INFORME FINAL TECNICO Y DE DIFUSION
| ANTECEDENTES GENERALES
CODIGO: FIA-ES-C-2005-1-A-040
NOMBRE DEL PROYECTO: Determinacion de las actividades antiinflamatorias, analgésicas,
antioxidantes y antimicrobianas de las hojas de Aristotelia chilensis (maqui). Identificacion de los
compuestos activos
REGION O REGIONES DE EJECUCION: RM
AGENTE EJECUTOR: Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Quimicas y Fammacéuticas
COORDINADOR DEL PROYECTO: DRA. CARLA DELPORTE VERGARA
Costo Total (Programado y Real):

Programado:
Real:

Aporte del FIA (en pesos; porcentaje del costo total) (Programado y Real):

Programado: $18.259.422
Real: $ 15.523.803

Periodo de Ejecucion (Programado y Real):

PERIODO PROGRAMADO: DIC 2005 A MARZO 2007
PERIODO REAL: DIC 2005 A JULIO 2007

FECHA DE PRESENTACION: 6 de septiembre de 2007

Fi COORDINADORPROYECTO

s 00,

USO INTERNO FIA

FECHA RECEPCION



iacosta
Rectángulo


2

/I. RESUMEN EJECUTIVO: El infuso de las hojas de maqui es utilizado en forma de gargaras para
calmar el dolor de garganta y la inflamacion de las amigdalas. Ademas las hojas en forma de cataplasma
son usadas para el dolor de rifiones y los dolores de espalda. A las hojas secas pulverizadas se le
atribuyen propiedades cicatrizantes de heridas o quemaduras, para (lceras y otras lesiones de la boca.
Los usos descritos nos lievaron a plantear la siguiente hipétesis “las hojas de esta especie autdctona
presentan efectos antiinflamatorio, analgésico, antioxidante y antimicrobiano por la via tépica que es la
via de administracion preferentemente utilizada por la poblacion.

Los objetivos generales del proyecto fueron: validar el uso de las hojas de A. chilensis como
antiinflamatoria y analgésica, y demostrar sus potenciales efectos antimicrobianos y antioxidantes.
Contribuir al conocimiento de la composicion quimica de nuestra flora autoctona. Identificar nuevas
sustancias antiinflamatorias, analgésicas, antioxidantes y antimicrobianas. Para alcanzar estos objetivos,
las hojas fueron recolectadas en el mes de diciembre, posteriormente secadas y molidas, a continuacion
se prepararon los diferentes extractos seriados de hexano (EH), diclorometano (EDM) y metanol (EM).
Se analiz6 la composicion quimica de cada extracto mediante cromatografias en capa fina (c.cf) y
utilizando diferentes reactivos reveladores para determinar las familias de metabolitos secundarios
presentes. '

Los resultados de las evaluaciones de la actividad antiinflamatoria topica en ratones, muestran que el
infuso es el que present6 el mayor efecto frente a 4cido araquidonico (AA), sin embargo éste extracto
acuoso, no mostré efecto antiinflamatorio frente a 12-O-tetradecanoil forbol-13 acetato (TPA) y si mostré
un efecto analgésico significativo (55,2%) frente al modelo de formalina en la cola. El EM que fue el més
activo como antiinflamatorio frente al modelo del TPA (66%), no mostr6 un efecto significativo frente a AA.
Los EH y EDM mostraron un efecto leve frente a AA. Sin embargo frente a TPA el EDM presentdé un
efecto importante (63,9%) no asi el EH (28,3%). Los extractos no fueron activos como antiinflamatorios
por via oral frente al ensayo del edema plantar inducido por A-carragenano en cobayos. Si fueron activos
como analgésicos p.o, frente al ensayo de las contorsiones abdominales en ratones, siendo los mas
activos los EH y EDM. Respecto de los resultados de la evaluacion de la actividad analgésica frente al
ensayo de la formalina en la cola de raton, los extractos mas activos como analgésicos fueron los EDM
(59,7%) y EM (74,1%), ambos a la concentracion de 5% p/v. En relacion a la actividad analgésica
evaluada por el ensayo del latigazo de la cola en ratdn, los efectos de los distintos extractos fue dosis
dependiente siendo el EM el que present6 el mayor efecto maximo (55,2% a 10% p/v). El estudio de la
inocuidad de los extractos farmacologicamente mas activos (EDM y EM) a la dosis inica mas alta que
fue posible de solubilizar (2g/kg p.o), muestran que ambos no fueron téxicos. Ademas la aplicacion topica
de los EDM y EM en conejos no produjo irritacion démica.

La actividad atrapadora de radicales libres mediante el ensayo del DPPH, nos permitio demostrar que
el EM fue el mas activo con una CEs, de 9,7 ug/mL. Frente a la xantino oxidasa el EM fue el méas activo
con un 62,7 % de inhibicion de la enzima a 50 ug/mL. La actividad antioxidante del EM podria ser
atribuida a los compuestos fendlicos. Los resultados de la evaluacién de la actividad antimicrobiana
muestran que las hojas de maqui presentaron una leve actividad, siendo el EM el mas activo frente a
Staphylococcus aureus. Ninguno de los extractos exhibi6 actividad antifingica frente a Saccharomyces
cereviasiae y Candida albicans.

Por fraccionamiento en columnas cromatograficas de los EDM y EM se obtuvo un crudo de alcaloides
que contiene tres alcaloides mayoritarios, identificados por completos estudios espectréscépicos como:
protopina, aristotelina y un derivado de la aristotelina. La protopina, que no habia sido descrita para el
magqui, es un alcaloide benzilisoquinolinico, tipico representante de la familia Papaveraceae y que rompe
el modelo estructural caracteristico del género Aristofelia. La irrupcion de esta base, abre una nueva
perspectiva en la interpretacion biologica del maqui. El crudo de alcaloides presenté una significativa
actividad analgésica, superior al ibuprofeno. La actividad analgésica de la protopina ha sido previamente
reportada. EI EM present6 una alta proporcion de compuestos fendlicos, los que serian responsables de
la capacidad atrapadora de radicales libre de este extracto. En relacién a los resultados farmacolégicos
del EDM se puede plantear la hipdtesis de que los triterpenos y esteroides contenidos en este extracto
son los responsables en parte de la actividad antiinflamatoria y/o analgésica presentada por este extracto
y la analgesia se deberia a los alcaloides como la protopina. El infuso contiene escopoletina, cumarina
con efectos antiinflamatorios, antipiréticos y analgésicos previamenie reportados y pigmentos
antocidnicos identificados como delfidina-3-glucésido y cianidina-3-glucésido los que fueron
identificados por HPLC/masa, éstos serian los responsables de la actividad antioxidante. Ademas se
evidencio la presencia de alcaloides y triterpenos.

Los resultados de las evaluaciones farmacolégicas confirman que las hojas de esta especie presentarian
las propiedades atribuidas por la medicina folclorica. La actividad antiinflamatoria de los EDM y EM podria
llevarse a cabo preferentemente por inhibicion de la ciclooxigenasa-2 ya que los efectos antiinflamatorios
mas importantes fueron frente a TPA. En relacion a la actividad analgésica exhibida por los EDM y EM,
frente a tres modelos distintos, ésta seria a través de un mecanismo-principalmente periférico ya que los
antagonista opiodes no afectaron en forma significativa los efectos antinociceptivos de los EDM y EM. El
uso de estos extractos obtenidos desde las hojas de maqui tiene muchas proyecciones en el
campo de la dermatologia y dermocosmética como antiinflamatorios, analgésicos y antioxidantes.



111. INFORME TECNICO DE AVANCE (TEXTO PRINCIPAL)

1. OBJETIVOS DEL PROYECTO:
Objetivos Generales

+ Validar el uso de las hojas de A. chilensis proporcionando un respaldo cientifico a su uso
como antiinflamatoria y analgésica, y demostrar sus potenciales efectos antimicrobianos y
antioxidantes. Asi se ampliara la informacion cientifica disponible sobre el maqui con miras
a la completar su Monografia de calidad, seguridad y eficacia.

Contribuir al conocimiento de la composicion quimica de nuestra flora autéctona
Identificar nuevas sustancias antiinflamatorias, analgésicas, antioxidantes y
antimicrobianas

+ Difundir los resultados que demuestren que esta especie nativa podria ser utilizada
como fuente de nuevos farmacos y asi fomentar el cultivo, explotacion y
comercializacion de esta especie ya que se le dara un valor agregado al maqui

Obijetivos Especificos

1) Recoleccion y obtencion de los diferentes extractos a partir de las hojas

2) Determinar in vivo la actividad antiinflamatoria por via topica, de los diferentes extractos y
sus fracciones.

3) Determinar la actividad analgésica topica de los diferentes extractos y sus fracciones y
determinar si la analgesia es por un mecanismo central o periférico.

4) Investigar la actividad antimicrobiana de los diferentes extractos y sus fracciones.

5) Determinar la actividad antioxidante de los diferentes extractos y sus fracciones

6) Identificar el extracto farmacolégicamente més activo por via topica, y determinar sus
potenciales efectos analgésicos y antiinflamatoric por via oral con miras a futuro de un
potencial uso per os.

7) Identificar en el extracto farmacol6gicamente més activo los principios activos

8) Demostrar la inocuidad del extracto farmacolégicamente més activo.

2. METODOLOGIA

2.1. Estudio anatémico de las hojas de maqui
(relacionado con el objetivo N° 1;Profesional responsable Dra. Carla Delporte)

Se realizaron cortes transversales 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 realiz6 con hipoclorito de sodio (5% de cloro
activo como hipoclorito de sodio en 95 % de agua blanda). Los cortes fueron observados en un
microscopio Optico marca Zeiss. :

2.2. Estudio quimico:.
(relacionado con el objetivo N° 7; profesional responsable Dr. Orlando Muiioz)

Se recolectaron e identificaron las hojas de maqui, después de secarlas y molerlas se
prepararon los diferentes extractos seriados agotando el material vegetal a temperatura
ambiente y en forma sucesiva, con hexano, diclorometano y metanol. De esta forma se
obtuvieron los extractos de hexano (EH), diclorometanico (EDM) y metandlico (EM). La
composicion quimica de cada extracto fue analizada por c.cf. y para identificar las principales
familias de compuestos fueron utilizados los siguientes reactivos reveladores: Lieberman-
Burchard (para identificar triterpenos, esteroides y flavonoides), Dragendorff (para identificar
principalmente alcaloides) y vainillina / anisaldehido (para evidenciar la presencia de
triterpenos). Los extractos fueron concentrados en un evaporador rotatorio (marca BUCHI), a
temperaturas de 50 a 60° C y a presion reducida; posteriormente fueron llevados sequedad
(para eliminar completamente el disolvente antes de someterlos a los ensayos farmacolégicos).
Los extractos farmacolégicamente mas activos (EDM y EM) fueron fraccionados en repetidas
columnas cromatograficas. A partir de otra cantidad de hojas (200 g) se prepard un infuso al
10% para someterlo a los ensayos farmacolégicos. Con este fin se agregé agua hirviendo a las
hojas frescas, se dejo macerar por 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 y por HPLC/masa.



