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RESUMEN

De Echinopsis pachanoi se obtuvo el extracto en diclorometano:metanol y mediante
particion liquido-liquido se obtuvo una fraccion miscible en hexano y acetato de etilo. La
fraccion obtenida en acetato de etilo presentd la mayor actividad antineoplésica en lineas
de cancer humano, con una inhibicion de alrededor del 50%, se obtuvo el compuesto
éster metilico del &cido linolénico (1). El extracto obtenido en diclorometano:metanol
presento actividad sobre células de cancer de préstata con un porcentaje de inhibicion del
39.2% vy actividad antihelmintica con un porcentaje de inmovilidad de larvas L3 de S.
venezuelensis, para las concentraciones de 600 y 1000 pug/ml del 54.9 y 81.3% a 24 horas
y de 47.9 y 85.9% a 48 horas de exposicion al extracto. La Clsp obtenida para este
extracto fue de 595.1 pg/ml para 24 horas y 538.1 pug/ml a las 48 horas. Se realiz6
tamizaje fitoquimico al extracto y fraccién en acetato de etilo, se evidencio que el extracto
presentd mayor riqueza fitoquimica. sin embargo, es comun la presencia de compuestos

de tipo alcaloide y terpenos en el extracto y la fraccion analizada.

Palabras clave: Echinopsis pachanoi, citotoxicidad, Strongyloides venezuelensis, éster

metilico del acido linolénico.



ABSTRACT

In this study, an extract from Echinopsis pachanoi was obtained by dichloromethane:
methanol and by liquid-liquid partition in hexane and ethyl acetate. The fraction obtained in
ethyl acetate presented the highest antineoplastic activity in human cancer lines, with an
inhibition of about 50%; the methyl ester compound of linolenic acid was present in this
fraction. The extract obtained in dichloromethane: methanol showed a 39% inhibition on
prostate cancer cells and anthelmintic activity with a percentage of immobility of S.
venezuelensis L3 larvae, for the concentrations of 600 and 1000 ug/ml of 54.9% and
81.3% at 24 hours and 47.9% and 85.9% at 48 hours exposure to the extract. The IC50
obtained for this extract was 595.1 ug/ml at 24 hours and 538.1 ug/ml at 48 hours.
Phytochemical screening revealed that the dichloromethane: methanol extract had greater
phytochemical richness; however, alkaloid and terpene compound levels were similar in

both samples.

Keywords: Echinopsis pachanoi, cytotoxicity, Strongyloides venezuelensis, Linolenic acid

methyl ester.



INTRODUCCION

Las plantas medicinales han contribuido desde los inicios de la humanidad a conservar la
salud de los seres humanos (Manju, R.K., & Anju, 2012), estas producen una amplia
variedad de metabolitos secundarios los mismo que presentan actividades biolégicas
(Wink, 2016), ademas de presentarse la posibilidad del uso de extractos crudos que es
opcién de mas facil acceso y que ademas en algunos casos exhiben una menor toxicidad
(Yehya et al., 2017).

En el Ecuador se puede encontrar un aproximado de 18919 especies (Leon et al., 2011),
el uso de plantas medicinales en el pais, asi como aquellos paises en vias de desarrollo
por parte de la poblacion es del 80% (Rios, Koziol, Borgtoft, & Granda, 2007). En los
mercados de la provincia de Loja es usual la compra y expendio de plantas medicinales
para el tratamiento de enfermedades o para disminuir alguna dolencia la seleccion de una
determinada planta medicinal se puede basar en el conocimiento etnomédico existente de
muchas de las comunidades indigenas presentes en el Ecuador (Jerves-Andrade et al.,
2014; Tinitana, Rios, Romero-Benavides, de la Cruz Rot, & Pardo-de-Santayana, 2016).
Un sin nimero de familias de plantas son usadas para el tratamiento de trastornos
gastrointestinales, episodios parasitarios, procesos inflamatorias y otras, en la literatura se
mencionan recurrentemente a las familias: Cactaceae, Asteraceae y Lamiaceae (Bailon-
Moscoso, Romero-Benavides, Tinitana-Imaicela, & Ostrosky-Wegman, 2015; Jerves-
Andrade et al., 2014; Romero-Benavides et al., 2017).

El cancer figura como la segunda causa de muerte a nivel mundial, en el 2015 provocé
8,8 millones de defunciones, y se prevé un aumento del 70% en la aparicion de nuevos
casos en los proximos 20 afios (World Health Organization, 2017b). Las estadisticas de la
OMS para Ecuador muestran una incidencia de cancer de préstata del 20%, cancer de
mama del 10.2% entre otros (World Health Organization, 2014).

En el presente trabajo de fin de titulacion: “Estudio fitoquimico, evaluacion antineoplasica
y antihelmintica de la especie Echinopsis pachanoi’, se desarrollé en el Departamento de
Quimica y Ciencias Exactas, cabe mencionar que esta especie fue seleccionada para
trabajarla en el Programa Nacional para el Abordaje Multidisciplinario de las Parasitosis

Desatendidas en el Ecuador (PROPAD), dentro del Proyecto 5: Resistencia antiparasitaria



y perspectivas del uso de extractos de plantas nativas en ensayos preclinicos,
perteneciente al Instituto Nacional de Investigacién en salud Publica (INSPI), financiado
por la SENESCYT y que esta siendo desarrollado en colaboracién entre el INSPI y la
UTPL, en donde se pretende la obtencion, aislamiento y caracterizacion de metabolitos
secundarios de especies nativas del sur del Ecuador: con posible actividad antiparasitaria,
por lo que la actividad antiparasitaria fue desarrollada por el INSPI .

El presente trabajo esta organizado en tres capitulos que comprenden: primer capitulo se
abordan aspectos generales que se involucran en la temética a desarrollar, segundo
capitulo se describe la metodologia experimental que se desarrolld, en el tercer capitulo
se exponen y discuten los resultados obtenidos ademas se presenta una seccion de

conclusiones y recomendaciones.

Con el desarrollo de esta investigacién se pretende aportar al conocimiento de la quimica
de la especie Echinopsis pachanoi y validar su uso ethomedicinal evaluando su posible
accion antineoplasica en cinco lineas celulares de cancer humano y su posible actividad

antihelmintica en larvas L3 de Strongyloides venezuelensis.



CAPITULO |



1. Aspectos generales.

1.1. Cancer.

Se define como cancer al crecimiento y multiplicacion sin control de las células de tejidos
normales, que se puede generar en cualquier regién del cuerpo (World Health

Organization, 2017a).

El desarrollo de las células en los tejidos normales esta controlado mediante sefiales
promotoras de crecimiento que estan vinculadas a un ciclo de crecimiento y divisién
celular que asegura una homeostasis en la cantidad de células existentes y la produccion
de células funcionales, sin embargo, en las células cancerigenas este control se muestra
ausente dando lugar a una proliferacion descontrolada de células, caracteristica principal

de células cancerigenas. (Figura 1) (Hanahan & Weinberg, 2011)

Conservar Senales Evadir Supresores
de Proliferacion de Tumores

Energética Celular

Activa Invasion
y Metastasis

Figura 1. Caracteristicas que presentan las células cancerigenas.
Fuente: (Hanahan & Weinberg, 2011)

Elaborado por: Castillo, P. 2017

La prevencion del cancer se consigue evitando una exposicion innecesaria a factores de
riesgo como el humo del cigarrillo, exposicion de la piel a la luz solar intensa, consumo
excesivo de alcohol, virus, radiacion entre otros. Un diagnostico temprano de la presencia
de esta enfermedad permite un tratamiento oportuno a través de terapias o cirugia
aumentando la probabilidad de supervivencia (World Health Organization, 2015a).



1.1.1.Causas del cancer.
La conversibn de las células normales a células cancerigenas son resultado de
interacciones entre multiples factores como la genética de individuo y agentes externos
(World Health Organization, 2017c).

Los agentes externos a su vez estan agrupados como carcinégenos: fisicos, quimicos y

biol6gicos

Figura 2. Factores que inducen carcinogénesis.
Fuente: (CSLS/The University of Tokyo., n.d.)

Elaborado por: Castillo, P. 2017

1.1.2.Incidencia.
El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial, en el afio 2015 provocé 8.8
millones de defunciones, y se prevé un aumento del 70% en la aparicién de nuevos casos
en los proximos 20 afios (World Health Organization, 2017b). Las estadisticas de la OMS
para Ecuador muestra un incidencia de cancer de préstata de un 20%, cancer cervical del
14.2%, estobmago de 18.8% para los hombres y 13.7% para las mujeres, mama del 10.2%
para las mujeres, traquea, bronquios, 9.3% para los hombres, para el cancer de higado el
namero disminuye a 6.9% en hombres y 7.7% en las mujeres, y para el cancer colorrectal

a 5.9% en hombres y 7.5% en mujeres, para 2012 (World Health Organization, 2014).



En el Ecuador para el afio 2014, la estadistica mas reciente del Instituto Nacional de
Estadisticas y Censos (INEC) muestra que el cancer de: estobmago causé 1585
defunciones, las neoplasias relacionadas con tejido hematopoyético y linfatico 1079
muertes, préstata 833, Gtero 720, traquea, bronquios y pulmones 717, colon, sigmoides,
recto y ano 678 y el cancer de higado y tracto biliar provocé 650 muertes (Vdatos |
Instituto Nacional de Estadistica y Censos, 2015).

1.1.3.Cancer de mama.
Se produce cuando hay una proliferacién incontrolada de las células en el pecho, el
cancer de mama puede iniciar en diferentes partes de la mama, como, por ejemplo:
conductos que transportan la leche hacia el pezéon o en las glandulas que la producen.
Este tipo de cancer se produce casi su mayoria en mujeres sin embargo existe la

posibilidad que los hombres también lo presenten (American Cancer Society, 2016b).

