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ABSTRACT

Five plant species widely distributed and with traditional medicinal use in the community of Carmen Pampa, Rubus
boliviensis (khari-khari), Castilleja arvensis (vira-vira), Baccharis genistelloides ssp crispa (charara), Liabum
hastifolium (toco-toco) and Acmella ciliata (laili-laili), were subjected to a preliminary phytochemical and
spectroscopic study in order to select promising plant species for further studies. In the preliminary phytochemical
study it was determined that the plant species studied have mainly phenolic compounds, tannins, triterpenes or
steroids. Additionally the species B. genistelloides presents flavonoids and A. ciliata presents coumarins plus some
alkaloids in the flowers. The spectroscopic study shows that all the extracts have a certain absorbance in the UVB
and UVA region, but this is not comparable to the photoprotective known compounds as oxybenzone, or plant
species studied for their photoprotective effect as Baccharis papillosa. However, the extract of major interest from
this point of view is the extract of L. hastifolium (toco —toco). To complete the information, a deep literature review
was done showing that R. boliviensis (khari-khari) and C. arvensis (vira-vira) have no previous chemical and
biological studies, while B. genistelloides shows many bibliographic antecedents being currently used in commercial
products in countries such as Brazil and Peru. Moreover L. hastifolium (toco-toco) has studies showing
leishmanicidal activity which correlates with its traditional use for the treatment of wounds and has no chemical
background so it was selected for further studies. The species B. genistelloides also shows interesting traditional and
scientific background, but it was full studied and it is advisable to use the existing studies in the promotion of
sustainable products with economic potential. Finally we also recommend develop studies on R. boliviensis because
there are important chemical and pharmacological results in other species of genus Rubus.
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RESUMEN

Cinco especies vegetales de amplia distribucién y uso medicinal tradicional en la comunidad de Carmen Pampa,
Rubus boliviensis (khari-khari), Castilleja arvensis (vira-vira), Baccharis genistelloides ssp crispa (charara),
Liabum  hastifolium (toco-toco) y Acmella ciliata (laili-laili), fueron sometidas a un estudio fitoquimico y
espectroscopico preliminar con el objetivo de seleccionar especies vegetales promisorias para estudios mdas
profundos. En el estudio fitoquimico preliminar se pudo determinar que las especies tienen, principalmente,
compuestos fendlicos, taninos, triterpenos o esteroides. Adicionalmente la especie B. genistelloides presenta
flavonoides y A. ciliata presenta cumarinas ademdas de alcaloides en las flores. El estudio espectroscépico muestra
que todos los extractos evaluados presentan cierta absorbancia en la regién UVB y UVA, pero ésta no es comparable
a la de compuestos fotoprotectores conocidos, como la oxibenzona, o especies vegetales estudiadas por su efecto
fotoprotector, como Baccharis papillosa. Sin embargo, el extracto de mayor interés desde el punto de vista
espectroscopico es el de L. hastifolium (toco-toco).
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Para completar esta informacion se hizo una revisién bibliografica profunda que muestra que R. boliviensis (khari-
khari) y C. arvensis (vira-vira) no tienen estudios quimicos y biolégicos previos, mientras que B. genistelloides
muestra muchos antecedentes bibliograficos siendo actualmente utilizada en productos comerciales en paises como
Brasil y Perd. Por otra parte, en L. hastifolium (toco-toco) tiene estudios que muestran su actividad leishmanicida lo
que correlaciona con su uso tradicional para el tratamiento de heridas y no tiene antecedentes quimicos por lo que fue
seleccionada para estudios posteriores. La especie B.genistelloides también resulta interesante por sus diversos
antecedentes tradicionales y cientificos, pero ya fue muy estudiada y lo recomendable es solo utilizar los estudios ya
realizados para promover su utilizacién sostenible en productos con potencial econémico. Finalmente, también se
recomienda el estudio quimico y farmacolégico de R. boliviensis al existir antecedentes importantes de otras especies
del género Rubus.

