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RESUMEN

En el presente estudio, a partir de la raiz de la especie Monnina crassifolia, se
obtuvieron extractos en orden de polaridad creciente utilizando éter etilico, acetato de
etilo, metanol y agua; siendo el extracto metandlico, con un 12,07%, el de mayor
rendimiento. Este extracto se sometié a una particion con n-butano y agua destilada. A
su vez, se utilizaron técnicas cromatogréaficas para el aislamiento e identificacién del
extracto metanolico (parte n-butanol), determinando la presencia de dos fracciones de
peso 3,8 mg y 2,4 mg, con un color blanco, y solubles en metanol, por medio de
técnicas espectroscopicas por RMN (*H, **C), se identific6 una posible estructura
molecular que corresponde a una saponina triterpenoidica esterificada con &cido
benzoéico. Las sustancias aisladas fueron probadas frente a bacterias Gram + y Gram

— sin mostrar una actividad significativa.

Palabras clave: Monnina crassifolia, cromatografia, purificacién, aislamiento e

identificacion

13



ABSTRACT

From the root of the species Monnina crassifolia were obtained extracts in order of
increasing polarity using ethyl ether, ethyl acetate, methanol and water. The methanolic
extract yield was 12.07%; the highest among the different solvent extracts. A solubility
depending partition using n-butane and distilled water was performed. The n-butanol
fraction was subjected to chromatographic separation techniques in order to isolate
and identify the compounds present. The chromatographic work determined the the
presence of two solid fractions of weight 3.8 mg and 2.4 mg, white colored, and soluble
in methanol. The use of spectroscopical methods (NMR-1H, 13C), revealed the
possible presence of a benzoyl triterpenoid saponin. The fractions isolated were tested

against Gram+ and Gram- bacteria without showing a significant activity.

Keywords: Monnina crassifolia, chromatography, purification, isolation and

identification
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INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales como remedio para aliviar enfermedades se remonta a
los origenes de la humanidad y son un elemento importante de los sistemas médicos
indigenas de los paises de América del Sur, siendo estos recursos generalmente
considerados como parte del conocimiento tradicional de estas culturas (Hernandez &
Jordé, 1981).

Las plantas medicinales y sus productos derivados, han sido utilizados durante siglos
en la medicina tradicional y ahora son cada vez mas valiosas como materia prima en
la preparacion de medicamentos modernos para la industria farmacéutica y herbal
((Buitrén, 1999).

La diversidad de plantas medicinales disponible varia segun las regiones y los
ecosistemas de cada zona donde habitan, debido a ello se debe conservar el ambiente
que las sustenta. Esta situacién ha originado una preocupacion creciente por la
biodiversidad y por el estado natural de las plantas y arboles con propiedades

curativas (Quezada, 2008).

El género Monnina pertenece a la familia Polygalacea que comprende 21 géneros y
alrededor de 800-1.000 especies distribuidas en las regiones tropicales y subtropicales
a nivel mundial (Eriksen & Persson, 2007). Existe una gran variedad de metabolitos
secundarios presentes en la familia Polygalaceae. De acuerdo a investigaciones
fitoquimicas realizadas los productos quimicos predominantes son las saponinas,

xantonas y oligosacaridos esterificados (Lepore et al., 2011).

En la actualidad el género M. Crassfolia no ha sido estudiado y no se han encontrado
reportes sobre metabolitos secundarios aislados a partir de esta especie, sin embargo
se ha tomado como referencia el estudio de otras especies del mismo género,
principalmente de M. sylvatica en donde se ha comprobado la actividad antifingica de
bifenilos y xantonas en el extracto lipofilico de las raices(Bashir, Hamburger, Gupta,
Solis, & Hostettmann, 1992), ademas del genero M. obtusifolia del extracto de n-BuOH
se ha demostrado que de sus hojas inhiben los factores de crecimiento endotelial
vascular (VEGF —A) o la interaccién con el factor de crecimiento placentario con Flt- 1
(VEGEF receptor 1) (Lepore et al., 2011)

Nuestro objetivo de investigacion consisti6 en aislar e identificar metabolitos
secundarios de la especie Monnina crassifolia por medio de técnicas cromatograficas,
para contribuir con el estudio para la conservacion y aprovechamiento de especies

vegetales de interés medicinal en el Ecuador.
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CAPITULO 1
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FIN, PROPOSITO Y COMPONENTES DEL PROYECTO

Fin del proyecto

e Contribuir con el estudio para la conservacion y aprovechamiento de especies

vegetales de interés medicinal.

Propdsito del proyecto

¢ Aislar e identificar metabolitos secundarios de la especie Monnina crassifolia

Componentes del proyecto

¢ Obtener extractos con disolventes en orden de polaridad ascendente.
¢ Fraccionamiento de extracto mediante cromatografia en columna abierta.

o Aislar e identificar los compuestos obtenidos

17



CAPITULO 2
1. FUNDAMENTO TEORICO
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1.1 Plantas medicinales

Las plantas han sido la base de los sistemas de medicina tradicional que han existido
desde hace miles de afos. Incluso en los tiempos modernos, los sistemas basados en
plantas siguen desempefiando un papel esencial en el cuidado de la salud (Chivian,
2002).

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el 11% de farmacos béasicos
y esenciales son exclusivamente de origen vegetal obtenidos a partir de precursores
naturales (Rates, 2001).

