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Resumen

RESUMEN

Evaluacion de las actividades analgésicas, antiinflamatorias, antioxidantes y
antimicrobianas de las hojas de Aristotelia chilensis y de sus potenciales efectos toxicos

Aristotelia chilensis (Mol.) Stuntz, Elaeocarpaceae, de nombre vulgar maqui, es
una especie vegetal autdctona que crece en terrenos humedos, y se distribuye entre
las IV y XI Region en ambas cordilleras, en el Valle Central y en el Archipiélago de
Juan Fernandez. En relacion a los usos del maqui, los antecedentes bibliograficos nos
sugieren que las hojas de esta especie podrian presentar efectos antiinflamatorios,
analgésicos y antimicrobianos, lo que nos motivd ha investigar en esta memoria los
efectos farmacoldgicos de las hojas de maqui y de esta forma ampliar la informacién
cientifica de esta especie. Para alcanzar estos objetivos, se recolectaron las hojas de
magqui en el Campus Juan Gémez Millas de la Facultad de Ciencias de la Universidad
de Chile. Después de secar y moler las hojas se prepararon los diferentes extractos
agotando el material vegetal en forma sucesiva con hexano, diclorometano y metanol.

Cada extracto fue concentrado y llevado a sequedad. Los rendimientos fueron
los siguientes: extracto hexanico (EH) 1,3 %, extracto de diclorometano (EDM) 6,7 % y
extracto metandlico (EM) 9,9 %; ademas se preparé un infuso al 10% con un
rendimiento de 25%. Desde el EDM se obtuvo una fraccion rica en alcaloides (FADM)
con un rendimiento del 10,9 %. Se identificaron las familias de compuestos presentes
en los diferentes extractos mediante cromatografias en capa fina y utilizando distintos
reactivos reveladores. Es asi como en el EM e infuso, los principales metabolitos
secundarios presentes fueron los compuestos fendlicos. Los alcaloides fueron
detectados en los EDM, EM, FADM e infuso, siendo el EM el extracto que contiene una
mayor cantidad de estos compuestos nitrogenados. EI EDM concentré la mayor
cantidad de compuestos del tipo terpenoides. En el infuso se pudo observar una
cantidad pequefia de cumarinas. Los diferentes extractos fueron sometidos a las
evaluaciones farmacoldgicas tanto in vivo como in vitro.

Los resultados obtenidos en los estudios in vivo demostraron que los extractos
que presentaron mayor actividad analgésica topica frente al ensayo del latigazo de la
cola en ratones, fueron los EH (46,5%), EM (55,2%) y la FADM (58,2%), éstos fueron
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Resumen

similares al efecto del farmaco de referencia (ibuprofeno); en el ensayo de la formalina
en la cola los extractos mas activos como analgésicos topicos fueron el EM (74,1%),
EDM (59,7%) e infuso (55,2%). Respecto de los resultados obtenidos en la evaluacion
de la actividad analgésica p.o. mediante el ensayo de las contorsiones abdominales en
ratones, los extractos que exhibieron mayor efecto fueron EH y EDM, ambos con un
89,2 % de efecto, éste fue superior al efecto maximo alcanzado por el farmaco de
referencia (naproxeno sodico). En relacion a la evaluacién de la actividad
antiinflamatoria tépica en ratones frente a TPA, los mas activos fueron EM (66%) y
EDM (63,9%), sin embargo estos efectos fueron menores al efecto maximo del farmaco
de referencia, indometacina (92,9%), en cambio frente a la inflamacién tépica inducida
por AA, el mas activo fue el infuso (56,2%), cuyo efecto fue superior el efecto maximo
del farmaco de referencia, nimesulida (48,8%). Los diferentes extractos no presentaron
efectos antiinflamatorios por via oral frente al edema plantar inducido por A-
carragenano en cobayos. Respecto de los estudios de toxicidad aguda, los EDM y EM
no produjeron muerte a los animales de experimentacion, no se presentaron efectos
téxicos ni alteraciones de los diferentes 6rganos. Los ratones subieron de peso en
forma similar a los animales controles (animales no tratados). Ademas, ambos
extractos no exhibieron edema ni irritacion dérmica frente al test de Draize en conejos,
siendo el indice de irritacién primaria (PIl) en la zona con y sin abrasion igual a cero
tanto para el EDM y EM. Los resultados de la evaluacion de la actividad antimicrobiana
mediante el ensayo Bioautografia demostraron que los EH, EDM y EM presentaron un
débil efecto antimicrobiano sobre Bacilis subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli y no presentaron actividad antifingica. La actividad antioxidante fue investigada
debido a su relacion con la actividad antiinflamatoria. EI EM exhibié significativas
actividades como inhibidor de la enzima xantino oxidasa (62,7%) asi como atrapador
de radicales libres (CEsp 9,7 ug/mL) en el ensayo de decoloracién del radical DPPH.
Estos efectos antioxidantes fueron menores a los de los farmacos de referencia
alopurinol cuyo efecto maximo fue de (93,7 %) y quercetina (CEsq 3,6 pg/mL)
respectivamente.

Finalmente podemos concluir que los resultados de los estudios pre-clinicos
obtenidos con las hojas de maqui, proporcionan un respaldo a los usos de las hojas

como analgésica y antiinflamatoria, exhibiendo ademas efecto antioxidante.
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Summary

SUMMARY

Evaluation of the analgesic, anti-inflammatory, free radical scavenger and antimicrobial
properties of Aristotelia chilensis leaves and its potencial toxic effects

Aristotelia chilensis (Mol.) Stuntz, Elaeocarpaceae, vernacular name “maqui”, is
a native species growing in humid lands between the IV and Xl Region, in the Central
Valley and the Archipelago of Juan Fernandez. According to the folk medicinal use of
this species it suggest that the leaves could present anti-inflammatory, analgesic and
antimicrobial effects, these led us has to evaluate the pharmacological effects of maqui
leaves and to scientifically support its therapeutic properties.

The maqui leaves were collected at the Science Faculty (Campus Juan Gémez
Millas) of the University of Chile. After dried and ground, the leaves were extracted
successively with solvents of increasing polarity hexane, dichloromethane and
methanol. Each extract was concentrated to dryness, yielding hexanic extract (EH)
1.3%, dichloromethane extract (EDM) 6.7% and methanolic extract (EM) 9,9%. Also an
infusion at 10% was prepared yielding 25% w/w after drying. From the EDM a rich in
alkaloids fraction was obtained (FADM), with a yield of 10.9%.

Different chemical families were identified in the different extracts by means of
thin layer chromatography (TLC) and using different developing reagents. Phenolic
compounds were visualized in the EM and infusion. Alkaloids were detected in the
EDM, EM, FADM and infusion, being especially abundant in the EM extract. The EDM
concentrated the highest amount of terpenoids. Also a small amount of coumarins were
observed in the infusion. The different extracts were subjected to the in vivo and in vitro
pharmacological evaluations.

The EH, EM and the FADM extracts showed the highest analgesic topic effect
in the tail flick assay in mice (46.5%, 55.2%, 58.2% respectively), similar to the
reference drug (ibuprofen); in the formalin assay in the mice tail, the most active
extracts were the EM (74,1%), EDM (59,7%) and infusion (55,2%). Among in vivo p.o
assays, analgesic activity determined by the writhing test in mice, showed that the most
active extracts were EH and EDM, both with 89,2 effect%, higher to the maximum effect

reached by the reference drug (sodium naproxen). in relation to the evaluation of the
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topical anti-inflammatory activity in mice against TPA edema induction, the most active
were EM (66%) and EDM (63,9%), however these effects were smaller than the
maximum effect of indomethacin used as reference drug (92,9%). By the other hand in
topical inflammation induced by AA, the most active was the infusion (56.2%) with an
effect superior to the maximum effect of nimesulide (reference drug) (48,8%). The
different extracts did not present anti-inflammatory effects p.o. in the A-carrageenan
induced edema in guinea pigs.

When evaluating the acute toxicity studies, the EDM and EM extracts produced
no death in the experimental animals, no toxic effects; neither alteration of the different
organs was presented. Mice weight increased in similar form to control animals (not
treated). Also, both extracts did not exhibit edema neither dermal irritation in the Draize
test in rabbits, reaching a primary irritation index (PIl) with and without abrasion, similar
to zero for both EDM and EM extracts.

The results of the antimicrobial evaluation by means of the bioautography assay,
demonstrated that EH, EDM and EM presented weak effect against Bacilis subtilis,
Staphylococcus aureus and Escherichia coli and did not present antifungal activity.

The antioxidant activity was investigated due to its relationship with inflammatory
process. The EM exhibited significant activities a inhibitor of the xanthin oxidase
enzyme (62.7%) as well as free radicals scavenger activity (CEsy 9.7 pg/mL) in the
DPPH method. These effects were smaller to the reference drugs activities alopurinol
whose maximum effect was 93,7% and quercetin (CEsy 3.6 pg/mL) respectively.

Finally we can conclude that the results of the pre-clinical studies obtained with
the maqui leaves, provide a support to the uses of the leaves as analgesic and anti-

inflammatory, also exhibiting antioxidant effect.
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CAPITULO I
INTRODUCCION

El uso de preparados de origen vegetal se remonta a la época prehistorica, y
actualmente siguen siendo muy utilizados por la medicina folclérica, medicina que
existe en todas las culturas. En forma poco frecuente la planta entera tiene valor
medicinal; normalmente los compuestos utiles se concentran en alguna de sus partes

como por ejemplo: hojas, semillas, flores, cortezas y raices (Wichtl y Anton, 2003).

Las formas de aplicacion son variadas; frecuentemente las especies vegetales
a las cuales se les atribuyen propiedades medicinales son empleadas por parte de la
medicina folclérica por via oral en forma de infusion y tinturas. Las formas de aplicacion
tépica son los emplastos y cataplasmas. Menos frecuente es la utilizacién de la via
aérea, que consiste por ejemplo en inhalar el humo de la combustion del material

vegetal (Munoz “et al”, 1981).

Frecuentemente la investigacidn de las propiedades terapéuticas de una
especie vegetal se basa en sus usos, investigando las propiedades que le atribuye la

medicina folclérica e identificando los principios activos.

La industria farmacéutica utiliza en un gran porcentaje extractos estandarizados
quimica y farmacolégicamente, es decir extractos de los cuales se conoce su actividad
farmacoldgica y el contenido de principios activos. A partir de éstos, se desarrollan
fitofarmacos o productos farmacéuticos cuyos ingredientes activos son exclusivamente,
las preparaciones a base de drogas vegetales (puras o mezcladas). Pero también se

utilizan sustancias puras de origen vegetal.

La investigacion de las propiedades medicinales de una planta es una labor
compleja, por este motivo es que el Laboratorio de Productos Naturales del
Departamento de Quimica Farmacoldgica y Toxicolégica de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile, realiza constantemente trabajos
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de investigacion que permitan respaldar cientificamente el uso folclérico de plantas e
identificar los compuestos quimicos responsables de la actividad farmacolégica
(Delporte “et al”, 2007, 2005, 2003 y 1998; Backhouse ‘et al”, 1994).

Es asi como fue seleccionada para ser estudiada la especie Aristotelia
chilensis, Elaeocarpaceae, mas conocida como "maqui”, "clon", "maquie", "queldron" o
"koelon". La familia Elaeocarpaceae esta conformada por 10 géneros y alrededor de
400 especies, con distribucién en regiones tropicales y templadas del mundo con

excepcion del continente africano (Mufioz, 1966).

El maqui es un arbol originario de Chile y en la naturaleza es una especie que
invade los terrenos abandonados, formando extensos bosques. La mayoria de los
estudios previos relacionados con esta especie, son referidos a los frutos, los que son
explotados econémicamente como alimento y fuente de colorantes (Miranda-Rottman
‘et al”, 2002).

En cuanto a las propiedades atribuidas por la medicina folcldrica, la infusion de
las hojas de maqui se utiliza tradicionalmente para calmar el dolor de garganta y la
inflamacién de las amigdalas. Con sus hojas se preparan cataplasmas para el dolor de
rinones y los dolores de espalda. A las hojas secas pulverizadas se les atribuyen
propiedades cicatrizantes de heridas 0 quemaduras, para Ulceras y otras lesiones de la
boca. Los frutos son utilizados como antidiarreicos y en disenteria, como astringentes,
para el tratamiento de las hemorroides y para facilitar el parto, ademas de curar

diversas heridas (Mufioz “et al”, 1981).

