UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

-Fraccionamiento Bioguiado y Tamizaje Fitoquimico
del Extracto Etandlico con actividad antiartemia de

n tm: Willd.

»

GUATEMALA, SEPTIEMBRE DE 2001.

| GUATEMALAY
\FROREOAD OE U UENERSINAD DE SAN CARIDS OF SUATEMP

i Bibliotera Central




DL
06

‘f‘Czw,g)

JUNTA DIRECTIVA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

DECANA
SECRETARIO
VOCALI
VOCAL IT
VOCAL IIT
VOCAL v

VOCAL 'V

LICDA. HADA MARIETA ALVARADO BETETA
LIC. OSCAR FEDERICO NAVE HERRERA

DR. OSCAR MANUEL COBAR PINTO

DR. RUBEN DARIEL VELASQUEZ MIRANDA
DR. FEDERICO ADOLFO RICHTER MARTINEZ

BR. CESAR ALFREDO FLORES LOPEZ

BR. MANUEL ANIBAL LEAL GOMEZ




e

DEDICATORIA

A Dios

Fuente infinita de sabiduria y amor; por ser esa Juz que guia micamino y serla

fortaleza de mi vida.

A mus padres
_ César Cruz y Margot Velasquez
Por su apoyo constante e incondictonal y por brindarme su amor y
comprension.

A mis hermanos
Por su carifio y su apoyo.

A mis familiares
Por su canfio fraternal y ayuda incondicional.
En especial a mi abuelita Conchita.

A mu pastor y congregacion
Por su ayuda espiritual y amistad sincera.

A mis asesores y amigos
Lic. Armando Céceres, Msc. Ingeborg Berger, Lic. William Thally,
Licda. Claudia Morales, Licda. Julieta Ottiz, Licda Beatriz Medinilla.

A mis amigos y compafietos en general por brindarme su amistad y compartir

momentos especiales en mi vida.




AGRADECIMIENTOS

A los Licenciados Ammando Caceres, William Tally y Msc. Ingeborg Berger por

su asesoria y apoyo en el presente trabajo de investigacion.

A las Licenciadas Claudia Morales, Julieta Ortiz y Beatriz Medinilla por su

amistad y colaboracidn en el presente trabajo de investigacion.

A la Direccién General de Investigacion (DIGI), Organizacién de Estados
Americanos {(OEA), Instituto de Investigaciones Quirmicas y Biologicas,
Laboratorio Farmaya, Umdad de Anilisis Instrumental, Departamentos de
Citohistologia y Farmacologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
de la Untversidad de San Carlo% de Guatemnala por el apoyo financiero

proporcionado para la realizacion del presente trabajo de investigacion




1. Resumen

2. Introduccién

3. Antecedentes

4. Justificacidén

5. Objetivos

6. Hipbtesis

7. Matenales y Métodos

8. Resultados

9. Discusién de Resultados
10. Conclusiones

11. Recomendaciones

 12. Referencias

13. Anexos

INDICE

47

51




1. RESUMEN

El trabajo de investigacién se realizb con el propdsito de contmbuir al
estudio fitoquimico y biolégico de las plantas medicinales de uso popular en
Guatemala, por lo que resulté de interés seleccionar la planta Odamum micranthum
Willd. (albahaca de monte). Dicha especie ha sido conocida desde la antigiiedad
como nativa de Guatemala, y entre sus principales componentes contiene un
aceite esencial fuertemente aromitico, al que popularmente se le atribuyen
propiedades medicinales.

La planta se recolecté en su lugar de crecimiento silvestre bajo manejo,
Chiguaxte, Samayac, Suchitepéquez. Se sec en secadores solares a la sombra.
Se obtuvieron los extractos hexanico, cloroférmico, acetato de etilo, etandlico v
acuoso mediante particidn liquido-liquido y maceracién exhaustiva.

" En el estudio se evalud la actividad citotoxica, contra Artemia sabina se
caracterizaron los metabolitos secundarios de Q. micranthum e dentificaron los
componentes presentes en el acerte esencial.

El bicensayo contra A. salima es un método que se utiliza para dinigir el
fraccionamiento bioguiado en forma répida y simple, resulta una prueba til
aunque no es selectiva para ninguna molécula quimica y su correlacién con
otras actividades no ha sido bien estudiada. A. safna es un crustaceo cuyas
larvas {nauplios) son altamente sensibles a una gran variedad de sustancias
quimicas y extractos de plantas, por lo que se evalia facilmente la citotoxicidad.
El ensayo #n vifre contra A. salina permitid evaluar la actividad citotdxica del

aceite eseéncial y de extractos con un gradiente de polaridad creciente (hexanico,

cloroférmico, acetato de etilo, etandlico y acuoso) de las hojas O. micranthum.




Al efectuar el bicensayo se encontrd que el resi)onsable de la accién
citotoxica es el aceite esencial, el cual presenté una concentracidn letal media
(CLy,) de 328.2689 pg/ml, concentracién inhibitoria 90 (IC,) de 690.2805
pg/ml y una concentracidén inhiboria 95 (IC ;) de 852.1769 p.g/ml

Los componentes del aceite esencial de las hojas de O. micranthum se
identificaron a través de cromatografia de gases, utilizando una muestra recién
destilada por arrastre con vapor, empleando un destilador de aceites esenciales
modificado segin la Farmacopea Europea. Se analizé una muestra de 0.22 pl
de aceite, en el cual se identificaron nueve compuestos, entre ellos los de mayor
porcentaje encontrados fueron: eugenol (26.6206 %), 1,8 cinecl (12.1061 %), o-
terpineol (7.1054 %), B-cariofileno (6.4555 %) v linalool (2.6533 %).

A través de ensayos macro y semimicro y cromatogratia en caps fina se
realizé la caracterizacién fitoquimica preliminar, en la cual se identificaron los

metabolitos secundarios presentes en las hojas de O. micranthum, estos tueron:

antraquinonas, saponinas, cardendlidos, flavonoides y aceite esencial.




2. INTRODUCCION

Guatemala es un pals que posee una gran rqueza natural de especies
vegetales, lo cual ha dado lugar al uso de plantas en diferentes grupos étnicos
de la poblacidn, por su accesibilidad y bajo costo. Desde épocas prehispanicas,
a un sin nimero de plantas de la flora guatemalteca se les atribuyen
propiedades medicinales, las cuales han sido adjudicadas en base a experiencias
v uso tradicional, sin poseer ningtin tipo de estudio cientifico que fundamente y
valide su emplec como plantas farmacolégicamente activas.

Ocimum  miicranthum  (albahaca de monte) es una planta origiﬁaria de
Centroamérica, conocida desde la antigliedad. Se le atribuye propiedad
antiséptica, antinflamatoria, astringente, diurética y se usa para tratar afecciones
gastrointestinales, tespiratorias, dérmicas y nerviosas (1-4).

Con el presente trabajo se espera brnndar un respaldo cientifico al uso
popularmente atribuido a la planta, que petmita un mejor aprovechamiento de
este recurso natural, asi como realizar la caractenizacidn fitoquirmica.

La posibilidad de comprobar la actividad biocida de la planta evaluada
podria representar una oportunidad para la industria farmacéutica en el

desarrollo de nuevos firmacos seguros, efectivos y econdmicos, los cuales

beneficiarin a toda la poblacién guatemalteca.




3. ANTECEDENTES

Nombre cientifico: Ocimum micranthurn Willd (1).
Nombres comunes:

Albahaca, albahaca de gallina, albahaca de monte, albahaca silvestre,
albahaca cimarrona, albajoque, guie-nocuana, kajaltun, xkakaltun, hierba
de toro (Huehuetenango), albaac (Petén, Maya), cacaltin (Yucatin),
barsley, baisley (Belice) (1-3).

