Universidad de los Andes
Facultad de Ciencias
Departamento de Quimica

Laboratorio de Productos Naturales

I INITIU
s,nP[E:«!;"
TIAE

“ESTUDIO FITOQUIMICO DE LA CORTEZA DE POLYLEPIS SERICEA WEDD.
(ROSACEAE: SANGUISORBEAE)”

Trabajo Especial de Grado de la Licenciatura en Quimica.

Br. Dannys Robert Contreras Paredes.

Tutor: Dr. Carmelo Rosquete Porcar.

MERIDA — VENEZUELA
NOVIEMBRE, 2022



X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

AGRADECIMIENTOS.

A mi madre Soraida Paredes por su paciencia y apoyo incondicional brindado

durante todos estos afios de mi vida, este logro te lo dedico.

A mi padre Usmairo Contreras y a mis hermanos Sujhei, Shely, Segundo y Carlos

por su apoyo durante todo este tiempo este logro se los dedico a ustedes.
A mi esposa Andrea Rojas por su apoyo incondicional durante estos afos.

A mis abuelos que con su ayuda en muchos sentidos siempre estuvieron ahi, en todo
momento, preocupados siempre por mi bienestar a pesar de todo motivandome a

seguir adelante.

De manera especial al Dr. Carmelo Rosquete Porcar quien aceptd ser mi tutor y

compartir sus conocimientos durante la supervision del trabajo.

Al Laboratorio de Productos Naturales de la facultad de Ciencias de la Universidad
de Los Andes, por prestar sus instalaciones para la realizacion de este trabajo.

A mi Alma Mater, la ilustre Universidad de Los Andes y los profesores que me
impartieron el conocimiento necesario para avanzar en la carrera y realizar este

trabajo.

A mis profesores jurados el Dr. Francisco Lépez y el Dr. Carlos Rondon por

supervisar este trabajo.

Al personal de los diferentes Laboratorios en especial a la técnico Iris Santos por

siempre estar ahi, apoyandome.

7 .
(}9}!{5{9{(1& .




RESUMEN.

En este Trabajo Especial de Grado se plasma una revision bibliogréfica
exhaustiva del genero Polylepis, enfatizando en la especie Polylepis sericea Wedd.
Esta revision fue enfocada en lo referente a la Botanica, Fitoquimica, Etnomedicina y
Farmacologia. En la parte experimental se describe el estudio fitoquimico del
extracto de metanol de la corteza de P. sericea, sefialando las diferentes técnicas que
permitieron la separacién y purificacion de los compuestos. De las partes aéreas de P.
sericea fueron aislados el acido 3-acetilursélico (CRDC-03) y acido ursélico (CRDC-
01). Las estructuras de los compuestos mencionados fueron establecidas por el
analisis detallado de estudios espectroscépicos, incluyendo experimentos uni- y bi-
dimensionales de RMN, lo cual permitid la asignacion completa e inequivoca de los
desplazamientos quimicos de las sefiales de protones (*H) y carbonos (*3C) en los

espectros de los compuestos.
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ABSTRACT.

One comprehensive literature review of the genus Polylepis and the specie
Polylepis sericea Wedd. are reflected in this monography focused in relation to
botanic, phytochemical, ethnomedical, and pharmacological aspects. The
experimental section describes the phytochemical study of P. sericea Wedd. Of the
methanolic extract of Cortex, pointing the techniques that allowed the separation and
purification of compounds. From aereal part of P. sericea Wedd. have been isolated
the 3-acetyl-ursolic acid (CRDC-03) and ursolic acid (CRDC-01). The structures of
these compounds were established by the detailed analysis of spectroscopic data,
including 1D- and 2D-NMR experiments, which allowed the complete and
unambiguous chemicals shifts assignments for both, hydrogen (*H) and carbons (**C)

signals, in the NMR spectra of these compounds.
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“Estudio fitoquimico de la corteza de Polylepis sericea Wedd. (Rosaceae: Sanguisorbeae)”

