10 + 3,2 0,000

Donde:
- EMAT-1(verano) :extracto metandlico de matico
-  ETMAT-1(otofio) :extracto etandlico de matico recolectado en otofio
- ETMAT-1(verano) : extracto etandlico de matico recolectado en verano
- EMG(verano) : extracto metandlico global de matico
- Prom.Cont:: promedio del N° de contorsiones.

- % A £ SEM: % analgesia + error estandar de la media.
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- p: significancia, resultado significativo si p < 0,05.

En la tabla N° 6.1.5.1 podemos apreciar que los extractos EMAT-1(verano) y
ETMAT-1(otofio) los que fueron ensayados a cuatro dosis mostraron un efecto dosis-
respuesta, los otros 2 fueron evaluados s6lo a una dosis. El extracto ETMAT-1 (verano)
fue el mas activo a la maxima concentracion alcanzando un porcentaje de 85,5% |,
seguido por el extracto EMAT-1(verano) con un 79,7%, luego el extracto EMG(verano)
con un 64,1% y mas bajo el extracto ETMAT-1( otofio) con un efecto del 59,5%.

Nuevamente el extracto etandlico de las hojas recolectadas en verano, alcanza el
méaximo efecto analgésico por esta via, lo que confirma aun mas que la época de
recoleccion influye en las propiedades farmacolégicas.

Todos los resultados fueron significativos.

Figura N° 28 :Actividad analgésica comparativa de los extractos EMAT-1(verano)
y ETMAT-1(otofio), evaluada mediante el ensayo de las contorsiones

abdominales, via oral de B. globosa.
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El gréfico muestra dos curvas paralelas entre si lo que permite sugerir que el

mecanismo de accion de los metabolitos presentes en ambos extractos, es similar.
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Tabla N° 6.1.5.2: Valores de EDsy para el efecto analgésico del ensayo de las
contorsiones abdominales, via oral de los extractos ETMAT-1 (otofio) y EMG

(verano) de B.globosa

Extracto EDso+ S.D.
ETMAT-1(otofio) 149,0 + 16,3
EMAT-1(verano) 53,5+ 6,0

Al comparar ambos extracto vemos que el EMAT-1(verano) es mas activo que el
extracto ETMAT-1(otofio)

Observando los resultados obtenidos en nuestro estudio farmacolégico podemos
afirmar que todos los extractos tienen propiedades farmacoldgicas tanto analgésicas
como antiinflamatorias, lo que avala estudios realizados anteriormente en nuestro
laboratorio ( Backhouse et al.,2000, Backhouse et al., 2002, Rosales et al.,2003) y
complementaria otros antecedentes bibliograficos que le atribuyen a esta especie
propiedades antiinflamatorias in vitro y cicatrizantes (Houston et al., 1996, Houghton y
Mensah 1999; Mensah et al., 2001, Houghton et al., 2005), sin embargo ésta es la
primera vez que se publican antecedentes sobre las propiedades analgésicas y
antiinflamatorias in vivo del matico.

Ademas, de los resultados alcanzados podemos concluir que la época de
recoleccién de las hojas de esta especie influye en la efectividad de los extractos y por
eso se debe tener en cuenta que la época de verano es la mas adecuada para obtener
un preparado con mayor efectividad, para propésitos medicinales. Cabe destacar sin
embargo, que la cantidad de principios activos presentes en la época de otofio, son
suficientes para alcanzar los efectos farmacoldgicos descritos.

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir que existen

componentes en el o los extractos responsables de las propiedades encontradas.
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Estas dos estan muy relacionados, casi siempre los antiinflamatorios son clasificados
como analgésicos débiles, y este efecto antiinflamatorio puede deberse a la inhibicion
de distintas etapas de la sintesis de leucotrienos o de prostaglandinas, inhibicion de
procesos oxidativos, reduccion de la actividad de los macréfagos y del complemento,
como también a la inhibicién de las proteinasas producidas en esta Ultima etapa. El
dolor es consecuencia de la inflamaciéon en la mayoria de los tejidos, donde las
prostaglandinas (PGs) sensibilizan terminales nociceptivos a estimulos fisicos y
quimicos ( Florez 2003).