Habitat y distribucién:

Ornginaria de Centroamérica.  Crece silvestre en climas célidos y
terrenos fértiles, muy raras veces en lugares frescos. La especie es nativa
de Guatemala, encontrada en matorrales secos o hitmedos o en
sembrados; a menudo en laderas rocosas o en las orillas a lo largo de
corrientes (1,3).

Se localiza en los departamentos de El Progreso, Zacapa, Chiquimula,
El Petén, Alta Verapaz, Izabal, Jalapa, Jutiapa, Santa Rosa,
Huehuetenango; probablemente en los departamentos de las tierras
bajas. Es nativa de América tropical por lo que se localiza en Florida,
México, Belice a El Salvador y Panama. Asimismo en las Islas del Caribe
y en América del Sur (1-6).

Composicion quimica y actividad biolégica:
La hoja contiene aceite esencial, taninos y saponinas. El aceite

esencial contiene metilcinamato, timol, iso-eugenol, linalcol, mirceno,

nerolidol, oy B—pineno, B-salineno, a—terpineol, a—humuleno, trans-

octmeno, aronmadendreno, citral, B—cariofileno, ay p—elemeno, spiro- y

azulensesquiterpenos (3,6,8).




3.5

3.6

Del género Odmum se reporta en las hojas esteroides, terpenoides,
flavonoides y compuestos tendlicos (6).

El extracto etandlico de las hojas, admunistrado a ratas, por
intubacién gastrica en dosts de 40 ml/kg mostré un efecto cronotrdpico
negativo y un efecto hipotensor (6).

Usos Etnomédicos:

O. micranthum y O. basificum se han utilizado por la poblacidn como
analgésico, antihelmintico, antitusivo, antituberculoso,  diurético,
carminativo, galactagogo, rubefaciente, sudorifico, vermifugo, febrifugo,
estomaquico, espasmolitico, estornutatorio, calmante y astungente. Los
indigenas la utilizan para el dolor de oidos, inflamacién, "aires",
resfriados, catarros, tos, estrefitmiento, dolor de cabeza, nervios,
indigestién, diarrea, vémitos, cdlicos, lombrices, y parasitos. La
decoccién de la planta es utilizada para matar las larvas, para el dolor de
estdbmago, mal de ojo, reumatismo, gota, fiebre, presién alta, dolor de
muelas, llagas, dlceras y granos, insomio, como regulador menstrual y
bafios posparto. El olor de la planta es un buen repelente contra los
mosquitos (1-7,22).  El aceite de la planta inhibe el movimiento de la
musculatura itestinal y uterina (16).

Farmacologia Experimental:

El extracto etandlico de O. micranthumn no tiene actividad diurética
medida por cateterizacidn de la vejiga de ratas, no es antihipertensiva ni
aumenfa la frecuencia cardiaca en ratas espontaneamente hipertensas. El
extracto acuoso de hojas produce bradicardia en ratas y gatos (10-20

mg/kg). ..E] aceite esencial tiene actividad espermaticida y reiajante del

musculo liso (triquea de cobayo DE;, 19.0 mg/l; triquea de cerdo DEx,
32.0 mg/1) (22).




3.7,

Estudios realizados:

En 1941 Peckolt realizé una destilacién del aceite esencial de las hojas
de O. micranthum procedente del Brasil, reportando un rendimiento del
0.14 por ciento y una densidad a 23 °C de 0.982 (37).

En 1981 se informa sobre las propiedades y efectos de O. micranthum
incluyendo la toxicidad. Se menciona que el aceite esencial es repelente
de mosquitos (3,39). En 1989 se publica que el extracto acuoso de hojas
de la planta es activo contra S. axreus. Los extractos acuosos y etandlicos
de toda la planta y de las hojas practicamente fueron inocuos para los
peces (16).

En 1990 se publica un articulo sobre los constituyentes del aceite
esencial, y en 1991 se publica un Resumen Etnobotanico de la flora
medicinal usada en el Caribe y Guatemala en el cual se menciona que la
decoccidén de las hojas de la planta se utiliza para dolores estomacales,
enfermedades de la piel, dolor de oido, parisitos intestinales, flemas y tos
(8,15).

En 1995 se amplia la informacién etnomédica, quimica, y
farmacologica, encontrandose que el estracto etandlico de las hojas,
administrado a ratas por intubacidn gastrica, en dosis de 40 ml/kg,
induce efecto cronotrdpico negativo e hipotensor (6,38).

En 1997 NAPRALERT resume los estudios realizados sobre la
composicidn del aceite esencial y actividad biolégica de los extractos de
O. micranthum (18).

Durante 1996 a 1998 se evalia la actividad antimicrobiana de O.
micranthum, encontrandose que el extracto hexinico de Ia; hojas tiene

actividad contra A. s@hina a una concentracién de 288 ppm (Cééeres,

datos no publicados).




3.8 Bioensayo para evaluar citotoxicidad contra Arternia salina:

Los investigadores han utilizado los términos citotéxico, antitumoral
y anticancer, para describir las actividades de los compuestos aislados, de
acuerdo con las siguientes definiciones. Un agente citotdxico es téxico
para las células tumorales #n witro y st esta toxicidad es transferible a
células tumorales ## 2200, se dice que dicho agente posee actividad
antitumoral. El términc anticancer o anticanceroso se reserva a
productos que son toxicos para las células  tumorales, en
expenmentacién clinica. El aslamiento de componentes menores,
biolégicamente activos, a partir de un extracto bruto de planta, implica el
empleo de técnicas que difieren de las convencionales en fitoquimica.
Las pruebas preliminares de seleccién cambiaron, en el sentido de evitar
la deteccién de sustancias de débil actividad y presencia habitual en las
plantas (20).

La expenimentacidon de las fracciones de extractos respecto a su
actividad antitumoral, se realiza frecuentemente mediante el ensayo de la

citotoxicidad i zifro, aunque este tipo de citotoxicidad no siempre

representa un medio eficaz o relacionable de prediccién de la actividad
antitumoral i viw, Pese a ello, como el bioensayo es rapido, econémico y
requiere tan sélo pequefias cantidades del extracto, constituye un método
popular para los ensayos iniciales. Los extractos que revelan actividad en
estos sistemas son candidatos para los estudios de fraccionamiento,
conducentes a la purificacion de los principios activos. La realizacién
del bicensayo a lo largo del fraccionamiento, asegura que todo el
esfuerzo se orienta hacia los éompuestos activos, que frecuenternente

estin presentes en concentraciones de menos de un mihgramo por

“kilogramo de planta seca (20).




A. salina es un crusticeo cuyas larvas (nauplios) son altamente
sensibles 2 una gran variedad de sustancias quimicas y extractos de
plantas por lo que puede medirse ficilmente la citotoxicidad y se utiliza
para dinigir el fracionamiento bioguiado en forma rapida y simple, es una
prueba dtil aunque no es selectiva para ninguna molécula quimica y su
correlacién con otras actividades no ha sido bien estudiada. El
procedimiento fue originalmente descrito por Michael ¢f 4/ y ha sido
adaptado por Meyer ef a4l como un util bicensayo en la investigacion
quimica y biolégica de productos naturales (22).

Solis y colaboradores disefiaron un nuevo ensayo en microplacas para
evaluar citotoxicidad contra 4. safna, el cual mostrd resultados
comparables al método de tubo de ensayo publicado previamente, asi se
elimina la desventaja de tener que utilizar cantidades relativamente
grandes de material (20 mg de extracto crudo y 4 mg de compuesto
puro), asi como el hecho de que la preparacién de diluciones consumen
mucho tiempo, limitando el nimero de muestras que puede ensayarse
por experimento. Dicho ensayo requiere pequefias cantidades del
extracto vy facilita el ensayo de gran nimero de muestras y diluciones
(30,33).