Considerando los antecedentes anteriormente sefalados, en la presente
memoria de titulo estudiaremos las propiedades analgésicas, antiinflamatorias,
antimicrobianas y antioxidantes ademas de los potenciales efectos tdxicos de las hojas

de Aristotelia chilensis.
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CAPITULO II
HIPOTESIS

Las hojas de Aristotelia chilensis presentan efectos analgésicos,

antiinflamatorios, antimicrobianos y antioxidantes.

Esta hipotesis se basa en las propiedades atribuidas a esta especie por la

medicina folclorica (Mufioz “et al”, 1981).
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CAPITULO Il
OBJETIVOS

3.0 Objetivos generales
Proporcionar un respaldo cientifico al uso de las hojas de maqui utilizadas por la
medicina folclérica como analgésica y antiinflamatoria.

Demostrar las propiedades antibacterianas y antioxidantes.

3.1 Objetivos especificos

Descripcion anatomica de las hojas que permitan su identificacién cuando el material

vegetal esté fracturado o .pulverizado

Obtener los extractos a partir de las hojas de Aristotelia chilensis para su evaluacién

farmacoldgica.

Evaluar in vivo la actividad analgésica y antiinflamatoria por via oral y tépica de los

diferentes extractos y fracciones de éstos.

Evaluar in vivo los potenciales efectos téxicos por via oral de los extractos

farmacoldégicamente mas activos.

Evaluar in vivo el potencial de irritacién dérmica de los extractos farmacolégicamente

mas activos.

Evaluar las actividades antibacteriana y antimicética de los diferentes extractos.

Evaluar la acciéon antioxidante y atrapadora de radicales libres de los diferentes

extractos.
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CAPITULO IV

ANTECEDENTES
4.0 Clasificacion taxonémica
FAMILIA : Elaeocarpaceae
GENERO . Aristotelia
ESPECIE : Aristotelia chilensis
NOMBRE VULGAR : maqui, clon, maquie, queldron, koelon.
SINONIMOS : Cornus chilensis Mol.; Aristotelia macqui

L'Hér.;A. macqui L'"Hér. var. andina Phil.; A.
macqui L'Hér. var. alpestris Reiche; A.
macqui L'Hér. var. leucocarpa Dimitri; A.

glandulosa Ruiz & Pav.

4.1 Distribucién geografica

Maqui se encuentra desde la IV a la Xl region, hasta los 2.500 .metros s.n.m.,
también en el archipiélago de Juan Fernandez y Argentina. Habita en lugares con suelo
rico en materia organica, siendo una especie colonizadora de lugares abiertos. Muchas
veces forma comunidades puras las que reciben el nombre de macales.
Frecuentemente se encuentra en los Tipos Forestales: Escleréfilo, Palma Chilena,
Roble-Hualo, Roble-Rauli-Coihe, Siempreverde y Ciprés de la Cordillera (Mufioz ‘et al”,
1981)

4.2 Descripcion botanica
El maqui es un arbol dioico, pequefio, alcanza de 4 a 5 m de altura,

siempreverde, de tronco dividido, ramas abundantes, delgadas y flexibles, de corteza
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lisa que se desprende en largas tiras fibrosas.

Sus hojas son perennes, simples, opuestas, decusadas, péndulas, de forma
oval-lanceolada, con borde aserrado, glabras, de textura coriacea, con nervadura

marcada y provista de un peciolo largo y rojizo.

Flores unisexuales por aborto, axilares, reunidas en corimbos cortos, caliz
campanulado formado por 5 o 6 sépalos fusionados, corola formada por 5 o 6 pétalos
libres de color amarillento, alternos a los I6bulos del caliz. Las masculinas con 10-15
estambres y un estilo rudimentario, mientras que las femeninas poseen un ovario

grueso con un estigma dividido en tres rodeado por estaminodios.

El fruto es una baya negra brillante de 4-6 mm de diametro, que en su interior

tiene 4-8 semillas angulosas de 3x2 mm.

4.3 Estudios anteriores

En estudios anteriores, se demostr6 que las hojas de maqui presentan
propiedades antibacterianas frente a Sarcinea Ilutea y Staphylococcus aureus. Ademas
se evidencio la presencia de alcaloides inddlicos e isoquinolinicos; a los alcaloides
inddlicos se les han demostrado efectos sobre la musculatura lisa (Silva “et al”’, 1992 y
1995; Bittner, 1978; Watson, 1989; Céspedes, 1993). Los frutos son comestibles y
utilizados como fuente de colorantes antocianicos y se les han demostrado
propiedades antioxidantes, ademas de ser utilizados como antidiarreicos, astringentes
y en disenteria. También son utilizados como antihemorroidal, para facilitar el parto, y
también para curar heridas (Escribano-Bailon “et al”, 2006; McDonald, 1977; Muhoz “et
al’, 1981; Sansana, 2001; Rodriguez, 2004; Miranda-Rottman “et al”’, 2002). EI
contenido de pigmentos del tipo antocianinas de los frutos fue determinado por

Escribano-Bailén “et al” (2006) como se muestra a continuacion:



Capitulo IV Antecedentes

Antocianinas del fruto del maqui. Contenidos (expresados en equivalentes en
delfinidino 3- glucésido) e identidades propuestas de las antocianinas detectadas en

los frutos de Aristotelia chilensis.

Antocianinas cantidad (mg/100q)
Delfinidin-3- sambubioside-5-glucésido 46,4 £ 0,1
Delfinidin-3,5-diglucésido 23,7+0,2
Cyanidin-3- sambubioside-5-glucdsido 18,7 £0,2
Cyanidin-3,5-diglucésido

Delfinidin-3- sambubioside 14,2+ 0,1
Delfinidin-3-glucésido 17,1+£0,2
Cyanidin-3- sambubioside 8,9+0,04
Cyanidin-3-glucésido 8,6 £ 0,05
Antocianinas totales 137,6 £ 0,04
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CAPITULO V
MATERIALES Y METODOS

5.0 Estudio anatomico de las hojas de maqui

5.0.1 Descripcion anatémica de las hojas

Se realizaron cortes de las hojas a mano alzada y en un micrétomo (espesor de
los cortes 5 micrones) y fueron tefiidos con rojo neutro. Se llevé a cabo un diafanizado
de las hojas para obtener la epidermis. El diafanizado se realiza con hipoclorito de
sodio (5% de cloro activo como hipoclorito de sodio en 95 % de agua blanda). Los

cortes fueron observados en un microscopio 6ptico marca Zeiss.

5.1 Estudio quimico

5.1.1 Recoleccion del material vegetal

Las hojas de Aristotelia chilensis fueron recolectadas en el mes de diciembre del
afio 2005 en el Campus Juan Gémez Millas de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile, guardando un testigo en el Herbario de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile (SQF 22257).

5.1.2 Obtencidn de los extractos, infuso y fraccion rica en alcaloides

Las hojas de Aristotelia chilensis se secaron a temperatura ambiente y
posteriormente fueron molidas. Se pesaron 1.105 gramos de hojas secas las cuales se
maceraron en disolventes de polaridad creciente para asi realizar las extracciones
sucesivas del material vegetal.

Finalmente los extractos fueron secados para eliminar totalmente el disolvente y
posteriormente someterlos a los diferentes ensayos farmacologicos. Las extracciones
se realizaron hasta total agotamiento dejando entre cada una secar las hojas antes de
adicionar el siguiente disolvente. Los disolventes utilizados para obtener los diferentes

extractos fueron los siguientes de acuerdo al orden de polaridad creciente: hexano,
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diclorometano y metanol.

Para obtener el infuso al 10 %, a 200 gramos de hojas secas de A. chilensis
pesadas y molidas, se le adicionaron 2000 mililitros de agua destilada hirviendo y luego
se macerdé durante 30 minutos, posteriormente fue filtrado y secado en corriente de aire
tibio y estufa a presién reducida, su composicion quimica fue determinada utilizando
diferentes reactivos reveladores.

El EDM (45 g) fue fraccionado por columna de SEPHADEX (LH-20) para sacar
principalmente la clorofila. Se eluyé la columna con 2 litros de una mezcla de hexano-
diclorometano-metanol (5:4:1), obteniéndose 45 fracciones de 100 mL. Las fracciones
de la 20 a la 30 y que dieron la reaccién de Dragendorff positivo, se reunieron en una y
se le denomind FADM. La fraccion FADM esta siendo fraccionada en columna de

silicagel G para aislar los alcaloides.

FIGURA 1. Esquema de extraccion de Aristotelia chilensis

FIGURA 1a. Esquema de extraccion desde las hojas secas y molidas

Hojas secas y molidas 1.105 g I

HEXANO
| | | |
Extracto hexanico Residuo

DICLOROMETANO I

| | I | |

Extracto de diclorometano Residuo
METANOL
| |
Extracto metandlico Residuo
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FIGURA 1b. Esquema de extracciéon desde las hojas frescas

Hojas frescas 200 g

AGUA

Infuso Residuo

FIGURA 1c. Esquema de extraccion desde el EDM

Extracto de diclorometano 45 g

HEXANO/DICLOROMETANO/

METANOL
I 1

Fraccién Alcaloidea Residuo

5.1.3 Identificacion de las familias de compuestos quimicos por cromatografia en
capa fina (c.c.f.) de los extractos y FADM

Con el objetivo de identificar los principales grupos quimicos presentes en los
diferentes extractos y FADM, se empleé la técnica de c.c.f., utilizando cromafolios de
aluminio con gel de silice G-60 como adsorbente (Merck) y distintos sistemas de
disolventes como fase movil, segun la polaridad de los extractos y de la FADM. Una
vez desarrolladas las placas, se visualizan en una lampara UV a 254 y 366 nm y
posteriormente se revelan con diferentes reactivos de coloracion para observar e
identificar las distintas familias de compuestos quimicos.

Los reactivos reveladores utilizados fueron:

10
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- Reactivo p-anisaldehido sulfurico: este reactivo se preparé6 con 0,5 mL de
anisaldehido, 10 mL &acido de acético glacial, 85 mL de metanol y 5 mL de &cido
sulfurico concentrado: La placa rociada con este reactivo fue calentada a 100°C por 5-
10 minutos y observada bajo luz visible. Este reactivo permite detectar la presencia de
terpenos (aceites esenciales) y triterpenos, por medio de la aparicién de coloraciones

que varian desde el azul al violeta (Wagner ‘et al”, 1984)

- Reactivo Liebermann-Burchard: este reactivo se prepar6 con 5 mL de anhidrido
acético, 5 mL de acido sulfurico concentrado y 50 mL de etanol absoluto. La placa
rociada con este reactivo fue calentada a 100°C por 5-10 minutos y observada bajo luz
visible. Se emplea para la observaciéon de distintos compuestos organicos como
triterpenos (color morado) y esteroides cuya coloracion varia con el tiempo desde

rosado al verde y posteriormente pardo (Merck, 1972)

- Reactivo NP/PEG: Este reactivo se emple6 para detectar compuestos fenélicos como
acidos fendlicos, flavonoides y sus glicésidos. Consiste en una mezcla de
difenilboriloxietilamina (NP) y polietilenglicol etandlico 4000 (PEG), en una razén de
(5:4). Inmediatamente después de rociar la placa se observo, bajo luz UV a 366 nm.
Los flavonoides presentan una intensa fluorescencia de colores que varian entre el
amarillo, el anaranjado y el verde y los &cidos fendlicos exhiben fluorescencia blanca

brillante.

- Vapores de amoniaco: Estos permiten identificar flavonoides y cumarinas, las que se

caracterizan por presentar fluorescencia a la luz UV a 366 nm (Mabry “et al”, 1970).

- Reactivo Dragendorff: este reactivo esta constituido por yoduro doble de bismuto y
potasio y permite la deteccion de alcaloides y aminas cuaternarias. Los alcaloides
tienen la capacidad de combinarse con el bismuto y el potasio, formando sales dobles

que se visualizan por la aparicion de una coloracion anaranjada (Merck, 1972)

11
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5.2 Estudios farmacologicos in vivo

5.2.1 Aspectos éticos a considerar para el trabajo con animales

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

desarrollaron los ensayos farmacolégicos.

5.2.2 Evaluacion de la actividad analgésica por via tépica
5.2.2.1 Ensayo de la formalina en la cola

Este ensayo tiene como objetivo evaluar la analgesia via tépica de los distintos
extractos de Aristotelia chilensis, para este propodsito se utilizaron ratones de la cepa
CF-1 de ambos sexos, entre 20 a 25 g de peso y de edad de 30 a 35 dias de la Unidad
de pruebas Bioldgicas del I.S.P.

