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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo el cuantificar el contenido de
sesquiterpenlactonas en Calea urticifolia durante los meses de enero a junio
de 2012. Las sesquiterpenlactonas son metabolitos secundarios que se
encuentran principalmente en la Familia botanica de las Asteraceas y dentro de
esta Familia se encuentra Calea urticifolia conocida como Juanislama,
popularmente utilizada por la poblacibn Salvadorefia en el tratamiento de
artritis, fiebre, cancer, coloradias (acaros), analgésico, diabetes, entre otros.

La investigacion consistio en la identificacion de la especie vegetal por un
botanico experto; la recoleccién de Calea urticifolia dos veces por mes; para
proseguir con la extraccion, identificacion y cuantificacion de las
sesquiterpenlactonas presentes en las hojas; la sesquiterpenlactonas se
extrajeron a través del método continuo Soxhlet, luego se eliminé el solvente de
extraccion por medio de un rotaevaporador para obtener los extractos secos. A
partir de estos extractos secos se realizaron dos pruebas de identificacién de
sesquiterpenlactonas: 1) A través de un reactivo revelador (reactivo de Baljet),
luego de ser eluida en cromatografia de capa fina, ademas se obtuvieron los R¢
de cada una de las machas reveladas. 2) Se realiz6 por medio de un
espectroscopia ultravioleta. Posteriormente se llevo a cabo la cuantificacion por

medio de espectroscopia visible.

Los resultados de la identificacion de sesquiterpenlactonas dieron positivos por
los dos métodos; algunas manchas en la cromatografia de capa fina resultaron
tener un R; diferente a los marcadores, las cuales seria convenientes estudiar

en un futuro.



Es necesario completar los meses de julio a diciembre para tener una vision
méas amplia de la produccion de sesquiterpenlactonas en Calea urticifolia

durante todo el ano.
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1.0 INTRODUCCION

Las sesquiterpenlactonas son metabolitos secundarios predominantes de la
Familia Asterdceas (Compositae), derivados biogenéticamente del farnesil
difosfato (FPP). Estos poseen la caracteristica de ser amargos al gusto y se
encuentran en todas las partes de las plantas de la Familia Asteraceae
(Compositae), en concentraciones que varian entre 0.01 al 8% del peso seco,
siendo las concentraciones mayores generalmente en las hojas. Ademas los
métodos méas habituales de extraccion son el reflujo y el soxhlet. Las
sesquiterpenlactonas poseen una gran variedad de actividades biologicas
como: citotéxica, antitumoral, analgésica, antiinflamatoria, antimicrobiana, entre

OtraS = (10), (20)

Calea urticifolia (Juanislama) es una especie vegetal ampliamente utilizada en
la medicina tradicional salvadorefia para una gran variedad de padecimientos,
entre los que se encuentran: artritis, fiebre, cancer, coloradias (acaros),

analgésico, diabetes, entre otros.

El presente trabajo consisti6 en la recoleccidon, extraccion, identificacion y
cuantificacion de sesquiterpenlactonas presentes las hojas de Calea urticifolia
(Juanislama) durante el periodo de Enero a Junio de 2012 (el periodo restante
que consta de Julio a Diciembre se completard en 2013 a través de un nuevo
trabajo de graduacion). Este se puede considerar como un primer estudio que
se lleva a cabo sobre cuantificacion de sesquiterpenlactonas en esta especie

vegetal.

El presente trabajo de graduacién fue financiado por el proyecto de CIC-UES,
bajo el cdédigo 09.05 titulado: Estrategia multidisciplinar en la busqueda de

nuevos agentes analgésicos y antiinflamatorios procedentes de la Familia



Xiv

Compositae; concedido por el Consejo de Investigacion Cientifica de la

Universidad de El Salvador.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Cuantificar las sesquiterpenlactonas provenientes de las hojas de Calea

urticifolia en el periodo comprendido de enero a junio de 2012.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 ldentificar la especie vegetal en el Herbario del Jardin Botanico La

Laguna.

2.2.2 Recolectar las hojas de la Calea urticifolia bimensualmente durante

el periodo comprendido de Enero a Junio de 2012.

2.2.3 Realizar la extraccion de las sesquiterpenlactonas por el método
continuo en Soxhlet, utilizando cloroformo como solvente de

extraccion.

2.2.4 Cuantificar las sesquiterpenlactonas presentes en el extracto

cloroférmico mediante espectroscopia visible.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 GENERALIDADES DE LAS SESQUITERPENLACTONAS

Las sesquiterpenlactonas constituyen un grupo numéricamente importante de
sustancias (alrededor de 3000 estructuras conocidas) que ya fueron descritas
en los tratados antiguos de materia médica bajo el nombre evocado de
“Principios Amargos”. Estas sustancias se encuentran en hongos, briofitos; pero
mayoritariamente en especies de la Familia Asteraceae, donde se localizan
frecuentemente en pelos secretores situados alrededor de la hoja, tallo y

bracteas de la inflorescencia a menudo en los aquenios. (o), ¢3

Las sesquiterpenlactonas poseen un esqueleto fundamental de 15 &tomos de
carbono, que tedéricamente derivan de la unién cabeza-cola de tres fragmentos
de isopreno y se considera biogenéticamente derivados del farnesil difosfato;

parte del esqueleto es un anillo de metilbutendlido. (,

3.1.1 Definicién de sesquiterpenlactonas

Son una clase de terpenoides de origen natural (sesquiterpenoides Cis) con un
anillo lacténico, que provienen biogenéticamente del farnesil difosfato,
presentando una gran diversidad de estructuras y clasificaciones (ver Fig. N° 1).

(17), (20), (23)
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Germacrandlido
————————————

Fig. N° 1. Ejemplo de una sesquiterpenlactona con esqueleto germacrandlido.

3.1.2 Clasificacion

Las sesquiterpenlactonas se clasifican comunmente de acuerdo con el tipo de
ndcleo que posean y con la terminacion élido, que indica la existencia de un
grupo funcional lacténico; por ejemplo las que tienen el nucleo tipo Germacrano
se las llama Germacrandlidos; las que tienen el nucleo tipo Eremofilano son
Eremofilandlidos, las que contengan nlcleo tipo Eudesmano son

Eudesmandlidos, Heliangdlidos, Michampandlidos, etc. (3

3.1.3 Nomenclatura

Debido a la gran diversidad estructural de las sesquiterpenlactonas, no se
cuenta con normas claras para su nomenclatura, por esto se acostumbra
denominarlas con nombres vulgares p.ej. Helenalina, Mexicanina, Artemisinina,
entre otras; aunque algunos autores las nombran relacionando el ndcleo basico

y los sustituyentes. (s

La Fig. N° 2 muestra ejemplos de esqueletos de sesquiterpenlactonas y la

manera como se enumeran los atomos de carbono del ndcleo base.
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Onoseriodlido

Fig. N° 2. Ejemplos de numeracion de carbonos en cinco esqueletos base de

sesquiterpenlactonas.
3.1.4 Biogénesis

Las sesquiterpenlactonas se originan a partir de farnesil difosfato, que por
perdida del OPP (grupo difosfato) se produciria el catibn E, E-farnesilo y a
partir de este se generarian posterior adicion electrofilica el catiébn germacrilo y
el humalilo (Ver fig. 3), los cuales a través de adiciones electrofilicas vy
protonaciones de doble enlace, nos conducirian a los cationes guailo y
eudesmilo (Ver Fig. N° 3). 5) A partir del cation E, E-farnesilo y por medio del
giro del enlace 3,4, se formaria el cation E, Z-farnesilo (Ver Fig. N° 3), el cual

generaria a través de una serie de reacciones de adicion electrofilica y
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desplazamientos 1,3 de hidruro, cationes tales como el bisabdlilo, cis-

germacrilo, cis-humilo, etc. (Ver Fig. N° 3).

