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RESUMEN

Se realizé el estudio fitoquimico y toxicologico del extracto hidroalcohdlico de
las hojas frescas de Tanacetum vulgare L., ‘Palma real. La especie se
recolecto en el distrito de Tamburco, Provincia de Abancay, en el departamento
de Apurimac. Se realizé una extraccion hidroalcohdlica de las hojas frescas.
Mediante la prueba de solubilidad y el analisis fitoquimico se determiné que es
soluble en solventes polares y presenta metabolitos primarios como
carbohidratos, grupo amino libre y metabolitos secundarios, como alcaloides,
esteroides, flavonoides y compuestos fendlicos. Se extrajeron los alcaloides por
medio alcalino; se identificO por cromatografia en capa fina una fraccion (F1),
usando como sistema de solvente MeOH-CHCI; (1:1,5 v/iv) y se aislé por
cromatografia en escala preparativa. Se identific6 una posible estructura
quimica mediante andlisis espectroscépicos ultravioleta-visible e infrarrojo,
observando grupo amino, carbonilo y aromatico. Se empleé el método de
Betancourt, modelo de toxicidad aguda a dosis limite de 2000 mg/kg, en
ratones Mus musculus cepa Balb/C-53. Se realizaron cortes
anatomopatologicos a los 6érganos perfundidos, evidenciando dafio en
el higado y en el rifidn. Se observé una toxicidad muy leve en el estbmago; sin
embargo, el dérgano que conservd su estructura anatomopatoldgica fue

el pulmon.

Palabras clave: Tamburco; Tanacetum vulgare L.; alcaloides; toxicidad aguda;

infrarrojo; ultravioleta-visible.

Tesis publicada con autorizacion del autor

Citar la tesis

i =

rsidad

NER




niversidad

TESIS | UNIVERSIDAD WIENER

SUMMARY

We conducted the phytochemical and toxicological study of hydroalcoholic
extract of fresh leaves of Tanacetum vulgare L. "Palma real". We collected
species in Tamburco district, province of Abancay in the department of
Apurimac. Extraction was performed hydroalcoholic fresh leaves, solubility by
testing and analysis determined that phytochemical is soluble polar solvents
quarter and presentations primary metabolites as carbohydrates, free amino
group and secondary metabolites as alkaloids, flavonoids, phenolic compounds
steroids. Alkaloids extracted by alkaline medium itself identified by thin layer
chromatography fraction (F1) Solvent System as using MeOH - CHCI 3 (1:1.5
v/v) and isolated by preparative chromatography itself on the scale. A possible
structure was identified chemically by UV - visible spectroscopic analysis and
infrared observing amino group, carbonyl and aromatic. Method was used to
model acute Betancourt to limit dose of 2000 mg/kg, in Mus musculus cepa
Balb/C-53. We did pathological cuts to perfused organs, evidencing damage in
liver and kidney, toxicity was observed very slight in stomach; however, the

organ that retained his pathological structure was the lung.

Keywords: Tamburco; Tanacetum vulgare L.; alkaloids; acute toxicity; infrared,;

ultraviolet-visible light.
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l. INTRODUCCION

El Perl posee una milenaria experiencia en el uso de plantas medicinales,
empleando raices, cortezas, hojas, flores, frutos o semillas con fines
medicamentosos. Este uso no estad basado en la supersticion ni en el azar:
muchas plantas contienen compuestos que tienen un profundo impacto
fisiolégico con dosis muy pequefias. Entrado el siglo XIX, eran casi la unica
fuente para la cura de enfermedades y dolencias de las comunidades
humanas. La medicina tradicional en nuestro pais aun hoy ocupa un lugar
importante: cerca del 80 % de los pobladores recurren a ella porque no tienen
los medios econdémicos para comprar los medicamentos sintéticos, o por vivir
en lugares muy alejados, donde es extremadamente dificil recurrir a
la medicina®. Un claro ejemplo sucede con los habitantes de la comunidad de
San Antonio (distrito de Tamburco, provincia de Abancay, departamento de
Apurimac), ubicado aproximadamente a 2581 msnm?. Ante una enfermedad
o dolencia, habitualmente acuden a las plantas medicinales, debido a
la ausencia de centros de salud o de medicamentos, por bajos recursos
econdmicos o0 por experiencia adquirida desde tiempos milenarios. En esta
region, las hojas frescas de Tanacetum vulgare L. ‘palma real’, son consumidos
en forma de infusion para el alivio de los cdlicos intestinales. Al indagar
las referencias bibliograficas, estas consideran el efecto antiespasmaodico a
los alcaloides, y por ello se plantedé el siguiente problema: ¢El extracto
hidroalcohdlico de las hojas frescas de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’,
poseera actividad toxicolégica y presentara algin metabolito de naturaleza
alcaloide?

Por ello, se propuso como objetivo principal evaluar la toxicidad aguda a
dosis limite de 2000 mg/kg, y determinar algun metabolito de naturaleza
alcaloide de las hojas frescas de Tanacetum vulgare L., ‘palma real.
La importancia de la presente investigacion radica en conocer si su consumo
excesivo ocasiona toxicidad, debido a que la poblaciéon que consume las hojas
de palma real no tiene una medida especifica de consumo por persona. Para
ello, se aplicara el método de Betancourt® (toxicidad aguda a dosis limite de
2000 mg/kg) en ratones Mus musculus, cepa Balb/C-53, haciendo cortes

anatomopatoldgicos seriados de los siguientes Organos: estdmago, pulmén,
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riion e higado; y mediante métodos de extraccion, analisis fitoquimico,
métodos cromatografico y espectroscépico, se pretendera identificar y aislar
el metabolito de naturaleza alcaloide.

1.1. Planteamiento del problema

¢El extracto hidroalcohdlico de las hojas frescas de Tanacetum vulgare L.

“Palma real”, poseera actividad toxicologica a dosis limite de 2000 mg/kg?
1.2. Justificacion y viabilidad de la investigacion
Justificacion

En la comunidad de San Antonio (distrito de Tamburco, provincia de
Abancay, departamento de Apurimac), las hojas frescas de Tanacetum
vulgare L., ‘palma real’ son consumidas por los pobladores en forma de
infusiones, para el alivio de los cdlicos intestinales. Al indagar las referencias
bibliogréficas, estas consideran el efecto antiespasmaddico a los metabolitos
secundarios de naturaleza alcaloides. Por ello, se plante6 determinar
la presencia de metabolito secundario alcaloide y la toxicidad aguda a dosis

limite de 2000 mg/kg® en ratones Mus musculus cepa Balb/C-53.
Viabilidad

No se evidencian trabajos o investigaciones de estudios fitoquimicos
y toxicologicos de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’ en el Perd. Por este
motivo, sera un aporte al conocimiento y se estara validando el uso tradicional
de las hojas frescas de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’.
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1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Evaluar la toxicidad aguda a dosis limite de 2000 mg/kg y determinar algin
metabolito de naturaleza alcaloide de las hojas frescas de Tanacetum

vulgare L., ‘palma real’.

1.3.2. Objetivos especificos

1. Identificar los componentes quimicos del extracto hidroalcohdlico de
las hojas frescas de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’.

2. Elucidar la posible estructura quimica de la fraccion aislada por métodos
espectroscopicos UV/visible e infrarrojo.

3. Evaluar la seguridad, determinando la toxicidad aguda a dosis limite de
2000 mg/kg en ratones Mus musculus cepa Balb/C-53.

4. Realizar cortes anatomopatoldgicos seriados de estomago, pulmén, rifidén
e higado de los ratones investigados.

5. Evaluar la toxicidad aguda a dosis limite de 2000 mg/kg en ratones
Mus musculus cepa Balb/C-53.

1.4. Variables

e Variable independiente: extracto hidroalcohdlico de las hojas frescas
de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’.

e Variable dependiente: toxicidad aguda a dosis limite de 2000 mg/kg.

