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Resumen

RESUMEN

Estudio fitoquimico y farmacol 6gico de Encelia canescensLam., Asteraceae

Encelia canescens Lam., familia Asteraceae de nombre vulgar “coronilla del fraile”, es un
arbusto autoctono, que habita desdelal alalV Region de Chile, zona costera de Per(l y norte de
Argentina.

Esta especie no tiene estudios farmacologicos, sdlo se encuentra literatura de especies que
habitan en e Per(. El uso dado por la medicina popular es como galactofora y contra la
retencion de orina, en cambio otras especies del género son utilizadas como analgésicas para €
dolor de muelas, ademés del uso ornamental, apicolay el llamado corredor biolégico.

La recoleccion fue realizada en julio del 2006 en la Il Region en d Vale del Rio Huasco. Se
procedio aredizar un estudio quimico y farmacol dgico por separado, tanto de la parte aérea seca

y moliday de las hojas frescas de la planta.

De la extraccion sucesiva con solvente de polaridad creciente de |la parte aérea secay molida de
la planta, se obtuvieron los diferentes extractos. hexano (HEX), diclorometano (DCM), acetato
de etilo (ACET) y e extracto metanol seriado (MEOH). El extracto resnoso (ERES) fue
obtenido extrayendo con diclorometano desde | as hojas frescas. El material vegetal sin resinafue
extraido de la misma manera anterior, obteniendo los extractos: EHEX, EDCM, EACET y
EMEOH. El infuso (INF) fue preparado in situ con 20 g de hojas frescas en 100 mL de agua
hirviendo, dgjandola enfriar antes de filtrarla.

El aceite esencid (AESC) fue obtenido por hidrodestilacion desde el material vegetal seco y
molido de la parte aérea y desde las hojas frescas, usando un aparato Clevenger, cubriendo €
materia con agua destilada e hirviéndolo por mas de cuatro horas.

Los extractos metandlicos globales fueron obtenidos desde la planta aérea (EMGpa) y de las
hojas frescas (EMGh).

Los principales compuestos presentes en los diferentes extractos fueron separados a través de
cromatografias en capafina, utilizando digtintos reactivos reveladores y lamparaUV. Tantoen €
material vegetal seco y molido de la partea aérea, como las hojas frescas se encontraron

metabolitos mayoritarios como esteroles y/o triterpenos, flavonoides y cumarinas.
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El andlisis dd AESC fue realizado mediante un méodo por cromatografia de gases y
espectrometria de masas, donde fueron identificados 12 compuestos de 16.

El ERESy el AESC fueron fraccionados a través de columnas rapidas de gel de silice, logrando
aidar dos compuestos A y B respectivamente. El compuesto A, obtenido desde el ERES, fue
identificado por técnicas espectroscopicas como un derivado cromeno 6,6’ -(oxidietilidino) bis [
7-metoxi-2,2-dimetil-2H-1-benzopirano] |lamado encecanescina. EI compuesto B, aislado desde

el AESC, fue identificado por un espectro gas/masa como dimetilencecalina.

La evaluacién toxicol6gica per os del EMGpa ensayado en ratones a la dosis de 2 g/kg, no fue
toxico, ni presentd ateraciones en de los diferentes érganos. La actividad analgésica tépica in
vivo del EMGpa frente a ensayo de la formalina en la cola del raton fue de un 52 %, siendo
menor a efecto méximo del farmaco de referencia ibuprofeno (76,5 %). La analgesia per os del
EMGpa, mediante e ensayo de las contorsiones abdominales presentd un 40,5 % de efecto, €
cual fue menor respecto al farmaco de referencia naproxeno sodico (70 %).

En las evaluaciones farmacolégicas in vitro, e EMGpa no present6 actividad atrapadora de
radicales libres mediante €l ensayo de DPPH. Los ERES, EHEX, EACET de la parte aérea no
presentaron actividad antioxidante a través del ensayo de la inhibicién de la actividad de la

xantino oxidasa.

La actividad antimicrobiana ensayada por la técnica bioensayo bioautografia demostré que los
extractos obtenidos desde la parte aérea presentaron actividad frente alas bacterias B. subtilis, S.
aureus, M. flavus, K.pneumoniae y E. coli,y no fueron activos frente a los hongos Candida
albicansy Saccharomyces cerevisiae.

El ERES Yy el compuesto A presentaron actividad frente a B. subtilis, S. aureus, K.pneumoniae y

E.coli. El compuesto B result activo frente a B. subtilis, K.pneumoniaey E.coli.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) del compuesto A frente a B. subtilis fue de 240
ug/mL. La CMI de la sustancia B no se determin0, dado que se obtuvo una muestra muy

pequeiia.
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SUMMARY

Phytochemical and pharmacological study of Encelia canescens Lam., Asteraceae

Encelia canescens Lam., Asteraceae, known as “coronilla de fraile”, is a native shrub that
inhabit from | to IV Region of Chile, coastal zone of Peru and northern Argentina.

This species has no pharmacological studies, the literature refers only to species living in Perd.
This plant was used by popular medicine as galactophore and against urine retention. In addition
other species of the genus are used as analgesic for toothache, besides as ornamentals, and the
so-called “biological corridor”.

The plant was collected in July 2006 in the 1l Region of the Huasco River Valey. The chemical
and pharmacological studies were carried out separately with the dry aeria part and the fresh

leaves of the plant.

Successive extraction with solvent of increasing polarity of the aerial part of the plant yielded
the different extracts: hexane (EHEX), dichloromethane (EDCM), ethyl acetate (EACET) and
serial  methanol extract (EMEOH).The resinous extract (ERES) was obtained by
dichloromethane extraction from fresh leaves. The vegetal material without resin, was extracted
likewise with, obtaining EHEX, EDCM, EACET and EMEOH extracts. The infuse (INF) was
prepared in situ from 20 g of fresh leaves in 100mL of boiling water, alowing to cool before
filter.

The essential oil (AESC ) were obtained by hydrodistillation of vegetal material from the dry
aerial plant material and from the fresh leaves using a Clevenger apparatus over a bottom
rounded flask, covering the plant materia with distilled water and heating over 4 hours.

The global methanol extracts were obtained from the aeria plant material (EMGpa) and the
fresh leaves (EM Gh)

The main compounds present in the different extracts were screened through thin layer
chromatography using different chromogenic reagents and UV lamp. Triterpenes and /or sterol,
flavonoids and coumarins were found as the main metabolites both from the aerial plant

material and fresh leaves.
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The AESC analysis was performed by means of gas chromatography-mass spectra tandem
method, 12 compounds of 16 substances found were identified.

The ERES and the AESC were fractionated through fast silica gel columns, isolating two
compounds named A and B. The compound A, obtained from ERES, was identified by
spectroscopic techniques as a cromene derivative 6,6'-(Oxydiethylidine) bis [7-methoxy-2,2-
dimethyl-2H- 1-benzopyran], called encecanescin. The compound B, isolated from de AESC,

was identified by gas/mass spectra as demethyl encecalin.

The toxicological per os evaluation by acute assay in mice showed that EMGpa was no toxic
even at a dose of 2 g/kg, neither had toxic effects or the organs showed no ateration o toxic
effects. The in vivo topical analgesic activity of EMGpa assayed by the formalin test in mouse
tail was about 52% less than the maximum effect of the reference drug ibuprofen (76.5%). The
analgesia per os of EMGpa in the writhing test mice was a 40.5%, less than the maximum effect
of the reference drug sodium naproxen (70%).

In vitro pharmacological evaluations showed that EM Gpa had not free radical scavening activity
by DPPH test, and the ERES, EHEX, EACET of the aerial part had no antioxidant activity,

through xantine oxidase assay.

The antimicrobia activity assayed by bioautographic technique showed that the extracts
obtained from the aerial part of the plant were active against B. subtilis, S aureus, M. flavus, K.
pneumoniae and E. coli bacteria, and were not active against the fungus Candida albicans and
Saccharomyces cerevisiae.

The ERES and the compound A, were active against B. subtilis, S aureus, E. coli and
K.pneumoniae, on the other hand, the compound B was active against B. subtilis, E. coli and K.

pneumoniae.

The minimum inhibitory concentration (MIC) of compound A against B. subtilis was 240 ug/

mL. Substance B MIC was not determinate due to the small amount of isolated sample.
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CAPITULO
INTRODUCCION

La especie vegetal nativa Encelia canescens Lam., familia Asteraceae, se caracteriza por crecer
en una variedad de climas, desde un clima desértico de mucho frio a temperaturas moderadas,
secas y hasta muy cdidas, desde lal ala IV Regién de Chile, zona sur costera de Pert y parte
interior del norte de Argentina (Weberbauer, 1945). Estas adaptaciones a diferentes climas han
determinado que las especies de este género presenten la capacidad de generar diferentes

metabolitos con interesantes actividades farmacol dgicas.

Esta especie no tiene estudios farmacol 6gicos previos, sblo se conocen estudios quimicos de la
especie que habita en Per(, donde es més conocida y utilizada por la medicina folclorica. Por
ello, en € laboratorio de Productos Naturales del Departamento de Quimica Farmacolégica y
Toxicologica de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile,

se realizaron estudios para contribuir a conocimiento cientifico de esta especie.

La medicina popular usa a E. canescens como galactéfora y contra la retencion de orina
(Soukup, 1984 ; Pastor “et al””, 1996), en cambio otras especies del género son utilizadas como
analgésicas para el dolor de muelas (Moerman, 1998), ademas del uso ornamental, apicola (Rios,
2004) y forman parte del “corredor bioldgico”, llamado asi por ser refugio de animales, atraer

insectos benéficos'y presentar un medio de proteccion al cultivo (Y afiez, 2006).

Estudios quimicos previos sefidan el aidamiento e identificaciéon de compuestos del tipo
cromenos, cromenos dimeros, en hojas y en talos en E. canescens de procedencia peruana. En
otras 17 especies de Encelia, se han encontrado derivados de encecaina, euparina,
encecanescina, 9-epiencecanescina, encecanescol y 9’-epiencecanescol. De otras especies como
E. lariniata, E. palmeri y E. ventorum, nativas de México, se reaizaron estudios de actividad
fototoxica e insecticida de cromenos aislados de ellas, resultando los mas activos la 6-

metoxieuparing, encecalinay 7-demetilencecalina (Proksch “et al””, 1983).

Basandose en los resultados de los estudios fitoquimicos de 18 especies de Encelia, ademas de

sus caracteristicas organogréficas y anatomicas, éstas fueron clasificadas en tres grupos segun
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porcentgje de derivados cromenos y benzofuranos acumulados, € grupo | presenta la mayor
acumulacién de cromenos y benzofuranos (2-5% con respecto al peso seco en €l tallo y casi nada
en las hojas) donde se ubica E. canescens (Proksch and Clark, 1987).