%

@
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\
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Fig. N° 3 Biogénesis de los sesquiterpenos ciclicos, a partir del catién E, E-
farnesilo y E-Z-farnesilo.
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Se ha demostrado también que hay una relacion biogenética entre el

germacrandlido y las otras sesquiterpenlactonas segun puede observarse en la

Fig. N° 4

O
0]
Germacrandlido

el

EIemanéIidoo Seco-eudesmanolido
O
o)
o___. 0
(e}
o)
Eudesmandlido Eremofilanélido Bakkendlido

/P G

Ambrossanélido Seco-ambrossanélido
Cadinanolido

0
5 o 0" Yo
Guayanélido
\ Xanthanoélido
o
0 0
0

Seco-germacranélido Helenandlido

O

0 Seco-helenanélido

Crimaranolido

Fig. N° 4 Formacion de diversos esqueletos sesquiterpenlactdnicos a partir del

esqueleto de germacrandlido.
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3.1.5 Formacién de la lactona sesquiterpénica

Una propuesta biogenética de formacién del anillo lactonico, podria transcurrir a
través del farnesil difosfato por perdida del OPP, generandose el catién E, E-
farnesil difosfato. A partir de este y por medio de la pérdida de un protén se
generaria el Germacrano A. Hidroxilacion selectiva del C-13 y posterior
oxidacion con NAD" (dinucleotido de adenina nicotinamidasa ) nos producira el
acido germacranico (Ver Fig. N° 5), posterior hidroxilacion regio vy
estereoselectiva con NADPH (dinucleotido de adenina nicotinamida reductasa)
en presencia de O, y esterificacion intramolecular se generaria el (+)-

Custunalido. ) aa)

AN AN H
—
/‘w
OPP

Farnesil difosfato Cation £, Efarnesilo

NAD*
-
zZ zZ
CHO CH,OH
l NAD*
H,0
NADPH
0,
R ——
7
COOH
Acido germacranico ( +) -Custundlido

Fig. N°5 Propuesta biogenética de formacion del (+)-Custundlido.
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3.1.6 Distribucion y estado natural de sesquiterpenlactonas

Las sesquiterpenlactonas son constituyentes caracteristicos de plantas de la
Familia Asteraceae (Compuestas), aunque se han encontrado en otras pocas
plantas de Familias como Magnoliaceas, Umbeliferas y Lauraceas. Hasta 2011
se habian reportado unas 3000 sesquiterpenlactonas naturales y las
concentraciones de sesquiterpenlactonas pueden variar entre el 0.01 y el 8%
del peso seco, siendo las concentraciones mayores generalmente en las hojas,
aunqgue estan en toda la planta. Principalmente se les puede encontrar en forma

libre y raramente en forma glicosidica. ), @) a9),

3.1.7 Extraccion de sesquiterpenlactonas

Debido a que la gran mayoria de sesquiterpenlactonas naturales que se
encuentran, estan en forma libre, las propiedades de solubilidad caracteristicas
estan relacionadas con la gran mayoria de terpenoides y por lo tanto son
solubles en solventes relativamente apolares como cloroformo, diclorometano,
benceno, éter etilico, etc.; siendo el cloroformo el méas utilizando para su
extracciobn.  Estas son algunas de las formas de extraccion de

sesquiterpenlactonas:

El material seco y molido se extrae por medio del método soxhlet,
utilizando como solvente el cloroformo. El extracto concentrado se
redisuelve en etanol caliente y se aflade solucion acuosa de acetato de
plomo al 5%, con lo cual se precipitan sustancias mas polares. Luego de
filtrar, el filtrado se concentra y se somete a cromatografia (Marcha de
Clark). (Ver figura N°6).
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1. Precipitacion con acetato de plomo 2. Filtrado

3. Concentracion del filtrado 4. Cromatografia de capa fina

Fig. N° 6 Marcha de Clark

- El material vegetal seco y molido se macera durante 48 horas con
cloroformo. Se elimina el solvente a presion reducida y el residuo se
extrae con etanol caliente. La fase etandlica se diluye con una solucién
acuosa de acetato de plomo y de &cido acético. La suspension se deja
reposar 2 dias y se filtra. El filtrado se concentra y el residuo se extrae
completamente con cloroformo. El extracto cloroféormico se lava con
agua, se seca con sulfato de sodio anhidro y se somete a cromatografia.

]

- El material vegetal seco y molido, se macera con etanol. La solucion
etandlica se concentra y posteriormente se diluye con agua y se extrae
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con éter de petréleo. La fase agua-etanol se extrae exhaustivamente con
cloroformo. Los extractos cloroférmicos se secan y concentran. El

residuo se cromatografia con alimina.

El material seco y molido se extrae por medio del método Soxhlet
utilizando cloroformo como solvente extractor, hasta agotamiento de la
muestra. (Ver Fig. N° 7) Luego se procede a la separacion de las

sesquiterpenlactonas por medio de cromatografia de columna. (s, @4

Fig. N° 7 Aparato de extraccion Soxhlet.
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3.1.8 Pruebas de identificacidén de sesquiterpenlactonas

Como todas las y-lactonas son dificiles de saponificar, se recurre a la de
hidroximatos férricos de color purpura. Una gota de solucién
etandlico o etérea del compuesto se coloca en un tubo de 4 x 50 mm o
en un microcrisol, se afiade una gota de solucidbn metandlica 2N de
hidroxido de potasio. La mezcla se calienta durante 1-2 min. En seguida
se enfria, se acidula con acido clorhidrico 0.5 N y se afiade una gota de
cloruro férrico 1%; se observa la coloracion violacea. Las santoninas dan
un color rosa violeta y la alantolactona violeta oscuro. Las cumarinas,

otras lactonas y en general los esteres, dan positiva esta prueba. (;

Las lactonas y,B-insaturadas dan la prueba de Legal con la evidencia
de una coloracion rosa, aunque también las f3,y-lactonas dan coloracion
si no se controla bien el pH, ya que estas se isomerizan en medio
alcalino. Unos 2 mg de sustancia se disuelven en 2 a 3 gotas de piridina;
en seguida de le afiade una gota de una solucion reciente de
nitroprusiato de sodio 0.5% y después se le afiade gota por gota, 4 gotas

de hidréxido de potasio 2N y se observa las una coloracion roja oscura. ¢

En la prueba de Baljet, se utilizan dos soluciones que se mezclan en
iguales voliumenes antes de utilizarse. La solucion A, contiene 1g de
acido picrico en 100 mL de etanol y solucién B, 10 g de hidroxido de
sodio en 100 mL de agua. Para esta prueba se colocan 2-3 mg de
compuesto y unas 3 a 4 gotas de reactivo, siendo positiva si se forma

coloracién anaranjada o roja obscura, ¢



28

3.1.9 Separacién y andlisis cromatogréfico

Las sesquiterpenlactonas pueden separarse y analizarse bien sea por
cromatografia en columna o cromatografia en capa fina, utilizando silica gel y
eluyentes como: CHCI3;:MeOH (9:1), cloroformo:metanol; CHCIl;:MeOH (19:1),
cloroformo:metanol; CHCI3:Et,O (4:1), cloroformo:éter etilico; CHCI3:Et,O (5:1),
cloroformo:éter etilico; n-Hex:AcOEt (100:0; 0:100) n-hexano:acetato de etilo;
Cl,CH2:Me,CO (8:2), diclorometano:acetona; Et,O:Me,CO (9.5:0.5), éter
etilico:acetona; CIl,CHz:i-proOH (9:1), diclorometano:isopropanol; CIl,CH;:Dio
(8:2), diclorometano:dioxano; Tol:Dio (8:2), tolueno:dioxano; CCl4:Dio