1.5. Hipétesis

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Tanacetum vulgare L., ‘palma
real’ no presenta actividad toxicoldgica a dosis limite de 2000 mg/kg en ratones
albinos Mus musculus cepa Balb/C-53, y presenta algun metabolito de
naturaleza alcaloide.
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. GENERALIDADES

2.1. Estudio botanico de la familia Asteraceae

2.1.1. Caracteristica de la familia asteraceas*

El Tanacetum vulgare L., ‘palma real pertenece a la familia de
las Asteraceae. EI nombre deriva de aster, término que significa estrella, y hace
alusion a la forma de su inflorescencia. También se les conoce con el nombre
de “compuestas”, haciendo referencia al tipo particular de inflorescencia
compuesta que caracteriza a la familia. Son hierbas anuales perennes
y presentan hojas alternas, de enteras a varias veces divididas, espinosas
o inertes. Las flores se presentan en inflorescencias de capitulos, flores
pentdmeras y de fruto aquenio. Los miembros de esta familia se distribuyen
desde las regiones polares hasta los trépicos, conquistando todos los habitats
disponibles, desde los desiertos secos hasta los pantanos, y desde las selvas
hasta los picos montafiosos. Las Asteraceae ocupan el segundo lugar entre
las familias mas diversas de la flora peruana. Son reconocidas en el Peru por
presentar alrededor de 250 géneros y 1590 especies, mayormente hierbas,
arbustos y subarbustos. Ocupan la mayoria de las regiones ecologicas,
principalmente la mesoandina, bosques pluviales montanos y bosques muy
hiamedos montanos, desde el nivel del mar hasta por encima de los
4000 msnm*. La familia de las Asteraceae presenta 12 subfamilias. Una de
estas es la subfamilia Asteroideae, con 1135 géneros y mas de 16 000
especies. Es la subfamilia con mayor riqueza de la familia Asteraceae.
Presenta distribucion cosmopolita; no contiene latex; los capitulos son
heter6gamos, con flores tubulosas con l6bulos inconspicuos y flores liguladas
frecuentemente con tres I6bulos. Se divide en tres hipertribus: las Senecioneae,
Heliantheae y Asteridae, encontrandose en esta ultima el género Tanacetum,
gue contiene cerca de 70 especies de plantas, entre las que se encuentra

la especie vegetal Tanacetum vulgare.
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2.1.2. Caracteristica de la especie Tanacetum vulgare L.

Nombre comun:

e Aleméan: rainfarn.

e Castellano: hierba de San Marcos, palmita de la India, palma imperial,
tanaceto, atanasia, anastasia, balsamita menor, Santa Teresita (Espafa),
hierba lombriguera (Argentina) y palma real (Peru).

e Catalan: tanacet.

e Chino: chi-ai.

e Eslovaco: yratic obycajny.

e Francés: tanaisie, barbotine, herbe amére, herbe aux vers, herbe de
Saint Marc, sent-bon, tanacée, tanaisie commune, tanaisie vulgaire.

e Finlandés: kaharapietaryrtti.

e Inglés: tansy, bitter buttons, common tansy.

e Portugués: atanasia das boticas, catinga de mulata.

e Tailandés: khee kwai.

e Vasco: anzarr-belarr.

2.1.2.1. Distribucion®

El Tanacetum vulgare L., ‘palma real’, es una especie natural de Europa
yde Asia que ha sido distribuida a través de su cultivo, por sus
propiedades medicinales y, luego, se ha naturalizado en riveras, praderas
y bordes de caminos. Actualmente, la palma real se distribuye en casi
todo el mundo, especialmente por toda Europa, Norteamérica
y Sudamérica.

2.1.2.2. Descripcién botanica®

» Altura: es una planta perenne crece de 30 a 150 cm de altura.

» Tallo: son cortos y erectos.
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» Hojas: son de forma oblonga u oval a eliptica;, miden hasta 20 por
10 cm; son glabras algo pelosas y presentan de 4 a 10 Iébulos de forma
lanceolada de borde dentado (ver figura 1).

» Flores: son de color amarillo; son corimbos compactos.

» Fruto: es un aquenio de 1,2 a 1,8 mm.

2.1.2.3. Cultivo®

El Tanacetum vulgare L., ‘palma real’ crece en terreno pobre
y moderadamente arenosa; prefiere los suelos secos y bien drenados a
un pH neutro o alcalino. Muchas veces, con el cultivo, suele variar esta
especie, volviendose sus hojas rizadas y otras veces jaspeadas
o manchadas de blanco. Pierde el tallo todos los afios; crece en grandes

colonias y puede convertirse en planta invasora por su sistema de raices.

2.1.2.4. Clima®

El Tanacetum vulgare L., ‘palma real’ se desarrolla muy bien en climas
calidos vy frios, soportando incluso temperaturas invernales menores de

15 °C. Prefiere una posiciéon soleada.

2.1.2.5. Usos populares®

El Tanacetum vulgare L., ‘palma real’ tiene mdiltiples usos para su
consumo, siendo la forma de infusién de flores, hojas y raices la mas
empleada, ademas de la mas segura. También es utilizado en forma de
tintura y en polvo de hojas y flores, en caso de prolongarse la vida til de
esta planta.

Es muy reconocido por su aceites esenciales, que son obtenidos
mediante destilacion y empleados de manera externa e interna, siendo
esta Ultima un poco perjudicial, debido a que un exceso en la dosis puede

ocasionar un efecto adverso.
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2.1.2.6. Propiedades medicinales®

Las personas emplean la infusion de flores del Tanacetum vulgare L.,
‘palma real’ por su actividad vermifuga y antihelmintica; por ello, es muy

recomendado contra ascérides, tenias y oxiuros.

Es empleado en forma de infusion en caso de ausencia del flujo menstrual
por razones distintas al embarazo, y, a la vez, para evitar el dolor de
la menstruacion, por su propiedad emenagoga.

Por su propiedad antiespasmédica, es empleado para calmar
las molestias de los célicos intestinales.

Se emplea en infusibn y tintura madre para calmar el sindrome

migrafioso.

En su aplicacidon externa, se aplica su aceite esencial para combatir

el reumatismo.

Algunas personas emplean el Tanacetum vulgare L., ‘palma real’ para

repeler a los insectos.

Sin embargo, algunos estudios realizados en otros paises mencionan que
se debe tener mucho cuidado con su consumo excesivo y no se debe
emplear durante el embarazo, ni en madres que lactan, ni en nifios

menores de seis afios®.

2.1.2.7. Clasificacion taxondémica y descripcion botanica de

la especie’

La especie vegetal fue identificada taxonémicamente en el Museo de
Historia Natural de la UNMSM, fundamentandose en el sistema de

clasificacion de Arthur Cronquist, en 1981.

Divisién: Magnoliophyta.
Clase: Magnoliopsida.
Orden: Asterales.
Familia: Asteraceae.
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Género: Tanacetum.
Especie: Tanacetum vulgare L.

Nombre Vulgar: “palma real”.

Figura 1. Tanacetum vulgare L., ‘palma real’.
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2.2. Estudio quimico

2.2.1. Alcaloides®®

Los alcaloides son sustancias organicas nitrogenadas, de estructura
compleja®, cuya molécula esta constituida por grupos atémicos que contienen
nitrégeno y forman anillos cerrados y, en algunos casos, tienen cadena
abierta®. Ademas, estan compuestos por carbono e hidrégeno. Muchos llevan
oxigeno, lo que les confiere una serie de propiedades fisicas (solidas
cristalizables)'®. Ademas, no pueden llevar oxigeno y raramente suelen
contener azufre. Los alcaloides tienen caracter basico, asemejandose a
los &lcalis, de quienes deriva su nombre**.

La mayoria de los alcaloides son solidos incoloros, aunque algunos, como
la coniina y la nicotina, son liquidos; otros son amarillos, como la berberina,
0 rojos, como la queleritrina®.