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

Para realizar el ensayo, los animales fueron seleccionados aleatoriamente. Se
utilizaron 10 animales, de los cuales 8 fueron tratados con la muestra y 2 como
controles, a los que se les aplicd solo el agente algésico. Para cada ensayo se tomaron
2 controles hasta formar un “pool” de 16, niumero que fue utilizado para calcular los
efectos farmacolégicos

Se ha descrito que el ensayo de la formalina en la cola presenta solamente la
fase | de dolor, lo cual significa que se observa solamente algesia en los primeros 5
minutos y que no hay una segunda fase, caracterizada por la expresion de
mecanismos proinflamatorios, a diferencia de lo que se observa al inyectar formalina i.d
en la pata, donde si se aprecian las dos fases anteriormente descritas. Este ensayo
identifica principalmente analgésicos periféricos (Kolesnikov “et al”, 2004; Delporte ‘et
al”, 2007).

La muestra en estudio se aplicé via tépica, introduciendo la cola, en un tubo de

12
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ensayo que contiene la solucion del extracto en DMSO al 5%, durante 3 minutos. Se
saco la cola, se secd y se le inyectd el agente algésico (20 pL de solucion de formalina
al 10% p/v en agua estéril).

Posterior a la inyeccion se procedio a contar el tiempo maximo durante el cual
el animal se lame la cola (Kolesnikov “et al”, 2004).

Para contabilizar el tiempo de lamidas los ratones se dispusieron en una
camara de vidrio de 25 x 25 cm con espejos para optimizar la observacion. El farmaco

de referencia fue ibuprofeno.

Tratamiento estadistico

Los resultados se analizaron estadisticamente por el método no paramétrico de
Wilcoxon para datos independientes (Hollander y Wolfe, 1973), considerandose
significativos para un p <0,05.

El porcentaje de efecto analgésico se calculd en base a las medianas del
tiempo de lamidas del grupo tratado y del grupo control mediante las siguientes

ecuaciones:

%D = Med Tlat M x 100

Med Tlat C

Ecuacion 5.1: Porcentaje de dolor.

% AT =100-%D

Ecuacion 5.2: Porcentaje de efecto analgésico via topica mediante el ensayo de
la formalina en la cola

Donde:
%D porcentaje dolor; Med Tlad C mediana del tiempo de lamidas del grupo control; Med Tlad M mediana
del tiempo de lamidas de animales tratados; %AT porcentaje efecto analgésico

5.2.2.2 Ensayo del latigazo de la cola (tail flick)
En este ensayo se utilizaron grupos de 6 ratones de la cepa CF-1 de ambos
sexos, entre 28 £ 2 g, los cuales son ambientados a las condiciones del laboratorio dos

horas previas al ensayo. Este ensayo identifica principalmente los analgésicos que

13
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actuan a nivel central. Se indujo un dolor agudo térmico mediante la aplicacién de
radiaciones I.R. en la cola del ratén en el punto de su incidencia. Se utiliz6 un
algesiémetro (Ugo Basile, Italia), el que mide el tiempo que el animal es capaz de
soportar el calor (tiempo de latencia), lo que es proporcional al efecto analgésico de la
muestra (Miranda “et al”., 2003). Se determinaron y compararon los valores de los
tiempos de latencia de los animales sin aplicar la muestra en estudio y después de
aplicar la muestra (ensayo pareado). Los extractos y la FADM fueron aplicados
disueltos en DMSO, con este fin se sumergié la cola del animal en la solucién por un
tiempo de 3 minutos y posteriormente, se esperdé 5 minutos antes de realizar la
algesiometria. Para determinar si el efecto analgésico era dependiente de la
concentraciéon se construyeron curvas concentracion-respuesta de las muestras
administradas, las cuales se ensayaron a las concentraciones de 1,25; 2,5; 5y 10 %
p/v para los EH, EDM y EM. La FADM fue evaluada a las siguientes concentraciones
0,125; 0,25; 0,5y 1% p/v.

Tratamiento estadistico

La significancia estadistica entre los grupos fue calculada por el test de student.
Los valores de p < 0,05 fueron considerados estadisticamente significativos. La
concentracion que produce un 25 % del efecto maximo, se calculé6 mediante analisis de
regresion lineal de los cuadrados minimos (Miranda “et al”’, 2003). El farmaco de
referencia fue ibuprofeno al 5%.

Los resultados fueron expresados como la diferencia en el tiempo de latencia
(media = S.E.M.) entre: Lat 1 o media de las dos lecturas de los animales antes de
aplicar la muestra (controles) y Lat 2 o tiempo de latencia experimental (media de dos
lecturas de los animales después de aplicar la muestra), datos con los cuales se

calcul6 el MPE% (Maximun Possible Effect) mediante la siguiente ecuacion:

MPE% =100 * (Lat2 — Lat 1)
(t cut-off — Lat 1)

Ecuacion 5.3: Porcentaje del efecto maximo de analgesia via tépica mediante el

ensayo del latigazo de la cola

14
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Donde:
Lat 1 tiempo de latencia previo a la administracion del extracto; Lat 2 tiempo de latencia posterior a la
administracion del extracto; T cut —off tiempo maximo de exposicion de la cola al calor, el cual, es de 8 s.

5.2.3 Evaluacion de la actividad analgésica por via oral
5.2.3.1 Ensayo de las contorsiones abdominales

Se utilizaron ratones de la cepa CF1, de ambos sexos con un peso de 28 + 2 g.
Los extractos fueron administrados mediante una sonda gastrica en dosis de 200
mg/kg en goma arabiga salina. Los animales tratados fueron 8 y dos controles, éstos
ultimos fueron incorporados a un pool hasta completar 16 animales controles.

Transcurridos 60 min de la administraciéon de la muestra, los animales fueron
inyectados via i.p. con 0,5 mL/25 g ratéon de acido acético al 0,6 %. El numero de
contorsiones fue contabilizado luego de 5 minutos de la administracion del acido
acético y durante un intervalo de 5 min (Delporte “et al”, 2007).

Se describe como contorsion, a la contracciéon de los musculos abdominales,
acompafnados por una elongacién del cuerpo y extensién de las patas traseras. El

farmaco de referencia fue naproxeno sodico a dosis de 12,5 mg/kg.

Tratamiento estadistico

La significancia estadistica de los resultados fue calculada mediante el test
método no paramétrico de Wilcoxon para datos independientes (Hollander y Wolfe,
1973). Los valores de p < 0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

Los resultados son expresados como % de efecto analgésico oral £+ S.E.M. La
actividad antinociceptiva fue calculada comparando la mediana del numero de
contorsiones de los animales tratados con respecto de la mediana de los animales

controles, los cuales sélo recibieron el vehiculo (goma arabiga salina).

% AO= 100 — (c.m/c.c) * 100

Ecuacion 5.4: Porcentaje de analgesia oral por el ensayo de las contorsiones
abdominales

Donde:
%A0 porcentaje analgesia via oral; c.m mediana de las contorsiones de los animales tratados; c.c
mediana de las contorsiones de los animales controles
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5.2.4 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria por via toépica
5.2.4.1 Ensayo de la induccion de edema en orejas

El ensayo se realizd utilizando dos tipos de agente inflamatorio; acido
araquidoénico (AA) y 12-miristato-13-acetato forbol (TPA), los cuales al ser aplicados
localmente producen una reaccién inflamatoria aguda caracterizada por aumento de la
permeabilidad vascular, edema e influjo celular, diferenciandose en el tiempo de accién
y mediadores quimicos involucrados en los diferentes procesos (Lloret y Moreno, 1995;
De Young “et al”, 1989).

Sobre la oreja derecha del ratén se aplicd la muestra en estudio a la dosis de 3
mg/oreja para los tres extractos y 1 mg/oreja para la FADM, aplicando 10 yL con una
micropipeta en la cara externa y otros 10 uL en la cara interna de la oreja; de igual
forma se procedid en la oreja izquierda, pero aplicando solo el vehiculo utilizado
(Delporte “et al”, 2003). Después de 5 min y de la forma ya descrita se aplicé el agente
inflamatorio (AA o TPA) en la oreja derecha y en la izquierda el vehiculo (Delporte “et
al”, 2003).

Pasado el tiempo de inflamacion maxima (4 72 horas en el ensayo con TPA y 1
hora en el ensayo con AA), los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical y
se procedié a cortar ambas orejas con un sacabocados de 6 mm de diametro,
obteniendo asi porciones uniformes. Estas fueron pesadas para obtener por diferencia
de peso entre ambas, el peso del edema producido. Para calcular el efecto se compardo
el edema desarrollado por los animales tratados con el edema de los 16 animales
controles.

El vehiculo utilizado para las muestras, asi como también para ambos agentes

inflamatorios fue acetona, la que no interfiere en el proceso de inflamacion.

Tratamiento estadistico

La significancia de los resultados fue calculada mediante el método no
paramétrico de Wilcoxon para datos independientes (Hollander y Wolfe, 1973),
considerandose significativos para un p < 0,05. Los resultados son expresados como el
% de efecto + S.E.M .

La actividad antiinflamatoria tépica de cada muestra se obtuvo comparando la

mediana de los edemas desarrollados por los animales tratados y controles.
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El porcentaje de efecto se calculé mediante la siguiente ecuacion:

%EAIT = (ODC-OIC) — ((ODM-OIM) * 100
(ODC-0IC)

Ecuacion 5.5: Porcentaje de inflamacion topico por edema en oreja

Donde:

%EAIT porcentaje de efecto antiinflamatorio via topica; (ODC-OIC) mediana de la diferencia de los pesos
de las orejas derecha e izquierda de los animales controles; (ODM-OIM) mediana de la diferencia de los
pesos de las orejas derecha e izquierda de los animales que recibieron la muestra.

El AA fue aplicado a la dosis de 2mg/ 20uL/ oreja y el farmaco utilizado como
referencia fue nimesulida, cuyo efecto maximo fue de 48,8% a la dosis de 1mg/ 20uL/
oreja.

El TPA fue aplicado a la dosis de 5ug/ 20uL/ oreja. El farmaco de referencia fue

indometacina cuyo efecto maximo fue de 92,9% a la dosis de 0,5mg/ 20uL/ oreja.

5.2.5 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria por via oral
5.2.5.1 Ensayo del edema plantar inducido por A-carragenano

La actividad antiinflamatoria via oral de los EH, EDM, EM y FADM, se determiné
mediante el método del edema plantar inducido por A-carragenano. La dosis a evaluar
para cada extracto fue de 200 mg/kg y para la FADM fue de 100 mg/kg.

Se utilizaron cobayos cepa Pirbright de E.E.U.U, de ambos sexos, de 2 a 4
semanas de edad con un peso aproximado de 250 g. Previo al estudio se mantuvieron
en ayunas por 24 horas con agua ad libitum, a una temperatura entre 18-20 °C. Se
trabajo con 10 animales como grupo tratado y 2 como controles. A los animales del
grupo tratado se les administraron los extractos utilizando como vehiculo una solucion
de goma arabiga salina al 5%, mientras que al grupo control se le administré solamente
el vehiculo.

Para la administracion p.o se utilizé una sonda de alimentacion gastrica de 6
french. El volumen administrado por via oral tanto de la muestra como del vehiculo fue
de 1 mL.

Al iniciar el ensayo se midi6 en un pletismémetro Ugo Basile (3 veces) el

volumen inicial de la pata de cada animal previamente marcada y se calcul6 el
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promedio de estos tres valores.

Transcurrida una hora de la administracién para ambos grupos, se procedi6 a
inducir el edema plantar, para lo cual se inyect6 0,1 mL de la solucién de A-
carragenano por via s.c. al 1% en solucién salina estéril, en la aponeurosis plantar, y al
cabo de tres horas se midi6é el volumen final (3 veces) de la pata de cada animal
(Backhouse “et al”, 1994).

El farmaco de referencia utilizado fue naproxeno sédico cuyo efecto maximo fue
de 54,6% a la dosis de 4 mg/kg.

Tratamiento estadistico

Los resultados se analizaron estadisticamente por el método no paramétrico de
Wilcoxon para datos independientes (Hollander y Wolfe, 1973), considerandose
significativos para un p < 0,05. Los resultados son expresados como % de efecto
antiinflamatorio oral £ S.E.M.

Para determinar la actividad antiinflamatoria oral, se calculé la mediana del %l
de las patas de los animales tratados (Im) y se comparé con la mediana del %l de los

animales controles (Ic), como se muestra en las ecuaciones descritas a continuacion.