Como prueba de pretamizaje resulta idénea prncipalmente en lo
referente a la busqueda de posibles sustancias antibidticas, citotéxicas,
antimicrobianas y/o plaguicidas (28-31):

El ensayo usando A salina es aialicable para detectar fototéxicidad en
plantas que contienen cumarinas, ya que detecta la presencia de
compuestos bioactivos en extractos, guia el fraccionamiento quimico y

se inicia con la caracterizacidn biologica de un compuesto aislado (41),




El método tiene importante correlacién con la actividad anti-Trypanosoma
crugi ya que sirve como un ensayo de pre-tamizaje por su simphcidad y
la facilidad de evaluar gran nimero de plantas, asi también por la

sensibilidad que demuestra la A. sabna ante cantidades pequeiias de

extractos vegetales (42).
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4. JUSTIFICACION

La tradicién en la poblacién guatemalteca de recurrir a las plantas
medicinales con el propdsito de aliviar diversas afecciones esta sumamente
arraigada. En nuestro pals no se cuenta con estudios que respalden y validen
su uso, por lo que resulta de interés evaluar a través de estudios
fitoquimicos y bioldgicos la actividad que se les atribuye a dichas plantas,
para poder brindar en esta forma un tratamiento accesible a la poblacién
mayoritartia del pais.

Se espera que la caractenizacion de los constituyentes del aceite de O.
micranthurn y la identificacién de los metabolitos secundarios de la planta

brinde un aporte para el descubrimiento de nuevas moléculas de interés.

Es importante que se realice investigacidn que contribuya al estudio de
las plantas utilizadas popularmente en Guatemala y proveer de esta manera
otras formas de tratamiento menos costoso. Por otro lado el conocimiento
‘de las propiedades de l2 flora facilitard una explotacién racional de los

recursos naturales que posee el pals, ofreciendo asi una alternativa a la

poblacién, no solo terapettica, sino también productiva.




5.1

5.2
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5. OBJETIVOS

GENERAL:

5.1.1 Contribuir al estudio fitoquimico y bioldgico de las plantas

medicinales de uso popular en Guatemala.

ESPECIFICOS:

5.2.1 Evaluar la actividad citotéxica del aceite esencial y extractos
hexanico, cloroftérmico, acetato de etilo, etandlico y acuoso de O. |
micranthum.

5.2.2 Obtener fracciones de diferente polaridad del extracto responsable
de la actividad citotéxica.

5.2.3 Caracterizar los metabolitos secundarios presentes en la planta a
a través del tamizaje fitoquimico.

5.2.4 Identificar constituyentes presentes en el aceite esencial

de O. mizcranthun.

| FEOPIEDAD OF LA URIVERSICAR DE SAN CARIDS NF GUATEMALA!
| &ablnotera Central B
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6. HIPOTESIS

El aceite esencial o la fraccidn hexanica de O. micranthum son

los responsables de la actividad citotéxica.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Muestreo:
7.1.1 Unverso:
Extractos con disolventes de diferente polaridad de O.
micranthunm.

7.1.2 Muestra:

Aceite esencial y extracto hexanico de O. micranthum.

7.2 Recursos Humanos:
Br. Sully Cruz V., estudiante de la carrera de Quimica Farmacéutica,

Asesores: Lic. Armando Caceres y Mc. Ingeborg Berger.

7.3 Recursos Materiales:
7.3.1 Institucionales:
Laboratorio de los Departamentos de Citohistologia y
Farmacologia y Fisiologia, Unidad de Analisis Instrumental,

Biblioteca de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia y

Laboratorio FARMAYA S A,

7.3.2 Matesiales y Equipo:.
Destilador de aceites esenciales Ph. Eur.
Rotavapor BUCHL.
Cromatégrafo de gases PERKIN ELMER 8500.
Balanza analitica,
Bomba de aire.

Fuente de luz artificial.




7.4

7.3.3

Microplacas de 96 pozos, fondo plano.
Pipetas automiticas (100, 1000 ml ).

Puntas amarillas y azules (Tips).

Viales de 3 ml.

Pecera pequeifia, con doble divisién sin llegar al fondo (irea
cerrada y area abierta).

Espatulas pequefias.

Beakers (250, 1000 mt).

Probeta (1000 ml).

Esteredscopo.

Computadora con programa Finney (DOS).
Cromatofolios de silicage] 60 F,q,

Reactivos;

Sal marina (biocristales de mezcla manina).

Agua destilada.

Huevecillos de A. safina.

Reactivos para tamizaje ﬁtoquimicé.

Disolventes organicos: cloroformo, hexano, etanol, acetato de

etilo y metanol.

Procedimiento:

7.4.1 Seleccién de la planta.
7.4.2 Revisidén bibliografica.

14
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7.4.3 Obtencién del material seco:

La planta se recolectd en su lugar de crecimiento silvestre
bajo manejo (Chiguaxte, Samayac, Suchitepéquez). La planta se
lavé, escurrid ¥ se secd en secadores solares a la sombra.

7.4.4 Molienda de la planta.
745 Obtencién del extracto hexanico, cloroférmico, acetato de etilo,
etanblico y acuoso a partir de particion liquido-liquido.
7 4.6 Obtencién del aceite esencial de O. micranthum a través de
destilacién por arrastre con vapor y anslisis de los constituyentes

del aceite obtenido a través de cromatografia de gases.

7 4.6.1 Procedimiento de la obtencién del aceite: (8-14, 23-27).
Moler 100 g de materia seca vegetal. Pesar 50 g del
material molido. Introducir los 50 g de material molido en
un balén de destitacién de 1,000 ml.
Agregar agua destilada hasta cubrir los 50 g del material.
Instalar el destilador de aceites esenciales (ver anexos
esquema 2, pigina 56). Conectar ¢l baldn de destilacién con
el recipiente colector, llenar de agua y conectar el
refrigerante, agregar 2 ml de hexano.
Destilar a temperatura constante, aproximadamente durante
3 horas, al final de las cuales el agua y el aceite esencial se
condensan. Medir la capa superior de aceite esencial
recogido en el recipiente graduado. Abrir la llave, dejar caer
el agua y descartarla. Recibir la parte hexéanica en un vaso de

precipitar de 25 mil.
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Agregar 0.5 g de sulfato de sodio anhidro, filtrar y agregar al
filtrado 1 ml de hexano.

Evaporar a sequedad en una desecadora con cloruro de
calcio.

Pesar el aceite obtenido, verterlo en vial color ambar y

almacenar a 4 °C.

‘ 7.4.6.2 Cromatografia de gases: (8-14, 20).

7.4.7

Para realizar el analisis de los aceites esenciales la
temperatura de operacién de la columna debe encontrarse
entre 150-300 °C. La fase mévil es un gas inerte, la eleccién
del gas depende del sistema detector y cominmente se
emplean hidrégeno, nitrégeno, aire, helio y argdn. La
velocidad de flujo del gas es de 10-50 ml/min.

Por medio de un dispositivo de inyeccién, introducic 0.1-
5.0 ul muestra a analizar en la parte superior de la columna.
La muestra se volatiliza al entrar en contacto con la fase
estacionaria. El sisterna detector analiza el gas que fluye en
la columna y da una sefial eléctrica que es registrada
graficamente por un dispositivo adecuado.

Utilizar sustancias de referencia para contribuir a la

identificacién de los componentes del acete.

Ensayo in vifro para evaluar la actividad citotéxica contra 4.
salina (28-31).

El bicensayo contra A safina permite determinar

citotoxicidad en la larva de este crustaceo, el cual es
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altamente sensible a una gran variedad de sustaﬁcias
quimicas y extractos de plantas. La citotoxicidad se expresa
como concentracién - letal media (CLs; ), es decir la
concentracién que mata el 50 por ciento de los nauplios.