1. INTRODUCCION.

Desde su aparicion sobre la Tierra, los seres humanos han recurrido a La Naturaleza
como fuente de conocimiento y recursos (Lépez, 2018). Con el paso de los milenios, los
hombres primitivos aprendieron a tallar las piedras, dandoles un borde cortante o una forma
que permitiera asirlas facilmente. El siguiente paso consistié en unir la piedra a un astil de
madera tallado para este propdsito; Pero, de todas formas, sus piedras talladas seguian
siendo piedras y su madera tallada seguia siendo madera. Sin embargo, habia ocasiones en
que la naturaleza de las cosas si cambiaba. Un rayo podia incendiar un bosque y reducirlo a
un monton de cenizas y restos pulverizados, que en nada recordaban a los arboles que habia
antes en el mismo lugar; la carne conseguida mediante la caza podia estropearse y oler mal
y el jugo de las frutas podia agriarse con el tiempo, o convertirse en una bebida
extrafiamente estimulante. Este tipo de alteraciones en la naturaleza de las sustancias
(acompafadas, como a veces descubrian los hombres, de cambios fundamentales en su
estructura) constituyen el objeto de la ciencia que hemos dado en llamar Quimica (Asimov,
2003).

Una de las principales ramas de la quimica es la quimica orgéanica, llamada la quimica
del carbono, pues en todas las combinaciones que pertenecen a ella, figura como
constituyente el elemento carbono. Los compuestos organicos segun su origen se clasifican
en naturales y sintéticos; los de origen natural, a su vez, pueden ser: productos organicos
extraidos de plantas y animales o productos organicos naturales de yacimientos geoldgicos
(Mayer, 1987). Desde la prehistoria se conocen plantas cuyos extractos han sido usados en
pocimas o en curaciones y aun las plantas sin tratamiento se han empleado para los mismos
fines. El conocimiento que la humanidad ha tenido ha sido transmitido de padre a hijo,
brujo, médico, sacerdote a los aprendices, principalmente de manera verbal (Marcano y
Hasegawa, 2018). Las plantas despiertan gran interes porque han sido historicamente de
mayor utilidad para el hombre, y tal utilidad viene de su abundancia y disponibilidad al
estar fijas y de la variedad de formas, quimicos, frutos, etc. que ellas producen, para

sobrevivir, alimentarse y reproducirse (Prieto, 2004).
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No hay que olvidar que la informacidn sobre usos populares proviene frecuentemente
de fuentes dudosas y puede resultar no del todo cierta, puesto que a veces es guardada
como secreto y/o es posible que se confunda la clasificacion boténica del vegetal, es por
ello que nace la Etnobotanica que trata de recopilar esos conocimientos de manera precisa
(Marcano y Hasegawa, 2018). La Etnobotanica, parte de la ciencia de la Botanica, se ocupa
de las plantas que fueron usadas por el hombre antiguo tanto en su alimentacion, como en
todas sus manifestaciones culturales, domesticacion, variabilidad y dispersion de las

mismas (Fernandez y Rodriguez, 2007).

Las plantas mediante el proceso de la fotosintesis producen las sustancias necesarias
para todos los ciclos vitales de La Naturaleza. Pero ademas de producir sustancias como los
carbohidratos, las proteinas y las grasas, que los investigadores han denominado
metabolitos primarios, dado que se encuentran en practicamente todas las formas de vida y
cumplen funciones basicas para la misma, existen otras que no se encuentran tan
distribuidas y que se hallan restringidas solo a ciertas especies, géneros o familias a los
cuales se les denomina metabolitos secundarios. (Martinez, 2005). Dentro de este ultimo
grupo podemos encontrar los flavonoides, alcaloides, saponinas, esteroides y terpenoides,
entre otros (Castillo y Martinez, 2007). La disciplina que tiene como principal objetivo el
estudio de los constituyentes quimicos de las plantas es la Fitoquimica. El estudio de tales
compuestos abarca: sus estructuras quimicas, metabolitos (biosintesis y degradacion),
distribucion natural, funcién bioldgica, extraccién, evaluacién cuali-cuantitativa, asimismo,
presenta aplicaciones importantes en relacion a las Ciencias Farmacéuticas y la

Biotecnologia vegetal (Ringuelet y Vifia, 2013).