%I= (V£-Vi)/Vi x100

Ecuacion 5.6: Porcentaje de inflamacion mediante ensayo del edema plantar

%EAIO = (Ic — Im)/lc x 100

Ecuacion 5.7: Porcentaje de efecto antiinflamatorio via oral mediante ensayo del
edema plantar

Donde:

%Il porcentaje de inflamacion; Vf volumen final de la pata del animal; Vi volumen inicial de la pata del
animal; %EAIO porcentaje de efecto antiinflamatorio via oral; Ic mediana del % de inflamacion de los
animales controles; Im mediana del % de inflamacién de los animales tratados

5.2.6 Evaluacion de la toxicidad aguda por via oral y determinacion de la dosis

letal 50 (DLso)

Se evalud la toxicidad aguda de los EDM y EM ya que fueron los extractos que
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presentaron la mayor actividad farmacoldgica. EI nimero de animales (hembras y
machos) para cada ensayo fue entre 6 y 8 para el grupo tratado y 6 animales para el
grupo control. La dosis inicial administrada a través de una sonda gastrica fue de 2g/kg
de extracto suspendido en goma arabiga salina al 5% en volumenes de 0,4 mL para
ratones de 25 g de peso. Los animales del grupo control recibieron solamente el
vehiculo. Los animales se mantuvieron en observacién por catorce dias con
alimentacion, agua y temperatura normal, controlando su peso diariamente (Delporte
‘et al”, 1998; Olivares, 2001). Luego de la administracién los animales fueron
observados para detectar mortalidad o la aparicion de los siguientes signos clinicos:
Signos motores: movimientos, convulsiones, caida del tren posterior, somnolencia.
Signos respiratorios: jadeos y cianosis.

Signos gastrointestinales: diarrea y emesis

Salivacion y pilo ereccién

Fue importante realizar una observacion constante durante las primeras 4 horas
ya que es mas probable que en este periodo se manifiesten con mayor intensidad las
potenciales alteraciones fisiolégicas de los animales.

Se debia realizar la necropsia a los animales que mueren durante el
experimento, como a aquellos que queden vivos una vez terminado el periodo de
observacion, con el objetivo de determinar si hubo alteraciones en las caracteristicas
de los 6rganos en comparacion con los animales controles.

Una vez finalizado el periodo de observacion todos los animales fueron
sacrificados mediante dislocacion cervical y se realizé un analisis morfolégico y
fisiopatologico de los diferentes érganos, comparandolos con los 6rganos de los
animales del grupo control (Jiménez y Padilla, 1999).

Los 6rganos observados fueron: eséfago, estdbmago, intestino delgado, higado,
riidn, bazo, pancreas, gonadas, corazon y pulmones.

Aunque los animales fueron pesados diariamente, sélo se compararon
estadisticamente los pesos de los ratones de los dias 1 y 14 con el fin de detectar si
hubo diferencia estadisticamente significativa entre el periodo inicial y final.

Si se produjese muerte de los animales en este ensayo se debe determinar la

dosis letal cincuenta (DLsp dosis que produce la muerte al 50 % de los animales) para
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lo cual se administran distintas dosis y para el calculo de la DLsg se utiliza el programa
PCS Farm, al cual se ingresan las distintas dosis y los niveles de respuesta, en este
caso mortalidad, para cada dosis. El programa realiza la regresion lineal dada por la
relacion probit-log de la dosis segun el método grafico numérico modificado para
computadores de Lichfield y Wilcoxon, que entrega la DLs, y el intervalo de confianza
al 95% (Cubillos “et al”, 1999).

5.2.7 Prueba de irritacién dérmica a través del Test de Draize

Para realizar este ensayo se depild la superficie dorsal de 6 conejos angora
albinos de sexo femenino con un clipper eléctrico. Para la evaluacion de cada muestra
fueron utilizados 6 animales. Se desinfect6 el lomo de cada uno de ellos con alcohol de
70°, y fueron inmovilizados en cepos.

Se trazé una linea central a lo largo de cada conejo con un lapiz quirdrgico para
observar al animal desde la cabeza hasta el rabo desde dos areas: la izquierda,
denominada A y la derecha, denominada B.

Se realizé sobre el area dorsal B de cada animal, una leve abrasién con una
aguja 21G x 1%, desechando y cambiando la aguja entre cada animal.

Se colocaron los parches (Finn Chambers) sobre un mesén sanitizado con
alcohol 70° en posicion vertical con las camaras de aluminio hacia abajo y se dibujé
una linea recta a lo largo de cada parche, siendo A el area izquierda y B la derecha.

Se aplicaron sobre las camaras 20 pL de cada uno de los extractos y del
disolvente como zona control, todos en duplicado para ser aplicados en las areas A 'y
B: La concentracién a evaluar fue la concentracion maxima posible de disolver en 20
ML en etanol o agua. Como las muestras eran liquidas, en cada camara se colocé un
papel filtro para evitar su derrame en el momento de colocar los parches sobre el lomo
del conejo.

Se aplicaron los parches desde la parte inferior, presionando las camaras desde
abajo hasta arriba, para que salga el aire, haciendo coincidir la linea dibujada sobre el
parche con la dibujada sobre el lomo del conejo. Se presioné cada una de las camaras
con el dedo para que se distribuyesen uniformemente las muestras dentro de ésta,

presionado ademas en las esquinas del parche para asegurar una buena adherencia.
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Se consigné la fecha y hora de aplicacion de los parches y se mantuvieron a los
animales en sus respectivas jaulas con temperatura adecuada a 20 ° C vy
permitiéndoles ingerir agua y comida durante el tiempo que duré el estudio.

Se removieron los parches después de 24 h de contacto con los productos y se
evaluaron los resultados, usando una lupa, segun la TABLA 1. Posterior al examen, se
aplicaron las muestras nuevamente, usando la misma técnica descrita anteriormente..

La evaluacién fue repetida a las 48 y 72 h después de iniciado el ensayo y se
calculo el SPI (registro de irritacion primaria) para cada conejo tanto en el area con la

piel intacta y con abrasion.

TABLA 1. Evaluacioén de la irritacion primaria de la piel de conejo

VALOR ERITEMA EDEMA
0 sin eritema sin edema
1 eritema levemente perceptible edema levemente perceptible

eritema bien definido edema leve, con orillas bien definidas por
2 un levantamiento de piel definido

eritema moderado a severo edema moderado; levantamiento de piel de
3 1 mm aproximadamente

eritema severo y con llagas edema severo; levantamiento de piel mayor
4 a 1 mm, expandido en toda el area de

exposicion.

5.2.7.1 Determinacion de la irritacion primaria (SPI) e indice de irritacion primaria
(P11)

En la TABLA 1 se resumen las categorias de las posibles respuestas de la piel
de conejo al contacto con las muestras en estudio, dandose un valor de 0 a 4 segun la
intensidad del edema o del eritema desencadenado durante la prueba de irritacién. El
valor maximo posible de la sumatoria de ambos parametros corresponde a un total de
8 (Mazzanty “et al”, 2005).

El valor de irritacién primaria (SPI) en cada conejo, corresponde a la suma de
los valores de eritema y edema (a las 24, 48 y 72 h), dividido por el numero de
observaciones, de la zona tratada menos los valores de eritema y edema, (a las 24, 48

y 72 h.), dividido por el numero de observaciones de la zona control. Estos calculos se
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pueden resumir en la siguiente ecuacion:

SPI=]> (Er+Ed)24h+ (Er+Ed)48 h. + (Er+ Ed) 72 h]Z.t _ [> (Er+Ed)24 h. + (Er+ Ed)48 h + (Er + Ed)72 h] Z.c

NuUmero observaciones NUmero observaciones

Ecuacion 5.8: Valor de irritacion primaria mediante Test de Draize

Donde:
Er eritema; Ed edema; Z.t zona tratada;Z.c zona control.

El PII (indice de irritacion primaria) fue calculado como la media aritmética de
los valores de irritacion primaria (SPI) determinada en los 6 animales. Se calculé un PlI
para cada una de las muestras en piel intacta y otro Pll para la piel con abrasion

Segun el valor del PIl obtenido para cada muestra, ésta sera clasificada de
acuerdo con TABLA 2.

TABLA 2. Categorias de indice de irritacion primaria (Pll) mediante el Test de

Draize
VALOR PIl
0-0,4 imperceptible
0.5-1.9 levemente irritante
2.4.9 moderada irritacion
5-8 irritaciéon severa

5.3 Estudios farmacolégicos in vitro

5.3.1 Evaluaciéon de la actividad antimicrobiana de los extractos de las hojas de
magqui por el ensayo Bioautografia

Mediante este ensayo se evalud la actividad antimicrobiana de los extractos, los
cuales fueron sembrados en cromatofolios de gel de silice 60 (Merck) y se determino la
fase movil mas apropiada para cada uno de ellos (TABLA 3).

Se prepararon caldos de cultivo de las diferentes cepas (TABLA 4), utilizando
como medio liquido de cultivo TSB (Triptona soy Broth) para bacterias y PDB (potatoes

dextrose broth) para hongos. Cada microorganismo en estudio fue resuspendido en

22



Capitulo V Materiales y métodos

duplicado mediante un asa de micrén estéril en 3 mL de su correspondiente medio
segun sea bacteria u hongo, los cuales fueron obtenidos de una siembra de agar
inclinado (Erazo “et al”’, 2002). Las bacterias fueron incubadas a 37 °C por 24 horas y
los hongos a 28 °C por 48 horas. Los cromatofolios fueron expuestos a la luz U.V. (A
254 nm), durante 30 minutos con el fin de esterilizarlos previo a realizar el ensayo.

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

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

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

placa se observé un halo de inhibicién de color blanco (Rahalison ‘et al”, 1991).

TABLA 3. Fases moviles de las c.c.f. para el ensayo Bioautografia

Fraccion o Compuesto Fase Movil
EH DCM:AE (7:3)
EDM DCM: AE (7:3)
EM AE:M (8:2)

Donde:
DCM disolvente diclorometano; AE disolvente acetato de etilo; M disolvente metanol

23



Capitulo V Materiales y métodos

TABLA 4. Microorganismos utilizados para todos los ensayos microbiolédgicos

Bacterias . Tipo de cultivo

gram negativas

Escherichia coli ATCC 8739

Pseudomona aeruginosa ATCC 14207

Salmonella aviatum ATCC 12228

Klebsiella pneumoniae muestra clinica

Bacterias

Gram Positivas

Staphylococcus aureus ATCC 6538P

Micrococcus flavus ATCC 10290

Bacilus subtilis ATCC 6633

Hongo

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

Levadura

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

ATTC: American type Culture Collections

5.3.2 Evaluacién de la actividad antioxidante a través del ensayo de la xantino
oxidasa

La XO es una enzima que cataliza la oxidacién de la hipoxantina a xantina y
acido urico, al mismo tiempo y en presencia de oxigeno se produce la reduccion de
éste, generando el radical libre anion superdxido. En la fase de reperfusion de un tejido
previamente isquémico, XO produce grandes cantidades de anién superoxido capaces
de producir la lipoperoxidacion de los fosfolipidos que constituyen las membranas
celulares conllevando a la lesion de ellas. Para evaluar la actividad de la XO, se midié
la absorbancia (A) de su producto, el acido urico en un espectrofotdmetro UNICAM, el
que presenta una maxima A a una A de 290 nm (Kalcklar, 1947).

La solucién de xantina (X) se prepard a la concentracion de 0,15 mM en agua
bidestilada sonicando durante 2 a 3 horas a 60°C. La enzima se utilizé a la
concentracién de 0,006 U/mL A UN Ph 7,5. Con este fin se utilizd6 un amortiguador
constituido por Na,HPO, y KH,PO, ambas a una concentracién de 70 mM. Para
determinar la concentracion de enzima a utilizar se ensayé a distintas concentraciones
para obtener el grafico A vs concentracion. La concentracién de enzima que dié la A
requerida para trabajar (0,300-0,400) fue de 0,006 U/mL.
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Los extractos fueron evaluados a 50 uyg/mL (Theoduloz “et al’, 1991). A las
muestras en estudio se les adicioné 3 a 4 gotas de DMSO y a continuacién el agua
bidestilada, sonicando cuando se requirid para lograr la solubilidad. Las muestras
fueron evaluadas en duplicado. Para finalizar el ensayo se utilizé HCI 1 N (40,9 mL de
acido concentrado en 500 mL de agua bidestilada). El protocolo del ensayo se detalla
en la TABLA 5.