2.3. Fraccionamiento y aislamiento de los principios activos

(relacionado con los objetivos N° 7; Profesionales responsables: Profesora Rosa Negrete y
Orando Muiioz)

Los extractos farmacologicamente activos fueron fraccionados por técnicas cromatogréaficas
convencionales como: columnas de sephadex, columnas rapidas de gel de silice, y preparativas
de media presion, eluidas con mezclas de disolventes de polaridad creciente segun sea el caso.

Se realiz6 un seguimiento de la composicion quimica de las distintas fracciones por
cromatografia en capa fina, usando distintos reactivos reveladores. Con el fin de aislar e
identificar los principios activos, el estudio quimico se realiz6 en forma bio-guiada y desde las
fracciones farmacoldgicamente activas se aislaron, purificaron e identificaron los componentes
mayoritarios, si no presentan estudios farmacolégicos que permitan atribuirle los efectos
encontrados y si hay cantidad disponible éstos seran sometidos a las evaluaciones
farmacologicas para determinar si realmente son los responsables de los efectos
farmacoldgicos encontrados en las fracciones.

La elucidacion estructural de los diferentes compuestos aislados se realizé6 mediante estudios
espectroscopicos, abarcando técnicas de resonancia magnética nuclear mono y bidimensional.

2.4, Estudio farmacolégico
2.4.1. Evaluaciones farmacolégicas in vivo por via tépica de las actividades analgésicas y
antiinflamatorias.:
Se llevaron a cabo las evaluaciones farmacolégicas de:
* los extractos EH, EDM y EM.
¢ Elinfuso cuyos componentes mayoritarios fueron identificados como delfidina- 3
glucésido, cianidina 3- glucosido, alcaloides y en menor proporcion escopoletina.
¢ una fraccion denominada FADM obtenida del EDM constituida por principalmente por
alcaloides, y en menor proporcién presento triterpenos y esteroides.
e un crudo de alcaloides (denominado C-ALC) obtenido de los EDM y EM cuyos
componentes mayoritarios fueron identificados como protopina, aristotelina y un
derivado de la aristotelina.

A.) Evaluacion de la actividad antinflamatoria por via topica:
(relacionado con los objetivos N° 2 y 7, Profesional responsable: Dra. Carla Delporte)

Se evalub en ratones de 20 a 25 g de peso, a los que se les indujo inflamacién dérmica con
acido araquidonico o 12-O-tetradecanoil forbol-13 acetato (TPA) (Lloret y Moreno, 1995). Los
farmacos de referencia fueron la nimesulida e indometacina respectivamente. El ensayo de la
actividad antiinflamatoria tépica frente a AA pesquisa los compuestos antiinflamatorios cuyo
mecanismo de accién es principalmente por la inhibicion de la ciclooxigenasa—~1 y/o
mieloperoxidasa y/o elastasa y/o NADPH oxidasa.

Por el contrario, la inflamacion inducida por TPA es mas lenta y se produce por activacion del
FN-kB, éste induce la sintesis de leucotrienos, ademas induce la expresion de iNOS y COX-2
enzimas que producen sustancias pro-inflamatorias como éxido nitrico y PGE, respectivamente,
(Lloret y Moreno, 1995). Después de una hora de aplicado el AA y después de 4,5 horas de
aplicado el TPA, se sacrificaron los animales y se les extrajeron porciones de orejas de 6 mm
con un sacabocados tanto de la oreja derecha como de la oreja izquierda, y por diferencia de
peso de ambas se determiné el peso del edema.

Los resultados son expresados como % de efecto + SEM. El efecto se calculé comparando la
mediana de los pesos de los edemas de los animales que recibieron la muestra con la mediana
de los pesos de los edemas de los animales controles (Delporte et al., 2003). La significancia de
los efectos fue determinada por el método no paramétrico de Wilcoxon para datos
independientes (Hollander y Wolfe, 1973).

* Montaje del ensayo para evaluar in vitro de la participacion de COX-2, iNOS en la
accion antiinflamatoria y analgésica

El mecanismo mas importante involucrado en la respuesta antiinflamatoria y/o dolor asociado,
es la inhibicion de enzimas, como por ejemplo la COX-2 (productora de cantidades
significativas de PGE,) e iNOS (hiperproductora de éxido nitrico) (Serhan et al., 2005).



Es por esta razén que estamos actualmente implementando los ensayos para eva!gar la
potencial actividad de los EDM, EM, FADM, infuso y crudo de alcaloides en la expresion de
estas enzimas proinflamatorias.

Se utilizaran células RAW264.7 de macrofagos de raton obtenidas del ATCC (American Type
Culture Collection). Las células seran crecidas en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) supiementado con suero fetal bovino al 10%, penicilina 100 U/mL y estreptomicina
100 pg/mL a 37 °C en atmésfera humeda con 5% de CO..

Se trabajara con diferentes grupos de células: 1) células tratadas con LPS a 1 uyg/mi (control
positivo); Il) células sin tratamiento con LPS (control negativo) y lll) células tratadas con las
muestras.

Viabilidad celular. La respiracion celular se usara como indicador de la viabilidad celular en
un ensayo basado en la reduccion dependiente de la mitocondria de MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyl tetrazolium bromide) a formazan. Se realizaran en paralelo
a los experimentos para evaluar la expresion enzimatica. A cada pocillo se le adicionara 10 pL
de solucién de MTT y se incubaran por 4 h a 37 °C. Los cristales formazan formados en las
células viables se disolveran con isopropanol acidificado (0,1 N HCI), después de 20 minutos
de incubacion, el indice de viabilidad celular se calculard midiendo la densidad éptica (OD) a
540 nm en un lector de microplacas. La viabilidad sera expresada como % respecto al control
(Mosnam, 1983)

Deteccion y cuantificacion de COX-2 e iNOS. Para investigar el efecto de los EDM y EM
sobre la expresion de COX-2 e iNOS las células de los grupos 1, Il y lll se cultivaran en placas
de 24 pocillos (5x10° células/pocillo) y se realizaran curvas dosis-respuesta. Se pre-trataran
con cada una de las muestras a diferentes concentraciones entre 0 y 60 minutos, seguido de
una estimulacion con LPS (1 pug/mi) entre 6 y 24 hrs. Para cada condicion se realizara un
analisis un inmunolégico (immunowestern blot). Las células se lavaran y se les extraeran las
proteinas con un amortiguador de lisis con los respectivos inhibidores de proteasas y
fosfatasas.

El desecho celular se eliminara por centrifugacion, al sobrenadante se le determinara el
contenido de proteinas segun Lowry et al., (1951) y se someteran a una electroforesis
denaturante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 7% segun Laemmli (1970). El gel sera
electrotransferido a una membrana de nitrocelulosa segin Towbin et al.,, (1979). La
membrana se tratara en forma secuencial con solucidon de bloqueo, lavado, el respectivo
anticuerpo primario, lavado, anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa y la reaccion
positiva se identificara usando el método de quimioluminiscencia (Walker et al.,, 1995), la
membrana se expondra frente a una placa fotografica a diferentes tiempos.

Las senales resultantes seran escaneadas y cuantificadas mediante el programa “Uni-Scan-it
Automated Digitizing System (USA)”. Los resultados se visualizaran por la correspondencia
del tamario molecular para cada proteina. Como control de carga y para normalizar los datos
se utilizara la deteccion constitutiva de B-actina en cada experimento, deshibridizando la
membrana y sometiéndola al tratamiento con el anticuerpo anti-Bactina, siguiendo el protocolo
ya mencionado. El cambio en la expresion de las proteinas se determinara en relacion al
control de carga obtenido del analisis densitométrico.

B.) Evaluacién de la actividad analgésica via topica:

* Ensayo de la formalina en la cola )
(relacionado con los objetivos N° 3 y 7; Profesional responsable: Dra. Carla Delporte)

Este ensayo identifica principalmente analgésicos periféricos. Se utilizaron ratones de la cepa
CF/1 entre 20-25 g de peso de ambos sexos. La aplicacion topica consistié en sumergir durante
3 minutos la cola de los animales en una solucion al 5% p/v de los extractos en DMSO y
posteriormente se inyectaron 20 L de formalina via i.d. en el primer tercio de la cola. El efecto
analgésico topico fue calculado en base a la disminucion del tiempo de lamidos de los animales
tratados respecto del tiempo de lamidos de los animales controles (Kolesnikov et al., 2004).
Con este fin, los ratones se observaron inmediatamente después de la inyeccion de formalina
durante 5 minutos, en una camara de vidrio, para contabilizar el tiempo de lamidos. Como
farmaco de referencia se utilizé ibuprofeno. Los resuitados son expresados como % de efecto
analgésico + SEM. La significancia de los efectos fue determinada por el método no paramétrico
de Wilcoxon para datos independientes (Hollander y Wolfe, 1973).



* Ensayo del latigazo de la cola del raton (tail flick)
(relacionado con los objetivos N° 3 y 7; profesional responsable Dr. Hugo Miranda)

Se utilizaron grupos de 6 ratones 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 actian a nivel central. Se indujo un dolor agudo térmico
mediante la aplicacion de radiaciones |.R. que queman la cola del raton en el punto de su
incidencia. Este experimento se realizd6 mediante el uso de un algesiometro (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 controles y los animales
tratados.

Una vez administrada la muestra en estudio, la cual consistié en una solucion del extracto al 5%
p/v en DMSO, se sumergio la cola del animal por un tiempo de 3 minutos y posteriormente, se
esper6 5 minutos antes de realizar la algesiometria. Para la evaluacion de la actividad
antinociceptiva, se construyeron curvas dosis-respuesta de las muestras administradas, las
cuales se ensayaron a las concentraciones de 1,25% p/v; 2,5% p/v; 5% p/v y 10% p/v para cada
uno de los extractos en estudio y para las FADM (fraccién alcaloidea y triterpénica) y C-ALC
(crudo de alcaloides) se utilizaron concentraciones menores.

Los resultados fueron expresados como la diferencia en el tiempo de latencia (media + S.E.M.)
entre la media de las dos lecturas de controles y el tiempo de latencia experimental, 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)

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.

