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RESUMEN

Lophopappus tarapacanus (Phil.) Cabr,. Asteraceae, nombre vulgar “cari, mofie y tola”,
es utilizada por la medicina folclérica para dolores estomacales y lastimaduras del
ganado. Es una planta que crece en la Provincia de Tarapacd, I Region, entre la pre-puna
y parte de la puna a los 2800 - 3500 m.s.n.m. En Chile existen dos especies y el género
esta representado por cinco, distribuidas desde los Andes del sur del Peru, Bolivia y el
extremo noreste de Argentina. En la bibliografia consultada hay escasos estudios
quimicos y farmacoldgicos, y no existen estudios microbioldgicos. En un estudio
preliminar se demostro la actividad antiinflamatoria y analgésica de los extractos de L.

tarapacanus.

La investigacion del material vegetal, constituido por la parte aérea de la especie en
estudio, comenz6 con la remocion del exudado resinoso (ERES) usando como
disolvente diclorometano, para continuar con la molienda y secado. Posteriormente el
material se someti6 a extraccion usando disolventes de polaridad creciente, comenzando
con hexano (EHEX), siguiendo con diclorometano (EDCM) y con metanol (EMET),

para posterior evaluacion microbiologica.

El unico extracto que presentd actividad antimicrobiana, fue ERES. Su fraccionamiento
se realizd mediante columnas rapidas de gel de silice, columnas de Sephadex, columnas
de mediana presion y placas preparativas Merck con marcador de fluorescencia, segin
fue necesario para lograr aislar los potenciales compuestos activos responsables de la
actividad antimicrobiana. De este fraccionamiento fue posible aislar cuatro compuestos
activos: Lopho-1, Lopho-2 Lopho-3 y Lopho-5, de los cuales dos de ellos fueron

identificados.

La eclucidacion de las estructuras se realizd mediante estudios espectroscopicos,
abarcando técnicas ultravioleta realizadas en el Laboratorio de Productos Naturales de la

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile, y estudios

XV
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de resonancia magnética nuclear de '"H RMN y *C RMN, los que fueron realizados en
Italia en la Universidad Catdlica del Sacro Cuore Facolta” di medicina e chirurgia
“Agostino Gemelli” de Roma, logrando identificar 2 compuestos: Lopho-1

Pinocembrina (Flavanona) y Lopho-2 Galangina (Flavonol).

Los ensayos realizados para evaluar la actividad antimicrobiana mediante siembra

superficial del ERES de L. tarapacanus, atectaron el crecimiento de bacterias aerobicas

Gram (+) Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Micrococcus flavus. Mediante el

bioensayo bioautografia se verifico la actividad antibacteriana frente a las mismas

bacterias por parte de los cuatro compuestos aislados, ademas Lopho-1 presentd

actividad antifungica frente a Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae. La

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) fue determinada para los tres compuestos

aislados, ya que para Lopho-3 no existia cantidad suficiente para dicho ensayo:

- Lopho-1: S. aureus 150 pg/mL, B. subtilis 90 pg/mL M. flavus 120 pg/mL

- Lopho-1: C. albicans 120 pg/mL y S. cerevisiae 170 ng/mL

- Lopho-2: S.aureus 140 pg/mL, B. subtilis 80 pg/mL y M. flavus 100 ng/mL

- Lopho-5: S. aureus no fue posible establecerla ya que no se detectd efecto inhibitorio
a la concentracion de 350 pg/mL; para B. subtilis fue de 270 pg/mL y para M. flavus
fue de 150 pg/mL.

El estudio farmacoldgico fue evaluado en ratones de la cepa CF1 de ambos sexos (20 a
25 g). Se determind la actividad analgésica via oral de los compuestos Lopho-1 y
Lopho-2 mediante la induccion del efecto algésico por acido acético al 0,6% via i.p. y
utilizando como farmaco de referencia naproxeno sédico, aqui se observd que ambos
compuestos presentaron una débil actividad analgésica. También fue evaluada la
actividad antiinflamatoria topica, mediante el método de edema en oreja de raton
utilizando como agente inflamatorio acido araquidonico (AA) y 12-miristato-13-acetato
forbol (TPA); como agentes inflamatorios y como farmacos de referencia se utilizaron la

nimesulida y la indometacina respectivamente. Lopho-1 y Lopho-2 presentaron
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actividad frente al edema producido por TPA (Lopho-2 90,2% a una dosis de 1

mg/oreja) y por AA, siendo dosis-dependiente con ambos agentes inflamatorios.

Con el fin de evaluar la actividad atrapadora de radicales libres y antioxidante de L.
tarapacanus, se realizd el ensayo de decoloracion de DPPH utilizandose quercetina
como sustancia patron y para la enzima xantina oxidasa (XO) se utilizd6 como farmaco
de referencia alopurinol. De los extractos evaluados (EHEX, EDCM, EMET y ERES),
EMET fue el que presentd mayor actividad en DPPH y frente a XO la fraccion DCM de
ERES. Para Lopho-2 fue confirmada una leve actividad frente a DPPH (Russo, 2002) al
igual que frente a XO (Cos, 1998).

Con todo lo anteriormente descrito, se podrian en parte respaldar las propiedades
atribuidas por la medicina folclérica a Lophopappus tarapacanus, como es en la

lastimadura del ganado.
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SUMMARY

PHYTOCHEMICAL, MICROBIOLOGICAL AND PHARMACOLOGICAL
STUDY OF LOPHOPAPPUS TARAPACANUS (PHIL.) CABR. ASTERACEAE.
SPECIES OF THE ALTOANDINO REGION

Lophopappus tarapacanus (Phil.) Cabr,. Asteraceae, known as “cari, mofie and tola”, is
used by the folklore medicine for stomach pains and wounded cattle. It grows in the
Province of Tarapacéd, I Region, from 2800 to 3500 m over sea level. The genus
Lophopappus 1is represented by five different species distributed in Los Andes
Mountains from southern Peru, Bolivia and the northwest of Argentina, where only two
of them, L. tarapacanus and L. foliosus grow in Chile. No microbiological and only few
chemical and pharmacological studies of the species growing in Chile have been
reported. In a preliminary study, anti-inflammatory and analgesic activities were found

for L. tarapacanus.

In this research, the fresh vegetable material, constituted by the aerial part of the L.
tarapacanus, was extracted with dichloromethane for removing the resinous exudates
(ERES); after that the vegetable material was dried and ground to be submitted to
several successive extractions using solvent of increasing polarity: hexane (EHEX),
dichloromethane (EDCM) and methanol (EMET), for the evaluation of their

microbiological properties.

As ERES resulted the only extract with antimicrobial activity, it was submitted to
fractionation using flash column chromatography of silica gel, columns of Sephadex,
and medium pressure columns, together with preparative thin layer chromatography
using UV fluorescence (366 nm) as marker, to isolate the potential active compounds
responsible for the antimicrobial activity. Four active compounds: Lopho-1, Lopho-2,

Lopho-3 and Lopho-5 were isolated, were the first two were identified.
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Elucidation of the structures was carried out by spectroscopic studies, the UV spectra
was carried out at the Laboratorio de Productos Naturales of the Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile, and the IH-NMR and 13C-NMR,
were carried out in Italy at the Universidad Catdlica del Sacro Cuore Facolta” di
medicina e chirurgia “Agostino Gemelli” of Rome, being able to identify the following

compounds: Lopho-1 pinocembrin (flavanone) and Lopho-2: galangin (flavonol).

The antimicrobial activity of the ERES evaluated in plate assay, affected the growth of
aerobic bacteria Gram (+) Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis and Micrococcus
flavus. By means of the bioautography bioassays the antibacterial activity against the
same bacteria was verified for the four isolated compounds, and only Lopho-1 presented
antifungal activity against Candida albicans and Saccharomyces cerevisiae. The
minimum inhibitory concentration (CIM) was determined for the three of the isolated
compounds, as not enough amount of Lopho-3 was obtained:
- Lopho-1: S. aureus 150 pg/mL, B. subtilis 90 ng/mL and M. flavus 120 ug/mL
- Lopho-1: C. albicans 120 pg/mL and S. cerevisiae 170 pg/mL
- Lopho-2: S. aureus 140 ng/mL, B. subtilis 80 pg/mL and M. flavus 100 pg/mL
- Lopho-5: S. aureus was not possible to establish as CIM was higher than 350

ng/mL; for B. subtilis was of 270 pg/mL and M. flavus was of 150 pg/mL.

The anti-inflammatory and analgesic activities for Lopho-1 and Lopho-2 were evaluated
in CF1 mice (20 to 25 g). The analgesic activity was determined by the abdominal
writhing method induced by acetic acid, and the topical anti-inflammatory activity,
inducing ear edema using two different agents: araquidonic acid (AA) and phorbol-12-
myristate, 13-acetate (TPA). As reference drugs sodium naproxen was used for the
analgesic assays, where nimesulide and indomethacin for the anti-inflammatory AA and

TPA assays respectively.
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Lopho-1 and Lopho-2 presented a weak analgesic activity, though they showed a dose-
dependent anti-inflammatory activity, being higher against TPA (Lopho-2 effect max.
90,2% a 1mg/ear) induced edema than for AA.

Free radical scavenger and antioxidant activity of L. tarapacanus were also evaluated by
the DPPH, and xanthine oxidase inhibition method using quercetin and allopurinol as
reference respectively. All the extracts were evaluated (EHEX, EDCM, EMET, ERES),
resulting the EMET the most active in the DPPH method, meanwhile the DCM and
ERES gave positive though weak inhibition of xanthine oxidase. Also, the compounds
Lopho-2 (galangin) and Lopho-5 were evaluated, where a weak scavenger and

antioxidant activity was confirmed for galangin (Russo, 2002; Cos, 1998).

With the results obtained in this research we could support in part the properties
attributed by the folklore medicine to Lophopappus tarapacanus for the treatment of

pain and wounded cattle.
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CAPITULO I
INTRODUCCION

El Altiplano chileno y la Region Altoandina constituyen una zona geografica tinica en el
mundo, encontrandose dentro de las zonas consideradas criticas; es por ello que se le ha
calificado como reserva de la bidsfera. Mas del 46% de las plantas que alli existen, no se
encuentran en ningun otro lugar del mundo (Montenegro, 2003). El altiplano es una de
las mayores mesetas elevadas de la Tierra con una altura promedio de casi 4000
m.s.n.m. Se ubica en Los Andes centrales y es un territorio compartido por Argentina,
Bolivia, Chile y Perti. Debido a que las condiciones ambientales extremas existentes en
esta zona, como son grandes cambios de temperatura entre el dia y la noche, la gran
altura y el aislamiento, han permitido el desarrollo de un delicado equilibrio ecologico
muy sensible a la contaminacion y a la intervencion del hombre. Las especies vegetales
que alli crecen presentan caracteristicas unicas, constituyendo un valioso material de
estudio, para el desarrollo de diferentes investigaciones cientificas que permitan alcanzar
un mayor conocimiento de la vegetacion con el fin de contribuir a presenvar el recurso
vegetal y permitir una explotacion racional de su flora autéctona medicinal (Negrete,

1993).

Es por esto, que el conocimiento de la composicion quimica de las diferentes especies,
unido a sus propiedades farmacolodgicas, microbioldgicas y posible toxicidad, permitiran
valorizarlas, dandoles el respaldo cientifico que avale su correcta aplicacion en el campo
terapéutico. Se puede observar que estos estudios fitoquimicos, microbiologicos y
farmacologicos de las diferentes especies de Chile, son bastante escasos (Negrete, 1993).
Es por este motivo que en el laboratorio de Productos Naturales del Departamento de
Quimica Farmacolégica y Toxicologica de la Facultad de Cs. Qcas. y Farmacéuticas de
la Universidad de Chile se estan realizando este tipo de estudio, para que existan

respaldos cientificos del uso folcldrico de las plantas que habitan nuestro pais.
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La especie Lophopappus tarapacanus (Phil.) Cabr., que crece en la zona vegetacional
andina de la pre-puna y parte de la puna (2800-3500 m s.n.m.) (Villagran et al., 1981)
de la Provincia de Tarapaca (I Region, Chile) y de Los Andes de Bolivia y Argentina
(Cabrera, 1978; Ricardi y Marticorena, 1964), es utilizada para dolores de estomago y
lastimaduras del ganado (Castro et al., 1982). Estos usos dados por la medicina popular
nos podrian sugerir que esta especie presenta efectos antiinflamatorio, analgésico y
antibacteriano entre otros, y por las extremas condiciones en que habita se puede pensar

en un efecto antioxidante como autodefensa.

En el estudio de Hoeneisen et al. (1993) se describen la presencia de pinocembrina y de
su derivado 7-O-benzoato de pinocembrina en las partes aéreas de L. tarapacanus, dos
flavanonas. Las flavanonas corresponden a una clase de flavonoides, grupo de sustancias
naturales de estructuras fenolicas variables que se encuentran en los vegetales, frutas,
semillas, cortezas, raices, tallos, flores y hojas, como también en productos de ellos tales
como el vino. Estos productos naturales son conocidos por sus efectos terapéuticos en la
salud. Entre las propiedades atribuidas a los flavonoides se encuentran las
antiinflamatoria, antialérgica, antiviral, anticarcinogénica y antioxidante (Nijveldt et al.,
2001; Pietta, 2000). Para la pinocembrina se han demostrado actividad antiinflamatoria
al inhibir fuertemente la inflamacién topica producida por TPA, actividad inhibitoria de
la formacion de leucotrienos Ba, actividad de disminucioén del edema plantar inducido
por fosfolipasa A, y del edema producido por una reaccion de hipersensibilidad
retardada y efectos inhibitorios de la infiltracion de neutrofilos medida como
disminucion de la actividad de la enzima mieloperoxidasa (Sala ef al., 2003). Ademas,
existen estudios donde se demostraron las actividades analgésica via oral y
antiinflamatoria topica de los extractos e infuso de L. tarapacanus y se analizd la

toxicidad aguda de los diferentes extractos (Farias,2003).

En la presente memoria de titulo evaluaremos para la especie en estudio las potenciales

actividades antimicrobianas in vitro, tanto de los extractos, como de las fracciones de
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ellos y de los compuestos aislados desde el exudado resinoso, asi como su potencial
actividad analgésica via oral y el posible efecto antiinflamatorio via tdpica de los
compuestos aislados desde el ERES: Lopho-1 y Lopho-2. Y se evaluara su actividad
captadora de radicales libres mediante el método de decoloracion de DPPH y la

actividad inhibitoria frente a la xantina oxidasa.
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CAPITULO 11
HIPOTESIS

El exudado resinoso de la especie vegetal Lophopappus tarapacanus presenta efectos
antibacterianos, analgésicos y/o antiinflamatorios. Estos efectos se deberian a la

presencia de metabolitos secundarios farmacoldgicamente activos.

