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RESUMEN

-En la presente investigacion, se ha realizado un estudio fitoquimico para determinar la presencia de
metabolitos secundarios en Perezia multiflora (H et B) Lees “Escorsonera’.

Se realizé un estudio botanico de esta especie indicando su ubicacién sistemdtica y descripcién
morfolégica. Asimismo, se presenta una revision quimica y actividad farmacolégica de los
componentes que se encuentran en mayor proporcién, como son los flavonoides y alcaloides.

Se realizé cromatografia en capa fina, cromatografia en escala preparativa, logrando separar dos
flavonoides. Por espeétroscopi’a UV se logré identificar al flavonoide de tilio flavanona que
corresponderia a la: 7 - 0 -RAMNOGLUCOSLL - 3 , 5 - DIHIDROXI - 4’ -METOXIFLAVANONA
y el otro probablemente seria: 3°,5,7 -TRIHIDROXI - 4’ - METOXIFLAVANONA, también se
identifican los alcaloides cuyas estructuras probablemente serian: I, 4 - (1,3-PfPERl])HJ-DIENO)-2,S
- OXO - 6 - HIDROXI - 2H, 3H - INDOL -ETENO y el 1-4-(1,3-PIPERIDIL-DIENO) -2, 5- 0XO-
6-O-GLUCOSIL-2H,3H-INDOL -ETENO. |

Palabras claves: Escorsonera, Cirantin, Hesperidina, Flavanona, Indol.

ABSTRACT

In the present investigation a phitochemical study of Prezia multiflora (H et B) lees Escorsonera was
accomplished in order to determine the presence of secondary metabolites.

A botanic study of this specie has been made to indicate its systematic location and morfhological
description.

A chemucal and pharmacological review of the mayor components, as flavonoids and alcaloids; has
-also been performed. | |

TLC and preparative chromatography were done, ending with the separation of two flavonoids.

The identification of the flavonoid (flavonone type) as 7-O-RHAMNOGLUCOSIDE-3’,5-
- DIHYDROXY-4'METOXYFLAVANONE, was done by UV spectroscopy. The other one probably
would be: 3°,5,7-TRIDIHYDROXY-4’-METOXYFLAVANONE. Two alcaloids were also 1dentified
and their probable structure would be: 1,44(1,3-PI?‘ERIDIL-DIENO)-2,5-OXO-ﬁ-HYDROXY -2H,3H-
INDOL-ETENO  and  1,4-(1,3-PIPERIDIL-DIENO)-2,5-OX0-6-O-GLUCOSYL-2H,3H-INDOL-
ETENO. |

Key words: Escorsonera, Cirantin, Hesperidin, Flavanone, Indol.
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INTRODUCCION

La medicina folklérica o popular desempeiia
un papel muy importante en nuestro pais y
es por esto que es primordial el
f:onocimientc quimice de los metabolitos

secundarios que dan las propiedades

farmacol6gicas benéficas, con la finalidad
de darles uso racional.

El género Perezia es uno de los miembros de la
tribu Mutisieae. En la actualidad se conocen

aproximadamente 85  especies, todas

americanas con dos Areas de distribucidn; una |

en  Norteamérica  (México,  Arnizona,

Massachusetts, etc.) y otra en Sudamérica a

uno y ofro lado de los Andes, especialmente de
Pert, Bolivia, Chile y Argentina. En el Peri se
conocen actualmente 15 especies. (1).

Perezia multiflora constituye una planta de la
puna, puede crecer también entremezclada con
el pajonal o estepa de gramineas. Esta especie
estd amphamente difundida en los Andes del
Perd y Bolivia, entre los 3600 y 4400 m. de
altitud. (2).

El presente Trabajn de Investigacién de Perezia
multiflora (H. et B.) Less “Escorsonera” surge
por la informacién popular de las comunidades
campesinas que la emplean como expectorante,
en el tratamiento del resfrio comin y sus

secuelas y como antiinflamatorio. E objetivo

ha sido investigar fitoquimicamente a la especie
Perezia multiflora, con la finalidad de
determinar la composicion de sus componentes
quimicos y elucidar la estructura quimica
mediante = reacciones quimicas, analisis
cromatogréﬁcd y espectroscopico de las
flavanonas y alcaloides de naturaleza indélica,
asimismo; se determiné la actividad
farmacolbgica del extracto seco.