Como farmaco de referencia se utilizé ibuprofeno (donado por el Laboratorio Basf-Chile S.A).

o Determinacion del mecanismo de accion de la actividad analgésica topica por el
ensayo del latigazo de la cola y utilizando farmacos antagonistas
(relacionado con los objetivos N° 3 y 7; profesional responsable Dr. Hugo Miranda)

Los tres extractos de maqui fueron aplicados a la concentracion que produce el 25 % de efecto
analgésico (concentracion efectiva 25 CEys) y fueron las siguientes: EH al 3,5 %; EDM al 4,5 %
y EM al 2,7 %, disueltos en dimetilsulfoxido (DMSO).

Luego de administrar por via i.p. los farmacos antagonistas de la actividad analgésica, se aplicé
el extracto por via topica. Estos farmacos no presentan efecto analgésico significativo a las
concentraciones utilizadas en este estudio. La diferencia entre el tiempo de la administracion del
antagonista y el extracto fue determinado previamente y esta relacionado con el tiempo en que
el antagonista alcanza su efecto maximo. Todos los antagonistas fueron administrados 30
minutos antes del extracto, excepto el nor-binaltorfimina que debe ser administrado 60 minutos
antes.

Los farmacos antagonistas utilizados fueron:

e Naltrexona (NTX) (1 mg/kg), antagonista no selectivo, pero con mayor afinidad a los
receptores MOR de mayor potencia y duracion de efecto entre los opioides

e Naltrindol (NTI) (1 mg/kg) antagonista selectivo de receptores DOR

e Nor-binaltorfimina (nor- BNI) (0,5 mg/kg) antagonista selectivo de receptores KOR, con
tiempo de efecto maximo de 60 min .



Antagonistas serotoninérgicos:

Tropisetron (TROPI) (1mg/kg): inhibidor de receptores de serotonina 5-HT3

Antagonistas adrenérgicos:

Prazosin (PRAZO) (0,1 mg/kg): antagonista de receptores adrenérgicos oia
Yohimbina (YOH) (0,01 mg/Kg): antagonista de receptores adrenérgicos o,

Antagonista muscarinicos:

Atropina (ATRO) (1 mg/kg): antagonista de receptores muscarinicos colinérgicos

Antagonista no selectivo de NOS:

N-nitro- L-arginina metil ester (L-NAME) (5 mg/kg)

PROCEDIMIENTO:

Animales controles: son aquellos animales a los que se les administra el extracto y no el
antagonista. Solo se les inyecta suero fisiologico via i.p. y posteriormente se procedié a
sumergir la cola del animal en la solucién del extracto de maqui a evaluar por un tiempo de 3
minutos y posteriormente a los 5 minutos se realizé la algesidmetria.

Animales tratados: son aquellos animales a los que se les administré el farmaco antagonista, y
posteriormente se procedi6 a sumergir la cola del animal en la solucion del extracto
correspondiente por un tiempo de 3 minutos y posteriormente se esperé 5 minutos antes de
realizar la algesiometria.

ANALISIS ESTADISTICO:

Los resultados fueron expresados como la diferencia en el tiempo de latencia ( media + S.E.M) entre
la media de las dos lecturas controles y el tiempo de latencia experimental, datos con los cuales se
calculd el % (Maximun Possible Effect o MPE) mediante la siguiente formula:

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

Donde: Lat 1: tiempo de latencia previa de la administracion del antagonista y del extracto
Lat 2; tiempo de latencia posterior de la administracion del extracto, previo tratamiento con antagonista
T cut- off: tiempo maximo de exposicion de la cola al calor, el cual es 8 seg.

Los resultados se presentaron como el promedio + SEM y fueron analizados estadisticamente

mediante el test de student para datos no pareados. Los valores de p < 0,05 fueron
considerados estadisticamente significativos.

C.) Evaluacion de las actividades antiinflamatorias y analgésica por via oral

. Evaluacion de la actividad antinflamatoria por via oral. Ensayo del edema plantar
inducido por A-carragenano
(relacionado con el objetivo N° 6; Profesional responsable: Dra. Nadine Backhouse)

En la propuesta original este ensayo se realizaria en el extracto mas activo, pero debido a que
fueron dos los extractos farmacologicamente mas activos (EDM y EM), fueron evaluados
ambos. Las pruebas se realizaron en cobayos, cepa Pirbright, de 200-300 g de peso a los que
se les indujo un edema plantar inyectando de 0,1 mL de una solucién salina estéril de A-
carragenano al 1% en la aponeurosis. El porcentaje de inflamaciéon se calculé con el volumen
inicial y el volumen final que es medido a las 3 horas después de la inyeccion de A carragenano.

El porcentaje de efecto antiinflamatorio se determiné en base al % de inflamaciéon control
promedio, vale decir al obtenido con 16 animales a los cuales se les inyectd A-carragenano sin
administrar la muestra y el % de inflamaciéon promedio obtenido con los 8 animales tratados. El
farmaco de referencia fuenaproxeno sodico. La significancia de los efectos fue determinada por
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el método no paramétrico de Wilcoxon para datos independientes (Hollander y Wolfe, 1973,
Backhouse et al., 1994). Fueron evaluados los extractos farmacolégicamente mas activos como
antiinflamatorios por via topica como lo fueron los EDM y EM.

e Evaluacion de la actividad analgésica via oral. Ensayo de las contorsiones
abdominales
(relacionado con el objetivo N° 6 y 7; Profesional responsable: Dra. Carla Delporte)

En la propuesta original este ensayo se realizaria en el extracto mas activo, pero debido a que
fueron dos los extractos farmacolégicamente mas activos (EDM y EM), fueron evaluados
ambos. Este ensayo pesquisa la actividad de sustancias analgésicas que actuan por via
periférica y central. En la propuesta original este ensayo se realizaria en el extracto mas activo,
pero debido a que fueron dos los extractos farmacolégicamente mas activos (EDM y EM)
ambos extractos fueron evaluados.

La actividad analgésica se evalu6 en ratones de 20-25 g, a los que se les indujo contorsiones
abdominales por la administracion intraperitoneal de 10 mL/kg de acido acético al 0,6%. El dolor
producido se determiné contando las contorsiones que presenta el animal después de 5
minutos de la inyeccién y durante 5 minutos. El numero de animales en cada ensayo fue de 8 y
se compararan las respuestas con 16 controles (Miranda et al., 2002; Nakamura y Shizimu,
1981).. Para los ensayos de analgesia se utilizara como farmaco de referencia naproxeno
sodico (Delporte et al., 2005). La significancia de los efectos farmacologicos fue calculada por el
meétodo de Wilcoxon para datos independientes (Hollander y Wolfe, 1973).

D.) Evaluacion de la inocuidad

En la propuesta original este ensayo se realizaria en el extracto mas activo, pero debido a que
fueron dos los extractos farmacolégicamente mas activos (EDM y EM), fueron evaluados
ambos. Los extractos farmacolégicamente mas activo fueron sometido a los siguientes ensayos
para determinar su inocuidad.

Evaluacioén del potencial irritante y sensibilizante. Método de Draize
(relacionado con el objetivo N° 8; Profesionales responsables: Mg Olosmira Correa y Mg Edda
Costa) ‘

Este ensayo fue realizado en conejas albinas neozelandesas, si en este estudio los extractos
farmacolégicamente mas activo no presentan efectos irritantes podrian ser evaluado a futuro en
voluntarios sanos y sensibles con miras a desarrollar .a partir de éstos un producto
dermatolégico.

Para realizar este ensayo se depil6 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 traz6 una linea central a lo largo de cada conejo con un lapiz quirirgico para observar al
animal desde la cabeza hasta el rabo desde dos areas: la izquierda, denominada A y la
derecha, denominada B. Se realiz6 sobre el area dorsal B de cada animal, una leve abrasion
con una aguja 21G x 1%, desechando y cambiando la aguja entre cada animal.

Se colocaron 12 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 uL de cada uno de las muestras (la concentracion a evaluar
fue la concentracion maxima posible de disolver en 20 uL en etanol o agua). Cada muestra se
aplico tanto en el area A (piel intacta) como en el area B (piel con abrasién). Ademas tanto en
las areas A y B se establecio la llamada zona control que fue la zona sin tratamiento (sin aplicar
la muestra). Luego, se invirtid cada uno de los parches, se quitd el protector y se colocaron los
parches sobre la mesa con las camaras de aluminio hacia arriba. Se mantuvo una tira angosta
de papel protector sobre la cinta hasta que ésta fue fijada sobre la piel.

Se aplico el parche 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. Una vez aplicada la cinta, se presioné cada una de las camaras con las
muestras con el dedo para que se distribuyesen uniformemente dentro de ésta.



9

Se presiond suave, pero firmemente con la palma de la mano contra el dorso del animal,
especialmente en las esquinas, para asegurar una buena adherencia.

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 y permitiéndoles ingerir agua y
comida durante el tiempo que durd 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 evaluacion fue repetida a las 48 y 72 h después de iniciado el ensayo y se calcul6é el SPI
(registro de irritacion primaria) en cada conejo tanto en el area con la piel intacta y con abrasion.

TABLA 1. EVALUACION DE LA IRRITACION PRIMARIA DE LA PIEL DE CONEJO

VALOR ERITEMA EDEMA
0 sin eritema sin edema
4 eritema levemente perceptible edema levemente perceptible
eritema bien definido edema leve, con orillas bien definidas por
2 un levantamiento de piel definido
3 eritema moderado a severo edema moderado; levantamiento de piel
de 1 mm aproximadamente
eritema severo y con llagas edema severo; levantamiento de piel
4 mayor a 1 mm, expandido en toda el area
de exposicion.

e Determinacion del valor de irritacion primaria (SPI) e indice de irritacion primaria
(PH)

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 irritacion. El valor maximo posible de la
sumatoria de ambos parametros corresponde a un total de 8 (Mazzanty et al., 2005).

