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RESUMEN

A partir de las hojas de Hedyosmum racemosum recolectada en Zamora Chinchipe,
se identificé y caracteriz6 mediante técnicas espectroscopicas RMN y CG-EM vy la
comparacion con datos reportados en literatura. Se aisl6 un total de 5 compuestos
conocidos como escualeno, escopoletina, una mezcla de cicloartenol con &cido
linolénico y bolivianine. La actividad antimicrobiana se determin6 mediante
concentracion minima inhibitoria (CMI). Los extractos de hexano, acetato de etilo y
metanol fueron inactivos contra las bacterias utilizadas en el ensayo. La actividad
hipoglucemiante de los extractos se evalué por la capacidad inhibitoria en a-
glucosidasa. Los extractos de Hexano y Metanol presentan una actividad inhibitoria
media con un valor de I1Cs de 154,97 ug/mL y 170,16 pg/mL respectivamente,
mientras que el extracto de Acetato de etilo presenta una actividad baja con un valor
de ICsode 424,44 pg/mL.

Palabras claves: Hedyosmum racemosum, escualeno, escopoletina, cicloartenol,

acido linolénico, bolivianine, a-glucosidasa.



ABSTRACT

The leaves of Hedyosmum racemosum were collected in Zamora Chinchipe province
and its chemical composition was determined by of NMR, GC-MS and these data was
compared with the reported literature. Phytochemical investigation allowed the isolation
and characterization of five known compounds: squalene, scopoletin, a mixture of
linolenic acid with cycloartenol and bolivianine. The antimicrobial activity was
determined by minimum inhibitory concentration (MIC), the extracts in hexane, ethyl
acetate and methanol were inactive against the tested bacteria strains. The
hypoglycemic activity of the extracts was also evaluated by the inhibitory capacity in a-
glucosidase, the extracts in hexane and methanol were active with an IC50 average of
154.97 mg / mL and 170.16 mg / mL, respectively, while the ethyl acetate extract
showed low activity with an IC50 of 424.44 ug / mL.

Keywords: Hedyosmum racemosum, squalene, scopoletin, linolenic acid, cycloartenol,
bolivianine, a-glucosidase.



INTRODUCCION

Actualmente la medicina tradicional es un recurso fundamental para la salud humana.
Las plantas y arboles empleados son la base para el desarrollo de la medicina

moderna (Montes, Wilkomirsky, & Valenzuela, 2015).

Las plantas contienen elementos activos que las protegen de los insectos, mohos y
otros parasitos, asi como de los rayos ultravioletas del sol. Muchos de estos
componentes ya sea de forma individual o en diferentes combinaciones poseen

efectos estimulantes, calmantes o terapéuticos (Barnes & Anderson, 2007).

La gran diversidad de la flora ecuatoriana ha sido reconocida y estudiada desde hace
mucho tiempo por ser inmensamente rica en plantas Utiles por esta razén se han
registrado 17058 plantas vasculares, de estas han sido reportadas 5172 especies
tiles de las cuales el 60% son medicinales (de la Torre, Navarrete, M., Macia, &
Balslev, 2008; Jagrgensen, Neill, & Ledn-Yanez, 1999).

Chloranthaceae es una familia de distribucion pantropical, se reconocen en la
actualidad cuatro géneros Sarcandra, Chloranthus, Hedyosmum y Ascarina con
alrededor de 75 especies. A esta familia se le atribuyen propiedades medicinales
contra variadas afeccione antiespasmadicos, antisépticos, y medicamentos contra el
cancer o para aliviar el dolor (Cao Cong M, Yong Peng, Shi Qing W., & Xiao Pei G.,
2008).

El género Hedyosmum abarca entre 40 a 45 especies distribuidas principalmente en
América intertropical, una sola habita en el sureste de Asia (Rzedowski & Rzedowski,
1923) . La infusion de las hojas de varios representantes de este género se consume
en forma de té y son ampliamente utilizadas por sus efectos antisépticos,

antiespasmadicos y antiinflamatorios (Jgrgensen et al., 1999).

Hedyosmum racemosum es un arbusto dioico nativo de los Andes y la Amazonia, que
se encuentra entre 500-3000m.s.n.m., en las provincias de Cafar, Carchi, Loja,
Morona Santiago, Napo, Pastaza, Pichincha, Sucumbios y Zamora Chinchipe.
(Jargensen et al.,, 1999). Es comunmente conocido por las comunidades Untuntup
(Shuar Chicham) como guayusa, guayusa de monte y jicamilla grande, las hojas de
esta especie se utiliza como infusion, junto con Bixa orellana, para reducir la

inflamacién y con Cordia para tratar mordeduras de serpiente (de la Torre et al., 2008)



Por los antecedentes mencionados anteriormente es objetivo de este trabajo es el
Aislamiento, caracterizacion y actividad biolégica de metabolitos secundarios a partir
de las hojas con flores femeninas de Hedyosmum racemosum el mismo que forma
parte del programa de investigacion “Estudio fitoquimico y actividad biolégica de
plantas, hongos y actinomicetos en la zona 7 del Ecuador” (PROY_QUI_1144), que

lleva a cabo en la seccion de quimica aplicada del departamento de Quimica.



CAPITULO 1.

MARCO TEORICO



1.1. Medicina Tradicional.

La utilizacion de la medicina tradicional ha entrado en una nueva etapa, con el
impresionante incremento de la demanda de alternativas terapéuticas ajenas en
conceptos y practicas al modelo cientifico biomédico. La medicina tradicional se
encuentra enmarcada hoy en dia en un contexto que hace algunos afios no existia,
prueba de ello es el notable crecimiento de algunos de sus recursos en paises
industrializados el mismo que ha venido acompafiado por cambios en la composicion
de la oferta de servicios terapéuticos, formas distintas de entender la salud y la
enfermedad asi como la utilizacion combinada de muchas de estas formas

terapéuticas (Nigenda, 2016).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define a la medicina tradicional como los
conocimientos, enfoques, creencias sanitarias y las practicas basadas en plantas,
animales y minerales los cuales son utilizados en terapias mentales, fisicas y
espirituales y que pueden ser aplicadas de forma colectiva e individual para mantener
un bienestar (OMS, 2013). La medicina tradicional se ve enfocada a dar
procedimientos de diagndstico, prondstico, curacion, prevenciéon de las enfermedades

para dar una solucién alternativa para la recuperaciéon de la salud (Saude, 2007).

Segun la OMS y OPS en América Latina la medicina tradicional representa una buena
alternativa ante las distintas necesidades de atencién a la salud, a pesar de su
presencia subordinada en los sistemas oficiales de salud y de la situacion de ilegalidad
que comunmente guardan distintos paises con algunas especies de plantas (Nigenda,
2016). (Fig.1)

Fig. 1. Medicina tradicional en América Latina
Fuente: Secretaria Buen Vivir 2016


http://www.secretariabuenvivir.gob.ec/

1.2. Plantas Medicinales.

Las plantas han sido un recurso fundamental para las comunidades campesinas e
indigenas de nuestro pais. Se estima que el 80% de la poblacién ecuatoriana depende
de la medicina tradicional y por consiguiente de las plantas o productos naturales, para
la atencion primaria de la salud y bienestar. En las ciudades el uso directo de plantas
medicinales es menor y principalmente relegado a personas que viven en zonas

urbano-marginales y de condicion socioeconémica baja (Ansaloni et al., 2010).

Las plantas han cumplido un papel importante en el area terapéutica gracias a las
multiples propiedades que ellas poseen por esta razén en las Ultimas décadas ha ido
tomando cada dia mayor importancia su estudio y el desarrollo de técnicas analiticas
que permitan la determinacion e identificacion de las sustancias o principios activos

contenidos en especies vegetales (Torres & Vergara, 2009).

En el Ecuador el uso de plantas medicinales estad inmerso en la cotidianidad de sus
habitantes. La medicina popular se practica principalmente por habitantes de zonas
rurales, pero también por citadinos de toda clase social. Se pueden encontrar gran
variedad de plantas con usos medicinales que se expenden en mercados de la Sierra,

Costa y Amazonia (de la Torre et al., 2008). (Fig. 2)

Fig. 2. Uso de variedad de Plantas Medicinales

Fuente: Autor 2016

1.3. Familia Chloranthaceae.

Chloranthaceae es una familia constituida principalmente por arbustos o arboles con
hojas simples opuestas, unidas entre si por una especie de lengleta, fuertemente

arométicas al estrujarlas, con estipulas, inflorescencia unisexual, las flores



estaminadas en espigas y frutos en drupas (Grijalva, 2006). Estd compuesta por
cuatro géneros: Sarcandra, Chloranthus, Hedyosmum y Ascarina, distribuidas en 70
especies que crecen en regiones tropicales y subtropicales, Algunas especies
especialmente de Chloranthus son usadas como plantas ornamentales, medicinales y
con propoésitos alimenticios, a manera de bebidas (Kawabata, Tahara, & Mizutani,
1981).