Su distribucion es abundante en angiospermas, especialmente
dicotiledéneas®, siendo familias particularmente ricas las siguientes:
Apocynaceae, Asteraceae, Loganiaceae, Papaveraceae, Rubiaceae,
Ranunculaceae, Solanaceae, etc. Entre las monocotiledoneas destaca su
presencia en dos familias: Amaryllidaceae y Liliaceae. Aparecen raramente en

hongos: criptégamas y gimnospermas®*2.

2.2.2. Origen™

La palabra alcaloide fue utilizada por primera vez por W. Meissner en el afio
de 1819 para designar algunos compuestos activos que se encontraban en
los vegetales y que poseian caracter basico. Mas tarde, Winterstein y Trier
(1910) definieron los alcaloides, en un sentido amplio, como compuestos
basicos, nitrogenados, de origen vegetal o animal.

A lo largo de la primera mitad del siglo XIX se aislaron numerosos
alcaloides. En 1805, Sertlrner separ6 el primer alcaloide, la morfina de
Papaver somniferum™. Posteriormente, Pelletier y Caventou aislaron
la estricnina, en 1817; la quinina, en 1820; y la coniina, en 1826. La narcotina
fue aislada por Robiquet en 1817; y la codeina, en 1832. Runge descubrio
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la cafeina en 1820; y Mein, la atropina, en 1831. El primer alcaloide que se
consiguid sintetizar fue la coniina, en 1886. Después se fueron sintetizando
muchos mas, aunque en algunos casos su sintesis es complicada y cara; en

otros casos no ha sido aun posible realizarla™.

2.2.3. Biosintesis®*

Los alcaloides derivan principalmente de precursores como los siguientes:

¢ Aminoéacidos alifaticos: la ornitina y la lisina (ver figura 2).

e Aminoacidos arométicos: el acido nicotinico, la fenilalanina, la tirosina,
el triptéfano, el 4cido antranilico y la histidina (ver figura 2).

e Bases puricas.

e Unidades terpénicas.

e Derivados del acetato.

A través de una serie de reacciones tipo aldolica entre dos compuestos,
conteniendo grupos —C = N, reacciones tipo Mannich, reacciones de formacién
de bases de Schiff, reacciones de oxidacion y reduccion, isomerizaciones,

desaminaciones®*®.
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Figura 2. Aminoé&cidos y bases que dan origen a los alcaloides™.
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2.2.4. Clasificacion®®?'’

Por la variabilidad de sus estructuras, es complejo clasificarlas, pudiéndose
relacionar desde distintos puntos de vista. La clasificacion biogenética es la de
eleccion; es decir, segln su origen o formacién en el vegetal™.

La gran parte de los alcaloides derivan de unos pocos aminoacidos, de
cadenas abiertas o arométicas; ademas, esta clasificacion esta bastante

relacionada, en la mayoria de los casos, con la clasificacion quimica.
2.2.4.1. Derivados de ornitina y lisina

Son los precursores de un gran namero de alcaloides de complejidad
variable, por la formacién de estructuras biciclicas, policiclicas o por
la intervencién de otros precursores, como el acetato®’.

a. Alcaloides tropanicos*"*®

Poseen una estructura biciclica hidroxilada esterificada con acidos
organicos, que se origina por la condensacién de un anillo pirrolidinico
y otro piperidinico, compartiendo dos atomos de carbono. El anillo
piperidinico presenta una conformacién en forma de silla. La disposicion
espacial del grupo alcohdlico situado sobre el C3 determina la existencia

de dos tipos de estructuras (ver figura 3)*°.

e Los alcaloides derivados del 3-a-tropanol son abundantes en la familia
Solanaceae. Las plantas que contienen este tipo de alcaloides son
belladona, estramonio y belefio.

e Los derivados del 3-B-tropanol se encuentran en la familia

Erythroxylaceae, como la coca.
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cocaina

hiosciamina escopolamina

Figura 3. Alcaloides tropanicos"’.

b. Alcaloides quinolizidinicos***

Se forman a partir del aminoacido lisina. Su biosintesis tiene origen en
las partes aéreas de las fabaceas. Las semillas son ricas en este tipo de
alcaloide. También se encuentran en las familias berberidaceas,
solanaceas, ranunculaceas, quenopodiaceas y rubiaceas'®. Dentro de
este grupo se encuentran alcaloides con actividad terapéutica, como
la esparteina. Presentan un heterociclo nitrogenado biciclico (ver figura 4).
Son blogueantes ganglionares que, a nivel cardiaco, disminuyen
la conductividad, frecuencia y amplitud de las contracciones.
Periféricamente, tienen una accién blogueante neuromuscular. Otros

alcaloides de este grupo causan hepatotoxicidad*’.
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Figura 4. Esparteina®.
c. Alcaloides piridinicos*

Entre los alcaloides mas representativos estan la nicotina y la anabasina
del tabaco. La anabasina se encuentra en el arbol del tabaco (Nicotiana
glauca) y es quimicamente similar a la nicotina (ver figura 5). Su uso
principal fue como insecticida; en altas dosis produce un bloqueo
despolarizante de la transmision nerviosa, la cual, sintomatolégicamente,
es muy similar al envenenamiento por nicotina, y produce, finalmente,
muerte por asistolia.

d. Alcaloides piperidinicos***’

Son alcaloides derivados de la lisina. Tienen caracter fuertemente basico,
por lo que se extraen facilmente con solucidon acuosa acida. Algunos
tienen interés farmacéutico limitado, como la lobelina (ver figura 5); otros,
como los presentes en la corteza del granado, son responsables de
la actividad antihelmintica; y otras, como el pimiento utilizado en

condimentos®’.
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N Anabasina Lobelina

N Nicotina

Figura 5. Alcaloides piridinicos y piperidinicos™™".

2.2.4.2. Alcaloides derivados de fenilalanina y tirosina

Es uno de los grupos mas complejos y extensos en el reino vegetal,
incluyéndose en él estructuras sin aparente relacion, como la morfina,
la colchicina y los alcaloides feniletilaminicos que no cumplen algunas

propiedades de los alcaloides®’.

a. Alcaloides feniletilaminicos*

Se caracterizan porque su nitrégeno no forma parte de un heterociclo (ver
figura 6). En este grupo se encuentra la efedrina de las sumidades de

efedra, la mezcalina del peyote con propiedades alucinégenas.

b. Alcaloides derivados de la tropolona

La colchicina es un alcaloide particular, muy soluble en agua y soluble en
alcohol y cloroformo, por lo que estas propiedades se utilizan para su
extraccion. Se extrae a partir del célchico. Se utilizan las semillas maduras

y secas. Es usado como base del tratamiento de la gota (ver figura 6).
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Figura 6. Alcaloides con nitrégeno no heterociclico'®*°.

c. Alcaloides bencilisoquinoleinicos®’

Es el grupo mas complejo. Se encuentran generalmente en forma de
tetrahidroderivados, aunque el alcaloide mas relevante es la papaverina,
que es aislado de las adormideras (Papaver somniferum), aunque en
la actualidad se prepara por sintesis™.

d. Alcaloides derivados de la aporfina'®?*’

Es un grupo extenso de alcaloides, pero de poca relevancia
farmacolégica. De este grupo se pueden destacar la boldina (alcaloide
colagogo y colerético procedente del boldo) y la apomorfina (un derivado
semisintético)'’.

e. Alcaloides derivados del morfinano*®*

La morfina es obtenida a partir del opio y de las capsulas de adormidera.
Es considerado el analgésico por excelencia empleado en enfermedades
terminales, como el cancer*®, pero induce dependencia fisica y psiquica,

sindrome de abstinencia.
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f. Alcaloides bisbencilisoquinoleinicos*

Entre ellos se encuentran los alcaloides de los curares, como
la tubocurarina (ver figura 7). Son extractos complejos, constituidos por

especies vegetales diversas y dotadas de actividad relajante muscular.
g. Alcaloides isoquinolein-monoterpénicos™

Estan representados especificamente por los alcaloides de
las ipecacuanas Cephaelis sp. Los principales alcaloides de este grupo
son la emetina (ver figura 7) y la cefelina, que poseen propiedades

eméticas y antidisentéricas.