La ciclooxigenasa ocurre como minimo en dos formas isobmericas: La COX1
(constitutiva), que media la formacion de las prostaglandinas que cumplen funciones
fisiol6gicas tales como la proteccién de la mucosa Gl, hemostasis y flujo sanguineo
renal, y la COX2 (inducibles), la cual cataliza la produccién de prostaglandinas E» que
actian como mediadores inflamatorios. En general los antinflamatorios no esteroidales
inhiben ambas enzimas con distinta intensidad y selectividad dependiendo de su
estructura quimica y actian de esta manera disminuyendo la liberacién de
prostaglandinas y pudiendo presentar un efecto tanto analgésico como
antiinflamatorio
( Florez 2003).

Nuestros ensayos farmacolégicos se realizaron por medio de la via tdpica y oral,
y evaluamos analgesia de los extractos por medio de cuatro ensayos en los que cabe
destacar, que el test de formalina en la cola (via topica), que mide efecto analgésico
periférico (Kolesnikov et al., 2004), fue el ensayo en que los extractos mostraron mas
efectividad. Luego, en el ensayo de las contorsiones abdominales, (via oral) que
también mide efectos analgésicos periféricos, los extractos dieron como resultado una
alta efectividad, en cambio en los ensayos tail-flick (via tépica y oral) que miden
efectos de analgesia centrales ( Miranda et al., 2002; Pinardi et al., 2003) resultaron
menos efectivos aunque igualmente con un grado de analgesia importante al ser
comparado con los farmacos de referencia.

En el ensayo antiinflamatorio por TPA (via topica) la actividad de los extractos fue
menos importante que la analgésica, esto nos hace pensar que B.globosa
especialmente ETMAT-1(verano) actuaria principalmente como analgésico a nivel

periférico. Podemos postular que el principal mecanismo de accién de los principios
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activos de nuestro extracto es a través del bloqueo de la produccion de
prostaglandinas por medio de union e inhibicion de las ciclooxigenasas (COX). El
resultado de este efecto es principalmente la reduccion de la inflamacion y la
sensibilizaciébn de los nociceptores periféricos, pero igualmente tienen accion
analgésica a nivel central, donde posiblemente los receptores opioides tengan alguna
participacion.

Pudimos ademas identificar sustancias que estarian relacionadas con las
propiedades farmacolégicas encontradas, estos son flavonoles y feniletanoides
(derivados del acido cafeico) que se encuentran en mayor abundancia en la época de
floracion de la planta (verano). Es asi como los flavonoles quercetina, apigenina y
luteolina encontrados por los estudios quimicos en nuestros extractos han sido
publicadas como responsables de efectos analgésicos y antiinflamatorios (Alcaraz,
1988; Bendt, 2002, Peltzer et al.,1998; Martinez-Vasquez et.al.,, 1996,1998). En una
reciente publicacion se destacé a la luteolina como capaz de inhibir la expresion de la
COX-2 manifestando su capacidad antiinflamatoria al suprimir la expresién de
prostaglandinas( Harris et al., 2006).

Por otro lado la presencia de derivados del acido cafeico como lo es el
verbascésido puede ser responsable de los efectos farmacolégicos antes descritos ya
gue publicaciones cientificas avalan sus beneficios como por ejemplo el efecto
protector del verbascoésido y luteolina sobre el dafio cerebral oxidativo inducido por
heroina (Qieusheng et al., 2005), también se ha encontrado que el verbascésido tiene
efecto protector en células PC12 a las que se les indujo neurotoxicidad por medio de
iones (Sheng,2002).