En la presente memoria se hizo un estudio de la especie E. canescens mediante la obtencion de
los distintos extractos e infuso. En una primera etapa se investigaron las potenciales propiedades
antimicrobianas, antifungicas, analgésicas, antioxidantes y toxicidad de la parte aérea de la
especie. En una segunda etapa se eigieron las hojas de esta especie para un estudio quimico y un
seguimiento de la actividad antimicrobiana.

En e estudio quimico se realizd un rastreo cromatografico previo de cada uno de los extractos

para determinar el tipo de compuestos que se podrian encontrar y su concentracion relativa.
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CAPITULOII
HIPOTESIS

Encelia canescens presentaria efectos analgésicos, antimicrobianos y antioxidantes, por la

presencia de metabolitos secundarios responsabl es de estas actividades.

Esta hip6tesis se basa en:
L as propiedades terapéuticas atribuidas por la medicina popular alas diferentes especies
de Encelia.
Larigurosidad del medio ambiente en donde la especie habita determinaria la presencia

de metabolitos secundarios protectores como antioxidantes y antimicrobianos.
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CAPITULO LI
OBJETIVOS

3.1 Objetivos generales:
Contribuir a conocimiento de la especie Encelia canescens Lam., desde € punto de vista

fitogquimico y farmacol 6gi co.

3.2 Obj etivos especificos:
Obtener los diferentes extractos y el aceite esencial de E. canescens, para su andlisis
fitoquimico y evaluacién farmacol 6gica.
Realizar un screening fitoquimico de los diferentes extractos y del aceite esencial.
Determinar la actividad antimicrobiana de los diferentes extractos y del aceite esencial.
Evauar el grado de toxicidad aguda in vivo por via oral del extracto metandlico global
obtenido desde la parte éerea de la planta.
Determinar la actividad analgésicain vivo del extracto metandlico global obtenido desde
la parte &ereade la planta.
Evaluar la accion antioxidante y atrapadora de radicales libres del extracto metandlico
global obtenido desde la parte &erea de la planta frente a la xantina oxidasa (XO) y €l
ensayo de decol oracion de DPPH respectivamente.
Aidar e identificar los compuestos responsables de los efectos farmacol 6gicos y/o de la

toxicidad aguda.
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CAPITULO IV
ANTECEDENTES

4.1 Descripcién botéanica

Encelia canescens Lam., familia Asteraceae (nv: coronilla del fraile), es una especie autoctona,
arbustiva, siempre verde, de hasta 60 cm de altura, el talo es de color verde plomizo por la
presencia de pilosidad blanca y muy ramificado. Las hojas son pecioladas y alternas. Las
inflorescencia son capitulos terminales con involucro con dos filas de bréacteas lanceoladas. Las
flores marginalesy liguladas son femeninas y de color amarillo; las flores centrales y tubulosas,
de color café, pentadentadas, con receptaculo calicino gamosépalo (sin dientes) que rodea a
ovario, y un penacho de pelos blancos; estambres con anteras unidas; ovario infero con estilo

dividido en 2 ramas pilosas. El fruto es un aquenio ( Linares, 2000).
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4.2 Distribucion geogr éfica

Se desarrolla en suelos arenosos y secos, en laderas de cerros y bordes de la carretera comun alo
largo de la costa peruana, de la | hasta IV Regién de Chile e interior norte de Argentina
(Weberbauer, 1945).

4.3 Uso en la medicina popular
A la especie peruana (mancapanqui) le atribuyen propiedades como galactéfora y contra la
retencion de orina (Soukup, 1984; Pastor “et al”, 1996). Otras especies del género se utilizan

como analgésico para el dolor de muelas (Moerman, 1998).

4.4 Otros usos
Se considera de uso ornamental y apicola (Rios, 2004), también forman los [lamados corredores
biol6gicos, que tienen por finalidad actuar como refugio para animales, atraer insectos benéficos

y presentar un medio de proteccién al cultivo (Y afiez, 2006).
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4.5 Clasificacion taxondmica

Reino: Planteae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Asterales

Familia Asteraceae

Género: Encelia

Nombre cientifico: Encelia canescens Lam.
Nombre vulgar: : coronilladel fraile

4.6 Estudios previos

Lainformacion obtenida en laliteratura, indica que no se han realizados estudios farmacol 6gicos
para esta especie, solamente se han desarrollado estudios quimicos para E. canescens, del Perq,
donde se han aislado e identificado diversos cromenosy cromenos dimeros como encecalina (1),
euparina (2), encecanescina (3), 9-epiencecanescina (4), encecanescol (5) y 9’-epiencecanescol
(6) (Bohlmann “et al””, 1983).

=

0 OMe O OH

Encecalina (1) Euparina (2)
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Encecanescina (9’ a-Me) (3)

9-epiencecanescina (9’ B-Me) (4)

Encecanescol (9” a-Me) (5)

9-epiencecanescol (9’ B-Me) (6)

De otras especies como E. lariniata, E. palmeri y E. ventorum nativas de México, se realizaron
estudios de actividad fototoxica e insecticida a cromenos aidlados, siendo los més activos la 6-
metoxieuparina, encecalina, y 7-dimetilencecalina (Proksch “et al’’,1983).

Un andlisis fitoquimico reaizado a diferentes especies de Encelia (18), basdndose en contenidos
de derivados cromenos y benzofuranos, con un sistema de comparacion sistémica de perfiles
quimicos, permitié agrupar a las distintas especies afines segln su organografia y anatomia,
resultando tres grupos, en que €l grupo | presenta una abundante acumulacion de cromenos y

benzofuranos (2-5% con respecto al peso seco en € taloy casi nada en las hojas) donde se ubica
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E. canescens; & grupo I, que presenta una menor cantidad acumulada y el grupo Ill, que

presenta una cantidad minima acumulada (Proksch and Clark, 1987).
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CAPITULOV
MATERIALESY METODOS

5.1 Estudio Quimico

5.1.1 Recoleccion

La recoleccion de las hojas frescas y la parte aérea (congtituida por tallo, hojas y flores) de
Encelia canescens Lam. Asteraceae, fue redizada en julio del 2006 en lalll Regién en el Valle
del Rio Huasco. Una muestra testigo de la planta identificada por la Dra. Carla Delporte, se
conserva en €l Herbario de la Escuela de Quimicay Farmacia (SQF) de la Facultad de Ciencias

Quimicasy Farmacéuticas de la Universidad de Chile bgjo el N° 22259.

5.1.2 Obtencion de los difer entes extractos

Serealizé lainvestigacion quimica a dos muestras diferentes:

A) Parte aérea secay molida de la planta

De la muestra secay molida (871 g) se obtuvieron los diferentes extractos agotandolo en forma
sucesiva con hexano (HEX), diclorometano (DCM), acetato de etilo (ACET) y metanol
(MEOH). Una vez concentrados los extractos y llevados a sequedad, permitié obtener los
extractos. hexénico (EHEX), diclorometdnico (EDCM), acetato de etilo (EACET) y «
metandlico seriado (EMEOH) (Figura 1). El extracto metandlico global (EMGpa) se obtuvo
pesando 100 g de la parte aérea secay molida de la planta, la cual fue sometida a una extraccién

hasta total agotamiento con metanol.
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Planta secay molida

(871 g)
HEX
EHEX Residuo vegetal seco y agotado con
DCM
EDCM Residuo vegetal seco y agotado
(41,1 9) con DCM
ACET
EACET Residuo vegetal seco y agotado
(7.29) con ACET
MEOH
v :
EMEOH Residuo vegetal
(102,4 g) agotado

Figura 1. Obtencion de los diferentes extractos a partir del material vegetal molido de la parte

aérea.

B) Hojasfrescasdela planta

Desde las hojas frescas (200 g) se obtuvo € extracto resinoso (ERES), extrayendo con
diclorometano e material vegetal. EI material vegeta carente del exudado resinoso, se seco a
temperatura ambiente y luego de ser molido se procedi6 a la extraccion sucesiva con disolventes
de polaridad creciente, comenzando con hexano (HEX), diclorometano (DM C), acetato de etilo
(ACET) y metanol (MEOH) hasta agotamiento total, dgando secar e marco vegetal a
temperatura ambiente antes de adicionar el siguiente disolvente. Una vez concentrados y
llevados a sequedad, se obtuvieron cuatro extractos: extracto hexénico (EHEX), extracto
diclorometanico (EDCM), € extracto de acetato de etilo (EACET) y e extracto metandlico

11
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seriado (EMEOH) (Figura 2). El extracto metandlico global (EMGh) se obtuvo pesando 100 g
de las hojas frescas y molida de la planta, la cua fue sometida a una extraccion hasta total

agotamiento con metanol.

Hojas frescas sin moler
(200 g)

DCM

ERES
(4,329)

Planta secay molida

HEX

EHEX
(0,78 9)

\ 4

con HEX

Residuo vegetal seco y agotado

DCM

)

EDCM Residuo vegetal seco y agotado

(0,62 g)

con DCM

ACET

EACET
(0,400)

Residuo vegetal agotado
con ACET

MEOH

EMEOH
(31009)

Residuo vegetal agotado

Figura 2: Esguema de extraccién de laresinay obtencion de los diferentes extractos a partir de

las hojas frescas.
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5.1.2.1. Obtencion de infuso
Para obtener e infuso (INF) a 20%, se pesaron 20 gramos de las hojas frescas de la planta,
luego se agregaron 100 mL de agua hirviendo, se macerd por 30 minutos y finalmente se filtré

para obtener el INF.

5.1.2.2 Obtencion del aceite esencial

El aceite esencial (AESC) fue obtenido desde la parte aérea (300 g) y desde las hojas frescas
(300 g) por arrastre con vapor de agua. Para esto se coloco € material vegetal en un extractor
provisto de un aparato de Clevenger, calentando por |0 menos tres horas. Al cabo de este tiempo
se midi6 la cantidad de aceite esencial extraido, se retird y secd con sulfato de sodio anhidro y
fue envasado en un recipiente oscuro en ambiente nitrogenado, manteniéndose al abrigo de laluz

y refrigerado hasta su uso.

5.1.3 Identificacion delas principales familias de metabolitos secundarios por c.c.f.

Se realiz6 un rastreo cromatogréfico de los diferentes extractos e infuso, con € propésito de
investigar la presencia de metabolitos secundarios, mediante cromatografia en capa fina (c.c.f.),
empleandose cromatolaminas de gel de silice G tipo 60 con indicador de fluorescencia (Merck).
Las fases mdviles utilizadas en este estudio, se indican en laTablal. Las c.c.f. fueron reveladas
con diferentes reactivos cromogeénicos y ademas analizadas por fluorescencia bgjo luz UV alas

longitudes de onda de 254 y 366 nm.

