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RESUMEN

Se le realizé el estudio fitoquimico a los extractos etéreo y alcohdlico de la Isocarpha cubana
demostrandose la presencia de flavonoides, triterpenos, esteroides y otros metabolitos
secundarios, para la obtencion de los extractos etéreo, acuoso y alcohdlico, se realizaron
extracciones sucesivas con solventes de polaridad creciente con la finalidad de lograr un mayor
agotamiento del material vegetal seco. En la identificacién de los metabolitos secundarios,
mediante la metodologia de maceraciéon sucesiva con solventes de polaridad creciente, se
utilizaron técnicas simples, rapidas y selectivas para determinados compuestos quimicos, de
modo que a cada extracto se le practicaron aquellos ensayos especificos para los metabolitos que
de acuerdo a su solubilidad pueden extraerse con cada solvente. Se comprobd la gran diversidad
de metabolitos secundarios con respuestas positivas presentes en la Isocarpha cubana Blake.

Descriptores DeCS: PLANTAS MEDICINALES /quimica; EXTRACTOS
VEGETALES /quimica
ABSTRACT

It was performed the phytochemical study to the ethereum and alcoholic extracts of the Cuban
Isocarpha showing the presence of flavonoids, triterpens, steroids and other secondary
metabolites to obtain ethereum, aqueous and alcoholic extracts. There were performed posterior
extractions with growing polarity solvents with the objective to obtain a greater tiredness of the
dry vegetal material. In the identification of the secondary metabolites, through the methodology
of posterior maceration with growing polar solvents, there were used simple, fast and selective
techniques for specific chemical formulas, in a way that for each extract there were practiced the
specific essays for the metabolites that can be taken with each solvent according to its solubility.
It was checked the great diversity of secondary metabolites with positive answers presented in
Blake cuban Isocharpa.
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INTRODUCCION

La medicina tradicional, complementaria o alternativa suscita actualmente un amplio abanico de
reacciones, desde el entusiasmo no critico de la medicina tradicional (MT) hasta el escepticismo
no informado. El uso de la Medicina Tradicional (MT) sigue estando muy extendido en los paises
en vias de desarrollo, mientras que el uso de la medicina complementaria y alternativa (MCA)
estd aumentando rapidamente en los paises desarrollados. En muchos lugares del mundo, los
responsables de las politicas, los profesionales sanitarios y el publico se debate con preguntas
sobre la seguridad, la eficacia, la calidad, la disponibilidad, la preservacién y con el desarrollo de

este tipo de atencion sanitaria.?

La Organizacion Mundial de la Salud considera esencial separar el mito de la realidad, que estan
estrechamente relacionados en Medicina Tradicional, se debe ser capaz de distinguir practicas y
remedios validos de los ineficaces y peligrosos al igual que en la medicina moderna. En
consecuencia se promueve esta actividad mediante métodos que garanticen los principios de:

seguridad, eficacia y calidad. ?

A partir de los afios 80, comienza un desarrollo ascendente de la investigacion cientifica sobre las
plantas medicinales en Cuba. Esta tiene una notable expresion en la actualidad tanto en el orden
cuantitativo como cualitativo, destacandose la existencia de un Programa Nacional de Medicina

Tradicional bajo la orientacion del Ministerio de Salud Publica.3

Una de las plantas medicinales mas utilizadas en el mundo es la Matricaria recutita L. también
conocida vulgarmente como Manzanilla, con importante aplicacion medicinal en diversas zonas
geograficas del mundo. Las distintas partes de esta planta se utilizan por su propiedad como
antisépticos, antiespasmodicos, antinflamatorios, antidiarreicos y se le atribuyen propiedades
como sedantes.* > Numerosos estudios han dilucidado la composicion quimica de esta especie,
ampliamente reconocida en farmacopeas y recomendadas en la clinica. El aceite esencial
presente mayoritariamente en los capitulos florales (0.2-1.8%), es responsable de una parte

importante de las actividades bioldgicas. ©

En Cuba se introdujo la Matricaria y se adaptd a las condiciones climaticas de la regién occidental,
sin embargo no se adaptd a las condiciones climatoldgicas y edaficas de la zona oriental del pais;
no obstante en ésta Ultima zona se conoce vulgarmente como Manzanilla la especie Isocarpha
cubana Blake de la familia Asteraceae, la que se utiliza histéricamente de forma tradicional y se le

atribuyen propiedades terapéuticas similar a las de la Matricaria recutita. 7/



En tal sentido se establece como problema cientifico para esta investigacion el hecho que se
utiliza en Cuba, especificamente en la provincia de Granma, la Isocarpha cubana como planta
medicinal a la cual se le atribuyen diversos efectos terapéuticos, sin embargo no hay estudios que

avalen la presencia de metabolitos secundarios que justifiquen estos efectos.
OBJETIVO GENERAL

Identificar los principales metabolitos secundarios de la Isocarpha cubana.B en los extractos

alcohdlico, acuoso y etéreo.

