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RESUMEN. Las especies vegetales que habitan en la cordillera de los Andes, debido a las condiciones agrestes
gue soportan en cuanto a la temperaturay la altura; han desarrollado caracteristicas Unicas que solo se hallan
en estos ecosistemas del continente americano. Dentro de estas especies se encuentra la Chuquiraga jussieui
J.F. Gmel, conaocida por sus propiedades medicinales. Se realiz6 la recoleccién, secado y pulverizacién de la
planta completa, procediéndose posteriormente a obtener un extracto acuoso que fue utilizado para realizar los
ensayos de tamizaje fitoquimico en funcion de determinar la presencia de metabolitos secundarios. También se
realizaron ensayos de irritabilidad dérmica y oftalmica; y sensibilizacién en los modelos biol6gicos adecuados
para tales efectos (conejos y curieles). En el tamizaje fitoquimico se determind la presencia de tripterpenos y/o
esteroides, fenoles y/o taninos, resinas y flavonoides. Los flavonoides fueron identificados por cromatografia de
capa delgada. El estudio de irritabilidad en piel permitié categorizar al compuesto como no irritante dérmico; el
estudio de irritabilidad oftadlmica clasificarlo como irritante ocular moderado, también en conejos albinos; y el
estudio de sensibilizacion en curieles lo clasifica como no sensibilizante. Se concluyé que los principios activos
presentes en los extractos presentan una baja toxicidad, lo que permite continuar su desarrollo como biofuncional.
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ABSTRACT. Plant species that inhabit the Andes, have developed unique features, only found in these
ecosystems in the Americas, due to the rough conditions of temperature and altitude that they tolerate. Among
these species is the Chuquiraga jussieui JF Gmel, known for its medicinal properties. The whole plant was
harvested, dried and powdered. afterwards an aqueous extract was obtained and a phytochemical screening
was performed in order to trace secondary metabolites. Skin and eye irritation tests were also performed on
rabbits and guinea pigs. The phytochemical screening revealed the presence of tripterpenos and/or steroids,
phenols and/or tannins, resins and flavonoids. Flavonoids were also identified by thin layer chromatography.
The study of skin irritability allowed to categorized the compounds as skin non-irritant; the study of ophthalmic
irritability classified them as moderate eye irritant, and in albino rabbits, as well; and the sensitization study
in guinea pigs classifies them as non-sensitizing. It was concluded that the active ingredients present in the
extracts have low toxicity, which allows the development of their biofunctional applications.
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INTRODUCCION

La caracterizacion y los ensayos de seguridad de
productos derivados de las plantas son pruebas

las pruebas preclinicas que exige el registro de estos
productos, segun las regulaciones establecidas para

importantes dentro de la ruta critica de cualquier
compuesto que se pretenda utilizar como
biofuncional, farmaco o alimento. En este sentido
las evaluaciones de tamizaje fitoquimico, toxicidad
oftalmica, dérmicay sensibilizacion forman parte de

este tipo de ensayos. (ECETOC, 1990; OECD/
OCDE 405, 2012)

El uso de productos de origen natural es una
necesidad en paises en vias de desarrollo para
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complementar, prevenir o tratar las enfermedades con
resultados superiores a las terapias tradicionales y a
menores costos sin efectos colaterales o indeseables
asociados. En tal sentido Ecuador, con una abundante
y muy variada flora; refiere el uso tradicional de la
especie Chuquiraga jussieui J.F. Gmel. usada desde
tiempos ancestrales, por parte de la poblacion nativa
en este y otros paises de la region, donde tiene como
nombre comun: flor del caminante, flor de los Andes,
chuquiragay chuquiraguac. Es una especie botanica
de la familia Asteraceae, con flores y es la “Flor
nacional de Ecuador”. (Villagranetal., 2003)

Segun latradicion popular de la planta se usan las
hojas y tallos mantenidos en etanol, para tratar
reuma, fiebre e inflamacion. La resina como
cataplasmas en cardenales, heridasy el alivio de

MATERIALESY METODOS

Las plantas de C. jussieui fueron colectadas en la
Cordillera de los Andes en la Reserva Faunistica
del volcdn Chimborazo, en Ecuador (Lat
1°30"32.66"" S Long 78°51°52.91"" W) para lo
que fue necesario trasladarse a las reas endémicas
de la planta y realizar posteriormente la
caracterizacion boténica y taxonémica en el
Herbario Politécnica Chimborazo. Se deposito la
especie en el herbario QCA de la Universidad
Catolica del Ecuador para ser registrada con la
identificacion de espécimen correspondiente
(Voucher ADD 01). El anélisis fitosanitario se realizd
en el Laboratorio de la Politécnica Chimborazo,
Ecuador.