TABLA 5. Protocolo del ensayo de inhibicidon de la xantino oxidasa

REACTIVOS Tubo A Tubo B Tubo C Tubo D
1. Extracto — — 1mL 1mL
2. Agua bidestilada 1mL 1mL — —

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

Preincubacion a 25 °C por 15 minutos.

5. Xantina [2mL 2mL 2mL 2mL
Incubacion a 25° C por 30 minutos.

6. HCI 1 mL 1mL 1 mL 1mL
Medicion de la A del | Ac.urico total Blancode A | Ac. Urico | Blanco de C
acido urico a 290 nm remanente

VOLUMEN TOTAL 7 mL 7 mL 7 mL 7 mL

Una vez agregados los reactivos 1, 2, 3 y 4 se preincubaron las mezclas a 25°C
por 15 minutos. A continuacion se adicioné a todos los tubos X y se incubé a 25°C por
30 min (para que la X esté a la temperatura de las muestras se coloco en el bafo junto
con éstas). Para finalizar, la reaccion fue detenida con HCIl y se procedié a leer la
absorbancia (A) del acido urico a 290 nm (Noro “et al”, 1983), en un espectrofotometro
UNICAM (Kalckar, 1947).

El porcentaje de inhibicién (%In) se calculé segun la siguiente ecuacion:

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

Ecuacion 5.8: Porcentaje de inhibicion de la XO

Donde:

A absorbancia; Aa absorbancia del tubo a; Ab absorbancia del tubo b; Ac absorbancia del tubo c; Ad
absorbancia del tubo d; Aa-Ab: absorbancia del acido Urico total; Ac- Ad absorbancia del acido urico
remanente
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El farmaco de referencia utilizado fue el alopurinol y para determinar su
concentracion inhibitoria cincuenta (Clsy) se ensayaron diferentes concentraciones de
este farmaco. Del grafico % Inhibicion vs concentracion se obtuvo el Clsy que resultd
ser 0,035 pg/mL.

La significancia de los resultados se calculé con el método no paramétrico de
Wilcoxon para datos independientes (Hollander y Wolfe, 1973), considerandose
significativos para un p< 0,05. Los resultados son expresados como % de inhibicion +
D.S.

5.3.3 Evaluacion de la actividad atrapadora de radicales libres a través del
ensayo de DPPH

El ensayo se fundamenta en que el radical 2,2-difenil-1-picril hidrazilo hidratado
(DPPH) de color violeta intenso, al ser capturado forma un compuesto estable incoloro.
Es posible cuantificar la capacidad capturadora de radicales libres que poseen distintas
sustancias mediante la determinacién del grado de decoloracion que dichos
compuestos provocan a una solucion metandlica de DPPH (Amie “et al”, 2003)

Para ello se utiliz6 una solucién metandlica recién preparada del radical 2,2-
difenil-1-picril hidrazilo (DPPH) de 20 mg/L. Se prepararon soluciones metandlicas de
las muestras dentro de un rango de concentraciones de 1 a 200 ug/mL de acuerdo a la

actividad encontrada y siguiendo el protocolo presentado en la TABLA 6.

TABLA 6. Protocolo del ensayo de DPPH

Control Blanco Muestra
Extracto 0pL 375 pL 375 pL
DPPH (20mg/mL) 750 uL 0puL 750 pL
Metanol 375 uL 750 pL 0puL
Volumen total 1125 ulL 1125 ulL 1125 uL

El calculo del porcentaje de decoloracion que corresponde a la capacidad

atrapadora de radicales libres se determiné utilizando la siguiente ecuacion:
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%De =1 — (Am / Ac)] * 100

Ecuacion 5.9: Porcentaje de decoloracién

Donde:
% De porcentaje de decoloracién; Am absorbancia de la muestra; Ac absorbancia del control

Un valor igual a cien corresponde a la maxima capacidad atrapadora de
radicales libre y un valor cercano a cero indica una nula capacidad, por lo que el grado
de decoloracién indica la eficiencia de los extractos como atrapadores de radicales
libres. Como compuesto de referencia se utilizé quercetina. Cada determinacion se
realiza en triplicado, calculando el promedio del % de decoloracion + D.S.

Los resultados también fueron expresados como CEs, (concentracién efectiva

cincuenta) (Feresin “et al”, 2002).
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CAPITULO VI
RESULTADOS Y DISCUSION

6.0 Estudio anatémico de las hojas de maqui
6.0.1 Descripcion anatémica de las hojas de maqui

En los cortes transversales de las hojas se observaron células epidérmicas
constituidas por una capa de células (ambas epidermis monoestratificadas) con una
membrana cuticular delgada y los estomas se presentan a nivel de la superficie
epidérmica. No se observaron pelos tectores. A continuacion debajo de la epidermis en
el haz se vieron dos capas de parénquima en empalizada y a continuacion se observo
un abundante parénquima esponjoso con amplios espacios intercelulares. En el nervio
medio se comprobd la existencia de colénquima del tipo laminar y abundantes fibras
lignificadas sobre el floema (ver Anexo | en Material Complementario: fotografias de: A
frutos; B1 hoja entera; B2 nervadura de la lamina foliar; C cortes transversales de la

lamina de la hoja).

6.1 Estudio quimico
El estudio quimico realizado a las hojas de Aristotelia chilensis mostrd los

siguientes resultados.

6.1.1 Rendimiento de los extractos vegetales y FADM obtenidos a partir de las
hojas de maqui
El rendimiento de los diferentes extractos a partir del material vegetal se detalla

en la TABLA 7, ademas se sefialan los rendimientos del infuso y FADM.

TABLA 7. Rendimiento de los extractos

Extractos EH EDM EM Infuso
Peso del extracto (g) 14,8 76,3 100,9 50
Rendimiento (%) 1,3 6,7 9,9 25

Donde:
EH: extracto hexanico; EDM extracto de diclorometano; EM extracto metandlico
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La cantidad obtenida de FADM a partir del EDM fue de 4,9 g lo que equivale a
un rendimiento de 10,9%.

6.1.2 Identificacion de las familias de compuestos por c.c.f. de los extractos y
FADM

Los sistemas de desarrollo de las c.c.f. de los distintos extractos y FADM
fueron:
EH: diclorometano: acetato de etilo (8:2)
EDM: diclorometano: acetato de etilo (8:2)
EM: Acetato de etilo: metanol (9:1)
Infuso: acetato de etilo: acido formico: acido acético: agua (10:1; 2:1; 2:2,6)
FADM: diclorometano 100%; acetona y gotas de NH3

Los resultados del rastreo fitoquimico inicial (screening) para pesquisar las
principales familias de compuestos en los extractos y FADM, utilizando distintas fases
moviles y reactivos reveladores, estan presentados en la TABLA 8, indicando con un

simbolo + o -, la presencia o ausencia de las familias de metabolitos secundarios.

TABLA 8 ldentificacion de las familias de compuestos quimicos por c.c.f. de los

extractos y FADM
Metabolitos Revelador EH EDM EM FADM | Infuso
Secundarios
Alcaloides Dragendorff - + ++ + +
Terpenos Lieberman Burchard + ++ - + +
Esteroides Lieberman Burchard + + - + -
Terpenos p-anisaldehido + ++ - + +
Compuestos NP/PEG (UV 366 nm) - + +++ + +++
fendlicos
Cumarinas o | Vapores de amoniaco (UV - - - - +
flavonoides 366 nm)

Donde:

EH extracto hexanico; EDM extracto de diclorometano; EM extracto metandlico; FADM fraccion alcaloidea
del EDM; +++ presenta mayor cantidad relativa del compuesto; ++ presenta menor cantidad relativa del
compuesto; + presenta escasa cantidad relativa del compuesto; - no presenta el compuesto.
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En el EM e infuso, los metabolitos secundarios encontrados en mayor cantidad
fueron los compuestos fendlicos. Los alcaloides estan presentes en EDM, EM, FADM e
infuso, siendo el EM, el extracto que contiene una mayor cantidad de estos
compuestos nitrogenados. EI EDM concentra la mayor cantidad de compuestos del tipo

terpenoides. En el infuso se pudo observar una cantidad pequefia de cumarinas.

6.2 Estudio farmacolégico in vivo

A continuacién se presentan los resultados obtenidos en las evaluaciones de
las diferentes actividades farmacolégicas a las cuales fueron sometidos los diferentes
extractos y FADM.

6.2.1 Evaluacién de la actividad analgésica por via topica
6.2.1.1 Ensayo de la formalina en la cola

Los resultados de la evaluacion de la analgesia via topica mediante el ensayo
de la formalina en la cola para los EH, EDM, EM e infuso se detallan en la TABLA 9 y
en la FIGURA 2. La FADM no fue evaluada.

TABLA 9. Actividad analgésica via tépica mediante el ensayo de la formalina en
la cola de los diferentes extractos de las hojas de maqui y el farmaco de

referencia (ibuprofeno)

EXTRACTO % plv Med TLM n | MedTLC N % AT * SEM p
(DMSO) (seg) (seg))
EH 5 315 8 43,5 | 16 276+54 0,000134
EDM 5 155 | 8 43,5 | 16 59,7 +11,3 0,000119
EM 5 110 8 435 | 16 74176 4,44E-05
Infuso 5 195 | 8 435 | 16 55,2+5,3 0,000119
ibuprofeno 5 115 8 490 | 16 176,5+86,3 4,44E-05
Donde:

EH extracto hexanico; EDM extracto de diclorometano; EM extracto metandlico; % p/v (DMSO)
concentraciéon en p/v del extracto en dimetilsufoxido; Med TLM mediana del tiempo de lamidas de los
animales que se les aplicé la muestra; Med TLC mediana del tiempo de lamidas de los animales controles;
n numero de animales tratados para cada ensayo; N numero de animales controles para cada ensayo; %
AT % SEM porcentaje de analgesia topica = error estandar de la media; p significancia, resultado
significativo si p < 0,05; T efecto maximo
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FIGURA 2. Efecto analgésico téopico comparativo de los diferentes extractos de
las hojas de maqui y el farmaco de referencia (ibuprofeno) en el ensayo de la

formalina en la cola
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Los resultados obtenidos mediante el ensayo de la formalina en la cola,
muestran que el mayor efecto analgésico lo exhibié el EM (74,1 %), cuya actividad es
cercana al efecto maximo del farmaco de referencia (ibuprofeno 76,5 %) seguido por el
EDM (59,7 %) y el Infuso (55,2 %). El EH present6 baja actividad (27,6%).

6.2.1.2 Ensayo latigazo de la cola

Los resultados de la evaluacion de la analgesia via topica mediante el ensayo
latigazo de la cola para los EH, EDM, EM y FADM se detallan en la TABLA 10 y en las
FIGURAS 3, 4, 5y 6. El infuso no fue evaluado.
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TABLA 10. Comparacion de la actividad analgésica via topica mediante ensayo

latigazo de la cola de los diferentes extractos de maqui y el farmaco de referencia

(ibuprofeno)

Donde:

Muestra n % p/v (DMSO) % AT £ SEM p
EH 6 1,25 9,3+3,6 0,000
6 2,5 174 +33 0,000
6 5 26,6+24 0,000
6 10 146,5 +6,5 0,000
EDM 6 1,25 84+24 0,000
6 2,5 15,9+4,5 0,000
6 5 243+38 0,000
6 10 137,8+3,8 0,000
EM 6 1,25 9,9+23 0,000
6 2,5 211+14 0,000
6 5 37,3+3,0 0,000
6 10 55,2 +4,3 0,000
FADM 6 0,125 12,0+ 3,8 0,000
6 0,25 24,0+ 3,0 0,000
6 0,5 405+52 0,000
6 1 158,2 +4,8 0,000
ibuprofeno 6 5 150,0 + 0,1 0,000

EH extracto hexanico; EDM extracto de diclorometano; EM extracto metandlico; FADM fraccion alcaloidea
del EDM; ibuprofeno farmaco de referencia; n nimero de animales utilizados para cada ensayo; % p/v
(DMSO) concentracion en p/v del extracto en dimetilsufoxido; % AT * SEM porcentaje de analgesia tdpica
+ error estandar de la media; p significancia, resultado significativo si p < 0,05;T efecto maximo

FIGURA 3. Relacién concentracién - efecto analgésico tépico del EH de maqui y

el farmaco de referencia (ibuprofeno) mediante el ensayo latigazo de la cola
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FIGURA 4. Relaciéon concentraciéon - efecto analgésico tépico del EDM de maqui y

el farmaco de referencia (ibuprofeno) mediante el ensayo latigazo de la cola
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FIGURA 5. Relacion concentracion - efecto analgésico tépico del EM de maqui y

el farmaco de referencia (ibuprofeno) mediante el ensayo latigazo de la cola
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FIGURA 6. Relacidon concentracion - efecto analgésico tépico de la FADM de

maqui y el farmaco de referencia i(buprofeno) mediante el ensayo latigazo de la

cola
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FIGURA 7. Efecto analgésico topico maximo comparativo de los diferentes
extractos de maqui y el farmaco de referencia (ibuprofeno) mediante el ensayo

latigazo de la cola
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De la FIGURA 3, 4, 5 y 6 se puede observar que todos los extractos
presentaron un efecto analgésico concentracion - dependiente frente al ensayo latigazo
de la cola. Los efectos maximos de los extractos se alcanzaron a la concentraciéon de

un 10% y para la FADM esta concentracion fue de un 1%. Al comparar los resultados
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obtenidos a las concentraciones en que se alcanzé el efecto maximo, ver FIGURA 7,
podemos apreciar que el mayor efecto analgésico maximo lo presenté la FADM
(58,2%), y con menores efectos maximos encontramos a los EM (55,2 %) y el EH

(46,5%); el EDM (37,8%) fue el que present6 un efecto analgésico maximo mas débil.