Esta hipotesis se basa en:

a) Los resultados previos obtenidos en el laboratorio de productos naturales de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

b) Las propiedades que le atribuye la medicina folclorica a la especie en estudio.

¢) La extrema rigurosidad del medio ambiente en que esta especie habita, lo cual hace

posible pensar en una posible actividad antioxidante.
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CAPITULO 111
OBJETIVOS

3.1 Descripcion de los Objetivos

Segun la hipdtesis planteada se detallan a continuacion los siguientes objetivos para esta
memoria:

3.1.1 Objetivo General

Contribuir al conocimiento cientifico de las especies que crecen en la Region
Altoandina, desde un punto de vista fitoquimico y farmacolodgico, con el fin de dar un

respaldo cientifico a las propiedades que la medicina folclorica atribuye a esta especie.

3.1.2 Objetivos Especificos

e Preparacion de los extractos e infuso, y comprobacion de la actividad antimicrobiana
de ellos.

e Aislar e identificar desde el exudado resinoso y/o extractos activos de L.
tarapacanus por un fraccionamiento cromatografico bioguiado los metabolitos
secundarios activos responsables de la actividad antimicrobiana detectada a través del
bioensayo bioautografia.

e Dilucidar las estructuras quimicas de los metabolitos secundarios activos
responsables de la actividad antimicrobiana detectada, mediante un completo estudio
espectroscopico.

e Determinar en los metabolitos aislados con actividad microbioldgica Ia
concentraciéon minima inhibitoria (CMI).

e Determinar la actividad bacteriostatica y bactericida de los metabolitos secundarios
que presentaron actividad antimicrobiana.

e Evaluar la actividad analgésica y antiinflamatoria de los metabolitos aislados.

e Investigar una posible accion antioxidante de los extractos.
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CAPITULO IV
ANTECEDENTES GENERALES

4.1 Introduccion

El nombre cientifico, Lophopappus, puede traducirse a nuestro idioma como penacho
lanugo o peludo, o bien, vilano como penacho, siendo estas denominaciones, para
quienes conocen esta especie una descripcion representativa de su flor. Su nombre es el
resultado de la composicion tanto del idioma griego, donde Lopho como prefijo significa
penacho o cresta y del latin donde el sufijo pappus significa lanugo, vilano (Diccionario

Botanico, 1953).

El género Lophopappus fue citado por primera vez, para Chile, por Ricardi y
Marticorena (1964). El género Lophopappus esta representado por cinco especies
distribuidas en Los Andes desde el sur de Pert, hasta el norte de Chile, Bolivia y el

extremo noroeste de Argentina. (Hoeneisen et al., 1993; Cabrera, 1978).

En Chile antes del trabajo presentado por Faindez y Macaya (1998), se conocia
solamente Lophopappus tarapacanus (Phil.) Cabr. como componente de la vegetacion
andina de la pre-puna y parte de la puna (2800-3500 m s.n.m.) (Villagran et al., 1981) de
la region de Tarapacd (Ricardi y Marticorena, 1964; Marticorena y Quezada, 1985;
Hoeneisen et al., 1993), estos autores encontraron a Lophopappus foliosus Rusby en el
mismo sector geografico, pero en diferentes condiciones ecologicas. Esta especie
también existe en las altas montafias y punas del sur del Pert, Bolivia y extremo
noroeste de la Argentina, creciendo sobre los 3000 m s.n.m. (Cabrera, 1978). Con estos
estudios el género Lophopappus queda representado en Chile por dos especies:
Lophopappus foliosus Rusby y Lophopappus tarapacanus (Phil.) Cabr., las que se
pueden diferenciar por las siguientes carateristicas segin Cabrera (1978):

Hojas lineal-lanceoladas, enteras...........cccccveevveenveenneennee. Lophopappus foliosus

Hojas oblanceolado-espatuladas, obtusas................. Lophopappus tarapacanus
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4.2 Clasificacion Taxonomica

FAMILIA : Asteraceae (Compositae)

NOMBRE CIENTIFICO : Lophopappus tarapacanus (Phil.) Cabr.

BASIONIMO : Gochnatia tarapacana Phil.

SINONIMO :Lophopappus cuneatus R.E. Fries
(Faundez y Macaya,1998)

NOMBRE VULGAR :Arica: chari, mofie, lefia dura, tola

Iquique: tajana, tajtaga

(Castro et al., 1982) (Villagran et al., 1999)

4.3 Distribucion Geografica

L. tarapacanus esta presente en el sur de Bolivia y noroeste de Argentina, en la Puna de
la provincia de Jujuy. Vegeta en lugares rocosos entre 3400 y 3600 m s.n.m. y florece en
verano. En Chile es un componente de la vegetacion andina de la pre-puna y parte de la
puna, 2800-3500 m s.n.m. (Villagran et al., 1981), de la Provincia de Tarapaca, 18° 20’
S, 20° 05 W. En la zona del Portezuelo de Chapiquifia forma parte del matorral

arbustivo caracteristico (Ricardi y Marticorena, 1964; Cabrera, 1978).
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4.4 Descripcion Botanica

Lophopappus tarapacanus (Phil.). Cabr. es un arbusto muy ramoso, de 30-100 cm de
altura; ramas viejas gris oscuras con la corteza resquebrajada, ramas nuevas hojosas,
angulosas, de color amarillento, glanduloso-punteadas. Hojas rigidas, coriaceas, sésiles,
glabras, oblanceolado-espatuladas u obovadas, agudas o redondeadas en el apice y
cuneiforme en la base, glanduloso-resinosas, alternas, de 4-25 mm de largo, por 1,5-10
mm de ancho, mucronadas; mucron curvo rigido, de mas o menos 1 mm de largo,
margen con 1-2-3 dientes hacia la mitad superior o entero; dientes con mucrones
curvos; nervadura sobresaliente en el revés. Capitulos solitarios, sésiles o subsésiles,
generalmente con 7 flores; involucro angostamente campanulado, de mas o menos 12
mm de alto, por 5 mm de didmetro; bracteas del involucro de color pardo-rojizo, rigidas,
glanduloso-resinosas, glabras, brevemente mucronadas en el apice; las exteriores
ovalado-triangulares, agudas; las medianas mas largas, oblongas o subredondeadas y
apiculadas; las internas linear-oblongas hasta 12 mm de largo, redondeadas y apiculadas.
Corolas blancas, tubulosas en la base, algo ensanchadas hacia arriba y bilabiadas, de 10-
12 mm de largo; labio interior partido hasta la base en 2 lacinias lineares revolutas, labio
exterior con el apice profundamente tridentado. Anteras largamente sagitadas en la base,
de color vinoso en el apice. Estilo bifido, con las ramas divergentes y curvas. Pelos del
vilano de 8-9,5 mm de largo, numerosos, de color blanco o fulvo, denticulados, algo
ensanchados y cortamente penicilados hasta el apice. Aquenios fusiformes, costados,
adpreso-pubescentes, lineares, de 5-5,5 mm de largo. (Ricardi y Marticorena, 1964;

Cabrera, 1978).
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8

Foto 4.1: Lophopappus tarapacanus (Phil.) Cabr. Fotografia

Testigo de Herbario SQF n°22216

Figura 4.1: Flor de Lophopappus tarapacanus. H: capitulo. I: flor.




Capitulo 4 “Antecedentes Generales”

4.5 Usos en la Medicina Popular
En la medicina popular o folcldrica es usada para aliviar los dolores de estdmago y para

las lastimaduras del ganado (Castro et al., 1982).

4.6 Otros Usos
En los Andes de Iquique se usa su madera lefiosa en la fabricacion de palillos para tejer
(Villagran et al., 1999). Y en Arica para hacer escobas para barrer la iglesia (Belmonte,

1999). También se usa como combustible (Castro et al., 1982).

4.7 Estudios Previos

Referente a Lophopappus tarapacanus existen pocas investigaciones cientificas siendo
una de ellas la de Hoeneisen et al. (1993) de la Universidad de Concepcion, a
continuacion se presentan algunos estudios referente a esta especie de la region alto-

andina y sus compuestos aislados hasta esa fecha.

4.7.1 Estudios Quimicos Anteriores

En un estudio realizado por Hoeneisen et al. (1993) fueron aislados e identificados dos
flavonoides (flavanonas) : pinocembrina (5,7-dihidroxiflavanona, ver Figura 4.2) y un
nuevo derivado el 7-O-benzoato de pinocembrina en las partes aéreas de Lophopappus
tarapacanus.

2 4

OH O

Figura 4.2 : Pinocembrina.
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4.7.2 Estudios Farmacoldogicos Anteriores

Estos estudios han sido realizados en el Laboratorio de Productos Naturales de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile lo que
origind una memoria de titulo (Farias, 2003) y una unidad de investigacion (Olivares,

2003).

Referente a la toxicidad aguda evaluada por Olivares (2003) se observd que ninglin

extracto (ERES, EHEX, EDCM y EMET) presento efecto toxico.

La actividad analgésica oral también fue evaluada en los extractos (600 mg/kg) e infuso
(10%), por Farias (2003), utilizando como farmaco de referencia naproxeno sodico (12,5
mg/kg), el que presenta un 70% de efecto analgésico. De este ensayo se obtuvo para los
extractos ERES un 24,1% de efecto analgésico, para EHEX un 34,7%, para EMET un
50%, y para INF un 58,3%; el extracto EDCM no present6 actividad.

Al evaluar la actividad antiinflamatoria topica mediante el agente inflamatorio AA de
los extractos e infuso a la dosis de 3 mg y utilizando como farmaco de referencia la
nimesulida (I mg), se observdo que ERES present6 un 76% efecto antiinflamatorio,
EHEX present6 un 80,9%, EDCM un 58,7%, EMET un 40,2% y el INF present6 un

70,6% de efecto, siendo casi todos los efectos mayores al farmaco de referencia (48,8%).

La actividad antiinflamatoria topica mediante el agente inflamatorio TPA, también fue
evaluada por Farias (2003), en los cuatro extractos y el infuso a una dosis de 3 mg/oreja
y utilizando como farmaco de referencia la indometacina a 0,5 mg/oreja. Los resultados
obtenidos para los extractos ERES, EHEX, EDCM, EMET e INF son 92,4%, 88,1%,

81,7%, 80,9% y 80% de efecto antiinflamatorio respectivamente.

11
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4.7.3 Algunos estudios Farmacolégicos previos de la Pinocembrina

Actividad antioxidante (in vitro): Fue evaluada la inhibicion de la peroxidacion lipidica
enzimatica en microsomas de higado de rata por Sala et al.(2003); la actividad
antioxidante segun el método tiocianato férrico y la leve capacidad atrapadora de

radicales libres por el método del radical DPPH por Habsah et al.(2003).

Actividad antiinflamatoria: Fue evaluada la inhibicion in vitro de la produccion de
leucotrienos B4 desde leucocitos del peritoneo de ratas, estimulados con cation ionéforo
A-23187; la disminucidn del edema en pata de raton, inducido por fosfolipasa A,, a los
30 y 60 minutos, ademas de la inducida por serotonina; la disminucion del edema en la
reaccion de hipersensibilidad retardada; la disminucion del edema en oreja de raton
producido por TPA y la reduccion de la infiltracion de leucocitos polimorfonucleares
(neutréfilos) por Sala et al.(2003). Ademas Rossi et al.(2002) evalu6 la inactividad
frente a la actividad de las enzimas COX-1y COX-2. .

Actividad antimicrobiana: Fue identificada como un compuesto antifiingico
(fitoalexina), en la infeccion producida por nematodos de la madera (Bursaphelenchus
xylophilus) por Hanawa et al.(2001), ademas no exhibio actividad contra Candida
albicans dentro del rango de concentracion estudiada por Lopez et al.(2002), demostro
actividad antifungica al inhibir la germinacion de esporas de agentes patogenos
fungicos de Populus deltoides por Shain y Miller (1982), demostr6é actividad
bacteriostatica al inhibir el desarrollo de Bacillus subtilis por Villanueva et al.(1970) y
se evalu¢ la actividad antimicrobiana para hongos del género Alternalia Miyakado et al.

(1976).

Actividad antitumoral: Se evalu6 el efecto antitumoral segun el ensayo del disco de papa
y citotoxicidad para las células 9PS, pero no presentd toxicidad para las lineas celulares
tumorales humanas estudiadas por Jung et a/.(1990); potencial inductor de las enzimas

de la fase 2 de detoxificacion en mamiferos, con una induccion bifuncional, aumentando

12
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las enzimas de la fase 1 y fase 2 de detoxificacion, lo que podria atribuirle caracteristicas
quimioprotectoras por Fahey y Stephenson (2002); inhibicion de enzimas
monoxigenasas del citocromo P-450 involucradas en la activacion carcinogénica por
Siess et al.(1995); no modifica la actividad citotoxica del TNF-a frente a células
tumorales L.-929 por Habtemariam (1997); actividad antimutagénica contra aminas

heterociclicas mutagénicas por Trakoontivakorn et al.(2001).

Actividad sobre enzimas: Inhibicién de la enzima A*-3-cetosteroide (50) reductasa, la

cual convierte testosterona a Sa-dihidrotestosterona y 4-androsteno-3,17-diona por

Komoda (1989).
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CAPITULO V
MATERIALES Y METODOS

5.1 Estudio Quimico

5.1.1 Recoleccion

La parte aérea de L. tarapacanus fue recolectada en la precordillera de Arica a 3400 m
s.n.m. (I Region, Chile) e identificada por la botanica profesora Eliana Belmonte de la
Universidad de Tarapacd, durante el mes de Enero-2002. Una muestra testigo de la
planta se conserva en el herbario (SQF N° 22216) de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas de la Universidad de Chile (Figura 4.2).

5.1.2 Obtencion de los Extractos y del Infuso

El exudado resinoso de la planta fue extraida sumergiendo el material vegetal fresco
(1.600 g) en diclorometano (DCM) hasta su total extraccidon, obteniéndose el extracto
del exudado resinoso (ERES). Posteriormente el material vegetal agotado, fue secado a

la sombra a temperatura ambiente y molido.

La planta seca y molida (1.370 g) se sometio a extracciones sucesivas con disolventes de
polaridad creciente: hexano, diclorometano y metanol, obteniéndose los extractos
correspondientes, el hexanico (EHEX), el diclorometanico (EDCM) y el metandlico

(EMET) (ver Figura 5.1).

Cada extraccion se realizd hasta total agotamiento, dejando entre cada una, secar la

planta a temperatura ambiente, antes de adicionar el nuevo disolvente.