Las partes aéreas de la planta (follaje y tallos) se
lavaron con abundante agua potable y secaron a la
sombra (Mora et al., 2013). Para el secado se
coloco a la sombra el material en bandejas
esmaltadas. Se removio frecuentemente el material
en un deshidratador a 40 °C y pes6 cada 24 horas
hasta que en tres determinaciones se obtuvo un peso
constante. (Tanko et al., 2005)

El material seco se pas6 por un molino de cuchillasy
posteriormente por un tamiz de 0,315 mm, de acero
inoxidable, para convertirlo en un solido pulverulento
(SP) de tamafio de particula uniforme, que fue
identificado, almacenado y conservado en una bolsa
de plastico sellada herméticamente hasta su utilizacion.
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dolores producidos por luxaciones y fracturas. La
infusion o decoccidn de partes aéreas también se
utilizan para el tratamiento de enfermedades de la
prostata, del estbmago, quemaduras, heridas
superficiales, ulceras y como un antipirético
(Villagran etal., 2003). También se le han reportado
en estudios experimentales, efectos tales como:
antioxidante, antiinflamatorio y antibiotico, entre
otros (Alberto et al., 2009; Casado y Landa, 2011,
Zampinietal., 2009), lo que sugiere su posible uso
para unagran variedad de patologias.

Debido a lo antes expuesto, se traz6 como objetivo
realizar el tamizaje fitoquimico y el desarrollo de
ensayos con los extractos de la planta, asi como la
evaluacion de la seguridad de los mismos para
valorar su posible uso como biofuncional.

En la estandarizacion de la droga cruda fueron
determinados los parametros de calidad que reporta
la Norma Ramal de Salud Publica NC:309 (1992):
materia orgénica e inorganica extrafia (%); humedad
residual (%) por el método azeotrdpico; sustancias
solubles en agua, etanol al 30, 50y 80 %; cenizas
totales (%), cenizas solubles en agua (%) y cenizas
insolubles en cido clorhidrico al 10 %.

Losensayos de tamizaje fitoquimico se le realizaronala
droga cruda segun los procedimientos descritos para la
Investigacion Fitoquimicaen Plantas Medicinales. (NRSP
309, 1992; NRSP 312, 1992; Mora et al. 2013)

Se determinaron los pardmetros fisico-quimicos de
control de la calidad que describe laNorma Ramal
de Salud Publica 312: caracteristicas organolépticas
olor y color, pH; sélidos totales (%); indice de
refraccion y densidad relativa. Posteriormente se
extrajo con n-butanol, después de reconstituirlo el
extracto n-butandlico se concentrd en un
rotoevaporador hasta evaporar completamente el
disolvente; el residuo se disolvié en metanol y
precipit6 sobre di-isopropiléter, para obtener un
crudo de flavonoides.

El extracto se analiz6 mediante cromatografia en
capa delgada, con la utilizacion de celulosa
microgranular CC-41y como fase mévil n-butanol-
acido acetico-agua (BAW) (4:1:5). Parael revelado
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de las cromatoplacas se realiz6 un analisis a la luz
visible y alaluz UV (366 nm) antes y después de
exponer el cromatograma a los vapores de NH,;;
asi como un analisis después de asperjar con solucién
metanolica al 5 % de AICI,, primero al visible y
después al de luz UV (366 nm)

Todos los resultados se analizaron estadisticamente
segun el programa estadistico STATGRAPHICS.
Centurion.XV.v15.2.14 para comparar valores
medios. También se determind la desviacion estandar
y el coeficiente de variacion, asi como los intervalos
de confianza. Se utiliz6 una probabilidad del 95 %.

Para realizar los ensayos de toxicidad del extracto
acuoso se pesaron 20 g del SP y se adicionarona 1
L de agua destilada a 100 °C en un beaker por un
tiempo de 10 min. Este extracto fue utilizado para
dosificar los animales.