El valor de irritacion 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 pueden resumir en la siguiente ecuacion:

SPI=[y (Er+Ed.)24 h+ (Er. + Ed.) 48 h. + (Er. + Ed.) 72 h] Zt [> (Er.+Ed.)24 h. + (Er. +Ed.)48 h + (Er. + Ed.)72 h] Z.c
Numero observaciones Numero Observaciones

Ecuacioén. Calculo del valor del SPI (irritacion primaria) mediante el Test de Draize

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

El Pl (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 Pll para cada una de las
muestras en piel intacta y otro Pll para la piel con abrasion
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Segun el valor del Pll obtenido para cada muestra, ésta sera clasificado de acuerdo con TABLA

TABLA 2. CATEGORIAS DE Pll (iNDICE DE IRRITACION PRIMARIA)

VALOR Pl
0-04 imperceptible
0,5-1,9 Levemente irritante
2-49 Moderada irritacion
§-8 irmtacion severa

» Evaluaciéon de la toxicidad aguda, reacciones adversas y efectos sobre los
principales 6rganos
(relacionado con el objetivo N° 8; Profesional responsable: Dra. Carla Delporte)

En la propuesta original este ensayo se realizaria en el extracto mas activo, pero debido a que
fueron dos los extractos farmacoloégicamente mas activos (EDM y EM), fueron evaluados
ambos. Se evalu6 la toxicidad de los dos extractos farmacolégicamente mas activo (EDM y
EM) a través de la administracion. de una dosis alta (2 g/kg) de éste suspendido en goma
arabiga salina al 5% en voliumenes de 0,4 mL para ratones de 25 g de peso. Los animales se
mantuvieron en observacién por catorce dias con alimentacién y agua de forma habitual,
controlando su peso diariamente (Delporte et al., 1998). Luego de la administracion de los
extractos, los animales fueron observados para determinar la aparicion de signos clinicos y
mortalidad teniendo como referencia al grupo control.

Los signos clinicos observados fueron siguientes:

Signos motores: movimientos, convulsiones, caida del tren posterior, somnolencia.
Signos respiratorios: jadeos y cianosis.

Signos gastrointestinales: diarrea y emesis

Salivacion:

Pilo-ereccion:

Los animales fueron pesados diariamente, para comparar estadisticamente los pesos de los
ratones tratados y los controles, con el fin de detectar si hubo diferencia entre ambos grupos.

Una vez culminado el periodo de observacion todos los animales fueron sacrificados mediante
dislocacion cervical y se realizd un andlisis macroscopico de los diferentes O6rganos
comparandolos con los 6rganos de los animales del grupo control (Jiménez y Padilla, 1999).

Las alteraciones patologicas ha observar fueron: cambios significativos de tamario, coloraciéon y
de textura, acumulo de liquidos en cavidades naturales (ascitis y/o hidrotérax) comparados con
el grupo control (Burger, 2005). Los 6rganos observados fueron: esofago, estbmago, intestino
delgado, higado, rifién, cerebro, bazo, pancreas, génadas, corazon y pulmones.

Todos los ensayos in vivo se realizaron con la autornizacién del Comité de ética de la Facultad
de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Facultad de Medicina y del Instituto de Salud Publica de
Chile. Se consideraron estadisticamente significativos los resultados cuyo valor de p es <0,05.

2.4.2.) Evaluaciones farmacologicas in vitro para evaluar las actividades antioxidantes y
antimicrobianas

A.) Evaluacion de la actividad atrapadora de radicales libres. Ensayo de decoloracion de
DPPH.
(relacionado con los objetivos N° 5 y 7; Profesional Responsable Dra. Nadine Backhouse)

El bioensayo 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 determinacion del grado de decoloracion que dichos compuestos provocan a una
solucion metanoélica de DPPH (Amié et al., 2003).
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Para ello se utilizdO una solucién metandlica recién preparada del radical 2,2-difenil-1-picril
hidrazilo (DPPH) de 20 mg/L. Se prepararon soluciones metanolicas de las muestras dentro de
un rango de concentraciones de 1 a 200 pg/mL de acuerdo a la actividad encontrada. Se
mezclaron volimenes de 750 pL de DPPH y 375 pL de soluciones de las muestras por
triplicado, para luego de cinco minutos leer la absorbancia en el espectrofotometro a una
longitud de onda de 517 nm, comparando éstas con la absorbancia del radical DPPH (A
control). ‘

El calculo del % de decoloracion se determiné segun la formula:
% decoloracion = 1 — ( A muestra- A blanco de la muestra )/(A control) x 100

El grado de decoloraciéon indica la eficiencia de las sustancias como capturadoras de radicales
libres. Como compuesto de referencia de captador de radicales libres se utiliz6 la quercetina
usando concentraciones entre 1,25 a 7,5 pg/mL. Para los compuestos aislados se determiné la
CE50 (concentracién efectiva cincuenta). Los valores son presentados como el promedio + la
desviacion estandar de tres determinaciones (Feresin ef al., 2002, Schmeda-H. et al., 2003).

B.) Evaluacion de la actividad antioxidante a través del ensayo de la xantino oxidasa
(relacionado con el objetivo N° 5 y 7; Profesional responsable Dra. Carla Delporte)

La xantino oxidasa (XO) de SIGMA, es una enzima que cataliza la oxidacion de la hipoxantina a
xantina y acido urico, al mismo tiempo y en presencia de oxigeno se produce la reduccion de
este, generando el radical libre anion superéxido. En la fase de reperfusion de un tejido
previamente isquémico, XO produce grandes cantidades de anion superdxido capaces de
producir la lipoperoxidacion de los fosfolipidos que constituyen las membranas celulares
conllevando a la lesién de ellas. Para evaluar la actividad de la XO, se midi6 la absorbancia (A)
de su producto, el acido urico en un espectrofotometro UNICAM, el que presenta una maxima A
a una A de 290 nm (Kalcklar, 1947).

La solucién de xantina (X) se preparé 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 concentracion de 0,006 U/mL A
un pH = 7,5. Con este fin se utilizé6 un amortiguador constituido por Na,HPO,4 y KH,PO, ambas
a una concentracion de 70 mM. Para determinar la concentracion de enzima a utilizar se ensay6
a distintas concentraciones para obtener el grafico A vs concentracion. La concentracion de
enzima que di6 la A requerida para trabajar (0,300-0,400) fue de 0,006 U/mL.

Los extractos fueron evaluados a 50 ug/mL (Theoduloz et al., 1991). A las muestras en estudio
se les adicion6 3 a 4 gotas de DMSO y a continuacion el agua bidestilada, sonicando cuando se
requirid para lograr la solubilidad. Las muestras fueron evaluadas en duplicado. Para finalizar el
ensayo se utilizd HCI 1 N (40,9 mL de acido concentrado en 500 mL de agua bidestilada). El
protocolo del ensayo se detalla en TABLA 3.

TABLA 3. Protocolo del ensayo de inhibicion de la xantino oxidasa

REACTIVOS Tubo A Tubo B Tubo C Tubo D
1. Extracto [— - 1mL 1mL

| 2. Agua bidestilada |1 mL 1mL — —

3. Buffer 2,9 mL 3mL 2,9mL 3mL
4. Xantino Oxidasa | 0,1 mL = 0,1 mL -

Preincubacion a 25 °C por 15 minutos.

5. Xantina I 2mL 2mL 2mL ]2 mL
Incubacién a 25° C por 30 minutos.

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

VOLUMEN TOTAL |7 mL 7mL 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 adicion6 a todos los tubos X y se incub6 a 25°C por 30 min (para que la X
esté a la temperatura de las muestras se colocd en el bario junto con éstas). Para finalizar, la
reaccion fue detenida con HCI y se procedio a leer la absorbancia (A) del acido urico a 290 nm
(Noro et al., 1992) en un espectrofotometro UNICAM (Kalckar, 1947).
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El porcentaje de inhibicion de la XO (%lyo) se calcul6 segun la siguiente ecuacion:

10 = [(Aa ~ Ab) — (Ac — Ad) / (Aa - Ab)] * 100

Donde: A absorbancia; Aa absorbancia del tubo a; Ab absorbancia del tubo b; Ac absorbancia del tubo c¢; Ad absorpancia-dettuho
d; Aa-Ab: absorbancia del acido Urico total; Ac- Ad absorbancia del acido Grico remanente

El farmaco de referencia utilizado fue el alopurinol y para determinar su concentracion inhibitoria
cincuenta (Clsg) se ensayaron diferentes concentraciones de este farmaco Del grafico -%.
Inhibicion vs concentracion se obtuvo el Clsp que resulté ser 0,035 pg/mL. La significancia de los
resultados se calculé con el método no paramétrico de Wilcoxon para datos indeper ,
(Hollander y Wolfe, 1973), considerandose significativos para un p< 0,05. Los reggjtadss son
expresados como % de inhibicion + D.S y sonr calculades - mediante = promedio de dos
determinaciones.

C.) Evaluacion de la actividad antimicrobiana
(relacionado con el objetivo N° 4 y 7; profesional responsable Prof. Silvia Erazo)

Se evalu6 la actividad antimicrobiana por el bioensayo de siembra radial y bioautografia, frente
a distintas cepas bacterianas Gram (+) y (-) y de hongos (Erazo et al., 2002).

Todas las cepas microbianas utilizadas fueron obtenidas de la American Type Culture Collection
(ATCC) a excepcion de Klebsiella pneumoniae que proviene de aislamientos clinicos. Dentro de
las bacterias Gram negativas se incluyen Escherichia coli (ATCC 8739), Salmonella aviatum
(ATCC 12228), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 14207) y dentro de las Gram positivas se
incluyen Staphylococcus aureus (ATCC 6538P), Micrococcus flavus (ATCC 10290) y Bacillus
subtilis (ATCC 6633). El panel de hongos estuvo constituido por Saccharomyces cerevisiae y
Candida albicans (ATCC 10231) (Erazo et al., 2002).

3. ACTIVIDADES DEL PROYECTO:

No hubo discrepancias entre las actividades programadas y las efectuadas. Los logros
alcanzados fueron mayores a los planteados en la propuesta original.

4. RESULTADOS DEL PROYECTO:
4.1.) DESCRIPCION ANATOMICA DE LAS HOJAS DE MAQUI

En los cortes transversales de las hojas se observé las células epidérmicas constituidas por
una capa de células (ambas epidermis monoestratificadas) con una membrana cuticular
delgada y los estomas se presentaron a nivel de la superficie epidérmica. No presentd pelos
tectores tanto en la epidermis superior como en la inferior. A continuacion debajo de la
epidermis en el haz se onservé el parénquima en empalizada constituido por dos capas de
células y a continuaciéon se ve un abundante parénquima esponjoso con amplios espacios
intercelulares. En el nervio medio se identificd colénquima laminar, ya que los engrosamientos
celulésicos de la pared celular de las células colenquimaticas se ven distribuidos
uniformemente. Sobre el floema se pudieron apreciar fibras lignificadas en forma abundante.

4.2.) ESTUDIO QUIMICO

421) PREPARACION DE LOS EXTRACTOS, RENDIMIENTOS Y FAMILIAS DE
COMPUESTOS PRESENTES

Las hojas de Arnistotelia chilensis fueron recolectadas en el mes de diciembre en el Campus
Juan Gémez Millas de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile. Se guardé un testigo
en el Herbario de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile
(SQF 22257).