(8:2),Tol:AcOEt (6:4) tolueno:acetato de etilo; entre otras. (s, s

Actualmente, se pueden separar y analizar mezclas de sesquiterpenlactonas en

poco tiempo, por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

Como agentes reveladores para los andlisis por cromatografia en capa fina

pueden utilizarse:
Selectivos:

- Reactivo Legal (el reactivo revelador estd constituida por: piridina,
nitroprusiato de sodio 0.5% e hidréxido de sodio 2N) las lactonas
insaturadas presentan una coloracién rojo oscuro.

Reactivo Baljet (el reactivo revelador tiene una mezcla similar en
volumenes de &cido picrico/etanol al 95% e hidréxido de sodio al 10%)

las lactonas insaturadas presentan una coloracion naranjas a rojo.

No selectivos:

- Acido sulfarico concentrado y calentamiento
- Vapores de yodo.

Luz ultravioleta a 254 nm
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permanganato de potasio al 1%.

3.1.10 Caracteristicas espectrales

La estructura quimica de las sesquiterpenlactonas es elucidada a partir de
datos obtenidos por espectroscopia infrarroja (IR), ultravioleta (UV-vis),
espectrometria de masas (MS), rayos X y principalmente de Resonancia
Magnética nuclear 1D (RMN-'H, *C, DEPT) y 2D (HMBC, HSQC, HSQC
editado, HMBC, COSY y ROESY). ¢3

En el presente estudio las caracteristicas espectrales de las
sesquiterpenlactonas seran analizadas por medio de espectroscopia UV-vis.

3.1.11 Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-VIS)

La espectroscopia UV-VIS permite determinar la absorcién de luz en una
muestra. Cuando la radiacion incide sobre una sustancia, no toda ella se ve
afectada por la misma, al &tomo o conjunto de atomos que absorben radiacion
se le denominaba cromoéforo. En las moléculas existen también atomos o
grupos de atomos que no absorben radiacion, pero hacen que se modifique
alguna de las caracteristicas de la absorcion del croméforo, se denominaban a

tales grupos auxocromos. qs

La absorcién de la energia se registra de 190 a 380 nm para la region
ultravioleta y de 380 a 700 nm para la region visible.

En contraste con las técnicas RMN e IR, las sefiales en el espectro UV son muy
anchas debido a los multiples cambios de estados vibracionales y rotacionales

gue acompafian a las transiciones electrénicas (.

Para que se observe una absorcion maxima debe existir en la molécula un

cromoforo (aquellos grupos funcionales que sin unién o conjugacion con otros
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grupos, muestran absorcion electronica en la region del visible y ultravioleta), de
esta manera la técnica permite detectar la presencia de un determinado
cromoforo el cual origina practicamente el mismo patrén espectral,

independientemente de la estructura total de la molécula.

La absorcion en el ultravioleta depende de las insaturaciones conjugadas que
posee la molécula. Las sesquiterpenlactonas saturadas no absorben por
encima de 200 nm, las sesquiterpenlactonas a,pB-insaturadas absorben
fuertemente entre 205-225 nm (E= 5000-14000). La presencia de sistemas
ciclohexanona o de ciclopentanona origina maximos de absorcién a 214-230

nm (€ = 10000) que cumplen las Reglas de Woodward. ;) @), 0, @)

3.2 GENERALIDADES DEL Género Calea
3.2.1 Género Calea

El género Calea pertenece a la Familia Asteracea y se encuentra extendido en
casi todos los climas del mundo pero preferentemente en climas tropicales.
Hasta el momento hay 291 especies pertenecientes al género Calea, pero solo
148 han sido aceptados (Ver Fig. N° 8). us @ Algunas de las especies

pertenecientes a este género son:

- Calea glomerata

- Caleauniflora

- Calea zacatechichi
- Caleaternifolia

- Caleavenosa

- Calea granitica

- Calea urticifolia
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Calea zacatechichi Calea ternifolia

Calea venosa Calea granitica

Fig. N° 8 Algunas especies del género Calea.
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3.2.2 Especie Calea urticifolia
Familia

Asteraceae (Compositae) (»,

Sinénimos

- Solidago urticifolia Miller 5

Nombres comunes de Calea urticifolia

Juanislama (El Salvador y Ecuador); Amargoén, Juanislama, Calea, Hoja
de empacho (El Salvador); Chirivito (Hondura); Murupo, Murupo de
perro (Nicaragua); Jaral de castilla, Chilchaca, Jarilla, Tacote, Hierba del
negro, Negro, Negrito chichiquizo, Matacucuyuchi (México). w, @, o). a2, a9,

(28), (29), (30), (35)

3.2.3 Descripcion botanica

Arbusto erecto de 0.6-3.5m de altura, comin en diferentes zonas de El

Salvador.

- HOJAS: simples, opuestas, de borde aserrado o crenado, de ovaladas a
lanceoladas, pilosas, trinerviadas, ovaladas u oblongas, asperas o
escamosas en la haz, en general densamente pilosas en el envés, 3-14
cm de largo y 1.5-3 cm de ancho, apice agudo a acuminado, base aguda
a redondeada, en general densamente pilosas en el envés; peciolos 2-15

mm de |al’go e hirSUtOS (Ver Flg NO 9) (4), (6), (10), (15), (16), (29), (30), (34)
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Fig. N°9 Arbusto de Calea urticifolia y detalles de sus hojas.

TALLOS: en general densamente pubescentes con tricomas patentes
café, el tallos cortamente pilosos o hirsutos, especialmente en la parte

superior (Ver Fig. N° 10). . @), as), s, 9

Fig. N° 10 Tallos de Calea urticifolia.



34

FLORES: amarillas reunidas en capitulos, dispuestas en inflorescencia
umbeliformes, capitulos abiertos o amontonados; filarias en 4-5 series,
las exteriores escabrosas y herbaceas, internas escariosas; paleas
lanceoladas, flésculos del radio 3-8, fértiles, del disco 15-30, las corolas

amarillas (Ver Fig. N° 11). . ) o), o)

Fig. N° 11 Flores de Calea urticifolia.
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FRUTOS: en aquenio cilindricos, 1.5-3 cm de largo con vilano de
escamas angostas (Ver Fig. N° 12). « au. ¢s) a1

Fig. N° 12 Frutos de Calea urticifolia.

3.2.4 Distribucién de Calea urticifolia

Esta ampliamente distribuida por todo el mundo (cosmopolita), pero se
encuentra mejor representada en regiones semiaridas, tropicales y
subtropicales creciendo entre 0-1400 msnm. Principalmente lo podemos

encontrarla desde Panama hasta el norte de México y Centroamérica. s

Esta planta es favorecida por el disturbio (ella es dominada por otras especies)
y no presenta problemas de supervivencia. Es una planta de clima calido y
semicdlido, asociada a ecosistemas de selva baja caducifolia, bosques
tropicales subcaducifolio, subperenifolio, perenifolio y bosques de encino y pino.
Normalmente se encuentra en terrenos abiertos y a orillas de caminos y florece
de octubre a febrero. (Ver mapa N° 1 ) es)
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Mapa. N° 1 Zona de mayor distribucién de Calea urticifolia desde México hasta

Panama (paises con pinchos amarillos). .