INTRODUCCION

El uso de plantas en el mercado de productos de consumo masivo (alimentos, medicamentos y/o cosméticos) ha
crecido considerablemente, generado un aumento en la produccién y comercializacion de los insumos necesarios para
su fabricacion, tales como las plantas medicinales frescas o deshidratadas, pulpas, aceites de frutas, extractos
herbales, aceites vegetales, aceites esenciales y colorantes naturales, entre otros [1]. Particularmente en el drea de la
medicina el uso de plantas es reconocido en todo el mundo. Asi la historia de la medicina marca el uso de las plantas
como recurso terapéutico, utilizado principalmente por shamanes, sacerdotes, curanderos, herbolarios y otros [2], uso
que ha inspirado investigaciones cientificas que han dado como resultado la identificacién de diversos principios
activos a partir de plantas actualmente utilizados a nivel industrial. En Bolivia, tenemos una gran biodiversidad
vegetal y adicionalmente un gran ndmero de etnias, las cuales, sobre la base de sus tradiciones milenarias, nos
proporcionan un gran conocimiento de las plantas que usan en forma directa o indirecta [3]. En este marco, nuestro
grupo de investigacion estd desarrollando el proyecto “Transferencia tecnolégica al Municipio de Coroico” que tiene
como objetivo la identificacién de recursos vegetales con potencial econémico en la regién de Nor Yungas,
Municipio de Coroico del Departamento de La Paz, una de las regiones de Bolivia con una amplia y caracteristica
biodiversidad vegetal, dificil de encontrar en otros lugares del mundo, debido a sus condiciones ecoldgicas
particulares. En este trabajo se presenta concretamente el estudio fitoquimico y espectroscépico preliminar de 5
especies vegetales medicinales de la comunidad de Carmen Pampa, perteneciente al municipio de Coroico, la cual
cuenta con una gran variedad de recursos bioldgicos existentes en el cerro Uchumachi y sus alrededores. Estas
especies vegetales fueron seleccionadas en base a la informacién obtenida de libros [4-9], tesis [11-16] y encuestas a
pobladores de la region. Asi, particularmente en base a su mayor uso y abundancia en la regién se llego a la seleccién
de las siguientes especies: Rubus boliviensis (khari-khari), Castilleja arvensis (vira-vira), Baccharis genistelloides
ssp crispa (charara), Liabum hastifolium (toco-toco) y Acmella ciliata (laili-laili).

Rubus boliviensis Castilleja arvensis Baccharis genistelloides | Liabum hastifolium Acmella ciliata

Figura 1. Fotos de las especies seleccionadas

Las especies seleccionadas fueron sometidas a un estudio fitoquimico preliminar, con el objetivo de determinar los
grupos de compuestos presentes y su cuantificacion relativa; asi como a un estudio de absorbancia espectroscdpica en
la regién UVB (280-320 nm) y UVA (320-400 nm), por dos motivos: primero, porque estas regiones del UV son
parte de la radiacién solar que llega a la tierra, siendo los rayos UVA y UVB dafiinos para los seres vivos de nuestro
planeta, pues por su alta energia pueden causar una serie de reacciones bioldgicas negativas en nuestro organismo
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[17], por tanto, se busca extractos con una alta absorbancia en el UVB-UVA que puedan tener un potencial efecto
fotoprotector y puedan ser utilizados en la formulacién de productos de proteccién solar; segundo, porque en la
region UVB-UVA solo presentan absorbancia los compuestos aromadticos o de alta conjugacioén, por lo que una
absorbancia en esta region implica la presencia de compuestos fenélicos, flavonoides, cumarinas u otros metabolitos
aromadticos de alta importancia bioldgica segin estudios previos [18]. Ambos estudios se hicieron con el objetivo de
seleccionar, en base a estos datos y otros complementarios (uso tradicional, estudio bibliografico, estudio
espectroscopico), las especies vegetales mds promisorias para estudios mds profundos.

RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio se inicio con una busqueda de informacién sobre el uso tradicional de plantas del lugar, a partir del cual se
seleccionaron las cinco especies vegetales, ya mencionadas, que fueron colectadas en la comunidad de Carmen
Pampa. Una vez colectadas fueron secadas en dos herborizadores, procediéndose a separar tres ejemplares de cada
especie, para su identificacién botdnica en el Herbario Nacional de Bolivia, quedando el resto para el estudio
fitoquimico y espectroscépico. A partir de esto se realiz6 una revision bibliogrifica de los estudios quimicos y
bioldgicos de estas especies o en su defecto de especies del mismo género y paralelamente se inici6 el estudio
fitoquimico preliminar. Asi, la materia vegetal, seca y molida, fue sometida a una extraccién por maceracién con
etanol al 96% por 24 h, luego de la cual fue filtrada a vacio y concentrada en un rota-evaporador hasta sequedad,
obteniéndose los extractos secos a partir de los cuales se determiné su rendimiento respecto a la masa de planta seca
(Tabla 2). Una vez obtenidos los extractos etandlicos secos, estos fueron sometidos a un andlisis cromatografico por
TLC, para determinar la complejidad de los extractos, revelando las placas con H,SO, y FeCl; el segundo revelador
fue utilizado para identificar la presencia de compuestos fendlicos los cuales son de interés para el estudio
espectroscopico (Tabla 1). Los resultados de la identificaciéon botdnica, la informacién sobre el uso tradicional, la
revision bibliografica y el andlisis cromatografico de las cinco especies se muestran en la Tabla 1, donde se puede
observar que R. boliviensis (khari-khari) y C. arvensis(vira-vira) no tienen estudios quimicos y bioldgicos previos,
existiendo solo estudios de otras especies del género. La especie con mds antecedentes bibliograficos es B.
genistelloides (charara) la cual inclusive ya es utilizada en productos comerciales con el nombre de “carqueja” [19].
En cuanto a su uso tradicional R. boliviensis (khari-khari) y la B. genistelloides (charara) tienen un amplio uso,
siendo utilizadas para diversos males, mientras que C. arvensis (vira-vira), L. hastifolium (toco-toco) y A. ciliata
(laili-laili) tiene un uso tradicional mas especifico. Finalmente el andlisis cromatogréfico revela una composiciéon
compleja en todos los extractos, observidndose una presencia de compuestos fendlicos (revelado con FeCls)
principalmente en R. boliviensis, B. genistelloides y A. ciliata. A continuacién se muestra algunos compuestos
aislados previamente de las especies en estudio. Asi, de la especie B. genistelloides se aislaron flavonas como la
nepetina, hispidulina, quercetina, luteolina entre otras [53] y diterpenos, como el mostrado a continuacién, utilizado
por su actividad de relajante vascular [49]. Para el caso de la especie A. ciliata se aislaron amidas como el Espilantol
[(2E,6Z,8E)-N-Isobutil-2,6,8-decatrienamida], compuestos fendlicos como la 6,7-dihidroxicumarina (esculetina) o
glucosilados como la isoquercitrina [63].
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Figura 2. Compuestos aislados de B. genistelloides y A. ciliata
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Schltdl. & Cham

Toda la planta es utilizada

hepatotoxicidad [34]

Tabla 1.
Cromatografias TLC
10 % MeOH-CH,Cl,
NOMBRE USO TRADICIONAL DATOS BIBLIOGRAFICOS Reveladores:
H,SO45 % y FeCl; 1 %

Empleada para afecciones | Solo se encontraron datos del género Rubus

del higado, tos, resfrio y | Estudios farmacolégicos como: analgésico

afonias. Tiene | [20]antibacterial[21, 22], anti-inflamatorio —
Cientifico: propiedades antisépticas | [23], antimicrobial [24], hipoglicemico -
Rubus boliviensis | urinarias, diuréticas y | [25], anti-alérgico[20], anticonvulsivo y
(Rosaceae) levemente laxativas, es | relajante muscular [26]

utilizada también para | Estudios quimicos: La presencia de -
Comtin: tratar el paludismo. triterpenos [27,28], saponinas triterpénicas
Khari-khari El fruto se wusa para | [29], compuestos fendlicos [30]; dcidos

prevenir o combatir la | fendlicos carboxilicos, [31] dcidos grasos

anemia y  afecciones | saturados e insaturados [32] y finalmente

hepéticas. epoxidos como el (Z)-9,10- P.A.