Por otro lado, entre las plantas llamadas “superiores’’, la familia de plantas Rosaceae
es la tercera familia de plantas econémicamente méas importante en las regiones templadas;
consta de mas de 100 géneros y 3.000 especies que incluyen muchos cultivos importantes
de frutas, nueces, ornamentales y madera. Los miembros de esta familia proporcionan
alimentos nutricionales de alto valor y aportan productos estéticos e industriales deseables.
Las frutas de las rosaceas también son una fuente importante de fitoquimicos en la dieta
humana, como los flavonoides y otros compuestos fendlicos, glucésidos cianogénicos y

fenoles que podrian generar ventajas para la salud y la lucha contra las enfermedades. Los
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estudios in vitro e in vivo con modelos animales proporcionan evidencia de que los
extractos de frutas y hojas de muchas especies de Rosaceae, inhiben algunos tipos de
cancer o tienen fuertes actividades antioxidantes (Shulaev y Schuyler, 2008).

El género Polylepis, perteneciente a la familia Rosaceae, estd formado por bosques y
arbustales. El término Polylepis tiene un origen griego “Poly” y “lepis” lo cual hace
referencia a las capas que presenta su corteza. Segun los diversos tratamientos
taxondmicos, el numero de especies de este género oscila entre 28 y 33, entre arboles y
arbustos; por lo general, los arboles miden hasta 25 m de altura y algunos arbustos de 5 m
hasta 10 m. Sin embargo, hasta el momento no se pudieron delimitar claramente las
especies de este género, es dificil definir sus origenes evolutivos y conocer los procesos de
especiacion (Cubas et al., 2018). Cada vez mas vulnerables, los bosques de Polylepis son
un ecosistema andino importante para la proteccion de la biodiversidad y la mitigacion de
los efectos del cambio climatico local. Sin embargo, estos bosques contienen una variedad
de especies endémicas y en peligro de extincion y cumplen funciones importantes

hidroldgicas en intercepcion de neblina (Zutta et al., 2012).

En este trabajo se plantea el estudio fitoquimico del extracto metandlico de la corteza
de Polylepis sericea Webb. (Rosaceae). Tomando en consideracion que es una planta sin
estudios fitoquimicos realizados, parte el interés de realizar la investigacion, teniendo en
cuenta los antecedentes de estudios realizados del género en los cuales se han encontrado
metabolitos secundarios como fenilpropanoides, flavonoides, triterpenoides, quinonas,
taninos, esteroides, alcaloides, glucdsidos, entre otros, con utilidad farmacolégica.
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2. MARCO TEORICO.

2.1. ANTECEDENTES.
2.1.1. FAMILIA ROSACEAE.

La familia Rosaceae se situa dentro del orden Rosales, incluye desde hierbas y arbustos
hasta arboles de tallas medianas y grandes. Estipulas: usualmente presentes. Hojas: simples
a compuestas, alternas o basales, con estipulas frecuentemente unidas a la base del peciolo.
Flores: terminales, en racimos o cimas, usualmente perfectas, actinomorfas, usualmente
bisexuales. Fruto: seco o carnoso; siendo importante para la division en subfamilias.
Semillas: sin endosperma o escaso, raro abundante (Hummer y Janick, 2009). Muchos
géneros de la familia tienen importancia como frutales, ornamentales y como recurso
maderable (Paz et al., 2008).

2.1.1.1. Distribucion geografica mundial de la familia Rosaceae.

El &rea primaria de diversidad de la familia son las regiones templadas a subtropicales
del hemisferio Norte. Algunos géneros como Acaena y Polylepis estdn centrados en el
hemisferio Sur. Varios de los géneros centrados en Norte América se extienden a los

neotropicos soélo en Meéxico, al norte de Centroamérica algunos géneros como

Lyonothamus, tienen distribucion muy restringida (Hummer y Janick, 2009).

Figura 1. Distribucién geografica mundial de la familia Rosaceae (Garcia, 2003).
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2.1.1.2. Subdivision de la familia Rosaceae.