Segun la misma organizacion, alrededor del 65-80 % de la poblacion mundial en los
paises en desarrollo, debido a la pobreza y la falta de acceso a la medicina moderna,
depende esencialmente de las plantas para su atencién primaria de salud. Sin
embargo, algunas plantas han sido estudiadas cientificamente para la evaluacién de

su calidad, seguridad y eficacia (Calixto, 2005).

América Latina ofrece una gran diversidad de plantas y cultivos estacionales Unicos
debido principalmente a la presencia de areas naturales como la cordillera de los
Andes, la selva amazonica y los bosques tropicales y subtropicales de América
Central. Varios informes cientificos han sefialado el potencial terapéutico de ciertas

plantas y alimentos de esta area (Ranilla, Kwon, Apostolidis, & Shetty, 2010).

Las plantas producen una gran variedad de compuestos bioactivos y metabolitos
secundarios como medio de defensa al ataque de insectos, microorganismos y de
adaptacion a ambientes adverso (Akula & Ravishankar, 2011). Entiéndase por
bioactivo, aquellos compuestos que tiene la capacidad de provocar efectos
farmacoldgicos o toxicolégicos en humanos y/o animales (Vélez-Terranova, Gaona, &
Sanchez-Guerrero, 2014). Los metabolitos secundarios tienen aplicaciones practicas

significativas en fines medicinales, nutritivos y cosméticos (Seigler, 2012).

La produccién de estos compuestos a menudo es baja (menos de 1 % de peso seco) y
depende mucho del estado fisiologico y de desarrollo de la planta (Rao & Ravishankar,
2002). El aislamiento dirigido a los principios activos de la planta se continta
realizando en muchas &reas académicas, gubernamentales, y laboratorios. A partir de
extractos que presentan una actividad biologica particular de interés se purifican estos
principios por cromatografia, guiados por evaluacion periddica con uno 0 mas sistemas
de bioensayo, lo que resulta en el eventual aislamiento de uno 0 mas constituyentes

biolégicamente activos (Kinghorn, 1992).
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1.2 Familia Polygalaceae

La familia Polygalaceae comprende &rboles, arbustos, lianas y plantas de tallos
herbaceos. Esta familia se caracteriza por presentar pelos simples, unicelulares o a
veces uniseriados con una superficie lisa o averrugada, las hojas son generalmente
alternas, a veces opuestas 0 verticiladas, sésiles o pecioladas, simples, estipular;
glandulas nectariferas a veces se presentan en la base del peciolo o en la lamina de la
hoja. Las flores son bisexuales o en algunas especies de Polygalaceae son
unisexuales y se presentan hermafroditas y zigomorfas, el ovario posee de 2 a 8
carpelos y un estilo Unico. El fruto es una capsula, a veces seca e indehiscente, y
ocasionalmente alados, drupas o bayas. La semilla pubescente y con arilo trilobado
(Eriksen, 1993a; Kubitzki et al., 1990) . Presenta 4 subfamilias, 21 géneros y cerca de
800 -1000 especies distribuidas en todo el mundo, con mayor diversidad en las zonas

tropicales y subtropicales (Eriksen & Persson, 2007).

Las 4 subfamilias mas importantes se componen por: Xanthophylleae, Polygaleae,
Moutabeae y Carpolobieae (Chodat, 1893; Eriksen, 1993b). Existe una gran diferencia
de la Xanthophylleae con respecto a las otras por tener ovarios mas o menos
uniloculares y 4-40 évulos(Eriksen & Persson, 2007).

La familia Polygalaceae es utlizada en la medicina herbal, como expectorante
estimulante, diurético y diaforético. Debido a un alto contenido de saponinas y
propiedades antifingicas, varias especies de Monnina a menudo se han utilizado
como champu anticaspa en América tropical (Eriksen & Persson, 2007). Como
ejemplo, la especie africana Securidaca longepedunculata, pertenciente a la familia
Polygalaceae, tiene hasta 100 propiedades médicas, destacando principalmente la

inhibicién selectiva de la replicacién del VIH (Mahmood et al., 1993).

1.3 Género Monnina

El género Monnina perteneciente a la subfamilia Polygaleae fue bautizado por los
botanicos espafioles Ruiz y Pavon sobre un grupo de plantas de Peru y Chile (Ruiz,
Lépez, & Pavon, 1798). Para la descripcion del género Monnina se tomé como
referencia a especies descritas por la revista del Instituto Boténico Darwinion en
Argentina, detallando al género como plantas con hojas simples, alternas, brevemente
pecioladas. Inflorescencia en racimo simple, espiciforme. Flores pequefias, blanco-
amarillentas, o rosado-verdosas, con cinco sépalos de prefloraciéon quincuncial, dos
externos, uno interno y dos laterales. Fruto una samara 1-2 seminada, generalmente
reticulada, a lada o sin alas, glabra o pubescente. Raiz generalmente perpendicular,

ramificada y cilindrica de color castafio oscuro o claro, marron oscura y amarillo.
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Semillas piriformes, comprimidas o no, con tegumento tenue y delgado rostro en el
apice (Grondona, 1945).