MATERIAL Y METODOS

Recoleccion y preparacion de la muestra:

I.a muestra fue recolectada en las alturas de la
ciudad de Cerro de Pasco, distrito de
Chaupimarca, a 4380 m. sobre el nivel del
mar, en el mes de junio de 1995. De la muestra
colectada se realizd la separaéién de hojas,
tallos y frutos, se sec6 y estabiliz6 en una
estufa de aire circulante a 40 ° C. Una vez seca
la planta, se utilizaron las hojas para la

investigacion, las cuales fueron molidas a

polvo y conservado en un frasco ambar.
Estudio Fitoquimico:

1.- Extraccion del metabolito secundario:

Se pesaron 40 g. de polvo de hojas secas, se
macerd con alcohol etilico 80° durante siete
dias, luego se filtré y el liquido se evapord
obteniéndose el extracto el cual fue utilizado
para el andlisis.

2.~ Solubilidad:

Se hicieron ensayos de solubilidad con
solventes de acuerdo al orden creciente de
polaridad.

3.- Reacciones de color:

Para reconocimiento de fenoles con tricloruro
de hierro; flavonoides con el reactivo de
Shinoda; amunoidcidos <c¢on  ninhidrna;
alcaloides. con Dragendortt y Mayer;
esteroides con la reaccibn de Lieberman-
Bouchard; taninos con solucién de gelatina.
4.- Identificacion:

Se disolvié el extracto seco en metanol, se
hicieron varios ensayos para determinar el
sistema de solvente adecuado, siendo benceno-
cle_rofﬁfma (1:1 v/v)- el mas indicado, al
desarrollar el cromatograma y revelar con el
reactivo de Dragendorff se determiné la
presencia de dos ‘posibles alcaloides, luego al
revelar con acido sulftrico y tricloruro de
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hierro se observa la presencia de once
conlpuesttJS fendlicos.

5.- Aislamiento y purificacién:

Después de identificar la presencia de dos

posibles alcaloides y once posibles compuestos
fenélicos, se realizé una cromatografia en escala
preparativa de 5 x 20 utilizando el sistema de

solvente BAW (3:1:1 v/v), para el revelado se

dividié en tres partes iguales a la primera se
afiadié el reactivo de Dragendorff confirmindose
la presencia de dos manchas, a la segunda
porcién se revelé con luz UV y amoniaco,
mostrando nitidamente la presencia de dos
manchas fluorescentes, y la tercera porcidn se
reveld con acido sulfirico presentando dos
manchas nitidas a la misma altura de las que se
observé al revelar con luz UV. (3).

Después de separados de la placa
cromatografica se purificd, disolviéndolos en
metanol, luego filtrando y evaporando la
solucién, se obtuvieron unos cristales
denominandolos F1 y F2.

El aislamiento de los alcaloides se hizo a partir

de 3,8 g de hojas secas con HCl 0,IN en bafio
marfa, se alcalinizé y se extrajo con
cloroformo, se concentré y se verificd la

presencia de alcaloides con los reactivos de
Dragendorff y Mayer. (4) .

Se realizo una cromatografia en escala
preparativa utilizando el sistema de solvente
metanol-hidréxido de amonio (200:3 v/v), se
-aislaron los dos posibles alcaloides mediante el
raspado de la silica con la muestra, se purificé
disolviéndolos en metanol, filtrando vy
evaporando la solucién, se obtuvieron unos
cristales denominandolos PMA y PMB.

Elucidacién estructural por espectroscopia
Los cristales F1 y F2 fueron disueltos en

metanol para el analisis espectroscopico UV en

el espectrofotémetro de DIODO REVERSO
HP 8452°,

Los cristales PMA y PMB fueron disueltos en
acetona para el analisis IR en un

espectrofotémetro IR (FT-IR) MODELO
IMPAC 410, luego se disolvieron en metanol

para el andlisis espectrofotométrico UV en un
ESPECTRONIC GENESYS 5.