Tablal: Fase movil delosdistintos extractos utilizados para €l estudio cromatogr &fico

Extractos Fase movil
ERES DCM:100
EHEX DCM:ACET=9,5:0,5
EDCM DCM:ACET=6:4

EACET ACET=100
EMEOH ACET:MEOH=3:7
INF DCM:ACET=4:6

13
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Los reactivos reveladores utilizados para identificar los diferentes grupos quimicos fueron los
siguientes:

Alcaloides

Reactivo de Dragendorff: Constituido por yoduro doble de bismuto y potasio, puede detectar
alcaloidesy aminas cuaternarias (Merck, 1972).

Terpenosy esteroides

Reactivo de Liebermann-Burchard: Se emplea para distintos compuestos organicos como, por
gemplo, triterpenos, (al revelar presentan color morado) y esteroides, cuya coloracion variaen el
tiempo desde € color rosado al verde y posteriormente al pardo. El reactivo esta constituido por
partes iguales de anhidrido acético y de écido sulfarico (Merck, 1972).

Reactivo de p-anisaldehido sulfarico: Esta congtituido con p-anisaldehido, acido acético y
acido sulfurico. Detecta la presencia de todo tipo de terpenos (aceites esenciales) y triterpenos,
por medio de la aparicién de coloraciones que varian desde € azul a violeta (Wagner “et al”,
1984).

Antraguinonas

Reactivo de Borntrager: Esta reaccion se emplea para investigar la presencia de grupos
antraguinonicos, especialmente los oxidados. Consiste en agregar un reactivo acaino (NHs o
solucién de NaOH o KOH), ya sea directamente sobre la droga en polvo, o en los principios ya
extraidos. La aparicion de una coloracion roja indica la presencia de este tipo de compuestos
(Merck, 1972).

Flavonoidesy cumarinas

Vapores de NH3: Permite identificar flavonoides y cumarinas, los cuales se caracterizan por
presentar fluorescencia a la luz UV 366 nm. Al exponer los flavonoides a los vapores de
amoniaco, dan unacoloracion amarillaa visibley su fluorescencia se intensifica o varia

AICl;s al 3% en etanol: Los flavonoides dan diversas coloraciones con AICl3 a 3 % en etanol,
a ser observado bajo laluz UV a 366 nm; en tanto que las cumarinas dan fluorescencia de color
celeste a la luz UV y se intensifican con los reactivos anteriormente nombrados (Mabry “et al”,
1970).

Reactivo NP/PEG: Este reactivo se emplea para detectar compuestos fendlicos como écidos
fendlicos, flavonoides y sus glicésidos. Consiste en una mezcla de difenilboriloxietilamina (NP)
y polietilenglicol etandlico 4000 (PEG), en una razén de (5:4). Inmediatamente después de

rociar laplaca, se observabgjo luz UV a 366 nm, unaintensa fluorescencia de colores que varian
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entre el amarillo, el anaranjado y € verde, para los flavonoides, y fluorescencia blanca brillante
para &cidos fendlicos.

Taninos

La identificacién de taninos se realiz6 agregando una o dos gotas de FeCls; alos EMEOH e INF
disueltos en agua destiladay el ERES disuelto en metanol.

Reactivo de FeCls al 1%: Se utiliza para identificar compuestos que poseen en su estructura
una funcién fendlica, como los taninos. Seglin la naturaleza quimica del tanino se observan
coloraciones gque varian desde €l azul (taninos pirogdlicos), hasta € verde (taninos catéquicos).
Otros compuestos fendlicos, como los flavonoides, también presentan coloracién verde (Merck,
1972).

Saponinas

indice de espuma: Este ensayo permite detectar la presencia de saponinas (sustancias con
propiedades tensoactivas), a través de la formacion de espuma persistente durante 15 minutos,
usando 1 g de la droga o0 extracto vegetal seco, en un volumen apropiado de agua destilada
(Gautier, 1954).

5.1.4 Purificacion y fraccionamiento
El fraccionamiento fue realizado al ERES y a AESC de E. canescens por presentar la mayor

actividad antimicrobiana, se utilizaron columnas répidas de gel de silice.

5.1.4.1 Fraccionamiento de ERES
- Primera columnarépida de gel desilice:
Se obtuvieron 8 fracciones del ERES, |as cual es fueron:
HEX:DCM (80:20) 2;21
HEX:DCM (60:40) 3
HEX:DCM (40:60) 4
DCM (100) 5
DCM:ACET (80:20) 6;6,1; 6,2; 6,3
DCM:ACET (70:30) 7
ACET (100) 881
MEOH (100) 9,91
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De estas fracciones se procedi6 a realizar la actividad antimicrobiana, encontrando actividad en
2,1; 3; 4, 6,2; 6,3. Las cromatografias se redizaron en HEX:DCM (50:50).
Se eligio lafraccion 2,1 pararealizar una columna rapida, debido a su actividad antimicrobianay

lograr mayor purificacion.

- Segunda columnarépida de gel desilicedelafraccion 2,1:

Se obtuvieron 8 fracciones, los cuales fueron:

HEX (100) 146
HEX:DCM (98:2) 9
HEX:DCM (96:4) 12
HEX:DCM (94:6) 15
HEX:DCM (96:8) 16
DCM (100) 19
DCM:MEOH (50:50) 21
MEOH (100) 22

Lafraccion 19 de esta columna estaba constituida por una sustancia pura de color azul a revelar

con p-anisaldehido sulfarico, a esta sustancia se le denoming A.

5.1.4.2 Fraccionamiento del AESC
- Columnarapida de gel desilice:
Se obtuvieron 5 fracciones desde €l AESC, |as cuales fueron:

HEX (100) 2

HEX:DCM (85:15) 10, 12, 37
DCM (100) 41, 45, 46, 66
DCM:MEOH (90:10) 73

MEOH (100) 82, 87

Lafraccién 37 estaba constituida por un compuesto denominado B.
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Las fracciones 37, 45 y 46 fueron sometidas a estudio de la actividad antimicrobiana,
encontrandose actividad significativa en todas €ellas. Las c.c.f. fueron desarrolladas en DCM
(200).

5.2 ldentificacion de los componentes del AESC y de los compuestos A y B mediante
CG/masa

Este andisis fue redlizado en e Centro de Estudios para € Desarrollo de la Quimica
(CEPEDEQ) de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.
Se analiz6 por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas, empleando un equipo
GC Fisons, volumen de inyeccion de 1 ml.

Las condiciones del andlisis fueron: Gas carrier: Helio, temperatura inicial: 70°C (4 min),
10°C/min, 200°C (1 min), 20°C/min, 300°C (2 min), temperatura del inyector 250°C.

La identificacion de los compuestos se efectudé mediante la comparacion de los espectros de
masa obtenidos con los de |a base de datos controlada por € computador (NIST database).

La cuantificacion se realizo por e método de porcentgje de areas.

5.3 Identificacion del compuesto A por diferentes técnicas espectroscopicas

La identificacion estructural de la sustancia aislada se realizd mediante estudios
espectroscopicos de: ultravioleta (UV), infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear de protones
(*H-RMN a 300 MHZ), de carbono 13 (**C-RMN a 50 MHZ), y técnicas espectroscopicas como
COSY, DEPT, HMQC Y HMBC realizados en CEPEDEQ de |la Facultad de Ciencias Quimicas

y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

5.4 Estudio farmacolégico in vivo

5.4.1 Aspectos éticos a considerar para € trabajo con animales

En virtud a trato humanitario y mitigador del dolor de los animales utilizados en esta
investigacion, se consideran las “Normas Internacionales en Investigacion Biomédicas que
involucra el uso de animales”. Esta reglamentacion ha sido elaborada por el Consejo de
Organizaciones Internacionales de Ciencias médicas en Ginebra (Boletin Oficina Sanitaria
Panamericana, 1986), y son aplicadas por la Unidad de Pruebas Biolgicas del Instituto de Salud

Publica de Chile (ISP), unidad en donde se desarrollaron |os ensayos farmacol 6gicos.
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5.4.2 Determinacion de la toxicidad aguda por via oral y determinacion de la dosis letal 50
(DL so)
Se evalub la toxicidad del EMGpa, con este fin se utilizaron ratones de la cepa CF-1 no
consanguineos machos, el nimero de animales fue de 8 para el grupo tratado y de 6 para €
grupo control. La dosis administrada fue de 2g/kg del EMGpa suspendido en goma ardbiga
salinaa 5% en volumenes de 0,4 mL para ratones de 25 g de peso por medio de una sonda de
alimentacion gastrica. Los animales del grupo control recibieron solamente € vehiculo. Los
animales se mantuvieron en observacion por catorce dias con aimento, agua y a temperatura
ambiente, controlando su peso en formadiaria (Delporte “et al””, 1998; Olivares, 2001).
Luego de haber administrado el extracto, son observados para detectar mortaidad o la aparicién
de los siguientes signos clinicos:

Signos motores. movimientos, convulsiones, caida del tren posterior, somnolencia.

Signos respiratorios. jadeosy cianosis.

Signos gastrointestinales: diarreay emesis.

Salivacion y pilo ereccién.
Esta observacion se realiz6 durante las primeras cuatro horas y luego diariamente durante |os
catorce dias siguientes.
Se debiaredlizar la necropsia a los animales que mueren durante el experimento, como aquellos
gue gueden vivos una vez terminado € periodo de observacion, sacrificandolos mediante
dislocacion cervical y realizando un andlisis morfolégico y fisiopatoldgico de los principales
Organos con €l objeto de determinar s hubo alteraciones, en comparacion con los animales
controles que solo recibieron la solucion salina de goma ardbiga al 5% (Jiménez y Padilla,
1999).
Aungue los animal es fueron pesados diariamente, solo |0s pesos de los dias uno y catorce fueron
comparados estadisticamente, con € fin de detectar s hubo diferencias significativas entre €
periodoinicia y final.
Si se produjese muerte de los animales en este ensayo se debe determinar la dosis letal cincuenta
(DLso dosis que produce la muerte al 50 % de los animales) para lo cua se administran distintas
dosis y para el célculo de la DLsy se utiliza € programa PCS Farm, a cual se ingresan las
digtintas dosis y los niveles de respuesta, en este caso mortalidad, para cada dosis. El programa

realiza la regresion lineal dada por la relacion probit-log de la dosis segin el método gréfico
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numérico modificado para computadores de Lichfield y Wilcoxon, que entrega la DL y €l
intervalo de confianza al 95 % (Cubillos “et al”, 1999).

5.4.3 Determinacion de la actividad analgésica tépica del EM Gpa

Ensayo delaformalina en la cola

Se utilizaron ratones de la cepa CF-1 nho consanguineos machos, cuyo peso varié entre los 20 a
25 gy su edad entre los 30 a 35 dias de la Unidad de pruebas Biol égicas del |SP.