Todos los extractos fueron llevados a sequedad, hasta total eliminacion del disolvente,

para ser sometidos a las pruebas farmacoldgicas y microbiologicas.
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Para obtener el infuso al 10%, la parte aérea de la planta seca fue pesada y molida, luego

se agreg6 agua hirviendo y después de 30 minutos de maceracion, se procedio a filtrar

para obtener el infuso (INF), el cual fue utilizado para el ensayo de analgesia. Para las

pruebas de antiinflamacion tépica y para los estudios en c.c.f. del INF, el infuso

obtenido, desde 30 g de planta seca, se llevo a total sequedad por medio de un

evaporador rotatorio con vacio, a temperatura adecuada. Para el ensayo farmacologico el

residuo seco se redisolvid en una mezcla hidroalcohdlica (8:2) y para la c.c.f. se

redisolvio en metanol.

Planta fresca sin moler y
con resina (1.600 g)

DCM

ERES
(243,7 g)

Planta seca y molida (1.370 g)

HEX
A 4
EHEX Residuo vegetal seco y
(6,4 9) agotado con HEX
DCM
EDCM Residuo vegetal seco y
(9,8 g) agotado con DCM
MET
EMET Residuo vegetal
(97.89) agotado

Figura 5.1: Esquema de Extraccion de Lophopappus tarapacanus.
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5.1.3 Estudio cromatografico

Se realiz6 un screening de los diferentes extractos y del infuso de L. tarapacanus
mediante cromatografia en capa fina (c.c.f.), para investigar la presencia de metabolitos
secundarios, empledndose como fase estacionaria cromatolaminas de gel de silice G tipo
60 con indicador de fluorescencia (Merck), las fases moviles utilizadas fueron las
mezclas de disolventes, con el cual se logro la mejor separacion lo que permitid
visualizar los diferentes grupos quimicos de los constituyentes del extracto o infuso, las
cromatografias fueron reveladas con diferentes reactivos y ademas fueron analizadas a la

luz UV a las longitudes de onda de 254 y 366 nm.

En la Tabla 5.1 se sefialan las fases moéviles utilizadas y en la Tabla 5.2 los reactivos

reveladores y los patrones:

Tabla 5.1: Fases Méviles Utilizadas en las c.c.f.

Fase movil Grupos quimicos analizados

DCM:EtAc (9:1) Alcaloides

Triterpenos-Esteroles
Terpenos

Antraquinonas

DCM:EtAc (1:1) Flavonoides

Cumarinas
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Tabla 5.2: Reactivos Reveladores y Patrones Utilizados en las c.c.f.

Metabolitos secundarios | Sustancia patrén Reactivo revelador
Alcaloides | @ - Dragendorff
Triterpenos-Esteroles acido oleanolico/ Lieb.-Biirchard y p-anisaldehido

B-sitosterol

Antraquinonas | = ---—---- Borntrager
Flavonoides quercetina-canferol Luz UV, NP/PEG, AICl; y NH;
Terpenos | = - p-anisaldehido
Cumarinas Escopoletina Luz UV: AICl; y NP/PEG

Los reactivos reveladores utilizados fueron los siguientes:

e Reactivo de Dragendorff: reactivo constituido por yoduro doble de bismuto y potasio

que reacciona con compuestos que contengan pares de electrones no compartidos como
el nitrogeno, como es el caso de los alcaloides, formando sales dobles que se visualizan
por la aparicioén de una coloracion anaranjada (Merck, 1972).

e Reactivo de Liebermann-Biirchard: mezcla en partes iguales de anhidrido acético y

acido sulfurico que sirve para revelar la presencia de compuestos organicos como
triterpenos, que producen una coloracion violeta y esteroides que dan coloraciones que
varian del rosa al verde y finalmente pardas (Merck, 1972).

e Reactivo de p-anisaldehido sulfurico: este reactivo preparado con p-anisaldehido,

acido acético glacial, metanol y 4acido sulfurico concentrado, permite detectar la
presencia de terpenos, aceites esenciales y saponinas triterpénicas, por medio de la

aparicion de coloraciones que varian del azul al violeta (Wagner and Bladt, 1996).
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e Reaccion de Borntrager: reactivo que detecta grupos antraquinénicos y puede

practicarse sobre las placas cromatograficas o directamente sobre una porcion del
vegetal molido y seco. Consiste en agregar una solucion alcalina de KOH al 5 6 10% y
la aparicion de una coloracion roja indica la presencia de estos grupos (Merck, 1972).

e Vapores de NHj: al exponer a los flavonoides a vapores de NH; se produce una

coloracion amarilla al espectro visible y se intensifica su fluorescencia al espectro UV.

e Reactivo de AICIs al 2% en metanol: permite la identificacion de flavonoides y
cumarinas, los que se caracterizan por presentar fluorescencia al espectro de luz UV, a
longitudes de onda de 254 y 366 nm (Mabry et al., 1970). Al revelar las cromatografias
a la luz UV los flavonoides se intensifican o cambian de coloracion y las cumarinas dan
color celeste.

e Reactivo NP/PEG: este reactivo constituido por difenil-boriloxietilamina mas

polietilenglicol-4000, permite la deteccion de flavonoides. Se produce una
intensificacion de su fluorescencia a la luz UV a una longitud de onda de 366 nm

(Wagner and Bladt, 1996).

e Reactivo de FeCls: se utiliza para identificar compuestos que posean en su estructura

una funcion fenodlica, como los taninos. Segin la naturaleza quimica del tanino se
observaran coloraciones que varian desde el azul-negro (pirogalicos) hasta verde
(catéquicos). Compuestos como los flavonoides pueden generar coloraciones verdes
(Merck, 1972).

La identificacion de taninos se realizd con los EMET, ERES y el INF disueltos en agua
destilada agregando una o dos gotas de FeCls, el ERES fue disuelto en metanol.

e 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 min), usando un 1 g de droga o de extracto vegetal seco, en un volumen apropiado de
agua destilada (Gautier, 1954; Tyler et al., 1979).

La buisqueda de saponinas se realizé en los EMET e INF disueltos en agua destilada, al
agitar por 5 min y dejando reposar por 15 min, observando la formaciéon de espuma

persistente y homogénea.
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5.1.4 Técnicas Espectroscopicas

La elucidacion de las estructuras se realizO mediante estudios espectroscopicos,
abarcando técnicas ultravioleta (Mabry, 1970) en un espectrofotometro UNICAM
realizadas en el Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Ciencias Quimicas
y Farmacéuticas de la Universidad de Chile, y el estudio de resonancia magnética
nuclear de "H RMN y *C RMN, fueron registrados en un instrumento Bruker a 300
MHz usando como referencia interna TMS y como solvente CD;OD en la Universidad
Catolica del Sacro Cuore Facolta” di medicina e chirurgia “Agostino Gemelli” de Roma,

Italia.

5.1.5 Purificacion y Fraccionamiento

El fraccionamiento fue realizado al exudado resinoso de L. tarapacanus por presentar
mayor actividad antimicrobiana, mediante columnas rapidas de gel de silice, columnas
de Sephadex, columnas de mediana presion y placas preparativas Merck con marcador

de fluorescencia, por lo que se pudieron diferenciar 7 grandes columnas.

5.1.5.1 Primera Columna Rapida de Gel de Silice

Inicialmente se obtuvieron cinco grandes fracciones del ERES (243,7 g) eluyendo con:

- Hexano (100%)

Hexano:DCM (1:1)

DCM (100%)

DCM:MeOH (1:1)

MeOH (100%)

Los extractos de DCM (26.04 g) y DCM:MeOH (1:1) (48.81 g) fueron los unicos que

presentaron actividad antimicrobiana, por lo cual se continu6 con su estudio quimico.
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5.1.5.2 Segunda Columna Rapida de Gel de Silice

Esta segunda columna se realizd con el fin de extraer los compuestos que presentaron
actividad antimicrobiana en el extracto de DCM proveniente de la primera columna
rapida. Se utiliz6 gel de silice tipo 60 y se eluyo con disolventes de polaridad creciente,
con aumentos de 10% del disolvente de mayor polaridad, comenzando con HEX,
HEX/DCM, DCM/EtAc, EtAc/MET hasta llegar a MET. Aqui fue posible obtener

fracciones ricas en compuestos Lopho-1, Lopho-2 y Lopho-3.

Tabla 5.3: Fracciones de Segunda Columna Rapida de Gel de Silice

Extracto o Fraccion inicial Fracciones (vaso) Sustancia aislada
221 -258 Mezcla rica en Lopho-1,
Columna DCM del ERES Lopho-2 y Lopho-3

5.1.5.3 Tercera Columna de Sephadex

Esta tercera columna fue realizada con la mezcla obtenida por elucion con DCM de la
segunda columna rapida de silica gel. Siendo posible obtener de esta tercera columna el
compuesto Lopho-1 aislado, una segunda fraccion rica en mezcla de Lopho-1, Lopho-2

y Lopho-3 y una tercera fraccion que contenia Lopho-2 y Lopho-3.

Tabla 5.4: Fracciones de la Tercera Columna de Sephadex

Fracciones (vaso) | Mezcla disolventes Proporci()n Sustancia aislada
disolventes

16-25 HEX:DCM:MET 152:05 |Lopho—1
Pinocembrina
Mezcla de Lopho — 1,

26 — 37 HEX:DCM:MET 1.5:2:0.5 Lopho — 2 y Lopho-3

3870 Mezcla de

HEX:DCM:MET 1.5:2:0.5 Lopho — 2 y Lopho-3

20



Capitulo 5 “Materiales y Métodos”

5.1.5.4 Cuarta Columna de Mediana Presion

El objetivo de esta cuarta columna fue aislar Lopho-2 de Lopho-3, proveniente de la
tercera columna de Sephadex, de las fracciones 38 - 70. Aqui se obtuvieron dos
fracciones, una contenia Lopho-2 aislado y una segunda fracciéon que contenia una

mezcla de Lopho-2 y Lopho-3.

Tabla 5.5: Fracciones de la Cuarta Columna de Mediana Presion

Fracciones (vaso) | Mezcla disolventes Proporci(m Sustancia aislada
disolventes
19 -37 DCM:EtAc 95:5 Lopho-2
38 -45 DCM:EtAc 94:6 Lopho 2-3

5.1.5.5 Placas preparativas Merck con marcador de fluorescencia

Esta técnica fue aplicada para separar Lopho-2 de Lopho-3 proveniente de la cuarta
columna. De las fracciones 38 — 45 se sembraron los compuestos disueltos en metanol lo
mas junto posible en placas preparativas Merck las cuales poseen marcador de
fluorescencia para poder diferenciar un compuesto de otro con luz UV de A 366 nm.
Una vez desarrolladas las placas en la fase mévil DCM:EtAc (9:1) y detectado cada
compuesto se raspa mecanicamente la silica de la placa con una espatula para luego ser
extraida con metanol hasta total separacion del compuesto de la silica, aislandose

Lopho-3.

5.1.5.6 Quinta Columna Rapida de Gel de Silica

Esta columna proviene de la fraccion DCM:MET (1:1), la cual también presentd
actividad antimicrobiana en la primera columna rapida. Se realizé con el fin de separar
los compuestos responsables de dicha actividad, para ellos se utiliz6 gel de silice tipo 60
y disolventes de polaridad creciente desde HEX, HEX/DCM, DCM/EtAc, EtAc/MET
hasta MET con aumentos sucesivos de un 10%. Como resultado de esta columna se

obtuvo una fraccidn rica en una mezcla que contenia Lopho-5, Lopho-6 y Lopho-7.
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Tabla 5.6: Fracciones de la Quinta Columna Ripida de Gel de Silica

Ext.r,acfo .0. Fracciones (vaso) | Mezcla disolventes Proporci(m Sustancia aislada
Fraccion inicial disolventes
Columna Mezcla rica en
DCM:MET 6y7 DCM:EtAc 1:1 Lopho-5, Lopho-
(1:1) del ERES 6 y Lopho-7

5.1.5.7 Sexta Columna Rapida de Gel de Silica

La realizacion de esta sexta columna tuvo por objetivo separar los tres compuestos de la
anterior columna rapida, fue por ello que nuevamente se utilizaran disolventes de
polaridad creciente desde HEX HEX/DCM, DCM/EtAc, EtAc/MET hasta MET con
aumentos sucesivos de un 10%, para obtener una fraccion que contenian mezclas de

Lopho-5, Lopho-6 y Lopho-7 con menor cantidad de impurezas.

Tabla 5.7: Fracciones de la Sexta Columna Rapida de Gel de Silica

Extracto o Fracciones . Proporcion
cr e e . Mezcla disolventes .
Fraccion inicial (vaso) disolventes

Sustancia aislada

Mezcla rica
Lopho-5, Lopho-6

6y7 14 - 36 HEX:DCM 2:8 y Lopho-7

5.1.5.7 Séptima Columna Rapida de Gel de Silica

Esta séptima columna tuvo por objetivo aislar los tres compuestos de la anterior columna
rapida, fue por ello que nuevamente se utilizaron disolventes de polaridad creciente
desde HEX hasta MET con aumentos sucesivos de 10%. De aqui fue posible obtener
tres fracciones siendo la primera de ellas la que contenia Lopho-5 puro, el cual presentd
actividad antimicrobiana y dos fracciones mas que contenian Lopho-5 y Lopho-6 y la

tercera que contenia Lopho-6 y Lopho-7, las cuales no presentaron actividad.
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Tabla 5.8: Fracciones de la Séptima Columna Rapida de Gel de Silica

Ext.r,acFo'o' Fracciones (vaso) | Mezcla disolventes Proporci(m Sustancia aislada
Fraccion inicial disolventes
14 - 36 62 - 63 DCM:EtAc 7:3 Lopho - 5
Mezcla rica en
14 - 36 69 - 77 DCM:EtAc 4:6 Lopho-5y
Lopho-6.
Mezcla rica en
14 - 36 78 - 90 DCM:EtAc 1:9 Lopho-6y
Lopho-7

5.2 Estudio Farmacoldgico
El estudio farmacologico in vivo comprendid las evaluaciones de las actividades
analgésica oral y antiinflamatoria topica de los compuestos aislados desde el ERES que

fue posible obtener cantidad suficiente para cada estudio.

Para estas evaluaciones se usaron ratones de la cepa CF-1 no consanguineos, de ambos
sexos, cuyo peso vario entre los 20 a 25 g y su edad entre 30 a 35 dias en la unidad de

mantencion de animales del Instituto de Salud Publica (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.

En cada ensayo se trabajé con 10 animales, dejando 2 de ellos como controles, los que
eran agregados a un “pool” de animales controles, que en total formaban un nimero de

16 controles.