Actividad Farmacolégica

 Actividad antiinflamatoria

Método del edema pedal inducido por
carragenina: S¢ utilizaron ratas machos, con
peso entre 170 a 220 g en ayunas de 12 horas,
el edema fue inducido por la inyeccién
subplantar de 0,2 ml de una suspensioén de
carragénina al 1% en la pata trasera derecha
del animal; el extracto fue administrado por
medio de una sonda de administracidn por via
oral media hora antes de la inyeccién de
carragenina. El volumen de las patas fue
medido cada hora hasta 5 horas después de la
induccion de la inflamacion utilizando un
pletismémetro manual, disefiado en la Catedra
de Farmacologia de esta Facultad.

RESULTADOS

Al realizar el-andlisis fitogquimico del extracto
de Perezia multiflora (H. et B.) Lees
“Escorsonera’ se encontro:

En el cuadro 1 observamos que el extracto es
soluble en casi1 todos los solventes.

Los resultados de la marcha fitoquimica, se

muestran en el cuadro 2.

En la identificacibn de los metabolitos
secundarios por cromatografia en capa fina el
extracto seco se disolvié en etanol, en un primer
cromatograma con ¢l sistema de solvente
butanol- dcido acético - agua (3:1:1 v/v) y al
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revelar con el reactivo de Dragendorff se observo
la presencia de dos manchas de color naranja lo
que nos indica que hay dos alcaloides (Fig 1), al
revelar con luz UV 366 nm se observaron por lo
menos 11 manchas con diferentes fluorescencias;
al agregar acido sulfirico se observé las 11
manchas con diferentes Rf , intensificadas,

observﬁndﬁsé que dos de ellas las de mayor

cantidad resaltan con una intensidad mayor

que las demds que es un comportamiento

caracteristico de los flavonoides.

Se aislé y se purifico los flavonoides mediante
cromatografia en escala preparativa con el

sistema de solvente butanol- acido acético -

agua (3:1:1 v/v) las manchas denominadas F1

y F2, fueron las que se aislaron por presentar
el color fluorescente caracteristico de
flavonoides al ser revelados con UV/ NH3 y
un color verdoso cuando se reveld con dcido
sulfirico, se purificé con el mismo sistema de
solvente, filtrando y evaporando la solucion

obteniendose unos cristales.

Para el aislamiento de los alcaloides presentes
en el extracto se preparo el sistema de
solventes metanol-ldroxido de amonio (200:3
v/v }, a las manchas s¢ les denominé PMA vy
PMB, estos productos dieron el color
caracteristico al ser revelado con Dragendort,
se purifico en metanol, obteniéndose unos
cristales.

En las figuras 1 y 2 nos mdica los valores
especﬁoscépico de Fl1 y F2, que presentan
caracteristicas de flavanonas y la elucidacién

d_e: su estructura.

En el cuadroc 3 nos dan los valores
espectroscopicos UV - de PMA Y PMB,
determindndose que son alcaloides de

naturaleza indolica.

En los cuadros 4; S5y 6 se indica la
elucidacién estructural de las fracciones PMA
y PMB, con sus respectivos valores
espectroscopicos IR, determinandose que son

alcaloides de naturaleza inddélica.

Los resultados sobre el efecto antiinflamatorio

del extracto de Perezia multiflora,  ha

- evidenciado tener una actividad ligera a un-

nivel de significancia de 5%, como se muestra

en los cuadros 3 y 4.

DISCUSION

En el presente trabajo de investigacién se
confirma la presencia de dos flavanonas y dos
alcaloides, los cuales fueron denominados Fl,
F2 y PMA, PMB.

Al estudiar el extracto hidroalcohdlico de
Perezia multiflora, se utilizaron una serie de
solventes para lograr una mejor separacion de
las fracciones, asi se usé: benceno - cloroformo
(1:1 v/v) para identificar los alcaloides y
compuestos fendlicos; butanol-dcido acético -
agua  (3:1:1 v/v) para el aislamiento de las
flavanonas y metanol - hidréxido de amonio
200:3 v/v para el aislamiento de alcaloides de

naturaleza indélica.