Este género es Unicamente americano y se extiende desde el Sur de Estados Unidos
hasta el centro de Chile y la Plata. En el Ecuador el género Monnina tiene especies
arbustivas que comprende unas 150 especies. Se encuentran unas 32 variedades,
mejor representadas en la zona andina; sobre los 2400 m se han registrado 24

especies arbustivas

Existe una gran variedad de usos en el género, dentro del cual cabe recalcar la
especie Monnina obtusifolia, la cual se utiliza en la medicina tradicional de Ecuador
como un antifingico, antitumoral, antiséptico, antiperiodontitis y limpiador de piel
(Pinto, Fuzzati, Chiriboga, & Hostettmann, 1994).

1.4 Monnina crassifolia

Monnina crassifolia es un arbusto que mide hasta 1,5 m de alto. Las hojas son
alternas, lanceoladas, miden hasta 6 cm de largo, siendo gruesas. La inflorescencia
tiene numerosas flores, miden hasta 6 cm de largo, tienen la forma de mariposa, de
color azul o azul-morado, uno de los pétalos llamado "quilla" tiene la punta amarilla.
Los frutos son carnosos, con forma de elipse o de fréjol, miden hasta 8 mm de largo,
de color vino morado y verde en la base cuando estan inmaduros, de color negro-

morado cuando estan maduros (Eriksen, 1993c).

Tiene un uso en la medicinal como antibacteriano al utilizarse como jabén y

medioambiental debido a que la planta se usa como cerca viva o para hacer lefia.

1.4.1 Taxonomia

Reino: Plantae

Division: Magnoliidae
Clase: Equisetopsida
Orden: Fabales

Familia: Polygalaceae
Género: Monnina

Nombre cientifico: Monnina crassifolia

1.5 Metabolitos de interés
1.5.1 Saponinas

Las saponinas son un gran grupo de los glucésidos, ampliamente distribuidos en las

plantas (Sparg, Light, & Van Staden, 2004). Por lo general se encuentran en las

21



raices, tubérculos, hojas, flores o semillas. Sobre la base de los esqueletos de
carbono, las saponinas se clasifican en triterpénicas y esteroideas (Man, Gao, Zhang,
Huang, & Liu, 2010), algunos autores distinguen un tercer grupo llamado aminas
esteroideas, los cuales se clasifican por otros como alcaloides esteroidales (Bruneton,
1995).

Los dos tipos de saponinas, se originan por la ruta de la acetil coenzima A via &cido
mevaldnico, no mevaldnico y escualeno (Martinez, 2001). La diferencia de los nucleos
radica en el nimero de carbonos que hacen parte de la aglicona, siendo para la de
tipo esteroide 27 atomos de carbono que forma un esteroide tetraciclico; y 30 4&tomos
de carbono para la de tipo triterpenoide, que conforma un ndcleo pentaciclico. (Gallego
Londofio, Arango Villa, Ospina Medina, Arango Valencia, & Cardona Maya, 2014)
(Sparg et al., 2004).

(A)

RO

(B)

RO

(C)

Figura 1: Esqueletos de aglicon (A) espirostano esteroideos,
(B) furostano esteroideo, (C) saponinas triterpénicas.

R=azucar
Fuente: (Sparg et al., 2004).

A las saponinas se les atribuye propiedades antinflamatorias, fungicidas,
antibacterianas, antimicrobianas, antiparasitarias, antitumorales, antivirales,
citotéxicas, entre otras actividades biolégicas (Mena Valdeés et al., 2015; Sparg et al.,
2004).
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1.5.2 Xantonas

Las Xantonas se derivan de metabolitos de origen biogenético mixto debido a su
unidad iniciadora, son compuestos aromaticos presentes en muchas familias vegetales
de plantas superiores, hongos y liquenes. Su origen es Unicamente policetidico,
aungue en ciertas plantas aisladas proceden del &cido shikimico. Las xantonas se
clasifican en 5 grupos: (a) xantonas simples oxigenadas, (b) glicésidos de xantonas,
(c) xantonas preniladas y sus derivados, (d) xantonolignoides, y (e) xantonas

miscelaneas.(Jiang et al., 2003)

La estructura basica de una Xantona se presenta en la fig 2. que se basa en la

simetria de los dos anillos bencénicos del sistema xantoénico.

Figura 2: Xantona

Fuente: (Marco, 2006).
Las Xantonas poseen diversas actividades farmacolégicas como antihipertensivas,
antitumorales, citotoxicidad e inhibicibn de la agregacion plaquetaria (Jiang et al.,
2003; Rojas, Vizcaya, Morales, & Nufiez, 2012).

1.6 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Las bases tedricas de la espectroscopia de resonancia magnética nuclear fueron
formuladas por W. Pauli en 1924, quien sugirié que ciertos ndcleos atomicos tienen las
propiedades de espin y momento magnético y que, como consecuencia, al exponerlos
a un campo magnético se produciria una divisién de sus niveles de energia (Skoog et
al., 2002).

Ha sido utilizado durante muchos afios como un medio de andlisis quimico. RMN es
un tipo de espectroscopia de frecuencia de radio que se basa en pequefias diferencias
de energia entre los nucleos atdmicos con carga eléctrica que estan girando paralela o
antiparalelamente respecto a un campo magnético aplicado (Felder, Uggeri, Fumagalli,
& Vittadini, 1990).
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Un espectrometro de alta resolucion puede poner en evidencia dos tipos distintos de
estructura en la absorcion de la RMN debida a la resonancia del protén, conocidos
respectivamente como desplazamiento quimico y acoplamiento spin-spin (Ewing &
Meza, 1978).