Una vez concluido los ensayos, los animales fueron sacrificados inmediatamente, por

dislocacion cervical (método indoloro).
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5.2.1. Analisis Estadistico

Para todos los ensayos se calcularon los efectos usando los valores de la mediana, como
medida de tendencia central de los datos y el error estdndar (SEM), como medida de
dispersion. Los resultados se analizaron estadisticamente por el método no paramétrico
de Wilcoxon para datos independientes (Hollander y Wolfe, 1973), considerandose
significativos si su p era < a0,05.

(Ver Anexo 6)

SEM = o \n

Ec. 5.1: Error Estandar (SEM).
Donde:
o = Desviacion estandar.

n = Numero de animales.

5.2.2 Estudios In Vivo

5.2.2.1 Determinacion de la Actividad Analgésica

Se evalu6 utilizando el método de las contorsiones abdominales inducidas por acido
acético (agente algésico), comparando la respuesta de dolor (nimero de contorsiones)
de los animales de experimentacion (ratones CF-1), a los cuales se les administro
previamente las muestras en estudio de Lophopappus tarapacanus, con los animales del
grupo control, a los que so6lo se les administrd el vehiculo, goma arabiga salina al 5% y
el agente algésico. El efecto analgésico se evalud de acuerdo a la disminucion de

contorsiones abdominales, expresado en porcentaje.

Se les administro los compuestos aislados (previamente disuelto en goma arabiga salina
al 5%) en una dosis de 13 mg/kg para Lopho-1 y 14,2 mg/kg para Lopho-2 por medio de
una sonda de 4 french via oral, en volumenes de 0,4 mL/25g. Después de una hora se
administré via i.p. una solucion acuosa de acido acético al 0,6% (agente algésico) en

volumenes de 0,5 mL/25 g, los animales se colocaron individualmente en recipientes de
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vidrio transparente sobre una rejilla de metal y luego de 5 minutos se comenz6 a contar
el nimero de contorsiones de cada uno de ellos, durante 30 minutos (Delporte et al.,

2002).

Para obtener el porcentaje de analgesia se determind primero el porcentaje de dolor, el
cual se obtiene a partir de la mediana de las contorsiones del grupo que recibio la

muestra y la del grupo control.

%D = (Cm/Cc) x 100%

Ec. 5.2: Porcentaje de Dolor (%D).
Donde:
Cm: Mediana de las contorsiones de los animales que reciben muestra.

Cc : Mediana de las contorsiones de los animales controles.

Una vez obtenido el %D se calculd el porcentaje de efecto analgésico.

%Ean = 100-%D

Ec. 5.3: Porcentaje de Efecto Analgésico (%0 Ean).

El farmaco de referencia utilizado en el ensayo correspondi6 a naproxeno soédico (NAP),
cuyo efecto es dosis dependiente y el efecto maximo se present6 a la dosis de 12,5

mg/kg, siendo de un 70%.

5.2.2.2 Determinacion de la Actividad Antiinflamatoria Topica

Se evaludé mediante el método de induccion de edema en oreja. El ensayo se realizd
utilizando dos tipos de agente inflamatorio, AA (dcido araquidénico) y TPA (12-
miristato-13-acetato forbol), los cuales al ser aplicados localmente producen una

reaccion inflamatoria aguda caracterizada por aumento de la permeabilidad vascular,
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edema e influjo celular, diferenciandose en el tiempo de accion y mediadores quimicos
involucrados en los diferentes procesos (Lloret y Moreno, 1995). Se indujo inflamacion
en la oreja derecha de cada animal, dejando la izquierda de control. La inflamacion
quedo establecida por la diferencia de peso de la oreja derecha con agente inflamatorio
(edema), respecto del peso de la oreja izquierda. Se evalu6 la propiedad antiinflamatoria
de las muestras aplicadas en funcion de la disminucion de peso del edema de las orejas
inflamadas, comparadas con el peso del edema de las orejas del grupo control, que
recibieron solo el vehiculo (acetona) y el agente inflamatorio. El resultado se expreso en

porcentaje.

Sobre la oreja derecha del raton se aplico la muestra en estudio a diferentes dosis como
se puede observar en la Tabla 5.9, siendo 10uL aplicados con una micro pipeta en la
cara externa de la oreja y los otros 10uL en la cara interna; de igual forma se procedi6 en
la oreja izquierda, pero en este caso se aplicd solamente el vehiculo utilizado (Delporte
et al., 2003). Los vehiculos utilizados fueron etanol o etanol:agua (8:2), dependiendo de
la solubilidad de los compuestos aislados y acetona para ambos agentes inflamatorios,
¢éstos disolventes no interfieren en el proceso de la inflamacion. Luego de la aplicacion
de la muestra en estudio se esperd 5 minutos y se procedio de la misma forma en la oreja
derecha pero esta vez con el agente inflamatorio. Luego se aplico solo el vehiculo
(acetona) en la oreja izquierda. Pasado el tiempo de inflamacién maximo (4% horas en el
ensayo con TPA y 1 hora en el ensayo con AA), los animales fueron sacrificados por
dislocacion cervical y se procedid a cortar ambas orejas con un sacabocados de 6mm de
diametro, obteniendo asi porciones uniformes. Estas posteriormente fueron pesadas
obteniéndose el peso de la oreja derecha y de la izquierda de cada uno de los ratones,
para asi obtener la diferencia de peso entre ambas orejas, la cual fue comparada con la

obtenida con el “pool” de animales controles.

La actividad antiinflamatoria topica de cada muestra se obtuvo comparando la

inflamacion alcanzada por el grupo control con el que recibio la muestra. Luego el
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porcentaje de efecto antiinflamatorio topico (% EAIT) queda definido por la siguiente

formula:
%EAIT = (OD¢-Olc)-(ODw-Oly)  x 100
(ODc-Ol¢)
Ec. 5.4: Porcentaje Efecto Antiinflamatorio Tépico (% EAIT).
Donde:

(OD¢-Ol¢) : Mediana de la diferencia de los pesos de las orejas derecha e izquierda de
los animales controles.
(ODn-Oly): Mediana de la diferencia de los pesos de las orejas derecha e izquierda de

los animales que recibieron la muestra.

5.2.2.2.1 AA

El tiempo 6ptimo para la maxima inflamacion con acido araquidonico (AA) fue de 1
hora en dosis de 2 mg/20uL/oreja. La determinacion de la dosis de los compuestos
aislados fue de 0.5 mg/20uL/oreja y 2 mg/20uL/oreja. El farmaco de referencia utilizado
fue nimesulida (NIM) en dosis de 1 mg/20uL/oreja, dosis a la cual se produce el efecto

antiinflamatorio maximo (48,8%).

5.2.2.2.2 TPA

El tiempo al cual se produce la maxima inflamacion con TPA correspondi6 a 4%z horas y
media con una dosis de 5 pg/20ul/oreja. Para la determinacion del farmaco de
referencia junto a la dosis a administrar se utilizd la que aparecia en la bibliografia
(Lloret y Moreno, 1995), siendo la indometacina (IND) a una dosis de 0,5
mg/20uL/oreja, dosis a la cual se produce el efecto antiinflamatorio maximo (92,9%).

La determinacion de las dosis de los compuestos aislados fueron seglin lo indicado en la

Tabla 5.9
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Tabla 5.9: Dosis de Compuestos Ailados de L. tarapacanus
Utilizadas en Determinaciéon de Efecto Antiinflamatorio Tépico.

Concentracion Lopho -1

Agente inflamatorio

medio disolucion

0,5 mg/20uL/oreja AA etanol:agua (8:2)
1 mg/20ul/oreja AA etanol:agua (8:2)
2 mg/20ul/oreja AA etanol:agua (8:2)
0,5 mg/20uL/oreja TPA etanol:agua (8:2)

Concentraciéon Lopho -2

Agente inflamatorio

medio disolucion

0,25 mg/20uL/oreja AA etanol
0,5 mg/20uL/oreja AA etanol:agua
1 mg/20ul/oreja AA etanol:agua
1,5 mg/20ul/oreja AA etanol:agua
0,125 mg/20ul/oreja TPA etanol
0,25 mg/20ul/oreja TPA etanol
0,5 mg/20uL/oreja TPA etanol
1 mg/20ul/oreja TPA etanol

5.2.3 Estudios In Vitro

Los estudios in vitro fueron realizados en la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas de la Universidad de Chile, en los laboratorios de Microbiologia en la
evaluacion de actividad antimicrobiana y en el laboratorio de Productos Naturales en el

ensayo de Decoloraciéon de DPPH y el ensayo de xantina oxidasa.

5.2.3.1 Ensayo de Decoloracion de DPPH

El bioensayo se fundamenta en que el radical 2,2-difenil-1-picril hidrazilo hidratado
(DPPH) de color violeta intenso, al ser capturado por compuestos atrapadores de
radicales libres forma un compuesto estable incoloro. Con esto es posible cuantificar la
capacidad capturadora de radicales libres que poseen distintas sustancias mediante la
determinacion del grado de decoloracion que dichos compuestos provocan a una

solucion metandlica de DPPH.

Para ello se utilizd una soluciéon metandlica recién preparada del radical DPPH de 20

mg/mL. Se prepararon soluciones metanolicas de los compuestos a ensayar en un rango
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de concentraciones de 1 a 200 pg/mL de acuerdo a la actividad encontrada. De acuerdo
al siguiente protocolo Tabla 5.5 se mezclaron volumenes de DPPH y soluciones de las
muestras por triplicado, para luego de cinco minutos leer la absorbancia en el

espectrofotometro UNICAM a una longitud de onda 517 nm.

Tabla 5.10: Protocolo de Ensayo de Decoloracion DPPH

Muestra Blanco de muestra Control
Muestra (uL) 375 375 0
DPPH (uL) 750 0 750
Metanol (uL) 0 750 375
Volumen total (uL) 1.125 1.125 1.125

El calculo del porcentaje de decoloracion (capacidad atrapadora de radicales libres),

se determind utilizando la siguiente formula:

% Decoloracion = [1 — (A compuesto / A blanco)] * 100

Ec. 5.5 : Porcentaje de Decoloracion

Un valor igual a 100 corresponde a la mdxima capacidad atrapadora de radicales
libres y un valor cercano a cero indica una nula capacidad, por lo que el grado de
decoloracion indica la eficiencia de las sustancias como capturadoras de radicales
libres. Como compuesto de referencia de captador de radicales libres se utilizo la

quercetina usando concentraciones entre 1,25 a 7,5 ug/mL.

Los valores son presentados como el promedio + la desviacion estandard de 3

determinaciones (Viturro et al., 1999).

29



Capitulo 5 “Materiales y Métodos”

5.2.3.2 Ensayo frente Xantina Oxidasa

La solucion de xantina (X) de (Sigma) se prepar6 tomando 11,4 mg en 500 mL de
agua bidestilada sonicando durante 2 a 3 horas a 60°C. La enzima (Sigma) se utiliza a
la concentracion de 0,003 u/mL en buffer de Na,HPO4 y KH,PO4 a un pH de 7,5.
Para determinar la concentraciéon de enzima a utilizar se ensayd a distintas
concentraciones de enzima para obtener el grafico A vs concentracion. La
concentracion de enzima que dio la A requerida para trabajar (0,300-0,400) fue de

0,006 u/mL.

Los extractos fueron evaluados a 50 pg/mL (Theoduloz et al., 1991). A las muestras
en estudio (extracto o producto puro) se les adiciona 3 a 4 gotas de DMSO y a
continuacion el agua bidestilada y si corresponde se sonicd. Los compuestos aislados
se evaluaron a la ICsy del alopurinol 0,257 pM y a concentraciones descritas por
bibliografia para Lopho-2 (Cos, 1998). Las muestras fueron evaluadas en duplicado.

Para finalizar el ensayo se utilizo HCI 1 N (40,9 mL de acido concentrado en 500 mL

de agua bidestilada).

Tabla 5.11: Protocolo del Ensayo de Xantina/Xantina Oxidasa

TUBOS A B C D
1. Extracto - - 1 mL 1 mL
2. Agua bidestilada ImL ImL - -
3. Buffer 2,9mL 3mL 2,.9mL 3mL
4. Xantina Oxidasa 0,1mL - 0,ImL -
Pre.incubar a 25 por 15
min
5. Xantina 2mL 2mL 2mL 2mL
Incubar a 25° C por 30
min
6. HCI ImL ImL ImL ImL
Medir A 4cido trico a 290 | Ac. Urico total |Blanco de A | Ac. Urico | Blanco de
nm remanente C
VOLUMEN TOTAL 7 mL 7 mL 7 mL 7 mL
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Una vez agregados 1,2,3 y 4 se preincubd las mezclas a 25°C por 15 min. A
continuacion se adicion6 a todos los tubos X y se incubd a 25°C por 30 min (para que
la X esté a la temperatura de las muestras se colocé en el bafio junto con éstas). Para
finalizar, la reaccion fue detenida con HCl y se procedi6 a leer la absorbancia (A) del
acido urico a 290 nm (Noro et al., 1983), en un espectrofotometro UNICAM
(Kalckar, 1947).

El porcentaje de inhibicion (%) se calcula segun la siguiente formula:

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

Ec. 5.6: Pocentaje de inhibicién de la XO

A : absorbancia; AA: absorbancia del tubo A
AA-AB: absorbancia del acido trico total (debe tener una A entre 0,300-0,400)

AC- AD: absorbancia del acido trico remanente

El farmaco de referencia utilizado fue el alopurinol y para determinar su
concentracion inhibitoria cincuenta (ICsg) se ensayaron diferentes concentraciones
de este farmaco. Del grafico %I vs concentracion se obtuvo el ICsy que resultd

ser 0,035 pg/mL.

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

significativos si su p era < a0,05.
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5.2.3.3 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos por
siembra en superficie de agar

Para realizar la evaluacion antibacteriana y antifiingica de los extractos, es
necesario preparar dos alicuotas de 20 mL c/u de agar fundido de TSA (Tryptic
soy agar), con una concentracion final de extracto de 100 y 200 pg/mL. Para esto
se prepara una solucion madre de extracto de 100 mg por 1 mL de DMSO y se
incorpora a cada porcion de 20 mL de agar fundido, 0,02 y 0,04 mL de dicha
solucion. Se homogeniza bien cada fraccion y se deja solidificar en cépsula de
Petri. Una vez fria se procede a sembrar los microorganismos en forma lineal
con un asa de micron estéril y en superficie (Erazo et al., 1997) cada uno de los
microorganismos de prueba, indicados en farmacopea (USP XXII) para la
valoracion de antibioticos, obtenidos de American Type Culture Collections que

se encuentran descritos en la Tabla 5.12.