Hie ™" N
HiC \O P N

So-3
o’CH3

HO""

Papaverina Morfina Emetina

OH OH
H3C, CHs /@[ OCH; OCH,
N 0

\
."\

0 OCH;,
OH N NTD OH
OCHj HCHy gy
Tubocurarina Boldina

Figura 7. Alcaloides derivados de fenilalanina y tirosina™.
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2.2.4.3. Alcaloides derivados del triptéfano®®

Los alcaloides derivados del triptéfano constituyen el grupo mas
numeroso de alcaloides, con mas de 4000 reportados'’. La mayor parte

procede de la triptamina, producto de la descarboxilacion del triptéfano.
a. Alcaloides B-carbolina®

Biogenéticamente formados por condensacion de un aldehido o cetoacido
con la triptamina, estos alcaloides se encuentran en algunas especies
alucinégenas de la zona del Amazonas, como la harmina del ayahuasca

(ver figura 8).
b. Alcaloides derivados de la ciclacion de la triptamina

Como la fisostigmina del haba del Calabar Physostigma venenosum (ver
figura 8) es un inhibidor de la colinesterasa, permitiendo una efecto
colinérgico mas duradero, en la actualidad practicamente no se utiliza en
terapéutica’, siendo reemplazado por sus derivados sintéticos, como
la neostigmina.

c. Alcaloides derivados de la ergolina***’

Proceden de la uniéon de un indol con una quinoleina hidrogenada (ver
figura 8). Se encuentran en el esclerocio de los hongos de la familia
Clavicipitaceae, los cuales contaminan el centeno, el trigo y otras
gramineas, y son los causantes de intoxicaciones denominadas “fuego
sagrado” o ergotismo. En este grupo se encuentran los alcaloides
ergotamina y ergometrina®’.

d. Alcaloides indolmonoterpénicos™

Proceden de la unién de la triptamina con el secologanésido. Este grupo
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la estricnina, que es un alcaloide muy toxico, con actividad estimulante
medular y procedente de la nuez vomica (Strychnos nux-vomica);
o lareserpina, alcaloide antihipertensivo aislado de la rauwolfia
(Rauwolfia sp.).

e. Alcaloides quinoleinicos®’

Su Dbiosintesis se realiza a partir del tript6fano por union al
secologanosido, pero, quimicamente, su estructura deriva de
la quinoleina. Estan representados por los alcaloides de Cinchona, que
poseen un nucleo de quinoleina en vez de indol. Son los esterecisomeros

quinidina y quinina, con accién antimalarica (ver figura 8).

—
\0 \ /N

N

H
Harmina Fisostigmina

(@] OH
| H
N
™~

HN / Acido lisérgico Quinina

Figura 8. Alcaloides derivados del triptéfano®**.
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2.2.4.4. Alcaloides derivados de la histidina

a. Alcaloides imidazélicos'**®

Presentan actividad parasimpaticomimética. Son biosintetizados a partir
de la histidina®, y se emplean principalmente en forma de colirio en el

tratamiento del glaucoma (ver figura 9). La pilocarpina pertenece a este

grupo.

Figura 9. Pilocarpinals.

2.2.4.5. Alcaloides derivados del acido antranilico®®

El acido antranilico (ver figura 2) da origen a alcaloides variados, como
quinolina, acridina y quinazolina. Es formado, ya sea a partir del acido
chorismico, o como un producto de degradacién del triptéfano®. Estos
alcaloides con frecuencia estan representados en la familia de

las rutaceas.
2.2.4.6. Alcaloides derivados del metabolismo terpénico
Se forman a partir del isopreno via éacido mevalénico. Los mas

interesantes, y que deben conocerse ademds, por su toxicidad, son

los formados por unién de cuatro unidades isoprénicas™.
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a. Alcaloides diterpénicos®’

La mayoria de estos alcaloides se caracterizan por su elevada toxicidad
y complejidad estructural. Pueden constar de 19 a 20 atomos de carbono,
por lo que se habla de norditerpenos o de diterpenos. Se encuentran
principalmente en especies de las ranunculaceas'’. Entre las plantas

medicinales con este tipo de alcaloides esta la raiz de aconito.
b. Alcaloides esteroidales®’

Se caracterizan por presentar un nucleo ciclopentanofenantreno. Son
derivados del pregnano, donde el nitrégeno puede ser intra- o extraciclico.
Pueden constar de 21, 24 o 27 atomos de carbono, El eléboro blanco
(Veratrum album) presenta en su composicion un alcaloide esteroidal

llamado jervina (ver figura 10)*.

HO

Figura 10. Jervina™.
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2.2.4.6. Otros alcaloides: bases xanticas?’

Derivan del anillo de la purina, formado por condensacion de una
pirimidina con un imidazol (ver figura 11). Las bases puricas con mayor
interés, por su utilizacidbn en terapéutica, son la cafeina, la teofilina
y la teobromina. Presentan caracteristicas especiales: su comportamiento

como anfoteros o el hecho de ser solubles en agua caliente.

o) CHy " o
ch\ N ~ N
N N
A )\)EEN)
A o~y
CHs; O CHs CHs
/
N N
A A
O N N
CH3 Teobromina

Cafeina Teofilina

Figura 11. Alcaloides purinicos®.

2.2.5. Efecto farmacoldgico de los alcaloides”®*

Los alcaloides son de real importancia en la medicina, siendo muy
empleados con fines de tratamiento de enfermedades, control de dolencias

y mejoramiento de la salud del hombre, entre ellos tenemos los siguientes:

a) Atropina: alcaloide con propiedad biolégica anticolinérgica, obtenido de
plantas solandceas como la belladona, un arbusto venenoso. Aislada por
primera vez en 1831 por Mein, es considerada por la OMS como una medicina
esencial para dilatar las pupilas, en trastornos cardiacos (activar el ritmo
cardiaco) o como antidoto por envenenamiento por insecticidas

organofosforados>*°.

Tesis publicada con autorizacion del autor

Citar la tesis


http://es.wikipedia.org/wiki/Atropina

Universidad

TESIS | UNIVERSIDAD WIENER

b) Cocaina: presente en la hoja de la coca, posee propiedad
estimulante del sistema nervioso central, concretamente del sistema
dopaminérgico. Era empleada en cirugia como anestésico. Tiene efectos
adictivos®®3,

C) Codeina: obtenida del opio, usada contra la tos, calmante similar a
la morfina, pero menos potente y menos adictivo’®.

d) Efedrina: extraida originalmente de Epedra vulgaris. Posee
propiedades estimulantes del sistema nervioso simpéatico de manera indirecta,
que actuan liberando noradrenalina de las terminaciones adrenérgicas
y evitando su recaptaciéon, ademéas de ser un agonista B-adrenérgico’’. Es
usada como descongestionante nasal por su accién vasoconstrictora local
y broncodilatadora®.

e) Emetina: posee propiedades expectorantes, emeéticas
y antiamebianas. Por su toxicidad, debe administrarse cuando haya resistencia
a otros farmacos antiamebianos, y solo si se desea inducir al vomito, en caso
de ingerir sustancias toxicas®’.

f) Escopolamina o hioscina: se encuentra en solanaceas (escopolia,
belefio, mandragora, etc.). Es depresora de las terminaciones nerviosas
y el cerebro, y antagonista de las sustancias que estimulan el sistema nervioso
parasimpatico. Se usa para dilatar las pupilas en oftalmologia™**>.

g) Morfina: su nombre proviene de Morfeo, el dios del suefio de
la mitologia griega. Se extrae del opio. Conocida desde 1688, posee fuertes
propiedades narcéticas y anestésicas. Es utilizada contra el dolor muy fuerte
y produce adiccion®*®,

h) Nicotina: se extrae del tabaco. Su nombre procede de Jean Nicot,
que introdujo el tabaco en Francia en 1560. Es un potente veneno que, a bajas
dosis, es estimulante. Se usa como insecticida en fumigacion en invernaderos
y causa la adiccién al tabaco®.