La familia Rosaceae se ha dividido tradicionalmente en cuatro subfamilias agrupadas
por tipo de fruta, estos incluyen: Maloideae (Malus, Pyrus y Cotoneaster; fruta y pepita),
Prunoideae (Prunus; fruta, drupa), Rosoideae (Rosa, Fragaria, Potentilla y Rubus; fruta,

aquenio) y Spiraeoideae (Spirea; fruto, foliculo o capsula) (Shulaev y Schuyler, 2008).

a. Rama con flores m

Figura 2. Subfamilia Maloideae: Malus domestica (Fede, 2017).

B T ey

Figura 3. Subfamilia Prunoideae: Prunus avium (Fede, 2017).
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b. Detalle de Ia flor

a. Aspecto general de la planta

Figura 4. Subfamilia Rosoideae: Fragaria chiloensis (Fede, 2017).

Detalle de la planta en flor

Figura 5. Subfamilia Spiroideae: Spiraea cantoniensis (Fede, 2017).

La Rosaceae es una de las familias de cultivos mas importantes que incluye cultivos
como manzana (Malus domestica), pera (Pyrus communis), almendra (Prunus dulcis),
albaricoque (Prunus armeniaca), cereza (varias especies de Prunus), melocoton (Prunus
persica), mora (varias especies Rubus), fresa (género Fragaria) y ciruela (varias especies

de Prunus) (Alisoltani et al., 2019). La importancia econémica de los cultivos rosaceos
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comestibles deriva de sus sabrosas frutas y nueces que proporcionan contribuciones Gnicas
a las elecciones dietéticas de los consumidores y a la salud humana en general. Las frutas
rosaceas se consumen en multiples formas, que incluyen jugo, fresco, seco y productos
procesados. La variedad de sabores, texturas y niveles de dulzura y acidez que ofrece estas
frutas satisfacen los diversos gustos de los consumidores. Las frutas de las rosaceas son
también una importante dieta humana, fuente de fitoquimicos, como flavonoides y otros
compuestos fendlicos, glucésidos cianogénicos, fitoestrogenos y fenoles que podrian
potencialmente ofrecer ventajas para la salud y la lucha contra enfermedades (Shulaev y
Schuyler, 2008).

2.1.2. GENERO POLYLEPIS.

A pesar de su importancia ecoldgica, la taxonomia de Polylepis sigue siendo poco
entendida. Taxondmicamente, el género es dificil porque, por un lado, muchas especies son
morfolégicamente bastante similares, mientras que, por otro lado, a menudo existen
considerables variaciones morfoldgicas dentro de las especies. EI género Polylepis
pertenece a la familia Rosaceae e incluye arbustos y arboles que se encuentran a lo largo de
Los Andes y de montafias contiguas, desde la Cordillera de Mérida (Venezuela) hasta las
Sierras de los Comechingones, en el centro de Argentina, e incluyen a todos los paises,
endémicos de las montafias de Sudamérica, suelen estar asociados con sitios relativamente

inaccesibles como quebradas, roquedales o laderas empinadas (Renison et al., 2018).

Se caracterizan por tener una corteza con muchas laminas color rojizo y troncos
retorcidos (aun se desconoce la funcidén de estas ldminas, pero se estima que brindan
proteccion contra el frio y el fuego), las ramas también son retorcidas y caidas, las hojas
son pequefias y compuestas, tienen entre 3 y 9 foliolos segin la especie, las flores
hermafroditas son inconspicuas y dispuestas en racimos, lo cual les brinda a los arboles su
aspecto caracteristico, el follaje es siempre verde o semideciduo segln la especie, y de
color verde azulado o grisaceo, lo que facilita el reconocimiento de los bosques o

individuos de Polylepis en imégenes satelitales (Cuyckens y Renison, 2018).
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Figura 6. Detalles del tallo y hojas de Polylepis (Torres, 2014).

El género se caracteriza por una distribucion dispersa en forma de fragmentos
boscosos. Dentro de Polylepis existe un gradiente morfoldgico y ecoldgico en el que las
especies con individuos altos, hojas delgadas y multiples inflorescencias habitan el limite
inferior de los bosques montanos y las elevaciones bajas. Mientras que aquellas con
individuos pequefios, hojas coridceas y pequefias inflorescencias crecen en hébitat

semiaridos ubicados en sitios elevados (Segovia et al., 2018).