Las plantas enteras o raices de las plantas de esta familia son ampliamente utilizadas
en la medicina popular como antiespasmadicos, antisépticos, y medicamentos contra
el cancer o para aliviar el dolor. Estudios anteriores de la familia Chloranthaceae han
dado como resultado el aislamiento de varios compuestos. Se ha obtenido 124
compuestos quimicos de las especies de Chloranthaceae de tipo terpenoides,
flavonoides, cumarinas, acidos organicos, amidas y esteroles (Cao Cong M et al.,
2008).

1.4. Género Hedyosmum.

El género Hedyosmum comprende alrededor de 45 especies de arbustos y arboles
pequefios. La mayoria de las especies tienen una distribucion bastante amplia, solo 14
especies son endémicas y mas del 50% de las especies se encuentran en los andes
de sudamerica. De estas 16 han sido reportadas para el Ecuador y son ampliamente
utilizadas en medicina tradicional por sus efectos antisépticos, antiespasmaédicos y

antinflamatorios (Jgrgensen et al., 1999).

Hedyosmum se encuentra principalmente del centro de Mexico hasta el centro de
Bolivia a lo largo de la cordillera de los andes, su crecimiento favorece en habitats
himedos o en lugares montafiosos de entre los 600 y 3000 metros sobre el nivel del
mar aunque muy pocas especies se encuentran a nivel del mar. En investigaciones
guimicas de algunas especies de Hedyosmum como H. basiliense se han identificado
lactonas sesquiterpénicas de sus hojas (Amoah et al., 2013). En H. angustifolium se

han aislado 5 sesquiterpenos con actividad Anti-leishmaniosis (Acebey et al., 2010).

1.4.1. Hedyosmum racemosum (Ruiz & Pav.).

Hedyosmum racemosum es un arbusto dioico nativo de los Andes y la Amazonia, que

se encuentra entre 500-3000m.s.n.m., en las provincias de Cafar, Carchi, Loja,



Morona Santiago, Napo, Pastaza, Pichincha, Sucumbios y Zamora Chinchipe.
(Jgrgensen et al.,, 1999). Es comunmente conocido por las comunidades Untuntup
(Shuar Chicham) como guayusa, guayusa de monte y jicamilla grande, se utiliza como
infusion, junto con Bixa orellana, para reducir la inflamacién y con Cordia para tratar
mordeduras de serpiente (de la Torre et al., 2008). (Fig. 3)

Fig. 3. Hedyosmum racemosum
Fuente: Autor 2016

1.4.1.1. Taxonomia Hedyosmum racemosum.

Tabla 1. Taxonomia H. racemosum

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Chloranthales
Familia Chloranthaceae
Género Hedyosmum
Especie racemosum
Nombre Hedyosmum
Cientifico racemosum .
Fuente: Autor 2016 Fig. 4. Muestra de herbario de H. racemosum

Fuente: Autor 2016



1.5. Técnicas Espectroscopicas.

1.5.1. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-
EM).

La cromatografia de gases acoplada a espectro de masas (CG-EM) da lugar a una de
las técnicas espectroscopicas combinadas que nos permiten separar e identificar
mezclas complejas lo que la hace una técnica muy sensible y selectiva (Kitson,
Larsen, & McEwen, 2002). (Fig. 5)

La utilizacibn de gases acoplada a un espectro de masas requiere sistemas
especiales de conexidn, en principio se tratan de dos técnicas que trabajan en fase
gaseosa Yy necesitan una pequefia cantidad de muestra para su analisis por esta razén
estas dos técnicas son muy compatibles. El Unico obstaculo seria que cuando se
realiza el acoplamiento es que el efluente que sale de la columna cromatografia lo
realiza a presién atmosférica y este tiene que introducirse al interior del espectrometro

de masas que trabaja con un alto vacio (Gutiérrez, Droguet, & Odeur, 2002).

En si cuando existe una mezcla de compuestos y es inyectada en el cromatografo de
gases se separa en la columna cromatografica obteniendo la elucién sucesiva de los
componentes individuales aislados pasan inmediatamente al espectro de masas, cabe
recalcar que el espectrémetro de masas ademas de proporcionar los espectros actla
como detector cromatografico al registrar la corriente idnica total generada en la fuente
idnica, cuya representacion grafica constituye el cromatograma o “TIC” (Gutiérrez et
al., 2002).

Fig. 5. Cromatografo de Gases acoplado a Espectrometria de Masas

Fuente: Autor 2016
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1.5.2. Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

La RMN es un método relativamente moderno en comparacibn a otras
espectroscopias pues data de 1946, afio en el que Purcell de la Universidad de
Harvard y Bloch y Packard de la Universidad de Stanford obtuvieron los primeros
resultados y elaboraron la teoria, el primer espectro con sefales separadas para una
molécula organica data de 1951 (Elguero, Alkorta, Pardo, Claramunt, & Maria, 2008).

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear es una técnica no destructiva
basado en las propiedades magnéticas de los nicleos y, en su aplicacibn mas comun,
en las propiedades del nucleo de hidrogeno (Shoolery, 1972). Los electrones van a
producir modificaciones, débiles pero observables, a través de algunos procesos
siendo esos efectos electronicos los que daran lugar a los desplazamientos quimicos y
a las constantes de acoplamiento lo que va a permitir obtener una estructura
electrénica de las moléculas, por este motivo este método espectral de RMN tiene

mucho éxito en quimica organica (Elguero et al., 2008). (Fig. 6)

Existen algunos experimentos empleados para la elucidacion mediante RMN tales

como:

'H: este experimento nos permite determinar el nimero de protones con sus

desplazamientos quimicos y acoplamientos H-H (Fina. 2009).

13C: este experimento nos permite determinar el nimero de carbonos equivalentes
(Fina.2009).

HMBC: este experimento da las correlaciones entre los carbonos y los protones que
estan separados por dos, tres, y, a veces en los sistemas conjugados, cuatro enlaces
(Decatur, 2011).

HSQC: este experimento 2D correlaciona el desplazamiento quimico del protén con el
desplazamiento quimico del carbono directamente unido. En el eje inferior es un

espectro de protones y por el otro es un carbono (Decatur, 2011).

COSY: En este experimento la magnetizacion se transfiere mediante el acoplamiento
escalar. Los protones que son mas de tres enlaces quimicos, aparte no dan ninguna

sefial de cruz, porque las constantes de acoplamiento estan cerca de 0.

11



Fig. 6. Equipo de Resonancia Magnética Nuclear

Fuente: Autor 2016

1.6. Metabolitos Secundarios.

El metabolismo secundario en los vegetales es muy importante puesto que da lugar a

productos que resultan de gran interés principalmente desde el punto de vista

farmacologico ya que los principales principios activos que se utilizan en los

medicamentos son los metabolitos secundarios que se obtienen de plantas
medicinales (Kuklinski, 2000).

En la figura 7 se muestra la clasificacion de los metabolitos secundarios

Metabolitos Secundarios

Isoprenoides

Derivados Fendlicos

Terpenos, aceites
escenciales, saponinas,
cardiotonicos

v

\

Alcaloides

Fig. 7. Clasificacién de Metabolitos Secundarios

Fuente: Autor 2016
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1.6.1. Terpenos.

Los isoprenoides, mas conocidos como terpenoides o terpenos, son un grupo de
productos naturales que incluyen todas aquellas sustancias quimicas que derivan
biosintéticamente del &cido mevalonico y que origina el isopentenil pirofosfato (Porter
& Spurgeon, 1981).

(Wallach, 1887), propuso la clasificacion de este grupo de compuestos atendiendo al
nimero de atomos de carbono de los mismos, actualmente esa clasificacion es
reconocida a nivel mundial y seguida por cuantos trabajan con terpenoides (Tabla 2).
La etimologia de esta palabra también se debe a Otto Wallach que originariamente
diferencio entre “terpene” y “campher” por sus férmulas empiricas C;oHis ¥ C1oH160 6

C1oH180 respectivamente.

Esta palabra inglesa, “terpene”, deriva de la palabra alemana “terpentin”, de la inglesa
“terpentine” y la francesa “térebenthine” que en espafiol equivaldria a “trementina”. Se
cree que este nombre fue tomado al ser precisamente el aceite de trementina el

primero del cual se tiene testimonio escrito (Guenther, 1972).

Tabla 2. Clasificacion de los terpenos

N° de atomos de | N° de unidades
Grupo carbono de isopreno

Hemiterpenos 5 1
Monoterpenos 10 2
Sesquiterpenos 15 3
Diterpenos 20 4
Sesterterpenos 25 5
Triterpenos 30 6
Tetraterpenos 40 8
Politerpenos 5n N

Fuente: Autor 2016

13



En la figura 8 se muestra la estructura quimica de terpenos conocidos

a b

Fig. 8. Estructura quimica de terpenos. a) limoneno, b) camazuleno
Fuente: Autor 2016

1.6.2. Cumarinas.

El nombre cumarina viene de “Coumarou” nombre comun de la haba tonca (Dipteryx
odorata Willd.,, Coumarouna odorata Aubl). Son metabolitos tipicos de plantas
superiores y algunos pocos microorganismos, su nucleo es benzo 2 pirona o benzo a
pirona (Lock de Ugaz, 1994).