Los microorganismos en las placas fueron incubados por 24 horas a 37°C para

bacterias y 48 horas a 28 °C para hongos.

Los extractos utilizados para este ensayo fueron: ERES, EHEX, EDCM, EMET y
FrDCMERES.

Los controles estaban constituidos por placas que contenian el agar fundido sobre el

cual se aplicaron las distintas cepas en estudio.
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Tabla 5.12: Microorganismos Utilizados para Todas las Pruebas Microbioldgicas .
Bacterias Gram Negativas

Escherichia coli ATCC 8739

Pseudomonas aeruginosa | ATCC14207

Salmonella aviatum ATCC 12228

Bacterias Gram Positivas

Staphylococcus aureus ATCC 6538P

Micrococcus flavus ATCC 10290

Bacillus subtilis ATCC 14884

Klebsiella pneumoniae | Muestra clinica

Hongo

Candida albicans Muestra aislada clinico
desde  laboratorio  de
microbiologia de la Fac.
Cs. Qcas. y Farmacéuticas,
U. de Chile

Levadura

Saccharomyces Muestra aislada del
ambiente desde laboratorio
de microbiologia de la Fac.
Cs. Qcas. y Farmacéuticas,
U. de Chile

cerevisiae

5.2.3.4 Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana por el Bioensayo
Bioautografia

Para la realizacion de este bioensayo se hicieron cromatogramas de gel de silice 60
(Merck) de 5 cm de ancho por 7 cm de alto y se sembraron las fracciones o
compuestos aislados. Se determiné la fase movil mas apropiada para cada muestra a

ensayar (ver Tabla 5.13)

33



Capitulo 5 “Materiales y Métodos”

Tabla 5.13: Fases Moviles de Cromatogramas de Bioautografias

Fraccion o Compuesto Fase Movil

ERES DCM:EtAC (9:1)
EHEX DCM:EtAc (9:1)
EDCM DCM:EtAc (9:1)
EMET DCM:EtAc (9:1)
Ext Hexano 100% ERES DCM:EtAc (9,5:0,5)
Ext Hex:DCM (1:1) ERES DCM:EtAc (9,5:0,5)
Ext DCM 100% ERES DCM:EtAc (9,5:0,5)
Lopho — 1 (pinocembrina) DCM:EtAc (9:1)
Lopho — 2 (galangina) DCM:EtAc (9:1)
Lopho - 3 DCM:EtAc (9:1)
Lopho — 4 (mezcla racémica) DCM:EtAc (9:1)
Lopho - 5 EtAc (100%)

Lopho — 6 EtAc (100%)

Lopho - 7 EtAc (100%)

Se prepararon cultivos de los microorganismos a ensayar en un medio de cultivo liquido
(TSB para las bacterias y PDB para hongos y levaduras) con 24 horas y 48 horas de
anticipacion respectivamente. Se tom6 una alicuota de 1 mL de microorganismo la que
se resuspende en 9 mL de medio de cultivo liquido, y se coloco un agitador orbital a 37

°C por 2 horas, con el fin de obtener un cultivo en fase logaritmica de crecimiento.

El cromatograma se expuso a la radiacion U.V. (A 254 nm) durante 30 minutos con el
fin de ser esterilizados para luego ser utilizados. En un tubo estéril se adiciond la
suspension del microorganismo al medio de cultivo solido (TSA para las bacterias y
PDA para hongos y levaduras) fundido. La suspension se homogeneizé mecanicamente
mediante un agitador y se agregd sobre el cromatograma, quedando cubiertos
completamente con la pelicula de agar inoculado con cada bacteria u hongo. Finalmente

los cromatogramas fueron puestos cada uno en placas de Petri estériles con tapa en un
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ambiente himedo con agua destilada esterilizada y se incubaron durante 24 horas en una
estufa termorregulada a 37°C para bacterias y por 48 horas a 28°C para hongos. Las
bioautografias se revelaron con una sal de tetrasolium (MTT) y se dejaron incubando por
1 horas mas. Al ser agregado el reactivo revelador se tornaron con 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 y a los cuales se
les midio su Rf (Rahalison et al.,1991; Hamburger and Hostettman et al., 1991; Erazo et
al., 1997).

5.2.3.5 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los
compuestos activos aislados
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 el microorganismo a ensayar (Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus y Micrococcus flavus) en medio TSB por 24 horas a 37°C. Para
esto se siembra con asa de micron estéril el microorganismo en el medio de cultivo
liquido. Después de incubar los microorganismos bajo estas condiciones se tomo6 1 mL
del microorganismo y se inoculd sobre 9 mL de TSB, se agitd por 1 hora con el fin de
obtener un cultivo en fase logaritmica de crecimiento. Posteriormente se les midi6 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 procedid a preparar un set de 30 tubos que contenian medio de cultivo liquido TSB
con cantidad suficiente para completar un volumen final de 2 mL, indculo del
microorganismo a estudiar y concentraciones crecientes del compuesto Lopho-1, Lopho-
2 y Lopho-5 desde 10 a 350 pg/mL. Sobre cada tubo que contenia medio de cultivo
liquido TSB se le agregd concentraciones crecientes de Lopho-1, Lopho-2 y Lopho-5
segun actividad presentada por cada compuesto aislado, y se inocularon con

concentracion constante de microorganismo por un periodo de 24 horas a 37°C. Al
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mismo tiempo se prepararon tubos controles. El primero de ellos contenia medio de
cultivo TSB, el segundo tubo TSB mas 125 pL de inoculo del microorganismo y el
tercer tubo control contenia TSB més la mayor concentracion de la sustancia ensayada.
Los tubos en los que no se aprecio turbidez, es decir, con total trasparencia del TSB (al
igual que el tubo control de TSB) se consider6 la concentracion minima a la que se
produjo la inhibicién de crecimiento bacteriano. Este tubo fue comparado con todos los

tubos controles visualmente para determinar la inhibicion.

Para preparar las distintas concentraciones de la sustancia aislada se preparé una
disolucion de 1 mg/mL de DMSO. De esta solucion de concentracion conocida se fueron
extrayendo volimenes exactos con micropipeta con puntas estériles partiendo de 10 pL
para ir aumentando en intervalos de 10 puL. Todo este procedimiento fue realizado bajo
campana de flujo laminar.

Los resultados obtenidos se compararon con un farmaco de referencia (Ampicilina).

5.2.3.6 Determinacion de la Actividad Bactericida y Bacteriostatica de los
compuestos activos aislados

Al haber realizado la CMI de cada uno de los productos aislados que presentd actividad
antibacteriana, se determin6 desde los 2 tubos anteriores a dicha concentracion hasta los
tubos restantes cual era su actividad antibacteriana.

En nuevos tubos se puso como medio de cultivo 1,9 mL de TSB, y 100 uL de cada tubo
que contenian diferentes concentraciones del compuesto Lopho-1, Lopho-2 o Lopho-5
segun correspondiese, provenientes de la CMI, para asi completar un volumen final de 2
mL en cada tubo. Luego se disponian en una estufa termorregulada a 37°C por 24 horas.
Al observar los tubos luego de las 24 horas de incubacién se pudo ver tubos turbios que
correspondian a una actividad bacteriostatica o tubos traslucidos que correspondian a
una actividad bactericida.

Las concentraciones de cada tubo de las diferentes actividades de los compuestos activos

ensayados fueron expresados en concentraciones uM.
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CAPITULO VI
RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Estudio Quimico

El estudio quimico realizado a L. tarapacanus conto6 con los siguientes resultados:

6.1.1 Obtencion de los Extractos e Infuso
El rendimiento de la extraccion sucesiva en frio de la parte aérea de L. tarapacanus a
partir de 1600 g de planta fresca, 1370 g de planta seca y del infuso se detallan en la

Tabla 6.1, de acuerdo al peso de la planta fresca o planta seca segun corresponda.

Tabla 6.1: Rendimiento del Proceso de Extraccion.

ERES EHEX EDCM EMET INF

Peso del 2437 6,4 9.8 97.8 2.8
extracto (g)
Rendimiento

%) 15,3 0,47 0,72 7.1 9.3

Los ERES, EMET e INF fueron los que presentaron los mayores porcentajes de

rendimiento en este proceso.

6.1.2 Estudio cromatografico
Los resultados del screening inicial realizado a los extractos y al infuso se muestran en la
Tabla 6.2, el simbolo + indica una reaccidn positiva frente a la reaccion de identificacion

y el simbolo - indica reaccidon negativa.
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Tabla 6.2: Screening de los Extractos y del Infuso.

x:;?]?i‘:;:z ERES | EHEX EDCM EMET INF
Alcaloides - - - - -
Triterpenos-
Estg;oles ) * * ) }
Antraquinonas - - - - -
Flavonoides + - + + +
Taninos + - - + +
Terpenos + + + - -
Saponinas - - - + N
Cumarinas + - + - +

Segun los resultados observados en este screening, esta especie podria poseer
triterpenos, esteroles, flavonoides, taninos, terpenos, saponinas y cumarinas en los

diferentes extractos analizados.

6.1.3 Técnicas Espectroscopicas

Generalmente los espectros UV de sustancias flavonoides presentan dos bandas de
maximos de absorcion, conocidos como Banda I (300 — 380 nm) y Banda II (240 — 280
nm) y que son caracteristicas de sustancias totalmente conjugadas (flavonoles,
Flavonas); ademas de aquellos flavonoides existen otros en los cuales se rompe esta
conjugacion a nivel de los carbonos 2 y 3 de la estructura principal, ya sea por
hidrogenacion del doble enlace de esta posicion (Flavanona, dihidroflavonol) o por

isomerizacion, con migracion del grupo fenilo de la posicion 2 a la 3 (isoflavona).

En la técnica ultravioleta, se obtuvo los siguientes resultados expuestos en las Tablas 6.3
y 6.4 de la Lopho-1 (pinocembrina) y Lopho-2 (galangina) respectivamente y los

espectros de ambos se encuentran en Anexo 1:
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Tabla 6.3: Asignacion de Sefiales Obtenidas al Realizar Técnica de
Ultravioleta a Compuesto Lopho — 1 (Pinocembrina).

Datos Literatura | Datos Literatura | Datos Datos
Disolventes | Banda IT Hombro Experimentales Experimentales
(Mabry, 1970) (Mabry, 1970) Banda I1 Hombro
MeOH 289 325 288 326
NaOMe 245 324 242 324

El compuesto Lopho-1 corresponderia a un flavonoide que no posee conjugacion a nivel
del carbono 2 y 3 de la estructura bésica, ya que presenta solamente la Banda II a 288

nm y un hombro debido a la Banda I no existente a 326 nm.

Tabla 6.4: Asignacion de Sefiales Obtenidos al Realizar Técnica de
Ultravioleta a Compuesto Lopho —2 (Galangina).

Datos Datos Datos
Literatura | Literatura | Literatura | Datos Datos Datos
Disolventes | Banda IT | Banda I Hombro Experimentales | Experimentales | Experimentales
(Mabry, (Mabry, (Mabry, Banda II Banda I Hombro
1970) 1970) 1970)
MeOH 267 359 305 268 358 304
NaOMe 280 412 327 278 392 332

En las tablas anteriores se pueden observar las diferencias existentes entre una flavanona
(pinocembrina) y un flavonol (galangina), ya que el segundo flavonoide presenta dos
bandas, Banda I a 358 nm y Banda II a 268 nm, debido a que posee un doble enlace
entre el carbono 2 y el carbono 3 del anillo C conjugando la estructura principal, a

diferencia de la flavanona que no lo presenta.

Al realizar esta técnica se puede observar un desplazamiento hipsocrémico al agregar
NaOMe a la solucion metandlica de Lopho-1 (pinocembrina), a diferencia del

desplazamiento batocrémico que presentd Lopho-2 (galangina).
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Lot . s 1 .
Con respecto a las técnicas de resonancia magnética nuclear de 'H RMN se obtuvieron

los siguientes resultados expuestos en la Tabla 6.5 para Lopho-1 (pinocembrina) y en la

Tabla 6.6 para Lopho-2 (galangina), los espectros se encuentran en el Anexo 2:

Tabla 6.5: Asignacion de Sefiales Obtenidos al Realizar "H RMN a
compuesto Lopho — 1 (Pinocembrina).

6 (ppm) Integracion Multiplicidad Constante de Posicion de

acoplamiento protones (H)

7,43 5H Multiplete (m) 2:3,4%;,5,67

5,94 1H Doblete (d) =20 8

5,9 1H Doblete (d) J=2,0 6

5,44 1H Quadruplete (q) Jeis = 35 1 eans = 12,6 2

3,08 1H Doblete doblete (dd) | J; =12,6;J,=17,1 3 axial

2,76 1H Doblete doblete (dd) | J,=3,3;1,=17,1 3 ecuatorial

4,95 CD;0D

3.4 CD;

Tabla 6.6: Asignacién de Sefiales Obtenidos al Realizar "H RMN a
compuesto Lopho — 2 (Galangina).

3 (ppm) Integracion Multiplicidad Constante de Posicion de
acoplamiento protones (H)

8,16 2H Multiplete (m) 2,6
7,47 3H Multiplete (m) 345
6,39 1H Doblete (d) J=2,8 8
6,19 1H Doblete (d) J=21 6
4,95 CD;0D
3.4 CD;

En ambos compuestos se puede apreciar alrededor de 7,4 ppm un multiplete
correspondiente a los protones del anillo B, los cuales no se encuentran sustituidos en
ninguno de los dos compuestos en estudio, y a diferencia de Lopho-1 en Lopho-2 se

puede diferenciar un segundo multiplete que corresponde a 2 H del anillo B (2" y 6°), lo
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cual se puede atribuir a la interferencia que provocaria el OH en posicion 3 del anillo C,
con respecto a estos protones.

A diferencia de Lopho-2 (flavonol), el compuesto Lopho-1 (flavanona) presenta en 5,44
ppm un quadruplete, en 3,08 ppm un dd y en 2,76 ppm otro dd, los cuales corresponden
a los protones H2, H3uia ¥ H3ecuatorial r€Spectivamente, ya que este compuesto no

presenta doble enlace en estos carbonos ni otras sustituciones en esta zona.