1.7 Espectrometria de masas (CG-EM)

La espectrometria de masas esta basada en el comportamiento diferente que
presentan los iones que se forman por las diferentes técnicas de ionizacién, al
atravesar campos eléctricos y magnéticos. Asi dichos iones son separados en funcion
de su relacibn masal/carga (m/z) y detectados posteriormente (Romero Gonzalez,

Fernandez Moreno, Plaza Bolafios, Garrido Frenich, & Martinez Vidal, 2007).

Por lo tanto, la asociacion de las dos técnicas, CG (“Cromatografia de Gas”) y EM
(“Espectrometria de masas”) da lugar a una técnica combinada CG-EM que permite la
separacion e identificacion de mezclas complejas. En este proceso, el espectrometro
de masas, ademas de proporcionar los espectros, actlia como detector cromatografico
al registrar la corriente iénica total generada en la fuente i6nica, cuya representacion
grafica constituye el cromatograma o “TIC” (corriente i6nica total) (Gutiérrez Bouzan &
Droguet, 2002).
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CAPITULO 3
2. MATERIALES Y METODOS
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2.1 Esquema de metodologia

A continuacion se detalla el esquema con la metodologia utilizada:

- Trituracion
H Maceracion | | Eter
Especie Monnina etilico
crassifolia (raiz Acetato
del ivilan) | Obtencién de ||Lde etilo
Recepcion de la : extractos [Metanol |
materia prima
|| Agua
destilada
Concentracion en | Aislamiento |
H rotaevaporador
(30°C) H Purificacion
|| Cromatografia en ||
columna Identificacion
1 de
metabolitos
secundarios | L|Punto de

fusion

Figura 3: Esquema de desarrollo de la investigacion

Fuente: El autor, 2017

2.2 Obtencion de extractos

A partir de 250 g de la especie Monnina crassifolia especificamente de la raiz, se
procedié a realizar una maceracion con disolventes de polaridad creciente iniciando
con éter etilico durante 5 horas con 1000 ml de solvente, seguido de acetato de etilo,
metanol y agua. Se efectu6 uno maceracion por triplicado con 2500 ml en un lapso de

3 dias a temperatura ambiente, renovando el disolvente cada 24 horas.

Transcurrido el tiempo establecido se filtr6 al vacio cada extraccidbn y mediante
concentracion por rotaevoparacion a presion reducida, se obtuvieron tres extractos, sin
embargo al extracto de agua se realizd la concentracion mediante el equipo de
liofilizacion LABCONCO serie 77608.

Obtenidos los cuatro extractos de éter etilico, acetato de etilo, metanol y agua, se
realiz6 cromatografia de capa fina con placa de silica gel F,s4, para determinar que

extracto presenta mayor riqueza en metabolitos secundarios de interés.
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2.3 Separacion por decantacion del extracto metanélico

A partir de 5g de extracto se efectud la particion con n-butanol y agua destilada
relacion (1:1) efectuando tres lavados, que fueron concentrados en rotaevoparacion a
presion reducida, obteniendo la fase de n-butanol 3,84 g mientras que la fase de agua
un total de 1,2 g.

2.4 Fraccionamiento del extracto metandlico (fase butandlica)

Del extracto butandlico obtenido se efectué el fraccionamiento en cromatografia en
columna, en relacién 1:100 tomando 3,84 g de extracto con 385 g de silica gel 60
(Merck 0.0015-0040 mm).

La fase movil utilizada se prepar6 con disolventes en orden de polaridad creciente
iniciando con acetato de etilo-metanol-agua 90:10:2,5, disminuyendo el acetato de etilo
paulatinamente hasta llegar a 60:10:2,5 y finalmente metanol al 100%, obteniendo un
total de 391 fracciones de 8 mL.

2.5 Cromatografia en capa fina

Se realiz6 cromatografia en capa fina (TLC) de todas las fracciones obtenidas de la
columna cromatogréfica, utilizando placas de silica gel 60 F254 (fase directa). Los
disolventes para la fase moévil fueron acetato de etilo-metanol-agua en relacién
8:1:0,25 (v/v), para la unién de acuerdo a la separacion y similitud de compuestos, la
visualizacién se la realizé en luz UV 254 y 365 nm, y reveladas con acido sulfarico al
5% y vainillina. Posteriormente se unieron las fracciones con igual factor de retencion
(Rf).

2.6 Purificacion de la fraccion MC028

La purificacion de la fraccion MCO28 fue a partir de 111,8 mg, en columna
cromatografica con 11 g de silica gel 60 (Merck 0,0015-0040 mm) en relacién 1:100,

utilizando como disolvente en relacion acetato de etilo-metanol-agua 7:1,3:1.