En todos las evaluaciones farmacol 6gicas los animales se mantuvieron en ayunas durante 12
horas previas a cada ensayo con agua ad libitumy a temperatura ambiente.

En cada ensayo se trabaj6 con 10 animales, degjando 2 de ellos como controles, agregando estos a
un “pool” de animales controles, constituido por 16 animales controles.

Este ensayo identifica principamente analgésicos periféricos (Kolesnikov “et al”, 2004;
Delporte “et al”’, 2007).

El EMGpa se administro por via tépica, sumergiendo por tres minutos la cola de los animales en
un tubo de ensayo que contiene una solucion al 5% p/v del extracto en dimetilsulféxido
(DM SO). Posteriormente se inyectd formalina a 10% via intradérmica en el primer tercio de la
cola, que es €l agente algésico. Luego se continud contando durante cinco minutos el tiempo de
lamidas que realiza €l raton en € sitio de inyeccidn. Para poder contabilizar las lamidas del raton
se introdujeron en una cdmara de vidrio, con espejos en tres de sus caras, con € objetivo de
optimizar la observacion de los animales durante el conteo (Delporte “et al”, 2007). El mismo
procedimiento se siguié para el grupo control, en este caso la cola del ratén se sumergio en una

solucién de dimetilsulfoxido (DM SO) en ausencia del extracto.

Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron por €l método estadistico no paramétrico de Wilcoxon para los
datos independientes (Hollander y Wolfe, 1973), considerandose significativo paraun p< 0,05.
Para cacular € efecto se determina la mediana del tiempo de lamidas £ SEM, y se comparan las
medianas del grupo tratado con la mediana del grupo control mediante la siguiente férmula
(Delporte “et al”’, 2007).
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Porcentaje de dolor

1%D = ( Cm/Cc ) x 100]

donde:
%D:  Porcentgje de dolor.
Cm: Medianadel tiempo de lamidas de |os animales que reciben la muestra.

Cc: Medianadel tiempo de lamidas de |os animales control es.

Por centaje de la actividad analgésica topica

|%AAT = 100 - %D

donde:
%D:  Porcentgje de dolor.

Como férmaco de referencia se utilizd € ibuprofeno.

5.4.4 Determinacion de laanalgesia via oral

Ensayo de las contor siones abdominales

Este ensayo tiene como objetivo determinar la actividad analgésica via oral de EMGpa de E.
canescens, € cua se evalud a través del método de las contorsiones abdominaes inducida por
acido acético (agente algésico).

Se utilizaron ratones de la cepa CF-1 no consanguineos machos, cuyo peso varid entre los 20 a
2549.

En cada ensayo se trabaj6 con 10 animales, dejando 2 de ellos como control es, agregando éstos a
un “pool” de 16 animales controles.

Se administré € extracto previamente disuelto en goma arébiga salina a 5%, por medio de una
sonda de alimentacion gastrica, en dosis de 200 mg/kg de peso de ratdn. Después de una hora se
inyectd por viai.p. una solucion acuosa con 0,5 mL/25 g de peso de ratdn de écido acético a
0,6% (agente algésico), los animales se colocaron individual mente en una camara de vidrio, con
espgos en tres de sus caras. El nimero de contorsiones (respuesta del dolor) fue contabilizado
luego de cinco minutos de la administracion del agente algésico (Delporte “et al”, 2007),
comparando con los animales del grupo control, a los que solo se le administrd e vehiculo,

gomaarabigasainaa 5%y el agente algésico.
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Las contorsiones se describen como las contracciones de los musculos abdominales,

acompafiados por la elongacion del cuerpo y extension de las patas traseras.

Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron por € método estadistico no paramétrico de Wilcoxon para los
datos independientes (Hollander y Wolfe, 1973), considerandose significativo paraun p < 0,05.
El efecto analgésico se determind en relacion ala disminucion de las contorsiones abdominales,
expresado en porcentgje.

Para calcular € efecto se determina la mediana de las contorsiones abdominales + SEM, y se
comparan las medianas del grupo tratado con la mediana del grupo control. La actividad

analgésicaora se calculé mediante la siguiente formula.

Por centaje de dolor

1%D = ( Cm/Cc ) x 100]

donde:
%D:  Porcentagje de dolor.
Cm: Medianade las contorsiones de los animales que reciben la muestra.

Cc: Mediana de las contorsiones de |os animal es control es.

Por centaj e de efecto analgésico

1%E = 100 - %D

donde:
%D:  Porcentaje de dolor.

Como férmaco de referencia se utilizd € naproxeno sodico.

5.5 Estudios farmacoldgicosin vitro

Los estudios in vitro se realizaron en la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéutica de la
Universidad de Chile. En e Laboratorio de Productos Naturaes fueron llevados a cabo los
ensayos de decoloracion del DPPH y € ensayo de la inhibicién de la actividad de la xantino
oxidasa (XO). En d laboratorio de microbiologia fueron realizados los ensayos para la

evaluacion de la actividad antimicrobiana.
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5.5.1 Determinacion de la actividad atrapadora de radicales libres a través del ensayo de
DPPH

Este ensayo se fundamenta en que € radical 2,2 difenil-1-picril hidrazilo hidratado (DPPH) de
color violeta intenso, cuya longitud de onda de méxima absorbancia es de 517 nm, a ser
capturado por compuestos atrapadores de radicales libres forma un compuesto estable incoloro.
Con esto es posible cuantificar |a capacidad capturadora de radicales libres que posean distintas
sustancias mediante la determinacion del grado de decoloracién que dichos compuestos
provocan a una solucién metandlica de DPPH (Amie “et al”’, 2003).

Se utilizd6 una solucién metandlica recién preparada del radical DPPH de 20 mg/mL. Se
prepararon soluciones metandlicas de |os extractos en estudio en un rango de concentracion de 1
a 200 ug/mL de acuerdo a la actividad encontrada. De acuerdo al protocolo que aparece en la
siguiente Tabla Il, se mezclaron volUmenes constantes de DPPH y soluciones de las muestras
por triplicado, para luego de cinco minutos leer la absorbancia en e espectrofotometro
UNICAM aunalongitud de onda 517 nm.

Tablall: Protocolo del ensayo de DPPH

BLANCO DE CONTROL
MUESTRA MUESTRA DPPH
Muestra (uL) 375 375 0
DPPH (uL) 750 0 750
Metanol (uL) 0 750 375
Volumen Total 1,125 1,125 1,125

EL céculo del porcentaje de decoloracion que corresponde a la capacidad atrapadora de

radicales libres, se determind utilizando la siguiente formula:

Por centaj e de decolor acion

1% Decoloracién = [1- (Am/ Ac)] x 100

donde:

Am:  Absorbancia de la muestra

Ac: Absorbancia del control.
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Un valor igua acien corresponde ala méxima capacidad atrapadora de radicales librey un valor
cercano a cero indica una nula capacidad, por lo que e grado de decoloracion indica la eficiencia
de los extractos como capturadores de radicales libres. Como compuesto de referencia se utilizé
la quercetina. Cada determinacion se realiza por triplicado, calculando € promedio del % de

decoloracion + la desviacion esténdar (Feresin et al, 2002).

5.5.2 Determinacion de la actividad antioxidante a través del ensayo de inhibicion de la
actividad de la xantino oxidasa

La enzima xantino oxidasa (XO) cataliza la oxidacion de la hipoxantina a xantina (X) y acido
arico, a mismo tiempo y en presencia de oxigeno se produce la reduccién de éste, generando €
radical libre anidn superdxido. En lafase de reperfusiéon de un tejido previamente isquémico, XO
produce grandes cantidades de anion superdxido capaces de producir la lipoperoxidacién de los
fosfolipidos que constituyen las membranas celulares produciendo la lesion de ellas. Para
evaluar si la muestra en estudio inhibe la XO se mide el &cido Urico e cud presenta una
absorcién (A) aunal de 290 nm en un espectrofotémetro UNICAM (Kalckar, 1947).
Lasolucion de X se prepar6 tomando 11,4 mg en 500 mL de agua bidestilada sonicando durante
2 a 3 horas a 60°C. La enzima se utilizd a la concentracién de 0,006 ug/mL en buffer de
NaHPO, y KH2PO4 a un pH de 7,5. Para determinar la concentracion de la enzima a utilizar se
ensayd a distintas concentraciones para obtener el gréfico A vs concentracion. La concentracion
delaenzimaque dio la A requerida paratrabajar (0,300 y 0,400) fue de 0,006 ug/mL.

Los extractos fueron evaluados a 50 ug/mL (Theoduloz “et al”’, 1991). A las muestras en estudio
se les adiciona 3 a 4 gotas de DMSO y el agua bidestilada, se procede se lleva a sonicar para
alcanzar mayor solubilidad. Las muestras fueron evaluadas en duplicado y segun el protocolo

gue se muestraen lasiguiente Tablallll
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Tablalll: Protocolo del ensayo deinhibicion dela XO

TUBOS A B C D

1.- Extracto - - ImL ImL
2.-AguaBidestilada 1mL imL - -

3.- Buffer 29mL 3mL 2,9mL 3mL
4.- Xantino Oxidasa 0,1 mL - 0,1 mL -

Preincubar a 25°C por 15 minutos.

5.- Xantina 2mL 2mL 2mL 2mL

Incubar a 25°C por 30 minutos.

6.- HCI ImL 1mL 1mL 1mL

Medir A é&cido Urico a| Ac.  Urico | Blancode A Ac arico | blancodeC
290 nm Tota remanente

Volumen Total 7 mL 7 mL 7mL 7mL

Una vez agregados 1, 2, 3y 4 sé preincub0 las mezclas a 25°C por 15 minutos. A continuacion
se adicion6 a todos los tubos X y se incubd a 25°C por 30 minutos (para que la X esté a la
temperatura de las muestras se colocd en el bafio junto con éstas.). Parafinalizar, la reaccion fue
detenida con HCL y se procedio a leer la absorbancia (A) del acido urico a 290 nm (Noro “et
al”, 1983), en un espectrofotometro UNICAM (Kalckar, 1947).

El porcentgje deinhibicidn (%l) se calcul 6 segiin lasiguiente férmula:

Porcentaje deinhibicién dela XO

1%I=[(AA — AB) — (AC - AD) / (AA- AB)] * 100

donde:

A: Absorbancia

AA: Absorbanciatubo A.
AB: Absorbancia tubo B.
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AC: Absorbancia Tubo C.

AD: Absorbancia Tubo D.

AA - AB: Absorbancia del acido Urico total.
AC-AD: Absorbancia del &cido Urico remanente.

El farmaco de referencia utilizado fue € alopurinol y para determinar su concentracion
inhibitoria cincuenta (ICsp) se ensayaron diferentes concentraciones de este farmaco. Del gréfico
%I vs concentracién se obtuvo el 1Cso que resultd ser 0,035 ug/mL.