Se recolectaron un total de 3,805 kg de hojas de maqui (en la primera parte del proyecto fueron
recolectadas 1,105 kg y en una segunda etapa 2,700 kg de hojas). Después de secarlas y
molerlas se prepararon los diferentes extractos seriados agotando el material vegetal a
temperatura ambiente y en forma sucesiva, con hexano, diclorometano y metanol. Los
rendimientos fueron para el extracto hexanico (EH) 1,3 %, extracto diclorometano (EDM) 6,7 %
y extracto metandélico (EM) 9,9 %. El infuso presenté un rendimiento de 25%.
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Los sistemas de desarrollo de las c.c f. de los distintos extractos 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: &cido formico: acido acético: agua (10:1,2:1,2:2,6)

Los resultados del estudio quimico por cromatografia en capa fina (c.c.f.) de los distintos
extractos se presentan en la TABLA 1

TABLA 1. RESULTADOS DEL ESTUDIO QUIMICO POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
(C.C.F.) DE LOS EH, EDM, EM e INFUSO

Metabolitos Revelador EH EDM EM | FADM | Infuso
Secundarios

Alcaloides Dragendorff - + ++ ++ ++
Triterpenos Lieberman Burchard + ++ - + *
Esteroides Lieberman Burchard + + - + -
Triterpenos p-anisaldehido + ++ - + +
Compuestos NP/PEG (UV 365 nm) - + +++ - +++
fendlicos

Cumarinas o Vapores de amoniaco - - - - +
flavonoides (UV 365 nm)

Donde: EH extracto hexanico; EDM extracto de diclorometano; EM extracto metandlico; FADM fraccion alcaloidea, triterpénica y
esteroidal obtenida desde el EDM; +++ presenta mayor cantidad del compuesto; ++ presenta menor cantidad del compuesto; +
presenta escasa cantidad del compuesto; - no presenta el compuesto.

En el EM e infuso, los metabolitos encontrados en mayor cantidad fueron los compuestos
fendlicos y alcaloides. EI EDM concentré la mayor cantidad de compuestos del tipo triterpenos y
en menor cantidad compuestos esteroidales, fendlicos y alcaloides.

4.2.3.) FRACCIONAMIENTO DE LOS EDM, EM E INFUSO E IDENTIFICACION DE LOS
POTENCIALES PRINCIPIOS ACTIVOS

Desde el EDM (45 g) se obtuvo una fracciéon constituida por alcaloides, triterpenos y esteroides
(denominada FADM) por repetidas columnas cromatograficas de silica gel (5 — 40 um) y
sephadex y eluyendo con mezclas de polaridad creciente de n-hexano — EtOAc — MeOH. La
cantidad obtenida de FADM a partir del EDM fue de 4,9 g lo que equivale a un rendimiento de
10,9%. El sistema de disolvente para la c.cf. utilizada para cromatografiar la FADM fue
diclorometano 100% y gotas de NHa.

Desde los EDM y EM por fraccionamiento en columnas cromatograficas de sephadex, silica gel
y de 6xido de aluminio y eluyendo con mezclas de hexano-acetato de etilo metanol se obtuvo
un crudo de alcaloides denominado C-ALC (cuyo rendimiento fue de 50 mg/kg de hojas seca).
Desde éste fueron aislados y purificados por placas preparativas de silica gel y oxido de
aluminio tres alcaloides mayoritarios, identificados inambiguamente por estudios
espectroscopicos de RMN como: protopina, aristotelina y un derivado de la aristotelina. La
protopina, que no habia sido descrita para el maqui, es un alcaloide benzilisoquinolinico, (N-
metildibenz[c,g]azecina-13-ona) tipico representante de la familia Papaveraceae y que rompe el
modelo estructural caracteristico del género Aristotelia. La caracteristica estructural de las
bases del género Aristotelia, es una unidad monoterpénica no reordenada conectada a una
triptamina. La irrupcion de esta base, abre una nueva perspectiva en la interpretacion biolégica
del maqui. Este alcaloide fue identificado ademas por espectrometria de masas de baja y alta
resolucion, analisis de C-13 y por espectros bidimensionales heteronuclear: ROESY, HMQC y
HMBC.

La actividad analgésica de la protopina ha sido previamente reportada por Zhongguo (1993) y
el mecanismo de accion iria por via opioide, canales de calcio y mecanismos adrenérgicos.
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Los compuestos tritérpenicos y esferoidales detectados en el EDM, estan en proceso de
identificacion.

En el infuso fueron identificados por HPLC/masa dos pigmentos antocianicos: delfidina-3
glucdsido y cianidina -3 glucésido. Ambos pigmentos estan presentes en también en el EM
de las hojas y en los frutos; ademas este extracto acuoso presenté una cumarina, identificada
como escopoletina.

La escopoletina exhibe efectos antiinflamatorios tépicos, antipiréticos y analgésicos previamente
reportados (Silvan et al., 1996; Hussein y Samuelsson, 1992; Delporte et al., 1998).

4.3. RESULTADOS DE LAS EVALUACIONES POR ViA TOPICA DE LAS ACTIVIDADES
ANTINFLAMATORIAS

Como antiinflamatorio tépico frente a TPA los extractos presentaron los resultados mostrados
en la TABLA 2.

TABLA 2. RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA TOPICA FRENTE A TPA
DE LOS DIFERENTES EXTRACTOS Y FADM DE HOJAS DE MAQUI E INDOMETACINA

Muestra Dosis Mediana | n | Mediana | N | %EAIT £ SEM P
mg/oreja EDEt EDEc

EH 3 0,0038 8 0,0053 | 16 283+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 + 121 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, friterpénica y
esteroidal de EDM; indometacina farmaco de referencia; mediana EDEt mediana del edema en el grupo muestra; mediana EDEc
mediana del edema del grupo control; n nimero de animales tratados para cada ensayo; N nimero de animales controles para
cada ensayo;% EAIT £ SEM porcentaje de efecto antiinflamatorio topico + error estandar de la media; p significancia, resultado
significativo si p < 0,05; T efecto maximo.

Al analizar los resultados presentados de la TABLA 2, se puede concluir que el EM (66,0%) y el
EDM (63,9%) son los extractos mas activos como antiinflamatorios tépicos frente a TPA,
mientras que el EH presenta baja actividad (28,3%). El Infuso y FADM no presentan actividad.
Sin embargo el EM mostré un efecto menor al efecto maximo presentado por el farmaco de
referencia (indometacina).

Los efectos antiinflamatorios topicos frente a AA de los diferentes extractos se muestran en la
TABLA 3.

TABLA 3. RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA TOPICA FRENTE A AA
DE LOS DIFERENTES EXTRACTOS, INFUSO Y FADM DE ARISTOTELIA CHILENSIS Y

NIMESULIDA
Muestra Dosis mg/ n N %EAIT % P
20uL/oreja | m.e.m m.e.c SEM
EH 3 0,0046 | 8 0,0065 16 30 +26,8 0,0432
EDM 3 0,0052 | 8 0,0065 16 31,6+87 0,0078
EM 3 0,0045 | 8 0,0065 16 | 20,0157 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 1488 +4 0,01

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

En relacion a la evaluacion de la actividad antiinflamatoria frente a AA,vemos en la TABLA 3,
que es el Infuso (56,2%) el que alcanza el mayor efecto antiinflamatorio topico (efecto mayor
que el efecto maximo exhibido por el farmaco de referencia), seguido por EDM (31,5%) y EH
(30%) que presentan efectos menores; el EM (20%) tiene una leve actividad, todos estos
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valores son significativos por presentar un p < 0,05. La FADM no present6 actividad en este
ensayo.

4.4. RESULTADOS DE LAS EVALUACIONES POR ViA TOPICA DE LAS ACTIVIDADES
ANALGESICAS MEDIANTE EL ENSAYO DE LA FORMALINA EN LA COLA.

En la TABLA 4 se presentan los resultados obtenidos en las evaluaciones de la actividad

analgésica topica mediante el ensayo de la formalina en la cola.

TABLA 4. RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANALGESICA ViA TOPICA MEDIANTE

ENSAYO DE LA FORMALINA EN LA COLA DE LOS DIFERENTES EXTRACTOS DE HOJAS

DE MAQUI Y FARMACO DE REFERENCIA

EXTRACT % piv Med TLM |N| MedTLC | N | % AT £SEM p
O (dosis) (DMSO) (seg) (seq))
EH 5 315| 8 435 | 16 276+54 | 0,000134
EDM 5 155 | 8 435 | 16 59.7+11,3| 0,000119
EM 5 11,0 | 8 435 | 16 741176 | 4,44E-05
Infuso 5 19,5 | 8 435 | 16 552+53| 0,000119
ibuprofeno 5 15| 8 490 | 16 176,5+6,3 | 4,44E-05

Donde: EH extracto hexanico; EDM extracto de diclorometano; EM extracto metandlico; % p/v (DMSO) concentracion en p/v del
extracto en dimetilsuféxido; Med TLM mediana del tiempo de lamidas muestras; Med TLC mediana del tiempo de lamidas de
controles; n nimero de animales tratados para cada ensayo; N nimero de animales controles para cada ensayo; % AT * SEM
porcentaje de analgesia tépica + error estandar de la media; p significancia, resultado significativo si p < 0,05; T efecto maximo

Los resultados obtenidos mediante el ensayo de la formalina en la cola (TABLA 4), 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
(65,2 %). El EH present6 baja actividad (27,6%).

4.5. RESULTADOS DE LAS EVALUACIONES POR ViA TOPICA DE LAS ACTIVIDADES
ANALGESICAS POR EL METODO DEL LATIGAZO DE LA COLA (TAIL FLICK)

Al analizar los resultados presentados en la TABLA 5, se puede concluir que todos los extractos
presentaron un efecto analgésico dosis- dependiente frente al ensayo del latigazo de la cola.
Los efectos maximos de los extractos se produjeron a la concentracion de un 10% y para la
FADM esta concentracion fue de un 1%. El mayor efecto analgésico lo presenté la FADM
(58,2%), y con efectos menores los EM (55,2 %), EH (46,5%) y EDM (37,8%).