Entre los factores de riesgo para el desarrollo de cancer de mama se menciona: Estilo de
vida (obesidad, poca actividad fisica, consumo de alcohol), terapias hormonales entre

otros (American Cancer Society, 2016b; Cancer Research UK, 2016).

1.1.4.Cancer de proéstata.
Este tipo de cancer es uno de los méas frecuentes en hombres, en su mayoria de edad
avanzada, que inicia con la afeccion de la glandula prostatica. Entre los factores de riesgo
se indican: edad, historial genético ademas del estilo de vida del individuo (American
Cancer Society, 2016a; Cancer Research Uk, 2016)

1.1.5.Céncer de colon.
El cancer colorrectal en su mayoria inicia con un pdlipo (masa de células que se
desarrollan en el revestimiento interno del colon o recto), la transformacién de un pélipo
en cancer se debe al tipo del que se trate pueden ser:
e Podlipos adenomatosos: se trata de una afeccion precancerosa.
e Pdlipos inflamatorios y polipos hiperplésicos: presentan una mayor frecuencia de

aparicion, pero no son de naturaleza pre cancerosa.



Se cuentan como factores de riesgo para este cancer: sobrepeso, inactividad fisica,
alimentacién con un alto consumo de carne roja, el consumo de tabaco y alcohol entre

otros (American Cancer Society, 2017; Cancer research Uk, 2016)

1.1.6.Astrocitoma cerebral.
En el cerebro se pueden presentar tanto tumores malignos como benignos, los tumores
cerebrales cancerosos son mas comunes en hombres que en mujeres, y estos con muy
poca frecuencia se diseminan a otros tejidos (American Cancer Society, 2016b; Cancer
Research UK, 2015).

El astrocitoma es un tumor que se genera en los astrocitos (células del cerebro en forma
de estrella) que forman el tejido conectivo del cerebro, este tipo de tumor se gradua en
una escala de | a IV en base a la comparacion entre la formal normal y anormal de las

células mencionadas (American Brain Tumor Association, 2014).

1.2. Parasitosis.

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, mas de 1.5 billiones de personas
estan infectados con helmintos transmitidos por el suelo y en regiones como Africa
subsahariana, las Américas, China y Asia Oriental este tipo de infeccion tiene una alta
incidencia, siendo habitual la presencia de una coinfeccibn con esquistosomas y

helmintos transmitidos por el suelo (World Health Organization, 2015b).

Para el Ecuador se presenta una incidencia del 49.8% de las infecciones provocadas por
helmintos transmitidos por contacto, siendo strongyloides, ascaris y taenia los mas
frecuentes en las parasitosis de los nifilos (Aparicio Rodrigo & Tajada Alegre, 2007). Por
cada parasitosis intestinal que afecte a un nifio su coeficiente intelectual se ve reducido en
promedio de 3.75 (Banco Interamericano de Desarrollo, Organizacién Panamericana de la
Salud, & Instituto de Vacunas Sabin., 2011).

El tratamiento principal para la parasitosis intestinal se da con farmacos como:
albendazol, mebendazol, tiabendazol entre otros, sin embargo, todos estos farmacos
causan en los pacientes efectos secundarios como pérdida de apetito, dolor de cabeza,

dolor abdominal, etc. (Manke, Dhawale, & Jamkhande, 2015; Ramos-Zufiga et al., 2013).



1.3. Biodiversidad y Medicina tradicional.

La biodiversidad hace referencia a la pluridad de la informacién genética que existen en
especies de plantas y animales ademas de la diversidad cultural, esta pluridad
proporciona a las ciencias biol6gicas un amplio campo de recursos para investigacion y
descubrimientos médicos y farmacolégicos obteniéndose asi potenciales tratamientos
para problemas de salud (World Health Organization, 2012).

En Sur américa la region montafiosa de los Andes representa un hotspot en biodiversidad
con cerca de un 15% de las especies de plantas existentes a nivel mundial en un territorio
que representa el 1% de toda la superficie terrestre (Pérez-Escobar et al., 2017).
Particularmente en Ecuador existen aproximadamente 18198 especies de flora incluidas

especies de plantas nativas y endémicas. (Leon et al., 2011).

Se define como medicina tradicional a los conocimientos aptitudes y practicas con base
en creencias y experiencias de las distintas culturas, aplicadas con la finalidad de
prevenir, diagnosticar o brindar tratamiento de enfermedades fisicas o0 mentales (World
Health Organization, 2010).

Las plantas medicinales son ampliamente usadas como recurso principal para el
tratamiento de enfermedades en paises en vias de desarrollo como Ecuador (Rios et al.,
2007). De hecho se estima que alrededor del 80% de la poblacion ecuatoriana depende
de la medicina tradicional y por ende de plantas o productos naturales, para su salud y
bienestar (Ansaloni et al., 2010) y a nivel mundial al menos de 4.500 millones de personas
emplean la medicina tradicional con base principal en el uso de las plantas como su

acceso a una atencion de salud primaria (Cordell, 2015).

Las familias como: Asteraceae, Equisetaceae, Cactaceae entre otras son de las mas
comunes para el tratamiento de enfermedades inflamatorias, parasiticas y demas
enfermedades que afectan el bienestar de un individuo (Bailon-Moscoso et al., 2015;

Jerves-Andrade et al., 2014; Romero-Benavides et al., 2017).

1.4. Metabolitos secundarios.
La naturaleza durante miles de afios nos ha otorgado medicamentos para el tratamiento

de nuestras enfermedades. Algunos de los compuestos que provienen de plantas y han
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resultado de gran importancia en la medicina son: morfina (Papaver somniferum), aspirina
(Salix alba vulgaris), la vinblastina y vincristina (Catharanthus roseus) que son
medicamentos utilizados en el tratamiento del cancer (Chivian & Bernstein, 2010).

Los metabolitos secundarios resultan del metabolismo no esencial de un organismo el que
puede ser plantas, bacterias, hongos u organismos marinos. Estos compuestos han
resultado ser una fuente inestimable que puede usarse como agentes: antibacterianos y
antiparasitarios, farmacos anticancerosos y demas actividades biolégicas vy
farmacologicas, volviéndose algunos en papel clave para la prevencion o tratamiento de

un sin numero de enfermedades (Vaishnav & Demain, 2011; Wink, 2016).

1.5. Metabolitos secundarios con uso en el tratamiento de cancer y parasitosis
por helmintos.

Los productos de origen natural han sido nuestra herramienta por mas de 40 afios para

combatir enfermedades como céncer, parasitosis, procesos inflamatorios, molestias

gastricas entre otras (Cragg & Newman, 2013; Demain & Vaishnav, 2011; Romero-

Benavides et al., 2017).

Compuestos como: vincristina, vinblastina, colchicina, paclitaxel o taxol, combrestastatin
presentan interactividad con la tubulina razén por la cual son un recurso para el
tratamiento del cancer, sin embargo no es el Unico campo de accion para los compuestos
con potencial actividad a esta enfermedad, el celastrol, gedunin, hipericina y cluvenone
inhiben Hsp90 (proteina esencial para las funciones de las células cancerigenas), en
interacciones o en diferentes niveles de actividad de esta proteina, el thujaplicin, acido
valerico, genisteina, quercetina, rohitukina son potenciales inhibidorres de HDACS,
tirosinas quinasa, CDKs, respectivamente (Butler et al., 2014; Cruz-Vega et al., 2009;
Elbel et al., 2013; Gordaliza, 2007; Kittakoop, 2015; Ononye et al., 2013; Zhang et al.,
2009)

Algunos otros metabolitos secundarios con origen en los productos naturales como:
ascaridol, pinostrobin, acido ursélico, aspidin, flicina, artemisinina, hesperitina han
presentado actividad antihelmintica (Bahmani, Rafieian-Kopaei, et al., 2014; Romero-
Benavides et al., 2017). En general los compuestos de esta naturaleza se dividen en dos

tipos: aquellos que generan dafio en la integridad del helminto y los que tienen actividad
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sobre los canales i6nicos de la membrada de este organismo. Por ejemplo:

dietilcarbamazina, levamisol e ivermectinav(Vardanyan & Hruby, 2016).

No obstante compuestos como: pamoato de pirvinio y niclosamida que han sido clasicos
antihelminticos orales han mostrado ademas una potencial accién en el tratamiento del
cancer mediante mecanismos como accién sobre la respiracion mitocondrial e inhibiendo
la migracién de células de cancer de tiroides ademas de inducir apoptosis (Ishii, Harada,
& Kasahara, 2012; Yu et al., 2017).

1.6. Familia Cactaceae

La familia Cactaceae es nativa de América y presenta aproximadamente 1600 especies
(Martins et al., 2016). Dentro de esta familia en el Ecuador figuran 16 géneros y 43
especies nativas, de las cuales hay 13 especies endémicas del pais (Loaiza, Aguirre, &
Jadan, 2009; Madsen, 2000).

Para esta familia existen en la literatura reportes de su actividad como: antinflamatorio
(Macias-Ceja et al., 2016; Soto-Cabrera, Torres-Olvera, Salazar, Cerén-Nava, & Rosales-
Guevara, 2014), antihelmintico (Vatta, Kandu-Lelo, Ademola, & Eloff, 2011),
anticancerigeno (Harlev, Nevo, Solowey, & Bishayee, 2013), antigenotdxico (Zorgui,
Ayed-Boussema, Ayed, Bacha, & Hassen, 2009), antimicético (Silva-Hughes et al., 2015),
antimicrobiano  (Necchi, Alves, Alves, Manfron, & Farmacéuticas, 2012) y actividad
citotoxica (Sri Nurestri et al., 2010; Tan, Sulaiman, Najimuddin, Samian, & Muhammad,
2005).

1.6.1.Género Echinopsis— especie Echinopsis pachanoi.