La significancia de los resultados se calculé con € método no paramétrico de Wilcoxon para
datos independientes (Hollander y Wolfe, 1973), considerdndose significativos si su p £ 0,05.

L os resultados son expresados como %l + la desviacion estandar.

5.5.3 Evaluacién dela actividad antimicrobiana por el bioensayo bioautogr afia

Para este bioensayo se hicieron cromatograma de gel de silice 60 (merck, 5554) de 5 cm de
ancho por 7 cm de alto, sembrando los extractos. Se determiné la fase movil mas adecuada para
cada extracto a ensayar.

Se prepararon los cultivos de los microorganismos a ensayar en un medio de cultivo liquido,
TSB (Tryptic soy Broth) para bacterias y PDB (Potato dextrose broth) para hongos y levaduras,
con 24 horas y 48 horas de anticipacion respectivamente. Se tomo una alicuota de 1 mL de
microorganismo la que se suspendié en 7 mL del medio del cultivo liquido, y se colocd un
agitador orbital a 37 °C por dos horas, con e fin de obtener un cultivo en fase logaritmica de

crecimiento.

El cromatograma se expuso a la radiacion U.V. (254 nm) durante 30 minutos con e fin de
esterilizarlos para luego ser utilizados. En un tubo estéril se adiciond 350 uL de la suspension
del microorganismo al medio de cultivo, TSA paralas bacteriasy PDA para hongos y levaduras
fundido. La suspension se homogenizd mecanicamente y esta solucion se degjé escurrir sobre los
cromatofolios los cuales se encuentran en una placa de petri. Una vez solidificadala solucién en
la placa, se adicionan 350 uL de agua destilada estéril arededor evitando asi que las placas se
resequen, llevandolos a incubar durante 24 horas en una estufa termorregulada a 37°C para

bacterias y por 48 horas a 28°C para hongos y levaduras.
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Las bioautografias se revelaron con una sal de tetrazolium (MTT). AL agregar el reactivo
revelador tomaron un color violeta intenso, exceptuando la zona donde se produjo la inhibicion
del crecimiento bacteriano por parte de los metabolitos activos presentes, quedando de color
marfil. (Rahalison ““et al”’, 1991; Hambuerger y Hostettman, 1991; Erazo “et al”’, 1997).

TablalV: Microorganismos utilizados par a |os ensayos micr obiol 6gicos

Bacterias . .

. Tipo de cultivo
gram negativas
Escherichia coli ATCC 8739
Pseudomonas aeruginosa | ATCC 14207
Salmonella aviatum ATCC 12228
Klebsiella pneumoniae muestra clinica
Bacterias
Gram Positivas

* ATTCC: American Type Culture Collection

5.5.4 Evaluacién de la actividad antimicrobiana del compuesto aisado A por siembra en
superficie de agar

Para realizar la evaluacion antimicrobiana, fue necesario preparar dos alicuotas de 20 mL cada
una de agar fundido TSA (tryptic soy agar) para bacterias con una concentracion final del
compuesto aislado (A) de 100 y 200 ug/mL. Para esto se prepard una solucion madre de A de 1
mg por 1 mL de DM SO y seincorporé a cada porcién de 20 mL de agar fundido, 0,02 y 0,04 mL
de dicha solucion. Se homogenizd cada fraccion y se dejo solidificar en capsula de Petri. Una
vez friase procedié a sembrar en formalineal con un asa de micrén estéril y en superficie (Erazo
“et al”’, 1997) cada uno de los microorganismos de prueba, indicados en farmacopea (USP
XXI1I).
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Todo este proceso se realiz6 bajo campana de flujo laminar.

L os microorganismos en las placas fueron incubados por 24 horas a 37°C.

Los controles estaban constituidos por placas que contenian €l agar fundido sobre € cua se
aplicaron las distintas cepas en estudio (Rahalison “et al”, 1991; Hambuerger y Hostettman,
1991, Erazo “et al”’, 1997).

5.5.5 Determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) del compuesto activo
aisado A

Este bioensayo da cuenta de la minima concentracion de la sustancia aislada a la que se presenta
inhibicion del crecimiento bacteriano “in vitro”.

Se prepar6 un cultivo para € microorganismo a ensayar (Bacillus subtilis, Klebsiella
pneumoniae, Saphylococcus aureus y Escherichia coli) en medio TSB por 24 horas a 37°C.
Para esto se siembra con asa de micrén estéril el microorganismo en el medio de cultivo liquido.
Después de incubar los microorganismos bago estas condiciones se tomé 1 mL del
microorganismo y se inocul6 sobre 9 mL de TSB, se agité por 1 hora con €l fin de obtener un
cultivo en fase logaritmica de crecimiento. Posteriormente se les midié la trasmitancia en un
SPECTRONIC 20D que debia resultar igual a 50% a una longitud de onda de 580 nm. Una vez
obtenida esta transmitancia los cultivos de microorganismos se procedio a preparar un set de 30
tubos gue contenian medio de cultivo liquido TSB con cantidad suficiente para completar un
volumen final de 2 mL, in6culo del microorganismo a estudiar y concentraciones crecientes del
compuesto aislado desde 200 a 300 ng/mL por un periodo de 24 horas a 37°C. Al mismo tiempo
Se prepararon tubos controles. El primero de ellos contenia medio de cultivo TSB, e segundo
tubo TSB més 125 ni. de indculo del microorganismo y €l tercer tubo control contenia TSB méas
la mayor concentracion de la sustancia ensayada. Los tubos en los que no se apreci turbidez, es
decir, con total trasparencia del TSB (al igual que €l tubo control de TSB) se considerd la
concentracion minima a la que se produjo lainhibicién de crecimiento bacteriano. Este tubo fue

comparado con todos |os tubos controles visua mente para determinar lainhibicion.
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Para preparar las distintas concentraciones de la sustancia aislada se prepar6é una disolucion de 1
mg/mL de DM SO. De esta solucion de concentracion conocida se fueron extrayendo vol imenes
exactos con micro pipeta con puntas estériles partiendo de 200 ni para ir aumentando en

intervalos de 10 L. Todo este procedimiento fue realizado bajo campanade flujo laminar.
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6.1 Estudio quimico

CAPITULO VI

RESULTADOSY DISCUSION

El estudio quimico de Encelia canescens Lam. fue realizado con la parte aérea de laplantay las

hojas frescas. Las que presentaron una gran variedad de sustancias con gran cantidad de

precipitados.

6.1.1 Rendimiento en la obtencion de los difer entes extr actos e infuso

A.- Parte aérea

El rendimiento de la extraccion sucesiva por solventes de polaridad creciente de la parte aérea

secay molida de E. canescens a partir de 871 g, ademés del rendimiento del AESC y EMGpa se

detdlanenlaTablaV.

Tabla V: Rendimiento de las extracciones sucesivas por solventes de polaridad creciente de

la parte aérea de E. canescens.

EHEX EDCM EACET | EMEOH AESC EMGpa
Material vegetal
871¢g 871¢g 871¢g 871¢g 300¢g 100 g
Cantidad
obtenida 14,3 ¢g 4119 7249 102,49 0,7 mL 1439
rendimiento
1,64% 4,72% 0,83% 11,76% 0,23 % 14,30 %

El EMEOH y d EMGpa fueron los que presentaron respectivamente |os mayores porcentajes de

rendimiento.
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B) Hojas

El rendimiento de la extraccion sucesiva a partir de 200 g de hojas frescas de E. canescens, y de
167 g de las hojas secas y molidas, ademés del rendimiento del INF, del AESC y del EMGh se
detallanenlaTabla VI.

Tabla VI: Rendimiento de la extraccion sucesiva a partir de 200 g de hojas frescas de E.

canescensy de las hojas secasy molidas post extraccion del ERES

ERES | EHEX | EDCM | EACET | EMEOH | INF | AESC | EMGh

Material

vegetal 200g | 200g | 2009 200 g 2009 20g | 300g | 100¢g
Cantidad
obtenida 439 0849 069 049 319 429 |21mL | 38¢g

rendimiento | 2,15% | 0,40% | 0,30 % 0,20% 155% | 21% | 0,70% | 3,80 %

Los EMGh, EMEOH y el ERES fueron los que presentaron mayor porcentaje de rendimiento.
Nota: las hojas secas y molidas post extraccion de laresina (167g) representan (33g menos 28,7
0) 14,35% de agua

6.1.2 Resultados de la identificacién de los principales grupos quimicos de los diferentes
extractos por c.c.f.

Los resultados del screening cromatogréfico realizado a los diferentes extractos e INF de E
.canescens, estan detallados para la parte aéreaenlaTablaVIl y enlaTabla VIl se sefialan los
resultados obtenidos con las hojas frescas. Se establecieron para cada grupo de metabolitos
secundarios las fases moviles y con la utilizacion de diferentes reactivos reveladores se

determind con un simbolo + o0 —, la presencia o ausencia de éstos.
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Tabla VII: Resultado del screening de identificacion por c.c.f. de los extractos de la parte
aérea

EHEX EDCM EACET EMEOH
Metabolito Revelador DCM:ACET DCM:ACET ACET=100 ACET:MEOH
Secundario 9,5.0,5 6:4 - 37
Alcaloides Dragendorff — — — —
Liebermann
Esteroles y/o
Triterpenos Burchard + + + -
Antraguinona Bontrager — — — —
Flavonoides NP/PEG + + + +
Cumarinas NP/PEG + + + —
Taninos FeCls - - + +
Saponinas Espuma - - - -

+ : Presenta el metabolito
- - No presenta el metabolito

Segln los resultados encontrados, esta especie vegetal posee esteroles y/o triterpenos,

flavonoides y cumarinas, ademés los EACET y EMEOH presentan taninos. El extracto en que se
encontrd la mayor variedad de metabolitos secundarios fue el EACET.
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Tabla VIII: Resultado del screening deidentificacion por c.c.f. delosextractos e INF delas
hojas frescas

EHEX EDCM EMEOH
Metabolito | o | (N> | DCM:ACET | DCMACET | ,ACET | aceTmeoH | 'NF
Secundario : 9,5:0,5 6:4 B 3.7
Alcaloides | Dragendorff + — — — + —
Liebermann
Esteroles y/o
Triterpenos Burchard + + + + — -
Antraquinoa Bontrager — — — — — —
Flavonoides NP/PEG + + + + — +
Cumarinas NP/PEG + — — — + —
Taninos FeCls - - - - - +
. - - - — — +
Saponinas Espuma

+ : Presenta d metabolito

- . No presenta el metabolito
Seguin los resultados encontrados la especie vegetal posee esteroles y/o triterpenos, flavonoides

y cumarinas, ademas el EMEOH y e ERES fueron los que presentaron alcaloides. El extracto

gue se encontré la mayor variedad de metabolitos secundarios fue el ERES.
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6.1.3 Purificacion y fraccionamiento
Al redlizar las columnas rgpidas de gel de silice, se logro aislar dos compuestos A y B, los que

sedescribenenlaTablalX.