En general son lactonas insaturadas y comprenden otra clase de compuestos CsCs,
practicamente todas las cumarinas, a excepcion de la cumarina propiamente dicha,
poseen un sustituyente oxigenado en posicion 7, ya sea hidroxilado como sucede en la
umbeliferona, o combinado. Se han aislado unas 1000 cumarinas naturales en unas
150 especies distribuidas en aproximadamente 30 familias, principalmente en
Apiaceae, Rutaceae, Leguminosae, Fabaceae, Papilionaceae, Rubiaceae,
Lamiaceae, Asteraceae, Solanaceae, Gramineae en forma libre o como glicésidos
(Murray & Mendez, 1994).

La propiedad fisica mas importante de estos compuestos es la fluorescencia generada
con la luz ultravioleta (365 nm), propiedad ampliamente usada para su deteccion (Lock
de Ugaz, 1994).

Estos compuestos presentan un amplio rango de actividad biolégica como la accion
anticoagulante y antibacterial del dicumarol, la accién antibiética de la novobiocina, la
hepatoxicidad y carcinogenicidad de ciertas aflatoxinas, la accién estrogénica del
cumestrol, la accion fotosensibilizadora de ciertas furanocumarinas, se destaca
ademas el uso de cumarinas como saborizantes y en perfumerian (Murray & Mendez,
1994).
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En la figura 9 se muestra la clasificacion de las cumarinas.

Simples
Furanocumarinas
Cumarinas Complejas
Piranocumarinas
Diversas

Fig. 9. Clasificacion de las Cumarinas
Fuente: Autor 2016

Fig. 10. Estructura quimica de cumarinas. a) psoraleno, b) xantiletina

Fuente: Autor 2016

1.7. Actividad antimicrobiana.

Las enfermedades infecciosas siguen siendo agentes clave de la pobreza debilitante
que afecta a gran parte del mundo en la actualidad. Cada afio, estas enfermedades
matan a casi 9 millones de personas, muchos de ellos nifios menores de cinco afios, y
gque también causan enormes cargas a través de discapacidad de por vida. Intensificar
la investigacion sobre sus causas Yy la manera de tratar con eficacia y evitar que se
propague podria tener un enorme impacto en los esfuerzos para sacar a las personas
de la pobreza y para construir un mundo mejor para las generaciones futuras (OMS,
2012)
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1.7.1. Bacterias Gram Positivas.

Se conoce como bacterias Gram Positivas al grupo de bacterias al grupo de bacterias
gue no tienen una membrana externa que les permita proteger el citoplasma bactriano,
estas bacterias poseen una gruesa capa de peptidoglicanos los cuales presentan

acidos teicoicos en su superficie (Pahissa, 2009).

Estas bacterias se distinguen particularmente por tefiirse de color azul oscuro o violeta
al realizar una tincibn Gram, entre las enfermedades mas comunes que producen

estas bacterias tenemos la listeriosis y el antrax (Diaz, Martinez, & Zhurbenko, 2010).

1.7.1.1. Staphylococcus aureus.

Son cocos Gram positivos, con un diametro de 0.5 a 1.5 ym, agrupados como células
Unicas, en pares, tétradas, cadenas cortas o formando racimos de uvas (E. Cervantes,
Garcia, & Salazar, 2014).

Es el agente etiologico de diversas patologias, incluyendo infecciones de la piel y
tejidos blandos, bacteriemia, endocarditis, infeccion del SNC y del tracto genital
urinario (Denegri & Droquilly, 1983). Y son los agentes principales de infecciones
intrahospitalarias desplazando a los estreptococos (Gil, 2000). (Fig. 11)
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Fig. 11. Staphylococcus aureus
Fuente: G. Parts

1.7.2. Bacterias Gram Negativas.

Se conoce a todas las bacterias que se tifien de un color rosado tenue al momento de
realizar la tincion Gram a diferencia de las bacterias Gram positivas que se tifien de un

color azul o un violeta oscuro (Romero Cabello, 2007).
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Estas bacterias presentan una doble membrana celular una citoplasmatica y otra
externa, esto viene a reflejar un tipo de organizacion bacteriana natural. La mayoria de
las especies de bacterias Gram negativas causan enfermedades, los cocos Gram
negativos causan enfermedades como gonorrea, meningitis entro otras, mientras los
bacilos Gram negativos producen enfermedades de tipo respiratorio y gastrointestinal
(Pozo, Silva, Valencia, Soto, & Riveros, 2006).

1.7.2.1. Escherichia coli.

Es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, Esta bacteria coloniza el intestino
del hombre pocas horas después del nacimiento y se le considera un microorganismo
de flora normal, pero hay cepas que pueden ser patégenas y causar dafio produciendo
diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea (Eslava & Cravioto, 1994).

Las E. coli patdgenas se distingue de otras E. coli por su capacidad de provocar
enfermedades mediante mecanismos genéticamente controlados, como la produccion
de toxinas, la adhesion e invasion de células huéspedes, la interferencia con el

metabolismo celular y la destruccién de tejidos (OMS, 2006). (Fig. 12)

Fig. 12. Escherichia coli

Fuente: G. Parts

1.7.2.2. Proteus vulgaris.

Es una bacteria que produce infecciones en el ser humano solo cuando las bacterias
salen del tubo digestivo. Se encuentran presentes en las infecciones urinarias y
producen bacteriemia, neumonia y lesiones focales en los pacientes débiles o en los

gue reciben infusiones intravenosas (Jawetz, Melnick, & Adelberg, 2011). (Fig. 13)
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Fig. 13. Proteus vulgaris
Fuente: G. Parts

1.7.2.3. Pseudomonas aeroginosa.

Es un bacilo movil, a menudo esté presente en pequefias cantidades en la microflora
intestinal normal y en la piel del ser humano y es el principal microorganismo patégeno
del grupo Pseudomona. Tiene una amplia distribucion en la naturaleza y suele estar
presente en medios hiumedos en los hospitales. Puede colonizar al ser humano normal
en quien es un saprdfito, causa enfermedades en personas con defensas anormales
(Jawetz et al., 2011). (Fig. 14)

Fig. 14. Pseudomonas aeroginosa
Fuente: G. Parts

1.7.2.4. Salmonella typhimurium.

Es un bacilo que se encuentra predominantemente en el lumen intestinal. Su toxicidad
es debida a una membrana externa que consiste en gran parte de lipopolisacaridos
(LPS) que protegen a las bacterias desde el entorno, aunque la principal causa de
enfermedad es una infeccién intestinal por ingerir alimentos contaminados también
puede producir artritis, meningitis y algunos abscesos en algunos érganos (Jawetz et
al., 2011). (Fig. 15)
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Fig. 15. Salmonella typhimurium

Fuente: G. Parts

1.7.2.5. Klebsiella pneumoniae.

Esta presente en el sistema respiratorio y en las heces de casi 5% de las personas
sanas. Produce una pequefia proporcion de las neumonias bacterianas. Puede
producir una consolidacién pulmonar necrosante por hemorragia extensa. Produce
infecciones urinarias y bacteriemia con lesiones focales en pacientes débiles (Jawetz
et al., 2011). (Fig. 16)
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Fig. 16. Klebsiella pneumoniae

Fuente: G. Parts

1.8. Diabetes mellitus.

La diabetes mellitus representa un grave problema de salud publica. Su incidencia
oscila entre el 1-2% de la poblacion mundial (R. Cervantes & Presno, 2013).
Actualmente es considerada como un sindrome metabdlico crénico de base genética,
ocasionado por una deficiencia parcial o total de insulina que cursa con una
disminucién de la tolerancia a los hidratos de carbono, hiperglucemia, glucosuria,
polidipsia, polifagia, poliuria y alteracion del metabolismo intermedio de lipidos y
proteinas. Debido a que la gravedad de la misma puede ir cambiando con el tiempo,
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se considera que la hiperglucemia es un marcador de severidad del estado metabolico

subyacente mas que la naturaleza del proceso en si misma (Sanz & Bascones, 2007).

El tipo mas frecuente es la diabetes no insulinodependiente (DMNID), o tipo 2, se debe
a una combinacion de resistencia periférica a la accion de la insulina y una respuesta
secretora inadecuada de las células 3 pancreéticas. Constituye aproximadamente el
80-90% de los casos de diabetes (Sanz & Bascones, 2007).

Los inhibidores de las alfa-glucosidasas actian indirectamente, enlenteciendo y
disminuyendo la absorcion de hidratos de carbono. Pero la diabetes es una
enfermedad progresiva, con el tiempo la monoterapia con farmacos se conoce que
deja de ser efectiva, por lo que hay que ir adaptando el tratamiento de forma
continuada y paralela al deterioro del control. La terapia combinada de farmacos, al
obtener un efecto sinérgico de farmacos con distintos mecanismos de accién, se ha
mostrado como una alternativa eficaz y util para la prolongacién del periodo de control
(Fernandez, 2011).
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CAPITULO 2.