El género Echinopsis (Cactacae) comprende alrededor de 50 especies (Kvist & Moraes,
2006), constan de cactus columnares de paises como Ecuador, Pera, Bolivia y Chile
(Ogunbodede, McCombs, Trout, Daley, & Terry, 2010). Las especies de este género son
empleadas por las comunidades indigenas para el diagnéstico y tratamiento de
enfermedades, basando su uso en las propiedades psicoactivas que presenta esté
género, debido a la presencia de mezcalina (Laguna, Ferrer-gallego, Deltoro, Ferrerando,
& Guillot Ortiz, 2013; Ogunbodede et al., 2010).
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Las especies Echinopsis pachanoi, Echinopsis peruviana y Echinopsis lageniformis son
conocidas comunmente con el nombre verniculo de San Pedro, hacienda referencia a el
guardian del cielo que es San Pedro (Leonardo, 2006; Ogunbodede et al., 2010). Esta
especie se la describe como: subarbustiva a arborescente, presenta ramas de nacimiento
basal flexibles y erectas, su altura va de 3 a 6 metros, tallos cilindricos, con diametro de 6
a 15cm, 6-8 costillas, anchas, redondeadas con areolas blanquecinas, en algunas
ocasiones presenta espinas de color amarillento a marrén, flores de color blanco con una
longitud de 19 — 24 cm, sus frutos son oblongos de color verde oscuro con una longitud de
5 a 6 cm. (Laguna et al., 2013). En la Figura 3 se muestran partes aéreas de la especie

Echinopsis pachanoi. y en la Tabla 1 se detalla la informacion taxonémica de la misma.

Figura 3. Partes aéreas de la especie Echinopsis pachanoi.
Fuente: Castillo, P. 2017

Elaborado por: Castillo, P. 2017

Tabla 1. Informacion Taxonomica de la especie
Echinopsis pachanoi.

Informaciéon Taxon6mica de E. pachanoi
Reino Plantae
Clase Equisetiosida
Orden Caryophyllales
Familia Cactaceae
Género Echinopsis
Especie Echinopsis pachanoi
Nombre comun Cactus San Pedro

Fuente: (Tropicos, n.d.)
Elaborado por: Castillo, P. 2017
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1.7. Ensayos de evaluacién de viabilidad celular.

Los ensayos celulares permiten evaluar el efecto de una sustancia, compuesto,
fitoextracto sobre la proliferacion o toxicidad de las células cultivadas para el ensayo,
también permiten medir la unié a un receptor, transduccién de sefales que pueden estar
involucradas en la expresion de genes, control de la funciéon de organelos (Riss et al.,
2013).

Existen muchos tipos de ensayos como por ejemplo: reduccion de tetrazolio, reduccion de
resazurina, marcadores de proteasa y deteccion de ATP, que miden al algin aspecto del
metabolismo general o una actividad enzimatica como marcador de células viables

(Bunel, Ouedraogo, Nguyen, Stévigny, & Duez, 2014).

En el ensayo MTS (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -5- (3-carboximetoxifenil) -2- (4-sulfofenil) -
2Htetrazolio), la sal de tetrazolio es transformada en un producto colorimétrico de
formazan soluble por accién de enzimas deshidrogenadas mitocondriales de las células
viables existentes, por lo que el formazan producido es equivalente al nimero de células

vivas que hay en el cultivo (Fard, Jafari, & Eghbal, 2015).

1.8. Evaluacién de actividad antihelmintica.

Existen varias técnicas in vitro para el andlisis de la resistencia antihelmintica como
indicador de la actividad de fitoextractos o compuestos sobre modelos in vitro de
helmintos, como por ejemplo ensayos de: incubacion de huevos, motilidad, migracién o
paralisis larval, ensayo de desarrollo de larvas, helmintos adultos y ensayos de actividad
metabdlica (Kotze, Clifford, O’Grady, Behnke, & Mccarthy, 2004; Taylor, Hunt, &
Goodyear, 2002).

La manera mas comun de la evaluacion de actividad de extractos obtenidos de especies
vegetales contra helmintos como S. venezuelensis, H. concortus entre otros, consiste en
el aislamiento de larvas, mediante métodos como Baermman, en estadio 3 (L3), debido a
que este corresponde a su estado infectivo al huésped. A las larvas aisladas se les
administra diferentes concentraciones del extracto obtenido y se realiza monitoreo
mediante técnicas microscopicas (Aparecida et al., 2017; Carvalho et al., 2012; Oliveira et
al., 2017; Viney, 2007).
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2. Disefio metodoldgico.

En la Figura 4 se muestra un esquema de la metodologia empleada en el presente

trabajo de investigacion.

‘ Seleccion de |la especie I

l

‘ Recoleccion de la materia vegetal ‘

Secado
Obtencion de
Evaluacion | Diclorometano/Metanol ‘_

antihelmintica |

Acetato de Etilo -
Tamizaje
fitoquimico

Aislamiento y Purificacion

Cromatografia en columna
Cromatografia en capa fina

Identificacion y Caracterizacion

Punto de fusion, Espectrometria de gases acoplada a
masas, Resonancia Nuclear Magnética de THy 12C.

Figura 4. Esquema de la metodologia empleada en el presente trabajo de investigacion.
Fuente: Castillo, P., 2017.

Elaborado por: Castillo, P., 2017.

2.1 Seleccién de la especie vegetal.
La seleccién de la especie se la hizo en base a reportes de su uso etnomedicinal,

conocimiento etnobotanico y reportes en bibliografia.
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2.2. Recoleccién de materia vegetal.

La especie Echinopsis pachanoi fue recolectada en el segundo trimestre del afio 2016 en
el sector Epoca, provincia de Loja en las coordenadas 69°78'97"E,95°56'42.9"N. La
especie fue identificada por la PhD. Fany Tinitana, una muestra de la misma se deposit6

en el herbario de la UTPL con el nimero de voucher: HUTPL7839.

SIMBOLOGIA

PARROQUIA PUNZARA e

oca

Figura 5. Mapa del lugar recoleccién de la especie E. pachanoi.
Fuente: (GAD, n.d.).

Elaborado por: Castillo, P., 2017.

2.3. Obtencion de extractos.

Las partes aéreas de la especie recolectada fueron secadas a 37°C hasta su peso
constante en un secadero de bandejas con flujo de aire continuo, una vez seca la materia
vegetal se la tritur6 manualmente, luego de esto se la someti6 a maceracion estatica

empleando una mezcla de disolventes DCM:MeOH en una relacion 1:1.

La materia vegetal fue cubierta por completo con la mezcla de disolventes indicado, se
dej6é en reposo durante tres dias, transcurrido este tiempo se filtr6 y concentr6 al vacio
utilizando un rotaevaporador (Buchi model R-210), el procedimiento descrito se lo realizd
en tres ocasiones, se peso e etiquetd el extracto obtenido y se lo almacené a 4°C hasta su

uso.
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2.4. Particién liguido-liquido.

Del extracto obtenido en DCM:MeOH se pes6 26.0 g y se disolvieron en 400 ml de una
solucibn MeOH:H,O (1:1), se coloco la disolucion en un embudo de decantacion y se
agrego 400 ml de hexano (HEX) por tres ocasiones, una vez obtenida la fraccién miscible
en hexano se afiadié 400 ml de AcOEt y se repitio el proceso, al finalizar la separacion se
obtuvo una fraccion miscible en hexano etiquetada como: F_HEX, una miscible en AcOEt:
(F_ AcOEt), fracciones de las cuales se evaluo su actividad citotoxica, ademas se obtuvo
una fraccion etiquetada como (F_INS), la cual no fue evaluada debido a problemas de
solubilidad.

2.5. Desclorofilacion.

Para la desclorofilacion del extracto se realiz6 una elucion en silica RP18 de
aproximadamente 10 g del extracto en DCM:MeOH y 2.0 g de F_AcOEt obtenidos de la
especie E. pachanoi, la mezcla eluyente en ambos caso fue MeOH:H;O (8:2), la columna
fue empacada en una proporcién 1:20, es decir que por cada gramo de extracto se utilizé
20 g de silica. Se recolectaron eluatos de aproximadamente 200ml, para recuperar
totalmente la muestra se hizo una elucién con 100% metanol y 100% acetato de etilo, los
eluatos recolectados fueron concentrados a vacio en un rotavaporador y se realizd
cromatografia en capa fina de cada uno de ellos. Este procedimiento se lo realiz6 con el
objetivo de separar las clorofilas de los metabolitos secundarios presentes evitando asi su

interferencia en el aislamiento.

2.6. Evaluacién de actividad inhibitoria del crecimiento celular de los extractos y
fracciones obtenidas mediante ensayo de MTT
La evaluacion se realizé sobre cinco lineas celulares de cancer humano: RKO (cancer de
colon), MCF-7 (cancer de mama), D-384 (astrocitoma cerebral), PC-3 (cancer de préstata)
y HCT-116 (cancer de colon). Cada linea celular se cultivdo en medio de RPMI (GIBCO) a
37°C, humedad del 95%, en una atmosfera con un 5% de CO,. Todas estas lineas
celulares fueron expuestas por 48 horas a todos los extractos y fracciones a dosis de 50
pg/ml, determinandose el efecto inhibitorio empleando el método de MTT, siguiendo el
siguiente protocolo: en una caja multidish de 96 pocillos se sembraron 3000 células con
100 ul de medio de cultivo por pocillo, se incubd por 24 horas; se aplico tratamiento con

cada uno de los derivados disueltos en DMSO (0,5%) y medio de cultivo, también se
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aplico DMSO 0,5% como control negativo y Doxorrubicina 2 yM como control positivo, en
todos los casos se llegd a un volumen final de 200 ul en cada pocillo, cada dosis se aplicd
por triplicado en tres experimentos diferentes, se incubod por 48 horas; se afiadio 20 ul de
reactivo de MTT GIBCO (Kit cell titer 96°, Aqueos one solution reagent), se incubd por 2
horas y se realizo la lectura en el espectrofotometro (Sunrise) a una absorbancia de 490
nm; los datos obtenidos fueron analizados por medio del programa Prisma 5.0. Se evalu6
la actividad del extracto en DCM:MeOH, F_HEX y F_AcOEt

2.7. Andlisis de la actividad antihelmintica en Strongyloides venezuelensis.

Se recogioé una muestra fecal de ratas Wistar parasitadas y se realiz6 un coprocultivo con
vermiculita por 3 dias, con la finalidad de conseguir la eclosion de los huevos de
Strongyloides venezuelensis. Para el aislamiento de las larvas (L3) se aplicé el método de
Baaermann (Delgado, 1961; Olsen, Schumann, Pedersen, & Eriksen, 2003), se hizo 3
lavados con cloro (0.00028%) y se contd el nimero de larvas (al menos 5000 larvas/ml).
Luego de esto se realizé los calculos volumétricos para sembrar un volumen total de 500

Ml por pocillo, la placa fue preparada dentro de una cabina de flujo laminar.