Tabla 1X: Caracteristicas de los compuestos aislados (A) de la Resina y e compuesto

aidado (B) del aceite esencial

Extracto inicial ) Rf Proporcién de ) .
Sustancia disolventespara | Cantidad Reactivo
aisada RF aisada (mg) revelador Color
ColumnaDCM de ERES A 039 | HEX:DCM (50:50) 310 p'agﬁﬂﬂdo Azul
Columna HEX:DCM p-anisaldehido .
(85:15) de AESC B 0,18 DCM (100) 20 sulfrico Amarillo

Estos dos compuestos presentaron mayor actividad antimicrobiana, por ello se procedio a su

fraccionamiento, aislamiento e identificacion.

6.1.4 Caracter isticas de Encecanescina

- [a] p24°:-36,5° (c = 0,0137, CHCl3)

- UV(MeOH): Amex = 228, 284y 308 nm

- IRy e 2950-2900, 1600 (fuerte), 1300 a 1100 (varios)

- Ms m/z (%rel.int.) = 450 (2,2), 435 (1,2), 217 (33,2), 201 (38,5), 185 (24,8). CzsHzs Os.

- BC-RMN (ppm): 6 = 157,7, 152,9, 127,4, 125,1, 124,1, 122,3, 113,8, 99,2, 76,3, 68,5, 55,3,
28,3, 28,1, 23,2

- H-RMN (ppm): & = 7,11 (1H, s), 6,31 (1H, s), 6,33 (1H, d, J = 9,8 Hz), 5,47 (1H, d, J =
9,8 Hz), 4,59 (1H, g, J = 6,4 Hz), 3,67 (3H, s), 1,32 (3H, d, J = 6,4 Hz), 1,46 (3H, 5), 1,44
(6H, s)

6.2 Analisis por cromatografia de gasesy espectrometria de masas del aceite esencial y del
compuesto aislado B
- El andlisis redlizado a aceite esencia arroj6 los siguientes compuestos principales que se

muestraen la Tabla Xa
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Tabla Xa: CG/masa del aceite esencial

COMPUESTOS | %REL (AREA)

1 | 3 Careno-a Pineno 4
2 B pineno 6,9
3 B mirceno 4,3
4 B felandreno 8,6
5 a linalool 34
6 Pinaol 3,2
7 Cripton 3
8 D-limoneno 2
9 Cariofileno 2,2
10| Germacreno D 14
11| o farneseno 13
12 desconocido 3,7
13 desconocido 4.6
14 desconocido 13,8
15| Demetilencecalina 13,8
16 desconocido 23,8

- El andlisis realizado a compuesto separado del aceite esencia (B) arrojo lo siguiente en la
TablaXb

Tabla Xb: CG/masa del compuesto B
COMPUESTOS | %REL( AREA)
demetilencecalina 81,8
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6.3 Técnicas Espectr oscépicas realizadas en compuesto Enc-A

6.3.1 Espectrode IR (Anexo 1)

El espectro IR de esta sustancia, presenta diversas bandas de absorcion caracteristicas atribuibles
a un compuesto aromético con un doble enlace conjugado, como ser, banda a 2950 -2900 cm'?
atribuida a vibraciones C-H de grupos CH, y CHs

A 1600 cm? se observa una fuerte sefial debido ala absorcién del doble enlace conjugado; y por
Gltimo, presenta una serie de bandas alrededor desde 1300 a 1100 cm', que se puede interpretar

paralos grupos C-O de la sustancia (Nakanishi, 1962).

6.3.2 Espectro de UV (Anexo 2)

El espectro a ultravioleta presenta méximos de absorcién a 226, 282 y 308 nm, indicando la
presencia de un anillo aromético acoplado a un doble enlace. No presenta variaciones con
NaOH, lo que indica, conjuntamente con e espectro IR, que no presenta grupos hidroxilos

fendlicos.

6.3.3 Espectro de *C-RMN (Anexo 3)

El espectro de *C-RMN registrado a 50 MHz muestra claramente las sefiales correspondientes a
catorce &omos de carbono presentes en la molécula, de los cuaes € espectro DEPT
(Digtortionless Enhancement by Proton Transfer) (Anexo 8) indica la presencia de cinco
carbonos no protonados, cinco CH, y cuatro CHz en un intervalo que va desde los 23,1 ppm a
157,7 ppm. A bajo campo aparecen dos sefiales a 157,7 ppm y 152,9 ppm correspondientes a
carbonos cuaternarios arométicos unidos a oxigeno.

También se observan sefiales para carbonos unidos a dobles enlaces. dos CH vinilicos a 127,4
ppmy 122,3 ppmy dos arométicos 124,1y 99,2 ppm; ademas de sefial es interpretadas para tres
carbonos unidos a oxigeno en un rango entre 76,3 ppm y 55,3 ppm. A campo alto aparecen tres
sefial es debidas a grupos metilos a 28,3 ppm, 28,1 ppm y 23,2 ppm.

Seglin este andlisis se postula una formula global de: Ci4H1711505, 10 que indica que la molécula
posee seis insaturaciones que podrian ser explicadas en base a todos |os antecedentes obtenidos

como formados por dos anillos uno aromatico y €l otro con un doble enlace
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6.3.4 Espectro de 'H'RMN (Anexo 4)

El espectro de *H-RMN de 300 MHz redlizado en CDCl; presenta un total de Siete sefiales, tres
de las cuales estén integradas para un proton cada unaad : 7,11(singlete), 5,47(doblete) y 4,59
(multiplete); una sefial integrada para dos protones a 6,31 (doblete), dos sefiales integradas para
tres protones a 3,67 (singlete) y 1,32 (doblete) y una sefial doble integrada para seis protones a
1,44 ppm.

En un andlisis mas detenido de este espectro, permite observar que la sefid a 6,31 ppm
corresponde a la superposicion de una sefial simple de un protén (singlete a 6,31ppm) con un
doblete centrado a 6,33 ppm, que esta a su vez acoplado con la sefial centrada a 5,47 ppm con un
J9,8 Hz, que por su desplazamiento indicaria ser los protones vinilicos de la molécula,
corroborados por € acoplamiento de ambos en el espectro COSY (Anexo 9).También se puede
indicar la presencia de un CH3;O- (metoxilo) por el desplazamiento caracteristico de la sefia
simple debida atres protones a 3,67 ppm.

El acoplamiento de la sefial multiple debidaa un protén (cuadruplete) a 5,47 ppm con € doblete
debido atres protones a 1,32 ppm J= 6,4Hz, indicariala presencia de un grupo CHs-CH- en la
molécula. Las sefiales simplesa 7,14 y 6,31 ppm se interpretan para protones arométicos en para

y la sefial doble de sei's protones resulta ser dos sefiales simples de metil os.
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6.3.5 Espectro de HM QC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence) (Anexo 5)

Experimento que relaciona un acoplamiento directo sefides, 'H y °C

Tabla XI: Espectro HM QC del compuesto A

CARBON 0 BC-RMN ppm O'H RMN ppm
C3 127,4 5,47d
C4 122,3 6,33d
C5 1241 7,11s
Cc8 99,2 6,31s
C11 68,5 4,599
C12 23,2 1,32d
C13 281 1,46
ci4a 28,4 1,42

6.3.6 Espectro HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence) (Anexo 6)
Este experimento 2D se usa para correlacionar o conectar sefiales, 'H y °C para domos
Separados por enlaces multiples (generalmente 2-3), que es extremadamente Util para hacer un

asignaciones estructurales
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Tabla X11: Espectro HMBC del compuesto A

CARBON o BC- 2-enlaces O™ 3-enlaces | d1H

RMN RMN RMN
C2 76,3 H4 6,33d
C3 127,4 Mel3 1,46s
Meld 1,43s
Cc4 122,3 H5 7,11s

C5 1241 H4 6,33d H8 6,31s
C6 1251 H8 6,31s
Mel2 1,32d
c7 157,7 H5 7,11s
H11 4,59

C8 99,2 H5 7,11s
(04°] 152,9 H5 711s
H4 6,33d
C10 113,8 H3 5,47d
H8 6,31s

C11 68,5 H5 7,11s H8 6,31s
C13-C14 | 28,1-28,3 H3 5,47d
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Tabla XIl1: Asignacion de sefiales obtenidas al realizar los espectros de *C-RMN *H-RMN

parael compuesto Enc-A en comparacion con laliteratura

d BC- 1-

RMN 0 'H o
C (ppm) [1] | CHn RMN [2] Multiplicidad J

CDCI3 (ppm)
1 - - - - - - -
2 76,3 76,1 C - - - -
3 127,4* 1222 | CH 5,47 547 d 6,4
4 122,3* 1240 | CH 6,33 6,32 d 9,8
5 124,1* 1272 | CH 7,11 7,10 S -
6 1251 1251 C - - -
7 157,7 157,6 C - - - -
8 99,2 99,2 C 6,31 6,31 S -
9 152,9 152,9 C - - - -
10 113,8 1138 | C - - - -
11 68,5 685 | CH 4,59 4,59 c 9,8
12 23,2 23,1 | CHs 1,32 1,32 d 6,4
13 28,1 28,0 | CHs 1,46 1,46 s -
14 28,3 28,2 | CHs 1,43 1,42 s -

OMe 55,3 55,1 | CHs 3,67 3,67 S -

[1]: (Fang et a 1988).

[2]: (Bohiman et al 1983).

* - diferenciacon laliteratura.

39



Capitulo VI Resultados v discusién

6.3.7 Espectro de masas (Anexo 7): presenta un ién molecular a m/z 450, indicando una
formula molecular de CysHz40s También presenta quiebras importantes a M/z 435 (M-CHs),
217 (M-233), 201 (233-MeOH) 38,5%.

m/z 217 m/z 233

Del andlisis de los espectros: IR, UV, Masas, H-RMN, #C-RMN, DEPT, COSY, HMQC Y
HMBC, se puede concluir que & compuesto aislado corresponde a un derivado cromeno.
Basandose en estas consideraciones y la revision bibliografica de moléculas encontradas en este
género, confirmamos esta molécula como un derivado -6,6' -(Oxidietilidino) bis [7-metoxi-2,2-

dimetil-2H- 1-benzopirano] conocido como encecanescina.

Encecanescina

Sorprendentemente, estudios cristalogréficos realizados con difraccion con rayos X ha
demostrado que esta sustancia cristaliza como una mezcla racémica de hexano acetato de etilo
(1:1), donde predomina €l isdomero (+) (Abboud ““et al”’, 1990).
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6.4 Estudio farmacol 6gico
A continuacién se presentan los resultados obtenidos en las evaluaciones de las diferentes
actividades farmacolégicas a los cuales fueron sometidos los distintos extractos de Encelia

canescens.