3.2.5 Distribucion geogréfica de Calea urticifolia en El Salvador

No existe una distribucion especifica de Calea urticifolia en El Salvador, pero
existen reportes de colectas reportadas por botanicos expertos que laboran en
el Jardin Botanico La Laguna, Antiguo Cuscatlan, La Libertad. Se han
reportado, asi, en Sonsonate, Santa Ana, La libertad, Chalatenango, San

Salvador, Morazan y San Miguel (Ver Mapa N° 2).
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Mapa N°2 Distribucion de Calea urticifolia en El Salvador presentes en los

departamentos marcados con el fichero. .,

3.2.6 Usos etnobotanicos de Calea urticifolia

Entre los valores autéctonos que constituyen el acervo cultural de El Salvador
se encuentra ciertos comportamientos que los salvadorefios manifiestan al
enfrentar distintas clases de enfermedades. Tales conductas se evidencian a
través del empleo de remedios empiricos elaborados con material botanico.
Esta practica medico popular realizada por medio de la automedicaciéon y el
curanderismo y comprende variados y peculiares métodos de preparacion,
administracion y dosificacion. Entre tantas plantas medicinales por la poblacion
salvadorefa, se encuentra la famosa “Juanislama” Calea urticifolia, del cual

existen muchas aplicaciones terapéuticas las cuales se resumen en la tabla N°

1. g



Tabla N° 1 Usos etnobotéanicos de Calea urticifolia
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Calea
urticifolia (10

Enfermedad | Organo Procedimiento Via de Posologia
vegetal parala administracion
utilizado elaboracion
Artritis Hojas Cocimiento de | - Oral - 3 taza/d
secas unas 9 hojas - Baflos locales | -3-4ald
calientes y
fomentos
Fiebres Hojas Cocimiento de 6 | - Oral -ltaza
secas hojas y 2
cucharadas de
manzanilla
picada ( o medio
manojo)
Cancer Hojas Cocimiento de | - Oral
secas 7-10 hojas; no
usar mas para
que sea
soportable lo
amargo
Coloradias Hojas Extractos de | - Restregamiento | - 1-2
(acaros) secas O | varias hojas
frescas bien deshechas
porque son
garrasposas
Diabetes Hojas Unas 7-10 hojas | - Oral - 2-3 taza/d
secas O | enteras
frescas
Dismenorrea | Hojas Cocimiento, - Oral, jCuidado si
secas o0 |usarla?2hojas | se toma mucho
frescas arde el estbmago!
Leucorrea Hojas Cocimiento de | - Oral, cuidado - 3-4 taza/d
secas unas 2-3 hojas
por botella; no
ocupar mas
porque es muy
amarga
Mazamorras | Hojas Picar unas 20 | - Topico -1-2
secas o0 | hojas sanas; veces/d
frescas agregar unos 3-

5 chiles rojos y
Y2 panca de
sébila; mezclar
con manteca de
cuche o}
vaselina simple
y freir.




Tabla N° 1 (continuacién)
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Calea

urticifolia
(4), (22)

Enfermedad Organo | Procedimiento Viade Posologia
vegetal parala administracién
utilizado elaboracioén
- Colicos Hojas 7 hojas se Oral Se toma
- Dolor de secas 0 colocan en como agua
estomago frescas media botella de tiempo
- Ulceraciones de agua y se
- Heridas macera
infectadas
- Hiperacidez
- Cancer
- Diabetes
- Artritis
- Enfermedades

hepéticas y de
riflones

- Diarreas

- Anginas

- Basca

- Bronquitis

- Empacho

3.2.7 Metabolitos secundarios aislados de Calea urticifolia

En las partes aéreas y tallo se han identificado alcaloides, taninos, flavonoides,

monoterpenos (2-isopropil-4-metil-fenol, timol, timolisobutirato, 4,6-dimetoxi-2-

isobutiroxifenol), compuestos alquénicos los cuales se identificaron de igual

manera en la raiz, ademas de derivados bencénicos y sesquiterpenlactonas.

(22), (28)
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3.2.8 Sesquiterpenlactonas aisladas de Calea urticifolia

Las sesquiterpenlactonas se han reportado como  marcadores
quimiotaxonémicos para la Familia Asteraceae y se han elucidado con la ayuda

de muchas técnicas analiticas. Ej. IR, rayos X, RMN, entre otros.

Bohlmann y Jakupovic publicaron en 1979 el aislamiento ocho germacrandélidos,
todos estos fueron elucidados por medio de diferentes técnicas
espectroscopicas y se denominados como germacrandlidos 20-23 y 27-30 (Ver
Fig. N°13).

30
27 R=Ac 20R=H,R=H
28 R = Meacr 21 R=0OH, R'=ival
29 R =Ang 22 R = OAc, R'=iVal

23 R=0Ac, R'=Ang

Fig. N°13 Sesquiterpenlactonas aisladas de Calea urticifolia por Bohlmann.
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Continuando con la investigacion de Calea urticifolia, Werner y colaboradores,

en 1980, aislaron ocho sesquiterpenlactonas del extracto de las partes aéreas
denominadas como: 2f, 2g, 2h, 4a, 4b, 4c, 4d y 4e (Ver Fig. N° 14). 43

0]

2f R = OAng, R'= OAc
2g R, R"'= OMeAcr
2h R=0iBu, R’

4a R = MeAcr, R = Ang
4b R = MeAcr, R" =i Val
4c R, R’ = MeAcr

4d R = MeAcr, R" =iBu
4e R = MeAcr. R" = AC

Fig. N° 14 Sesquiterpenlactonas aisladas de Calea urticifolia por Werner.

En ElI Salvador Genovez y colaboradores, aislaron y elucidaron 4

germacrandlidos (Juanislamina, 2,3-epoxijuanislamina, Caleina D y 2,3-

epoxicaleina D) de las hojas de Calea urticifolia (Ver Fig. 15). g
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2,3- epoxi-caleina D Juanislamina

(0]

09)0\< 09)\<
COCRNEOe]

0
o (0]
2,3-epoxijuanislamina Caleina D

Fig. N° 15 Sesquiterpenlactonas procedentes de las hojas de Calea urticifolia

En 1981, Borges del Castillo y colaboradores, aislaron y elucidaron de las hojas
de Calea urticifolia dos sesquiterpenlactonas las cuales se identificaron por
medio de RMN de 'Hy *C, y se les denominaron Caleina D y 2,3-epoxi-caleina
D (Ver Fig. 15).