La inmovilidad larval fue observada a las 24 horas y 48 horas de administrado el extracto
mediante microscopia. Las larvas que se encontraban en el pocillo se las expuso a la luz
durante 30 segundo y luego se cuantificé el nimero de larvas moviles e inmoviles por
pocillo. El control positive fue Ivermectina (10 pug/ml) y como control negativo se us6 agua
destilada, el extracto fue evaluado a una concentracion de 600 y 1000 pg/ml cada dosis
se aplicéd por duplicado en experimentos diferentes. Por razones de solubilidad solo se

analizd el extracto en DCM:MeOH.

2.8. Tamizaje fitoquimico cualitativo de los extractos obtenidos de la especie E.
pachanoi.
Se realiz6 un tamizaje fitoquimico cualitavo al extracto en DCM:MeOH obtenido de la
especie E. pachanoi y a la fraccién miscible en AcOEt obtenida mediante particiéon liquido-
liguido (F_AcOEt), debido a que fueron las que presentaron mayor actividad en la
inhibicién del crecimiento de células tumorales. Este procedimiento se lo realizé con el
objetivo de evidenciar en forma cualitativa la presencia de compuestos de tipo: alcaloides,
flavonoides, quinonas, saponinas, taninos, terpenoides-esteroides, hidratos de carbono y

grasas, en el extracto y fraccién analizada.
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El resultado de estas pruebas de tamizaje fitoquimico cualitativo revela presencia (+) o
ausencia (-) de algunos tipos de compuestos basados en cambios de color o precipitados
de acuerdo al ensayo realizado. El procedimiento de las pruebas aplicadas en este
tamizaje se encuentra descrita en literatura (Mandal, Mandal, & Das, 2015; Miranda &
Cuellar, 2001).

2.9. Aislamiento de metabolitos secundarios.

2.9.1.Cromatografia en columna — fraccionamiento de extractos.
Para el fraccionamiento de extractos o fracciones se empleé: silica gel 60 F254 (0.015 —
0.040mm), F60 (0,063 — 0,0200 mm) y RP18 (0,04-0,063um).

La relacion silica: extracto/fraccion en (g) fue desde 1:15 a 1:200, para la elucién se utilizd
mezclas de: hexano, acetato de etilo, diclorometano y metanol, luego de esto se realizd
cromatografia de capa fina de cada una de las fracciones obtenidas para la evaluacion de

su riqueza fitoquimica.

Estas condiciones fueron modificadas de acuerdo a lo requerido en cada caso.

2.9.2.Cromatografia en capa fina.
En la cromatografia en capa fina se utilizé placas de aluminio de silica gel fase directa e
inversa, las que fueron eluidas en diferentes disolventes y mezclas de: hexano, acetato de
etilo, diclorometano y metanol, luego se las observé bajo luz ultravioleta de onda corta

(254nm) y onda larga (365nm), se us6 como revelador &cido sulfdrico y vainillina.

2.10. Purificacion de metabolitos secundarios.
La purificacion de metabolitos secundarios se la hizo mediante técnicas como:

microcolumna, par de disolventes y cromatografia en capa fina preparativa.
2.11. Identificacién y caracterizacién de metabolitos secundarios.

De los metabolitos secundarios que se logré su aislamiento se determiné el punto de

fusion mediante el equipo Fisher Johns (Las temperaturas no fueron corregidas).
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Se realizé andlisis de RMN H y 3C a 400 MHz y 100 MHz respectivamente, en un equipo
Varian 400 MHz-Premium Schelded, se usé tetrametilsilano como referencia interna. Los
desplazamientos quimicos fueron expresados en partes por millén (ppm) y las constantes
de acoplamiento (J) se expresaron en Hertz (Hz).

Los espectros de masas fueron determinados en un cromatografo de gases (Agilent

Technologies 6890N) acoplado a espectrémetro de masas (Agilent Technologies 5973
inert) y las columnas cromatograficas: DB-5MS y HP-INNOWAX.
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3. Resultados y discusion

3.1.
En la Tabla 2 se presentan los datos que corresponden al peso y rendimiento del extracto
obtenido en DCM:MeOH.

Rendimiento de extracto y fracciones obtenidas de la especie E. pachanoi.

Tabla 2. Peso y rendimiento del extracto obtenido a partir de la especie E. pachanoi.
Estructura morfoldgica | Peso planta seca | Peso (g) | Rendimiento (%)

Partes aéreas 5.3 Kg 827.9 15.8

Fuente: Castillo, P. 2017.
Elaborado por: Castillo, P., 2017.

De la particion liquido-liquido realizada a partir del extracto en DCM:MeOH, se obtuvo tres

fracciones, el peso de las mismas se especifica en la Tabla 3.

Tabla 3. Peso de las fracciones obtenidas de la particién liquido-liquido.

Peso de extracto (g) | Codigo | Fraccion | Peso (g) | Rendimiento (%)
F_HEX HEX 2.05 7.9
26.0g F_AcOEt | AcOEt 15.8 78.9
F_INS AC 5.2 20.0

Fuente: Castillo, P., 2017.
Elaborado por: Castillo, P., 2017.

3.2. Evaluacion de actividad inhibitoria del crecimiento celular del extracto y
fracciones obtenidas analizadas mediante el ensayo de MTS.

En la Tabla 4 se presentan los datos correspondientes a la evaluacion de actividad
inhibitoria del crecimiento celular del extracto y fracciones F_Hex y F_AcOEt obtenidos de
la especie E. pachanoi, la fraccion en AcOEt (F-AcOEt), fue la que presentdé mayor
actividad con un porcentaje de inhibicion de crecimiento de 51% para la linea celular
MCF-7 y para las lineas celulares PC3 y D-384 fue del 50% y 50.5%, respectivamente. El
extracto de DCM:MeOH, (EP-DCM:MeOH) presentd el mayor porcentaje de inhibicion en
la linea celular PC3 con un 39.2%, el porcentaje de inhibicidn del extracto en HEX fue en

todos los casos menor al 23%.
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Tabla 4.Porcentaje de inhibicion del crecimiento celular del extracto y fracciones
obtenidas de la especie E.pachanoi.

) % de inhibicion + SEM
Extracto/Fraccion
MCF-7 PC3 RKO D-384 HCT-116
F HEX 23.0+06| 87+10 | 6.7+2.0 |141+1.0|13.7+28
F_AcOEt 51.0+0.7 | 50.0+0.0 | 439+0.8 | 505+1.1|15.0+0.1
EP-DCM:MeOH 30.8+1.8|39.2+0.3|31.1+06|283+32| 9.7+x1.4

HEX, Hexano. AcOEt, Acetato de etilo. MeOH Metanol. DCM Diclorometano, SEM Media del
error estandar de tres experimentos independientes. Las células control fueron consideradas
el 100% de viabilidad. MCF-7, Linea celular de cancer de glandula mamaria. PC3 Linea
celular de cancer de préstata. RKO Linea celular de cancer de colon. D-384 Linea celular de
astrocitoma cerebral. HCT-116 Linea celular de cancer de colon.

Fuente: Castillo, P., 2017.

Elaborado por: Castillo, P., 2017.

Los datos obtenidos de la evaluacion de la actividad de inhibicion del crecimiento de lineas celular
tumorales para Echinopsis pachanoi, constituyen el primer reporte de esta actividad, incluso son
ausentes los reportes en la literatura sobre la actividad de inhibicdn de crecimiento celular para
especies del género Echinopsis, si existen reportes de la actividad de la familia Cactaceae sobre
lineas celulares de cancer como por ejemplo: Opuntia humifusa presenta inhibicion en la
proliferacion de células MCF-7 de un 53% a una concentracion de 500 y 1000 mg/ml (Yoon, Hahm,
Park, & Son, 2009) y se reporta la actividad del jugo extraido de cactus de especies como: Opuntia
robusta y Opuntia leucotricha, evaluadas a una concentracién del 0,5% de jugo en el medio de
crecimiento de las células, los porcentajes de inhibicion de crecimiento que presentaron para
células de cancer de préstata (PC3) son de: 100.9% y 69.7%, para células de cancer de mama
(MCF-7) del 105.6% y 119.7%, respectivamente (Chavez-Santoscoy, Gutierrez-Uribe, & Serna-
Saldivar, 2009).

3.3. Evaluacion de actividad antihelmintica del extracto en DCM:MeOH de la especie E.
pachanoi.

En la Tabla 5 se presentan los resultados correspondientes a la actividad antihelmintica del
extracto en DCM:MeOH evaluado sobre larvas (L3) de Strongyloides venezuelensis, en donde se
observa que el porcentaje de inmovilidad que presento la especie fue de un 54.9% y 81.3% a una
concentracién de 600 y 1000 pg/ml a las 24 horas de la administracién del extracto, sin embargo, el
maés alto porcentaje de inmovilidad fue observado a las 48 horas a 1000 ug/ml con un 85.9%

mientras que a 600 ug/ml fue del 47.9%.
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Tabla 5. Porcentaje de inmovilidad de larvas L3 de Strongyloides venezuelensis.
% de inmovilidad

Especie 24 horas 48 horas
600ug/ml | 1000 pg/ml | 600 pg/ml | 1000 pg/ml
Echinopsis pachanoi | 54.9+19.2 | 81.3+5.7 | 47.9+20.1 | 859+8.7
Ivermectina (10 pg/ml) 58.0+ 6.6 442 +£8.1

Fuente: Castillo, P., 2017.
Elaborado por: Castillo, P., 2017.