Ademas se le ha demostrado la propiedad de inhibir la liberacién de oxido nitrico
sintetasa (iINOS) inducida por lipopolisacaridos (LPS), tendria también actividad
analgésica, antiinflamatoria y un prometedor uso para tratamiento de patologias
cardiovasculares. Todos estos antecedentes justificarian nuestros resultados (Lin et
al., 2006, Kim et al., 2005, Chiou et al., 2004., Lee et al.,2005)

67



7.1 ESTUDIOS IN VITRO

7.1.1 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos por

siembra radial en superficie de agar.

Este ensayo tuvo por objetivo evaluar la actividad antimicrobiana de dos

extractos de B. globosa, EMAT-1 (verano) y ETMAT-1 (otofio) frente a distintas cepas

de microorganismos aerobicos (bacterias), una cepa de hongo y una levadura. Los

resultados encontrados para este ensayo se detallan a continuacion en la Tabla

N°7.1.1

Tabla N° 7.1.1: Actividad antibacteriana y antifingica por siembra radial en placa
de Petri de 2 EMAT-1 (verano) y ETMAT-1 (otofio) extractos de B. globosa.

Cepas EMAT-1(verano) | ETMAT-1(otofio)
Bacteria gram - Escherichia coli +++ 4+
Bacteria gram - Salmonella aviatum +++ +++
Bacteria gram + Staphylococcus aureus +++ 4+
Bacteria gram + Micrococcus flavus +++ 4+
Bacteria gram + Bacilus subtilis +++ +++
Hongo Candida albicans +++ 4+
Hongo Saccharomyces cerevisiae +H+ .

Donde:

+ + + : crecimiento total del microorganismo.
- - - :inhibicién total del crecimiento del microorganismo.

- - :inhibicion parcial del crecimiento del microorganismo.
- : inhibicién escasa del crecimiento del microorganismo.

Se puede observar que los extractos no tienen actividad antimicrobiana ya que

en todas las cepas ensayadas tanto bacterias como hongos el crecimiento fue total. Lo

que indica una actividad microbiol6gica negativa.
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8.1 Estudios de la actividad antioxidante.
8.1.1 Determinacion de la actividad antioxidante mediada por X.O.
Para este ensayo se evalud el extracto de B.globosa ETMAT-1(otofio), los

resultados se resumen a continuacion en la Tabla N° 8.1.1

Tabla N° 8.1.1 : Porcentaje de inhibicion de X.0. de ETMAT-1(otofio)

Compuesto % | X.0.
ETMAT-1 (otofio) 8,6 1,5
Alopurinol 50 *

* resultado estadisticamente significativo (p < 0,05).

El extracto ETMAT-1(otofio) no presentd actividad antioxidante evaluada mediante la
inhibicion de la enzima xantino oxidasa y el resultado no fue estadisticamente significativo.

Hubiese sido una contribucién importante encontrar actividad en ETMAT-1
(otofio) de B. globosa, puesto que esta enzima tiene un rol fundamental en la
formacion de metabolitos toxicos de oxigeno, que participan en la reperfusion de

algunos tejidos isquémicos.(Das y Maulick, 1994)

8.1.2 Determinacion de la Actividad Antioxidante mediada por DPPH

En la Tabla N° 8.1.2, se presentan los resultados de la actividad capturadora
de radicales libres del diferentes extracto de B. globosa ETMAT-1(otofi0) y quercetina

como sustancia patron.
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Tabla N° 8.1.2 : Resultados de la actividad atrapadora de radicales libres de el

extracto de ETMAT-1 (otofio) de B. globosay quercetina como patron.