TABLA 5. RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANALGESICA VIiA TOPICA MEDIANTE
ENSAYO LATIGAZO DE LA COLA DE LOS DIFERENTES EXTRACTOS DE MAQUI A
DISTINTAS CONCENTRACIONES E IBUPROFENO

Muestra n % p/v (DMSO) % AT £ SEM p
EH 6 1,25 93+3,6| 0,000
6 2,5 17,4+3,3 | 0,000
6 5 266+24| 0,000
6 10 T46,5+6,5| 0,000
EDM 6 1,25 84+24| 0,000
6 25 159+45| 0,000
6 5 243+38| 0,000
6 10 137,8+38 | 0,000
EM 6 1,25 99+23| 0,000
6 2,5 21,1+1,4 | 0,000
6 5 37,3+3,0| 0,000
6 10 1552+43| 0,000
FADM 6 1,25 12,0+3,8 | 0,000
6 2,5 240+3,0| 0,000
6 5 405+52 | 0,000
6 10 158,2+48 | 0,000
ibuprofeno 6 5 150,0 £+ 0,1 0,000

Donde: EH extracto hexanico; EDM extracto de diclorometano; EM extracto metandlico; FADM fraccion alcaloidea, triterpénica y
esteroidal de 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 topica  error estandar de la media; p
significancia, resultado significativo si p < 0,05;T efecto maximo
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TABLA 6. VALORES DE CE,s PARA ANALGESIA TOPICA MEDIANTE EL ENSAYO DEL
LATIGAZO DE LA COLA DE LOS DIFERENTES EXTRACTOS, FADM E IBUPROFENO

Extracto CEs £ SEM.
EH 35+05
EDM 45+04
EM 27+02
FADM 0,2+00
ibuprofeno 0,8 +0,1

Donde: EH extracto hexanico; EDM extracto de diclorometano; EM extracto metandlico;, FADM fraccion alcaloidea de EDM,;
ibuprofeno farmaco de referencia; CE,s concentracion a la que se produce el 25% del efecto maximo; SEM error estandar de la
media

En la TABLA 6 se muestra el valor de la CE»s de la FADM, y es la mas baja, incluso menor que
la del farmaco de referencia. La FADM seria mejor analgésico que los extractos.

El CE2s del EM es la mas baja en comparacion con las CEys de los EH y EDM, lo que implica
que EM exhibe un 25% efecto analgésico a una menor concentracion en comparacioéon con los
otros extractos, sin embargo el CEjs del EM es mayor que el del farmaco de referencia
(ibuprofeno).

TABLA 7. ACTIVIDAD ANALGESICA DEL CRUDO DE ALCALOIDES (C-ALC) MEDIANTE

ENSAYO TAIL FLICK
Concentracion % p/v % MPE * SEM
Crudo alcaloides
0,25 12,44 t 3,47
0,50 28,8+3,0
0,75 31,9+3,0
1,0 39,2+6,5

Donde: MPE efecto maximo posible

FIGURA 1: CURVA % EFECTO MAXIMO POSIBLE (% MPE) VS CONCENTRACION DEL

CRUDO DE ALCALOIDES
75
R?=0,972
w 50 -
o
=
R 95 |
0 T T 1
-1 -0,5 0 0,5
log concentracion

TABLA 8. CE,; ANALGESICA DEL CRUDO DE ALCALOIDES E IBUPROFENO MEDIANTE
ENSAYO DEL LATIGAZO DE LA COLA

muestra CEy5 (% p/v) £ SEM
crudo de alcaloides 05+0,1
FADM 0,2+0,0

ibuprofeno 0,8 +0,1
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Como se ve en la TABLA 7 y FIGURA 1, la actividad analgésica del crudo de alcaloides es
dependiente de la concentracion y en la TABLA 8, se puede observar que la actividad del crudo
de alcaloides fue mayor a la del ibuprofeno, lo que demuestra que los alcaloides son
responsables en parte de la actividad analgésica. La FADM presenté mayor actividad que el C-
ALC, y esto podria deberse a que el efecto analgésico de los alcaloides en la FADM se
potenciaria con la presencia de los triterpenos y/o esteroides de esta fraccion.

o RESULTADOS DE LA DETERMINACION DEL MECANISMO DE ACCION
ANALGESICO POR EL ENSAYO DEL LATIGAZO DE LA COLA FRENTE A
DISTINTOS ANTAGONISTAS DE LA ACTIVIDAD ANALGESICA"

En TABLAS 9, 10 y 11 se resumen los cambios de los efectos analgésicos de los extractos con
el pretratamiento con los diferentes antagonistas de la actividad analgésica.

TABLA 9: EFECTOS DE LOS ANTAGONISTAS SOBRE LA ACTIVIDAD ANALGESICA DEL
- EH EN EL MODELO DEL LATIGAZO DE LA COLA

% Efecto analgésico
EH % MPE * SEM

EH(CE2s) spico 30,62 2,36
NTX; p. +EHispico 28,15 2,38
NTI; p-+EHuspico 30,46 1,27
norBNI; p. +EHispico 31,38 4,41
TROPU . +EHypico 44 07" 4,82
PRAZ; p.+EHuspico 38,30 2,67
YOH,; p.+EHspico 35,46 2,56
ATRO; ; +EHispico 42,03 1,53
L-NAME ;. + EHispico 38,65" 1,64

* = p < 0,05; CE concentracion efectiva que produce el 25% del efecto analgésico; NTX Naltrexona; NTI Naltrindol; norBNI Nor-
binaltorfimina; PRAZ prazocin; YOH yohimbina; ATRO atropina; L-NAME N-nitro- L-arginina metil ester; TROP!| tropisetron

Como se puede observar en la TABLA 9, los antagonistas opiodes no producen un cambio
significativo en el efecto analgésico del EH, por lo que la analgesia producida por este extracto,
no seria principalmente a través de receptores opiodes. Sin embargo el o los mecanismos de
accién podrian ser por las vias:

» serotoninérgica 5-HT; ya que su efecto es modificado por el tropisetrén
e muscarinicas colinérgicas ya que su efecto es modificado por la atropina

o del 6xido nitrico ya que su efecto es modificado por la N-nitro- L-arginina metil
éster
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TABLA 10: EFECTOS DE LOS ANTAGONISTAS SOBRE LA ACTIVIDAD ANALGESICA DEL
EDM EN EL MODELO DEL LATIGAZO DE LA COLA

%efecto analgésico

EDM % MPE + SEM
EDM(CE2s)tpico 25,37 1,30
NTX; p.+EDMspico 34,07 1,58
NTI; p.+EDM gspico 30,53 2,34
norBNI; o+ EDMspico 31,36 3,43
TROPI; , +EDMispico 33,84 4,02
PRAZ; ;+EDMispico 39,34 6,76
YOH,; p+EDMspico 32,40 3,16
ATRO i, + DCM 24,66 +3,29
L-NAME ;,,. + DCM 51,67* +4.86

* = p < 0,05; CE concentracion efectiva que produce el 25% del efecto analgésico; NTX Naltrexona; NTI Naltrindol; norBNi Nor-
binaltorfimina; pRAZ prazocin; YOH yohimbina; ATRO atropina; L-NAME N-nitro- L-arginina metil ester: TROPI tropisetrén

Se puede observar en la TABLA 10, que los antagonistas opiodes no producen un cambio
significativo en el efecto analgésico del EDM, por io que la analgesia producida por este
extracto, no seria a través de receptores opiodes. Pero si podria ir por la via del 6xido nitrico
(NO) ya que su efecto es alterado significativamente por la N-nitro- L-arginina metil éster.

TABLA 11: EFECTOS DE LOS ANTAGONISTAS SOBRE LA ACTIVIDAD ANALGESICA DEL
EM EN EL MODELO DEL LATIGAZO DE LA COLA

% Efecto analgésico
EM %MPE | +SEM
EM(CE3zs)spico 25,08 482
NTX; p.+EMispico 29,43 3,93
NT s +EMispico 32,49 2.43
NorBNI; p+EMspico 26,89 4,38
TROPI; , +EMispico 30,37 4,39
PRAZ; p*EMispico 51,95% 2,87
YOH; p+EMispico 32,40 1,91
ATRO;; +EMispico 47,58* 7,58
L-NAME; , +EMispico 35,36 2,95

* = p < 0,05; CE concentracion efectiva que produce el 25% del efecto analgésico; NTX Naltrexona; NTI Naltrindol; norBNI Nor-
binaltorfimina; pRAZ prazocin; YOH yohimbina; ATRO atropina; L-NAME N-nitro- L-arginina metil ester; TROP! tropisetron

El efecto analgésico del EM (TABLA 11), al igual que los EH y EDM, no seria principalmente a
través de los receptores opioides ya que el efecto no fue modificado por los antagonistas
opioides. naltrexona naltrindol y nor-binaltorfimina

Por otra parte, se observa que la analgesia del EM podria ir por la via via adrenérgica a4a ya
que el prazocin modifica el efecto analgésico del EM en forma significativa, y/o a través de
receptores muscarinicos colinérgicos por el efecto de la atropina. Lo que podria podria ser
explicado por una inhibicién de los mecanismos que inducen el dolor por via neural.
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Como conclusion se puede senalar:

e La actividad analgésica de ninguno de los extractos seria principalmente a través de
receptores opioides. La actividad analgésica del EM podria ir por la via adrenérgica, una
de las vias por la que la protopina ejerce su efecto analgésico (Zhongguo, 1993).

4.6. RESULTADOS DE LAS EVALUACIONES POR VIA ORAL DE LA ACTIVIDAD
ANTIINFLAMATORIA POR EL ENSAYO DEL EDEMA PLANTAR INDUCIDO POR A-
CARRAGENANO

En la TABLA 12 se detallan los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad
antinflamatoria por via oral de los diferentes extractos y FADM.

TABLA 12. RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA ORAL INDUCIDA POR
A-CARRAGENANO DE LOS DIFERENTES EXTRACTOS, FADM y NAPROXENO SODICO

Muestra Dosis Im £ SEM N Ic * SEM N %EAIO * SEM p
mg/ kg
EH 200| 554+31 8 479144 12 -15,6 £6,5 0,9474
EDM 200| 592+44 8 479144 12 -23,6+9,2 0,8915
EM 200 47149 8 479+44 12 1,7+£104 0,4385
FADM 100 | 70,6 +4,1 8 479144 12 -473+8,5 0,9945
naproxeno 4| 171+£13 12 377+13 96 1546 +0,8 0,0001
sédico

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 inflamacion de grupo control * error estandar de la media; Im %
SEM mediana de inflamacion de grupo muestra + error estandar de la media; n nimero de animales tratados para cada ensayo; N
niimero 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; T efecto maximo

En relacion a los resultados de la evaluacion de la actividad antiinflamatoria por via oral (TABLA
12), todas las muestras evaluadas fueron inactivas a las dosis ensayadas.