También se evalu6 la Clsy para la inmovilidad de larvas (L3) de S. venezuelensis, la

misma que se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Clso para la inmovilidad de larvas (L3) de Strongyloides venezuelensis del
extracto en DCM:MeOH de la especie E. pachanoi.

. Clso pg/ml
Especie

24 hours 48 hours
Echinopsis pachanoi 538.5+2.1 595.1+1.1
Fuente: Castillo, P., 2017.

Elaborado por: Castillo, P., 2017.

Las infecciones provocadas por helmintos son de alta incidencia a nivel mundial, los
tratamientos convencionales que se basan en el uso de farmacos de origen sintético
ocasionan un sin niumero de efectos secundarios en los pacientes a los que se les
suministra esta terapia razones que han provocado la busqueda de tratamientos mas
idéneos, en donde la fuente mas propicia para la blisqueda son las plantas medicinales
(Bahmani, Zargaran, & Rafieian-Kopaei, 2014; Rafieian-kopaei, 2012). Las especies de la
familia Cactaceae presentan muy pocos reportes de la evaluacion de su actividad
antihelmintica, en la literatura se encuentran reportes de la actividad de Opuntia ficus-
indica para Haemonchus contortus y Trichostrongylus sp. (Féboli et al., 2016) y Cereus

jamacaru en nematodos tricostrongilidos (Vatta et al., 2011).

3.4. Tamizaje fitoquimico cualitativo del extracto y fracciéon obtenida de la
especie E. pachanoi.

Se realiz6 tamizaje fitoquimico del extracto en DCM:MeOH (EP-DCM:MeOH) y la fraccion

obtenida en AcOEt mediante particion liquido-liquido (F_AcOEt), debido a que fueron los

gue presentaron el mayor porcentaje de inhibicién en el crecimiento de células tumorales
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evaluadas. Los resultados del tamizaje fitoquimico cualitativo se presentan en la Tabla 7,
el ensayo de Ninhidrina que evalla la presencia de proteinas en la especie y el ensayo de
Cloruro férrico que nos indica la posible presencia de taninos y fenoles dieron resultado
negativo para las dos muestras analizadas lo que nos indica que probablemente
metabolitos secundarios de este tipo no se encuentren presentes. El extracto en
diclorometano-metanol (EP-DCM:MeOH) presenté mayor riqueza fitoquimica, mientras
gue la fraccion soluble en acetato de etilo (F_AcOEt) solo presentd resultados positivos en
tres de las nueve pruebas realizadas.

Tabla 7. Resultados del tamizaje fitoquimico cualitativo de E. pachanoi.

Grupo quimico Ensayo Resultado
poq Y EP-DCM: MeOH | F_AcOEt
Proteinas Ensayo de Ninhidrina - -
Carbohidratos Ensayo de Fehling + -
Grasas Ensayo de Sudan - +
Alcaloides Ensayo de Dragendroff ++ +++
Terpenos Ensayo de Libermann — Burchard + +
Flavonoides Ensayo de Shidona + -
Saponinas Ensayo de espuma + -
Quinonas Ensayo de Borntrager + -
Taninos-fenoles Ensayo de cloruro férrico - -

(), Ausencia. (+), Presencia. (++) turbidez definida. (+++) precipitado coposo.
Fuente: Castillo, P., 2017.
Elaborado por: Castillo, P., 2017.

Los resultados del tamizaje fitoquimico nos permite inferir una significativa presencia de
compuestos de tipo alcaloide y terpeno en el extracto y fraccién analizada. Los alcaloides
son compuestos que presentan nitrdgeno en su estructura son considerados de los
metabolitos secundarios mas activos e importantes presentes en las especies vegetales,
esto debido a los variados efectos que han presentado sobre humanos y animales,
ademas este grupo de metabolitos han contribuido con gran significancia al
descubrimiento de farmacos para enfermedades como el cancer y otros ejemplos de esto
son: camptotecina y vinblastina farmacos citotoxicos de amplio espectro y vincristina
farmaco utilizado para el tratamiento de leucemia aguda (Yehya et al., 2017). En la
literatura se encuentran reportes de alcaloides naturales como: episiopiloturina, pilosina,
macaubina con actividad in vitro en Schistosoma mansoni, ademas de reportarse la
potencial actividad antihelmintica de fracciones alcaloideas de especies como: Crinum

macowanii, Gunnera perpensa, Afzelia africana, entre otras, tambien se reportan la accion
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de alcaloides como la: solamargina, berberina, veranigrina, reserpina y triptrantina sobre
lineas de cancer humano como MCF-7, HCT-116 entre otras lineas (Fomum & Nsabhlai,
2017; Jiang et al., 2016; Joshi, Vishwakarma, & Bharate, 2017; Malang, Nafarnda, &
Obeta, 2012; Rocha et al., 2017). Los terpenos son un grupo de metabolitos secundarios
que presentan varios tipos como: monoterpenoides, sesquiterpenoides, diterpenoides,
triterpenoides y tetraterpenoides se encuentran reportes de su actividad sobre cancer y
actividad parasitaria (Cho et al., 2017; Gonzélez, Torres-Mendoza, Jones, & Fernandez,
2015; Kudryavtseva et al., 2016; Mafud et al., 2016; Silva et al., 2017; Yehya et al., 2017).
En base a esta informacion se puede mencionar que la presencia de este tipo de
compuestos podrian encontrarse relacionada a la actividad que present6 el extracto (EP-
DCM:MeOH) y la fraccién (F_AcOEt) analizadas en el presente trabajo de investigacion.

3.5. Cromatografia en columna de la fraccion en AcOEt.

La fraccion miscible en AcOEt (F_AcOEt) obtenida mediante particion liquido-liquido y que
fue la méas activa en las pruebas de citotoxicidad en las lineas celulares de céncer
humano evaluadas fue cromatografiada mediante columna abierta empleando una
relaciéon 1:200/Extracto:Silice, se utiliz6 13 gr de F_AcOEt, la mezcla eluyente fue:
HEX:CH.Cl;:MeOH (3.5:1.5:0.1). Se obtuvieron 175 separaciones las cuales fueron
unidas mediante similitud en su perfil cromatografico evaluado mediante CCF, los datos

correspondientes a la union realizada se los presenta en la Tabla 8.

Tabla 8. Fracciones obtenidas mediante cromatografia en columna de la fraccién en

AcOEt.

Cédigo NUumero de separaciones Peso (mg) Aspecto fisico
F_AcOEt_1 1-12 27.3 Solido blanquecino
F_AcOEt 2 13-24 11.7 Solido blanquecino
F_AcOEt_3 25-36 6.9 Solido blanquecino
F _AcOEt 4 37 - 60 9.5 Solido blanquecino
F_AcOEt_5 61-72 134 Liguido transparente
F_AcOEt_6 73-77 11.3 Liguido transparente
F_AcOEt_7 78 -84 215 Liguido transparente
F_AcOEt_8 85-96 54.1 Liguido transparente

27



F_AcOEt 9 97 - 108 31.3 Solido amarillento
F_AcOEt_10 109 2.7 Solido amarillento
F_AcOEt_11 110- 120 311 Sélido amarillento
F_AcOEt_12 121 - 132 33.9 Sélido amarillento
F_AcOEt_13 133 - 144 46.9 Sélido amarillento
F_AcOEt_14 145 - 155 49.4 Solido amarillento
F_AcOEt_15 156 4.4 Solido amarillento
F_AcOEt_16 157 — 159 13.7 Solido amarillento
F_AcOEt_17 160 - 166 429 Sélido amarillento
F_AcOEt_18 167 5.5 Solido amarillento
F_AcOEt_19 168 5.7 Solido amarillento
F_AcOEt_20 169 - 173 27.4 Semi-soélido amarillento
F_AcOEt_21 174 27.4 Solido amarillento
F_AcOEt_22 175 3570 Solido verdoso

Fuente: Castillo, P., 2017.
Elaborado por: Castillo, P., 2017.

3.5.1.Cromatografia en capa fina preparativa de la fraccion F_AcOEt_20
Luego de analizar el perfil cromatografico de las fracciones obtenidas, la fraccién
F_AcOEt_20 present6 un buen perfil cromatografico evidenciado dos machas definidas,
posibles compuestos, en CCF, por lo que se decidio realizar cromatografia en capa fina
preparativa de donde se obtuvo 1.4 mg de un liquido transparente, denominado:
Compuesto 1, este presentd un Rf de 0.4, soluble en CH.Cl,, el sistema de elucién fue
HEX:CHCIls:Ac. Férmico (70:30:1). Se realizé6 CCF (Figura 6) en diferentes polaridades

observandose en todos los casos una sola mancha.
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£ 20 1A
Figura 6. Cromatografia en capa fina
del compuesto 1.

Polaridad de elucién: Hex:DCM (1:1)
Fuente: Castillo, P., 2017.

Elaborado por: Castillo, P., 2017.

andlisis mediante CG/EM el perfil obtenido del compuesto 1 mostré un tiempo de
retencién mayoritario de 25.03 min con porcentaje de area de 83.48%. En anexos ver
espectro: N°1 Espectro de cromatografia de gases, en el espectro de masas el compuesto
1 presento un i6n de 292 m/z (en Anexos ver espectro N°2) que concuerda con la masa
molecular del éster metilico del acido linolénico (1) (ver Figura 7) de formula CigH2202 y

cuyo peso molecular es de 292.46 g/mol.