Preparacién del agua de mac disolver 35 g de sal marina
(biocristales de mezcla marina) en un litro de agua
destilada, marcar el beaker para indicar el volumen de agua,
hervir por 30 minutos y completar el volumen que se

(- evapord segin la marca. Filtrar, refrigerar hasta el
momento de su uso. El agua es estable por un mes a
temperatura de 6-8°C.

Cultivo de A. salina: se obtiene colocando en un vaso de
precipitar 200 ml de agua de mar y aireandola por 30
minutos. Colocar el agua en una pecera y agregar
aproximadamente 40 mg de huevecillos en el area cerrada
(lado obscuro). Incubar por 48 horas, a temperatura
ambiente y con luz artificial. Al eclosionar los nauplios

. , (larvas) pasan al drea abierta de la pecera (lado con luz).

Determinacién de la citotoxicidad: Pesar 0.002 g de
extracto vegetal y disolverlo con 2 ml de agua de mar. Si no
se disuelve en agua, agregar 40 u de DMSO
(dimetilsulféxido) y 1.96 ‘ml de agua. En la microplaca
agregar por triplicado:

100 pl del extracto disuelto (concentracién final 1 mg/ ml).
100 pl de agua de mar con 10 - 15 nauplios.

Control negativ'o‘:'

100 pl de agua de mar.
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100 1d de agua de mar con 10 — 15 nauplios.

Incubar a temperatura ambiente con luz artificial por 24 horas,
contar en el esterebscopo el nimero de nauplios muertos.
Agregar metanol a los pozos, esperar 15 minutos y contar de
nuevo todos los nauplios. Si se observan nauplios muertos en el
control negativo la prueba no es valida y hay que repetitla de
nuevo.

Si el porcentaje es mayor del 50 por ciento, la citotoxicidad es
menor de 1 mg/ml por lo que se debe realizar la prueba

nuevamente utilizando diferentes concentraciones de 1, 0.500,

0.250, 0.125, 0.0625 y 0.031 mg/ml.

Interpretacion:
Sumar el nimero de camarones muertos en los tres pozos (X).
Sumar el nimero total de camarones en los tres pozos (Y).
Determinar el valor de Clg, con el programa de computadora
Finney (DOS). Los extractos que no muestran toxicidad a una

concentracién de 1 mg/ml se consideran como no téxicos.

Tamizaje fitoquimico a través de ensayos MAcro y semimiceo
(20, 23-27).

Se realizan ensayos macro y sermumicro en los que se evalia la
formacién de precipitado y complejos coloreados. Se utilizan
técnicas de cromatografia en capa fina (CCF) convencionales pata

la caracterizacién fitoquimica.
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; 7.4.8.1 Investigacion de alcaloides:

Ensayos macro y semimicro: pesar 1 g de matenal
vegetal. Agregar 2 gotas de solucién de hidréxido de
amonio al 10 por ciento (p/v), luego afiadir 25 ml de
metanol a 60°C.  Filtrar con papel filtro Whatman 1 y
acidificar el fltrado con 4cido clothidsico 2 N, La sohucién
resultante dividirla en 4 tubos y evaluar de la siguiente
manera;

" _ Tubo 1: agregar 5 gotas del reactivo de Mayer's.
Tubo 2: agregar 5 gotas del reactivo de Dragendorff.
Tubo 3: agregar 5 gotas del reactivo de Wagner.
Tubo 4: testigo.
Usar como estandar soluciones al 1 por ciento de atropina
y papaverina. Observar durante 2 horas la existencia de
precipitados, turbidez o precipitacidén de complejos en los

tubos.

. ‘ Cromatografia en capa fina: pesar 1 g de material vegetal
seco y molido, agregar 1 ml de hidréxido de amonio al 10
por ciento (p/v) y extraer con 5 m! de metanol. Colocar en
bafio maria a 60°C durante 5 minutos. Filtrar y concentrar.
Aplicar en una placa de silica gel 60 F,,, utilizando como
estindar una solucién de atropina y papaverina al 1 por
ciento en metanol (10 ul). | |
Fase mévil: acetato de etilo-metanol-agua (100:13.5:10),

tolueno-acetato de etilo-dietilamina (70:20:10), n-butanol-

acido acético-agua (4:1:1).
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Deteccién: reactivo de Dragendorff.

- 7.4.8.2 Investigacién de flavonoides y antocianinas:
Ensayos macro y semimicro: extraer 3 g de material

vegetal pulverizado con 10 ml de etanol o metanol al 80

por ctento, filtrar y concentrar. Enfriar a temperatura

ambiente y triturar el residuo con 15 ml de éter de

petréleo hasta que la extraccidén sea incolora. Disolver el
- residuo en 30 ml de metanol al 80 por ciento, filtrar y

dividir en S tubos:

Tubo 1: agregar 0.5 ml de 4cido sulfiirico concentrado.

Tubo 2: agregar 3 a 5 gotas de cloruro férrico al 10 por

ciento (p/v).

Tubo 3: agregar 0.5 ml de 4cido clorhidrico concentrado y

calentar en bafio de maria por 5 minutos (prueba para

leucoantocianinas).

Tubo 4: agregar magnesio metilico y 0.5 ml de #cido

clorhidrico concentrado.

Tubo 5: testigo.

Evaluar las reacciones, cambios de color y/o formacién de

precipitado comparados con el testigo.

Cromatografia en capa fina: extraer 1 g de material
vegetal seco pulverizado con 10 ml de metanol por 5

minutos en bafio de maria a 60°C, Filtrar la solucién y

aplicar sobre las cromatoplacas de silicagel 60 F,;, Como
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estindar emplear solucién de ﬂavénoides 2l 0.05 por
ciento en metanol (10 pl).

Fase mévil: acetato de etilo-dcido férmuco-icido acético
glacial-agua (100:11:11:27), n-butanol-dcido  acético-agua
(40:10:50).

Deteccién: reactivo de Productos Naturales (NP/PEG).
Fluorescencia intensa en UV-365 nm.

Solucién 1 solucién metandlica al 1 por ciento de
difenilborloxietilamina (NP).

Solucién 2: solucidén etandlica al 5 por ciento de

polietilenglicol 4000 (PEG).

7.4.8.3 Investigacidn de antraquinonas:
Prueba de Bomtriger: extraer 3 g de matenial vegetal

pulverizado con 10 ml de etanol al 80 por ciento, filtrar y

concentrar en bafio de maria (60°C). Disolver el residuo
con 30 ml de agua destilada y filtrar. Extraer con 10 ml de
benceno. A la fase bencénica afiadir 5 ml de solucidén de
test de amonio y agitar. Observar cambios de color en la

tase alcalina (color rojo, rosado: positivo).

Prueba de Bortringer modificado: calentar 0.3 g de
matertal vegetal pulverizado con 10 ml de hidréxido de
potasio alcohdlico 0.5 N y 1 ml de peréxido de hidrégeno
al 3 por ciento y calentar 10 minutos en bafio de maria a
60°C. Afiadir 10 gotas de 4cido acético glacial para

acidificar. Extraer con 10 ml de bencenoc. A la capa
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bencénica adicionar 5 ml de solucién de prueba de amonio
y agitar. Observar cambios de color en fase alcalina (color

rojo, rosado: positivo).

Cromatograffa en capa fina: extraer 0.5 g de maternal
vegetal seco pulverizado con 5 ml de metanol en bafio
maria (60°C) por 5 minutos. Filtrar y aplicar 10 ul en la
cromatopiaca de silicagel 60 F,.

- Estandar: solucién al 0.1 por ciento en metanol de
antraquinonas (10 pl).
Fase mévil: acetato de etilo-metanol-agua (100:17:13).
Acetato de etilo-metanol-agua (100:13.5:10).
Deteccién: solucidn etandlica de hidréxido de potasio al 3
o 10 por ciento.
Antraquinonas: zonas rojas en visible y fluorescencia roja
en UV-365 nm.
Antronas y antranolas: zona amarillas en wvisible y

- ‘ fluorescencia amarilla en UV-365 nm.