4.7. RESULTADOS DE LAS EVALUACIONES POR VIA ORAL DE LA ACTIVIDAD
ANALGESICA MEDIANTE EL ENSAYO DE LAS CONTORSIONES ABDOMINALES

A continuacion en la TABLA 13 se presentan los resultados obtenidos en la evaluacion de la
actividad analgésica via oral de los diferentes extractos.

TABLA 13. RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANALGESICA ViA ORAL MEDIANTE
ENSAYO DE CONTORSIONES ABDOMINALES DE LOS EXTRACTOS DE LAS HOJAS DE
MAQUI Y NAPROXENO SODICO

Extracto Dosis | cm:tSEM | n c.c £ SEM N % AO * 4]
(mg/kg) SEM
EH 200 20+04 8 185+27 | 16 | 892+16 0,0012
EDM 200 22%*25 8 185+27 | 16 | 892+49 0,0001
EM 200 85+6,4 8 185+27 | 16 | 541 +121 0,0103
naproxeno 12,5 60 +18 | 8 | 200+14 | 16 | 170,0+4 0,00
sodico

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

Al analizar los resultados presentados en la TABLA 13, 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 anaigésico frente a los distintos
métodos utilizados (latigazo de la cola, formalina en la cola, contorsiones abdominales), nos
permite plantear la hipétesis 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).
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4.8. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE INOCUIDAD

¢ RESULTADOS DEL POTENCIAL IRRITANTE Y SESIBILIZANTE POR EL ENSAYO
DE DRAIZE

A continuacion en la TABLA 14, se presentan los resultados obtenidos en la evaluacion del
potencial de irritacion dérmica de los EDM y EM.

TABLA 14. RESULTADOS DEL iNDICE DE IRRITACION PRIMARIA (Pll)

Extracto | Zona con Abrasion (Pll) Zona sin Abrasion (PIl)
EDM 0 , 0
EM 0 0

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

Como se observa en la TABLA 14, los Pl fueron iguales a cero tanto en la zona sin abrasion y
con abrasion, es decir no hubo ni irritacién ni edema después de aplicar los EDM o EM. Por lo
que se puede concluir que son iNocuos por via topica.

» RESULTADOS DE LA TOXICIDAD AGUDA Y EFECTOS SOBRE LOS PRINCIPALES
ORGANOS

Se evaluaron los dos extractos farmacolégicamente mas activos (EDM y EM), y por lo tanto, con
mayores proyecciones de ser utilizados en el desarrollo de productos dermatologicos y/o
dermocosmeéticas. Después de administrar la dosis Unica mas alta que fue posible de solubilizar
(2g/kg) no se produjo muerte de los animales. Estos subieron de peso en forma normal como se
ve en la TABLA 15.

TABLA 15. REGISTRO COMPARATIVO DE LOS PESOS DE LOS RATONES DESPUES DE
LA ADMINISTRACION DE LOS EDM Y EM PARA LA EVALUACION DE LA TOXICIDAD
AGUDA Y REACCIONES ADVERSAS

- DIA* EDM peso (g)* | n** EM Peso (g) n CONTROL N
SEM SEM Peso (g) *
SEM |
1 17,8+ 0.3 8 178+06 8 173+07 - | 6
4 232+14 8 218+1,5 8 241406 6
5 245+16 8 235+16 8 253107 6
6 248 £20 8 248 £1,7 8 26,007 6
7 2581272 8 263+138 8 266 +0,9 6
10 30,5+3,2 8 279+1,9 8 274110 6
11 29,6 £ 3,0 8 2971273 8 30,1+1,0 6
12 29.9+3,1 8 30124 8 31,1%1,3 6
13 30,7 £ 3,1 8 31,3226 8 318+1,3 6
14 32,0+ 3,1 8 324+26 8 32815 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 metanolico; Peso (g) £ SEM peso de los ratones en gramos + error estandar de la media; n** nimero de animales tratados
para el ensayo con el EDM; n niimero de animales tratados para el ensayo con el EM; N nimero de animales controles para cada
ensayo
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FIGURA 2. CURVA COMPARATIVA DEL CAMBIO DE PESO DE LOS RATONES DESPUES
DE LA ADMINISTRACION DE LOS EDM Y EM Y DE LOS ANIMALES CONTROLES

PESO EDM (2g/kg)

PESO EM (2g/kg)
—— PESO Control (2g/kg)

0 Y L S— | — T T T T T T T i

1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14
DIA

A analizar y comparar las curvas presentadas en la FIGURA 2 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 fisiolbégicas en
los animales, siendo los signos motores, respiratorios y gastrointestinales normales, ademas no
se observo salivacion o pilo-ereccion.

Todos los animales vivieron hasta el periodo final del ensayo, seleccionando al azar a aquellos
que se les realizo la necropsia. Después de analizar los distintos 6rganos entre los animales del
grupo muestra y grupo control, se puede concluir que los EDM y EM no alteraron los distintos
érganos ya que su tamano, forma, color y textura fueron iguales a las de los animales controles,
no se presentdé acimulo de liquidos en cavidades naturales (ascitis y/o hidrotérax) en ambos
grupos. Los 6rganos observados fueron: es6fago, estdmago, intestino delgado, higado, rifién,
cerebro, bazo, pancreas, gbnadas, corazon y pulmones.

4.7. RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LA CAPACIDAD ATRAPADORA DE
RADICALES LIBRES ‘

En la TABLA 16 se puede observar que la concentracion efectiva cincuenta del EM es la mas
baja, lo que implica que a menor concentracion se obtiene el 50% de efecto, por lo tanto el EM
es el extracto que presents la mayor capacidad para atrapar radicales libres (CEsp EM < CEsy
(EDM) < CEsp EH). Sin embargo su capacidad atrapadora de radicales libres es menor que la
exhibida por el compuesto de referencia (quercetina).

TABLA 16. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ATRAPADORA DE RADICALES LIBRES
MEDIANTE EL ENSAYO DE DECOLORACION DE DPPH PARA LOS DIFERENTES

EXTRACTOS Y QUERCETINA
Extracto CE 50 (pg/mL)
EH 4103 I
EDM 142,4
EM 9,7
Quercetina 36

Donde: EH extracto hexanico; EDM extracto diclorometano; EM extracto metandlico; quercetina farmaco de referencia; CEsy

concentracion que produce el 50 % del efecto



22

TABLA 17. RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ATRAPADORA DE
RADICALES LIBRES MEDIANTE EL ENSAYO DE DECOLORACION DE DPPH PARA EH,
EDM Y EM DE MAQUI A DISTINTAS CONCENTRACIONES Y QUERCETINA

Extracto hexanico
concentracion (ug/mL) % decoloracién +SD
o 0 0
54,2 7,7 0,9
108,4 7,6 2,3
216,7 26,9 0,8
Extracto de diclorometano
concentracién (ug/mlL) % decoloracidn + SD
0 0 0
13,6 7,0 0,4
27,5 13,7 0,3
55 30,1 1,0
110 423 4,4
220 71,2 2,0
Extracto metandlico
concentracién (ug/mL) % decoloracién + 8D
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
2233 88,5 ) 12
quercetina
concentracion (ug/mlL) % decoloracién +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 1.9
7.5 88,1 0

Con respecto a la actividad atrapadora de radicales libres del EM, ésta actividad podria deberse
a los compuestos polifendlicos presentes en este extracto (que podrian ser similares a los
contenidos en los frutos e infuso) y para los cuales se demostro la actividad antioxidante
(Miranda-Rottmann et al., 2002; Owen et al., 2003; Sanzana, 2001).
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FIGURA 3. GRAFICO COMPARATIVO DE LA ACTIVIDAD ATRAPADORA DE RADICALES
LIBRES VS CONCENTRACION DE LOS EH, EDM Y EM Y DEL COMPUESTOS DE
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En la FIGURA 3 se puede apreciar que la capacidad atrapadora de radicales libres es
dependiente de la concentracién de los diferentes extractos.

e RESULTADOS DE LA CAPACIDAD DE INHIBICION DE LA XANTINO OXIDASA

En la TABLA 18 se detallan los resultados de la actividad antioxidante de los EH, EDM y EM;
ademas del farmaco de referencia, alopurinol.

TABLA 18. RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LA

XANTINO OXIDASA
EXTRACTO Concentraciéon (ug/mL) | % de Inhibicién ¥SD p
EH 50 28,06 +4,5 0,000
EDM 50 8,0+0,1 0,000
EM 50 62,7143 0,000
alopurinol 0,035 50024 0,002

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

Como vemos en la TABLA 18, la evaluacion realizada en este ensayo determiné que todos los
extractos inhibieron la enzima xantino oxidasa, pero con marcadas diferencias. Respecto del
EM, el porcentaje de inhibicion fue mas alto que el del farmaco de referencia alopurinol, en
cambio el EH present6 una leve inhibicion. Los compuestos polifendlicos presentes en el EM
podrian ser los inhibidores de la XO (Lin et al., 2002).



24
4.8. RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

TABLA 19. RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

BACTERIAS EH EDM EM
Escherichia coli + + -
Pseudomina aeruginosa = = S
Salmonella aviatum - - -
Klebsiella pneumoniae - - -
Staphylococcus aureus + + ++
Micrococcus flavus - - -
Bacilis subtilis + - -
Hongos EH EDM EM
Candida albicans - - -
Levaduras EH EDM EM
S. cerevisiae - - -

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

Al analizar los resultados (TABLA 19) 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 presentd una moderada actividad frente a
Staphylococcus aureus, resultado que confirma los estudios previos de las hojas de maqui
(Silva et al., 1992, 1995). Ninguno de los extractos exhibio actividad frente a las levaduras ni
antifingica.

5. IMPACTOS Y LOGROS DEL PROYECTO:

Lo mas relevante de este estudio son los resultados farmacol6gicos in vivo en los que se demostraron los
significativos efectos antiinflamatorios y analgésicos topicos de los EM y EDM frente a distintos modelos
farmacologicos. Ademas el EM exhibi6 una importante capacidad atrapadora de radicales libre e
inhibidora de la xantino oxidasa, lo que potencia su efecto antiinflamatorio. '

Los resultados de los estudios de inocuidad p.o. muestran que los EDM y EM (a la dosis de 2g/kg) son
inocuos por via oral ya que no produjeron muerte de los ratones, ni cambios en su peso corporal ni dafio
en sus organos. Ademas por via tépica no produjeron ni edema ni irritacion.

Estos resultados tienen buenas proyecciones en el ambito de la medicina ya que a partir de las hojas de
maqui se podria llegar a un producto dermatolégico o dermocosmético, indicados como antiinflamatorio,
analgésico y antioxidante.