2.7 Determinacion de la actividad antimicrobiana (CMI) de las fracciones
obtenidas

Por medio de la técnica de microdilucién en caldo, se realiz6 la determinacién de la
concentracion minima inhibitoria de las dos fracciones obtenidas, utilizando cinco
bacterias Gram-negativas: Escehrichia coli (ATCC 25922), Salmonella tiphymurium
(LT2), Proteus vulgaris (ATCC 8427), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 8427),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 9997), y una bacteria Gram-positivo: Staphylococcus
aureus (ATCC 28185).
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2.8 Ensayo de inhibicién de monoamina oxidasa (MAQO) de las fracciones
obtenidas

El presente ensayo de inhibicion de monoamina oxidasa se realizé con la ayuda del
Ph.D. Christian Larrogue en el Instituto de Cancer de Montpellier, Francia. Preparado
bajo soluciones de PBS y DMSO a diferentes concentraciones, y la suspension de las
mitocondrias (MAOA-MAOB) son divididas en pequefias alicuotas y almacenadas a
una temperatura de -80 ° C. Trabajo con 1mg en las dos muestras a una solucion de
10mg/mL de DMSO.

El procedimiento para la medicion de la actividad selectiva de MAO-A y MAO-B

consiste en la adicién de los siguientes soluciones:

Vehiculo (DMSO + molécula) + Fraccién mitocondrial (MAO-A y MAO-B) + Sustrato
no selectivo (Kynuramine) + CLO (Inhibidor selectiva MAO-A) o DEP (Inhibidor
selectiva MAO-B).
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3.1 Extractos obtenidos de la especie Monnina crassifolia

En la tabla 1. se describen los pesos y rendimientos obtenidos del extracto de la raiz

con las distintas polaridades como fueron: éter etilico, acetato de etilo, metanol y agua.

Tabla 1: Rendimiento de los extractos

Peso inicial Peso final | Rendimiento
EXTRACTO
planta seca (g) (9) (%)
Eter etilico 0,663 0,27
Acetato de etilo 250 2,328 0,94
Metanol 30,167 12,07
Agua 3,181 1,27

Fuente: El autor, 2017.

Mediante cromatografia en capa fina fase directa de los extractos obtenidos,
representados en la Figura 4, se observo la abundancia de los diferentes compuestos

presentes en la especie.

Eter Acetato de Metznol Aguz
etilo

etlico

Figura 4: Esquema de desarrollo de la investigacion

Fuente: El autor, 2017

3.2 Fraccionamiento del extracto de metanol

Se parti6 con 3,84g. del extracto de metanol. A partir de su fraccionamiento se
obtuvieron 392 muestras y luego se unieron de acuerdo a las caracteristicas presentes
mediante cromatografia de capa fina y Rf dando un total de 32 fracciones (MC0O01-
MCO030) descritas en la Tabla 2.
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Tabla 2: Fraccionamiento cromatografico del extracto total de metanol

Fracciones | Muestras | Proporcion g/ilzgf\l/zr?ti I(Dr(rawz(;
MC001 0 83
MC002 1a5 5,8
MC003 6a13 40,80
MC004 | 16a 22 41,40
MC005 | 23a 40 59,10
MC006 | 41a58 386,10
MC007 | 59a66 | 9:1:0,25 Aco'ﬁ‘z'\geOH‘ 25,40
MC008 | 67a75 33,10
MC009 | 76a84 34,10
MC010 | 85a 89 26,40
MCO11 | 90a 99 63,70
MCO012 100,00 5,90
MC013 | 101 a 106 35,80
MC014 107 a 128 116,00
MCO15 | 1292136 | AcoEtMeon. | 210

8:1:0,25 A 535
MCO16 | 137 a 164 :
MCO017 165 a 181 48,20
MC018 | 182 a 213 84,3
MCO19 | 2142229 | _ AcoEtMeon. | 1230

7:1:0,25 A s
MC020 | 230 a 256 ,
MC021 | 257 a 264 44,40
MC022 | 265 a 276 10,50
MC023 | 277 a 284 18,4
MC024 | 285 a 328 10,9
MC025 |329a337| 6:1:0,25 Aco'ﬁ'z'\(")eOH‘ 80,5
MC026 | 338 a 363 85
MC027 | 364 a 372 16,5
MC028 | 373 a 379 111,8
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MC029 | 380 a 391 24,6

MC030 392 1 MeOH 69,8

Fuente: El autor, 2017

Cromatografia en capa fina de las fracciones obtenidas desde la MC0O01 a MCO030 se
realizé el sembrado de las fracciones en el orden descrito en la Tabla 2, utilizando
como disolvente la polaridad de acetato de etilo-metanol-agua 8:1:1. Observando la
riqgueza de metabolitos secundarios de las 32 fracciones obtenidas (Figura 6), para su

posterior purificacion.

1|2]3|4|5]6(7|8|9] 10|17 |12|13| 14| 15]16|17] <8| 19|20|21| 22| 23|24 | 25| 26 | 27| 28| 29| 3¢
Figura 5: TLC luz UV 254 nm

Fuente: El autor, 2017

1]2|3|4]55|7|8|9]10]11]12]13|14 15 16 17]18]19|20|21| 22| 23| 24| 25| 26| 27| 28] 2¢ | 3¢
Figura 6: TLC revelada en relacion 8:1:0,25 acetato de etilo-metanol-agua

Fuente: El autor, 2017
3.3 Fraccion MCO28

Por medio de una microcolumna cromatografica se efectué la purificacion de la
fraccion MCO028, con 111,8 mg en 11 g de silica gel en relacién acetato de etilo-
metanol-agua 7:1,3:1.