Figura 7. Bosque de Polylepis sp. Quebrada Llana—Ancash (Ocafa y Santander, 2019).

2.1.2.1. Distribucion geografica mundial del género Polylepis.

Con unos 5.400 Km desde su extremo norte hasta el sur, los bosques de Polylepis son
una de las comunidades boscosas con mayor extension latitudinal del mundo, ya que
abarcan desde Venezuela hasta sectores de las Sierras Grandes de Coérdoba, en la Argentina

(Cuyckens y Renison, 2018).
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Figura 8. Distribucion puntual del género Polylepis a lo largo de Los Andes y en las
Sierras Grandes de Cordoba (Argentina) (Cuyckens y Renison, 2018).

Tabla 1. Especies reportadas para el género Polyle

DIS.

Grupos
evolutivos

Especie

Distribucion Geografica

Grupo sericea.

P. canoi W. Mend. (2005).

Per( (Ayacucho, Cuzco y Junin)

P. lanuginosa Kunth. (1895).

Ecuador.

P. multijuga Pilg. (1906).

Norte del Per(.

P. pauta Hieron. (1895).

Ecuador y aislado en Peru vy
Bolivia.

P. pepei B.B.Simpson. (1979).

Per( central hasta el noreste de
Bolivia.

P. sericea Wedd. (1861).

Los principales grupos geogréaficos
se encuentran en Venezuela,
Colombia, Ecuador, Peru, y Bolivia.

P. hieronymi Pilg. (1906).

Sur de Bolivia hasta el norte de

Argentina.
Poblaciones aisladas en Cuzco y
P. microphylla Bitter. (1911). | Arequipa (Perl), y wuna sola
Qrulpo poblacién en Ozogoche (Ecuador).
reticulata. P. quadrijuga Bitter. (1911). | Cordilleras orientales de Colombia.
P. reticulata Hieron. (1895). Ecuador y a|§lado en el norte y
centro del Perq.
P. weberbaueri Pilg. (1906). | Ecuador hasta el sur de Peru.
P. australis Bitter (1911). Centro y noroeste de Argentina.
. P. neglecta M. Kessler. (1995). | Centro y sur de Bolivia.
Complejo .
. P. subsericans J. Macbr. .
Incana (1934) Centro y sur de Peru.
Especies ' - - —
basales. Esta especie esta restringida a la

P. rodolfo-vasquezii Valenz. &
Villalba. (2015).

comunidad de Santa Rosa de

Toldopamba, en el Bosque
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Protector de Pui-Pui, en Junin, Peru.
Tabla 1. ... continuacion.
Grupos Especie Distribucion Geogréfica
evolutivos
P. flavipila Bitter. (2006). Andma occidental del centro del
Peru.
P. incarum Bitter. (2006). Sur del Per( hasta Bolivia.
P. |anata Kuntze. (2006) Sur del Perl:l hasta BOI'Vla
Subgrupo — :
racemosa. P. pacensis M. Kessler. (2006). | Bolivia occidental.
P. racemosa Ruiz & Pav. Perd a Bolivia, y aislado en
(1798). Ecuador.
P. triacontandra Bitter. (1911). Sur de Perd has,ta Bolivia, aislado
en centro de Per.
P. besseri Hieron. (1895). Sur del Peru hasta Bolivia.
P. crista-galli Bitter. (1911). | Sur de Bolivia hasta el norte de
Subgrupo Argentina.
besseri. P. rugulosa Bitter. (1911). Suroeste de Peru hasta el extremo
norte de Chile.
P. subtusalbida Bitter. (2006). | syr de Pert y Bolivia central.
P. incana Kunth. (1911). Ecuador hasta el sur de Perd.
. Frontera de Argentina, Bolivia,
P. tarapacana Phig. (1891). Chile, y Peri,
P. tomentella subsp. . -
S;ancgarnuapo incanoides M. Kessler. (1995). Perdy Bolivia.
| P. tomentella subsp. nana M. Provincia de Arani, Bolivia
Kessler. (1995). ’ '
P. tomentella subsp. tomentella | Desde el sur del Pert hasta el
Wedd. (1911). noroeste de Argentina.

(Segovia et al., 2018; Zutta et al., 2012).