MATERIALES Y METODOS



2.1. Metodologia empleada.

En la figura 17 se muestra la metodologia utilizada

— OO0 0 9UO0O - m¢zZ

Hedyosmum racemosum

RECOLECCION DE LA Sector el Tiro, limite

MUESTRA * entre Loja y Zamora

SECADO DE LA ’ Temperatura de 28°C
MUESTRA

¥

OBTENCION DE
B AL R TR Maceracion dindamica, filtracion
MENANG, ACOER ‘ al vacio y;ota:;po.r‘:uon a
Vieea o presion reducida
FRACCIONAMIENTO
DEL EXTRACTO Fraccionamiento en
ACETATODEETILO Y ’ columna
METANOL

¥

PURIFICACION DE
METABOLITOS
SECUNDARIOS

\ 4

* Cromatografia de capa
fina (CCF)

A IDENTIFICACION DE o RMN, CG-EM
METABOLITOS
SECUNDARIOS
ACTIVIDAD BIOLOGICA » ANTIMICROBIANA Y &
ENZIMATICA 4 8<e
A {

Fig. 17. Esquema del desarrollo de la investigacion

Fuente: Autor 2016
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2.2. Recoleccion de la materia vegetal.

Se recolectaron las hojas de Hedyosmum racemosum con flores femeninas en
estado de fructificacién en el sector El Tiro que limita entre las provincias de Loja y
Zamora Chinchipe a una altitud de 2762 m s.n.m. con coordenadas 3°59°21” S,
79°08°34”0 (Fig. 18). La muestra botanica reposa en el herbario UTPL con un voucher
PPN-ct-006.

630000

%,

or EI Tiro |,

e Hedyosmum racemosum
[ Provincia Zamora Chinchipe
[ Provincia Loja

N

540000 570000 800000 630000 660000 590000 720000
50000000 0 50000000 100000000 Meters

Fig. 18. Area de estudio de la especie H. racemosum
Fuente: Autor 2016

2.3. Secado del material vegeta.l
Una vez recolectado el material vegetal fue trasladado al cuarto de secado para

eliminar la mayor cantidad de agua y evitar que se contamine con algun tipo de
microorganismo, este proceso llevo a cabo durante cuatro dias a una temperatura de
28 °C. (Fig. 19)

Fig. 19. Secado de material vegetal
Fuente: Autor 2016



2.4. Obtencion de extractos totales.

A partir de 500 g de muestra seca se trituraron las hojas y se procedi6 a la extraccion
mediante la técnica de maceracion dinamica repitiendo por tres veces cada
maceraciéon con diferentes disolventes Hexano, Acetato de Etilo y Metanol durante 2

horas a temperatura ambiente.

Luego se procedio a filtrar a vacio cada extracto y mediante rotaevaporacion a presion
reducida se concentr6 y se obtuvieron los extractos totales de los diferentes

disolventes Hexano, Acetato de Etilo y Metanol. (Fig. 20)

Fig. 20. Obtencién de extractos totales, a) Maceracion dinamica,
b) Filtracién al vacio, c) Rotavaporacion a presién reducida

Fuente: Autor 2016

2.5. Cromatografia de capa fina (CCF).

Para el analisis de los extractos totales previo el fraccionamiento se realizé6 mediante
CCF (cromatografia de capa fina) en distintas polaridades de disolventes y asi
determinar que extracto presenta una mejor separacion de compuestos y mayor
riqueza de metabolitos. (Fig. 21)

Fig. 21. Fraccionamiento de extractos totales. a) Hexano, b) Acetato de etilo, ¢) Metanol
Fuente: Autor 2016
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2.6. Fraccionamiento del extracto Acetato de Etilo.

El extracto total de Acetato de Etilo fue el que presenté mejor separacion y riqueza de
compuestos por lo que se procedié a pesar 2g de extracto y fue sometido a
fraccionamiento en cromatografia en columna con 200g de Silica Gel 60 F254 (fase
directa), se eluyo con polaridad creciente comenzado con Hexano y AcOEt en relacion
9:1, hasta AcOEt 100% (Fig. 22). Al haber culminado todo el proceso del
fraccionamiento del extracto total de AcOEt se realiz6 CCF con todas las fracciones
obtenidas utilizado placa de Silica gel 60 F254 vy utilizando como fase movil una
mezcla de Hex-AcOEt en relacion 8:2 (v/v), para observar mediante una lampara de
luz ultravioleta de 254 y 365nm, posteriormente se unieron las fracciones de acuerdo a
su RF y color de las manchas.

Fig. 22. Columna cromatografica del extracto de Acetato de etilo
Fuente: Autor 2016

Del fraccionamiento del extracto de AcOEt se obtuvieron 320 muestras y se unieron de
acuerdo a las caracteristicas presentadas mediante cromatografia de capa fina y Rf
se unieron obteniendo como resultado 16 fracciones. (Fig. 23) (Tabla 3)

Fig. 23. CCF de las fracciones obtenidas en la columna del extracto total de
Acetato de etilo. a) Luz UV 254 nm, b) Luz UV 365 nm

Fuente: Autor 2016
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Tabla 3. Fraccionamiento cromatografico del extracto de Acetato de Etilo

Mezcla de Peso
Fracciones Muestra disolventes (mg)
RA105-35 50-60 Hex-AcOEt 782
RA106-35 73-84 Hex-AcOEt 204.9
RA107-35 85-90 Hex-AcOEt 86.7
RA108-35 91-106 Hex-AcOEt 173
RA109-35 107-118 Hex-AcOEt 95.9
RA110-35 119-136 Hex-AcOEt 234.1
RA111-35 188-216 Hex-AcOEt 83.3
RA112-35 217-229 Hex-AcOEt 16.9
RA113-35 230-253 Hex-AcOEt 24.6
RA114-35 254-280 Hex-AcOEt 24.4
RA115-35 281-294 Hex-AcOEt 74.4
RA116-35 295-301 Hex-AcOEt 139.8
RA117-35 302-320 Hex-AcOEt 130.7
RA118-35 41-49 Hex-AcOEt 24.6
RA119-35 61-72 Hex-AcOEt 235.4
RA120-35 137-187 Hex-AcOEt

Fuente: Autor 2016

De estas se tomé las fracciones RA105-35, RA106-35, RA111-35 y se procedid a

purificarlas mediante fraccionamiento en columna

2.7. Purificacion de metabolitos secundarios.

2.7.1. Purificacion de la fraccion RA105-25

La fraccion se purifico a través de una columna cromatogéfica a partir de 782 mg en
80 g de Silica Gel 60 F254 fase directa, eluyendo con polaridad creciente comenzando
con Hexano y AcOEt en relaciébn 95:05 hasta Hexano y AcOEt relacion 8:2.
Obteniendo la fraccion purificada RA105-35/18-35

2.7.2. Purificacion de la fraccion RA111-35.

La fraccion se purifico a través de una columna cromatogréfica a partir de 83 mg en
20 g de Silica Gel 60 Rp18, eluyendo con polaridad isocratica MeOH: H,O en relacion
9:1 obteniendo la fraccién purificada RA111-35/1.1
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2.7.3. Purificacion de la fraccion RA106-35.

La fraccidén se purifico a través de una columna cromatogéfica a partir de 204 mg en
80 g de Silica Gel 60 F254 fase directa, eluyendo con polaridad isocratica
Ciclohexano: Diclorometano en relacion 7:3. Obteniendo la fraccién purificada RA106-
35/95-120

2.8. Fraccionamiento del extracto de Metanol.

Para el extracto total de Metanol se procedié a pesar 2g de extracto y fue sometido a
fraccionamiento en cromatografia en columna con 200g de Silica Gel Rp18 para esto
se eluyo con polaridad creciente comenzado con Metanol: Agua 8:2 hasta Metanol:
Agua en relacién 9:1. Al haber culminado todo el proceso del fraccionamiento del
extracto total de Metanol se realiz6 CCF con todas las fracciones obtenidas utilizado
placa de Silica Gel Rp18, como fase mévil una mezcla de Metanol: Agua en relacion
9:1 (viv) (Fig. 24), para observar mediante una lampara de luz ultravioleta de 254 y
365 nm; posteriormente se unieron las fracciones de acuerdo a su RF y color de las

manchas

-

Y
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Fig. 24. Columna cromatogréfica del extracto de Metanol
Fuente: Autor 2016

2.8.1 Purificacion de la fraccion RA41-43.

Para purificar esta fraccion se realiz6 una CCF preparativa utilizando 10 mg, eluyendo
en Hexano — acetato de etilo en una proporcién de 8:2 y como fase estacionaria Silica
Gel 60 F254 fase directa. Obteniendo la fraccion purificada RA41-43/1-1 con un Rf de
0.72.
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2.9. Elucidacion quimica de los compuestos aislados.