Del fraccionamiento se obtuvieron 49 muestras que luego se unieron de acuerdo al
perfil cromatografico en capa fina y Rf dando un total de 8 fracciones descritas a

continuacion:
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Tabla 3: Fraccionamiento cromatografico de la fraccion MC028

Fracciones | Muestras | Proporcion | Mezcla de disolvente | Peso (mg)
F28-1 0-6 1,7
F28-2 7 1,4
F28-3 8 5,6
Fo8-4 9-10 7:1,3:1 AcOEt-MeOH-H20 15
F28-5 11 5,2
F28-6 12-13 6,4
F28-7 14-48 14,2
F28-8 49 6,3

Fuente: El autor, 2017
3.3.1 Cromatografia preparativa de la fraccién F28-4

A través de la técnica de cromatografia en capa fina preparativa fase reversa,
utilizando una placa con una dimension de 20X10 cm, se realizé la siembra de la
muestra F28-4 de 15mg, siendo la fase mévil metanol: agua 9:1. El revelado se realizé
con la ayuda de la luz UV 254 nm y 360 nm, observando una mancha de color azul
oscuro y un color morado (Figura 7 y 8), las cuales fueron raspadas y recuperado el

metabolito adsorbido.

Figura 7: TLC luz UV 254 nm

Fuente: El autor, 2017
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- LIS

Figura 8: TLC luz UV 365 nm
Fuente: El autor, 2017
Se obtuvieron dos fracciones (MC028-03 y MC028-04) con peso de 3,8 mg y 2,4 mg,

se procedié a realizar cromatografia en capa fina fase directa en relacion 7:1,3;1

acetato de etilo-metanol-agua, en silica gel de 9 cm de longitud.

Observando en la luz UV de 365 un color azul brillante, que luego al revelarla con
acido sulfarico al 5% vy vainillina, se observo un color amarillo intenso, presentando Rf
de 0,38y 0,35.

Figura 9: TLC revelada MC028-03 y MC028-04
Fuente: El autor, 2017

Posterior se efectud el andlisis por elucidacion quimica de las fracciones MC028-03 y
MC028-04 en RMN en un equipo Varian N° de serie 21953 operando a 400 MHz para
1H y 100 MHz para **C. Usando como disolvente metanol deuterado (CD30D).
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3.4 Interpretacion de resultados por Resonancia Magnética Nuclear de las
fracciones obtenidas.

3.4.1 Interpretacion de resultados de Resonancia Magnética Nuclear del *H

Mediante microcolumna con polaridad acetato de etilo-metanol-agua (7:1,3:1) de la
fraccion 373 a 379 se obtuvieron 15 mg, por medio de cromatografia en capa fina
preparativa fase reversa, se obtuvieron dos fracciones de peso 3,8 mg y 2,4 mg, con

un color blanco, y solubles en metanol.

Los espectros de 'H y *C de la fraccion MC028-03 tienen similitud con la fraccion
MC028-04 Anexos 2 y Anexos 3, considerdndose que la fraccion MC028-04 esta
compuesta por una fraccion de la sustancia presente en MC028-03 y otra sustancia
desconocida. Por tal motivo, en el presente trabajo se analizdé Unicamente el espectro

de 'Hy *3C de la fraccién MC028-03, que asemeja una fraccion mas pura.

En la Figura 10 se observa la zona a campos mas bajos del espectro de *H-RMN a
400 MHz, de la fraccion MC028-03 disuelto en metanol deuterado (CD30OD),
presentandose sefales con un desplazamiento quimico de & 8.05 (m, 8.05 Hz), 7.63
(dd, 7.65 Hz), y 7.50 (m, 7.51), con un valor de la integral de 2, 1, y 2. Por encontrarse
en esta zona espectral, se trata de protones de tipo aromatico. Se postula que
corresponde a un benzoato, el cual fue comparado con el espectro 'H-NMR del
benzoato de metilo disuelto en metanol deuterado (CD30OD), estableciéndose una

correspondencia total.

=2}
]

B3SE3NAS AN BISEI0ALS B0 TIS VN 78S T IIS T M 765 TEO TS5750 74574073570 7.25720 715 7.10

Figura 10: Zona del espectro 'H de RMN entre 6.6-8.4 ppm de la fraccion
MC28-03 (400 MHz en CD30D)

Fuente: El autor, 2017
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Por tanto se establece la presencia de un benzoato (Figura 11), en la estructura

molecular de la fraccion MC028-03.

Figura 11: Estructura molecular del Benzoato

Fuente: El autor, 2017

Continuando el andlisis de la estructura molecular de acuerdo a la Figura 12 del *H,
se observa dos dobles tripletes en 6 5.55, y 5.30 ppm, que nos permite deducir la
presencia de dos protones como dobles enlaces con un valor de integral de 2.90 y
3.03, ademas de la presencia de probablemente tres protones anoméricos en las
zona de 6 5.20, 5.04 y 4.60, estableciendo la presencia de unidades de azlcar en la

estructura molecular.
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Figura 12 Zona del espectro de 4.55-5.60 de 1H de RMN Fraccion MC28-03
(400 MHz en CD30D)

Fuente: El autor, 2017
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En la Figura 13 es posible observar los protones que se encuentran entre 3.96 y 3.52
ppm que corresponden presumiblemente a la estructura de los glacidos que hacen
parte de la estructura de la molécula. La existencia de una cantidad minima de la
fraccion en estudio no permite establecer estudios posteriores para la identificacién

definitiva de los azlcares presentes en la estructura molecular.
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Figura 13: Zona del espectro de 3.50-4.00 ppm de "H-RMN Fraccién MC28-03
(400 MHz en CD30D)