7.4.8.4 Investigacidn de cumarinas:

Ensayos macro y semimicro: medir 5 ml de extracto
vegetal metandlico. Agfégaf 1 ml de agua destilada
hirviendo. Con un capilar aplicar 2 manchas en papel filtro.
A unz mancha agregar 1 gota de hidréxido de potasioA 0.5N.
Observar bajo luz uliravioleta de 365 nm (fluorescencia

azul o verde: positivo).
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Cromatografia en capa finz: A un 1 g de méterial
vegetal adicionar 10 ml de metanol y calentar 30 minutos
en bafio de marfa. Filtrar y evaporar hasta 1 ml. Aplicar 20
ul en una cromatoplaca de silica gel 60 Fasa- Utilizar como
estandar canela en metanol al 1 por cientc;. Fase méwvil:
tolueno-acetato de etilo (93:7).

Deteccidén: solucién etanélica de hidréxido de potasio al 5

o 10 por ciento. UV-365 nm ﬂuorescencié azul o verde.

7.4.8.5 Investigacién de cardendlicos y bufadienéliéos:

Presencia de lactonas insaturadas: extraer 10 g de
material vegetal con 30 ml de etanol o metanol al 80 por
ciento y filtrar. Colocar tres manchas del extracto (0.1, 0.2,
0.3 ml) sobre un papel filtro. Secar y agregar unas gotas del
reactivo Kedde. Secar el papel filtro y observar cambio de
color (mancha o anillo plrpura: positivo). Usar como
estandar un extracto de Digitals purpurea en metanol al 80
por ciento.

- Presencia de azicares 2-desoxigenadas: evaporar 10 ml
del extracto etandlico o metandlico, eliminar los pigmentos
coloreados con éter de petrdleo. Secar el residuo y agregar
3 ml de reactivo Keller-Killiani. Pasac a un tubo, mezclar y
resbalar 1-2 m] de 4cido sulfirico concentrado en la pared
del tubo. Observar la formacién de un anillo en la interfase

{anillo pirpura: positivo).

tFROFIEDAD DF LA UNIVERSIDAD DF SAM CARI0S DF GUATFRALA]
1 7 Bibiiir?!am'a ‘Cepna! )




24

Cromatografia en capa fina: a 1 g de material vegetal
agregar 20 ml de etanol al 50 por ciento y mantener en
reflujo durante 15 minutos. Dejar enfriac y filtrar, el
filtrado se trata con 4cido acético glacial. Extraer en 3
porciones de 15 ml de diclorometano. Los extractos se
filtran sobre sulfato de sodio anhidro y se evaporan.

Disolver con 1 ml de diclorometano/etanol (1:1) y aplicar
30-50 pl en la cromatoplaca de silicagel 60 F,q,. Estandar
digoxina 5 mg/2 ml de metanol (20 ul).

Fase moévil: acetato de etilo-metanol-agua (100:13.5:10)
acetato de etilo-metanol-agua (81:11:8), acetato de etilo-

metanol-etanol-agua { 81:11:4:8).

7.4.8.6 Investigacién de saponinas:

Prueba de espuma:
Tubo 1: 100 mg de matenal vegetal pulverizado y seco.
Tubo 2: 2 ml de control de saponinas (0.5 %).
Tubo 3: 2 ml de agua.
A cada tubo se le adiciona 10 ml de agua destilada.
Calentar en bafio de maria (60°C) durante 30 minutos.
Enfriar, tapar los tubos, agitar vigorosamente 30 a 40
segundos. Dejar reposar los tubos durante 30 minutos,
observar la formacidén de capa de espuma. Si una capa de
espuma mayor de 3 cm persiste en la superficie liquida
después de 30 munutos se presume la presencia de

saponinas.
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Cromatografia en capa fina: 2 g de material vegetal seco,
se extraen con 10 ml de etanol al 70 por ciento con reflujo
por 10 minutos. Evaporar a 5 ml y proceder a aplicar 25-
40 pl en una cromatoplaca de silicagel 60 F,,. Estandar de
saponinas al 0.1 por ciento en metanol (10 u).

Fase moéwvil: cloroformo-metanol-agua (64:50:10), n-
butanol-acido acético-agua (50:10:40).

Deteccién: reactivo de sangre. Zonas hemoliticas blancas
en fondo rojo.

(Reactivo de Liebermann-Burchard: UV-365 o VIS zonas
azules y verdes de saponinas esteroidales, rojas y violetas de
triterpenoides).

(Reactivo de Komarowsky: zonas azules, amarillas y rojas).
(Vainillina-dcido sulfirico y anisaldehido-4cido sulfirico:

zonas azules, violetas, amarillentas).

7.4.8.7 Investigacidon de prncipios amargos:

Cromatografia en capa fina: calentar 1 g de material
vegetal con 10 ml de metanol en bafio de marfa a 60°C por
10 minutos. Evaporar. y filtrar 2 2 ml. Aplicar en la
cromatoplaca. Estiandar artemisina al 1 por ciento  en
metanol (20 ul). _

Fase mévil: acetato de etilo-metanol-agua (77:15:8) y
cloroformo-metanol (95:5). |
Deteccién: vainillina-acido  sulfidrico, anisaldehido-dcido

sulfiirico. Zonas rojas-violetas, cafes-rojas, azules-verdes.
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(Reactivo de Liebermann-Buchard: UV-365 nm: gris, café;
VIS: café oscuro, gris).

7.4.8.8 Investigacion de taninos:

Ensayos macro y sermumicro: extraer 10 g de material
vegetal pulverizado con 30 ml de etanocl o metanol al 80
por ciento, filtrar y evaporar a sequedad. Afiadir 25 ml de
agua caliente al residuo y agitar con vanlla y dejar enfriar.
r Agregar 1 ml de solucién de cloruro de sodic al 10 por
clento y filtrar. Adicionar 3 ml del filtrado a 4 tubos de

ensayo:

Tubo 1: testigo.

Tubo 2: agregar 4 a 5 gotas de solucién de gelatina al 1 por
ciento (p/v).
Tubo 3: Agregar 4 a 5 gotas de gelatina-sal (1 por ciento de

gelatina y cloruro de sodio al 10 por ciento).

Tubo 4: Agregar 3 a 4 gotas de solucién de cloturo férrico
al 10 por ciento (p/v). |

Observar la formacién de precipitado y/o cambio de
coloracién.

Con cloruro férrico: grisdceo-negro: catecol; negro-azulado:

pirogalol)

1.4.8.9 Investigacién de glicésidos cianogénicos:
Prueba de Guignard: colocar 2 a 5 g de material vegetal

pulverizado en un'er[em'ncyer de 125 ml y humedecer con

agua; adicionar 1 ml de cloroformo. Aparte, introducir una
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tira de papel Whatman No.1 en picrato de sodio (ﬁecién
preparado) y posteriormente secar. La tira de papel
hiimedo insertarla en el erlenmeyer que contiene el material
vegetal evitando que toque las paredes y dejar a una
distancia de 1 cm de la muestra. Doblar el papel y tapar el
etlenmeyer con un corcho. Calentar en bafio de maria 2
37°C durante 3 horas o mas. Observar cualquier cambio

de color en el papel (de color amarillo a rojo o rojo-café).

7.4.8.10 Investigacion de aceites volatiles:
Cromatografia en capa fina:
Metodo A: extraer 1 g de muaterial vegetal pulverizado con
10 ml de diclorometano agitando por 15 minutos. Filtrar y

evaporar en bafio marfa (60°C) a sequedad.