2.1.3. POLYLEPIS SERICEA WEDD.
2.1.3.1. Clasificacion taxonomica de Polylepis sericea Wedd.

La ubicacion taxonomica de Polylepis sericea Wedd. Se muestra condensada en la tabla
2.

10
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Tabla 2. Clasificacion taxondmica de Polylepis sericea Wedd.

Dominio Eukaryota—eukaryotes.
Reino Plantae.

Subreino Viridaeplantae.

Clase Magnoliopsida.
Subclase Rosidae.

Orden Rosales.

Superorden Rosanae.

Familia Rosaceae.

Subfamilia Rosoideae.

(Tomada de: The Taxomicon)

2.1.3.2. Descripcidn botanica de Polylepis sericea Wedd.

Arboles de 2 a 5 m, ramas retorcidas y tallo color rojizo, corteza formada por sobre
posicion de una gran cantidad de capas delgadas coriaceas pero flexibles, rojizas y
trasltcidas. Hojas imparipinnadas de dos a cinco pares de foliolos de 2 cm de largo y 1 cm
de ancho, indumento denso de pelos en el envés de los foliolos (figura 9). Los arboles de
Polylepis sericea rara vez crecen como individuos aislados. Tienden a formar pequefias
islas' forestales por encima del limite forestal continuo (3.200 msnm en los Andes
venezolanos), generalmente cerca afloramientos rocosos masivos (Colmenares y Rada,
2002).

Estos sitios pueden considerarse refugios térmicos ya que las temperaturas de
congelacion son menos frecuentes que en la vegetacion circundante del paramo, dominada
por plantas de rosetas gigantes del género Espeletia. Sin embargo, la especie Polylepis
sericea sigue siendo expuesto a temperaturas nocturnas que son lo suficientemente bajas
como para causar congelacion de tejidos y alteraciones metabdlicas en plantas no bien
adaptadas a estas condiciones (Rada et al., 1985). Esta es una de las especies mas
ampliamente distribuidas y de morfologia mas variable, muchas poblaciones se encuentran

geograficamente aisladas y ciertos estudios sugieren que presenta diferentes citotipos, al

11



“Estudio fitoquimico de la corteza de Polylepis sericea Wedd. (Rosaceae: Sanguisorbeae)”

menos en Ecuador. Debe ser considerada como un complejo de especies (Segovia et al.,
2018).

El bosque de Polylepis sericea aparece por arriba de los 3.500 m y hasta 4.300 m; se le
encuentra siempre por arriba del limite tradicional del crecimiento arboreo, definido por las
zonas extra tropicales, sin embargo individuos aislados de Polylepis sericea pueden bajar
por quebradas pedregosas hasta el entorno de los 3.000 m de altitud; se establecen por lo
general, sobre derrubios rocosos, agrupaciones de bloque y taludes de montafia
(Colmenares y Rada, 2002).

A B
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Figura 9. (A) Bosque de coloradito en laderas de la Sierra Nevada de Meérida. (B)
Individuo de Polylepis sericea. (C) llustracion botanica de Polylepis sericea
donde se observan algunas caracteristicas taxonomicas anteriormente
mencionadas. (D) Hojas de Polylepis sericea conservadas (Garcia y Eli, 2019;
fotografia de Torres, 2014).

2.1.3.3. Distribucion geografica mundial de Polylepis sericea Wedd.
La distribucion geografica de Polylepis sericea se expande latitudinalmente mas que
todas las demas especies del género, pero las poblaciones son discontinuas a lo largo del eje

12
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andino Norte-Sur (Colmenares y Rada, 2002). Los principales grupos geograficos se
encuentran en Venezuela, en la Cordillera Occidental y Central de Colombia, en Ecuador,
Cordillera Blanca, y Cuzco en Per( y Bolivia (figura 10) (Segovia et al., 2018).

Figura 10. Distribucién geografica mundial de Polylepis sericea Wedd. (Colmenares y
Rada, 2002).