1) Papaverina: se extrae de la amapola del opio. Es empleada en
el tratamiento de espasmos viscerales, contraccidbn vascular (corazon
y cerebro)™.

i) Quinina: se extrajo originalmente de la corteza de la quina, arbol

originario de Sudameérica, en 1820. Es utilizada contra la malaria’”*".
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k) Reserpina: aislada en 1952 de la raiz desecada de Rauwolfia
serpentina, es empleada contra la hipertension arterial®.

) Lobelina: se extrae de las hojas de una planta de tabaco de la india
(Lobelia inflata L.). Tiene actividad mixta agonista-antagonista sobre
los receptores nicotinicos, a nivel periférico es estimulante ganglionar, aunque
posteriormente ejerce un efecto blogueante. Ademas, posee propiedades
analépticas, por lo que se ha empleado en reanimacion de recién nacidos con
apnea; sin embargo, sus efectos son transitorios e inciertos'’. El sulfato de
lobelina es utilizado en remedios para dejar de fumar®*’.

m) Teofilina: esta indicada en el tratamiento del asma con disnea, por
su efecto broncodilatador”®,

2.2.6. Extraccion de los alcaloides®®*

El estado natural de los alcaloides es en forma de sales solubles en
soluciones acuosas o hidroalcohdlicas®. Para la extraccién de alcaloides
existen dos métodos generales: la extraccibn en medio alcalino (por un
solvente organico) y la extraccion en medio acido (con agua, alcohol o solucion

hidroalcohdlica)?®*.

2.2.6.1. Extraccién de los alcaloides en medio alcalino®*®

Para la realizacion de la separacion de los alcaloides a partir de los tejidos
de las plantas y de los componentes inertes, se toma la droga
pulverizada, desengrasada y se mezcla con un &lcali, como Oxido de
calcio, carbonato de calcio o hidréxido de amonio, para liberar alcaloides
de sus sales. Las bases liberadas son en seguida solubilizadas en un
disolvente organico de polaridad media. El disolvente organico que
conteniene los alcaloides bases es separado y concentrado a presion
reducida; luego se agita con una solucién acuosa acida; los alcaloides se
solubilizan en su forma de sales, mientras que otras sustancias que se
encuentren en el extracto, como pigmentos, esteroles y otras impurezas,

se restan en la fase organica. Las soluciones acuosas de las sales de
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organico no miscible; el solvente organico es deshidratado y concentrado

a presion reducida; el residuo son los alcaloides totales (AT)%.
2.2.7. Separacion de alcaloides por métodos cromatograficos
2.2.7.1. Cromatografia en capa fina®*

Técnica mas empleada para la separacion de alcaloides de extractos
crudos, utilizando principalmente silica gel. Los sistemas de solventes son
muy variados, siendo algunos considerados de uso general y otros
aplicados mas especificamente (ver tabla 1).

El agente revelador de uso general es el reactivo de Dragendorff, cuya
aplicacion produce manchas generalmente de color anaranjado, que
deben conservarse por lo menos por 24 horas, para considerar la prueba
positiva. El revelador de yodo platinato de potasio da manchas de color
azul caracteristico al calentar 3-5 minutos a 100 'C. El reactivo de Erlich
y el FeCl3/HCIO, para alcaloides inddlicos y el reactivo de Marquis para

la solanina.

Tabla 1. Sistemas de solventes que se emplean en cromatografia en capa

fina para alcaloides®*

MeOH : NH4OH (220:3 v/v) General
EtOAc: MeOH: H,O (100:13,5:10 General
A%
CHCIl3: MeOH: NH4OH (45:2:0,1 Alcaloide inddlico
vIv)
CHCl3: MeOH (9:1 viv) Alcaloide B-carbolina
CHCl3: MeOH(85:15 v/iv) Alcaloide isoquindlico
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2.2.8. Identificacién de alcaloides por métodos espectroscépicos™®

Es aplicable a los alcaloides que absorben a una determinada longitud de
onda. Tiene como ventaja su elevada sensibilidad (tienen una gran capacidad
de detectar cantidades muy pequefias de alcaloides, pero resulta muy facil que
otras sustancias presentes puedan ocasionar interferencias)*®.

2.2.8.1. Espectroscopia UV/visible®?*

El espectro UV de los alcaloides depende de su estructura, naturaleza,
namero, tipo y posicion de los sustituyentes. Hay grupos de alcaloides
que, careciendo de cromoforos, no absorben en esta region, como en
el caso de la mayoria de los alcaloides derivados de aminoacidos
alifaticos y algunos derivados del metabolismo terpénico.

En forma general, los alcaloides que tienen atomos con electrones
solitarios, dobles o triples enlaces aislados (grupos cromoforos), absorben
con cierta intensidad en la region de 150 a 200 nm (ultravioleta).

2.2.8.2. Espectroscopia infrarroja®®%

Aungue los alcaloides carecen de absorciones que permitan identificarlos,
proporciona importante informacion sobre la presencia 0 no de ciertos
sustituyentes. Las absorciones mas (tiles son entre 3200 y 3700 cm™ en
la que absorben los grupos hidroxilos; los grupos fendlicos, entre 3650
y 3500 cm™; los grupos amino, entre 3200 y 3400 cm™ vy, en la regién

entre 1620 y 1780 cm™ absorben los grupos carbonilo.

2.2.9. Estudio toxicolégico®*®

Los alcaloides son beneficiosos asi como peligrosos; podrian provocar
toxicidad y efectos adversos, como alteraciones en el sistema nervioso central,
alucinaciones, problemas graves en el sistema digestivo, dependencia fisica

y psiquica y, en muchas ocasiones, la muerte.
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2.2.10. Ensayo de toxicidad aguda a dosis limite de 2000 mg/kg®*

La toxicidad aguda oral permite observar los efectos adversos que aparecen
en un tiempo breve, posterior a la administracion de dosis Unica o dosis
multiples administradas en 24 horas. Es importante sefalar que los ensayos de

toxicidad aguda no son un sinénimo de mortalidad de los animales expuestos
al extracto o a la muestra en estudio.
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I, PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Materiales y métodos
3.1.1. Material biologico
3.1.1.1. Material vegetal
Hojas frescas de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’.
3.1.1.2. Material animal

Seis ratones albinos Mus musculus, cepa Balb/C-53 de 20-25 g de peso,
provenientes del bioterio del Centro de Control de Calidad del Ministerio
de Salud de Chorrillos, quienes fueron albergados a temperatura
ambiente en el bioterio de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la

Universidad Privada Norbert Wiener durante el periodo de estudio.
3.1.2. Material quimico

3.1.2.1. Solventes: agua destilada, metanol de marca Merck®, etanol de
marca Merck® n-butanol de marca Merck®, acetato de etilo de marca
Merck®, cloroformo de marca Merck®, n-hexano de marca Merck®,
acetona de marca Merck®, éter dietilico de marca Merck®, éter de petréleo
de marca Merck® y benceno de marca Merck®.

3.1.2.2. Reactivos: Bertrand, Dragendorff, Mayer, Popoff, Wagner,
AICI; 1 %, FeCl; 1%, Shinoda, Molish, Fehling A y B, Liebermann-
-Burchard, Salkowski y Ninhidrina 1 %.