MATERIALES Y METODOS

El material vegetal se adquirié en la época de primavera mediante la recoleccién de hojas y tallos
de la Isocarpha cubana Blake cultivada en el poblado de San Francisco, municipio Manzanillo,
provincia de Granma. Su identificacion fue confirmada en el Laboratorio de Botadnica de la
Universidad de Granma. El material fue secado a la sombra a temperatura ambiente y extendida
en bandejas perforadas voltedndose diariamente durante 7 dias, luego se sometié a temperatura
de 60°C durante una hora en estufa con recirculaciéon de aire, marca WSU 400 de fabricacion
alemana. Terminado este proceso de secado se procedid a la pulverizacidon de la droga hasta

obtener un polvo grueso (2 mm) que se empleo en la elaboracion de los extractos.

Para la obtencion de los extractos etéreo, alcohdlico y acuoso, se realizaron extracciones
sucesivas con solventes de polaridad creciente con la finalidad de lograr un mayor agotamiento

del material vegetal seco.

El tamizaje fitoquimico se realiz6 en el Laboratorio de Productos Naturales de la Universidad de
Granma, empleandose técnicas simples, rapidas y selectivas para la determinacion de los
compuestos; se le realizaron a cada extracto los ensayos especificos para los metabolitos

secundarios que de acuerdo a su solubilidad podian haber sido extraidos en cada solvente.

Tamizaje fitoquimico
Ensayo de Sudan III:

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos grasos, para lo cual a la alicuota de
la fraccion en el solvente de extraccién se le afadié 1ml de una solucion diluida en agua del
colorante Sudan III. Se calenté en bafio de agua hasta evaporacion del solvente, se considerd

positivo al aparecer gotas o una pelicula coloreada de rojo en el seno del liquido.

La presencia de compuestos grasos se considerd positiva al aparecer gotas o una pelicula

coloreada de rojo en el seno del liquido o en las paredes del tubo de ensayos, respectivamente.



Ensayo de Dragendorff:

Permite reconocer en un extracto la presencia de alcaloides, para ello, l|a alicuota se calentd en
bafio de agua hasta evaporacién del solvente. El residuo se redisolviéo en 1ml de HCl (1%). Al
extracto de la alicuota se le afadié una gota de acido clorhidrico concentrado, se calenté
suavemente y se dejo enfriar hasta acidez. Con la solucion acuosa acida se realizé el ensayo

anadiendo 3 gotas del reactivo de Dragendorff y se observé opalescencia.
Ensayo de Mayer:

Permite también identificar alcaloides se procede de la forma descrita en la bibliografia hasta
obtener la solucién acida. Se afiadidé una pizca de NaCl en polvo, se agité vy filtré. Se afiadieron 3

gotas de la solucién reactiva de Mayer y se observé opalescencia.

Observacién: En el caso de alcaloides cuaternarios y/o aminodxidos libres, estos solo se
encontraran en el extracto acuoso y para considerar su presencia la reaccion debe ser (++) o
(+++) en todos los casos, ya que un resultado (+) puede provenir de una extraccion incompleta

de bases primarias, secundarias o terciarias.
Ensayo de Baljet:

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con agrupamiento lactonico, en
particular coumarinas, aunque otros compuestos lacténicos pueden dar positivo al ensayo. Para
ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en alcohol, debe evaporarse el solvente en bano de
agua y redisolverse en la menor cantidad de alcohol (1ml). En estas condiciones se adicion6 1ml

de reactivo y se observé cambio de coloracidn.
Ensayo de Liebermann- Burchard:

Permite reconocer en un extracto la presencia de triterpenos y/o esteroides, ya que ambos tipos
de productos poseen un nucleo de androstano, generalmente insaturado en el anillo B y la
posicion 5-6. Para ello si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse
el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1ml de cloroformo. Se adicion6 1ml de
anhidrido acético y se mezclé bien. Por la pared del tubo se dejé correr 2-3 gotas de acido

sulfurico concentrado sin agitar.
Rosado- azul muy rapido.
Verde intenso, visible aunque rapido.

Verde oscuro- negro, final de la reaccién.



Observacion: Se tuvo en cuenta para este ensayo la no presencia de agua en el medio de la
reaccion para evitar ya que el acido sulfurico puede reaccionar de forma violenta. Se considerd

positivo el resultado al observar la coloracion verde oscuro.
Ensayo de Fehling:

Permite reconocer en un extracto la presencia de azUcares reductores. Para ello, si la alicuota del
extracto no se encuentra en agua debe evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo
redisolverse en 1-2 ml de agua. Se adicion6é 2 ml del reactivo (recién preparado) y se calentd en

bafio de agua de 5-10 min. El ensayo se considerd positivo ya que la solucién se colored de rojo.
Ensayo de Espuma:

Permite reconocer la presencia de saponinas, tanto del tipo esteroidal como triterpénicas. De
modo que si la alicuota se encuentra en etanol, se diluye en 5 veces su volumen en agua y se
agita la mezcla fuertemente durante 5-10 min.En el ensayo se observd una espuma en la
superficie del liquido de mas de 2 mm de espesor o altura que persistido por mas de 2 min. El
ensayo se considerd positivo al aparecer una espuma en la superficie del liquido de mas de 2 mm

de espesor que persistié por mas de 2 min.