Fuente: El autor, 2017

Finalmente de acuerdo a la Figura 14 en donde el espectro de 'H se aprecia la
presencia de cerca de 7 grupos metilos entre las sefales de 6 0.9 a 1.4 ppm, con
integrales que van desde 7.6 a 9.4, asi mismo se observa la posible presencia de un
grupo acetato por la deteccion de la senal del protén en § 2.2 (s, 2.22 Hz), finalmente
que la estructura terminal de la molécula seria posiblemente un radical etil (CH3-H2)

en 3 0.90 con una integral de 7.6.
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Figura 14 Zona del espectro de 0.8-2.30 ppm de *H de RMN Fraccién MC28-03
(400 MHz en CD30D)

Fuente: El autor, 2017
3.4.2 Interpretacion de resultados de Resonancia Magnética Nuclear de *C

Se realizé una interpretacién del espectro obtenido de las fracciones MC028-03 por
RMN en un equipo Varian N° de serie 21953 operando a 100 MHz para *C disuelta

en metanol deuterado (CD30D), identificando lo siguiente:

De acuerdo al anélisis del espectro obtenido de *3C, de la Figura 15, se observa picos
con valores altos correspondientes a la estructura carbonilica del benzoato y acetato
en 175y 172 ppm, asi mismo la presencia de un grupo carbonilo en 216.18, que se

ubica presumiblemente en el carbono 3 de un triterpeno.
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Figura 15: Zona del espectro de 135-220 ppm de **C de RMN de la
Fraccion MC28-03 (100 MHz en CD30D)

Fuente: El autor, 2017

Al observar el espectro en un rango de 129.6 a 130.8, se aprecian los picos
correspondientes a 4 de los carbonos aromaticos, que se identifican con los carbonos
de la unidad de acido benzoico (Figura 16). En el resto de la fraccion estudiada se
observan la posible presencia de los carbonos olefinicos y los carbonos aromaticos
restantes.
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Figura 16: Zona del espectro de 94-134ppm de *C de RMN de la Fraccion
MC28-03 (100 MHz en CD30D)

Fuente: El autor, 2017
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Finalmente en el espectro observado en la Figura 17, que corresponden a los picos
de los radicales metilos de una posible estructura terpénica.
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Figura 17: Zona del espectro de 27-7 de **C de RMN de la Fraccion MC28-03
(100 MHz en CD30D)

Fuente: El autor, 2017

Por la poca cantidad obtenida de la fraccion MC028-03 Unicamente se realizé el
andlisis en RMN de 'H y *C, describiendo las zonas méas importantes para una
identificacion de la posible estructura molecula.

Como ejemplo, se pueden estudiar los reportes obtenidos sobre saponinas
triterpenicas citotoxicas en las raices de Symplocos chinensis, que han obtenido un
compuesto denominado symplocososide K, 3 B-0- [(B-p-glucopyranosyl (1—2)][(a-L-
arabinofuranosyl](1—4)]-B-O-[(3-0-acetyl-6-methyl)-glucuronopyranosyl] -21 B-0-
[(22)3,7-dimethyl-2,6-octadienoyl]-22a-0-benzolyl]-R;-barrigenol Figura 18, este tipo
de estructuras se caracterizan por la presencia de siete grupos metilos terciarios entre
5 0,90 y 1,51 ppm, y un doble enlace tipicas por *C en RMN a & 125,8 y 142,9 ppm,
revelando olean-12-ene - triterpeno (Olugbade, Ogundaini, Birlirakis, Pais, & Martin,
2000), la parte azucarada corresponde a tres tipos: acido glucurénico, glucosa y
arabinosa, presentes como tres protones anomeéricos en 6 4.89, 5.10 y 5.88 y con la
relacion de *C-RMN en 5 110.6, 104.9 y 104.8. Finalmente la unién de la unidad de

benzoilo en C-22 de la aglicona que se representa entre el proton de & 6.53 y el
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espectro de *C-RMN en & en 166.9 (Cioffi et al., 2006; Fu, Wang, Gao, Tang, & Yu,
2005).

Sin embargo por la poca cantidad obtenida no se puede efectuar un andlisis completo
de RMN tanto en 'H, *C, DEPT, COSY, HMBC y HSQC, que permita una

identificacion completa de la estructura molecular de mezcla MC028-03.

R1

R3
COCH R2

Figura 18: Estructura symplocososide K

Fuente: (Fu et al., 2005)

Dentro de la actividad biol6gica de algunas saponinas triterpénicas, se ha demostrado
gue ciertas presentan actividad citotoxica principalmente para tres lineas celulares
tumorales, que comprenden J774.A1 (Monociticas / macrofagos murinos), HEK - 293
(Células epiteliales humanas de rifion) y WEHI 164 (Células de fibrosarcoma murino)
(Cioffi et al., 2006), ademas se le atribuye actividades antialergénicas, antibacterianas,

anti-inflamatorias y anti-hepatotéxicas (Lu et al., 2000) .

3.5Ensayo para la determinacién de la actividad antimicrobiana de las
fracciones MC028-03 y MC028-04.