. . ” 13
En los espectros realizados de resonancia magnética nuclear de "C RMN a los
compuestos aislados de L. farapacanus los que se encuentran en el Anexo 3, se obtuvo

los siguientes resultados expresados en las siguientes Tablas 6.7 y 6.8:

Tabla 6.7: Asignacién de Sefiales Obtenidos al Realizar C RMN a
compuesto Lopho — 1 (Pinocembrina).

ppm CD;0D Posicion de protones (C) | Mabry (1970) DMSO-D,

197,3 C4 195,8
168,4 C7 166,6
165,5 C5 163,6
164,7 C9 162,7
140,4 Cl’ 138,0
129,7 C3’ 128,5
129,6 C4’ 128,5
128,9 C5’ 128,5
128,6 C2’ 126,5
127,3 Co6’ 126,5
103,4 C10 101,9
97,2 Co6 96,1

96,3 C8 95,1

80,4 C2 78.4

439 C3 022
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Tabla 6.8: Asignacién de Sefiales Obtenidos al Realizar *C RMN a
compuesto Lopho — 2 (Galangina).

ppm CD;0D Posicién de protones (C) | Mabry (1970) DMSO-D;
177,6 C4 176,2
1659 C7 164,3
162,6 C5 160,9
158,4 C9 156,6
138,5 C2 146,0
132,6 C3 137,0
130,9 Cl’ 131,0
130,5 c4’ 129,7
129,4 C3'yC5’ 128,3
128,7 C2"y C6’ 127,5
104,7 C10 103,4
99,4 C6 98,5
94,6 C8 93,7

Este pequeiio desplazamiento existente entre los resultados obtenidos y la literatura se

puede atribuir al disolvente utilizado en cada caso.

Con los espectros realizados de UV, °C RMN y '"H RMN se confirma la existencia de
ambos compuestos aislados en L. tarapacanus, ya que ambos coinciden con los datos

encontrados en literatura.

6.1.4 Purificacion y Fraccionamiento
Al realizar las columnas de silica gel, columnas Sephadex y columnas de mediana
presion segun fue necesario para aislar los compuestos de L. farapacanus, fue posible

separar los siguientes compuestos descritos en la Tabla 6.9:
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Tabla 6.9: Compuestos aislados desde el Exudado Resinoso de L. tarapacanus.

.. . s Proporcion de Cantidad
Extracto inicial Sustancia Aislada Rf disolventes para Rf | aislada (mg)
Lopho — 1

Columna DCM de ERES | (Pinocembrina) 0.83 DCM:EtAc (9:1) 368
Lopho -2 . .

Columna DCM de ERES . 0.70 DCM:EtAc (9:1) 226
(Galangina)

Columna DCM de ERES Lopho — 3 0.61 DCM:EtAc (9:1) 8

Columna DCM:MeOH

(1:1) de ERES Lopho -5 0.5 EtAc 250

Estos compuestos aislados contenidos en la Tabla 6.9, corresponden a los cuatro que
presentaron actividad antimicrobiana, lo cual motivo su fraccionamiento y posterior
aislamiento. Su estructura molecular, nombre cientifico y P.M. se puede apreciar en el

Anexo 4.

Los cuatro compuestos activos como antimicrobianos al ser revelados con el reactivo p-
anisaldehido sulftirico presentan las siguientes coloraciones (cromatografias c.c.f. en
Anexo 5):

- Lopho-1: rojo

- Lopho-2: amarillo

- Lopho-3: rojo

- Lopho-5: verde-pardo.

6.2 Evaluacion de las Actividades Farmacologicas
A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en las evaluaciones de las
diferentes actividades farmacoldgicas a las cuales fueron sometidos los distintos

extractos y/o compuestos aislados de la especie en estudio.
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6.2.1 Estudios In Vivo

Al haber evaluado la actividad analgésica via oral y antiinflamatoria topica de dos de los
cuatro compuestos aislados de L. tarapacanus, de los cuales disponiamos en cantidad
suficiente para realizar estos ensayos, se obtuvieron los siguientes resultados expuestos
en las Tablas 6.10, 6.11 y 6.12 y en los Graficos 6.1, 6.2 y 6.3. Las planillas utilizadas
para el calculo de los datos presentados en las tablas y graficos se encuentran en el

Anexo 6.

6.2.1.1 Evaluacion Analgésica via oral

Con esta evaluacion se pudo determinar que ambos compuestos ensayados presentaron
una leve actividad analgésica en comparacion con el farmaco de referencia (naproxeno
sodico), siendo las concentraciones ensayadas para los dos compuestos
aproximadamente equimolares a la dosis del farmaco de referencia que alcanzé el efecto

maximo, con el fin de poder comparar sus actividades.

Tabla 6.10: Actividad Analgésica comparativa de pinocembrina,
galangina y naproxeno sédico.

Dosis Medio de disolucion| % analgesia + SEM p
13 mg/kg pinocembrina Goma ardbiga 29,1+ 7,6 0,0055
14,2 mg/kg galangina Goma arabiga 11,1 +£8,2 0,0354
12,5 mg/kg naproxeno sodico Goma arabiga 70 +£4,3 0,0069

* Resultado significativo con un p < 0,05.

El que pinocembrina presentara mayor actividad analgésica con respecto a galangina se
puede atribuir a que, este segundo compuesto presenta mayor cantidad de grupos
hidroxilos en su estructura, por lo cual presentaria una menor absorcion por via oral, que

es la via utilizada para este ensayo (ver Grafico 6.1)(Goodman, 1996).
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Grafico 6.1: Actividad Analgésica comparativa de
pinocembrina, galangina y naproxeno sédico.
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6.2.1.2 Evaluacion Antiinflamatoria tépica
En la Tabla 6.11 y en el Grafico 6.2 se observan los resultados obtenidos con el agente
inflamatorio AA y en la Tabla 6.12 y en el Grafico 6.3 se puede ver los resultados al

utilizar el agente inflamatorio TPA.

Tabla 6.11: Actividad Antiinflamatoria Tépica comparativa frente a AA de
pinocembrina, galangina y nimesulida

Dosis/oreja Medio de disolucion %EAIT = SEM p
Pinocembrina 0,5 mg etanol:agua (8:2) 24,6 +9.3 0,0233
Pinocembrina 1 mg etanol:agua (8:2) 412+£72 0,0039
Pinocembrina 2 mg etanol:agua (8:2) 323+127 0,0117
Galangina 0,25 mg Etanol 39,7+9,8 0,0117
Galangina 0,5 mg etanol:agua 49,2 +10,0 0,0232
Galanginan 1 mg etanol:agua 353+99 0,0885*
Galangina 1,5 mg etanol:agua 30,5+ 10,6 0,0187
nimesulida 1 mg acetona 48,8 +4,0 0,0002

* Resultado significativo con un p <0,05.
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Grafico 6.2: Actividad Antiinflamatoria Tépica comparativa frente a AA de
pinocembrina, galangina y nimesulida
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Pinocembrina exhibid un efecto maximo de 41,2% a la dosis de 1 mg/oreja. Respecto a
galangina, éste presentd un efecto relacionado con la dosis y su efecto maximo fue de
49,2% a la dosis de 0,5 mg/oreja, efecto similar al del farmaco de referencia la

nimesulida.

Tabla 6.12: Actividad Antiinflamatoria Tépica comparativa frente a TPA de
Pinocembrina, galangina e indometacina.

Dosis/oreja Medio de disolucion %EAIT = SEM p
pinocembrina 0,5 mg etanol:agua (8:2) 87,7+9,0 0,0001
galangina 0,125 mg etanol 44,1 + 39,6 0,1909*
galangina 0,25 mg etanol 62,2+9.28 0,0011
galangina 0,5 mg etanol 78,5+ 6,8 0,0001
galangina 1 mg etanol 90,2 + 8,4 0,0001
indometacina 0,5 mg acetona 92,9+32 0,0001

* Resultado significativo con un p < 0,05.
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Grafico 6.3: Actividad Antiinflamatoria Tépica comparativa frente a TPA de
Pinocembrina, galangina e indometacina.
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Al haber evaluado esta actividad frente a TPA como agente inflamatorio se pudo
observar segun lo expuesto en la tabla anterior y en el Grafico 6.3 que galangina alcanzé
una actividad antiinflamatoria maxima muy cercana al efecto méximo del farmaco de

referencia, pero duplicando la dosis.

El estudio de la actividad antiinflamatoria de galangina a diferentes dosis demostrd que
exhibe un efecto antiinflamatorio topico dosis-dependiente, alcanzando su maximo

efecto de 90,2% a 1 mg/oreja.

Para el compuesto pinocembrina existian datos bibliograficos donde ya se habia

evaluado esta actividad, por lo cual aqui s6lo se corrobor6 este efecto (Sala et al., 2003).

Los resultados obtenidos con pinocembrina y galangina frente a AA y TPA, muestran

que ambos compuestos son mas activos frente a este ultimo agente inflamatorio.

La inflamacion inducida por TPA es una inflamacién mas lenta, si la comparamos con la

inflamacion inducida por AA (Lloret y Moreno, 1995). Como respuesta a la accion del
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TPA se desencadenan una serie de eventos en los cuales se sintetizan enzimas pro-
inflamatorias como ciclooxigenasa-2 (COX-2) y 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS)
entre otras (Lloret y Moreno, 1995). El hecho de que ambos compuestos sean mas
activos frente a la inflamacion inducida por TPA y si consideramos que ademas no
exhibieron una importante actividad analgésica se puede hipotetizar que estos dos
compuestos no inhibirian la COX. Esta hipotesis quedaria confirmada por los estudios
realizados por Rossi et al. (2002), en éstos se demostrd que la pinocembrina no inhibe la

COX.

Segiin Sala et al. (2003) el mecanismo por el cual la pinocembrina presenta efecto
antiinflamatorio topico seria por la inhibicion la mieloperoxidasa, enzima producida por
los leucocitos polimorfonucleares en el sitio inflamado (Lloret y Moreno, 1995),
ademés, Habsah et al. (2003) confirmaron que la pinocembrina posee una leve
capacidad antioxidante lo que contribuiria al efecto antiinflamatorio encontrado para

este compuesto.

Para la actividad antiinflamatoria de los flavonoides se ha evidenciado una relacion
estructura-actividad, la que se manifiesta en favorecer el efecto por la presencia del
doble enlace entre el carbono2 (C2) y carbono3 (C3), debido a la estabilidad por la
planaridad que le proporciona al anillo, ademés los grupos hidroxilos (OH) en las
posiciones 5 y 7 del anillo A y en las posiciones 3" y 4" del anillo B favoreciendo el
efecto inhibitorio de diferentes mediadores de la inflamacién como: iNOS, COX-2 y

PLA,.

A su vez los efectos antiinflamatorios de los flavonoides que se ven desfavorecidos con
la presencia de grupos metoxilos o glicosidicos en la posicion 6 y 7 del anillo A; como
también disminuyen el efecto la presencia de grupos OH en posicién meta del anillo B y

sustituciones en 3°, 4" y 5" de igual anillo.
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Por otra parte, la selectividad por 5-LO o COX, son importantes en los flavonoides que
presentan sustituciones en 3" y 4” del anillo B; ademas de la presencia de grupos OH en
el resto de la molécula, que la hace mas potente y selectiva como inhibidor de 5-LO, y a
su vez la ausencia de estas caracteristicas la hace menos activa frente a 5-LO o la hace

mas selectiva frente a COX (Moroney et al., 1988).

Con esto, se podria decir que todos los flavonoides con pocas sustituciones de grupos
OH y desprovistos de los hidroxilos en 3" y 4" han demostrado ser mas activos contra
COX. Esta selectividad indicaria que los compuestos no inhiben las enzimas que

participan en la inflamacion por un s6lo mecanismo.

6.2.2 Actividad In Vitro
Al realizar los ensayos in vitro en la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de

la Universidad de Chile se pudo obtener los resultados que a continuacién se describen.

6.2.2.1 Ensayo de Decoloracion de DPPH

Este ensayo fue realizado tanto a los extractos EHEX, EDCM, EMET como ERES
correspondiente de la primera columna rapida de gel de silice, asi como también uno de
los compuestos aislados, siendo este galangina para confirmar datos de literatura, este
ensayo no fue realizado a pinocembrina ya que se encontraron datos bibliograficos que

respaldaban el no realizarlo (Sala et al., 2003; Habsah et al., 2003.).
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Tabla 6.13:Evaluacion de la Actividad Atrapadora de Radicales Libres mediante la
Decoloracion del DPPH de los Extractos de L. tarapacanus

Extracto Concentracion pg/mL % Decoloraciéon c
EHEX 200 4,6 5,7062
EDCM 200 35,8 2,3183
EDCM 100 30,5 4,6602
EDCM 50 25,4 9,2272
EDCM 10 17,2 8,7085
ERES 200 14,5 0,4690
ERES 100 11,7 2,3047
ERES 50 0 0,3071
EMET 200 90,9 2,7522
EMET 100 91,5 1,2410
EMET 50 66,5 5,3802
EMET 25 40,1 2,3982
EMET 12,5 14,8 0,1773
EMET 6,25 21,4 1,4071
EMET 1,25 0 1,0784

o : desviacion estandar

De los resultados obtenidos se puede concluir que el extracto metandlico presento la
mayor actividad atrapadora de radicales libres, alcanzando su maxima actividad a 100
pg/mL, con 91 % de decoloracion, lo cual se puede atribuir a compuestos fenolicos

existentes en este extracto como por ejemplo flavonoides (Amié et al., 2003; Benavente-

Garcia et al., 1997).

Grifico 6.4: Actividad Decolorante del DPPH de los
Extractos de L. tarapacanus
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Tabla 6.14:Evaluacion de la Actividad Decolorante del DPPH de galangina.

Compuesto Concentracion | Concentracion | Concentracion % -
ug/mL uM inicial uM final Decoloracion
galangina 200 844 281 58,9 1,1120
galangina 100 426 142 43,4 1,5517
galangina 75 319 107 29,6 1,9147
galangina 50 213 71 17,3 42712

o : desviacion estandar

La Tabla 6.14 muestra la actividad atrapadora de radicales libres del compuesto

galangina, confirmando la actividad existente en datos bibliograficos (Russo A., 2002).

Esta actividad no fue evaluada para pinocembrina, por no presentar el doble enlace
entre el carbono 2 (C2) y el carbono 3 (C3) del anillo C y por no poseer ningun
sustituyente hidroxilo en el anillo B, lo cual se ha demostrado seglin bibliografia (Ami¢
et al., 2003; Sang et al., 2002; Burda et al., 2001; Wang et al., 1999; Benavente-Garcia
et al., 1997) que se ve afectada su actividad atrapadora de radicales libres, al no existir

esta conjugacion y/o sustitucion.

Tabla 6.15: Evaluacion de la Actividad Decolorante del DPPH de Lopho-5

Compuesto | Concentracion pg/mL % Decoloracion o
Lopho-5 200 10,1 1,2584
Lopho-5 100 10,7 0,5102
Lopho-5 100 6,3 1,0310

o : desviacion estandar

En este ensayo Lopho-5 present6 casi nula actividad atrapadora de radicales libres al no

presentar un porcentaje considerable de decoloracion de DPPH.