La identificacion se la realiz6 mediante comparacion con la base de datos Wiley 7n.l. del
equipo de CG/EM, y la comparacion de los patrones de fragmentacion de masas con los
reportados previamente en la literatura (Karim & M, 2017; NIST Standard Reference Data,
2014; Yamuna, Abirami, Vijayashalini, & Sharmila, 2017). El acido linoleico posee efectos
como: antiinflamatorio, anticancerigeno, nematicida, insecticida entre otros (Ajayi,
Olagunju, Ademuyiwa, & Martins, 2011; Yamuna et al., 2017) este constituye el primer
reporte de su presencia en la especie Echinopsis pachanoi, puesto que no existe en la
literatura ningln reporte para la especie, ni tampoco para la familia Cactaceae, pero se
reporta su presencia en especies como: Cassia italica (Sermakkani & Thangapandian,
2012), Coscinium fenestratum (lrulandi, Geetha, Tamilselvan, & Mehalingam, 2016) y
Randia spinosa (K & N, 2016).
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Figura 7. Estructura del compuesto identificado como: Ester
metilico del &cido linolénico (1).

Fuente: Castillo, P., 2017.

Elaborado por: Castillo, P., 2017.

3.6. Desclorofilacion de fraccién obtenida mediante particion liquido-liquido en
AcOEt (F_AcOEt).
Debido a la interferencia de las clorofilas para el aislamiento de metabolitos secundarios
mediante CC de la fraccion en AcOEt (F_AcOEt), se decidié desclorofilar la fraccion,
esperando obtener mejores resultados. Para ello se eluy6 en silica fase inversa (RP18),
2.0 g de la fraccibn F_AcOEt en una proporcién de empacado 1:20/Fraccién:Silice, la
eluciéon se la hizo en una mezcla MeOH:H.O (8:2), los eluatos recolectados se los
concentré mediante rotaevaporacion. En la Tabla 9 se presenta datos correspondientes a

la desclorofilacién de la fraccién F_AcOEt.

Tabla 9. Fracciones obtenidas de la desclorofilacion de la
fraccion en ACEOt (F_AcOEt) obtenida mediante particion
liquido-liquido de la especie Echinopsis pachanoi.

Cdédigo NUmero de separaciones Peso (g)
D1_AcOEt_1 1 0.2
D1_AcOEt 2 2-3 1.4
D1 _AcOEt 3 4-5 0.1




D1_AcOEt 4 6 0.02

D1_AcOEt 5 7-10 0.09

D1_AcOEt 6 11-15 0.8

Fuente: Castillo, P., 2017.
Elaborado por: Castillo, P., 2017.

Se realizé6 CCF en silica de fase directa e inversa de las fracciones recolectadas de la
desclorofilacion de la fraccion F_AcOEt para evaluar el perfil cromatografico de las

mismas (ver Figura 8).

Figura 8. Cromatografia en capa fina de las
fracciones obtenidas de la desclorofilacion del
extracto en AcOEt. (A) CCF, fase directa bajo luz
UV de 254 nm, (B) CCF, fase directa bajo luz UV
de 365 nm. Polaridad de elucion de CCF fase
directa: DCM:MeOH (9:1). (C) CCF, fase inversa
bajo luz UV de 254 nm, (D) CCF, fase inversa bajo
luz UV de 365 nm. Polaridad de elucion de CCF

fase inversa: MeOH:H20 (7:3)
Fuente: Castillo, P., 2017.
Elaborado por: Castillo, P., 2017
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3.6.1.Cromatografia en columna de la fraccién D1_AcOEt_2
En base a la CCF realizada de las fracciones obtenidas en la desclorofilacién de la
fraccion F_AcOEt, y al peso mayoritario que presento la fraccion D1_AcOEt_2 (0.81g) se
decidié su elucion mediante cromatografia en columna con silice en fase directa, en una
relacion de empacado de 1:100/Fraccion:Silice, las polaridades de elucién fueron
proporciones de DCM:MeOH 9.5:0.5, a 5:5, se recolect6 un total de 216 separaciones, las
qgue fueron posteriormente unidas mediante la similitud de perfil cromatogréfico que

presentaron en CCF (ver Tabla 10).

Tabla 10. Fracciones obtenidas en la cromatografia en columna la fraccion D1_AcOEt 2.

Caodigo Numero de separaciones | Peso (mg) | Aspecto fisico
D1 _AcOEt 2 1 1-18 8.6 Solido café claro
D1 _AcOEt 2 2 19 -28 4.3 Sélido café claro
D1 _AcOEt 2 3 29 .52 6.5 Sélido café claro
D1_AcOEt_2_4 53-59 4.3 Solido café claro
D1 _AcOEt 2 5 60 - 78 57 Sélido café claro
D1_AcOEt 2 6 79 -80 3.2 Sélido café claro
D1 _AcOEt 2_7 81-82 8.6 Sélido marrén
D1 _AcOEt 2 8 83-111 79.9 Sélido marrén
D1 _AcOEt 2 9 112 - 125 8.2 Sélido marrén
D1_AcOEt 2 10 126 - 130 12.8 Sélido marrén
D1 _AcOEt 2_11 131 6.4 Sélido marrén
D1 _AcOEt 2 12 132 -136 9.7 Solido marrén
D1_AcOEt 2 13 137 — 153 20.0 Sélido marrén
D1 _AcOEt 2 14 154 — 162 18.5 Sélido marrén
D1 _AcOEt_2_15 163 — 168 10.1 Sélido marrén
D1 _AcOEt 2 16 169 — 192 31.8 Sélido marrén
D1 _AcOEt 2 17 193 — 197 141 Sélido marrén
D1 _AcOEt 2 18 198 — 201 14.0 Sélido marrén
D1 _AcOEt_2_19 202 — 204 13.3 Sélido marrén
D1 _AcOEt 2 20 205 10.0 Sélido marrén
D1 _AcOEt 2 21 206 12.7 Sélido marrén
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D1 AcOEt 2 22 207 - 209 52.0 Soélido marrén
D1_AcOEt 2 23 210 26.9 Sélido marrén
D1_AcOEt 2 24 211 25.3 Sélido marrén
D1_AcOEt_2_25 212 227 Solido marrén
D1 _AcOEt_2_26 213 -216 82.3 Sélido marrén

Fuente: Castillo, P., 2017.
Elaborado por: Castillo, P., 2017.

3.7. Desclorofilacion del extracto obtenido en DCM:MeOH.

Debido a que el extracto en DCM:MeOH, present6 actividad en la inhibicion del
crecimiento de células tumorales y sobre la movilidad de larvas L3 de S. venezuelensis, y
en previa evaluacion mediante CCF mostr6 presencia de clorofilas se decidié su
desclorofilacién, para que permita facilitar el aislamiento de sus componentes mayoritarios

y posterior elucion mediante CC.

La desclorofilacion del extracto en DCM:MeOH se realizé por tres ocasiones con la
finalidad de obtener una Optima cantidad para su evaluacion mediante técnicas
cromatogréficas, en todos los casos se usO una proporcibn de empacado
1:20/Extracto;Silice RP18, la elucion se la hizo en una mezcla MeOH:H,O (8:2), los
eluatos recolectados se los concentr6 mediante rotaevaporacion. En la Tabla 11 se

presenta los datos correspondientes a las tres desclorofilaciones realizadas al extracto.

Tabla 11. Fracciones obtenidas en cada desclorofilacion del extracto en DCM:MeOH de la
especie E. pachanoi.
Numero de desclorofilacion Peso extracto (g) Numero de fraccién Peso (g)

1.99
1.62

0.38
0.2
0.04

0.07
0.03
0.08
0.01
0.05
0.2
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12 0.29
13 0.2
1 0.77
2 2.33
3 0.94
4 0.21
5 0.14
6 0.09
Segunda 6.06 7 0.03
8 0.03
9 0.07
10 0.06
11 0.06
12 0.02
13 0.03
1 2.75
2 3.57
3 0.39
4 0.38
4* 0.31
5 0.14
6 0.07
Tercera 10.09 7 0.03
8 0.06
9 0.05
10 0.38
11 0.19
12 0.18
13 0.04
14 0.04

Fuente: Castillo, P., 2017.
Elaborado por: Castillo, P., 2017.

Se realiz6 cromatografia en capa fina de todas las fracciones obtenidas en cada
desclorofilacion, para evaluar su similitud en el perfil cromatografico y riqueza fitoquimica

(ver Figura 9).
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Figura 9. Cromatografia en capa fina de las fracciones
desclorofiladas del extracto en DCM:MeOH de E. pachanoi
reveladas con una soluciéon de acido sulfurico y vainillina. (A)
Polaridad de elucion: AcOEt:MeOH:H20 (77:13:10), (B) Polaridad
de elucion MeOH:H20 (1:1)

Fuente: Castillo, P., 2017.

Elaborado por: Castillo, P., 2017

En base a la similitud presentada en CCF de las fracciones analizadas se realizé su

unién, en la Tabla 12. se muestra el detalle de las fracciones reunidas.

Tabla 12. Unién de fracciones desclorofiladas del extracto en DCM:MeOH obtenido de la especie
E. pachanoi.