Es importante sefialar también que el trabajo de investigacion .aqui presentado ha dado origen a una
memoria de titulo para optar al titulo de quimico farmacéutico, ademas de 4 unidad de investigacion de
alumnos de pre-grado de las carrreras de quimica y farmacia, bioquimica y licenciatura en quimica (ver
punto 7).

6. PROBLEMAS ENFRENTADOS DURANTE EL PROYECTO:

Los objetivos especificos 6, 7 y 8 fueron pensados para un extracto (el extracto
farmacolégicamente mas activo), sin embargo los extractos farmacolégicamente mas activos
fueron dos (el extracto de diclorometano y el extracto metandlico), por lo tanto, el numero de
animales, reactivos y accesorios médicos a utilizar fueron mas altos que los contemplados en el
proyecto original. Por ejemplo para dos extractos (y no uno) debié ser determinada:

e |a toxicidad aguda y los efectos sobre los principales érganos,
e la capacidad de producir irritacion dérmica y sensibilizacion,
e las actividades antiinflamatorias y analgésicas ambas via oral.

En la propuesta original no se habia contemplado determinar el mecanismo de accion
analgésico, sin embargo debido a que la actividad analgésica presentada por estos extractos
fue muy importante, fue necesario estimar si el mecanismo de accion era central y/o periférico,
por lo que ambos fueron evaluados frente a diferentes antagonistas de la actividad analgésica
meiante el ensayo del latigazo de la cola, lo que se tradujo en un mayor numero de animales,
reactivos y accesorios médicos.
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En relacion a la actividad antioxidante (objetivo especifico N°5), propusimos originalmente el
método del DPPH que determina la capacidad atrapadora de radicales libres, en este ensayo
s6lo el extracto metanodlico presentd una importante actividad. Por esta razon, decidimos utilizar
un ensayo adicional como es el método de la xantino oxidasa cuyos resultados se adjuntan en
el informe final. Estos dos ensayos son complementarios ya que la actividad antioxidante puede
ocurrir por distintas vias. Es asi como fueron evaluadas la capacidad inhibitoria de la xantino
oxidasa de los tres extractos (hexanico, diclorometano y metanol).

Respecto de la actividad antiinflamatoria tépica, ésta fue muy significativa, en especial frente al
TPA, por lo que fue necesario implemetar el ensayo para determinar si el mecanismo de accion
era por la inhibicion de la expresion de la ciclooxigenasa-2 y/o la Oxido nitrico sintasa. Estos
estudios estan actualmente en desarrollo.

En relacion al estudio quimico, que originaimente fue planteado para el extracto
farmacologicamente mas activo (Objetivo 7), éste fue llevado a cabo en los extractos
metandlico, diclorometanico e infuso.

Quisiera ademas destacar otro logro importante alcanzado en este estudio, y que no habia sido
planteado en la propuesta original, como es la descripcién anatémica de las hojas de maqui,
informacién importante para la identificacion del material vegetal,

Finalmente debo senalar que todas las actividades adicionales se enmarcaron dentro del
objetivo principal de esta investigacion como es “Ampliar la informacién cientifica disponible
sobre el maqui con miras a la completar su Monografia de calidad, seguridad y eficacia”.

7. OTROS ASPECTOS DE INTERES

Este estudio contribuy6 a la formacion de estudiantes dando origen a una memoria de titulo
recientemente finalizada y a unidades de investigaciéon contribuyendo de esta manera a la
formacion de nuevos profesionales. Ademas se realizaron dos charlas: una dictada a
investigadores y empresarios del rubro agronémico y la segunda a profesionales del area
farmacéutica.

7.1. Titulo de la Memoria: Evaluacién de las actividades analgésicas y antiinflamatoria in vivo
de Aristotelia chilensis y de sus potenciales efectos toxicos.

Nombre alumna: Vanesa Torres

Carrera: Quimica y Farmacia

Memoria para optar al titulo de Quimico Farmacéutico de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas, Universidad de Chile ,

Lugar de desarrollo: Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile

7.2. UNIDADES DE INVESTIGACION

Titulo de la unidad: Estudio comparativo de las propiedades analgésicas de B. globosa y
Aristotelia chilensis con farmacos AINES y opioides. »

Nombre alumna: Mariela Farias

Carrera: Quimica y Farmacia

Lugar de desarrollo: Facuitad de Ciencias, Universidad de Chile

Titulo de la unidad: analisis quimico de las hojas de maqui
Nombre alumno: Claudio Pérez

Carrera: licenciatura en quimica

Lugar de desarrolio: Facultad de Ciencias, Umvers1dad de Chile

Titulo de la unidad: Estudio quimico, farmacolégico y toxicolégico de las hojas de maqui
Nombre alumno: Pablo Marambio

Carrera: bioquimica

Lugar de desarrollo: Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile

Titulo de la unidad: Estudio quimico y evaluacién de la actividad antlomdante de especies
medicinales (

Nombre alumna: Consuelo Castro

Carrera: Quimica y Farmacia

Lugar de desarrollo: Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile
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8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES:
Las proyecciones de los resultados de esta investigacion son:

v promover el uso racional del maqui

v' aportar a su conocimiento quimico y farmaco-toxicolégico

v' demostrar que las hojas de esta especie son susceptible de ser explotada
econémicamente y desarrollar a partir de sus extractos, productos farmacéuticos
dermatol6gicos y dermocosméticos.

v" validar el uso de las hojas de maqui como analgésicas y antiinflamatorias,
especialmente por via tépica.

OTRAS CONCLUSIONES:

Del EM e infuso:

« fueron los de mayor rendimiento en el proceso de extraccion a los que fueron sometidas
las hojas de Anstotelia chilensis,.

e presentaron alcaloides en mayor proporcion y pigmentos antocianicos como delfidina-3
glucésido y cianidina -3 glucésido.

* EI EM exhibi6 las actividades mas importantes como inhibidor de la xantino oxidasa y
atrapador de radicales libres, lo que podria deberse a la presencia de compuestos
fenodlicos del tipo antocianicos.

e Elimportante efecto antiinflamatorio topico presentado por el infuso frente a AA, podria
deberse en parte a la escopoletina, y este efecto podria ser potenciado por la actividad
antioxidante de los pigmentos antocianicos identificados como: delfidina-3 glucésido y
cianidina -3 glucésido.

De la FADM y crudo de alcaloides:

e presentaron la mayor actividad analgésica topica frente al ensayo latigazo de la cola
(efectos mayores al farmaco de referencia). Los efectos fueron dependientes de la dosis.

e La protopina, alcaloide que no habia sido descrito para el maqui, seria responsable en
parte de los efectos analgésicos del crudo de alcaloides y de la FADM.

De los EH y EDM:

» fueron los extractos que exhibieron mayor actividad antiinflamatoria topica frente a TPA,
en cambio frente a AA sus efectos fueron leves.

e por via oral exhibieron una importante actividad analgésica superior a la del farmaco de
referencia (naproxeno sodico).

e por via oral no presentaron toxicidad aguda, ni reacciones adversas, ni alteraciones en
los diferentes 6rganos estudiados.

e por via topica fueron inocuos, no produjeron edema ni irritacién dérmica.
Resultados de las evaluaciones farmacolégicas por via oral:
e Los diferentes extractos seriados no presentaron efecto antiinflamatorio por via oral. Es

por esto que la via topica deberia ser la via preferentemente usada por los
preparados desarrollados en base a extractos obtenidos desde las hojas de maqui
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IV INFORME DE DIFUSION
PUBLICACIONES:

v Delporte C. Determinacion de las actividades antiinflamatorias, analgésicas,
antioxidantes y antimicrobianas de las hojas de Arnstotelia chilensis (maqui).
Identificacion de los compuestos activos. 2007. BLACPMA 5(6): 135.

v Delporte C., Torres V., Erazo S., Silva X, Negrete R., Munoz O., Backhouse N. 2006.
Actividad antiinflamatoria y antimicrobiana de Anstofelia chilensis, especie nativa
Chilena. Revista Cubana de Farmacia 40: 123.

PRESENTACIONES DE CONGRESOS:

e Protopina, inusual alcaloide de Aristotelia chilensis. Orlando Mufioz, Carla Delporte,
Nadine Backhouse, Silvia Erazo, Hugo Miranda, Sergio Alegria. VI Simposio
Internacional de Quimica de Productos Naturales y sus Aplicaciones, 24 al 26 de octubre
‘de 2007, Chillan, CHILE.

e Especies chilenas con actividad antioxidante: Buddleja globosa Hope, Aristotelia
chilensis Stuntz, Ugni molinae Turcz. Consuelo Castro, Leén Goity' Rosa Negrete,
Maria Cristina Aguirre, Vanesa Torres, Patricia Gonzalez, Nadine Backhouse, Carla
Delporte.

XVI Congreso ltalo-latinoamericano de Etnomedicina, 4 al 8 de septiembre de 2007, La
Plata, Argentina.

e Las 3 M en productos naturales (maqui, murtilla, matico). 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. IV Congreso de Quimicos Farmaceéuticos
de la Industria Centro de eventos Casa Piedra los dias 18, 19 y 20 de abril del 2007.
Santiago, Chile. A

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

e Actividad -antiinflamatoria y antimicrobiana de Arstofelia chilensis, especie nativa

chilena. Delporte C., Torres V., Erazo S., Silva X, Negrete R., Munoz O., Backhouse N.
Simposio FAPRONATURA 20 al 24 de noviembre de 2006, Varadero, Cuba

CHARLAS EN MESA REDONDA

v" TITULO DE LA CHARLA:
Determinacion de las actividades antiinflamatorias, analgésicas, antioxidantes y antimicrobianas
de las hojas de Aristotelia chilensis (maqui). Identificacion de los compuestos activos. Primer
Simposio Intemacional de Plantas Medicinales y Aromaticas
ORGANIZO: Universidad Santo Tomas, 14 al 14 de noviembre de 2006
LUGAR : Los Angeles, Chile.
CONFERENCISTA: Dra. Carla Delporte.

v TITULO DE LA CHARLA:
Investigacion pre-clinica en productos naturales. Busqueda de nuevos principios activos con
potencial uso por la industria farmacéutica.
IV CONGRESO SOQUIFICH 2007 (
Organiz6: SOCIEDAD DE QUIMICOS FARMACEUTICOS DE LA INDUSTRIA CHILENA)
LUGAR: Casa Piedra, 18, 19 y 20 de abril del 2007
CONFERENCISTA: Dra. Carla Delporte.
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