RESULTADOSY DISCUSION

La estandarizacion de la droga cruda (Tabla 1)
mostrd que ésta tiene un grado de pureza adecuado,
pues los valores de materia organica e inorganica
extrafia, asi como los de cenizas, tienen valores muy
bajos en relacion al resto de los componentes
determinados; el contenido de humedad residual se
encuentra dentro de los limites establecidos para
otras drogas (8-14 %). Al analizar los resultados

Se evalud la toxicidad por administracion dérmica
a dosis Unica del extracto de C. jussieui. El estudio
se realizé en conejos albinos de cruce Nueva
Zelandax Semi Gigante Blanco. Se aplico el Método
de Irritabilidad/Corrosién Dérmica, propuesto por
la OECD 404 (2002). Ademas, fue evaluada la
toxicidad por administracion oftalmica a dosis Unica
de un extracto de C. jussieui. Se realizaron las
aplicaciones, observaciones y evaluaciones de la
aparicion de eritema, edemay descarga, asi como
el calculo del indice de Irritacion Ocular (110) y se
clasific el producto. (ECETOC, 1990; OECD/
OCDE 405, 2012)

El estudio de sensibilizacion consto de dos Ensayos
en los que se utilizaron curieles de la linea Hartley,
se realizo las aplicaciones topicas dérmicas segun
lo establecido por OECD 406 (1981).

de sustancias solubles en agua, etanol al 30,50y
80 %, se puede sefalar que existe igual cantidad de
componentes de polaridad intermedia que de alta
polaridad. Todos los valores medios de los indices
numeéricos determinados se compararon con los de
drogas oficiales de las cuales si existen referencias
y se observo que los parametros estaban dentro de
los rangos que estas poseen.

Tabla 1. Parametros de calidad determinados a la droga cruda de C. jussieui

Parametros Promedios % | DS
Materia arganica extrafa 0,095 0,004
Materia inorganica extrafia g,118 0,023
Humedad residual 11,667 0,624
Sustancias solubles en agua b, 7H7C 0,205
Sustancias solubles en etanol v agua al 30 % 7.100a 0,163
sustancias solubles en etanal v agua al 50 % 8.567h 0,340
Sustancias solubles en etanol v agua al B0 % H,200h 0,082
Cenizas totales 2400 0,087

DS = Desviacion estandar; a,b,c = Letras diferentes en la misma columna difieren p < 0,05

Al efectuar los ensayos de tamizaje fitoquimico se
detecto la presencia de flavonoides, saponinas,
mucilagos, triterpenos y/o esteroides, taninos
pirocatecdlicos y fenoles.

La presencia de flavonoides se hizo evidente en el
extracto con una coloracién roja. En la prueba de
Rosenheim se observo un color violeta que cambia
aazul en 20 min. Con el ensayo de Salkowski se

present6 color amarillo 6 rojo, sin embargo la
muestra presenté coloracion verde con el reactivo
de Liebermann Burchard lo cual indica la presencia
de esteroides que contienen dos enlaces dobles
conjugados, y/6 presencia de triterpenos, los que
ya han sido identificados en dicha planta con
anterioridad (Flagg et al., 1999). El extracto de la
muestra present6d hemolisis de los globulos rojos.
En el ensayo con agua caliente, la muestra presentd
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espuma con apariencia de panal estable por 30 miny
en agar sangre todas las muestras presentaron
hemdlisis lo cual permite concluir la presencia de
saponinas. El extracto de la muestra presento
coloracion mas oscura, con el FeCl.al 1%, lo que
indica la presencia de taninos condensados. El extracto
de la muestra decoloro el reactivo agua a bromo,
indicando presencia de fenoles. (Moraetal., 2013)

El extracto de la droga cruda presentd una
pigmentacion de color pardo oscuro y un olor
caracteristico, un pH de 5,30 (x 0,014); los sélidos
totales brindaron un valor de 6,28 % (+ 0,011); la
densidad relativa fue de 0,889 (+0,013) y el indice
de refraccion de 1,256 (£ 0,012)

El crudo procedente de las partes aéreas de la
planta, entre sus caracteristicas se destaca que es
un solido de color carmelita oscuro, soluble en
agua, polar, estable a temperatura ambiente y muy
higroscopico. Luego de aplicar diferentes ensayos
se considera la presencia de flavonoides en el
crudo, ademas de constatar la presencia de otros
metabolitos. En la evaluacion por CCD se
identificaron dos manchas con Rf similar a la
quercetina, una mancha a nivel y otra por encima
de lamancha del patrén.

Con respecto al analisis cromatografico efectuado
al extracto acuoso, es necesario sefialar que éstas
reaccionaron positivamente frente a reveladores
clasicos para flavonoides, asi como a la reaccion
de Shinoda que también es especifica para dichos
compuestos.