La elucidacién quimica de la sustancias aisladas se realiz6 mediante analisis de RMN
en un equipo Varian N° de serie 21953 el cual esta operando a 400 MHz para *H y 100

MHz para **C usando como disolvente cloroformo deuterado (CDCl3) y CG-EM

2.10. Cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas (CG-EM).

Para obtener el peso molecular de las fracciones aisladas RA105-35/18-35 y RA41-
43/1-1 se utiliz6 un cromatografo de gases Agilent serie 6890N acoplado a un
espectrometro de masas Agilent serie 5973 inert, dotado con un sistema de operacion
de datos MSD-Chemstation D.01.00 SP1, que cuenta con inyector automatico
Split/splitess serie 7683, biblioteca Wiley 7n.1. Las caracteristicas de la columna

capilar utilizada se detallan en la tabla 4

Tabla 4. Caracteristicas de la columna capilar utilizada

Temperatura | Pelicula Diametro
Fraccion Columna () (um) interno (mm) Lor(]r%I)tUd
RA105-35/18-35 DB-5MS 300 0,25 0,25 30

Fuente: Autor 2016

Los parametros utilizados bajo los cuales se inyectaron las muestras para su analisis

por CG-EM se detallan en la tabla 5

Tabla 5. Método de analisis de la columna DB-5MS

RA105-35/18-35

Columna capilar DB 5MS Modelo
Agillent 122-5532 0,25mm; 30 m;
0,25um

Temperatura maxima: 350°C

Flujo: Constante

Flujo Inicial: 0,9 mL/min

COLUMNA
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Presion Inicial: 48.3 KPa

Velocidad Promedio: 35 cm/s
Modo: Split

Radio de Particion: 25.1

INYECTOR Temperatura Inicial: 250 °C

Gas de Arrastre: Helio

Espectro de Masas

DETECTOR Temperatura de la fuente: 280 °C
Temperatura de Cuadrupolo: 200°C
Temperatura Inicial: 60°C

HORNO Temperatura Final: 270 °C
Gradiente de Temperatura:
10°C/min

Fuente: Autor 2016

2.11. Determinacion de la actividad antimicrobiana (CMI).

La concentracion minima inhibitoria (CMI) se determiné mediante la técnica de

microdilucion en caldo.

2.12. Microorganismo de prueba.

Se emplearon 6 microorganismos:

6 cepas bacterianas: 1 cepa Gram positiva: Staphylococcus aureus (ATCC 25923); 5
cepas Gram negativas: Proteus vulgaris (ATCC 8427), Escherichia coli (ATCC 25922),
Salmonella tiphymurium (LT 2), Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853) y Klebsiella
pneumoniae (ATCC 9997).

2.13. Preparaciéon de las muestras.

Se realiz6 una dilucién de 20mg de los extractos desclorofilados de Hexano, Acetato
de Etilo y Metanol en 1000uL de Dimetilsulfoxido (DMSO)
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2.14. Preparacion del cultivo overnight.

Los microorganismos empleados se encuentran en reserva criogénica a -80°C. Los

medios de cultivo y las condiciones de incubacién para cada microorganismo se

detallan en la tabla 6.

Tabla 6. Medios de cultivo y condiciones de incubacion

MICROORGANISMOS

MEDIOS DE
CULTIVO

CONDICIONES DE
INCUBACION

Staphylococcus aureus

Caldo Tripticasa Soya

37°C por 14-16 horas

Caldo Mueller Hinton
Caldo Tripticasa Soya
Caldo Nutritivo Oxiod
Caldo Tripticasa Soya
Caldo Tripticasa Soya

Proteus vulgaris
Escherichia coli
Salmonella tiphymurium
Pseudomona aeruginosa
Klebsiella pneumoniae

37°C por 14-16 horas
37°C por 14-16 horas
37°C por 14-16 horas
37°C por 14-16 horas
37°C por 14-16 horas

Fuente: Autor 2016

Una vez preparados los medios se los esterilizo y se procedi6 a realizar el inoculo de
cada bacteria.

2.15. Preparaciéon de la suspension del inéculo para las bacterias.

Del cultivo overnight con la bacteria respectiva se toman 10 pL y se colocan en 10mL
de caldo Mueller Hinton, de esta dilucién se toman 100 pL los cuales se utilizaron para
completar en volumen final de la placa de cultivo (200 pL).

2.16. Concentracion minimainhibitoria (CMI) antibacteriana.

Para las pruebas se realizaron placas estériles de 96 pocillo, colocando la dilucion de
180 pL de caldo Mueller Hinton en la primera fila de pocillos, excepto en la columna
10; y 100 pL a los pocillos restantes, posteriormente se le adiciona 20 pL del extracto
diluido (20 mg/ml disueltos en 1000 mL de DMSO) en estudio, en los pocillos de la fila
Ay se mezcla. Seguidamente realizamos diluciones seriadas tomando 100 pL de los
pocillos de la fila A y diluimos en los pocillos de la fila B, continuando con esta dilucién

hasta llegar a los pocillos de la fila H y desechamos los 100 pL sobrantes.

Para los controles de la prueba, en la Columna A10-H10 se colocan 200uL de caldo

Mueller Hinton. Como control negativo en el pocillo A11 se coloca 180uL de caldo +
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20uL DMSO vy se realiza el procedimiento de dilucion doble seriada (Columna A10-
H10). En el pocillo A12 se coloca 180uL de caldo + 20uL de una solucion de
tetraciclina de 5mg/mL y se realiza el procedimiento de dilucién doble seriada
(columna A12-H12). Ya preparadas las placas se inoculan con 100uL de la suspension
de cada indculo bacteriano para completar a un volumen final de 200uL, con lo que
ajustamos la poblacion bacteriana a 5x105UFC/mL y la concentracion final del extracto
de 1000 a 7,81ug/mL.

Terminando con el proceso se sellan las placas con parafilm y se incuban a 37°C por
un periodo de tiempo de 18 — 24 horas. (Fig. 25)
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Fig. 25. Esquema de microdilucion en caldo de bacterias
Fuente: Autor 2016

2.17. Actividad Enzimatica.

2.17.1. Ensayo de a-glucosidasa.

Se determiné la actividad inhibidora de a-glucosidasa usando una placa de
microtitulacion de 96 pocillos con p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido (PNPG, SIGMA
N1377) como sustrato, basados en el método descrito por Tao, Zhang, Cheng, &

Wang, (2013), con ligeras modificaciones.
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Las soluciones del extracto se prepararon disolviendo 10mg del extracto en 1mL de
una mezcla MeOH: H20 (1:1). Se realizaron varias diluciones de las muestras de
estudio en PBS (SIGMA-P4417), cuando se obtuvo una inhibicion enzimatica se
mezclo la solucion de PBS (75ul), la solucion de extracto (5uL) y solucion de la enzima
(SIGMA G5003, 0,15Ul/mL en PBS Ph 7,4) (20uL) en una placa de microtitulacion de
96 pocillos. La mezcla se preincub6 a 37°C por 5min.

Posteriormente se afiadié 20ul de una solucién de PNPG (tampén fosfato 5mM, pH7,4)
a cada pocillo y la placa se incub6 durante 15min a 37°C. La cantidad de p-Nitrofenol
liberado se midi6 mediante absorbancia en un lector de microplacas EPOCH 2
(BIOTEKe) a 405nm durante 60min, registrando la absorbancia cada 5min.

Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion por medio de la férmula

descrita por Chi, Lee & Kim, 2015:

Inhibicion (%) = [(Ao-As)) / (Ao] x 100
Siendo:
Ao: Absorbancia registrado para la actividad enzimatica sin inhibidor (control).

As: Absorbancia registrada para la actividad enzimatica en presencia del inhibidor

(muestra)
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CAPITULO 3.

RESULTADOS Y ANALISIS



3.1. Extractos obtenidos de la especie Hedyosmum racemosum.

En la tabla 7 se describe el peso y el rendimiento de los extractos de Hexano, AcOEt y

MeOH utilizando 500 gramos de muestra vegetal seca

Tabla 7. Rendimiento de extractos obtenidos de Hedyosmum racemosum

Peso inicial de

Extracto Planta seca () Peso Final (g) Rendimiento %

Hexano 4.51 0.90
Acetato de Etilo 500 9.47 1.89

Metanol 15.62 3.12

Fuente: Autor 2016

Al obtener el rendimiento de los extractos totales de Hexano, Acetato de Etilo y
Metanol se ven bajos con respecto a anteriores trabajos realizados en otros estudios
con la misma especie, esto se da ya que en el momento que se recolecto la planta

estuvo en un estado de fructificacién (Tinoco, 2013).

3.2.  Compuesto 1 (Fraccién RA105-35/18-25).

Del fraccionamiento se obtuvieron 5 fracciones en la que RA105-35/18-25 se visualiz6
como sustancia pura con un peso de 2 mg. Se realizé cromatografia en capa fina
(CCF) eluyendo en Hexano: AcOEt en relacion 9:1 v/v. El compuesto es visible en luz
UV 254 nm, donde se observé una mancha oscura y en 365 nm una mancha brillante
celeste, al ser revelada con acido sulfarico al 5% y vainillina se observé una mancha

color morado con un Rf de 0.47 (Fig.26).