TABLA 11. Valores de la CE,5 analgésica topica de los diferentes extractos, FADM

y el farmaco de referencia (ibuprofeno) mediante el ensayo latigazo de la cola

Extracto CEzs * S.E.M.
EH 35205
EDM 45+04
EM 27%0,2
FADM 0,2+0,0
ibuprofeno 0,8+0,1

Donde:
EH extracto hexanico; EDM extracto de diclorometano; EM extracto metandlico; FADM fraccion alcaloidea
del EDM; ibuprofeno farmaco de referencia; CE2s concentracion a la que se produce el 25% del efecto
maximo; S.E.M. error estandar de la media.

En los resultados presentados en la TABLA 11 se puede apreciar que la
potencia de los extractos respecto de la del ibuprofeno es baja. Sin embargo la FADM

presentd una potencia superior a la del farmaco de referencia.

6.2.2 Evaluacién de la actividad analgésica por via oral
6.2.2.1 Ensayo de las contorsiones abdominales

A continuacién en la TABLA 12 y FIGURA 8 se presentan los resultados
comparativos obtenidos en la evaluacién de la actividad analgésica p.o. de los

diferentes extractos y el farmaco de referencia, naproxeno sédico.

TABLA 12. Actividad analgésica via oral mediante ensayo de contorsiones
abdominales de los extractos de las hojas de maqui y el farmaco de referencia

(naproxeno sodico)

Extracto Dosis c.m * SEM n c.c * SEM N % AO % P
(mg/kg) SEM
EH 200 20+04 8 18,56+2,7 16 89,2+1,6 0,0012
EDM 200 22+25 8 18,56+2,7 16 89,2+4,9 0,0001
EM 200 8,5+6,4 8 18,56+2,7 16 54,1+12,1 0,0103
naproxeno 12,5 6,0 +1,8 8 20,0+1,4 16 170,0+4 0,00
sédico
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Donde:

EH extracto hexanico; EDM extracto de diclorometano; EM extracto metandlico; naproxeno sédico
farmaco de referencia; c.m * SEM mediana de contorsiones del grupo muestra * error estandar de la
media; c.c # SEM mediana de contorsiones del grupo control + error estandar de la media; n numero de
animales tratados para cada ensayo; N numero de animales controles para cada ensayo; % AO * SEM
porcentaje de efecto analgésico via oral + error estdndar de la media; p significancia, resultado significativo
si p <0,05; T: efecto maximo.

FIGURA 8. Efecto analgésico comparativo p.o, de los diferentes extractos de
maqui y el farmaco de referencia (naproxeno sédico) mediante ensayo de las

contorsiones abdominales
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Al analizar los resultados presentados en la TABLA 12 y FIGURA 9, podemos
concluir que los EH y EDM exhibieron un efecto mayor a la del naproxeno sédico. El

EM es el que mostré un menor efecto.

El hecho de que los distintos extractos presentaron efecto analgésico frente a
los distintos métodos utilizados (latigazo de la cola, formalina en la cola, contorsiones
abdominales), nos permite plantear la hipdtesis de que los principios activos
responsables de la analgesia podrian actuar tanto a nivel central como periférico
(Kolesnikov ‘et al”, 2004; Miranda “et al”, 2002; Pinardi “et al”, 2003).

6.2.3 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria por via tépica
6.2.3.1 Ensayo de la induccién de edema en orejas
Enla TABLA 13y 14 y FIGURA 9y 10 se detallan los resultados obtenidos para

la inflamacion topica inducida por AA y TPA de los diferentes extractos y FADM.
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TABLA 13. Actividad antiinflamatoria tépica frente a AA de los diferentes

extractos y FADM de las hojas de maqui y el farmaco de referencia (nimesulida)

Muestra Dosis mg/ m.e.m n m.e.c N %EAIT  SEM p
20uL/oreja

EH 3 0,0046 8 0,0065 16 30 + 26,8 0,0432

EDM 3 0,0052 8 0,0065 16 31,587 0,0078

EM 3 0,0045 8 0,0065 16 20,0 £ 15,7 0,0890

Infuso 3 0,0029 8 0,0065 16 56,2 + 6,6 0,0001

FADM 1 0,0078 8 0,0070 16 -11,5+6,0 0,6433

nimesulida 1 0,0050 8 0,0085 16 148,84 0,01
Donde:

EH extracto hexanico; EDM extracto de diclorometano; EM extracto metandlico; FADM fraccion alcaloidea
del EDM; nimesulida farmaco de referencia; m.e.m mediana del edema en el grupo muestra; m.e.c
mediana del edema en el grupo control; n numero de animales tratados para cada ensayo; N numero de
animales controles para cada ensayo; % EAIT * SEM porcentaje de efecto antiinflamatorio tépico + error
estandar de la media; p significancia, resultado significativo si p < 0,05; 1 efecto maximo

FIGURA 9. Efecto antiinflamatorio topico comparativo frente a AA de los EH,

EDM, EM, Infuso, FADM y el farmaco de referencia (nimesulida)
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Los resultados de evaluacion antiinflamatoria frente a AA de las diferentes
muestras nos permiten observar que el Infuso (56,2%) alcanza el mayor efecto
antiinflamatorio topico, seguido por EDM (31,5%) y EH (30%) que presentan un efecto
menor; el EM (20%) tiene una leve actividad antiinflamatoria topica: Los resultados
obtenidos con todas las muestras fueron significativos por presentar un p < 0,05. La

FADM no presenté actividad antiinflamatoria topica frente a AA.
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TABLA 14. Actividad antiinflamatoria topica frente a TPA de los diferentes
extractos y FADM de las hojas de maqui y el farmaco de referencia

(indometacina)

Muestra Dosis Mediana n Mediana | N %EAIT £ SEM P
mg/oreja EDEt EDEc
EH 3 0,0038 8 0,0053 16 28,3+154 0,0405
EDM 3 0,0018 8 0,0053 16 63,9 +10,3 0,0022
EM 3 0,0018 8 0,0049 16 66,0 +12,1 0,0046
Infuso 3 0,0048 8 0,0049 16 1,0+ 13 0,5366
FADM 1 0,0097 8 0,0059 16 -64,4+ 8,8 0,9813
Indometacina 0,5 0,0007 8 0,0099 16 1929+3,2 0,0003
Donde:

EH extracto hexanico; EDM extracto de diclorometano; EM extracto metandlico; FADM fraccion alcaloidea
del EDM; indometacina farmaco de referencia; mediana EDEt mediana del edema en el grupo muestra;
EDEc mediana del edema del grupo control; n nimero de animales tratados para cada ensayo; N numero
de animales controles para cada ensayo; % EAIT * SEM porcentaje de efecto antiinflamatorio tépico +
error estandar de la media; p significancia, resultado significativo si p < 0,05; 1 efecto maximo.

FIGURA 10. Efecto antiinflamatorio topico comparativo frente a TPA de los EH,

EDM, EM, Infuso, FADM y el farmaco de referencia (indometacina)
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Los resultados de la evaluacion de la actividad antiinflamatoria frente a TPA de
las diferentes muestras nos permiten concluir que el EM (66,0%) y el EDM (63,9%) son
los extractos mas activos, mientras que el EH presenta baja actividad (28,3%). Los

Infuso y FADM no presentaron efectos antiinflamatorios en este ensayo.
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6.2.4 Evaluacién de la actividad antiinflamatoria por via oral
6.2.4.1 Ensayo del edema plantar inducido por A-carragenano

En la TABLA 15 se detallan los resultados obtenidos para la evaluaciéon de la
actividad antinflamatoria por via oral de los diferentes extractos y FADM. El infuso no

fue evaluado.

TABLA 15. Actividad antiinflamatoria oral inducida por A-carragenano de los
diferentes extractos, FADM y el farmaco de referencia (haproxeno sédico)

Muestra Dosis Im * SEM n Ilc £ SEM N %EAIO £ SEM o]
mg/ kg
EH 200 55,4 £ 3,1 8 47944 12 -15,6 £6,5 0,9474
EDM 200 59,2+4,4 8 479144 12 -23,6 £9,2 0,8915
EM 200 471149 8 479144 12 1,7+10,4 0,4385
FADM 100 70,6 £4,1 8 479144 12 -47,3+8,5 0,9945
naproxeno 4 17,113 12 37,7+1,3 96 154,6 + 0,8 0,0001
sodico
Donde:

EH extracto hexanico; EDM extracto de diclorometano; EM extracto metandlico; FADM fraccion alcaloidea
del EDM; naproxeno sédico farmaco de referencia; Ic + SEM mediana de la inflamacién de grupo control
+ error estandar de la media; Im * SEM mediana de inflamacién de grupo muestra = error estandar de la
media; n numero de animales tratados para cada ensayo; N numero de animales controles para cada
ensayo; % EAIO * SEM porcentaje de efecto antiinflamatorio oral + error estandar de la media; p
significancia, resultado significativo si p < 0,05; 1 efecto maximo

En la evaluacién de la actividad antiiflamatoria frente al A-carragenano p.o, tanto

los extractos seriados como la FADM fueron inactivas.

Analizando los resultados obtenidos en los estudios pre-clinicos podemos
destacar que todos los extractos seriados presentaron efectos analgésicos vy
antiinflamatorios por la via topica. Ademas, la FADM presenté solo efectos analgésicos
tépicos y fue inactiva como antiinflamatoria tépica.

Sin embargo por la via oral fueron inactivos como antiinflamatorios tanto los
extractos seriados como la FADM.

La actividad antiinflamatoria topica de los distintos extractos seriados se presento
frente a AA y TPA, lo que nos permite plantear que los extractos presentan distintos

compuestos con distintos mecanismos de accion. EI AA produce una inflamacion
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rapida y de corta duracion, hay un aumento de la permeabilidad vascular y los
mediadores proinflamatorios liberados después de aplicar el AA son principalmente la
mieloperoxidasa y elastasa producida por los neutrdfilos, ademas de una alta
concentracién de anién superédxido. Se producen también PGE; (prostaglandinas E,),
NO y LTB,4 (leucotrieno B4). La aplicacion del TPA produce una inflamacién lenta y
sostenida en el tiempo, produciendo altas cantidades PGE, y NO (a diferencia de las
cantidades relativas que produce el AA), ya que induce la expresion de COX-2 (enzima
ciclooxigenasa inducible) e INOS (enzima oéxido nitrico sintasa inducible)
respectivamente. Ademas el TPA produce un mayor aumento de la permeabilidad
vascular en comparacion a la que produce el AA (Lloret y Moreno, 1995; De Young “et
al”, 1989).

Es importante senalar que el proceso inflamatorio es muy complejo y que
existen diversas sustancias enddgenas proinflamatorias, por lo tanto, el mecanismo de
accién de una sustancia antiinflamatoria puede ser muy diferente, pudiendo actuar por
ejemplo, a través de la inhibicion de procesos oxidativos, o0 mediante la reduccién de la
actividad de los macréfagos y del complemento, como también mediante la inhibicion
de enzimas pro-inflamatorias como las COX, iNOS, metaloproteinasas entre otras
(Florez, 2003; Szabo “et al”, 2004; Kim “et al”, 2005; Bosca “et al”, 2005).