Disolver en 1 ml de tolueno y aplicar 20-50° pul en
cromatoplaca de silicagel 60 F,

Método B: pesar 10-50 g ( dependiendo del tipo de droga)
de matenial vegetal y destilar con arrastre de vapor por 1
hora. Recolectar el aceite esencial en xileno. Diluir la
solucidn de aceite en xileno con tolueno 1:5 o si es muy
concentrada 1:10 y aplicar 5 pl (1:10) en cromatoplaca de
silicagel 60 F.,

Estandar: solucidén de tolueno 1:30 de mentol, timol,
anisaldehido, anetol, 1,8-cineol (3 pl).

Fase mévil: tolueno-acetato de etilo (93:7).

Deteccién:  anisaldehido-dcido  sulfiirico,  vanillina-acido

sulfiinico. Zonas azules verdes, rojas y cafés en visible.
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7.4.8.11 Investigacién de esteroles insaturados:

Ensayo macro y semimnicro: extraer 10 g de matenal
vegetal pulverizado con 30 ml de etanol o metanol al 80
por ciento. Filtrar y concentrar a sequedad. Remover
pigmentos vegetales con porciones de 10 ml de éter de
petroleo hasta que el éter salga incoloro. Adicionar 10 mi |
de benceno y agitar durante unos minutos. Decantar en un
tubo y secar con sulfato de sodio anhidro. Filtrar y
evaporar a sequedad. Agregar 10 ml de cloroformo, secar
con sulfato de sodio anhidro, filtrar y dividir el filtrado en 3
tubos:

Tubo 1: agregar 3 gotas de anhidrido acético y una gota
de acido sulfiitico concentrado (Liebermann-Buchard).
Tubo 2: ensayo de anillo agregar dcido sulfiirico
concentrado (Prueba de Salkowski).

Tubo 3: testigo.

Usar como estandar una solucidn de colesterol en
cloroformo 0.1 por ciento. Observar cambios de colores
inmediatos y/o graduales (rojo, rosado, violeta para
esteroles nsaturados) durante un periodo de una hora.
Prueba de anillo: en présencia de esteroles insaturados,

formacién de un anillo rojo cereza en la interfase.,
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7.5 Diseiio de Investigacién:

Se realiz6 un estudio no probabilistico a conveniencia ya que resulta
de interés seleccionar la planta O. micranthum por las referencias de
estudios anteriores, en las cuales se menciona que el extracto hexinico
de las hojas presenta actividad contra 4. sakna a una concentracién de

288 ppm (Caceres, datos no publicados).

Se detenminé la actividad citotéxica contra A, safima de los extractos
con polandad creciente: hexinico, cloroférmico, acetato de etilo,
etandlico, acuoso y del aceite esencial de las hojas de O. micranthum, las
cusles fueron evaluadas por triplicado agregando 100 pl del extracto
disuelto y 100 pl del agua de mar con 10-15 nauplios (concentracién final
de 1 mg/ml), utilizando como control negativo 100 ul de agua de mar y

100 pl de agua de mar con 10-15 nauplios.

El disefio de investigacién a utilizar se llevé a cabo mediante la toma
de una muestra de la planta O. micranthum a la cual se le aplicacd 6

tratamientos por polaridad creciente utilizando 3 dosis (1, 0.5 y 0.25

mg/ml).

La citotoxicidad se expresa como concentracién letal media (CL;, )
es decir la concentracién que mata el 50 por ciento de los nauplios.
Se calculd el porcentaje de nauplios muertos de 1a sigutente
manera:
Sﬁnm el nimero de camarones muertos en los tres pozos (X)

Sumar el nimero total de camarones en los tres pozos (Y)
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Se determiné el valor de Cls, con el programa de computadora Finney
DOS).

Si el porcentaje fue mayor del 50 por ciento la citotoxicidad era
.menor de 1 mg/ml, por lo que se realizd la prueba nuevamente
utilizando concentraciones decrecientes (1.0, 0.5, 0.250, 0.125, 0.0625 y
0.031 mg/ml}.
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8. RESULTADOS

8.1 Rendimiento de la extraccién:

Se utilizaron 19.60 g del extracto etandlico para obtener los diferentes

extractos, empleando disolventes con polaridad creciente, mediante la

técnica de particidn liquido-liquido.

Tabla No. 1
Extracto Peso en gramos Porcentaje
Hezanico 3.0252 15.43
Cloroféemico 1.9400 9.90
Acetato de etilo 1.3343 6.81
Acuoso 7.6000 38.77

8.2 Rendimiento del aceite esencial :

El acette esencial se obtuvo a partir de destilacidén por arrastre con vapor.

Se utihizaron 620 g de 1a muestra onginal obteniendo 1.6235 g de aceite, lo

que equivale a 0.2618 por ciento.

Tabla No. 2

Muestra
(peso en gramos)

Aceite obtenido
(peso en gramos)

Porcentaje

620.00

1.6235

0.2618




8.3 Constituyentes del aceite esencial de O. micranthum:
Se efectud el analisis por medio de cromatoprafia de gases inyectando
una muestra 0.22 ! de aceite obtenido a través de destilacion.
Se observaron 15 picos en el cromatograma, de los cuales 10 fue
posible identificar. El compuesto mayoritario presente en el aceite esencial

es el eugenol con un porcentaje del 27.6211 por ciento.

Tabla No. 3

Tiempo de Retencién (min) | Compuesto Area Porcentaje
7.56 & pineno 0.6319
8.75 Canfeno 0.4597
9.70 B- pineno 0.9880
11.58 Mirceno 0.3083
14.13 1,8 cineol 12.10061
30.53 Linalool 2.6533
32.20 B- cariofileno 6.4555
38.15 o- terpineol 7.1054
54.19 Eugenol 27.6211
60.38 Tso-eugenol 26.6206
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Comparacién de los constituyentes del Aceite esencial

de O. micranthum

Compuesto Guatemala Brasil (18) Indiana (8)
Area Porcentaje | Area Porcentaje | Area Porcentaje

o- pineno 0.6319 2.97 0.24
Canfeno 0.4597 0.15 0.04

B- pineno 0.9880 2.97 1.33
Mirceno 0.3083 1.86 0.13

1,8 cineol 12.1061 3.86 20.02
Linalool 26533 |- 2.71 .

B- cariofileno 6.4555 2298 19.26

o- terpineol 7.1054 2.88 1.10
Eugenol 27621y |- 20.50
Iso-eugenol 26.6206 1595 |-
B-elemeno |- 23.11 4.18

Total 84.9499 76.71 69.51

YPROPEDAD BE LA UNIVERSITAD DE SAX EARLDS DF GUATEMALA!
Biblioreca Centroi }
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8.4 Ensayo de la actividad citotdéxica contra Artemia salina:

En la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos en el bioensayo
contra A. sakina de los diferentes extractos con polaridad creciente:
hexanico, cloroférmico, acetato de etilo, acuoso y del aceite esencial de O.
micranthun.

Se observé que los extractos hexdnico, clorotérmico, acetato de etilo,
etandlico ¥ acuoso no fueron téxicos a miés del 50 por ciento de los
nauplios, por lo que no presenta actividad citotéxica. Al realizar la prueba
en el aceite esencial se observd toxicidad en mas del 50 por ciento de los
nauplios, por lo que la citotoxicidad es menor a 1 mg/ml, se realizd
nuevamente la prueba utilizando diferentes concentraciones de 1.0, 0.500,
0.250, 0.125 mg/ml , para obtener a través del programa Finney la
concentracién letal media (CL ).

N: Ntimero de animales para cada nivel de dosts.

P: Niimero de animales que respondieron.

D: Dosis antmética (lg/ml).