Ensayo de Nihidrina:

Permite reconocer la presencia de aminoacidos libres o de aminas en general. Se toma una
alicuota del extracto en alcohol, o el residuo de la concentracién en bafio de agua si el extracto se
encuentra en otro solvente organico, se mezcla con 2ml de la solucién de ninhidrina al 2%. La
mezcla se calentd durante 10 min en bafio de agua. Este ensayo se considerd positivo al observar

un color violaceo.
Ensayo de Shinoda:

Como cumarinas, se conocen los derivados lactéonicos del acido ortohidroxicindmico, estan
presentes en cualquier parte de los vegetales y compuestos fluorescentes. En presencia de la luz
ultravioleta presentan fluorescencia de diversas tonalidades, generalmente azul y es uno de los
métodos mas simples para su localizacidon en extractos de plantas. Son fotosensibles alternandose
con mucha facilidad por la luz. El ensayo se considerd positivo cuando el alcohol amilico se colored

de naranja.



A pesar de su abundancia en la naturaleza su papel fisioldgico no estd muy claro, algunas
muestran accién anticoagulante como el caso de la coumarina simple y el dicumarol, otros son

espasmoliticos, hipercolesterolémicos o inhibieres del crecimiento vegetal.

A la alicuota del extracto etandlico, se le afladid un 1ml de acido clorhidrico concentrado y un
pedacito de cinta de magnesio metdlica. Después de la reaccién se esperaron 5 min., se afiadio
1ml de alcohol amilico, se mezclaron las fases y se dejé reposar hasta que las mismas se

separaron. El ensayo se considerd positivo por la coloracion amarilla o naranja.

Para la obtencién de los extractos etéreo y alcohdlico, se realizaron extracciones sucesivas con
solventes de polaridad creciente con la finalidad de lograr un mayor agotamiento del material

vegetal seco.

Para incrementar los rendimientos de las extracciones se aplico6 un método bajo irradiacion de
microondas, de forma similar a como es reportado por Martin de la Guardia y otros. Se empled un
horno doméstico Gold Star multimodo, con frecuencia de 2450 MHz y potencia de salida de 850
W. A un beaker de 100 ml se le adicion6 60 g del material vegetal desecado, pulverizado y
humectado durante una hora, se completé el volumen hasta 60 ml y se colocé en el horno

durante una hora, cada experimento se realizé por duplicado.
RESULTADOS

La deteccion de los metabolitos secundarios se realizé basicamente segln los ensayos cualitativos
individuales para cada grupo quimico. En los resultados del tamizaje fitoquimico realizado a los
extractos etéreo, alcohdlico y acuoso de la Isocarpha cubana Blake se muestran la alta
variabilidad de compuestos presentes en ella, entre los que se encuentran: alcaloides,

coumarinas, saponinas, flavonoides, azlcares reductores, triterpenos, y esteroides .

Tablal. Resultados del analisis fitoquimico de los extractos etéreo, alcohédlico y acuoso
de la Isocarpha cubana Blake.

Metabolitos Extracto etéreo | Extracto alcohélico Extracto acuoso
Sudan III (acidos grasos) + +

Dragendorff-Mayer (alcaloides) + + -

Baljet (coumarinas) + +

Espuma (saponinas) + +




Shinoda (flavonoides) - + +

Fehling (azlcares reductores) + +

Libermamn-Burchard - -

(triterpenos y/o esteroides)

Ninhidrina (aminoacidos libres) +

Leyenda: (+) Respuesta positiva del metabolito en el extracto,
(-): respuesta negativa del metabolito en el extracto

Los espacios en blanco significan que no se le realizaron estos ensayos al extracto.

DISCUSION

La presencia en esta planta, segun se recoge en la literatura consultada, de flavonoides y algunos
componentes de su aceite esencial, contribuyen a corroborar los resultados del presente estudio.
La Isocarpha cubana Blake es una de las plantas que mas se ha utilizado por su efecto
antidiarreico inespecifico en las provincias orientales del pais, y en estos momentos se

comercializa en la red farmacéutica de estas provincias con el nombre de manzanilla.

Al analizar los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico realizado a cada extracto, se
comprueba la gran diversidad de metabolitos secundarios con respuestas positivas presentes en la
Isocarpha cubana Blake, es lo que justifica la utilidad atribuida a esta planta en el tratamiento de

diferentes enfermedades.
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