Si ambos compuestos ensayados los comparamos con la sustancia patron, quercetina
(CEso, concentracion efectiva 50) se puede concluir que ninguno de los dos presenta una

actividad atrapadora de radicales libres similar a esta sustancia, ya que a la mayor
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concentracion inicial (844 pM) y final (281 pM) en que se ensay6 galangina, presento
un 59% de decoloracion del DPPH, lo cual si lo comparamos con los datos de
quercetina, en que se utilizaron concentraciones iniciales de 3,26 uM y finales 1,09 uM,
siendo éstas mas de 250 veces menor a las de galangina, con un porcentaje de

decoloracion similar.

Los flavonoides antioxidantes actian como atrapadores de radicales libres por la rapida
donaciéon de un atomo de hidrogeno al radical, su actividad depende da la estructura
molecular, de la configuracion de los sustituyentes de los grupos hidroxilos sobre la
capacidad del hidrogeno fenolico y de la posibilidad de estabilizar al radical fendlico
resultante unido a hidrogeno o de la deslocalizacion de la expansion del electron. Se
debe considerar que la eficacia de un flavonoide esta dada por el nimero y ubicacion de
los grupos hidroxilos (Amié¢ et al., 2003) y de la capacidad de un flavonoide de
combinar estos elementos estructurales (Benavente-Garcia et al.,1997). Es asi como en
el caso de los flavonoles, como la galangina y flavonas que presentan un doble enlace
entre el C2 y el C3 conjugado con el grupo ceto del carbono 4 (C4) del anillo C, el cual
es responsable de la deslocalizacion de los electrones del anillo B, se ve reforzada la
capacidad atrapadora de radicales libres. Ademas es importante para esta actividad, la

presencia de grupos hidroxilos en posiciones 3, 5 y/o 7, siempre que no estén sustituidos.

También se puede decir que la presencia de grupos hidroxilos en 3" y 4, formando un
dihidroxi en el anillo B, le que confiere un mayor grado de estabilidad a los radicales
fenolicos flavonicos, participando en la deslocalizacion del electron (Amié et al., 2003;
Sang et al., 2002; Burda et al., 2001; Wang et al., 1999; Benavente-Garcia et al., 1997).
Es por ello que tanto pinocembrina como galangina no presentaron una buena actividad

atrapadora de radicales libre, ya que no presentaban sustituciones en el anillo B.

Con estos resultados de los compuestos aislados del ERES se confirma la baja actividad

atrapadora de radicales libres que este extracto presento.
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6.2.2.2 Ensayo Frente a Xantina Oxidasa

La evaluacion realizada en este ensayo se determind también a los extractos EHEX,

EDCM, EMET como ERES correspondiente de la primera columna rapida de gel de

silice, y a dos de los compuestos aislados (Lopho-2 y Lopho-5), para asi confirmar los

datos bibliograficos sobre galangina y evaluar la actividad de Lopho-5. No fue realizado

a pinocembrina por no presentar actividad en los antecedentes bibliograficos

correspondientes a este ensayo. Las plantillas utilizadas para calcular los valores de cada

tabla se encuentran en el Anexo 7.

Tabla 6.16: Evaluacion de la Actividad frente a Xantina Oxidasa de los
Extractos de L. tarapacanus.

Extracto o Fraccion Concentracion pg/mL % Inhibicién p
EHEX 50 16,9 0,0028
EDCM 50 0 09171*
EMET 50 8,4 0,0188

FrDCMERES 50 23,6 0,0010

* Resultado significativo con un p < 0,05.

El extracto que presentd mayor actividad frente a la XO fue la fraccion de DCM del

ERES (FrDCMEREYS), siendo ésta baja.

Tabla 6.17: Evaluacion de la Actividad frente a Xantina Oxidasa de los Compuestos

Aislados del Exudado Resinoso de L. tarapacanus.

Compuesto Concentracion Concentracion % Inhibicién p
pg/mL uM
galangina 0,0069 0,257 0 0,9989
galangina 6,6600 1,800 23,9 0,0020
Lopho-5 0,072 0,257 0 1,0000
alopurinol 0,035 0,257 50 0,0018

* Resultado significativo con un p < 0,05.

Al realizar este ensayo a los compuestos aislados, se verificd que galangina no presenta

actividad a una concentracion equimolar a la ICsy del farmaco de referencia, pero si se
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aumenta 7 veces su concentracion, que es lo descrito segin bibliografia (Cos, 1998)

presentd una actividad de 24% de inhibicion de la enzima.

La enzima xantina oxidasa (XO) cataliza la oxidacion de hipoxantina a xantina y esta
ultima a 4cido trico jugando un papel muy importante en la inflamacion (Cos, 1998) ya
que cuando la XO reacciona con hipoxantina y/o xantina en presencia de elevadas
concentraciones de oxigeno forma anion superoxido, siendo este uno de los metabolitos
toxicos presentes tanto en isquemias como otras patogenias (Dipak, 1994; Cos, 1998;
Pietta, 2000). Segun lo descrito en literatura existe una relacion estructura-actividad de
los flavonoides y la inhibicion de la XO y la captura del superdxido, donde la existencia
de grupos hidroxilos en 5 y 7 del anillo A y el doble enlace entre C2-C3 del anillo C,
aumenta la actividad inhibitoria de la XO, siendo esto mayor en flavonas que flavonoles
y la presencia de grupos hidroxilos en 3" del anillo B y 3 del anillo C se asocian con
aumento en la actividad capturadora de superoxido (Cos, 1998). Con esto se confirman

los resultados de los ensayos realizados a galangina frente a la XO.

6.2.2.3 Actividad Antimicrobiana Siembra Superficial en placa de Petri

Este ensayo tuvo por objetivo poder dilucidar cual extracto de la planta en estudio
presentaba actividad antimicrobiana, para continuar su posterior andlisis. Es por ello que
en placas de Petri con agar y extracto se le sembraron los diferentes microorganismos
dando resultados positivos para los ERES y FrDCMERES, los cuales se indican en la
Tabla 6.18, (ver Anexo 8).

Los extractos EMET, como EDCM y EHEX no presentaron actividad antimicrobiana

frente a 8 cepas ensayadas en las placas de Petri.
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Tabla 6.18: Actividad Antibacteriana en siembra Radial en Placa de Petri
de los Extractos que presentaron actividad de L. tarapacanus

Microorganismos Concentracion (ug/mL)
Aerdbicos Exudado Resinoso

0 control 100 200
E. coli +++ +++ +++
P. aeruginosa -+ +++ +++
S. aviatum RRR +++ -+
B. subtilis +++ -+ "
S. aureus +++ -+ Tt
M. flavus ++ - -
K. pneumoniae +++ +++ ++
C. albicans +++ b ek
Microorganismos Concentracion (ug/mL)
Aerobicos Fraccién DCM Exudado Resinoso

0 control 100 200
E. coli +++ +++ -+
P. aeruginosa +++ +++ +++
S. aviatum +++ +++ +++
B. subtilis -+ _— —
S. aureus 4+ + -
M. flavus +++ _— -
K. pneumoniae +++ 4+ e
C. albicans -+ - -
Donde:

- +++: crecimiento total del microorganismo

- ++ :crecimiento parcial del microorganismo
-+ :crecimiento minimo del microorganismo
- --— :inhibicién del crecimiento

- - :leve inhibicion del crecimiento

Como resultado de esta prueba se pudo observar que el Unico extracto que presentod
actividad fue ERES, frente a tres de las cuatro bacterias Gram (+) con las que cont6 el
estudio. Con este resultado se puede concluir que existen ciertos compuestos en este

extracto que serian los responsables de aquella actividad.

55



Capitulo 6 “Resultados y Discusiones”

6.2.2.4 Actividad Antimicrobiana Bioensayo Bioautografia
Este bioensayo realiz6 para verificar la actividad de cada compuesto aislado del exudado

resinoso de L. tarapacanus, (ver Anexo 9).

Tabla 6.19: Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana mediante Bioensayo
Bioautografia de los Compuestos Activos Aislados

Cepa (PinI(;(;Ie)Illll(;):ina) (cgiap:;ija) Lopho-3 | Lopho-5

P. aeruginosa +++ + - -
E. coli +H+ + - —
K. pneumoniae +++ -- - -
S. aviatum +++ + - _—
M. flavus +++ + 4+ -+
S. aureus +++ ++ ++ +
B. subtilis +++ ++ +4+ NI
C. albicans ++ - - —
S. cerevisiae +++ - - _—
Donde:

- +++ : presentod actividad el compuesto

- ++ : presentdé menor actividad el compuesto
- + :presentd minima actividad el compuesto
- -~ :presentd nula actividad el compuesto

De los cuatro compuestos aislados que presentaron actividad, pinocembrina lo realizéd

frente a todos los microorganismos, tanto Gram (+), Gram (-) como hongos y levaduras.

La actividad que presentd pinocembrina frente a C. albicans se contrapone con los
resultados publicados por Lopez et al. (2002), siendo muy importante destacar que la

siembra en la placa cromatografica no presenta una concentracion definida.

El segundo compuesto aislado galangina presentd una leve actividad antibacteriana
frente a microorganismos Gram (-): P. aeruginosa, E. coliy S. aviatum, lo cual se puede
deber a que este compuesto presenta una menor lipofilicidad que pinocembrina, ya que
posee doble enlace entre C2-C3 y sustituciones en 3, 5y 7 de hidroxilos (Modak et al.,
2002).
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Con los microrganismos Gram (+) M. flavus, S. aureus y B. subtilis, galangina presento
actividad relativamente mayor y frente a los hongos C. albicans S. cerevisiae no

present6 ninguna actividad.

Los compuestos Lopho-3 y Lopho-5 presentaron sélo actividad frente a tres de las cuatro
cepas de Gram (+) utilizadas en este ensayo M. flavus, S. aureus y B. subtilis y no se

pudo observar ninguna otra actividad frente a las otras cepas ensayadas.

En la literatura se ha descrito el efecto de diversos flavonoides sobre Escherichia coli,
donde la mayor inhibicion la presentan las flavanonas, las cuales no presentan doble
enlace entre el C2 y el C3 del anillo C, siendo también mayor el efecto en aquellas
moléculas con mayor nimeros de sustituciones de grupos hidroxilos, y sumado a lo
anterior la presencia de algin grupo metoxilo el que aumenta la lipofilia del compuesto.
La presencia del doble enlace entre C2-C3, produce una disminucion en la capacidad de
inhibicion, posiblemente asociada al aumento de la conjugacion en la molécula y la

mayor rigidez que a ella le confiere (Modak et al., 2002).

6.2.2.5 Actividad Antimicrobiana CMI y Evaluacion Bacteriostatico y Bactericida

Una vez realizado el bioensayo bioautografia se procedié a medir la concentracion
minima inhibitoria de tres de los cuatro compuestos activos aislados y su actividad
bacteriostatica y/o bactericida. Al compuesto denominado Lopho-3 no fue posible
determinar esta actividad por no poseer cantidad suficiente para realizar este ensayo,

so6lo la cantidad necesaria para su identificacion.
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Tabla 6.20: CMI y Actividad Bacteriostitica y Bactericida de Pinocembrina

Cepa Compuesto C.M.L Acti.vida’d. Activi.dz.id

(ug/mL) Bacteriostatica | Bactericida
S. aureus pinocembrina 150 150 pg/mL no
B. subtilis pinocembrina 90 90 png/mL no
M. flavus pinocembrina 120 120 pg/mL no
E. coli pinocembrina ok ok no
K. pneumoniae pinocembrina ok ok no
S. aviatum pinocembrina kok ok no
P. aeruginosa pinocembrina kok ok no
C. albicans pinocembrina 120 ok ok
S. cerevisiae pinocembrina 170 ok ok

Donde:

- ** : no fue posible establecerla, hasta las concentraciones ensayadas.

Este primer compuesto pinocembrina, aunque presentd actividad antimicrobiana frente a

todos los microrganismos ensayados mediante el bioensayo bioautografia, no se logrd

identificar una CMI menor a 300 pg/mL para las bacterias Gram (-) y para K

pneumoniae, esto se puede deber a que las concentraciones que se aplican en las placas

c.c.f., de los compuestos a ensayar, no presentan una concentracion establecida. Es por

esto, que en el bioensayo bioautografia la concentracion existente en cada placa tiene

que haber sido mucho mayor a las ensayadas en la CMI.

La mayor actividad antimicrobiana que obtuvo pinocembrina fue frente a B. subtilis a 90

pg/mL y su actividad fue solamente bacteriostatica frente a S. aureus, B. subtilis y M.

flavus. Los resultados obtenidos sobre la actividad bacteriostatica frente al B. subtilis,

confirma lo descrito por Villanueva et al.(1970).
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Tabla 6.21: CMI y Actividad Bacteriostatica y Bactericida de Galangina

Actividad Actividad

Cepa Compuesto C-M.I (pg/mL) Bacteriostatica | Bactericida

S. aureus galangina 140 140 pg/mL 200 pg/mL
B. subtilis galangina 80 80 pg/mL no

M. flavus galangina 100 100 pg/mL 180 pg/mL
E. coli galangina no no no
K. neumoniae galangina no no no
S. aviatum galangina no no no
P. aeruginosa galangina no no no
C. albicans galangina HoAK HoAK hokk
S. cerevisiae galangina ok ok ok

Donde:

- ***: no presento actividad

Galangina present6 mayor actividad al igual que pinocembrina frente a la bacteria Gram
(+) B. subtilis a 80 pg/mL. Ademas este segundo compuesto presentd una actividad

bacteriostatica a su CMI y bactericida a 200 pg/mL con S. aureus y 180 pg/mL frente a

M. flavus.

Tabla 6.22: CMI y Actividad Bacteriostatica

Bactericida de Lopho-5

Actividad Actividad
Cepa Compuesto C-M.L (ug/mL) Bactereostatica | Bactericida
S. aureus Lopho-5 HoA oAk hokk
B. subtilis Lopho-5 270 270 pg/mL no
M. flavus Lopho-5 150 150 pg/mL no
E. coli Lopho-5 no no no
K. neumoniae Lopho-5 no no no
S. aviatum Lopho-5 no no no
P. aeruginosa Lopho-5 no no no
C. albicans Lopho-5 ok ok ok
S. cerevisiae Lopho-5 ok ok ok

Donde:

- **%: no present6 actividad
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En este tercer compuesto ensayado solo fue posible determinar la CMI de B. subtilis y
M. flavus, ya que frente a S. aureus no fue posible establecerla ya que no se detectd
efecto inhibitorio a la concentracion de 350 pg/mL aunque presentd actividad en el
bioensayo bioautografia. Su actividad frente a ambas bacterias fue bacteriostatica.