Extracto hexanico

Tabla No. 5
N p D
12 0 | 1000
13 1 1000
11 2 1000




Extracto cloroférmico
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Tabla No. 6
N P D
10 0 1000
9 0 1000
8 1 1000

B Extracto de acetato de etilo

Tabla No. 7
N P D
8 1 1000
10 0 1000
12 0 1000

Extracto etandlico

Tabla No. 8
N P D
10 0 1000
9 0 1000
14 2 1000

Extracto acuoéo

Tabla No. 9
N P D
8 0 1000
8 0 1000
9 0 1000




Aceite esencial
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Tabla No. 10

N P D

11 10 1000
10 10 1000
9 9 1000

Aceite esencial
Tabla No. 11

N P D

11 10 1000
10 10 1000
9 9 1000
12 9 500
9 8 500
9 7 500
10 3 250
11 5 250
12 2 250
8 0 125
10 1 125
7 0 125
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8.4.1 Concentracidn letal media (CL;):
Se obtuvo los valores de concentracién letal media de los diferentes
extractos de O. micranthum a partir de los resultados analizados en un
programa de computadora Finney.

Unicamente el aceite esencial presento actividad citotdxica contra A.

salina, con una concentracién letal media de 328.2689 pug/ml

Concentracion letal media

Tabla No. 12

Extracto CL,, (pg/ml)
Hexanico > 1000
Clorofdmmico > 1000
Acetato de etilo > 1000
Etandlico > 1000
Acuoso > 1000
Aceite esencial ‘ 328.2689

8.5 Analisis Estadistico:

Ji cuadrada para 7 grado(s) de libertad = 4.6108

e Concentracién letal media del aceite esencial de O. micranthum:
CL;,= 328.2689 ug/ml
G=0.1401

e Concentracidn inhibitoria 90 del aceite esencial de O. micranthum:
IC,,= 690.2805 pg/ml
G= 0.1401




39

e Concentracién inhibitorta 95 del aciete esencial de O. micranthum:
IC,= 852.1769 pg/ml
G=0.1401

Limite de confianza superior= 392.5933

Limite de confianza inferior= 259.8465

8.6 Tamizaje Fitoquimico:
A través de los ensayos macro y semimucto y  la técnuca de
' cromatografia en capa fina se encontraron los metabolitos secundarios
presentes en las hojas de O. wrgranthum, asi como también al ensayar con
diferentes fases mdviles y métodos de deteccién se presentan los que
mostraron mejor resolucidén en la dentiticacion de los compuestos:
® Antraquinonas
Fase méwil: acetato de etilo-metanol-agua (100:17:13).
Deteccidn: solucién etandlica de hidrdéxido de potasio al 5 por ciento.
¢ Saponinas
Fase méwil: cloroformo-metanol-agua (64:50:10).
Deteccidn: reactivo de Liebermann-Buchard UV-365 nm o VIS.
o Cardendlidos
Fase movil: acetato de etilo-metancl-agua (81:11:8).

Deteccion: dcido sulfiirico al 5 por ciento UV-365 nm.

® Flavonoides
Fase mévil: acetato de etilo-dcido térmico-dcido acético-agua 100:11:11:27).
Dete;:cic')n: reactivo de productos naturales UV-365 nm.

® Aceite esencial

Fase moévil: tolueno-acetato de etdo (93:7).

Deteccibén: anisaldehido-acido sulfiirico VIS.
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Metabolitos Ensayo Reaccién Resultado
Secundarios
Antraquinonas Prueba de Borntriiger Coloracién rojo | Positivo
Pruebade Bormntriger Coloraciéon rojo | Positivo
modificado
Cromatografia en capa | Fluorescencta Rf {cm)
fina fO10 0.970
Saponinas Prueba de espuma Presenciade Positivo
espuma
Cromatografia en capa | Fluorescencia | Rf (cm)
fina
e Saporunas Verde 0.726
esteroidales
e Saponinas Violeta 0.452
triterpenodes
Cardendlidos Cromatografia en capa | Fluorescencia Rf {cm)
fina Azul 0.4
Amanllo 0.92
Estindar de digoxina Azul 0.64
Flavonoides Cromatografia en capa | Fluorescencia | Rf (cm)
fina
o Flavonoles Amarillo-verde | 0.94, 0.49
Anaranjado- 0.49, 0.88
amarillo
e Flavonas Anaranjado 0.44
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Metabolitos Ensayo Reaccion Resultado
Secundarios
Aceites voldtiles | Cromatografia en capa | Fluorescencia | Rf {(cm)
fina
Método B Rojo-café 0.26, 0.38
0.50, 0.62
0.95
Estindares Fluorescencia | Rf (cm)
¢ Farnesol Rojo-caté 0.30
e Limoneno Rojo-caté 0.18,0.31
e Eugenol Rojo-caté 0.51
Mezcla de aceites Rojo-caté 0.51,0.31




9. DISCUSION DE RESULTADOS

La obtencién de aceite esencial de las hojas de O. micranthum se realizé a
través de destilacidn por arrastre con vapor, empleando el destilador de aceites
esenciales  modificado por la Farmacopea europesa, presentindose un
rendimiento del 0.3 por ciento. De acuerdo con la literatura se menciona que se
obtiene un porcentaje de 0.04-1.0 por ciento {8). El rendimiento del aceite
esencial dependerd de varios factores como lo son: la parte de la planta
utilizada, condiciones climiticas del lugar, cultivo, época del afio y grado de
humedad de la planta (9).

Al analizar los constituyentes del aceite esencial de O. micanthum por
medio de cromatogratia de gases, se identificaron los siguientes componentes
mayoritarios: eugenol (26.6206 %), 1,8 cineol (12.1061 %), a-terpineol (7.1054
%), B-cariofileno (6.4555 %) y linalool (2.6533 %). Al comparar con
publicaciones anteriores se observa que el aceite obtenido de las hojas de O.
micranthum procedente del Brasil presenta como componentes mayoritarios a
los sigutentes: B-elemenc (23.11 %), B-carofileno (22.98 % ), eugenol (15.93 %)
(18). FEl aceite obtenido de las hojas de O. wicranthum procedente de la
Universidad Purdue Indiana, presenta entre los constituyentes mayoritatios:
eugenol (20.50 %), 1,8 cineol (20.02 %), B-carofileno (19.26 %), y-elemeno
(14.44 %) (8). En base a lo anterior se puede deducir que el aceite de O.
micranthum procedente de Chiguaxte, Samayac, Suchitepéquez presenta mayor
cantidad de eugenol que las especies del Brasil y de Indiana.

El ensayo #n witro para evaluar la actividad citotéxica contra A. selina
determiné que la fraccién responsable de dicha actividad es la hexénica, por lo
que se evidencid qu'e la actividad estaba presente en el aceite esencial, ya que los

extractos obtenidos mediante disolventes con gradiente de polaridad creciente




(hexinico, cloroférmico, acetato de etilo, etandlico y acuoso) no fueron toxicos
a mas del 50 por ciento de los nauplios por lo que no presentan actividad
citotdéxica.

El aceite esencial de O. micranthum es el responsable de la accidén
citotoxica,” presentando una concentracidn letal media (CLg;) de 328.2689
pg/ml, concentracién inhibitoria 90 (C,) de 690.2805 pg/ml, y una
concentracién inhibitoria 95 (IC .o ) de 852.1769 pg/ml.

El anilisis cromatografico en capa fina perrmutid caractenizar los
metabolitos secundarios presentes en la planta, entre los cuales se encontraron:
antraquinonas, saponinas, cardendlidos, flavonoides, aceite esencial, los cuales
son ampliamente conocidos por sus propiedades. Se ha reportado la
composicidon quimica de O. micranthum el cual presenta tlavonoides, compuestos
fendlicos, terpenoides, saponinas, esteroides, tanunos y aceite esencial (6), lo que
indica que no existe variacion significatva en la quirmuca de O. muranthum
procedente de otras regiones, presentando la mayoria de los metabolitos
secundarios reportados.