Del extracto aceténico de las partes aéreas de Calea urticifolia, recolectada en
El Salvador, se obtuvieron seis sesquiterpenlactonas: Arucandlido,
Calealactona A, 2,3-epoxi-calealactona A, Calealactona B, 2,3-epoxi-

juanislamina y Partenolida. Ver Fig. N° 15y 16. (s
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Araucanlido Calealactona A 2,3- epoxi-calealactona A

Calealactona B Paratendlida

Fig. N° 16 Sesquiterpenlactonas aisladas por Nakagawa a partir de las partes

aéreas de Calea urticifolia

En 2004, Yamada y colaboradores, aislaron del extracto aceténico de las hojas
Calea urticifolia colectadas en EI Salvador siete sesquiterpenlactonas
denominadas como: Calealactona A-C, 2,3-epoxi-calealactona A, Caleina D,
Juanislamina y 2,3-epoxijuanislamina, las cuales se identificaron por medio de

RMN 2D y espectrofotometria de masas (Ver Fig. N° 15y 16). @
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Siguiendo con los estudios de Calea urticifolia, Matsuura y colaboradores, en
2005 aislaron siete sesquiterpenlactonas de sus partes aéreas, las cuales al
elucidarlas con diferentes técnicas analiticas resultaron ser Calealactona A,
Calealactona B, Calealactona C, 2,3-epoxicalealactona A, Caleina D,

Juanislamina y 2,3-epoxijuanislamina (Ver Fig. N° 15y 16). .

En 2008, se investigo el extracto aceténico de Calea urticifolia y de Ambrosia
cumanensis colectadas ambas en El Salvador, aislaron seis
sesquiterpenlactonas; cinco de estas procedian de C. urticifolia (Arucandlido,
Calealactona A, 2,3-epoxi-calealactona A, Calealactona B y 2,3-epoxi-
juanislamina) y una se aisl6 de A. cumanensis (partenolida). Todas las

sesquiterpenlactonas del tipo de germacrandlidos (Ver Fig. N° 15y 16). @,

Recientemente, se aislaron de las hojas de Calea urticifolia, cinco
sesquiterpenlactonas (Calealactona B, Arucandlido, 2,3-epoxi-juanislamina, 2,3-
epoxi-calealactona A, y Calealactona A) anteriormente descritas. Ver Fig. N° 15

y 16. o
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3.2.9 Actividades bioldgicas de Calea urticifolia

Actividad citotdxica

La actividad citotoxica es en nuestros tiempos es una de las lineas de
investigacibn mas importantes, ya que nos conducen a estudios previos en la
basqueda de anticancerigenos. En el 2004 se ensayaron siete
sesquiterpenlactonas provenientes del extracto acetonico de las hojas de Calea
urticifolia frente a células U937 (células humanas con leucemia) por medio del
método del MTT, se evalu6 hasta obtener el 50% de viabilidad de las células
tratadas obteniéndose los resultados de cada compuesto (ICsp) 3.5, >5, >5, 1.0,
>5, 3.0 y 1.8 uM., utilizando como control positivo el partenolida que presenté
un valor de ICso = 1.9 uM, obteniendo resultados que confirman su potente
actividad citotoxica sobre las células tratadas principalmente de la
sesquiterpenlactonas 2,3-epoxi-juanislamina (Ver Fig. N° 19). s,

Fig. N° 17 Sesquiterpenlactona mas activa evaluada frente a células U937.
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Ademas, Nakagawa y colaboradores, en 2005 obtuvieron del extracto acetonico
de las partes aéreas de Calea urticifolia, seis sesquiterpenlactonas, las cuales
fueron evaluadas frente a dos lineas celulares SW480 (células de
adenocarcinoma de colon) y HL60 (células de leucemia promielocitica), de las
cuales, Arucandlido ejerci6 un efecto citotoxico marcado a menos de 10 pM
frente a ambas lineas celulares y su actividad citotoxica fue mayor que
partenolida utilizada como control positivo (Ver Fig. N° 18). Ademas se
demostré una potente actividad inductora de apoptosis de todas las
sesquiterpenlactonas aisladas teniendo un rol crucial en el factor inductor de

apoptosis (factor nuclear-kB). (s

| SW480: 5.6 uM !
© HL60: 3.1uM .

Fig. N° 18 Metabolito mas activo como citotoxico aislado por Nakagawa y col.

de Calea urticifolia
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Se aislaron de las hojas de Calea urticifolia, colectada en El Salvador, cinco
sesquiterpenlactonas, todas estas fueron evaluadas frente a células de
melanoma de raton B16 (4A5), a concentraciones de (0.2, 0.5, 1, 2 uM y un
blanco), a estas concentraciones se evaluaron para determinar el contenido de
melanina, actividad de tirosina y células viables. Se demostré6 un efecto
antimelanogénesis potente en células de melanoma B16, ademas provoco una
disminucién significativa en la enzima tirosinasa, obteniendo los mejores
resultados con la 2,3-epoxyjuanislamina a concentraciones menores de 1uM
(Ver Fig. N°20). ¢

Conc. 1uM

% Melanina: 15
' % Cel. viables: 90 .
% Tirosinasa:. .50..

Fig. N° 19 Sesquiterpenlactona mas activa evaluada frente a células B16.
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Actividad antioxidante

Los antioxidantes hoy en dia son objeto de muchos estudios, debido a la
busqueda de nuevos y mas eficientes factores antioxidantes. Un estudio
realizado en 2008 con sesquiterpenlactonas procedentes de este extracto
acetonico de Calea urticifolia, evaluandose su actividad antioxidante en la ruta
Nrf2/ARE (Elemento Responsable Antioxidante). Se midio la actividad de ARE a
travées del ensayo de transfeccibon y luciferasa, mostrando la
sesquiterpenlactona Calealactona A como el metabolito secundario aislado mas

activa frente a la potenciacion de la ARE 3

Fmmmm e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e mm - -
'
'
'
'

Actividad potenciadora de ARE = 36 :
( Conc.: 0.5 uM)

Fig. N° 20 Sesquiterpenlactona de Calea urticifolia con una mayor actividad

potenciadora de ARE.
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Actividad antiadipogénesis

Las enfermedades relacionadas con la obesidad son hoy en dia un problema de
salud muy grave a nivel mundial. Por todo esto Nobuyasu y colaboradores,
aislaron del extracto etandlico de las partes aéreas de Calea urticifolia siete
sesquiterpenlactonas, las cuales fueron evaluadas frente a la inhibicion de la
adipogénesis a concentraciones entre 1.25-5 puM, resultando ser la méas activa
la Calealactona B, con valores de inhibicion de lipidos de CME de 1.25 pM y
ICs0de 7.0 uM, en células 3T3-L1 (células de fibroblasto de embrion de ratén) y
ninguna actividad de union no especifica a proteina. Estos resultados indican
que estos germacrolidos son inhibidores especificos de diferenciacién de
preadipocitos. (.

Fig. N° 21 Sesquiterpenlactona mas activa frente a la inhibicion de

adipogénesis.
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Actividad hipoglucemiante e hipolipemiante

Dos grandes problemas de actualidad son la diabetes y las enfermedades
relacionadas a la obesidad, las cuales generan un gasto gigantesco a los
gobiernos y peor aun, pérdidas humanas. Recientemente se administraron una
vez dia por 6 meses, macerados etanolicos de la hojas de Calea urticifolia, a
ratones de experimentacion y fueron analizados los parametros bioquimicos por
métodos enzimaticos colorimétricos. Asi, el extracto etanolico de Calea
urticifolia, mostro efecto hipoglucemiante, hipolipemiante y antiinflamatorio en
el proceso inflamatorio derivado del tejido adiposo, a través de la inhibicién de
la secrecion de TNF-a. Adicionalmente el extracto incrementé los niveles de
insulina circulante, lo cual puede interpretarse como que el extracto funciona
como secretagogo, es decir, que presenta la capacidad de inducir la secrecion

de la hormona en la célula B pancreatica.