3.1.2.3.Insumos: amoniaco de marca Merck®, &acido acético glacial de
marca Merck®, silica gel 60 GFys de marca Merck®, placas
cromatograficas de silica gel Ggo de 20 x 20 cm y de 0,25 mm de espesor
de marca Merck®.
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3.1.3. Materiales de laboratorio

- Material de vidrio tipo Pyrex®.

- Papel filtro whatman N.° 1.

- Gotero de plastico.

- Sonda orogastrica para ratones.

- Guantes descartables 6 Y2 y 8.

- Jaulas metélicas de acero inoxidable.

- Mechero de Bunsen.

- Tripode.

- Rejilla.

- Cocinilla eléctrica de marca Ceran® 500209.

- Equipo de diseccion de marca Osac®™
3.1.4. Equipo de laboratorio

Campana extractora de marca Klimatechnik (modelo GL 1000 x 850 x 600),
balanza analitica de marca Sartorius® (modelo TE 4101, serie 17503114),
balanza granataria de marca OHAUS® (modelo 28073), estufa de marca
Memmert Gmbh + Co.KG Typ Um 20, espectrofotometro ultravioleta-visible de
marca Shimadzu® (modelo 1800), espectrofotémetro infrarrojo de marca
Shimadzu® (modelo IRAffinity-1).

3.2. Metodologia

El presente trabajo de investigacion es experimental y descriptivo.
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Gréafico 1. Estudio fitoquimico y evaluacién de la toxicidad aguda de

las hojas frescas de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’
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3.2.1. Estudio fitoquimico

3.2.1.1. Recoleccién de material botanico®

Se recolectaron las hojas frescas de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’
el 10 de mayo de 2010 en el distrito de Tamburco (provincia de Abancay,
departamento de Apurimac), ubicado aproximadamente a 2581 msnm

(ver figura 12)2.

Figura 12. Recoleccion de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’.

3.2.1.2. Preparacion del extracto hidroalcohélico de las hojas frescas

de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’*"*

Se seleccionaron las hojas frescas de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’
y se peso6 1 kg; luego se lavé y se hizo un extracto de las hojas frescas de
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macerar en un frasco cerrado herméticamente (ver figura 13); se agitd
todos los dias para homogenizar la solucién hidroalcohdlica durante siete
dias; y se llevd a un rotavapor para concentrar el extracto hidroalcohdlico.

Finalmente, se secé en una estufa a 40 'C (ver figura 14).

paracion del extracto hidroalcohdlico de las hojas frescas de Tanacetum vulgare L.,
‘Palma real’.
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3.2.1.3. Prueba de solubilidad®?®

En una bateria de tubos de ensayo se colocaron 20 mg de extracto
hidroalcohdlico desecado de las hojas frescas de Tanacetum vulgare L.,
‘palma real’; se afiadieron 1 ml de solventes de diferente polaridad (agua
destilada, metanol, etanol, n-butanol, acetato de etilo, cloroformo,
n-hexano, acetona, benceno, éter dietilico y éter de petréleo) para cada

tubo de ensayo.

3.2.1.4. Anélisis fitoquimico®®

Se realizaron las pruebas para determinar la presencia o ausencia de
metabolitos primarios y secundarios mas importantes. Se utilizaron 20 mg
de extracto hidroalcohdlico desecado de las hojas frescas de Tanacetum
vulgare L., ‘palma real’; se disolvieron con el solvente mas soluble y se
afadieron 1 ml de diversos reactivos; se identificaron los metabolitos

primarios y secundarios presentes en el extracto.

3.2.2. Extraccion de alcaloides®?’

Se pulverizaron y desengrasaron las hojas frescas de Tanacetum vulgare L.,
‘palma real’. Se mezclaron con oxido de calcio® y amoniaco hasta la formacién
de una papilla; en seguida, se solubilizaron con cloroformo, separando
y concentrado los alcaloides en su forma basica; luego se agregé una soluciéon
de agua acidulada o acido clorhidrico al 10 %, donde los alcaloides se
solubilizaron en forma de sales, mientras que otras sustancias que se
encontraron en el extracto restaron en la fase organica. La solucién acuosa de
los alcaloides en forma de sales fue nuevamente alcalinizada y extraida con
cloroformo, y se concentr6 hasta sequedad, obteniéndose los alcaloides en
forma de cristales (ver grafico 2)*°.
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Gréfico 2. Extraccion de alcaloides por medio basico de las hojas frescas

de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’®*’
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3.2.2.1. ldentificaciobn de alcaloides a través de reacciones de
31,32

precipitacion
Se comprob6 la presencia de alcaloides mediante reacciones de
identificacion con reactivos Bertrand, Dragendorff, Mayer, Popoff, Wagner

a los cristales obtenidos después de haber realizado la extraccion por
el medio alcalino mas 1 ml de &cido clorhidrico al 10 %.

3.2.3. Andlisis cromatografico

3.2.3.1. Cromatografia en capa fina

Se utilizaron cromatofolios con silica gel Ggo de 20 x 20 cm y 0,25 mm de
espesor, en los que se aplicd la muestra del extracto hidroalcohdlico de
Tanacetum vulgare L., ‘palma real’ en capilares; posteriormente, se
colocaron en camaras cromatograficas previamente saturadas; se usoé
como sistema de solventes MeOH-CHCI; (1:1,5 v/v); se identificd

la fraccién alcalina con el revelador de Dragendorff.

3.2.3.2. Cromatografia en escala preparativa

Mediante cromatografia en escala preparativa (C. E. P.) se logré aislar
y extraer la fraccion alcalina (F1). A esta fraccion se le realizaron pruebas

guimicas y espectroscopicas ultravioleta-visible e infrarrojo.

3.2.4. Anélisis espectroscopico

Se realizO el andlisis espectroscopico de la fraccion (F1) en
el espectrofotbmetro ultravioleta-visible de marca Shimadzu® (modelo 1800)
entre los rangos de 190 a 400 nm; y en un espectrofotdmetro infrarrojo de
marca Shimadzu® (modelo IRAffinity-1), en la Unidad de Servicios de Andlisis
Quimicos (USAQ) de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
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3.2.5. Estudio toxicoldgico

El método de dosis fijas fue adoptado en la guia N.° 420 de la OECD (OECD
guideline for testing of chemicals, 2000) Aleatoriamente, se conformaron
grupos de ratones Mus musculus cepa Balb/C-53 (ver figura 15): un grupo
tratado y otro de control. El extracto hidroalcohdlico de las hojas frescas de
Tanacetum vulgare L., ‘palma real’ fue administrado con un ayuno previo de
24 horas, por via oral, mediante una canula intragastrica, a dosis Unica de
2000 mg/kg de peso corporal, teniendo en cuenta la ausencia de signos
o sintomas de toxicidad por esta via de administracion. Se dosificaron de
acuerdo al peso de cada raton.

Los animales fueron observados individualmente durante los primeros
30 minutos, con especial atencion durante las primeras 4 horas y diariamente
hasta los 14 dias del experimento. Pasadas las dos semanas fueron sacrifiados
y se procedi6 a realizar el examen macroscépico de oérganos blancos
y el examen microscopico (ver grafico 3), para lo cual los 6rganos fueron fijados
en solucion de formol al 10 %. Posteriormente, se procedié a realizar cortes
con ayuda de un micr6tomo; se colored con hematoxilina y eosina. Después de
la deshidratacion y limpieza de las laminas, fueron llevados para observacion

microscopica.
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Gréafico 3. Estudio de toxicidad aguda a dosis limite de 2000 mg/kg en
ratones Mus musculus cepa Balb/C-53, del extracto hidroalcohélico de las
hojas frescas de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’®
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Figura 15. Ratones Mus musculus cepa Balb/C-53.