Se emplearon las cinco bacterias Gram-negativas: Escherichia coli, Salmonella

tiphymurium, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, y
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una bacteria Gram-positiva: Staphylococcus aureus. Tomando como referencia el peso
de las fracciones se trabajé con una disolucion 10 veces la proporcion con
Dimetilsulféxido (DMSO), 1mg/100uL DMSO, siendo la mas alta en el ensayo de 250
ug/mL. Obteniendo los resultados mostrados en la Tabla 4.

Tabla 4. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de las fracciones F1y F2

Bacterias Gram -y Gram + CMI de las fracciones
obtenidas

ATB (Ec. S.ty S.a 3,906 ug/mL; F1 F2
P.vy P.a 15,625 ug/mL; K.p
1,953 pg/mL)
Escehrichia coli (Ec.) NA NA
Salmonella tiphymurium (S.t) NA NA
Proteus vulgaris (P.v) NA NA
Pseudomonas aeruginosa (P.a) NA NA
Klebsiella pneumoniae (K.p) NA NA
Staphylococcus aureus (S.a) NA NA

(NA): No activo, a la dosis mas alta probada
Fuente: El autor, 2017

3.6 Ensayo para la determinacion de la actividad de inhibicién de monoamina
oxidasa (MAO) en las fracciones MC028-03 y MC028-04.

Los compuestos ensayados fueron las fracciones MC028-03 y MC028-04 a una

solucion de DMSO de 10mg/ml, obteniendo los resultados mostrados Tabla 5

Tabla 5. Concentraciones inhibidoras de MAO-A y MAO-B

. ' % residual | % residual
Endpoint 316-357, 0-177.5min, Promedio Fo,rma activity activity
50ug/ml estandar MAO-B MAO-A
DMSO vs MAO-A 0% -MAO-B 1% 0% 0% 0%
0% (+CLO+DEP)
DMSO vs MAO-A+B 100% 3% 100% 100%
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DMSO vs MAO-B (+CLO 54% 206 100% 0%
500nM)
DMSO vs MAO-A (+DEP 42% 1% 0% 100%
1000nM)
MC28-03 vs MAO-A+B 97% 3%
MC28-03 vs MAO-B 50% 1% 93%
MC28-03 vs MAO-A 39% 1% 93%
MC28-04 vs MAO-A+B 97% 3%
MC28-04 vs MAO-B 49% 1% 90%

38% 1% 89%

MC28-04 vs MAO-A

Fuente: El autor, 2017

Siendo evaluada en su total (DMSO vs MAO-A+B) después la actividad especifica de

la MAO-B esta evaluada en presencia de Clogilyn (el inhibidor especifico de la MAO-A)

y MAO-A en presencia de Deprenyl, (el inhibidor selectivo de la MAO-B) por los

productos, comprobando que no hay inhibicion sobre la actividad total de las
fracciones obtenidas MC28-03 y MC28-04.

43




CONCLUSIONES

» Se obtuvo extractos en orden de polaridad ascendente de la raiz de la especie
Monnina crassifolia a partir de 250 gramos de muestra, con un rendimiento del
extracto metanolico del 12,07 %, seguido del extracto de agua de 1,27 %,
acetato de etilo 0,94 % y finalmente 0,27 % de éter etilico.

» A partir del extracto de metanol, por medio de cromatografia en capa fina
preparativa fase reversa, se obtuvieron dos fracciones de peso 3,8 mg y 2,4
mg, identificando por medio de los espectros de RMN de 'H y **C, que
corresponden presumiblemente a una saponina triterpénica, con una fraccion
benzoato y otra acetato. Ademas, se presume que contenga un grupo carbonilo
en el carbono 3, contenga al menos dos protones olefinicos, una unidad

terminal CH,-CH; y por lo menos 7 unidades metilicas.

» Los ensayos para la actividad bioldgica en las fracciones MC028-03 y MC028-
04, proporcionaron resultados negativos al no presentar actividad
antimicrobiana ni antifingica a la dosis mas alta probada, asi mismo no

presento inhibicién de la enzima monoamina oxidasa (MAO) .
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RECOMENDACIONES

v' Efectuar trabajos similares para el aislamiento e identificacion de metabolitos
secundarios de la especie Monnina crassifolia, debido a la gran riqueza de
compuestos, y a la vez contribuir para el aprovechamiento de especies
vegetales del Ecuador.

v Para el aislamiento de la raiz de la especie Monnina crassifolia, se debe partir
de una mayor cantidad de materia prima, y obtener un mejor rendimiento en los
extractos, que permita aislar metabolitos secundarios con mayor cantidad para
su identificacion.

v Al trabajar con el extracto metandlico se recomienda realizar una particion con
n-butanol y agua destilada, por la gran cantidad de azucares que posee esta

especie.
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Espectros de Resonancia Magnética y Nuclear

Anexos 1: Espectros de Resonancia Magnetica y Nuclear del benzoato de metilo
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Anexos 2: Espectros de Resonancia Magnética de *H y Nuclear de las fracciones MC028-03
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Espectros de Resonancia Magnética de **C y Nuclear de las fracciones MC028-03
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Anexos 3: Espectros de Resonancia Magnética de *H y Nuclear de las fracciones MC028-04
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Espectros de Resonancia Magnética de **C y Nuclear de las fracciones MC028-04
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