La ciclooxigenasa se presenta como minimo en dos formas isoméricas: la COX-
1 (constitutiva), que media la formacién de las prostaglandinas que cumplen funciones
fisiologicas tales como la proteccion de la mucosa gastrointestinal, hemostasis y flujo
sanguineo renal; y la COX-2 (inducible), la cual cataliza la produccion de altas

concentraciones de PGE; (Simmons “et al”, 2004).

El hecho de que los extractos seriados presentaran efectos analgésicos y
antiinflamatorios puede ser explicado en parte, como consecuencia de que las
propiedades analgésicas y antiinflamatorias estan muy relacionadas. Los
antiinflamatorios pueden exhibir actividad analgésica si su mecanismo de accién es
mediante la inhibicién de la enzima ciclooxigenasa (COX), como ya se sefald, ésta
produce entre otros, la prostaglandina PGE, que causa dolor e inflamacion en los

tejidos en donde se produce. El dolor es consecuencia de la inflamacién en la mayoria
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de los tejidos, donde la PGE; sensibiliza los terminales nociceptivos a estimulos fisicos

y quimicos (Florez, 2003).

6.2.5 Evaluacion de la toxicidad aguda y determinacion de la DLs,

En la TABLA 16 se detallan los valores obtenidos en el estudio de la toxicidad
aguda p.o, de los dos extractos farmacolégicamente mas activos (EDM y EM). La dosis
para los extractos fue de 2g/kg de ratén suspendidos en goma arabiga salina. No fue
posible de administrar una dosis Unica mas alta, debido a la solubilidad de los

extractos.

TABLA 16. Registro comparativo de los pesos de los ratones después de la

administracion p.o. de los EDM y EM para la evaluacion de la toxicidad aguda

DIA* EDM mediana del n1 EM mediana del n2 controles N
peso (g) £ SEM peso (g) £ SEM mediana del
peso (g) * SEM
1 17,8+ 0,3 6 17,8+ 0,6 8 17,3+ 0,3 6
4 232+14 6 21,8+1,5 8 24,1 +0,6 6
5 245+1,6 6 23,5+1,6 8 25,3+0,7 6
6 24820 6 248 +17 8 26,0+ 0,7 6
7 258+22 6 26,3+1,8 8 26,6 +0,9 6
10 30,5+3,2 6 279+19 8 274 +1,0 6
11 29,6 +3,0 6 29,7+23 8 30,1+1,0 6
12 29,9+ 31 6 30,124 8 31,113 6
13 30,7 £ 3,1 6 31,326 8 31,8+£1,3 6
14 32,0+ 3,1 6 32426 8 32,8+1.5 6

*Dias 2, 3, 8, 9 corresponden a fines de semana, periodo en que no se registro el peso.

Donde:

EDM extracto de diclorometano; EM extracto metandlico; SEM error estandar de la media; n1 numero de
animales tratados para el ensayo con el EDM; n2 nimero de animales tratados para el ensayo con el EM;
N numero de animales controles para cada ensayo
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FIGURA 11. Curva comparativa del cambio de peso de los ratones después de la

administracion de los EDM y EM y de los animales controles
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A analizar y comparar las curvas presentadas en la FIGURA 11 se puede
concluir que los animales tratados con EDM o EM, subieron de peso en forma normal y
no hubo diferencias estadisticamente significativas al comparar el aumento de peso de

los animales tratados y de los animales controles.

Durante las primeras horas no se observaron alteraciones fisioldgicas en los
animales, siendo los signos motores, respiratorios y gastrointestinales normales,

ademas no se observd salivacion o pilo ereccion.

Todos los animales vivieron hasta el periodo final del ensayo, por lo tanto la
DLs, seria mayor a 2 g/kg. Fueron seleccionados al azar aquellos animales a los que
se les realizd la necropsia. Después de analizar los distintos érganos entre los
animales del grupo muestra y grupo control, se puede concluir que los EDM y EM no
alteraron los distintos 6rganos ya que su tamafio, forma, color y textura fueron iguales

a las de los animales controles.
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6.2.6 Prueba de irritacion dérmica a través del test de Draize

A continuacién en la TABLA 17, se presentan los resultados obtenidos en la

evaluacion del potencial de irritacion dérmica de los EDM y EM.

TABLA 17. Determinacion del indice de irritacion primaria (PIl)

Extracto Zona con Abrasion (PIl) Zona sin Abrasion (PIl)
EDM 0 0
EM 0 0

Donde:
EDM extracto de diclorometano; EM extracto metandlico; PIl indice de irritacién primaria.

En la evaluacién de la potencial capacidad de producir irritacién dérmica de los
EDM y EM, se pudo concluir que no hubo irritacion ni edema después de aplicar los
extractos, tanto en la zona sin abrasidn como en la con abrasion. Los Pll para ambos

extractos fue cero tanto en las zonas con y sin abrasion.

6.3. Estudio farmacolégico in vitro

A continuacioén se presentan los resultados obtenidos en la evaluacién de las

actividades in vitro.

6.3.1 Evaluacién de la actividad antimicrobiana de los extractos de las hojas de
magqui por el ensayo Bioautografia

En la TABLA 18 se detallan los resultados obtenidos en la evaluacion de la
actividad antimicrobiana de los EH, EDM y EM.

TABLA 18. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los EH, EDM y EM de las

hojas de maqui

BACTERIAS EH EDM EM
Escherichia coli + + -
Pseudomona aeruginosa - - -
Salmonella aviatum - - -
Klebsiella pneumoniae - - -
Staphylococcus aureus + + ++
Micrococcus flavus - - -
Bacilis subtilis + - -
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Hongos EH EDM EM
Candida albicans - - -

Levaduras EH EDM EM
S. cerevisiae - - -

Donde:
EH extracto hexanico.; EDM extracto de diclorometano; EM extracto metandlico; +++ presenta mayor
actividad; ++ presenta mediana actividad: + Presenta escasa actividad; - no presenta actividad.

Al analizar los resultados de la evaluacion de la actividad antimicrobiana frente
a distintas cepas, podemos concluir, en forma general, que los extractos no exhiben
una importante actividad; exceptuando al EM, el cual presenté una moderada actividad
frente a Staphylococcus aureus (ver en Anexo 1 en Material complementario: fotografia
de: A c.c.f. del EM; B bioautografia del EM frente a S. aureus), resultado que confirma

los estudios previos de las hojas de maqui (Silva “et al”, 1992 y 1995).

6.3.2 Evaluacion de la actividad antioxidante a través del ensayo de la xantino
oxidasa
En la TABLA 19 se detallan los resultados de la actividad inhibidora de los EH,

EDM y EM; ademas del farmaco de referencia, alopurinol.

TABLA 19. Evaluacion de la actividad inhibitoria de la xantino oxidasa para los

diferentes extractos de maqui y el farmaco de referencia (alopurinol)

EXTRACTO Concentracion (ug/mL) % de Inhibicion £SD p
EH 50 28,1+4,5 0,000
EDM 50 8,0+0,1 0,000
EM 50 62,7 +4,3 0,000
alopurinol 0,035 50,0+24 0,002

Donde:
EH extracto hexanico; EDM extracto de diclorometano; EM extracto metandlico; alopurinol farmaco de
referencia; SD desviacidn estandar; p significancia; resultado significativo si p < 0,05

La evaluacion realizada en este ensayo determindé que todos los extractos
inhibieron la enzima xantino oxidasa, pero con marcadas diferencias en cuanto a
porcentajes de inhibicibn de los tres extractos. EI EM, exhibié el porcentaje de
inhibicion mas alto (62,7 %). El alopurinol, farmaco de referencia presenté una Clspa la

concentracion de 0,035 pg/mL. EI EH presentdé una leve inhibicion y el EDM fue
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practicamente inactivo.

6.3.3 Evaluacidon de la capacidad atrapadora de radicales libres a través del
ensayo de DPPH

Los resultados obtenidos para el ensayo de decoloracion de DPPH se detallan
enla TABLA 20y 21.

TABLA 20. Valores de la CE5, en el ensayo de DPPH para los diferentes extractos

de maqui y el farmaco de referencia quercetina

Extracto CEso (ug/mL)
EH 410,3

EDM 1424

EM 9,7
quercetina 3,6

Donde:
EH extracto hexanico; EDM extracto de diclorometano; EM extracto metandlico; quercetina farmaco de
referencia; CEso concentracion que produce el 50 % del efecto

TABLA 21. Evaluacion de la actividad atrapadora de radicales libres mediante el
ensayo de DPPH para los diferentes extractos de maqui y el farmaco de

referencia (quercetina)

Extracto hexanico

concentracion (ug/mL) % decoloracién SD
0 0 0

54,2 7,7 0,9

108,4 7,6 2,3

216,7 26,9 0,8

Extracto de diclorometano

concentraciéon (ug/mL) % decoloracion SD
0 0 0

13,6 7,0 0,4

27,5 13,7 0,3

55 30,1 1,0

110 42,3 44

220 71,2 2,0

Extracto metanolico
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concentracién (ug/mL) % decoloracién SD
0 0 0

3,5 18,1 1,8

6,9 46,3 3,8

11,1 61,4 3,2

13,9 78,9 4,8

27,9 88,4 0,6

55,8 88,7 0,2

111,5 89,2 1,2

223,3 88,5 1,2

quercetina

concentraciéon (ug/mL) % decoloracion SD
0 0 0

1,25 20,8 1,3

2,5 40,5 3,7

3,75 56,3 0,9

5 74,8 1,5
7,5 88,1 0

Con respecto a la actividad atrapadora de radicales libres de los diferentes
extractos, el EM es el mas activo, y esta actividad podria deberse a los compuestos
polifendlicos presentes en este extracto (Pérez, 2003). Sin embargo la actividad
exhibida por el EM es menor a la presentada por la quercetina, compuesto de
referencia (FIGURA 12).
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FIGURA 12. Grafico comparativo de la actividad atrapadora de radicales libres de

los EH, EDM, EM y del farmaco de referencia (quercetina)
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Los resultados de la actividad antioxidante frente a la XO y DPPH, muestran

que el EM es el extracto que presentd mayor actividad.

Parte de los resultados obtenidos en esta memoria dieron origen a 3

presentaciones a congresos internacionales, cuyos resumenes se adjuntan en el

Anexo Il en Material Complementario. Y son las siguientes:

Torres V., Erazo S., Inostroza V., Silva X., Backhouse N., Miranda H., Negrete
R., Munoz O., Delporte C. (2006). Actividad analgésica de las hojas de
Aristotelia chilensis. Societa Italo Americana Di Ethomedicina (SILAE), Perugia,
Italia, 23 al 28 de septiembre.

Delporte C., Torres V., Erazo S., Silva X., Negrete R., Muioz O., Backhouse N.
(2006). Actividad antiinflamatoria y antimicrobiana de Aristotelia chilensis,
especie nativa chilena. Simposio FAPRONATURA 20 al 24 de noviembre,
Varadero, Cuba.

Farias M., Backhouse N., Peredo N., Goity L., Negrete R., Aguirre M.C., Silva
X., Erazo S., Miranda H.F., Apablaza C., Garcia R., Torres V., Delporte C.
(2007). LAS 3 M EN PRODUCTOS NATURALES. IV Congreso de Quimicos
Farmacéuticos de la Industria Centro de eventos. Casa Piedra los dias 18, 19y
20 de abril.
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CAPITULO ViI
CONCLUSIONES

e Del proceso de extracciéon a los que fueron sometidas las hojas de Aristotelia
chilensis, el EM (9,9 %) y el infuso (25 %) fueron los que presentaron mayor
rendimiento.

e Los alcaloides estan en mayor proporcion en el EM y en menor porcentaje en
los EDM y FADM. EI EDM presenta principalmente compuestos del tipo
terpenoides y esteroidales.

e En la analgesia topica evaluada en el ensayo de la formalina en la cola, los
extractos mas activos fueron el EM (74,1%), EDM (59,7) e infuso (55,2%).

e Los EH, EM y la FADM son los que presentaron mayor actividad analgésica
tépica frente al ensayo latigazo de la cola y los efectos fueron dependientes de
la dosis. Los efectos analgésicos del EM y FADM fueron superiores al efecto
analgésico del farmaco de referencia, ibuprofeno. ElI mayor efecto maximo lo
presento la FADM (58,2 % a la concentracion de 1%). Los efectos maximos se
alcanzaron para todos los extractos seriados a la concentracion de 10%.