Cdédigo Descripcién P(ZS)O Aspecto fisico
F(1)EP ::;r;rlmiﬁztzga;raccién de todas las desclorofilaciones 55 Sélido café
F(2)EP | Fracciones 2 a 4 de la primera desclorofilacion. 4.3 Solido café
F(3)EP | Fraccién 2 de la segunda desclorofilacion. 2.3 Solido café
F(4)EP | Fraccién 2 de la tercera desclorofilacion. 3.6 Solido café
F(5)EP | Fraccién 3 de la segunda desclorofilacion. 0.9 Solido café
el e T L IR [
F(7)EP | Fracciones de la 5 a 8 de la primera desclorofilacion. 0.2 Solido café
F(8)EP | Fracciones 5 a 8 de la tercera desclorofilacion. 0.3 Solido café
F(9)EP | Fracciones 7 y 8 de la segunda desclorofilacion. 0.05 Solido café
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F(10)EP | Fraccion 9 de la primera y tercera desclorofilacion. 0.06 Sélido café
F(11)EP | Fraccion 9 de la segunda desclorofilacién. 0.07 Sdlido café
F(12)EP | Fracciones 10 y 11 de todas las desclorofilaciones. 0.9 Sdlido café
. . S Semisolido verde
F(13)EP | Fraccion 12 de la primera y segunda desclorofilacion. 0.3 ISOIAOV
obscuro
. S Semisolido verde
F(14)EP | Fraccion 12 de la tercera desclorofilacion. 0.2
obscuro
F(15)EP Correspolnde” a la fraccion 13 de la primera 0.2 Semisolido verde
desclorofilacién. obscuro
F(16)EP Correspolnde” a la fraccibn 13 de la segunda 0.03 Semisolido verde
desclorofilacién. obscuro
F(17)EP Correspohdg, a la fraccion 13 de la tercera 0.04 Semisélido verde
desclorofilacion. obscuro
F(18)EP Correspo.nde” a la fraccion 14 de la tercera 0.04 Semisélido verde
desclorofilacién. obscuro

Fuente: Castillo, P., 2017.
Elaborado por: Castillo, P., 2017.

Luego de la union de las fracciones desclorofiladas se decidié trabajar con las fracciones:
F(2EP, F(3)EP, F(6)EP, F(7)EP, F(13)EP y F(14)EP, debido a que en previo analisis
mediante CCF de silice inversa RP18, silice directa, y evaluado el fraccionamiento en
diferentes polaridades, presentaron un buen fraccionamiento que hizo suponer la

posibilidad del aislamiento de alguno de sus componentes mayoritario.

3.7.1.Cromatografia en columna de la fraccién F(2)EP.
A partir de la fraccion F(2)EP obtenida de la desclorofilacion del extracto en DCM:MeOH,
con un peso de 2.8 g se decidi6 su elucion mediante CC con silice en fase directa, con
una relacion de empacado de 1:35/Fraccion:Silice, como polaridades de elucion se usé un
gradiente de disolventes: HEX (100%), mezclas de HEX:AcOEt en proporciones 9:1 a 1.9,
AcOEt (100%), AcOEt:MeOH (9:1 a 1:9) y MeOH (100%). Se obtuvieron un total de 301
separaciones, de las cuales se realiz6 cromatografia en capa fina para evaluar la riqueza
fitoquimica y la similitud del perfil cromatografico, se unié las separacones de similar perfil

cromatogréfico (ver Tabla 13).
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Tabla 13. Fracciones obtenidas en la cromatografia en columna de la fraccién
F(2)EP.

Cadigo NUmero de separaciones Peso (mg) Aspecto fisico
F(2)EP_1 1-27 23.1 Sélido café claro
F(2)EP_2 28 - 30 8.6 Sélido café claro
F(2)EP_3 31-43 28.3 Sélido café claro
F(2)EP_4 44 - 49 19.8 Sélido café claro
F(2)EP_5 50 - 63 40.4 Sélido café claro
F(2)EP_6 64 - 68 15.9 Solido café claro
F(2)EP_7 69 - 71 16.5 Solido café claro
F(2)EP_8 72-75 9.4 Solido café claro
F(2)EP_9 76 - 86 15.8 Solido café claro
F(2)EP_10 87-92 30.9 Semisélido marréon
F(2)EP_11 93-98 24.6 Solido café claro
F(2)EP_12 99 - 127 53.2 Solido café claro
F(2)EP_13 128 - 165 70.6 Solido café claro
F(2)EP_14 166 - 172 23.0 Solido café claro
F(2)EP_15 173 - 203 95.2 Solido café claro
F(2)EP_16 204 - 247 75.6 Solido café claro
F(2)EP_17 248 - 277 80.8 Solido café claro
F(2)EP_18 278 - 280 38.0 Solido café claro
F(2)EP_19 281 - 292 54.1 Solido café claro
F(2)EP_20 293 28.9 Solido café claro
F(2)EP_21 294 - 300 43.3 Semisélido marrén
F(2)EP_22 301 105.8 Semisélido marrén

Fuente: Castillo, P., 2017.
Elaborado por: Castillo, P., 2017.
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3.7.2.Cromatografia en columna de la fraccién F(3)EP.

La fraccién F(3)EP obtenida de la desclorofilacién del extracto en DCM:MeOH de la
especie E. pachanoi, con un peso de 710.4 mg fue eluida mediante cromatografia en
columna con silice en fase inversa, con una relacibn de empacado de
1:70/Fraccion:Silice, como polaridad de elucion se us6: MeOH:H,O en proprocion (1:1).
Se obtuvieron un total de 174 separaciones, de las cuales se realiz6 cromatografia en
capa fina para unir aquellas fracciones que presentaran perfil cromatogréfico similar. En la
Tabla 14 se presenta datos correspondientes a las fracciones obtenidas de la fraccién
F(3)EP.

Tabla 14. Fracciones obtenidas en la cromatografia en columna de la fraccion F(3)EP.

Cédigo Nimero de separaciones Peso (mg) Aspecto fisico
F(3)EP_1 1-14 25.7 Sdlido café claro
F(3)EP_2 15- 36 126.6 Solido café claro
F(3)EP_3 37-79 183.9 Sdlido blanquecino
F(3)EP_4 80-93 28.9 Solido café claro
F(3)EP_5 94 -101 22.1 Sdlido café claro
F(3)EP_6 102 - 134 72.6 Solido café claro
F(3)EP_7 135- 169 39.3 Sélido café claro
F(3)EP_8 170-174 4.8 Solido marrén
F(3)EP_9 175 284 Sélido marrén

Fuente: Castillo, P., 2017.
Elaborado por: Castillo, P., 2017.

3.7.2.1. Cromatografia en columna de la fraccion F(3)EP_3.
De las fracciones obtenidas en la eluciébn en columna cromatografica de la fraccion

F(3)EP la fraccion F(3)EP_3 con un peso de 176 mg, presentd en CCF el fraccionamiento
de cuatro manchas, posibles compuestos, por lo que se decidid eluirla mediante
cromatografia en columna con silice en fase directa, en una relacion de empacado de
1:200/Fraccion:Silice, y utilizar como mezcla eluyente CHClz:MeOH:H20:Ac. Férmico

(80:25:4:1). Se obtuvieron 410 separaciones de las cuales se realizé CCF (ver Figura 10).
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Figura 10.Cromatografia en capa fina en
silice de fase directa de las fracciones
obtenidas en la elucién cromatografica de
la fraccion F(3)EP_3. (A) CCF bajo luz de
254nm, (B) CCF bajo luz de 365nm, (C)
CCF revelado con una solucion de éacido
sulfdrico y vainillina. Polaridad de elucion:
AcOEt:MeOH:H:20 (77:13:10)

Fuente: Castillo, P., 2017.

Elaborado por: Castillo, P., 2017.

En base a la similitud en el perfil cromatografico presentado por las separaciones
analizadas se decidié unirlas, en la Tabla 15 se presentan los datos correspondientes a

las fracciones unidas.
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Tabla 15. Fracciones obtenidas mediante cromatografia en columna de la
fraccion F(3)EP_3.

Cédigo Nimero de separaciones | Peso (mg) | Aspecto fisico
F(3)EP_3 _1 1-20 0.8 Sélido cristalino
F(3)EP_3 2 21-30 1.3 Solido cristalino
F(3)EP_3 _3 31-33 0.9 Solido cristalino
F(3)EP_3 _4 34-41 0.4 Solido café claro
F(3)EP_3 _5 42 -61 1.6 Solido café claro
F(3)EP_3 _6 62 - 65 0.7 Solido café claro
F(3)EP_3 _7 66 - 137 0.8 Sdlido cristalino
F(3)EP_3 _8 138 - 185 94.3 Salido cristalino
F(3)EP_3 _9 186 - 217 235 Soélido cristalino
F(3)EP_3 _10 218 - 247 12.5 Soélido cristalino
F(3)EP_3_11 248 - 341 24.5 Salido cristalino
F(3)EP_3_12 342 - 410 27.1 Solido café claro

Fuente: Castillo, P., 2017.
Elaborado por: Castillo, P., 2017.

3.7.2.1.1. Cromatografia en capa fina preparativa de la fracciéon
F(3)EP_3 _8.

En cromatografia en capa fina de la fraccion F(3)EP_3_8, obtenida de la eluciéon en CC de
la fraccion F(3)EP_3, se observo la presencia de dos Unicas manchas, por lo que se
realiz6 cromatografia en capa fina preparativa para su aislamiento, el sistema de elucion
fue CHCIl3:MeOH:H.0:Ac. Formico (65:25:4:1), obteniéndose 15 mg de un polvo
blanquecino (Compuesto 2), del que se realiz6 CCF en donde se pudo observar una sola
mancha que presentd un RF de 0.28 (ver Figura 11), punto de fusion de 210 - 212°Cy
solubilidad en MeOH,
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Figura 11. Cromatografia en capa
fina del compuesto 2, revelada
con wuna solucibn de &cido
sulfurico y vainillina. Polaridad de
elucién: CHCI3:MeOH:H20:Ac.
Férmico (65:25:4:1)

Fuente: Castillo, P., 2017.

Elaborado por: Castillo, P., 2017.

3.7.3.Cromatografia en columna de la fraccion F(6)EP
La fracciéon F(6)EP obtenida de la desclorofilacion del extracto en DCM:MeOH, presentd
un peso de 1.52 g fue eluida mediante cromatografia en columna con silice en fase
inversa, en una relacién de empacado de 1:200/Fraccién:Silice, las polaridades de elucion
fueron mezclas de MeOH:H,O en proporciones 4:6, 5.5, 6:4 y 8:2. Se obtuvo un total de
164 separaciones las que fueron unidas en base a la similitud del perfil cromatogréfico

evaluado mediante CCF, en la Tabla 16 se muestran los datos de las fracciones unidas.