Epoxinonacosano [33].
Solo se encontraron datos del género ' -

(Scrophulariaceae) Castilleja
Castilleja arvensis Estudios farmacolégicos previos mostraron -

de pulgas en los nifios.

Estudios quimicos: la presencia de
flavonoides [53, 46],y diterpenos, [54, 49]

para tratar afecciones . P .
renales Estudios quimicos: la presencia de
Comuin: ’ alcaloides[35, 36]) y glucésidos
vira-vira iridoides[37][38][39] i !
P. A.
Se encontraron datos de la especie _— |
Empleada para trastornos . . . - '
. . Baccharisgenistelloides
gastrointestinales, . . . . -
(Asteraceae) ‘o Estudios farmacoldgicos: antigenotdxica
. enfermedades reumadticas, .. .
Baccharis ficbre diabetes [40], antioxidante [41, 42], anti-
genistelloides (Lam) ’ . ’ | inflamatoria [43, 441, anti-
. problemas de higado, . ..
Pers. ssp. crispa | ©. . . hepatotoxica[45,46], analgésica
cicatrizante de heridas, . . .
(Spreng) Jochen Mull wemaduras llacas [47],antimutagenica [48], relajante vascular
dquemacuras, - Hagas Y1 149)  antibacterial[50], antidiabética [51],
. ulceraciones. También es ; . . Pt
Comuin: utilizada para el control anti-proteolitica y anti-hemorrégica,
Charara P (contra el veneno de serpiente)[52],

(Asteraceae) Liabum
hastifolium Poepp &
Endl.

Comuin:
toco-toco

Utilizada en el
tratamiento de golpes e
inflamaciones. La resina
de los tallos (gotas) se
coloca en las heridas y en
las picaduras de avispas.

Estudios farmacolégicos de la especie
Liabumhastifolium o Munnoziahastifolia:
mostraron actividad contra tres sepas de
leishmania [55]

Estudios quimicos de otras especies del
genero Liabum o Munnozia presentaron
compuestos sesquiterpénicos[56,57]
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Tabla 1. (cont.)

(Asteraceae) Utilizada en caso de dolor
Acmella ciliata de muelas como
anestésico,

Comiin: particularmente las flores.

laili-laili
Se encontraron datos de la especie -
Acmellaciliata
Estudios farmacolégicos: actividad -
antimicrobiana y anestésica [58] ‘

| Hojas

Estudios quimicos: la presencia de amidas
[59] relacionadas al Espilantol [60],
compuestos  fendlicos [61][62][63] 'y
finalmente su aceite esencial mostr6 un alto
contenido de terpenoides[58]

- flores

P.A. Partes Aéreas

En el estudio fitoquimico preliminar (Tabla 2) se pudo determinar que las especies vegetales en estudio tienen
principalmente compuestos fendlicos, taninos y triterpenos o esteroides. Adicionalmente la especie B. genistilloides
presenta flavonoides y A. ciliata presenta cumarinas ademds de algo de alcaloides en las flores.

Tabla 2. Estudio Fitoquimico Preliminar

Especie vegetal Tipo de Metabolito Secundario/Ensayo Realizado
Nombre cientifico Rendimiento Fenoles/ Flavonoides/ Antocianinas/ Taninos/
(%) FeCl; Shinoda pH Gelatina
Rubusboliviensis 9,27 +++ - - +++
Castilleja arvensis 5,31 ++ - - +
Baccharisgenistilloides 7,45 +++ +++ - +++
Liabumhastifolium 5,32 +++ - - +++
Acmeliaciliata(hojas) 2,50 + - - ++
Acmeliaciliata(flores) 6,25 +++ - - +++

(+++) Prueba positiva; (++) Prueba intermedia; (+) Prueba no concluyente; (-) Prueba negativa

Tabla 2. Estudio Fitoquimico Preliminar (cont)