6.4.1Estudiosin vivo.

6.4.1.1Deter minacion de la actividad toxica via oral y determinacion dela DL so

En las primeras 4 horas posteriores a la administracion dedd EMGpa se observd normalidad en
cuanto a signos motores, respiratorios y gastrointestinales, ademas no presentaron salivacion o
pilo ereccion.

Una vez completados los catorce dias de observacion y pesada diaria, los animales fueron
sacrificados por dislocacion cervical y se les realizd una necropsia. Se eligieron 2 a azar para
realizar la observacion visual de de los principales érganos. Los parametros observados para
cada uno de los 6rganos fueron: color, textura 'y tamafio. Estos pardmetros fueron comparados
con los de los animales controles.

Al realizar la necropsia de los animales tratados con el EMGpa no se observaron diferencias con
los 6rganos de los animales del grupo control.

Basdndose en estos resultados concluimos que el EMGpa es inocuo a la dosis empleada (2g/kg
de peso) por viaora en ratones.

Si bien los datos in vivo en animales de experimentacion son indicativos de la toxicidad y se
toman como marcadores de inocuidad, los ensayos de toxicidad aguda no son suficientes para
sostener que €l extracto no es toxico, pues no se consideran los efectos de una dosificacion

frecuentey alargo plazo (OMS, Ginebra 1997).

41



Capitulo VI

Resultados v discusién

Tabla X1V: Registro comparativo de los pesos de los ratones después de la administracién

del EM Gpa para la evaluacion de latoxicidad aguda

DIA* EM Gpa mediana del nl Controles N
peso (g) £ SEM mediana del peso
(9) £ SEM
1 17,0+ 0,7 8 173+0,3 6
2 22,4+£09 8 24,1+£0,6 6
3 234+10 8 253+0,7 6
4 242+14 8 26,0+ 0,7 6
5 244+ 16 8 26,6 + 0,9 6
6 26,3+ 3,6 8 274+10 6
7 285+ 3,9 8 30,1+1,0 6
8 29,3+4,0 8 31,1+13 6
9 399+41 8 318+1.3 6
10 31,1+43 8 328+15 6

*Corresponden a los dias que se registraron los pesos, los cuatro dias faltantes de la observacion no se consideraron

por ser fines de semanas, periodo que no se registro los pesos.

donde:

nl: cantidad numérica de animales tratados.
N: cantidad numérica de animales controles.
SEM: error estandar de lamedia.

Figura 3: Curva comparativa del cambio de peso delos ratones despuésde la

administracion del EM Gpay de los animales controles
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El gréfico muestra los dias de observacion versus la mediana de los pesos. Como se puede ver
los ratones tuvieron un aumento de peso normal y no se presentd una diferencia significativa con

respecto al aumento de peso de los controles, 10 que se demuestra que € extracto ensayado no
presento toxicidad en ellos. Todos los animales vivieron hasta el fina del ensayo, por 1o que €

DLso seria mayor que 2g/kg.

6.4.1.2 Determinacién dela actividad analgésica topica

Ensayo delaformalina en la cola

Tabla XV: Actividad analgésica via tépica mediante el ensayo de la formalina en la cola
con el EMGpa

_ Mediana del tiempo de
Extracto (dosis) _ % AAT £ SEM P
lamidas (seg) + SEM
EMGpa (5% p/v) 235+54 52,0+ 10,9 0,00027
Ibuprofeno (5% p/v) 129+24 176,5% 6,3 0,00005
donde:

AAT: actividad analgésicatopica.
1: efecto maximo
SEM: error estdndar de lamedia

P: significancia, resultado significativo si p < 0,05
El EMGpa presentd un %AAT = 52,0, en comparacion con la del Ibuprofeno la actividad

analgésica fue menor, por lo tanto como analgésico tépico tendria una menor actividad con

respecto a farmaco de referencia.
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6.4.1.3 Determinacion de la analgesia via oral.

Ensayo de las contor siones abdominales.

Tabla XVI: Actividad analgésica via oral del EM Gpa mediante e ensayo de contorsiones
abdominales

Dosis M edio de disolucion % E + SEM p
200 mg/kg EMGpa Goma arabiga 40,5+ 9,9 0,0001
12,5 mg/kg naproxeno sodico Goma ardbiga 170+ 4,0 0,0069

donde:

E: efecto analgésico.

12 efecto maximo

SEM: error estandar de lamedia.

P: significancia, resultado significativo si p < 0,05

El EMGpa alcanz6 un %E = 40,5, por lo tanto este extracto como analgésico per os, presentod
una menor actividad con respecto a efecto maximo exhibido por € fa&rmaco de referencia (70
%).

6.4.2 Estudios farmacol6gicosin vitro
A continuacién se presentan los resultados obtenidos en las evaluaciones de las diferentes
actividades farmacoldgicas in vitro a los cuales fueron sometidos los distintos extractos de E.

canescens.

6.4.2.1 Evaluacion de la capacidad atrapadora de radicales libres a través del ensayo de
DPPH
Se detallan los resultados obtenidos para e ensayo de decoloracién de DPPH del EMGpa,

ademas del farmaco de referencia, quercitina.
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Tabla XVII: Evaluacion de la actividad atrapadora de radicales libres mediante el ensayo

de DPPH parae EMGpa

EM Gpa
concentracion (ug/mL) % decoloracion *SD
0 0 0
200 6,4 0,9
100 13,9 1,7
50 22,7 18

* SD: desviacion estandar

Tabla XVII1: Evaluacion de la actividad atrapadora de radicales libres mediante el ensayo

de DPPH para € farmaco dereferencia quer cetina

quercetina
concentracién (ug/mL) % decoloracion *SD
0 0 0
1,25 20,8 1,3
25 40,5 37
3,75 56,3 0,9
5 74,8 15
7,5 88,1 0

* SD: desviacion estandar

Con respecto a la actividad atrapadora de radicales libres del EMGpa, éste no presentd una
actividad significativa.

6.4.2.2 Evaluacion de la actividad antioxidante a través del ensayo de la inhibicién de la

xantino oxidasa
Se detallan |os resultados de la actividad inhibidora de los EHEX, EACET de la parte aéreay €l
ERES de las hojas frescas, ademas del fa&rmaco de referencia, alopurinol.

Tabla X1 X: Evaluacion de la actividad inhibitoria de la xantino oxidasa para los diferentes

extractosy €l farmaco dereferencia alopurinol

EXTRACTO Concentracion (Ug/mL) % de Inhibicion +SD p
RES 50 2,0£39 0,019
HEX 50 4312 0,000

ACET 50 12+46 0,000
alopurinol 0,035 50,0+24 0,002
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donde;
SD: desviacién estandar.

P: significancia, resultado significativo si p < 0,05

La evaluacion realizada determind que todos los extractos no inhibieron la enzima XO. El

aopurinol, farmaco de referencia presentd una Clsp ala concentracion de 0,035 pg/mL.

6.4.2.3 Evaluacién dela actividad antimicrobiana por bioensayo bioautogr afia
Se ensay6 la actividad antimicrobiana en los diferentes extractos e infuso de la parte aéreay de
las hojas frescas de E.canescens El resumen de los halos de inhibicion se observa en las

siguientes tablas: indicado en forma + : Presenta actividad y - : No presenta actividad.

Tabla XX: Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los difer entes extr actos obtenidos

delaparte aérea delaplanta

Cepas EHEX EDMC EACET EMG EMEOH
Pseudomonas aer uginosa - - - - -
Escherichia coli + + - + -

Klebsiella pneumoniae + + - + -
Salmonella aviatum - - - - -
Micrococcus flavus + + - + -
Saphyl ococcus aureus + + - + -
Bacillus subtilis + + - + -
Candida albicans - - - - -
Sacharomyces cerevisiae - - - - -

Condiciones cromatogr éficas para cada extracto:
Extractos: HEX, DMC, MG.
Fase movil: DCM/ACET 7:3

Extractos. ACET, MEOH.
Fase movil: ACET/MeOH 7:3
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Todos |os extractos resultaron inactivos para C.albicans y S Cerevisiae. Resultaron activos para

B. subtilis, S. aureus, M. flavus, K.pneumoniae y E.coli los extractos HEX, DCM y MG.

Tabla XXI: Evaluacién dela actividad antimicrobiana de los difer entes extr actos obtenidos
delashojasfrescas

Cepas EHEX EDMC | EACET | EMEOH
Pseudomonas aeruginosa - - - -

Escherichia coli - - - -
Klebsiella pneumoniae - - - -
Salmondla aviatum - - - -
Micrococcus flavus - - - -
Saphyl ococcus aureus - - - -
Bacillus subtilis - - - -

Condiciones cromatogr éficas para cada extracto:
Extractos: HEX, DMC.
Fase movil: DCM/ACET 9,5/0,5

Extractos. ACET, MEOH.
Fase movil: ACET 100

En este caso los extractos obtenidos de las hojas frescas no presentaron actividad con las
diferentes cepas ensayadas a diferencia con los extractos obtenidos de la parte aérea de la planta
gue presentaron actividad. Esto se podria atribuir a que deben existir compuestos que tengan la

actividad antimicrobiana en otra parte que no sean las hojas.
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Tabla XXII: Evaluaciéon de la actividad antimicrobiana del exudado resinoso, aceite

esencial y unos compuestos separ ados del aceite esencial

Cepas AESC B 45 46 ERES
Pseudomonas aeruginosa - - - - -
Escherichia coli + + + + +
Klebsiella pneumoniae - + + + +
Salmonella aviatum - - - - -
Micrococcus flavus + - - - -
Staphylococcus aureus - - + + +
Bacillus subtilis + + + + +

Condiciones cromatogr éficas para € AESC, ERES y los compuestos separados del aceite
(B, 45y 46):
Fase movil: DCM 100%

Los compuestos B, 45, 46 y resina fueron activos con B. subtilis, S. aureus, K.pneumoniae y
E.coli. En tanto € aceite esencial fue activo con B. subtilis, M. flavusy E.coli.

* ver en Anexo 10.1

Tabla XXII11: Evaluacién dela actividad antimicrobiana de los compuestos separ ados del
ERES

Cepas 2 A 3 4 5 6 6,1 6,2 6,3
Escherichia coli - + + + + - - + +
Klebsiella pneumoniae - + + + - - - - -
Saphylococcus aureus - + + + + - - - -
Bacillus subtilis - + + + + - - + +

Condiciones cromatogr &ficas para los compuestos separ ados de la ERES:
Para 2, A, 3,4,5.
Fase movil: HEX/DCM 5/5.