Tesis publicada con autorizacion del autor

Citar la tesis




\Universidad

TESIS | UNIVERSIDAD WIENER VW WIENER

V. RESULTADOS
4.1. Pruebade solubilidad

El extracto hidroalcohdlico de las hojas frescas de Tanacetum vulgare L.,
‘palma real’, fue soluble en solventes polares, principalmente en metanol, agua
y etanol; e insoluble en acetona, acetato de etilo, benceno, cloroformo, éter

dietilico, éter de petroleo n-butanol y n-hexano (ver tabla 2 y figura 16).

Tabla 2. Prueba de solubilidad del extracto hidroalcohdlico de las hojas
frescas de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’ (20 mg/1ml MeOH)

Agua destilada +
Metanol +
Etanol +
n-butanol -

Acetato de etilo -

Cloroformo -

n-hexano -

Acetona -

Benceno -

Eter dietilico -

Eter de petroleo -

Leyenda: (-) Insoluble, (+) soluble.
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Figura 16. Prueba de solubilidad del extracto hidroalcohdlico de las hojas frescas de

Tanacetum vulgare L., ‘palma real’.

Tesis publicada con autorizacion del autor

Citar la tesis




\Universidad

TESIS | UNIVERSIDAD WIENER

4.2. Andlisis fitoquimico®®

El extracto hidroalcohdlico de las hojas frescas de Tanacetum vulgare L.,
‘palma real’, presenta alcaloides, flavonoides, compuestos fendlicos,
carbohidratos, azucares reductores, esteroides y grupo amino libre (ver tabla 3

y figura 17).

Tabla 3. Analisis fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de las hojas

frescas de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’ (20mg/1m| MeOH)

Bertrand +
Dragendorff +
Alcaloides Mayer +
Popoff +
Wagner +
AICI; 1 % +
Flavonoides
Shinoda +
Compuestos
. FeCl; 1% +
fendlicos
Carbohidratos Molish +
Azlcares _
Fehling Ay B +
reductores
Liebermann-Burchard +
Esteroides
Salkowski +
Grupo amino libre Ninhidrina 1 % +

Leyenda: (-) Ausencia de metabolitos, (+) Presencia de metabolitos.
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Figura 17. Analisis fitoquimico del extracto hidroalcoholico de las hojas frescas de

Tanacetum vulgare L., ‘palma real’.
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4.3. Identificacion de alcaloides a través de reaccién quimica®*°

Tabla 4. Pruebas quimicas de precipitacion para reconocer alcaloides
extraidos por medio alcalino Tanacetum vulgare L., ‘palma real’
(20 mg/1 ml MeOH)

Bertrand +
Dragendorff +
Mayer +
Popoff +
Wagner +

Leyenda: (-) Ausencia de metabolitos, (+) Presencia de metabolitos.
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Figura 18. Identificacién de alcaloides extraidos por medio alcalino de las hojas frescas

de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’, por medio de reaccion de precipitacion.
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Figura 19. Identificacion de alcaloides extraido por medio alcalino.
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4.4. Andlisis cromatografico

FASE ESTACIONARIA: Cromatofolios con Silica Gel
G60 de 20 x 20 cm y 0,25 mm de espesor.

| SISTEMA DE SOLVENTE:MeOH - CHCI3 (1:1,5 viv).
REVELADOR: Revelador de Dragendorff.

"
——

Figura 20. Cromatograma en capa fina de los alcaloides extraidos por medio alcalino de

las hojas frescas de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’, identificados con el revelador de

Dragendorff.
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FASE ESTACIONARIA: SILICA GEL 60 GF254.
SISTEMA DE SOLVENTE: MeOH - CHCI3 (1:1,5 viv).
REVELADOR: REVELADOR DE DRAGENDORFF.

Figura 21. Cromatograma en escala preparativa de los alcaloides extraidos por medio alcalino
de las hojas frescas de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’, identificados con el revelador de

Dragendorff.
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4.5. Analisis espectroscoépico

4.5.1. Analisis espectroscopico UV-visible

Espectro UV-visible de la fraccion aislada (F1) extraida por medio alcalino de

las hojas frescas de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’.

Figura 22. Espectro UV-visible de la fraccién aislada (F1) extraida por medio alcalino de
las hojas frescas de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’. Presentd las longitudes de onda de
261 y 308 nm; la longitud de 308 nm concuerda con el espectro de alcaloides inddlicos

presentado en la obra Investigacion fitoquimica de Olga Lock de Ugaza.

Leyenda: A = longitud de onda, abs. = absorbancia.
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4.5.2. Andlisis espectroscopico infrarrojo

Tabla 5. Principales bandas de absorcion del espectro infrarrojo de
la fraccion aislada (F1) extraida por medio alcalino de las hojas frescas

de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’

3309,85 Cm'I NH.-

297423 cm* -C-H

1388,75 cm -CH,-

1303,88 cm™ Cc=C

1712,79 cm™ C=0

1554,63 cm™ ANILLO AROMATICO
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Figura 23. Espectro IR de la fraccion aislada (F1) extraida por medio alcalino de las hojas
Tanacetum vulgare L., ‘palma real’. Se observaron bandas de absorcion a 3309,85 cm™ que
corresponden a la banda de absorcion de los grupos amino; 1712,79 cm™en la gue absorben
grupos carbonilos y 1554,63 cm™ donde se absorben los grupos aromaticos; 1388,75 cm™;
2974,23 cm™; 1303,88 cm™ absorben los enlaces carbono con carbono o hidrégeno, lo cual

concuerda con el espectro IR presentado en la obra Método de investigacion fitoquimica de

Xorge Doml'nguezg.
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4.6. Evaluacién de los cortes anatomopatologicos

Tejido del estbmago
normal

Figura 24. Corte anatomopatolégico del grupo control: estbmago de ratones albinos especie
Mus musculus cepa Balb/C-53, sin tratamiento (400x). Se observa conservacion de

la estructura anatomopatoldgica.

Descamacion y erosion

(Lesion muy leve).

Figura 25. Corte anatomopatolégico del estbmago de ratones albinos especie Mus musculus
cepa Balb/C-53, con tratamiento de 2000 mg/kg del extracto hidroalcohdlico de las hojas
frescas de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’ (100x). Se observa descamacion y erosion de

la estructura del estomago, indicando una lesion muy leve.
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Tejido del higado normal

Figura 26. Corte anatomopatoldgico del grupo control: higado de ratones albinos especie Mus
musculus cepa Balb/C-53, sin tratamiento (100x). Se observa conservacion de la estructura

anatomopatoldgica.

Desorganizacion de los
conductos biliares
(indica lesion)

Nucleos picnaéticos
(indica lesion)

Figura 27. Corte anatomopatolégico del higado de ratones albinos especie Mus musculus cepa
Balb/C-53 con tratamiento de 2000 mg/kg del extracto hidroalcohdlico de las hojas frescas de
Tanacetum vulgare L., ‘palma real’ (400x).Se observa desorganizacion de los conductos

biliares y presencia de nucleos picnoticos en la estructura del higado, demostrando toxicidad.
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Tejido del rifidn

Tubulos renales

Figura 28. Corte anatomopatologico del grupo control: rifion de ratones albinos especie Mus
musculus cepa Balb/C-53, sin tratamiento (100x). Se observa conservacion de la estructura

anatomopatoldgica.

Glomérulo

Empastamiento de la
capsula de bowman
(dafio renal)

Tubulos renales

Figura 29. Corte anatomopatolégico del rifion de ratones albinos especie Mus musculus cepa
Balb/C-53, tratados con 2000 mg/kg del extracto hidroalcohdlico de las hojas frescas de

Tanacetum vulgare L., ‘palma real’ (400x). Se observa empastamiento de la capsula de
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Tejido del pulmon
normal

Bronquio

Figura 30. Corte anatomopatoldgico del grupo control: pulmén de ratones albinos especie Mus
musculus cepa Balb/C-53, sin tratamiento (100x). Se observa conservacion de la estructura

anatomopatoldgica.