En la elucidacién estructural mediante
espectroscopia UV-visible de las fracciones

F1 y_F‘Z se encontro:

La fraccion F2 (Fig. 2)

UV (MeOH): 282, 326 nm

Al analizar el espectro UV de esta
fraccién y comparando con lo publicado

por Mabry, Markham y Thomas, la estructura
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de este compuesto es semejante a la
7-O-rammoghucosil-3’,S-dihidroxi4 metoxitlavanona
(147)que presenta un lambda maximo de 233,
;326 nm.(5). Se realizé una prueba adicional
‘para determinar la presencia de grupo
funcional hidroxilo con tricloruro de hierro
resultando positiva la reaccion.

La Fr-acciii_n F1 (Fig. 1)
UV. MeOH): 272, 326 nm
Es un compuesto que tiene espectros similares

al de la Fraccidon F2 y también presenta

las mismas reacciones quimicas, por lo

que se indica que la estructura del compuesto

son muy similares, es el aglucon de la

7-O-ramnogfucosil-3”,5 - dihidroxi - 4 - mefoxitlavanona,

3 5 7-trihidroxi-4’-metoxifiavanona (6).

En las Fracciones PMA Y PMB (cuadro 3)
En la elucidacién estructural mediante el
analisis espectroscOpicos UV decimos que
los compuestos aislados de las fracciones
PMA vy PMB, muestran la presencia de

picos que corresponden a dos bandas:

226 - 280 nm y 225 - 280 nm, bandas

que corresponden a los alcaloides de

naturaleza inddlica que absorben a 226
y 280-295 nm (7, 8).

En la elucidacidn estructural mediante

espectrocopia UV-visible e IR de las
fracciones PMA y PMB se encontro:

En las Fracciones PMA y PMB (cuadro 4)
Para completar la elucidacién estructural se

realizo el andlisis espectroscipico IR, en
donde el pico 3437,56 cm 1ndica la presencia

de grupos hidroxild, este pico estd un poco

deformado y ancho. Los picos 2921,87 y

2847,31 indican la presencia de C-H. El
pico 1679,27 qile indica la presencia de
cetona (no saturada y finalmente los picos
1231_._.93 y 1362,40 son producidos por la

deformacion de amina secundaria (9).

- En consecuencia se sugiere que el

PMA tendria la
siguiente estructura: 1, 4 (1,3-PIPERIDIL-

compuesto  aislado

DIENO) -25-0XO6-HIDROXE- 2H, 3H -

INDOL -ETENO y su tautomero.

La PFPraccion PMB aislada tenﬁﬁ la
siguiente  estructura: 1,4 (1,3-PIPERIDIL-
DIENQ)-2,5-0X0- 6-0-GLUCOSIL-2H, 3H-
INDOL-ETENO y su tautomero.

Enlos Cuadros 7y 8 |
La administraciébn oral del extracto
(750 mg/kg) produjo una disminucion del

proceso  inflamatorio

inducido  por
carragenina alrededor del 24,32%, ésto se

observd a las 2 horas de administrado el

extracto, dicho efecto es menor al del
estindar utilizado (Indc}metacinﬁ), que fue
56,09%; esto se debe a la presencia de la
7-Oramnoglucosil-3’ S-dihidroxi4’  metoxiflavanona
como lo reportan Emin, Oliveira, Lapa
(1994), (10) quienes manifiestan que la
7-Oramnoglucosil-3’ Sdihidroxi4’  metoxitlavanona
reduce el edema de la pata inducida por
carragenina, en un 47 a 63%, siendo este
efecto similar al producido por la

Indometacina
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| Cuadro 1: Solubilidad del extracto seco

Caracteristica
Solvente '
0,5mi. 1ml.
Agua Insoluble Insoluble
Etanol Insoluble Soluble
Metanol - Soluble - Soluble
Acetona + soluble Soluble
-~ Cloroformo + soluble Soluble
Acetato de etilo Soluble Soluble
Benceno Soluble Soluble
Cuadro 2: - Marcha fitoquimica de Perezia muitiflora
Metabolitos secundarios Reaccién Resultado Extracto
metanol
Taninos Solucion gelatina 1% Precipitado +
Aminoacidos R. de Ninhidrina No hay coloracion -
Flavonoides R. Shinoda Color rojo +
Esteroides R. Lieberman Precipitado +
Alcaloides R. Dragendorff Precipitado +
| Compuestos fendlicos Sol. Tricloruro de Hierro | Color verde +