El que los tres compuestos activos aislados de L. tarapacanus, presentaran una actividad
solamente bacteriostaticas frente a la bacteria Gram (+) B. subtilis se puede atribuir a
que este bacilo esporula, con lo cual tiene mayor sobrevivencia a condiciones

inapropiadas para su desarrollo y reproduccion.

Segun los resultados obtenidos en la CMI galangina, que posee un doble enlace entre
C2-C3, presentd mayor actividad frente a Gram (+) (S. aureus, B. subtilis y M. flavus),
que el compuesto pinocembrina, el cual no posee este doble enlace. Segin los
resultados y la discusion expuesta en Modak et al. (2002) referente a la estructura
actividad que presentarian los flavonoides frente a la actividad antibacteriana, esto
quedaria limitado a las cepas Gram (-), que es el caso de la cepa utilizada por ellos
(Escherichia coli), ya que segun los resultados obtenidos en la presente investigacion no

existiria concordancia con aquellos resultados.

El bioensayo bioautografia y la CMI realizadas a la flavanona pinocembrina y al
flavonol galangina con las nueve cepas anteriormente nombradas, se llevaron a cabo ya
que en literatura se observaron resultados con otras cepas y a diferentes concentraciones,
asi como son Cushnie et al. (2003) que utilizd entre otras Enterococcus faecalis, E.
faecium; lain et al. (2001) que utilizd las cepas mismas cepas anteriormente nombradas.
Ademas se confirm6 la actividad antifingica que han presentado pinocembrina y
galangina con otras cepas, como es el caso de lo realizado por Miyakado et al. (1976) en
quienes trabajaron con hongos del género Alternalia; Shain et al. (1982) quienes
trabajaron con Populus deltoides; Hanawa et al. (2001) los cuales utilizaron nematodos
de la madera Bursaphelenchus xylophilus y Conseil et al. (2000) utilizaron

Saccharomyces cerevisiae para comprobar actividad de galangina.
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Al comparar los resultados de la CMI, frente al farmaco de referencia, obtenidos con los
tres compuestos aislados, se puede concluir que aunque presentaron actividad inhibitoria
frente a S. aureus, B. subtilis y M. flavus, ésta es bastante menor, ya que el firmaco de

referencia ampicilina frente a S. aureus posee una CMI de 5 pug/mL, B. subtilis de 10

pg/mL y M. flavus de 20 pg/mL.
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CAPITULO VII
CONCLUSIONES

Del proceso de extraccion, al que fue sometida L. tarapacanus los ERES, EMET e INF

fueron los de mayor rendimiento.

Con el screening quimico realizado se pudo observar en los extractos de mayor
polaridad (INF y EMET) vy de polaridad intermedia (EDCM y ERES) la presencia de
flavonoides, taninos y cumarinas, y en los extractos de menor polaridad (EHEX) al igual
que los de polaridad intermedia (EDCM y ERES) la presencia de terpenos, triterpenos y

esteroles.

De los extractos obtenidos, se selecciond ERES, para continuar su estudio quimico, ya

que fue el tinico que presento actividad antimicrobiana.

De la fraccion DCM del exudado resinoso se aislaron 3 compuestos correspondientes a
flavonoides, de los cuales dos se encuentran identificados: pinocembrina, galangina y
Lopho-3 se encuentra en vias de identificacion. De la fraccion DCM:MeOH (1:1) del
exudado resinoso se aisl6 un cuarto compuesto que se encuentra en vias de

identificacion, el cual, se denomin6 Lopho-5.

Los cuatro compuestos aislados desde L. tarapacanus, presentaron actividad

antimicrobiana. Esta actividad fue detectada mediante el bioensayo bioautografia y

confirmada con la CMI y la determinaciéon de su actividad bacteriostatica y/o

bactericida, obteniéndose:

- Pinocembrina: S. aureus 150 pg/mL, B. subtilis 90 ng/mL y M. flavus 120 pg/mL.
En todos los microorganismos present6 actividad bacteriostatica.

- Pinocembrina: C. albicans 120 pg/mL y S. cerevisiae 170 pg/mL.
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- GQGalangina: S. aureus 140 pg/mL, B. subtilis 80 pg/mL y M. flavus 100 pug/mL.
Frente a B. subtilis presento actividad bacteriostatica y para las otras dos bacterias
fue bactericida a 200 pg/mL y 180 pg/mL respectivamente, ademas de
bacteriostatica a su CMI.

- Lopho-3: S. aureus, B. subtilis y M. flavus no fueron posibles establecerlas por no
poseer cantidades suficientes para ellos.

- Lopho-5: S. aureus no fue posible establecerla ya que no se detectd efecto inhibitorio
a la concentracion de 350 pg/mL; para B. subtilis fue de 270 pg/mL y para M. flavus
fue de 150 pg/mL.

Pinocembrina y galangina presentaron una leve actividad analgésica, de 29% y 11%

respectivamente.

Estos al ser evaluados frente a la actividad antiinflamatoria topica, con el agente
inflamatorio AA pinocembrina present6 un 41,2% de efecto antiinflamatorio y galangina
de 49,2% comparado con el resultado considerado con el farmaco de referencia
nimesulida (48,2%). Se pudo confirmar que pinocembrina y galangina presentan una
relacion dosis-efecto con su concentracion méaxima de 1 mg/oreja y 0,5 mg/oreja,

respectivamente.

Al evaluar la actividad antiinflamatoria topica frente al agente inflamatorio TPA,
también se observd un efecto significativo, ya que galangina presentd un efecto de

90,2% dosis-dependiente, donde su maximo efecto lo alcanzé a 1 mg/oreja.

Con los resultados obtenidos de la actividad antiinflamatoria topica, la baja actividad
analgésica y los datos de estructura-actividad que aporta la bibliografia, se podria

concluir que el efecto antiinflamatorio para ambos compuestos, no iria por la via COX.
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Referente a la actividad antioxidante se puede concluir que el EMET presentd la mayor
capacidad atrapadora de radicales libres, atribuible a los flavonoides existentes en este
extracto, visualizados mediante el screening. Con respecto a los compuestos aislados no
se obtuvieron resultados importantes, ya que galangina presentd un 59% de

decoloracion, a una concentracion muy elevada (200 pg/mL).

En el ensayo de XO se pudo observar que la fraccion DCM del exudado resinoso
(FrDCMERES) fue la que present6 la mayor actividad, aunque siendo ésta baja. Y de los
compuestos aislados ensayados se pudo verificar que sélo galangina exhibe actividad
frente a esta enzima, y asi seria posible atribuirle a este compuesto la actividad que

presento el extracto.

Con todo lo anteriormente descrito, se podrian en parte respaldar las propiedades
atribuidas por la medicina folclorica a Lophopappus tarapacanus, como son los dolores

en la lastimadura del ganado.
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CAPITULO XI
ANEXOS
ANEXO 1: Espectros UV visible
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Lopho-2 (galangina): Metanol
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ANEXO 2: Espectros 'H RMN
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= Espectros 'H RMN: Lopho-1 (pinocembrina)
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= Espectros 'H RMN: Lopho-2 (galangina)
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= Espectros 'H RMN: Lopho-2 (galangina)
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ANEXO 3: Espectros BC RMN

* Lopho-1 (pinocembrina)
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= Espectros BC RMN: Lopho-2 (galangina)
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= Espectros BC RMN: Lopho-2 (galangina)
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ANEXO 4: Estructura molecular, nombre cientifico y P.M de compuestos aislados.

Nombre
Nombre Cientifico Estructura Molecular P.M.
Compuesto
2 4
T
7 O.
2
Pinocembrina | 5,7-dihidroxiflavanona 255,24
5 4
OH O
Galangina 3,5,7-trihidroxiflavonol 270,26
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Capitulo 9 “Anexos”
ANEXO 5: Placas cromatograficas c.c.f..

Compuesto | Color con p-anisaldehido Rf Fase Movil
Lopho-1 Rojo 0,83 DCM:EtAc (9:1)
Lopho-2 Amarillo 0,70 DCM:EtAc (9:1)
Lopho-3 Rojo 0,61 DCM:EtAc (9:1)
Lopho-4 Amarillo 0,18 DCM:EtAc (9:1)
Lopho-5 Verde-pardo 0,5 EtAc 100%
Lopho-6 Morado 0,38 EtAc 100%
Lopho-7 Rosado 0,11 EtAc 100%

; ® |

LOPHO-5 LOPHO-6 LOPHO-7

LOPHO-5
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ANEXO 6: Plantillas analgesia y antiinflamacion.
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ENSAYO ACTIVIDAD ANALGESICA LOPHOPAPPUS TARAPACANUS

FECHA: 00/00/00

DOSIS: mg/kg

MUESTRA CONTROLES

RATON N° CONTORSIONESY E. analgesicc RANKING 1 | CONTORSION RANKING 2

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

n 0 m 0
Promedio #iDIV/0! #iDIV/0! #;DIV/0!
Mediana #; NUM! #NUM! #NUM!
Desv. Std. #;DIV/0! #;DIV/0! #;DIV/0!
Desv. Tip. #;DIV/0! #;DIV/0! #;DIV/0!

w 0

% E. con promedio
% E. con mediana #;NUM!
Mediana Controles
Mediana Muestra
% E. final con mediana = # # # # # #
7 = #;DIV/0!
p= #:DIV/0!

Z = w-[(n*(m+n+1))/2)/RAIZ[(m*(n* (m+n+1)))/12]
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Plantilla antiinflamacién topica
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Inflamacion topica : Lophopappus tarapacanus

Dosis: mg/ 20 uL/ oreja

Fecha: 00/00/0000

MUESTRA CONTROLES
Raton O.derecha O izquierda (Od-0i) % EAI % INF Ranking O derecha O izquierda (Od-0i) % Inflam. Ranking

1 0,0000 #iDIV/0! #iDIV/0! 0,0000 #iDIV/0!
2 0,0000 #iDIV/0! #iDIV/0! 0,0000 #;DIV/0!
3 0,0000 #iDIV/0! #iDIV/0! 0,0000 #iDIV/0!
4 0,0000 #iDIV/0! #iDIV/0! 0,0000 #;DIV/0!
5 0,0000 #iDIV/0! #iDIV/0! 0,0000 #iDIV/0!
6 0,0000 #iDIV/0! #iDIV/0! 0,0000 #iDIV/0!
7 0,0000 #iDIV/0! #iDIV/0! 0,0093 #iDIV/0!
8 0,0000 #iDIV/0! #iDIV/0! 0 #;DIV/0!
9 0 #iDIV/0!
10 0,0000 #;DIV/0!
11 0,0000 #iDIV/0!
12 0,0000 #;DIV/0!
13 0,0000 #iDIV/0!
14 0,0000 #;DIV/0!
15 0,0000 #iDIV/0!
16 0,0000 #;DIV/0!

n 0 0 0 0 0 16

promedio #iDIV/0! #iDIV/0! 0,0000 #iDIV/0! #;DIV/0! #;DIV/0! 0,0006

mediana #NUM! #NUM! #;DIV/0! #NUM! #NUM!

Desv. Std #iDIV/0! #iDIV/0! 0,0000 #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0! 0,0023

Error Std #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0! #;DIV/0! #;DIV/0! 0,0006

W 0,0

% E con promedio 100,0

% E CON MEDIANA #;DIV/0!

mediana de controles

mediana de muestra

% E FINAL CON MEDIANA #;DIV/0!

#iDIV/0!

Z = w-[n(m+n+1)/2/RAIZ[m*n(m+n+1)/12]

Fecha
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ANEXO 7: Plantilla xantina oxidasa.
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Ensayo Xantina Oxidasa: Lophopappus tarapacanus

conc.: ug/mL conc.por tubo: ug/mL
MUESTRA
C/D % ranking ranking Cc"/D" % ranking ranking
mediciones Absorb efecto parcial total Absorb efecto parcial total mediciones

1

2

3

4

5

6

promedio #iDIV/0! #iDIV/0! promedio

w 0,0
w" 0,0
Ranking total 0,0
prom final cor  #jDIV/0!
prom final cor  #;DIV/0!
prom final mu  #;DIV/0!
prom final mu  #;DIV/0!
prom final cor #;DIV/0!
prom final mu #;DIV/0!
Desviacion Estandar #;DIV/0! #iDIV/0! #;DIV/0! #{DIV/0!
% Inhibicion: (Aa - Ab) - (Ac - Ad) / (Aa - Ab) * 100
% Inhibicion: ~ #;DIV/0!
% Inhibicion": (Aa - Ab) - (Ac - Ad) / (Aa - Ab) * 100 promedio
% Inhibicion": #;DIV/0! desv std
% Inhibicion final: (Aa - Ab) - (Ac - Ad) / (Aa - Ab) * 100
% Inhib final: ~ #;DIV/0!
N 6
n 6
m 0
Y4 #;DIV/0! Z final
z" #iDIV/0! P final
P #;DIV/0!
P" #iDIV/0!




Fecha: 00/00/0000

Z = w-[n(m+n+1)/2]/RAIZ[m*n(m+n+1)/12]

w:sumatoria de los ranking
n:n° de mediciones muestra

m:n°® mediciones de controles

CONTROLES
A/B ranking ranking A"/B" ranking ranking
Absorb parcial total Absorb parcial total
#;DIv/0! #;DIV/0!

MUESTRA CONTROLES

A total Yefecto Absorb total
#;DIV/0! I

#;DIV/0!
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ANEXO 8: Siembra superficial en placas de Petri

Extracto Hexanico L. tarapacanus

Extracto Diclorometano L. tarapacanus
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Extracto Metandlico L. tarapacanus

Exudado Resinoso L. tarapacanus
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Exudado Resinoso (100 pg/mL) L. tarapacanus

Exudado Resinoso (200 pg/mL) L. tarapacanus
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Fraccion DCM del Exudado Resinoso (100 pg/mL) L. tarapacanus

Fraccion DCM del Exudado Resinoso (100 pg/mL) L. tarapacanus
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ANEXO 9: Bioensayo bioautografia

Lopho-5 (M. flavus)

Lopho-5 (B. subtilis)

2 .!-.h:ﬁ 4 Lﬁ
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Lopho-1 y Lopho-2 (M. flavus) Lopho-1y Lopho-2 (K. neumoniae) )
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Lopho-1y Lopho-2 (S. aviatum)

Lopho-1y Lopho-2 (P. aeruginosa)
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Lopho-1y Lopho-2 (E. coli)

Lopho-1y Lopho-2 (S. aureus)
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Lopho-1y Lopho-2 (B. subtilis)
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