Especie vegetal Tipo de Metabolito Secundario/Ensayo Realizado
. Cumarinas/ Alcaloides/ Saponinas/ Triterpenosesteroides/ Sesquiterpen-
Nombre cientifico . . lactonas/
Fluorescencia Mayer Espuma Lieberman-Burchard Kedde
Rubusboliviensis - - - +++ }
Castilleja arvensis - - - + -
Baccharisgenistilloides - - - ++ B
Liabumhastifolium - - - ++ -
Acmeliaciliata(hojas) ++ - - ++ -
Acmeliaciliata(flores) +++ + - ++ _

(+++) Prueba positiva; (++) Prueba intermedia; (+) Prueba no concluyente; (-) Prueba negativa

Por otra parte, se determiné el grado de absorbancia UV de los extractos etandlicos de las cinco especies vegetales,
para esto inicialmente se prepararon soluciones de 200 ppm, 100 ppm y 50 ppm, determindndose asi que la
concentracion optima para realizar los espectros de barrido en UV era de 100 ppm. De los espectros UV obtenidos,
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se analizé la regioén correspondiente a las radiaciones UVB y UVA (280-400 nm), por el posible potencial efecto
fotoprotector mencionado previamente. Como se observa en los espectros de absorcién (Tabla 3 y Figura 3) todos los
extractos evaluados presentan cierta absorbancia en la regién UVB y UVA, pero ésta no es comparable a la de
compuestos fotoprotectores conocidos, como la oxibenzona, o especies vegetales estudiadas por su efecto
fotoprotector, como B.papillosa [64]. Sin embargo, entre los extractos estudiados el que presenta mayor absorbancia,
en la regién UV de interés, es el de L. hastifolium (toco-toco), el cual tiene un drea integrada de absorbancia de 71,68
entre 280 y 400 nm a 100 ppm, aproximadamente la mitad que B. papillosa pero casi el doble que la B. genistilloides
(charara) y el A. ciliata (laili-laili), por lo que resulta de cierta importancia desde el punto de vista fotoprotector.

——Rubus boliviensis (khari-khari)
25

—— Castilleja arvensis (vira-vira)

——— Baccharis genistilloides (charara)

;! “‘ —— Acmella ciliata (laili-laili PT)

Absorvancia

15 N\ L \ —— Acmella ciliata (laili-laili Flores)

- Baccharis papillosa

AY 2-hidroxi-4-metoxibenzofe nona
\/‘\ X (Oxibenzona)

\ A\ Liabum hastifolium (toco-toco)

Figura 3. Comparacion de los espectros de UV de los extractos etandlicos de las cinco especies vegetales a una
concentracion de 100 ppm con B papillosa ssp. papillosa (100 ppm) y oxibenzona (50 ppm)

Tabla 3. Areas bajo las curvas de absorcion de los extractos a 100 ppm

Especie Total (280--400) UVB (280--320) UVA (320--400)
Rubus boliviensis (khari-khari) 46,69 24,55 22,58
Castilleja arvensis(vira-vira) 54,56 23,74 31,46
Baccharis genistelloides ssp. crispa (charara) 37,16 14,43 23,15
Liabum hastifolium (toco-toco) 71,68 33,62 39,05
Acmella ciliata (1aili-laili) (Hojas) 39,40 13,56 26,14
Acmella ciliata (laili-laili) (Flores) 23,51 11,93 11,81
Baccharispapillosassp. papillosa 150,12 90,70 61,69
2-hidroxi-4-metoxibenzofenona (Oxibenzona)* 155,17 95,86 61,28

En base a todos los datos obtenidos podemos decir que una de las especies interesantes para estudios posteriores es L.
hastifolium (toco-toco) porque tiene una amplia distribucién en la regién, un uso tradicional para el tratamiento de
heridas que correlaciona con estudios farmacolégicos previos (actividad leishmanicida) y no tiene todavia
compuestos aislados identificados, sin embargo el estudio fitoquimico preliminar revela una presencia de compuestos
fendlicos que pueden ser los responsables de su interesante absorbancia en la region UVB/UV. La especie B.
genistelloides también resulta interesante por sus diversos antecedentes tradicionales y cientificos, pero ya fue muy
estudiada y lo recomendable es solo utilizar los estudios ya realizados para promover su utilizacién sostenible en
productos con potencial econdémico, como los que ya se encuentran en el mercado de otros paises como el de Brasil.
Finalmente, también se recomienda el estudio quimico y farmacolégico de R.boliviensisal existir tantos antecedentes
importantes de otras especies del género Rubus y observarse varios metabolitos secundarios mayoritarios bien
definidos por cromatografia en capa fina.
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EXPERIMENTAL