Las antraquinonas son el grupo mas numeroso de las quinonas, poseen
acciones catirticas, antifiingicas y antibacteniales. Los flavonoides poseen
accidn insecticida, edulcorante, espasmolitica, antimicrobiana y antifingica.
Actualmente se emplean en la conservacidn de grasas o jugos de frutas, debido
a sus proptedades antioxidantes. Los aceites esenciales derivan del 1sopreno,
estan formados por monoterpenos, sesquiterpenos y compuestos aromaticos.
Tienen amplia aplicacién en perfumetia, se usan como saborizantes,
carminativos, analgésicos dentales, desinfectantes, expectorantes, sedantes y
antiespasmédicos. Las saponinas constituyen un grupo de glicdsidos que se
disuelven en agua y disminuyen la tensién superficial, poseen un efecto

hemolitico, son de gran wnportancia por su relacién con compuestos como
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hormonas sexuales, cortisona, esteroides, diuréticos, vitamina D y heterdsidos

cardiacos (24,35).

Los heterésidos cardiacos mias comunes y abundantes presentes en las

plantas son los cardendlidos, los cuales tienen un efecto beneficioso sobre el

miocardio ya que actiian en el funcionamiento cardiaco (20, 24, 35).

Se emplearon diferentes fases moviles y reactivos para la deteccién de

los metabolitos secundarios, encontrandose que las fases que permiten mejores

resultados en el tamizaje htoquimico fueron las sigruentes:

Antraquinonas

Fase mévil: acetato de etilo-metanol-agua (100:17:13).

Deteccion: solucién etandlica de hidrbxido de potasio al 5 por ciento.
Saponinas

Fase mévil: cloroformo-metanol-agua (64:50:10).

Deteccion: reactivo de Liebermann-Buchard UV-365 nm o VIS.

Cardendlidos
Fase movil: acetato de etilo-metanol-agua (81:11:8).
Deteccién: acido sulfiirico al 5 por ciento UV-365 nm.
Flavonoides
Fase mévil: acetato de etilo-acido formico-acido acético-agua 100:11:11:27).
Deteccién: reactivo de productos naturales UV-365 nm.
Aceite esencial
Fase mévil: tolueno-acetato de eulo (93:7).

Deteccidn: anssaldehido-dcido sulftirico VIS,
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10. CONCLUSIONES

Unicamente el aceite esencial de O. micranthum es el responsable de la
accién citotéxica contra A. salina, el cual presentd una concentracion
letal media (CLy, ) de 328.2689 pg/ml, mientras que todas las demas

fracciones evaluadas carecen de actividad.

Los componentes mayoritartos del aceite esencial de las hojas de O.
micranthun son eugenol (26.6206 %), 1,8 cineol (12.1061 %), o-terpineol

(7.1054 %), B-cariofileno (6.4555 %), inalool (2.6533 %).

El aceite de O. micranthum procedente de Chiguaxte, Samayac,
Suchitepéquez presenta mayor cantidad de eugenol comparado con otras

espectes reportadas en la literatura.

Los metabolitos secundarios presentes en las hojas de O. wicranthum son:

antraquinonas, saponinas, cardendlidos, flavonoides, aceite esencial.



11.1

11.2

11.3

11. RECOMENDACIONES

Continuar los estudios de citotoxicidad in vitro y realizar ensayos in vivo
con el aceite esencial a efecto de conocer el potencial teal de la planta

como agente antitumoral o agente antip rotoZoario.

Realizar el tamizaje antibacteriano con la finalidad de evaluar la actividad
que presenta la planta, ya que posee metabolitos secundarios importantes
como las antraquinonas y flavonoides los cuales se caracterizan por

poseer acciones antifingicas y antibacteriales.

Ewvaluar la actividad farmacoldgica de los extractos de la planta y el aceite
esencial con el propésito de validar las propiedades medicinales que se le

atribuyen popularmente.
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13. ANEXOS

Clasificacién Botanica de Ocimum micranthum (Albahaca de
Monte:

Reino: Plantae

Subreino: Embryobionta

Divisidén:  Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase:  Sympetalae

Orden: Tubiflorae

Familia: Labiatae

Género: Ocimurn

Espece: Odcimum micranthum Willd (32).

Descripcion botanica:
Famulia : Labiatae o Larmuaceae (1-3)

Planta silvestre, hierba anual erecta, pequefia de 50 cm de altura o
menos, ramificada, de olor agradable, tallos erectos, ramosos, cuadrados
y oblongo, 2 a 7 cm de largo, pubescentes con pelos cortos, el margen es
dentado. Hojas: delgadas, en delgados peciolos, ampliamente ovaladas a
oblongo-ovaladas, de 2-7 cms. de largp, agudas, redondeadas o agudas
en la base, aserradas o sub-enteras, casi glablras, densa -y' finamente
glandular punteadas, palidas en el envés, opuestas, ovadas, ¥y
frécuentemente en tonalidades moradas. Flores: cidliz de 7-8 mm de
largo, verdes, puberulentos o glabros, el labio superior amplio, céncavo,
el de abajo de 4 angostos 6bulos subulados, corola blanca, cerca de 4

mm de larpo, filamentos desnudos; los frutos de 1 mm de largo,
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bilabiadas, blancas o lilas, semillas negras. Inflorescencia: verticilios
florales numerosos, separados, formando wuna alargada panicula
racimosa, los pedicelos de 4-7 mm de largo, en verticilos puestos en

espigas de 3 2 10 cm, recurvados (1-3,38).

Zona de Vida:
Bosque seco subtropical (16).

Agricultura:

O. micranthum se obtiene por recoleccion en las regiones de
crecimiento silvestre. Se recomienda iniciar actividades de manejo,
domesticactén vy cultivo  para  garantizar  su  disponibilidad.
Empiricamente se multiplica por esquejes que se enraizan en suelo

cernido y se trasplantan a filas de 40 cm. Las hojas se secan a la sombra

(22).

Usos terapéuticos populares en Centroamerica:

FEn Guatemala la hoja fresca machacada se aplica para eliminar miasis
nasal del género Luctla, el polvo de hojas secas se aspira para congestion
nasal y el jugo de hojas frescas para lavado de ojos. El cocimiento de la
raiz se usa para tratar la malana, la corteza es cianogenética y se usa en
problemnas digestivos (colera). Las semillas son mucilaginosas, dmréticas
y nutativas, por via oral se usan para tratar afecciones digestivas y
tbpicamente para tratar llagas y tlceras (22,38).

En El Salvador se usa para dolores de cabeza, calmante de nervios,

contra dolores de oidos, para entonar el estdbmago y como
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antituberculoso. Se prepara horchata machacando hojas y se les pone un
poquito de agua, se toma una copita 3 veces al dia (6).

En Honduras se usa la raiz, hoja, flores y la planta entera para el dolor
de cabeza, muelas y cuerpo, se cocinan 5 hojas en un vaso de agua, se
tomian 3 vasos al dia. Para aliviar el dolor de cabeza también se cocinan
las hojas y se hacen bafios en la cabeza durante dos dias, la hoja de esta
planta se frie en manteca de gallina con alcanfor, se coloca la mezcla en
un lienzo pequefio y se soban las sienes hacia atras. Contra el paludismo
se cocinan en agua 7 raices y se cuela, dindose baiios durante 9 dias (6).

En Nicaragua, se usa para el dolor de oidos, aires, resfriados, catarros,
tos, estrefitmiento, dolor de cabeza, nervios, indigestién, diarrea, dolor
de estémago, mal de oo, reumatismo y calentura. Se prepara una

infusién de una cucharada de la hierba picada por taza de agua hirviendo.

Se torma una taza 3 veces al dia (6).
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Abb.T: Desdllationsauisatz  nach Ph. Eur,
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