Para6, 6,1, 6,2, 6,3.
Fase movil: DCM/ACET 8/2.
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En esta evaluacion se €ligié las cepas mas activas encontradas en los resultados anteriores, los
cuales son B. subtilis, S aureus, K.pneumoniae y E.coli. Los compuestos que presentaron la
mayor actividad fueron A, 3,4y 5.

* ver en Anexo 10.2y 10.3

6.4.2.4 Evaluacion de la actividad antimicrobiana del compuesto aislado A por siembra en
superficie de agar

En este ensayo se probd la actividad antimicrobiana del compuesto aislado A, para esto se
prepararon placas de Petri con agar y € compuesto A a concentraciones de 100 ug/mL y 200
ug/mL se sembraron los diferentes microorganismos. El compuesto A no presento inhibicion con
las cepas ensayadas, esto se detala en la siguiente tabla. Indicado en forma + : Presenta

actividad y - : No presenta actividad.

Tabla XXIV: resultados de la actividad antimicrobiana en superficie de agar del

compuesto aislado A
Concentracion A
(ug/mL)
Micr oor ganismos Control 100 200

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli - - R
Klebsiella pneumoniae - - -
Salmonella aviatum - - R
Micrococcus flavus - - R
Saphylococcus aureus - - -
Bacillus subtilis - - R

6.4.2.5 Evaluacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del compuesto activo
aislado

Una vez que se realizo el ensayo de la actividad antimicrobiana en superficie de agar, debido a
los resultados anteriores negativos a 200 ug/mL del compuesto aislado A, se procedié a medir la
concentracion minima inhibitoria a una concentracion superior a 200 ug/mL ocupando |as cepas
Gram (+):B. subtilis, S aureus y Gram (-):.K.pneumoniae, E.coli. Obteniendo para B. subtilis

una concentracion de 240 ug/ml y concentraciones superiores a esta para las otras cepas.
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CAPITULO VII
CONCLUSIONES

El andlisis de los rendimientos en la obtencion de los extractos de Encelia canescens Lam,
permite concluir que los de mayor rendimiento para la parte aérea fueron EMEOH y EDCM y

paralas hojas frescas fueron EMEOH y ERES.

El screening fitoquimico realizado comprendid una primera etapa realizada a la parte aéreade la
plantay una segunda etapa a las hojas.

En la primera etapa, todos los extractos presentaron flavonoides. Los esteroles y/o triterpenos se
encontraron en e EHEX, EDCM vy el EACET. La presencia de cumarinas se detectaron en los
extractos EHEX, EDCM y EACET. Los taninos se encuentran solamente en los EACET vy €
EMEOH. El infuso presentd principa mente metabolitos como flavonoides, taninos y saponinas.
En la segunda etapa los EHEX, EDCM, EACET Yy e ERES presentaron esteroles y/o triterpenos.
L os flavonoides se encontraron en los EHEX, EDCM, EACET y en e ERES. Las cumarinas se
observaron en e EMEOH y en el ERES. Ademés se observo la presencia de trazas de alcaloides
en € EMEOH y en e ERES. El infuso presenté metabolitos como flavonoides, taninos y

saponinas.

De todos | os extractos obtenidos, los que presentaron una mayor actividad antimicrobiana fueron
los obtenidos de |a parte aérea de la planta, ademéas del ERES'y el AESC.
Se seleccionaron el ERES'y el AESC pararedlizar estudios quimicos méas acabados por tener un

mayor grado de significancia en cuanto a su actividad antimicrobiana.
La actividad antimicrobiana evaluada por € bioensayo bioautografia en € ERES presentd
actividad en las cepas Gram (+): S. aureus, B. subtilisy Gram (-):E.coli, K.pneumoniae y para €l

AESC fue con las cepas Gram (+): M.flavus, B. subtilisy Gram (-):E.cali.

El AESC se andlizd por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas,

encontrando 16 compuestos, de los cuales 12 han sido identificados parala especie E. canescens.
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El fraccionamiento por columna cromatogréfica, permitié obtener de la fraccion HEX:DCM
(85:15) del AESC un compuesto puro nombrado como compuesto B. Posteriormente a través de
un andlisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas, se logro identificar
esta sustanciacomo demetilencecalina. Este compuesto se obtuvo una cantidad insuficiente para

continuar con estudios quimicos.

De la fraccion DCM (100) del ERES se aidlo, purificd e identificé un compuesto denominado
compuesto A.

El compuesto A fueidentificado por medio de un andlisis por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas y un completo estudio espectroscopico, que incluye espectrometria
ultravioleta (UV), infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear de protones (*H-RMN a 300
MH2Z), de carbono 13 (C-RMN a 50 MHZ), y técnicas espectroscdpicas como COSY, DEPT,
HMQC Y HMBC. Determinando que se trata de un derivado cromeno dimero €l: 6,6' -
(Oxidietilidino) bis [7-metoxi-2,2-dimetil-2H-1-benzopirano], conocido con e nombre de
encecanescina. Este compuesto ya ha sido aislado en E. canescens como se describe en la

literatura, sin embargo encontramos diferencias de asignaciones en *C RMN paraCs, Csy Cs.

Los dos compuestos identificados A y B presentaron actividad antimicrobiana evaluado a través
del método por bioensayo bioautografia, encontrando que la sustancia B era activa en cepas
Gram (+): B. subtilis y Gram (-):E.coli, K.pneumoniae. La sustancia A fue activa en cepas

Gram (+): S aureus, B. subtilisy Gram (-): E.coli, K.pneumoniae.

La evaluacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) para el compuesto aislado A se
realiza con las cepas Gram (+): S aureus, B. subtilis y Gram (-):E.coli, K.pneumoniae. Dando
como resultado una concentracién de 240 ug/ml para B. subtilis y superiores a esta

concentracion para S aureus, E.coli y K.pneumoniae.

En la determinacion de la actividad toxica via oral ensayada en € EMGpa, se observé que los
animales tratados no presentaron en las cuatro horas posteriores ala administracion del extracto,
algln indicio de dafio: presentando signos motores normales, respiracion normal, signos

gastrointestinales normales, ausencia de salivacion y ausencia de piloereccion. Durante los
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catorce dias de observacién mantuvieron un crecimiento normal. Al realizar la necropsia una vez
terminado el ensayo, los animales no mostraron diferencias con los controles en cuanto a color,

texturay tamarfio de |os érganos.

Se puede concluir que e EMGpa ensayado no fue tdxico para los ratones. Todos los animales

vivieron hasta el final del ensayo, por o que el DL sy seria mayor que 2g/kg de peso corporal.

En la determinacion de la actividad analgésica por viatdpica, através del ensayo de laformalina
en la cola, d EMGpa exhibié un 52,0 % de actividad, ésta fue menor a la exhibida por €
ibuprofeno (76,5 %).

En la determinacién de la analgesia por via ora, a través del ensayo de las contorsiones
abdominales, e EMGpa mostré un 40,5 % de efecto, éste fue menor a efecto maximo del
naproxeno sodico (70%).

El EMGpa no presentd capacidad atrapadora de radicales libres através del ensayo de DPPH.

Los EHEX y EACET obtenidos desde la parte &rea y €l ERES no inhibieron la actividad de la

Xantino oxidasa.
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Glosario

%AAT
%D
%E

%I
%pl/v
%REL

ACET
AESC
ATTC
c.cf
CG/masa
BC-RMN

DCM
DMSO
DPPH
EACET
EDCM
EHEX
EMEOH
EMG
EMGh
EMGpa
ERES

HEX
'H-RMN
INF

GLOSARIO

: porcentgj e de actividad anal gésica tépica

: porcentgje de dolor

: porcentgje de efecto analgésico

: porcentgje de inflamacién

: porcentgje peso volumen

: porcentgje relativo

: absorbancia

: acetato de etilo

: aceite esencia

: American type Culture Collections

: cromatografia en capafina

: cromatografia de gases espectrometria de masas
: resonancia magnética nuclear de carbono 13
: duplete

: diclorometano

: dimetilsulfoxido

s radical 2,2-difenil-1-picril hidrazilo

: extracto de acetato de etilo

: extracto de diclorometano

: extracto hexanico

: extracto metandlico

: extracto metandlico global

: extracto metandlico global de las hojas frescas
: extracto metandlico globa parte aérea

: extracto resinoso

: gramos

: hexano

: resonancia magnética nuclear de protones

: infuso
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Glosario

i.p.
IR

MEOH
mg

mL
MTT
NP/PEG
PDA
PDB
Per os
q

s

S.D.

Seg
SEM

TSA
TSB
uv

XO
ulL

: intra peritoneal

s infrarrojo

: constante de acoplamiento
: multiplete

: metanol

: miligramos

: mililitros

: sal de tetrasolium

: natural products/ polyethylene glycol reagent
: potato dextrose agar

: potato dextrose broth

: viaora

: cuadruplete

: singulete

: error estandar

: segundos

: error estandar de lamedia
: triplete

: tryptic soy agar

: tryptic soy broth

> ultravioleta

: solucion de xantina

: enzima xantino oxidasa

: microlitros
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ANEXO 8 ESPECTRO DEPT DE ENC - A (CDCl3)
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ANEXO 8.1 ESPECTRO DEPT DE ENC - A (CDCl3)
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ANEXO 8.2 ESPECTRO DEPT DE ENC - A (CDCl3)
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ANEXO 3 ESPECTRO DE *C RMN DE ENC - A (CDCly)
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ANEXO 9
ESPECTRO COSY DE ENC - A (DMSO)
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ANEXO 4 ESPECTRO H RMN DE ENC - A (CDCl5)
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ANEXO 5 ESPECTRO HMQC DE ENC - A (CDCl3)
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ANEXO 5.2
ESPECTRO HMQC DE ENC - A (CDCl3)
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ANEXO 6 ESPECTRO HMBC DE ENC - A (CDCl3) & «
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ANEXO 6.2 ESPECTRO HMBC DE ENC - A (CDCls)
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ANEXO 2 ESPECTRO UV DE ENC-A

Wavelength (nm)



ANEXO 7 ESPECTRO DE MASAS DE ENC-A

Sample ID: Sample Description
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ANEXO 1 ESPECTRO IRDE ENC - A

CONTROLS CORFORATION  BUFFALD, NEW TORK
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ANEXO 10

Anexo 10.1 fotografia de la actividad antimicrobiana mediante Bioensayo Bioautografia
del compuesto 45y 46, ademasdel AESC y del ERESfrenteaE. coli

Anexo 10.2 fotografia de la actividad antimicrobiana mediante Bioensayo Bioautogr afia
del compuesto 2, 2,1 (denominado A), 3y 4 frentea S. aureus




Anexo 10.3 fotografia de la actividad antimicrobiana mediante Bioensayo Bioautografia
del compuesto 2, 2,1 (denominado A), 3y 4 frente a B. subtilis
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