Fig. 26. CCF 9:1 Hexano-Acetato de Etilo; a) Luz
UV 254 nm, b) Luz UV 365 nm, c) CCF revelada

Fuente: Autor 2016
34



3.2.1. Identificacién y caracterizacién de RA105-35/18-25.

El compuesto fue identificado mediante técnicas espectroscopicas, RMN y CG-EM y

corroborado con literatura. (Tabla 8)

Tabla 8 Datos espectroscopicos de "H RMN del escualeno en CDCl,

DATOS EXPERIMENTALES (Srisurichan & Pornpakakul, 2015)
'H NMR (400Mz) 'H NMR (400Mz)
5.07-5.14 (3H, m, H3, H7, H11) 5.21-5.04(3H, m, H3, H7, H11)
2.01-2.07(4H, m, CH2-4, CH2-8) 2.13-2.04(4H, m, CH2-4, CH2-8)
1.95-2.00(6H, m, CH2-5,CH2-9, CH2-12) | 2.04-1.94(6H, m, CH2-5,CH2-9, CH2-12)
1.67 (3H, s, CH3-1) 1.68(3H, s, CH3-1)
1.60 (9H, s, CH3-13, CH3-14, CH3-15) 1.61(9H, s, CH3-13, CH3-14, CH3-15)

Fuente: Autor 2016

El compuesto es identificado como escualeno, triterpeno aciclico de formula molecular

CsoHs0, con peso molecular de 410 g/mol. (Anexo 2 y 3)

En el espectro de 'H NMR se observaron sefiales entre 5.07-5.14 ppm
correspondientes a los protones vinilicos 3, 7, 11, 14,18 y 22, un conjunto de sefiales
multiples en 1.9-2.1 ppm para los protones 4, 5, 8, 9, 12, 13, 16, 17, 20 y 21, sefiales
simples de los metilos 1 y 24 en 1.67 ppm y las sefiales respectivas para los metilos
25-30 en 1.60 ppm. (Fig.27). (Anexo 1)

El espectro de masas fue corroborado con la base de datos Willey 7n.1
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Fig. 27. Estructura quimica del Escualeno
Fuente: Autor 2016

El escualeno es un triterpeno poliinsaturado que contiene seis unidades de isopreno y
es un precursor bioquimico de colesterol y otros esteroides (Kelly, 1999).Gracias a las
propiedades fisicas y quimicas que posee el ecualeno sus acciones en vivo garantizan

multiples campos de aplicacién en diferentes sectores de la actividad humana como
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son: alimentos, cosméticos, productos farmaceéuticos de prevencion y tratamiento
médico (Newmark, 1997).

En la industria farmacéutica al escualeno se lo utiliza con frecuencia en la preparacién
de emulsiones estables ya sea como ingrediente principal o secundario (Moroti et al.,
2012). También es empleado como adyuvante en las vacunas ya que estimula la
respuesta inmune y aumenta la respuesta del paciente a la vacuna (Fox, 2009), actda
como protector de la piel expuesta a radiacion UV ya que el escualeno no es
susceptible a la peroxidacion y es estable frente a ataques de los radicales de
peroxido (Wefers et al., 1991).

En estudios anteriores se ha demostrado que el escualeno es un antioxidante natural
eficaz, no toxico, agente citoprotector y muy bien tolerado mientras que los
antioxidantes que se usan hoy en dia para el tratamiento del cancer tienen muchos

efectos secundarios graves (Das et al., 2003).

La principal aplicacién del escualeno en la terapia del cancer es de actuar como un
agente potenciador para los farmacos utilizados durante la quimioterapia. Hay
informes de resultados obtenidos por las pruebas en modelos animales de escualeno
en combinaciéon con agentes anti-tumorales como ACNU (3 - [(4-amino-2-metil-5-
pirimidinil) metil] -1- (2- cloroetil) -1-nitrosourea) contra la leucemia linfocitica
(Yamaguchi et al., 1985). Los datos experimentales existentes hasta ahora podria
indicar que el escualeno esta implicado en el camino bioquimico por el cual los
farmacos contra el cancer tengan una mejor accion, ya que parece que el escualeno
puede detener el desarrollo de las células tumorales, o prevenir algunas formas de

cancer inducido quimicamente (Reddy & Couvreur, 2009).

3.3. Compuesto 2 (Fraccion RA111-35/1.1).

Del fraccionamiento se obtuvieron 3 fracciones, de estas la RA111-35/1.1 se realiz6
una CCF preparativa utilizando 18 mg, eluyendo en diclorometano — acetato de etilo
en una proporcion de 8:2 y como fase estacionaria Silica Gel 60 F254 fase directa.

(Fig.28). Obteniendo como resultado 3mg de compuesto.

El compuesto se pudo observar a una longitud de onda 365 nm el mismo que
presenta una mancha azul brillante. Al ser revelada con &cido sulfdrico al 5% y

vainillina no se observé ninguna mancha.

36



Fig. 28. CCF preparativa compuesto 2

Fuente: Autor 2016

3.3.1 Identificacion y caracterizaciéon de RA111-35/1.1.

El compuesto fue identificado mediante resonancia magnética nuclear y corroborada

con literatura como se muestra en la tabla 9

Tabla 9 Datos espectroscdépicos de 'H RMN CDCI; de la escopoletina

DATOS EXPERIMENTALES
'H NMR (400Mz)

(Mofiz & Hossain, 2015)
'H NMR (400Mz)

3.9 (3H, s, OCH3)

3.8 (3H, s, OCH3)

6.3 /1H, d J= 9.2Hz, H-3)

6.2 /1H, d J= 9.2Hz, H-3)

6.8 (1H, s, H-5)

6.8 (1H, s)

6.9 (1H, s, H-8)

6.9 (1H, s)

7.6 (1H, d, J= 9.2 Hz. H-4)

7.7(1H, d, J= 9.2 Hz. H-4)

Fuente: Autor 2016

El compuesto fue identificado como escopoletina, cumarina de férmula molecular

C10HgOy4, con un peso molecular de 192,16 g/mol.

En el espectro de *H RMN (400 MHz, CDCI3) se muestra dos dobletes a 5 6.3y & 7.6

caracteristico de H-3 y H-4 del anillo de pirona de una cumarina. La presencia de dos

singuletes de protones aromaticos en & 6.9 y & 6.8 son atribuidos a H-5 y H-8,

respectivamente. En la posicién & 3.9 muestra un singulete caracteristico del grupo

metoxi. (Fig.29). (Anexo 4)

37




HO 8] 8]

Fig. 29. Estructura quimica de Escopoletina
Fuente: Autor 2016

Segun literatura esta molécula ha sido reportada en Hedyosmum brasiliense, se utiliza
comunmente en la medicina tradicional china para el tratamiento de diversas

enfermedades reumatoides (Pan et al., 2009).

Estudios recientes indican que la escopoletina es un potente hepatoprotector,
antioxidante y espasmadico y también posee actividad antiangiogénica (Oliveira,
Romero, Silva, Silva, & Medeiros, 2010; Shaw, Chen, Hsu, Chen, & Tsai, 2003). Se ha
reportado que la escopoletina inhibe la proliferacién celular mediante la induccion de la
detencion del ciclo celular y el aumento de la apoptosis en células de tumor de
prostata, asi como inhibir en las propiedades de proliferacion, migracion y la formacion
de tubos in vitro de células endoteliales humanas (Pan et al., 2009).

La escopoletina induce la detencién del ciclo celular y aumenta la apoptosis en las
células tumorales de préstata humano y la linea celular de leucemia humana a través
de la activacién de la caspasa-3 y la angiogénesis bloqueando el crecimiento de

células endoteliales (Xu et al., 2014).

3.4. Compuesto 3 (Fraccion RA106-35/95-120).

En la figura 30 se observa la CCF de la fraccion RA106-35/95-120 en la cual se
distingue una sola mancha de color morado. Una vez realizado el RMN se detecta
que es una mezcla de dos compuestos; segun los valores de 'H y *C se estima que
es un acido graso tipo linolénico con un triterpeno conocido como cicloartenol.(Anexo
5y6)
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Fig. 30. CCF de la fraccion RA106-35/95-120
Fuente: Autor 2016

3.4.1. Caracterizacion quimica del cicloartenol

En la figura 31 se muestra la estructura quimica del cicloartenol

Fig. 31 Estructura quimica del cicloartenol
Fuente: Autor 2016

En la tabla 10 se muestra los datos comparativos de '"H NMR y **C obtenidos

experimentalmente con reportados en literatura del cicloartenol.