Tejido del pulmon
normal

<

Figura 31. Corte anatomopatoldgico del pulmén de ratones albinos especie Mus musculus
cepa Balb/C-53 tratados con 2000 mg/kg del extracto hidroalcohdlico de las hojas frescas de

Tanacetum vulgare L., ‘palma real (400x). No se observa alteracion en la estructura

anatomopatolégica, demostrando que no hubo efecto toxico.
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V. DISCUSION

El extracto hidroalcohdlico de las hojas frescas de Tanacetum vulgare L.,
‘palma real’, fue soluble en solventes polares (principalmente en metanol, agua
destilada y etanol) e insoluble en acetona, acetato de etilo, benceno,
cloroformo, éter dietilico, éter de petréleo n-butanol y n-hexano, como se
muestra en la tabla 2 y en la figura 16. Fue el metanol el de mayor solubilidad,
lo que facilita la disolucion de principios activos solubles en solventes polares,
tal como lo manifiesta Olga Lock de Ugaz en su obra Investigacion fitoquimica®.
El andlisis fitoquimico (tabla 3 y figura 17) demostroé la presencia de alcaloides,
flavonoides, compuestos fendlicos, carbohidratos, azucares reductores,
esteroides y grupo amino libre. Esto ha sido presentado tanto en la obra
Investigacién fitoquimica de Olga Lock de Ugaz® como en Método de
investigacién fitoquimica de Xorge Dominguez®. La extraccién se realizd en
medio alcalino; se obtuvieron cristales, que fueron identificados con reaccién de
precipitacion (Bertrand, Dragendorff, Mayer, Popoff y Wagner) como se puede
observar en la tabla 4 y en las figuras 18 y 19. Esto, segln Xorge Dominguez®,
Gabriel Arango™ y Olga Lock de Ugaz®, esta fundamentado en la capacidad
que tienen los alcaloides en estado de sal (extractos acidos) de combinarse
con el yodo con y metales pesados como bismuto, mercurio y tungsteno,
formando precipitados. Mediante el anadlisis cromatografico en capa fina
del alcaloide extraido por medio basico de las hojas frescas de Tanacetum
vulgare L., ‘palma real’, y realizando ensayos de identificacién con revelador de
Dragendorff, se observé la presencia de una fraccibn de naturaleza
alcaloide (F1), que se puede ver en la figura 20, aislandose por cromatografia
en escala preparativa. El analisis espectroscopico UV/visible de la fraccion (F1)
presento las longitudes de onda de 261 y 308 nm; la longitud de 308 nm
concuerda con el espectro de alcaloides inddlicos presentado en la obra
Investigacién fitoquimica de Olga Lock de Ugaz®. En el anAlisis
espectroscopico IR de la fraccion (F1) se observaron bandas de absorcién a
3309,85 cm™, que corresponden a la banda de absorcién de los grupos amino;
1712,79 cm™ en la que absorben grupos carbonilos; y 1554,63 cm™ donde se

absorben los grupos aromaticos; 1388,75 cm™; 2974,23 cm™; 1303,88 cm™
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el espectro IR presentado en la obra Método de investigacion fitoquimica de
Xorge Dominguez®. En el estudio de toxicidad aguda a dosis limite de 2000
mg/kg en ratones Mus musculus cepa Balb/C-53 del extracto hidroalcohdlico de
las hojas frescas de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’, se evidencié una
toxicidad muy leve en el estbmago; sin embargo, hubo toxicidad en los tejidos
del higado y los rifiones. El érgano que no sufrié dafio fue el pulmén (figuras 24
a 31).
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VI. CONCLUSION

Las hojas frescas de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’, presentan
metabolitos de naturaleza alcaloide y actividad nociva en ratones
Mus musculus cepa Balb/C-53 a dosis limite de 2000 mg/kg en los érganos
perfundidos rifidn e higado; sin embargo, se evidencié efecto nocivo muy leve

en el estbmago.
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VII. RECOMENDACIONES

e No consumir en exceso las hojas frescas de Tanacetum vulgare L.,

‘palma real’, porque podrian producir efectos nefrotdxicos y hepatotoxicos.

e Continuar con los estudios fitoquimicos y realizar estudios
farmacoldgicos de la especie Tanacetum vulgare L., ‘palma real’, para otorgarle

sustento cientifico a las propiedades medicinales que se le atribuyen.

e Verificar si el efecto antiespasmaodico se debe al alcaloide aislado o es

producto del sinergismo de sus metabolitos secundarios.

e Realizar estudios de toxicidad crénica de la especie Tanacetum

vulgare L., ‘palma real’.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Constancia de clasificacion taxon6mica de la especie
Tanacetum vulgare L., ‘palma real’

esr,
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS )
Universidad del Perd, DECANA DE AMERICA 8;;\05

MUSEO DE HISTORIA NATURAL N “) o

e ops®
~a

CONSTANCIA N°006-USM-2009

La JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (tallo y hojas), recibida de la Srta. GABRIELA ORELLANA TORRES, estudiante de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Particular Norbert Wiener., ha sido estudiada y clasificada
como: Tanacetum vulgare L., y tiene la siguiente posicion taxondmica, segin el Sistema de
Clasificacion de Cronquist (1988):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
ORDEN: ASTERALES
FAMILIA: ASTERACEAE
GENERO: Tanacetum

ESPECIE: Tanacetum vulgare L.,

Nombre vulgar: “Palma real”
Determinada por: Mg. Hamilton Beltran S.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines de estudios

Lima, 19 de Enero de 2009.

(USM)
DDB
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Anexo 2. Espectro infrarrojo de la fraccion aislada (F1) de las hojas de

Tanacetum vulgare L., ‘palma real’
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Anexo 3. Reporte del analisis espectroscopico de la fraccién aislada (F1)

de las hojas de Tanacetum vulgare L., ‘palma real’
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Anexo 4. ldentificacion de los alcaloides a través de reacciones de
20,21

precipitacion

Las técnicas de reconocimiento estan basadas en la capacidad que tienen
los alcaloides en estado de sal (extractos acidos) de combinarse con el yodo
y con metales pesados como bismuto, mercurio y tungsteno, formando

precipitados.

1.  Reacci6n de Mayer®’

En un tubo de ensayo con muestra extraida, se afiaden 0,5 ml de la solucién
acuosa acida y dos gotas del reactivo de Mayer (mercurio tetrayoduro de
potasio). Si se observa precipitado blanco amarillento, la muestra contiene
alcaloides™®.

2. Reaccién de Dragendorff!’??

En un tubo de ensayo con muestra extraida, se afladen 0,5 ml de la solucién
acuosa acida y dos gotas del reactivo de Dragendorff (tetrayodo bismuto de
potasio). Si se observa precipitado anaranjado, la muestra contiene

alcaloides®®.
3.  Reaccién de Bertrand'’

En un tubo de ensayo con muestra extraida, se afiaden 0,5 ml de la solucién
acuosa acida y dos gotas del reactivo de Bertrand (acido silico-tungtico). Si se
observa precipitado blanco, la muestra contiene alcaloides.

4.  Reaccién de Popoff'’#?
En un tubo de ensayo con muestra extraida, se afladen 0,5 ml de la solucién

acuosa acida y dos gotas del reactivo de Popoff (acido picrico). Si se observa

precipitado amarillo, la muestra contiene alcaloides.
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16,17

5. Reaccion de Sonnenschein

En un tubo de ensayo con muestra extraida, se afiaden 0,5 ml de la solucién
acuosa acida y dos gotas del reactivo de Sonnenschein (acido fosfomolibdico).
Si se observa precipitado amarillo, la muestra contiene alcaloides.

6.  Reaccion de Wagner'"*®

En un tubo de ensayo con muestra extraida, se afiaden 0,5 ml de la solucion
acuosa acida y dos gotas del reactivo de Wagner (yodo-yoduro de potasio). Si
se observa precipitado pardo oscuro rojizo, la muestra contiene alcaloides.
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