Actividad antiparasitario

Los parasitos son un serio problema de mortalidad principalmente infantil en los
paises en via de desarrollo. Recientemente se investigd el extracto acuoso de
las hojas y raiz de Calea urticifolia, evaluandolos a diferentes concentraciones
(blanco, 50% y 100%) y diferentes tiempos de exposicidén del extracto (0, 24, 48
y 72 horas) frente al nematodo Meloidogyne incognita (nematodo de las
agallas), es una especie de nematodos que constituyen una importante y
abundante plaga en la mayoria de los cultivos. El efecto que presentaron los
extractos de diferentes partes de la Calea urticifolia resultaron ser activos
principalmente a concentracion de 100% en tiempos de 24 y 48 horas, pero
también se observé que a las 72 horas el extracto preparado perdia su actividad

nematostatica.



CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio

La presente investigacion se catalogdb como un estudio experimental y
exploratorio, debido a que en el pais no se han abordado probleméticas,
enfocadas a la cuantificacion de principios activos de la especie vegetal Calea
urticifolia y cuyo fin es determinar en qué periodo de los meses de enero a
junio de 2012 hay una mayor produccién de sesquiterpenlactonas en dicha

especie vegetal.

4.2 Investigacion bibliografica

- Se realizaron consultas en revistas cientificas, libros, trabajos de
graduacion, etc.

- Biblioteca “Dr. Benjamin Orozco” de la Facultad de Quimica y Farmacia,
Biblioteca Central y Biblioteca de la Facultad de Biologia de la
Universidad de El Salvador.

- Biblioteca de la Universidad Salvadoreiia Alberto Masferrer.

- Internet.

- Publicaciones cientificas proporcionadas por los docentes directores.

4.3 Investigacion de campo
4.3.1 Identificacidén del material vegetal

Previo a la recoleccidn se presentd una muestra de la especie vegetal en el
Herbario del Jardin Botanico de La Laguna, para su identificacion por un

botanico experto.



53

4.3.2 Recoleccion del material vegetal

La recoleccion de las hojas se realizé dos veces por mes en el Campus Central
de la Universidad de EIl Salvador, a un costado del parqueo de la Facultad de

Quimica y Farmacia, durante los meses de enero a junio de 2012.

A cada una de las 11 colectas se le asign6 un cdédigo, el cual se muestra en la

siguiente tabla:

Tabla. N° 2 Cdadigos asignados a cada colecta realizada.

Fecha de Colecta Muestras
17 de enero 17-01
2 de febrero 02-02
15 de febrero 15-02
1 de marzo 01-03
15 de marzo 15-03
30 de marzo 30-03

15 de abril 15-04
2 de mayo 02-05
15 de mayo 15-05
1 de junio 01-06
15 de junio 15-06

4.4 Parte experimental
4.4.1 Preparacion de las muestras a investigar

A continuaciéon de la recoleccion de las hojas, estas fueron colocadas en
bandejas, para posteriormente ser secadas a la claridad (con luz natural).
Después de 15 dias, el material vegetal fue molido y luego almacenado en un
lugar fresco y seco con su debida identificacion de fecha de recoleccion y
cadigo.



54

4.4.2 Obtenciéon de extracto seco cloroférmico de Calea urticifolia

La obtencién de extractos se llevo a cabo a partir de las hojas secas y molidas
de C. urticifolia. Las muestras vegetales secas y molidas se pesaron cada una
y luego se extrajeron las sesquiterpenlactonas por medio del aparato Soxhlet
hasta agotamiento de la muestra usando como solvente, cloroformo.
Posteriormente se elimino el solvente por medio del rotaevaporador obteniendo

asi los extractos secos.

4.4.3 Identificacibn de las sesquiterpenlactonas en el extracto

cloroférmico por cromatografia en capa fina.

Para llevar a cabo esta cromatografia en capa fina, se tiene que realizar bajo

las condiciones que se muestran en la tabla N° 5.

Tabla N° 3 Condiciones para realizar la cromatografia de capa fina

Fase estacionaria Silica gel POLYGRAMPSILG/UV 254
Extractos cloroférmicos de C. urticifolia de las diferentes
I colectas (11 colectas)
Marcadores Sesquiterpenlactonas puras
Revelador Reactivo de Baljet
Evidencia Manchas color naranja

Se desarrolld la cromatografia de las 11 muestras en placas de cromatografia
de capa fina (gel de silice 20 x 10 cm de 0.25 mm de espesor), para lo cual se
ensayaron diferentes fases moviles, con el objeto de encontrar la que
desarrollara un mejor perfil cromatografico. Luego de realizar la elucion, se rocié
la placa con el reactivo revelador de Baljet. Las muestras fueron comparadas

con tres marcadores @, obtenidas previamente de Calea urticifolia en el
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proyecto del PCI/AECID 2011 ., determindndose ademas el R; de cada

mancha revelada.

Preparacion del reactivo revelador de Baljet

- Sol. A: 1.0 g de &cido picrico en 100 mL de etanol al 95%.
- Sol. B: 10.0 g de hidréxido de sodio en 100 mL de agua.

4.4.4 Identificacion  por  espectroscopia ultravioleta de
sesquiterpenlactonas de Calea urticifolia

- Preparar una dilucion del extracto seco en alcohol etilico adsoluto.

- Leer en espectrofotometro UV-Vis.

las

4.4.5 Cuantificacion de sesquiterpenlactonas mediante espectroscopia

visible.

Pesar y disolver la muestra (extracto seco) en alcohol etilico absoluto y
llevar con el mismo solvente hasta 50.0 mL.

Diluir 5.0 mL de la solucién anterior a 100.0 mL con alcohol etilico
absoluto.

Preparar una solucion de referencia de igual manera, usando un
marcador analitico (estandar de trabajo).

A 5.0 mL de cada solucion agregar 3.0 mL de solucion alcalina de picrato
de sodio.

Usando como blanco una mezcla de 5.0 mL de alcohol etilico absoluto y
3.0 mL de solucién alcalina de picrato de sodio preparada al mismo

tiempo. (), ¢6)
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El célculo de la cantidad de mg de sesquiterpenlactonas presentes en las

muestras, se realiz6 utilizando la siguiente formula de la Ley de Beer:

Cst)(A
S A G .
Ac

Cmx = Concentracion de muestra
Cst = Concentracion del estandar
Ast = Absorbancia de estandar
Amx = Absorbancia de muestra

FD = Factor de dilucion

4.4.6 Disefio estadistico

Los resultados se analizaron, utilizando la desviacion tipica estandar, intervalos

de confianza al 95%.

4.4.6.1 Desviacion tipica estandar.

Es la mas importante de las medidas de dispersion; puede definirse como la
raiz cuadrada de la media aritmética del cuadrado de las desviaciones de cada
valor de la variable con respecto a la media. En nuestros calculos solo fue util

para obtener el intervalo de confianza.
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~ /Z(Xi—i)z
5= n—1

S = Desviacion tipica estandar.

Dénde:

Xi = Muestra individual.
; = Promedio de muestras.
n = Numero de muestras.

., = Sumatoria desde muestra 1 a n nUmero de muestras.

4.4.6.2 Intervalo de confianza

Es un rango de valores (calculado en una muestra) en el cual se encuentra el
verdadero valor del parametro, con una probabilidad determinada. Este valor
nos mostrara que tan confiable son los resultados ya que se hicieron por

quintuplicado.