Tabla 10 Datos espectroscopicos de 'Hy 3C RMN del cicloartenol en CDCl,

DATOS
EXPERIMENTALES
'"H NMR (400Mz)

DATOS
EXPERIMENTALES
3¢ (100Mz)

(Melorose,
Perroy, &
Careas, 2015a)
3¢ (100Mz)

(Melorose et al.,
2015a)
'"H NMR (400Mz)

0.34(2H-19, d) C-1:32.0 C-1:32.0 0.33(2H-19, d)
0.57(2H-19, d) C-2:29.9 C-2:30.5 0.55(2H-19, d)
0.80(CHS3, s) C-3:80.5 C-3:78.9 0.81(CH3, s)
0.87(CH3, s) C-4: 39.9 C-4: 40.6 0.89(CH3, s)
0.96(CH3, s) C-5: 47.3 C-5: 47.2 0.96(CH3, s)
0.96(CH3, s) C-6:21.2 C-6:21.2 0.96(CH3, s)
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1.60(CHS3, s) C-7:26.1 C-7:26.1 1.60(CHS3, s)
1.67(CH3, s) C-8: 48.0 C-8: 48.0 1.68(CH3, s)
0.87(CH3-21,d) C-9: 20.3 C-9:20.1 0.88(CH3-21,d)
5.10(H-24, 1) C-10: 26.2 C-10: 26.3 5.10(H-24, t)

C-11: 26.6 C-11: 26.6

C-12: 33.0 C-12: 33.0

C-13: 45.4 C-13: 45.4

C-14.48.9 C-14: 48.9

C-15: 35.7 C-15: 35.6

C-16: 28.3 C-16: 28.1

C-17:52.3 C-17:52.4

C-18:18.1 C-18:18.1

C-19: 29.8 C-19: 29.9

C-20: 36.1 C-20: 35.9

C-21: 18.4 C-21: 18.3

C-22: 36.5 C-22: 36.4

C-23: 25.1 C-23: 25.0

C-24: 125.4 C-24: 125.4

C-25: 130.4 C-25: 130.8

C-26:17.8 C-26:17.6

C-27: 25.8 C-27: 25.7

C-28: 19.4 C-28: 19.4

C-29: 29.6 C-29: 255

C-30: 14.2 C-30: 14.0

Fuente: Autor 2016

Los compuestos de tipo cicloartano son compuestos interesantes principalmente por
la biosintesis de fito esteroles, estos compuestos presentan una baja polaridad
especialmente el cicloartenol que juega un papel de precursor o producto intermedio
en la biogénesis de los esteroles vegetales. Esta clase de compuestos tienen actividad
hipolipidémica, hipotensora, diurética, anti-inflamatoria, sedante, analgésica,

inmunoestimulante y actividad cardiotdénica (Melorose et al., 2015a).

En estudios realizados muestran que el cicloartenol posee una potente actividad
inmunosupresora ya que se realizé un ensayo alogénico de linfocitos mixtos de raton
obteniendo buenos resultados. Por lo tanto este compuesto puede ser un excelente
candidato para el tratamiento de enfermedades inmunosupresoras tales como
psoriasis, osteoporosis, y miastenia grave, asi como algunos tipos de inflamacion (Wu,
Chen, Su, Wang, & Kuang, 2015).
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3.4.2. Caracterizacion quimica del acido linolénico

En la figura 32 se muestra la estructura quimica del acido linolénico.

Fig. 32. Estructura quimica del acido linolénico
Fuente: Autor 2016

En la tabla 11 se muestra los datos comparativos de *H NMR y *3C del experimental

con reportados en literatura del 4cido linolénico.

Tabla 11. Datos espectroscopicos de 'H y 3C RMN del acido linolénico en CDCl,

DATOS (Ragasa et al., n.d.) DATOS (Ragasa, Ebajloa, &
E)l(PERIMENTALES 1 'NMR (600Mz) EXPERIMENTALES Chang, n.d.)"C
H NMR (400Mz) C (100Mz) (100Mz)
5.31-5.35(m, CH =CH) | 5.35(m, CH=CH) C-1:21.1 C-1: 20.6
275,229 (t,J=7.2 | 2.79,2.33(t,J=7.2 _ _
Hz, a-c(:Hz) Hz. a-(CHZ) C-2: 245 C-2:24.8
1.99-2.07 (m, CH2) 1.99-2.07 (m, CH2) C-3:25.9 C-3: 25.7
1.60-1.62(m, B-CH2) 1.59-1ég42)(m, B- C-4:29.2 C-4:29.1
1.25-1.30 (CH2) 1.23-1.34 (CH2) C-5:29.3 C-5:29.9
0.95(t, J = 7.8 Hz) 0.96 (t, J = 7.8 Hz) C-6: 29.3 C-6: 29.4
C-7:29.5 C-7:29.5
C-8: 29.5 C-8:29.5
C-9: 29.6 C-9: 29.6
C-10: 29.7 C-10: 29.7
C-11: 29.8 C-11: 29.78
C-12: 127.9 C-12: 127.2
C-13: 128.0 C-13: 127.8
C-14.128.2 C-14.128.3
C-15: 128.4 C-15: 128.4
C-16: 130.4 C-16: 130.5
C-17: 131.0 C-17: 131.9
C-18: 173.4 C-18: 173.2

Fuente: Autor 2016

El acido linolénico es un acido graso, poliinsaturado esencial en la dieta humana y es
el mas abundante en dieta occidental. En estudios realizados indican que el acido
linolénico tiene un efecto protector hacia las enfermedades cardiovasculares ya que en

ensayos realizados en Costa Rica indicaron que el consumo de acido linolénico en la
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dieta de estas personas se asocia significativamente con un menor riesgo de infarto de

miocardio (Baylin, 2003).

También se le atribuyen propiedades antiinflamatorias ya que estimula la accién de los
neutréfilos y monocitos lo que daria lugar a la disminucién de la inflamacién (Lewis,
Austen, & Soberman, 1990; Tilley, Coffman, & Koller, 2001).

3.5. Fraccionamiento del extracto de Metanol.

Del fraccionamiento del extracto de Metanol se obtuvieron 45 muestras y se unieron
de acuerdo a las caracteristicas presentadas mediante cromatografia de capa fina y

Rf obteniendo como resultado 5 fracciones. (Fig.33) tabla 12

Fig. 33. CCF de las fracciones obtenidas en la columna del extracto total de
Metanol. a) Luz UV 254 nm, b) CCF revelada

Fuente: Autor 2016

Tabla 12. Fraccionamiento cromatogréfico del extracto total de Metanol

Mezcla de Peso

Fracciones Muestra disolventes (mg)
RA1-12 1-12 MeOH: H,0O 60.3
RA13-20 13-20 MeOH: H,0 210.6
RA21-35 21-35 MeOH: H,O 154.1
RA36-40 36-40 MeOH: H,0O 23.8
RA41-43 41-43 MeOH: H,O 10.4

Fuente: Autor 2016

De estas se tomé la fraccion RA41-43 y se procedid a purificarla mediante
cromatografia en capa fina preparativa.
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3.5.1. Compuesto 4 (Fraccion RA41-43/1-1).

Para purificar esta fraccion se realizé6 una CCF preparativa utilizando 10 mg, eluyendo

en Hexano — acetato de etilo en una proporcion de 8:2 y como fase estacionaria Silica

Gel 60 F254 fase directa. Obteniendo como resultado 4mg de compuesto RA41-43/1-1

El compuesto es visible en luz UV 254 nm, donde se observé una mancha oscura y

en 365 nm una mancha brillante celeste, al ser revelada con acido sulftrico al 5% vy

vainillina se observé una mancha color oscura (Fig. 34).

Fig. 34. CCF preparativa 8:2 en Hexano: Acetato de etilo. a) Luz UV 254 nm, b) Luz UV 365 nm
Fuente: Autor 2016

3.5.2. Identificacién y caracterizacion de RA41-43/1-1.

En la tabla 13 se muestra los datos comparativos de 'H, *C y corroborado con
literatura (Acebey et al., 2007).

El compuesto es identificado como bolivianine, lactona sesquiterpénica de formula

molecular C,sH3,03, con peso molecular 378 g/mol. (Anexo 9y 10.

Tabla 13. Datos espectroscopicos de *H y **C RMN de bolivianine en CDCl,

DATOS

DATOS

(Acebey et al.,

(Acebey et al., 2007)

EXPERIMENTALES | EXPERIMENTALE 2007
H NMR (400Mz)S 13C (100Mz2) > 3¢ (2(())0)Mz) 'HNMR (400M2)
1.48 (m) C-1:26.1 C1:26.1 1.46(m)
0.77(ddd) C-2a: 16.4 C-2a: 16.3 0.70(ddd)
0.83(m) C-2b: C-2b: 0.91(m)
1.93(m) C3: 236 C3. 235 1.94(m)
C4: 1528 C4:152.8
2.55(bdd) C5:52.1 C5:52.1 2.55(bdd)
1.40(dd) C-6a: 26.1 C-6a: 26.2 1.35(dd)
1.93(dd) C-6b: C-6b: 1.94(dd)
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C-7:53.1 C-7:52.5
C-8:98.4 C-8: 96.9
2.31(m) C-9: 46.6 C-9: 46.5 2.30(m)
C-10: 39.8 C-10: 39.8
C-11: 109.9 C-11: 110.3
C-12: 170.3 C-12: 168.5
7.38(s) C-13: 150.6 C-13: 1494 7.39(s)
1.25(s) C-14: 20.7 C-14: 20.5 1.00(s)
4.62(bs) C-15a:105.6 C-15a: 105.4 4.74(bs)
5.29(bs) C-15b: C-15b: 5.18(bs)
1.70(m) C-16a: 23.6 C-16a: 23.4 1.73(m)
2.88 (m) C-16b: C-16b: 2.28(m)
5.63(m) C-17:120.7 C-17:120.5 5.63(m)
C-18: 139.8 C-18: 140.0
2.70(dd) C-19: 51.5 C-19: 51.6 2.63(dd)
C-20a: 35.6 C-20a: 35.3 1.10(m)
(ddd) C-20b: C-20b: 2.07(ddd)
1.69(dd) C-21: 44.9 C-21: 44.3 1.69(dd)
C-22: 79.4 C-22: 78.4
1.33(s) C-23: 26.5 C-23: 27.2 1.16(s)
1.25(s) C-24: 27.8 C-24: 27.3 1.01(s)
1.48(bt) C-25:22.8 C-25: 225 1.62(bt)