Tabla 16. Fracciones obtenidas en la cromatografia en columna de F(6)EP.

Caédigo Nimero de separaciones Peso (mg) Aspecto fisico
F(6)EP_1 1 10.1 Sélido café claro
F(6)EP_2 2-42 919.0 Solido café claro
F(6)EP_3 43 -92 211.2 Sdlido café claro
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F(6)EP_4 93-108 74.3 Solido café claro
F(6)EP_5 109 - 122 53.6 Solido café claro
F(6)EP_6 123 - 138 56.2 Sélido marrén
F(6)EP_7 139 - 147 50.4 Solido marrén
F(6)EP_8 148 - 157 19.3 Sélido marrén
F(6)EP_9 158 - 164 7.1 Sélido marrén

Fuente: Castillo, P., 2017.
Elaborado por: Castillo, P., 2017.

3.7.4.Cromatografia en columna de la fraccién F(7)EP
La fraccion F(7)EP que fue obtenida de la desclorofilacion del extracto en DCM:MeOH,
presentd un peso de 0,22 g, se realiz6 cromatografia en columna con silice en fase
inversa, en una relacion de empacado de 1:200/Fraccién:Silice, la elucion se la realizé
con mezclas de MeOH:H,O en proporciones 4:6 y 5.5, de la elucion en CC fueron
obtenidas un total de 63 separaciones las que fueron unidas en base a la similitud del

perfil cromatogréfico evaluado mediante CCF (ver Tabla 17).

Tabla 17. Fracciones obtenidas en la cromatografia en columna de F(7)EP.

Caodigo Numero de separaciones Peso (mg) Aspecto fisico
F(7)EP_1 1-4 42.9 Sélido marrén
F(7)EP_2 5-19 120.1 Solido marrén
F(7)EP_3 20 - 30 15.1 Solido marrén
F(7)EP_4 31-39 25.2 Solido marrén
F(7)EP_5 40 - 63 10.6 Solido marrén

Fuente: Castillo, P., 2017.
Elaborado por: Castillo, P., 2017.

3.7.5.Cromatografia en capa fina de la fraccion F(13)EP.
La fraccion F(13)EP obtenida de la desclorofilacion del extracto en DCM:MeOH, fue
purificada mediante lavados con disolventes de diferente polaridad obteniéndose cuatro

fracciones (ver Tabla 18).
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Tabla 18. Fracciones obtenidas de la fraccion F(13)EP.

Cdédigo Numero de fraccién | Peso (mg) | Solubilidad Aspecto fisico
F(13)EP_DCM 1 4 mg MeOH Polvo blanquecino
F(13)EP_CHCIs 2 8 mg Benceno Polvo blanquecino
F(13)EP_MeOH 3 2mg Benceno Polvo blanquecino

F(13)EP_Piridina 4 3mg Piridina Polvo amarillento

Fuente: Castillo, P., 2017.
Elaborado por: Castillo, P., 2017.

La cromatografia en capa fina de: F(13)EP_DCM (Figura 12), F(13)EP_MeOH vy
F(13)EP_Piridina present6 una sola mancha, por lo que podria tratarse de la presencia de

un solo compuesto, sin embargo debido a la poca cantidad obtenida de estas fracciones y

el no disponer de benceno y piridina deuterados no permitié su identificacion.

)

i

- ¥

capa fina

F(13)EP_DCM

Figura 12. Cromatografia en

de la fraccién

revelada

con

una solucién de acido sulfarico

y vainillina..
elucién: DCM:MeOH (9:1).

Polaridad

Fuente: Castillo, P., 2017.
Elaborado por: Castillo, P., 2017
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3.7.6.Cromatografia en capafina de la fraccion F(14)EP.
Mediante purificacion con diferentes solventes de la fraccion F(14)EP obtenida de la
desclorofilacion del extracto en DCM:MeOH, fue posible obtener 5 mg de un polvo
blanquecino, el cual en cromatografia en capa fina se observé como una sola mancha, sin
embargo en el andlisis mediante EM/CG se obtuvo diferentes tiempos de retencién, lo que
indica que la mancha observada en CCF no corresponde a la presencia de un solo

compuesto.

Figura 13. Cromatografia en capa
fina de la fraccion F(14)EP_MeOH
observada bajo luz UV de 354 nm.
Polaridad de elucién: HEX (100 %)
Fuente: Castillo, P., 2017.

Elaborado por: Castillo, P., 2017.

Para el aislamiento de compuestos presentes en el extracto y fracciones obtenidas de la
especie Echinopsis pachanoi, se emplearon técnicas cromatograficas convencionales
como cromatografia en columna y cromatografia en capa fina. La cromatografia en
columna se la aplica con la finalidad de aislar y purificar alguno de los componentes
presentes, la separacion mediante esta técnica se supone es mucho mas completa que la
obtenida mediante otras técnicas como la recristalizacién, sin embargo presenta
desventajas como: una lenta separacion, adsorcion irreversible de los solutos,

incompatibilidad granulométrica por la presencia de pequefas particulas ademas de ser
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un método altamente empirico, que con frecuencia para establecer condiciones eficientes
de aislamiento requiere de la aplicacion de varios ensayos previos, ademas de no ser
adecuado para la purificacion de cantidades significativas de un compuesto debido a que
las columnas de tamafo razonable solamente permite el aislamiento de pequefias
cantidades, que muchas veces resulta insuficiente para la identificacion y caracterizacion
del compuesto aislado, en general, estas técnicas no presentan una alta selectividad y
especificidad para el aislamiento de compuestos presentes en pocas cantidades, por lo
general ayudan en la obtencién de aquellos componentes mayoritarios presentes en las
muestras analizadas (Ault, 1998; Fetterwolf, 2009; Hostettmann, Hostettmann, & Marston,
2013; Smart & Clark, 2007), razén por la que en la presente investigacion no se obtuvo el
aislamiento de mas componentes presentes en el extracto y fracciones analizadas, sin
embargo, se podria obtener un aislamiento mas eficiente empleado técnicas de mayor
selectividad y eficiente aislamiento como: equipo de cromatografia FLASH, cromatografia
liguida de alta eficiencia (HPLC) entre otras, que representan una alternativa a técnicas

convencionales de cromatografia como la cromatografia en columna abierta.
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CONCLUSIONES

De la especie Echinopsis pachanoi se obtuvo un extracto en DCM:MeOH con rendimiento
del 15.77% y mediante particion liquido-liquido se obtuvieron 3 fracciones una miscible en
hexano (F_HEX) con un rendimiento del 7.9%, una miscible en acetato de etilo (F_AcOEt)
con rendimiento de 78.9% y una fraccién insoluble (F_INS) con rendimiento del 20%.

La fraccion miscible en acetato de etilo (F_AcOEt), obtenida mediante particion liquido-
liquido del extracto en DCM:MeOH de la especie Echinopsis pachanoi, presentd una
mayor actividad citotéxica con un porcentaje de inhibicion del crecimiento celular del
51.0%, 50.0%, 43.9% y 50.5% para las lineas celulares evaluadas: MCF-7, PC3, RKO y

D-384, respectivamente.

A partir de la fraccién miscible en acetato de etilo (F_AcOEt) se obtuvo un compuesto
identificado como Ester metilico del acido linolénico (1), la presencia de este compuesto

en la especie constituye en el primer reporte para la especie Echinopsis pachanoi.

El extracto obtenido en DCM:MeOH presentd actividad en la motilidad larval a las dosis
evaluadas de 600 y 1000 upg/ml, a 24 y 48 horas de administrado el extracto, los
porcentajes de inmovilidad de larvas L3 de Srongyloides venezuelensis fueron del 54.9 y
81.3% a 24 horas y de 47.9 y 85.9% a las 48 horas.

El extracto obtenido en DCM:MeOH a partir de la especie E. pachanoi, presentd tanto
actividad sobre la inhibicién del crecimiento de células de céncer de préstata, como
actividad en la motilidad de larvas L3 de S. venezuelensis, esto podria deberse a la
presencia de compuestos de tipo alcaloide, presentes en este extracto de acuerdo a los

resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico.
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RECOMENDACIONES

Persistir con el estudio de otras especies de plantas nativas del pais, para contribuir a la

validacién del uso ancestral que estas presenten.

Recurrir a técnicas cromatogréficas que posean una mayor selectividad de analisis como,
por ejemplo: cromatografia flash, HPLC preparativa, entre otras, de manera que estas
permitan una separacion mas eficiente de los componentes presentes en el extracto y
fracciones obtenidas de la especie, con la finalidad de obtener compuestos de mayor
interés que puedan ser la razoén de la actividad citotéxica y antihelmintica que ha
presentado la especie.

Realizar estudios para conocer el mecanismo de accion de los extractos y fracciones que

muestran las dos actividades evaluadas en la presente investigacion: antitumoral y

antihelmintica.
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Espectro N° 1. Espectro de cromatografias de gases correspondiente al compuesto identificado
como Ester metilico del &cido linolénico (1) (C19H320;) compuesto aislado de la fraccion miscible en
acetato de etilo obtenida mediante particion liquido-liquido a partir del extracto en DCM:MeOH de
la especie Echinopsis pachanoi, se muestra un tiempo de retencién de 25.03 min.
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Espectro N° 2. Espectro de espectofotometria de masas correspondiente al compuesto
identificado como Ester metilico del acido linolénico (1) (C1sH320,) compuesto aislado de la fraccion
miscible en acetato de etilo obtenida mediante particion liquido-liquido a partir del extracto en

DCM:MeOH de la especie Echinopsis pachanoi, se muestra un ion de 292 m/z.
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