— S
IC(w) =Xt tyq 7

Doénde:
IC () = intervalo de confianza.
X = Promedio de muestras.

t =t de student.

n-1 = Grados de libertad.



S = Desviacion tipica estandar.

n = nimero de muestras
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Fig. N° 22 Procedimiento experimental desarrollado
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Identificacion de la especie vegetal

La muestra vegetal fue analizada por el botanico experto del Jardin Botanico La
Laguna, el cual extendié una carta confirmando que la muestra presentada era

Calea urticifolia “Juanislama”. (Ver anexo N° 4)

5.2 Recoleccion y preparacion del material vegetal

Como anteriormente se describid, las hojas de C. urticifolia, fueron colectadas
dos veces por mes y secadas a la claridad (Ver Fig. N° 23), luego se asigné a
cada una un codigo y fecha de recoleccion.

Calea urticifolia
- Juanislama -«

Fig. N° 23 Secado de hojas de Calea urticifolia
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5.3 Preparacion del extracto cloroférmico seco

Se realiz6 la extraccion de las sesquiterpenlactonas a partir de las hojas
colectadas de C. urticifolia previamente pesadas, mediante un aparato soxhlet;
utiizando como solvente de extraccion, el cloroformo; el cloroformo
posteriormente fue eliminado mediante un rotaevaporador para obtener el

extracto seco. (Ver Fig. N° 24)

a) Aparato Soxhlet

c) Extractos secos de Calea urticifolia

Fig. N° 24 Proceso de obtencion del extracto seco de Calea urticifolia

5.4 Resultados del andlisis por cromatografia en capa fina

Cuando se realiz6 la cromatografia en capa fina, previo a encontrar la fase

movil que desarrollara el mejor perfil cromatografico, se evaluaron varias de
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estas hasta llegar a la més idénea, la cual debe poseer un Rientornoa 0.5y a

demas presentar separacion de las manchas. @

Algunas de las fases moviles ensayadas se muestran en la tabla siguiente:

Tabla N° 4 Fases moviles ensayadas en la cromatografia en capa fina.

Cloroformo-Metanol (9:1) n-hexano-Diclorometano (1:1)
n-hexano-Acetato de Etilo (7:3) n-hexano-Tolueno (1:1)
Tolueno-Dioxano (8:2) Benceno-Acetato de Etilo (1:1)
Tolueno-Acetato de Etilo (6:4) Eter etilico-Cloroformo (2:8)
Cloroformo-Metanol (19:1) n-hexano-isopropanol (1:1)
Cloroformo -Eter etilico (4:1) Benceno-Diclorometano (7:3)
Cloroformo -Eter etilico (5:1) n-hexano-Dioxano (1:1)
Diclorometano-Acetona (8:2) Cloroformo-Eter etilico (8.5:1.5)
n-hexano-Cloroformo (1:1) n-hexano-Acetato de etilo (1:1)
n-hexano-Acetato de Etilo (1:1) n-hexano-Eter etilico (7:3)

Al momento de eluir y revelar la placa cromatografica, se identificé la presencia
de las sesquiterpenlactonas, esto debido a la manifestacion de manchas color
naranja similar al presentado por los marcadores. (Ver Fig. N° 25y Tabla N° 5)
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a b cd e f g h i j k | m n

Fig. N’ 25 Cromatografia de capa fina de C. urticifolia y sus marcadores.

Tabla N° 5 Codigo de colecta y letra respectiva para la identificacion en la placa

cromatogréafica.
a. 17-01 h. 02-05
b. 02-02 i. 15-05
c. 15-02 j. 01- 06
d. 01-03 k. 15- 06
e. 15-03 |. Marcador 1
f. 30-03 m. Marcador 2
g. 15-04 n. Marcador 3

Las manchas naranjas que aparecen en la cromatografia en capa fina,
evidencian la presencia de lactonas a,B-insaturadas; que forman parte de la

estructura quimica de las sesquiterpenlactonas.
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Luego de la identificacion de las sesquiterpenlactonas, se procedié a obtener

los Rt de las distintas manchas eluidas. (Ver Tabla N° 7)

Tabla N° 6 R; obtenidos de la cromatografia en capa fina de todas las machas

reveladas
Muestra R; de la mancha Muestra R; de la mancha
0.54
17-01 0.56 02-05 0.58
0.72
0.48 0.54
02-02 0.58 15-05 0.58
0.72 0.72
0.48 0.54
15-02 0.58 01-06 0.58
0.72 0.72
0.48 0.54
01-03 0.58 15-06 0.58
0.72 0.72
0.58
15-03 0.72 Marcador 1 0.72
30-03 0.54 Marcador 2 0.58
0.54
15-04 0.58 Marcador 3 0.54
0.72

Frente del solvente: 8.9 cm

Se apreciaron de 1 a 3 manchas que poseen sesquiterpenlactonas en las
muestras inyectada; pudiéndose pensar que muchas de estas son
sesquiterpenlactonas puras debido a que presentan R; similares o idénticos a

los marcadores. Ademas, se observaron manchas las cuales poseian un R
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diferentes a los marcadores; con esto se concluye, que existen otras

sesquiterpenlactonas diferente en los extractos eluidos, a las previamente
identificadas.

5.5 Resultados de la identificacion de las sesquiterpenlactonas por
espectroscopia ultravioleta.

Se obtuvieron los espectros UV para la identificacion de las lactonas o,B-

insaturadas de las sesquiterpenlactonas. Como se puede apreciar en la Fig. N°
26

1.000 |

Abs.

| [=]
0.500 I
\_/ \ o ) /
N
0.000
-0.149L1 !
190.00 400.
nm.

Fig. N° 26 Espectro ultravioleta de la colecta 15-03.
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En la tabla N° 7 podemos apreciar las diferentes absorbancias obtenidas de cada una de los extractos secos, y se

llevé a cabo la lectura en un espectrofotémetro ultravioleta-visible (Shimadzu UV-1880), ademas se presenta los

factores de dilucion.

Tabla N° 7 Absorbancias, peso y factor de dilucion de las muestras de Calea urticifolia

Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra
17/ 2/ 15/ 1/ 15/ 30/ 15/ 2/ 15/ 1/ 15/
Enero | Febrero | Febrero Marzo Marzo Marzo Abril Mayo Mayo Junio Junio
(17-01) (02-02) (15-02) (01-03) (15-03) (30-03) (15-04) (02-05) (15-05) (01-06) (15-06)
© 1 0.412 0.462 0.507 0.607 0.568 0.601 0.560 0.612 0.694 0.587 0.631
%g 2 0.410 0.539 0.494 0.537 0.600 0.594 0.584 0.584 0.670 0.586 0.614
c
%gg 3 0.429 0.474 0.644 0.556 0.575 0.571 0.593 0.802 0.570 0.586 0.618
éq 4 0.423 0.445 0.669 0.561 0.545 0.573 0.570 0.640 0.674 0.528 0.589
S 0.485 0.447 0.631 0.511 0.514 0.563 0.633 0.632 0.683 0.532 0.622
o C
‘O
1‘2 g 20 20 20 20 20 20 20 10 10 10 10
LL =
[a)
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En la siguiente tabla se aprecian los contenidos de sesquiterpenlactonas presentes en cada una de las muestras

de andlisis, los resultados se obtuvieron en mg de sesquiterpenlactonas.

Tabla N° 8 Contenido de las sesquiterpenlactonas presentes en las muestras expresados como Juanislamina,
promedios, desviaciones estandar, e intervalo de confianza 95%.

Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra
17-01 02-02 15-02 01-03 15-03 30-03 15-04 02-05 15-05 01-06 15-06
., 26.396 28.939 36.006 33.891 34.258 35.480 35.945 19.990 20.118 17.233 18.792
Concentracién

DEV: STD 1.880 2.355 5.017 2.161 1.988 0.993 1.722 2.614 1.533 0.944 0.481

n 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

0,

95% IC 2334 2924 6.229 2.683 2.468 1.233 2.138 3.245 1.904 1.172 0.597

¥ 95% IC = Intervalo de confianza al 95%

x DEV STD = Desviacion estandar
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En la tabla N° 8, se podria interpretar que la colecta del 15 de febrero (15-02)
es el momento donde la especie vegetal produce mayor cantidad de
sesquiterpenlactonas, pero para obtener este dato se debe de calcular con
respecto al peso total de hojas colectadas en cada periodo, que se mostrara a

continuacion.

5.6.1 Cantidad de sesquiterpenlactonas presentes en el total de hojas
colectadas

En la tabla N° 9 presentamos los datos experimentales que permitieron obtener
la cantidad de sesquiterpenlactonas en el total de material vegetal colectado en

cada muestra.

Tabla N° 9 Datos para calcular la cantidad total de sesquiterpenlactonas en

toda la muestra colectada

Cantidad de
Caédigo sesquiterpenlactonas

en mg
17-01 26.396
02-02 28.939
15-02 36.006
01-03 33.891
15-03 34.258
30-03 35.480
15-04 35.945
02-05 19.990
15-05 20.118
01-06 17.233
15-08 18.792




70

Podemos observar en el grafico los valores de la tabla N° 12 representados en

la Fig. N° 27.
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Fig. N° 27 Cantidad de sesquiterpenlactonas presente en el total de cada
extracto seco obtenido.

En la Fig. N° 27, observamos graficamente las cantidades

sesquiterpenlactonas en miligramos para una mejor interpretacion.

de
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6.0 CONCLUSIONES

Después del andlisis de un botanico experto, la especie vegetal en
estudio era en efecto Calea urticifolia; la identificacion del material
vegetal es de gran importancia para las investigaciones donde se trabaje

con planta ya que la hace mas confiable.

Se comprobd la similitud en el perfil cromatografico, entre varias de las
sesquiterpenlactonas presentes en las 11 muestras recolectadas de C.
urticifolia y los marcadores; a través del célculo del R¢. Ademas se

identificaron otras diferentes a estas.

El cloroformo resulto ser un solvente selectivo para las

sesquiterpenlactonas.

Se identificaron las sesquiterpenlactonas en los extractos de Calea
urticifolia a través de espectroscopia ultravioleta, obteniendo longitudes

de onda méxima, lo cual es caracteristico para ellas.

Se evidencio la presencia de sesquiterpenlactonas por la cromatografia

en capa fina utilizando su respectivo revelador.
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7.0 RECOMENDACIONES

Realizar una cuantificacion e identificacion de las sesquiterpenlactonas
presentes en Calea urticifolia por medio de cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC) para una comparacion del método espectroscépico

UV-Vis y validar este método contrastado con el de HPLC.

Aislar y elucidar la estructura de las sesquiterpenlactonas con un Rs

diferente a los marcadores.

Completar la cuantificacion de sesquiterpenlactonas en el periodo de
julio-diciembre, para tener una perspectiva mas completa de como se

comporta la produccién de sesquiterpenlactonas en todo el afio.

Realizar cuantificaciones de sesquiterpenlactonas de C. urticifolia en
otras zonas geogréficas del pais donde se localice; para establecer si la

produccién de estos metabolitos varia segun la zona.
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GLOSARIO

Concentracion Inhibitoria 50% (ICsp): La concentracion minima necesaria

para hacer que el 50 por ciento de células viables disminuya 0 muera. s

Dinucleotido de Adenina Nicotinamidasa (NAD"): Coenzima oxidativa de la

fosforilacién oxidativa de los organismos. @

Dinucleotido de Adenina Nicotinamida Reductasa (NADPH): Enzima

utilizada en la respiracion celular y producida en la respiracion celular. g

Elemento Responsable Antioxidante (ARE): Elemento bioquimico

responsable de la optimizacién de procesos antioxidantes.

Ensayo MTT: Es un ensayo colorimétrico para la medicion de la actividad

enzimatica celular a través de la oxidacion o no de la sal de tetrazolium. (s

Espectroscopia Infrarrojo (IR): es la rama de la espectroscopia que trata con

la parte infrarroja del espectro electromagnético. .

Espectroscopia UV-Vis: es una espectroscopia basada en la emisién de

fotones por la adsorcion de energia de grupos cromaoforos. g
Farnesil Difosfato: Precursor biogenético de todas las sesquiterpenlactonas.

Germacranélidos: Sesquiterpenlactona que posee como esqueleto el

germacrano. ¢

Grupo difosfato (OPP): Son grupos difosfatos que tienen facilidad de
separarse de los compuestos organicos y llevarse el par de electrones que

tienen compartido.



Marcadores: son constituyentes quimicamente definidos o grupos de
componentes de una sustancia herbal, un preparado herbal o un producto
medicinal herbal, los cuales son de interés para control de calidad,
independientemente si tienen o0 no alguna actividad terapéutica. Los
marcadores sirven para calcular la cantidad de sustancia herbal o preparado
herbal en los productos medicinales herbales, si ese marcador se ha

determinado cuantitativamente, en la sustancia herbal o preparado herbal. ¢,

Marcador analitico: son constituyentes o grupos de constituyentes que sirven

para fines analiticos. ¢

Marcador activo: son constituyentes o grupos de constituyentes que son

generalmente aceptados para contribuir a la actividad terapéutica.

Sesquiterpenlactonas: Son una clase de terpenoides de origen natural
(sesquiterpenoides Cjs) con un anillo lacténico, que provienen
biogenéticamente del farnesil difosfato, presentando una gran diversidad de

estructuras y clasificaciones.



ANEXO



ANEXO N° 1

Antiguo Cuscatldn, 9 de Febrero de 2012

A quien interese.

El motivo de la presente es para hacer constar que el alumno Josué Roberto Villacorta
Herndndez, estudiante de la carrera de Quimica y Farmacia de la Universidad Nacional de
El Salvador, se hizo presente a nuestra institucién con una muestra botanica de la especie
comunmente conocida como “Juanislama” la cual fue reconocida e identificada como
Calea urticifolia (Mill.) DC. la cual pertenece a la familia ASTERACEAE.

Para el uso que el interesado estime conveniente, se extiende la presente.

Fig. N° 39 Carta de autentificacion del material vegetal extendida por un
botanico experto



MATERIALES Y EQUIPOS

Reactivos

Cristaleria

Equipo

Acido picrico anhidro
Hidroxido de sodio 10 %
Alcohol etilico absoluto

Cloroformo
Metanol
n-hexano
Tolueno
Dioxano
Diclorometano
Acetona
Eter etilico
Acetato de etilo
Benceno
Isopropanol

Agua destilada

Vasos de precipitado
Pipetas volumétricas
Vidrios reloj
Balones volumétricos

Agitadores de vidrio

Soxhlet (marca:
KONTES, 29/42 Vol.
3000mL),

Rotaevaporador
(marca: LABCONCO,
modelo: No 421-
1658),

Espectrofotometro
UV-Vis (marca:
Shimadzu, modelo:
UV-1800)