Fuente: Autor 2016

En el espectro de '"H RMN se muestran 4 singuletes situados a un desplazamiento
guimico de 1.25, 1.25. 1.33, 1.48 ppm que corresponden a los cuatro grupos metilos,
un multiplete en 5,63 ppm que corresponde a un protén etilenico, dos singuletes a
4.62 y 5.29 ppm que corresponden a los protones geminales etilénicos y un singulete a
7.38. (Anexo 7)

En el espectro de *C se muestran 25 sefiales de carbono en el cual el carbono
caracteristico de la lactona se encuentra a un desplazamiento quimico de 170.3 ppm,
también se puede observar los desplazamientos quimicos de 16.3, 26.0 y 23.5 que
corresponden al anillo ciclo propano. (Anexo 8)

En la figura 35 se muestra la estructura quimica de la molécula de bolivianine
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Fig. 35. Estructura quimica de bolivianine

Fuente: Autor 2016

Las lactonas sesquiterpénicas constituyen un grupo grande y diverso de productos
guimicos de plantas biolégicamente activas que se han identificado en varias familias
de plantas tales como Acanthacea, Anacardiaceae, Apiaceae, Euphorbiaceae,
Lauraceae, Magnoliaceae, Menispermaceae, Rutaceae, Winteraceae y Hepatideae
(Melorose, Perroy, & Careas, 2015b).

Las lactonas sesquiterpénicas son una clase de origen natural terpenoides de plantas
que representan una clase diversa y Unica de productos naturales y son importantes
constituyentes de aceites esenciales. Tienen una diversidad estructural y actividad
biol6gica potencial, tales como anticancerigeno, antiinflamatorio, antitumoral, contra la
malaria, antivirales, antibacterianos, antifingicos, esto ha dado ain mas interés entre
los quimicos a la investigacion para el descubrimiento de farmacos (Skaltsa et al.,
2000).

Aunque el mecanismo exacto de accién de las lactonas sesquiterpénicas no es bien
conocido se ha documentado a través de los diversos informes publicados que la
actividad biol6gica mostrada por la mayoria de las lactonas sesquiterpénicas es debido
a la presencia de a-metilen-gamma-lactonas y alfa, beta anillo de ciclopentenona
insaturado. También las diferencias en la actividad entre las lactonas sesquiterpénicas
individuales pueden ser explicadas por las diferencias en los nimeros de elementos
alquilantes, lipofilia, la geometria molecular, y el ambiente quimico del grupo sulfhidrilo
(Chaturvedi, 2011).
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3.6. Actividad antimicrobiana de los extractos totales de H. racemosum.

De los extractos desclorofilados (Hexano, Acetato de Etilo, Metanol) de Hedyosmum
racemosum, no presentaron actividad antimicrobiana para ninguna de las cepas

empleadas en el ensayo como se muestra en la tabla 14.

Tabla 14. CMI antibacteriana de los extractos totales desclorofilados de H. racemosum.

Microorganismos HEX AcOEt MeOH ATB
(re/mL) (ug/mL) (ng/mL) (hg/mL)
Escherichia coli NA NA NA 3,90
Staphylococcus NA NA NA 3,90
aureus
Salmonella NA NA NA 3,90
tiphymurium
Proteus vulgaris NA NA NA 15,62
Pseudomonas NA NA NA 15,62
aeruginosa
Salonella NA NA NA 7,81
enteritica
Klebsiella NA NA NA 1,95
pneumoniae

Fuente: Autor 2016

3.7. Actividad enzimética de extractos totales y compuestos aislados.

La actividad inhibitoria en a-glucosidasa in vitro de los extractos totales desclorofilados

(Hexano, AcOEt, MeOH) de C. taxifolium, se presentan en la tabla 15.

Tabla 15. Efecto inhibidor de a-glucosidasa en extractos totales de H. racemosum

Ex. totales ICso ug/mL
Hexano 154,97
AcOEt 424,44
MeOH 170,16

Fuente: Autor 2016

En el ensayo realizado de a-glucosidasa los extractos de Hexano y Metanol presentan
una actividad inhibitoria media con un valor de ICso de 154,97 pg/mL y 170,16 pg/mL
respectivamente, mientras que el extracto de Acetato de etilo presenta una actividad

baja con un valor de ICso de 424,44 pg/mL.

46



Este es el primer estudio de la actividad hipoglucemiante reportado en especies de la

familia Chloranthaceae.

No se realiz6 actividad hipoglucemiante en el compuesto escopoletina ya que segln
estudios realizados este compuesto aislado de Uncaria cordata muestra una inhibicién
débil con un 34,5% frente a la enzima, esto se apoya con otros estudios realizados
anteriormente en los que se reporta que la mayoria de las cumarinas no presentan una
fuerte actividad enzimatica (Abdullah, Salim, & Ahmad, 2016).
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CONCLUSIONES

Del extracto total de Acetato de Etilo se identificaron 4 compuestos conocidos
como escualeno, escopoletina y una mezcla de cicloartenol con &cido
linolénico, del extracto de Metanol se identificO y caracterizo un compuesto
conocido como bolivianine.

Los extractos desclorofilados de hexano, acetato de etilo y metanol de
Hedyosmum racemosum, no presentaron actividad antimicrobiana para
ninguna de las cepas empleadas en el ensayo.

En el ensayo realizado de a-glucosidasa los extractos de Hexano y Metanol
presentan una actividad inhibitoria media con un valor de 1Cso de 154,97 ug/mL
y 170,16 pg/mL respectivamente, mientras que el extracto de Acetato de etilo
presenta una actividad baja con un valor de ICsode 424,44 pg/mL
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RECOMENDACIONES

Realizar evaluaciones de actividad biolégica de bolivianine, lactona

sesquiterpénica ya que no existe mucha informacién cientifica sobre esta

molécula.
Se recomienda realizar hemisintesis de la lactona sesquiterpénica ya que este

tipo de moléculas presentan actividad antiinflamatoria.
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Espectros de Resonancia Magnética Nuclear y CG-EM de Escualeno

Anexo 1. Espectro de 'H RMN (400MHz, CDClj)
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Anexo 2. Espectro de CG-EM

File :D:\MSDChem\DATA\2015\ViIadimir Morocho\RICHARD\SCUALENO.D
Operator : JC

Acquired : 24 Feb 2016 15:39 using AcgMethod METODO_GENERAL
Instrument : GCMSD CET

Sample Name: SCUALENO

Misc Info :

Vial Number: 1

Abundance TIC: SCUALENO.D
1.2e+07
1.4 5e+07;:
1.1e+07
1.05e+07
1e+07

9500000/
9000000
8500000
8000000
7500000
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5500000
5000000
4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000 Il
1500000 |

1000000 I

500000 [\

— - T T ] —r— T T — T
Time--> 24.40 24.‘60 24,‘80 25.00 25.20 25.40 25.60 25.80 26.00 26.20 26.40 26.60 26.80 27.00
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Anexo 3. Espectro de CG-EM

File :D:\MSDChem\DATA\2015\VIadimir Morocho\RICHARD\SCUALENO.D
Operator :JC

Acquired : 24 Feb 2016 15:39 using AcqMethod METODO_GENERAL
Instrument: GCMSD CET

Sample Name: SCUALEN

Misc Info : :

Vial Number: 1

Abundance
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Anexo 4. Espectro de 'H RMN (400MHz, CDCly)

Espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Escopoletina
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Espectros de Resonancia Magnética Nuclear de la mezcla de Cicloartanol y Acido Linolénico

Anexo 5. Espectro de 'H RMN (400MHz, CDCly)
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Anexo 6. Espectro de *C RMN (100 MHz, CDCly)
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Anexo 7. Espectro de 'H RMN (400MHz, CDClj)

Espectros de Resonancia Magnética Nuclear y CG-EM de Bolivianine
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Anexo 8. Espectro de *C RMN (100 MHz, CDCly)
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Anexo 9. Espectro de CG-EM

File :D:\MSDChem\DATA\2015\VIadimir Morocho\RICHARD\RA_39_41.D
Operator : JC

Acquired : 2 Aug 2016 11:36 using AcqMethod METODO_GENERAL
Instrument : GCMSD CET

Sample Name: RA_39_41

Misc Info :

Vial Number: 2

Abundance TIC: RA_39_41.D
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Anexo 10. Espectro de CG-EM

File :D:\MSDChem\DATA\2015\Vladimir Morocho\RICHARD\RA_39_41.D

Operator : JC

Acquired : 2 Aug 2016 11:36

Instrument :

GCMSD CET

Sample Name: RA_39_41

Misc Info :
Vial Number: 2

using AcqgMethod METODO_GENERAL
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