¢ La potencia de la FADM como analgésica tépica frente al ensayo del latigazo de
la cola fue superior a la del farmaco de referencia (ibuprofeno).

e Los EH y EDM (89,2% ambos extractos) exhibieron una importante actividad
analgésica oral en el ensayo de las contorsiones, éste efecto fue superior a la
del farmaco de referencia naproxeno sédico.

e Elinfuso fue el mas activo como antiinflamatorio frente a AA (56,2% de efecto).
Este efecto fue superior al efecto maximo alcanzado por la nimesulida (48,8 %).
La FADM fue inactiva.

e Los EM (66 %) y EDM (63,9 %) fueron los extractos que exhibieron mayor
actividad antiinflamatoria topica frente a TPA, en cambio frente a AA sus
efectos fueron leves (20 y 31,5 % respectivamente). Sin embargo estos efectos
fueron menores al efecto maximo del farmaco de referencia, indometacina (92.9

%). El infuso y FADM fueron inactivos frente a la inflamacion inducida por TPA.
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e Los diferentes extractos seriados y la FADM no presentaron efectos
antiinflamatorios por via oral.

e Los EM y EDM no presentaron p.o. toxicidad, los ratones tratados subieron de
peso al igual que los animales controles. No se advirtieron efectos adversos
visibles, ni alteraciones en los diferentes érganos estudiados. Por via tépica no
exhibieron edema ni irritacion dérmica, siendo el PIlI (indice de irritacidon
primaria) igual a cero para ambos extractos tanto en la zona con y sin abrasion.

o Los diferentes extractos seriados presentaron un débil efecto antimicrobiano
sobre Bacilis subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y no presentaron
actividad antifungica.

e EI EM exhibi6 las actividades mas importantes como inhibidor de la xantino
oxidasa y atrapador de radicales libres. Esta ultima actividad podria deberse
principalmente a los compuestos fendlicos.

e El que los distintos extractos seriados presentaran efectos analgésicos frente a
los distintos métodos utilizados (latigazo de la cola, formalina en la cola,
contorsiones abdominales), nos permite plantear la hipdtesis de que los
principios activos responsables de la analgesia podrian actuar tanto a nivel
central como periférico.

e La actividad antiinflamatoria tépica de los distintos extractos seriados se
presentd frente a AA y TPA, por lo tanto los extractos podrian contener
compuestos antiinflamatorios con distintos mecanismos de accion.

e Los resultados de los estudios pre-clinicos y de las evaluaciones
farmacoldgicas in vitro nos permiten validar el uso de las hojas de maqui como
analgésicas y antiinflamatorias, demostrandose ademas el efecto antioxidante

de sus hojas.
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Glosario

%A0
%AT
%D
%EAIO
%EAIT
%I
Y%plv
A

AA
ATTC
c.c.f.
CEss
CEso
Clso
DMSO
DPPH
EDM
EH

EM
EtOAc
FADM
IR
MeOH
mM
MPE%
MTT
NP/PEG

p.o.

GLOSARIO

: porcentaje de analgesia via oral

. porcentaje de analgesia via tépica

. porcentaje de dolor

: porcentaje de efecto antiinflamatorio oral

: porcentaje de efecto antiinflamatorio tépico

: porcentaje de inflamacién

: porcentaje peso volumen

: absorbancia

: acido araquidonico

: American type Culture Collections

: cromatografia en capa fina

: concentracion a la que se produce el 25% del efecto
: concentracion a la que se produce el 50% del efecto
: concentracion inhibitoria 50

: dimetilsulféxido

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

: extracto de diclorometano

: extracto hexanico

: extracto metanolico

: solucion de acetato de etilo

: fraccidn alcaloidea de extracto de diclorometano
. infrarojo

: solucion metandlica

: micromolar

: maximo efecto posible

: sal de tetrasolium

: natural products/ polyethylene glycol reagent

: via oral
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PDA
PDB
PIl
S.C
SD
s.n.m.
SEM
SPI
TPA
TSA
TSB
uv

XO
ML

: potato dextrose agar

. potato dextrose broth

. indice de irritacion primaria
: subcutanea

: error estandar

: sobre el nivel del mar

: error estandar de la media
: valor de irritacion primaria
:12-miristato-13acetato forbol
: tryptic soy agar

: tryptic soy broth

: ultravioleta

: solucién de xantina

: enzima xantino oxidasa

: microlitros
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ANEXO |. FOTOGRAFIAS

Fotografias de Aristotelia chilensis; frutos, hojas y corte transversal.

B1 Hoja entera

C Cortes transversales de la lamina de la hoja
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Fotografia de la Bioautografia del EM.

A B
c.c.f. del EM Bioautografia del EM

frente a S. aureus
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ANEXO IIl. PRESENTACIONES A CONGRESOS INTERNACIONALES

Societa Italo Americana Di Etnomedicina (SILAE), Perugia, Italia, 23 al 28 de septiembre
de 2006

Actividad analgésica de las hojas de Aristotelia chilensis

Torres V., Erazo S., Inostroza V., Silva X., Backhouse N., Miranda H., Negrete R., Mufoz O.,
Delporte C.

Departamento de Quimica Farmacolodgica y Toxicologica, Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas, Universidad de Chile.

Aristotelia chilensis (Eleaocarpaceae) n.v maqui es un arbol muy abundante que crece en
terrenos humedos con distribucién entre la | y X Regiéon de Chile. La medicina folcldrica le
atribuye a las hojas propiedades para aliviar afecciones de garganta y amigdalas. La mayoria
de los estudios previos relacionados con esta especie, son referidos a los frutos, los que son
explotados econémicamente como alimento y fuente de colorantes.

El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad analgésica de las hojas de Aristotelia
chilensis, con miras a validar su uso por parte de la medicina folclérica.

Después de recolectar las hojas, éstas fueron secadas, molidas y extraidas en forma sucesiva y
hasta total agotamiento con disolventes de polaridad creciente, obteniéndose los extractos de
hexano, diclorometano y metanol. Una vez eliminado totalmente el disolvente, los extractos
fueron sometidos a los ensayos farmacoldgicos.

Para evaluar la actividad analgésica se utilizaron ratones a los que se le aplico el extracto por
via tépica durante tres minutos y posteriormente la analgesia se evalué mediante dos modelos:
1) ensayo de formalina en la cola: se inyect6 la formalina en la cola como agente algésico. A
continuacion, se procedié a contar el tiempo de lamidas en la cola que realizaron los ratones
durante cinco minutos 2) ensayo del latigazo en la cola: se indujo dolor agudo térmico
utilizando un algesiémetro el que mide el tiempo en que el animal es capaz de soportar el calor.

Resultados: en ambos ensayos in vivo, los tres extractos presentaron efecto analgésico, siendo
el extracto metandlico el de mayor actividad en ambos ensayos.

Agradecimientos: Proyecto FIA-ES-C-2005-1-A-040 y al Instituto de Salud Publica de Chile
(ISP) por los animales de experimentacion.

59



Material Complementario

IV Congreso de Quimicos Farmacéuticos de la Industria Centro de eventos. Casa Piedra
los dias 18, 19 y 20 de abril del 2007.

LAS 3 M EN PRODUCTOS NATURALES

Farias M., Backhouse N., Peredo N., Goity L., Negrete R., Aguirre M.C., Silva X., Erazo S.,
Miranda H.F., Apablaza C., Garcia R., Torres V., Delporte C.

Laboratorio de Productos Naturales, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, U. de
Chile

Las 3 M (murtilla, matico y maqui) son especies autéctonas cuyas hojas son utilizadas por la
medicina folclérica como antiinflamatoria y analgésica. La murtilla (Ugni molinae, Myrtaceae), el
matico (Buddleja globosa,Buddlejaceae ) y el maqui (Aristolelia chilensis, Elaeocarpaceae).

Objetivos: demostrar su eficacia como analgésica y antiinflamatoria, mediante la aplicacion de
ensayos farmacoldgicos in vivo e identificar los principios activos.

Metodologia: después de recolectar las hojas de cada especie, por separado éstas fueron
secadas, molidas y extraidas en forma sucesiva y hasta total agotamiento con disolventes de
polaridad creciente, obteniéndose los extractos de hexano, diclorometano, acetato de etilo, y
metanol. Una vez eliminado totalmente el disolvente, los extractos fueron sometidos a los
ensayos farmacolégicos. La actividad antiinflamatoria via tépica fue evaluada en ratones a los
que se les indujo una inflamacion dérmica en la oreja con acido araquidonico (AA) y 12-
decanoilforbol 13-acetato (TPA), en ambos ensayos el extracto fue aplicado 5 min antes del
agente inflamatorio. La actividad analgésica se determin6 in vivo frente a distintos modelos
farmacolégicos (formalina en cola de ratén y tail flick). Los principios activos aislados por
repetidas columnas cromatograficas e identificados por completos estudios espectroscopicos.

Resultados: el extracto de acetato de etilo de murtilla fue uno de los mas activos, presentando
significativos efectos antiinflamatorios y analgésicos, atribuyéndose estas propiedades a la
presencia de los acidos triterpénicos (alfitolico, corosdlico y asiatico). Por otra parte, el extracto
etandlico de matico fue el que presentdé mayor efecto de analgésico y antiinflamatorio. Los
compuestos responsables de las actividades fueron los siguientes compuestos: 7-O - glucésido
de luteolina, apigenina y quercetina, y el verbascésido. Finalmente, respecto del maqui, los
extractos de diclorometano y metandlico fueron los que exhibieron la mayor actividad
farmacoldgica.

Conclusiones: estos resultados permiten respaldar las propiedades atribuidas por la medicina
folcléricas a las hojas de las tres especies estudiadas.

Las importantes y significativas actividades farmacoldgicas encontradas para cada especie,
justifican su uso por parte de la medicina folclérica y son fuente de principios activos para
desarrollar preparados dermatoldgicos.

Agradecimientos. Proyectos: FIA-ES-C-2005-1-A-040, Proyecto N° Mult 04/22-2, Proyecto DID
Salud 01/2000.
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Material Complementario

Simposio FAPRONATURA 20 al 24 de noviembre de 2006, Varadero, Cuba
Actividad antiinflamatoria y antimicrobiana de Aristotelia chilensis, especie nativa chilena
Delporte C., Torres V., Erazo S., Silva X., Negrete R., Mufioz O., Backhouse N.

Departamento de Quimica Farmacolodgica y Toxicologica, Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmaceéuticas, Universidad de Chile.

Introduccion: Aristotelia chilensis (Eleaocarpaceae) n.v maqui es un arbol muy abundante que
crece en terrenos humedos con distribucion entre la | y X Regién de Chile. La medicina
folclérica le atribuye a las hojas propiedades para aliviar afecciones de garganta y amigdalas.
La mayoria de los estudios previos relacionados con esta especie, son referidos a los frutos, los
que son explotados econémicamente como alimento y fuente de colorantes. El objetivo de este
estudio fue evaluar las actividades antiinflamatoria y antimicrobiana de los distintos extractos
obtenidos desde las hojas de Aristotelia chilensis, con miras a validar su uso por parte de la
medicina folclérica. Resultados previos sobre la evaluacién de la actividad analgésica mostraron
que los diferentes extractos obtenidos desde las hojas exhibieron actividad analgésica.

Metodologia: después de recolectar las hojas, éstas fueron secadas, molidas y extraidas en
forma sucesiva y hasta total agotamiento con disolventes de polaridad creciente, obteniéndose
los extractos de hexano, diclorometano y metanol. Una vez eliminado totalmente el disolvente,
los extractos fueron sometidos a los ensayos farmacoldgicos. La actividad antiinflamatoria via
tépica fue evaluada en ratones a los que se les indujo una inflamaciéon dérmica en la oreja con
acido araquidénico (AA) y 12-decanoilforbol 13-acetato (TPA), en ambos ensayos el extracto
fue aplicado 5 min antes del agente inflamatorio. La actividad antimicrobiana se evalué con el
bioensayo bioautografia.

Resultados: en ambos ensayos in vivo, los tres extractos presentaron efectos antiinflamatorios,
siendo el extracto de diclorometano el de mayor actividad antiinflamatoria tépica, 63,9 y 31,5%
frente a TPA y AA respectivamente. Los resultados de la evaluacion de la actividad
antimicrobiana mostraron un leve efecto inhibitorio de todos los extractos sobre el crecimiento
de S. aureus, B. subtilis y E. coli siendo activos los extracto de hexano y diclorometano en tanto
que el extracto metandlico mostré actividad solamente S. aureus. No presentaron actividad
frente a los hongos C. albicans ni frente a S. cereviseae.

Agradecimientos: Proyecto FIA-ES-C-2005-1-A-040 y al Instituto de Salud Publica de Chile
(ISP) por los animales de experimentacion.
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