LEYENDA: (+) Presencia de metabolito

( -) Ausencia de metabolito

- Caolor de 1a mancha: Luz UV

~ Luz UV/NH;

FIGURA 01
ESPECTROSCOPIA UV DE Fl

Parpura

Ama_rillo verdoso

3, 5, 7— TRIHIDROXI - 4'- METOXIFLAVANONA

O

84
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FIGURA 02

ESPECTROSCOPIA UV DE F2

Color de la mancha: Luz UV

parpura fluorescente

Luz UV/NH, Amarillo verdoso

7-0-RAMNOGLUCOSIL-3’,5-DIHIDROXI-4"METOXIFLAVANONA

Cuadro 3. Espectroscopia UV de PMA, PMB

Espectro Ultravioleta
Muestra Absorbencia
PMA 226, 280 nm
PMB 225 - 280 nm

Cuadro 4. Espectroscopia IR de PMA y PMB

Espectro Infrarrojo Lectura
DE 500-4000 cm™!
U Grupo Funcional
3437.76 cm’™ Hidroxilo (OH)

2847,31 — 2921,87

Enlace C-H Alifatico

1697.91 — 167927

Cetona off No Saturado

1231,93 - 1362,40

Deformacion de Amina Secundaria

85
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Cuadro 5. Ampliacién de la regién 700 — 1800 cm’

Espectro Infrarrojo Lectura de 700-1800 em’
U Grupo Funconal
PMA PMB

1451,82 146247 cm’™ . C-H
1421,65 cm™” 1421,65 Doble Enlace
1368,39 e’ 136240 cmi’” C=C
123526 ¢cm’™ 1231,93 cm’™ Enlace

1096,80 112520 cm’” Carbono
1015,14 cm™ 1095,02 cm”! Oxigeno (C=0)

Cuadro 6. Ampliacién de la region 2400 — 3400 cm’’

Espectro Infrarrojo Lectura
DE 2400- 3400 cm’’
U Grupo Funcional
PMA PMB
2978,56 cm™ 2960,90 cm™ Enlace
2920,30 cm’ 2921,87 cm’’ Carbonohidrogeno
2854,98 cm” 284731 cm’! (C-H)
Cuadro 7. Actividad antiinflamatoria del extracto seco de Perezia multiflora
Volumen del edema (L)
1h 2h 3h 4h S5h
Control 1,19 1,48 1,60 1,66 1,53
Extracto 0,92 1,12 1,29 1,39 1,29
Indometacina 0,60 0,65 0,70 0,60 0,50
Cuadro 8. Eficiencia antiinflamatoria del extracto seco de Perezia multifiora
1h 2h 3h 4h 5h
Extracto 22.69 24,32 19,38 16,27 15,69
Indometacina 49,58 56,09 56,25 63,86 - 67,32

86
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CONCLUSIONES

Mediante la marcha fitoquimica se detectd la
presencia de metabolitos secundarios tales
como compuestos fendlicos, alcaloides,
flavonoides, taninos.

Se logré aislar y elucidar estructuralmente el
7-O - ramnoghucosil - 35 - dihidroxi4” -retoxiflavanona
y el: 3" ,574nhidroxi4’- metoxiflavanona y

alcaloides' de naturaleza ind6lica que serfa: 14-

(1,3-PIPERIDIL-DIENO-2,5-OX0-6-HIDROXI-
?H, 3H- INDOL-ETENO y el 14-13-
PIPERIDIL-DIENO-2, 5-0OX0- 6-O-GLUCOSIL-
2H, 3H-INDOL-ETENO vy sus tautGmeros.

Los flavonoides presentes en la planta de tipo
flavanona serian los responsables de la
actividad antiinflamatoria encontrada.
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