Duefias et al., 2014

En el estudio de la especie se decidio cuantificar
flavonoides totales expresados como quercetina
totales, por ser metabolitos secundarios que se habian
reportado con anterioridad en C. jussieui con
multiples propiedades farmacologicas, entre ellas, la
accion antioxidante que fue la base para realizar el
presente trabajo. (Landa et al. 2009, Mendiondo et
al. 2011)

Se comprobo la existencia de flavonoides en la droga
cruda, ya que se logra compararlos con el patron de
quercetina; conjuntamente, segun los colores y
valores de Rf de las manchas, se comprobé que
presentaron diferente composicion, lo que demuestra
de esta forma, una tendencia cromatografica tipico,
en presencia de reveladores clasicos para estos
compuestos.

Se presencié fundamentalmente un ligero eritemaen
un animal y moderado en los otros dos, (Figuraly
2) ademas de un ligero edema del area de aplicacion
en los tres animales. Alas 24 h de aplicacion el edema
solo se observo en un animal y el eritema en general
disminuyd en intensidad, de moderado a leve (Figura
2). A las 48 h post-tratamiento ocurrié una
recuperacion total de las lesiones observadas,
verificadas hasta las 72 h que se dio por terminada
las observaciones del ensayo, lo que evidencid la
reversibilidad de los efectos mostrados. No se
observaron otros signos, ni sintomas de toxicidad en
ningun animal en ensayo.
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Figura 1. Evolucion del edema en los conejos tratados con el extracto acuoso de C. jussieui
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Figura 2. Evolucion del eritema en los conejos tratados con el extracto acuoso de C. jussieui

El pH del extracto acuoso de C. jussieui fue de
6,8, lo que permite clasificarlo como no corrosivo
con un valor cercano al neutro.

Se aprecio que las alteraciones presentadas en los
ojos fueron leves y rapidamente transitorias, es decir,
solo se observo ligera congestion de la conjuntiva

ocular que desaparecio entre las 24 y 48 horas
posteriores al tratamiento (Tabla 2). Debido a la
levedad de las alteraciones presentadas por los
animales en estudio y a la rapida recuperacion de
las mismas no fue necesario extender el periodo de
observacion hasta los 15 dias post-aplicacion.

Tabla 2. Resultados de irritabilidad oftdlmica a dosis Gnica del extracto acuoso de C. jussieui en conejos

24 48 72 Total
Animal | Estructura Hora Horas Horas Horas de
AlB|C|IAIB|C|AIB|C|A]|B]|C]| puntos
Carmea - - -1 -T-1T-1T-71T-7-
1 Conjuntiva | 1 ] - | - [ - -{-]-|-]-1]1-1]1-1]- 7
Iris - - - T -T-T1T-1-1T-1T-71T-71-
Carnea - - Sl =] -1-1-1-
2 Comuntiva | 2 | - [ - [ -1-[-1-1-1-1-71-1- 4
Iris - -l -l -1-1-1-0l-1-1-1-1-
Carmea - - -1 -T-1T-1T-71T-7-
3 Conjuntiva | 2 | - [ - | - |- -[-1-1-]1-1]1-]- A
Iris - - - -1 -1-1-1-1-1-1-1-

El resultado del calculo del indice de Irritabilidad
Ocular (110) de 0,8 para el extracto acuoso de C.
jussieui, permite clasificar al mismo como No
Irritante Oftalmico, segun la propuesta de
clasificacion de la OECD/OCDE 405 (2012)

CONCLUSIONES

1. La determinacion de los parametros fisico-
quimicos de control de la calidad de la droga cruda
de C. jussieui corroboré que los valores medios
obtenidos estaban dentro de los limites generales
admitidos para drogas oficiales.

En el ensayo de sensibilizacion en curieles Hartley,
no se encontrd la presentacion de edemas ni
eritemas durante el periodo de observacion de 72
h por lo que se clasifico como no sensibilizante
dérmico, segin OECD 406 (1992)

2. El tamizaje fitoquimico aport6 presencia de
flavonoides, alcaloides, saponinas, triterpenos y/o
esteroides, taninos pirocatecélicos y fenoles.

3. El producto obtenido posee clasificacion como
no irritante dérmico y oftalmico.
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4. El extracto acuoso de C. jussieui se clasifico
como no sensibilizante dérmico.
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