ETMAT-1 (otofio)

conc. (ug/mL) % decoloracién |desv std
0 0 0

10 10,22 1,3

25 23,44 1,4

50 41,57 2,8

100 51,55 1,6

200 69,82 0,6

ECso =117,9£0,2 ug/mL

quercetina

conc. (ug/mL) % decoloracidon |desv std
0 0 0

1,25 20,79 1,3

2,5 40,45 3,7

3,75 56,27 0,9

5 74,80 15

7,5 88,14 0

ECso = 1,1 ug/mL £ 0,178

Con respecto a la actividad antioxidante el efecto del extracto ETMAT-1(otofio)
fue muy bajo, en los dos ensayos realizados, lo que se puede explicar por el menor
contenido de flavonoles y fenieltanoides, responsables de esta propiedad. En estudios
anteriores realizados en nuestro laboratorio, se comprobé la efectividad con hojas

recolectadas en noviembre ( Rosales et al.,2003)
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Conclusiones

-Los extractos preparados con hojas de B.globosa, recolectadas en verano presentan
mayor actividad farmacol6gica en todos los ensayos realizados en animales de
experimentacion.

-Puede decirse que los disolventes ocupados (metanol y etanol) en la preparaciéon de
los extractos no influye en la comparacion quimica, y por ende tampoco en las
propiedades farmacoldgicas.

-Se identificaron al menos 3 flavonoles : quercetina, apigenina y 7-O-glucésido de
luteolina, los que serian responsable, en parte de las actividades farmacoldgicas
encontradas.

-Se comprobé por estudios quimicos, la presencia de un verbascésido, los que
también son responsables de las actividades farmacolégicas encontradas.

-A través de la valoracién espectrofotométrica se comprobé que los extractos de
verano EMAT-1(verano), ETMAT-1(verano) y EMG (verano) son mas ricos en
compuestos como flavonoles y feniletanoides (verbascésido), en cambio el material
vegetal recolectado en otofio es mas rico en taninos.

-El extracto de otofio aunque es mas débil farmacol6gicamente que los de verano
igualmente alcanza a tener un efecto analgésico y antiinflamatorio significativo.

-El efecto farmacoldgico mayor de un extracto alcohdlico de B. globosa es la analgesia
a nivel periférico.

-El mecanismo de accién de su actividad antiinflamatoria y analgésica periférica
pareciera estar estrechamente vinculados ejerciendo ambos efectos por la misma via.
-También posee efecto analgésico a nivel central, donde podrian estar participando los
receptores opioides.

-La mejor época de recolecciéon de las hojas de esta planta es en su floracion (verano),
para obtener el mejor material farmacol6gicamente activo para fines medicinales.

-Se disefid y validé un método espectrofotométrico para la valoracion de flavonoles y
feniletanoides, demostrando su selectividad, robustez y reproducibilidad.

-Se ensayaron distintos métodos por HPLC que permitieron dejar propuestos los
parametros (columnas, flujos y fase mévil) para lograr la separacién de flavonoles y

feniletanoides y con posterioridad disefiar la metodologia de analisis por HPLC.
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-Los extractos ensayados en pruebas microbiolégicas demostraron no tener actividad
sobre la cepas tanto antibacteriano como antifungico.

-Se pudo observar que nuestros extractos eran débilmente antioxidantes.
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Figura N° 3.1: Curva de absorbancia para el &cido gélico
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Figura N° 3.2: Curva de absorbancia para el &cido cafeico
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Figura N° 3.3: Curva de absorbancia para la quercetina
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Figura N° 7: curva de calibracion para el acido galico
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Figura N° 8: curva de calibracion para el acido cafeico
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Figura N° 3.1: Curva de absorbancia para el &cido gélico
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Figura N° 3.2: Curva de absorbancia para el &cido cafeico
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Figura N° 3.3: Curva de absorbancia para la quercetina
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Figura N° 16: Espectro IR del patron glucosido-R-sitosterol
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Fiagura N° 17: Espectro IR del compuesto aislado de EMAT-1(verano)
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Figura N° 19:Espectro RMN-'H del compuesto RN1 : Verbascdsido
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Figura N° 18: Espectro RMN-'3C del compuesto RN1 : Verbascésido




Figura N° 21 : Espectro RMN-'H del compuesto RN1’ : 7-O-glucésido de luteolina




Figura N° 20: Espectro RMN-*C del compuesto RN1’ : 7-O-glucésido de luteolina
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