Material vegetal

Las muestras fueron colectadas de la comunidad de Carmen Pampa entre los meses de Mayo y Julio del camino
Trinidad Pampa-Coroico, seleccionando de ellas las partes aéreas. En el caso de las especies vegetales C. arvensis
(vira-vira) y A. ciliata (laili-laili), se procedié a la colecta de toda la planta para luego proceder a su separacion,
ademds de colectar solo las flores de la dltima.

De todas las especies se separaron tres ejemplares para realizar herbarios, con ayuda de la Lic. Arely Palabral, para
su identificacién boténica realizada del Herbario Nacional de Bolivia.

Obtencion de extractos

Las muestras fueron secadas, molidas y maceradas en alcohol etilico al 96%, por el lapso de 24 horas. Una vez
macerada la muestra fue filtrada y concentrada a sequedad en un rota-evaporador, obteniéndose los extractos de los
cuales se determiné sus rendimientos respecto a la masa de planta seca.

Estudio fitoquimico

Para el andlisis de los extractos etandlicos se usaron placas cromatograficas de 20 x 20 cm de Silicagel F,s4 de 2 mm
de espesor, con soporte de aluminio. Para la visualizacién y seguimiento de las diferentes cromatografias se uso una
lampara UV 254 nm y 365 nm Spectroline y como reveladores soluciones de H,SO,4 al 5% v/v y FeCl; al 1% v/v.

Para las pruebas fitoquimicas preliminares los extractos fueron sometidas a los siguientes ensayos de acuerdo a la
metodologia descrita por Ciulei (1989) [65]

Meétodo para la identificacion de Compuestos Fendlicos (Test de cloruro férrico)
Meétodo de identificacién de Flavonoides (Test de Shinoda y Test de acido sulftirico)
Meétodo de identificacién de Antocianinas (Test del pH)

Meétodo de identificacién de Taninos (Test de la gelatina)

Método de identificacién de Cumarinas (Test de fluorescencia)

Meétodo de identificacién de Alcaloides (Test del Mayer)

Meétodo de identificacion de Saponinas (Test de espuma)

Meétodo de identificacién de Esteroides y/o Triterpenos (Test de Lieberman-Burchard)
Meétodo de identificacién de Sesquiterpenlactonas y Glicosidoscardicos (Test de Kedde)

Estudio espectroscopico de absorbancia UV

Con las muestras secas se prepararon soluciones de 200 ppm, 100 ppm y 50 ppm, realizando luego los espectros de
barrido en un espectrofotémetro marca Thermo Scientific, serie Genesys 10S. Determinando que a 200 ppm
mostraban una absorbancia muy elevada (mayor a 2) y a 50 ppm una absorbancia muy baja (inferior a 0,5) por lo que
se decidio realizar el estudio a 100 ppm. Asi, de los extractos a 100 ppm se sacaron sus espectros de barrido y se
compararon con el espectro de un conocido agente fotoprotector oxibenzona y un extracto estudiado por sus
propiedades fotoprotectoras, extracto de B. papillosa. En el caso de la oxibenzona se tuvo que bajar la concentracion
a 50 ppm porque a 100 ppm tenia una absorbancia superior a 3. Las dreas debajo de las curvas se encontraron a partir
de la integracién de las curvas de los espectros de acuerdo a la siguiente ecuacién:

Area = Zlu,i - ﬂj)x AJ

Donde:

A : Longitud de onda. Dénde i > j

A . Absorbancia media de las longitudes de onda /’l y ﬂ _
1 J
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