2.1.3.4. Distribucion geogréafica en Venezuela de Polylepis sericea Wedd.

Las altas montafas tropicales constituyen un ambiente donde prevalecen condiciones
rigurosas. Los bosques de Polylepis se encuentran por encima de la linea continua de
bosques a lo largo de la Cordillera de Los Andes, con Polylepis sericea como la Unica
especie en Venezuela (Rada et al., 2011).

13
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Figura 11. Mapa de los Bosques de Polylepis sericea ubicados en las cercanias del
Sistema Teleférico Mukumbari ubicados en el Parque Nacional Sierra Nevada
del estado Mérida, Venezuela, Zona UTM: 19 N. Los poligonos azules
representan el perimetro de los bosques. Datos obtenidos de Arnal et al.
(2014).

2.1.4. ETNOMEDICINA Y USOS TRADICIONALES DEL GENERO POLYLEPIS.
Los usos populares conocidos para especies pertenecientes al género Polylepis se
condensan en la tabla 3.

Tabla 3. Etnomedicina y usos tradicionales del género Polylepis.

Especie Parte usada Empleo Referencia
_ Hojas y Es empleado _princ_ipalmente para (Daud y
P. australis enfermedades infecciosas de vias Sanchez
«quefioa. corteza. respiratorias, también es usado como 2007) '
hipoglucemiante y antihipertensivo. '
En la provincia Quillacollo, Depto.
Flor. Cochabamba, dan a beber hervido de la
P b . flor para el higado, rifién y corazon. (Zorrilla,
- DEssert. En la Provincia Quillacollo, Depto. 2004).
Corteza. | Cochabamba dan a beber hervido de la
corteza para la tos y resfriados.
. Las comunidades del Perd los usan | (Fernandez
P. incana . o
Tallo. como colorantes y taninos (Tintoreas), y
«quinual». como maderas para la construccion de | Rodriguez,
cercas y corrales. 2007).

14
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P. incarum.

Hojas.

Son preparadas en infusion para curar
infecciones  respiratorias,  prdstata,
gripe, dolor de estomago, dolor
menstrual y complicaciones durante el
parto.

Flores.

Mezclada con otras hierbas aplastadas
se pone en el oido cuando le entra agua.

Corteza.

La infusion de la corteza sirve para
curar la tos, diarrea infantil, pulmones,
vesicula y sobreparto.

Tallo.

Parcialmente quemado es mezclado con
hierbas, como infusion, para curar
enfermedades de la préstata. También
es utilizado para curar el sobreparto del
ganado vacuno, preparando una
infusion que se da a tomar a los
animales.

Es utilizado como
corrales, artesanias,
utensilios de cocina. Es utilizado
también para quemar incienso en
rituales como la mesa de ofrenda a la
Pachamama, y es plantado cerca de las
viviendas como proteccion contra los
“malos espiritus.

madera para
herramientas y

(Hurtado et
al., 2018).

Tabla 3. ... continuacion...

Especie

Parte usada

Empleo

Referencia

P. multijuga

Pilger «quinual».

Tallo.

En Per, antiguamente fue muy
utilizada en las exploraciones mineras
de Hualgayoc, en tlneles y socavones.
Actualmente, por el color rojo de la
madera, es utilizado en obras de
carpinteria, sillas, muebles, umbrales de
puertas y ventanas.

(Llanos y
Daévila,
2018).

P. pacensis.

Hojas.

Son utilizadas en infusién para el dolor
de estdmago, cabeza, caderas, espalda y
para curar tos, bilis, préstata y calentura
(fiebre). Respecto de los usos rituales,
las hojas y corteza molida son
preparadas en una infusion e ingeridas
para proteger contra las “maldiciones”,
curar el “mal de o0jo” y afecciones
provocadas por el “k’ari k’ari” (entidad
maligna que extrae la grasa abdominal
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cuando las  personas  duermen,
provocéndoles luego la enfermedad y la
muerte).

Flores.

Preparadas en infusion sirven para el
dolor de estbmago.

Madera.

Seca y parcialmente quemada se hierve
y se mezcla con perejil, hierba buena y
limon para curar la calentura, los huesos
rotos, el sobreparto y el resfrio.

Cenizas.

Se ingieren con agua hervida con
“k’anapaco” (Sonchus oleraceus L.),
“wira wira” y limon para curar la bilis.

Corteza.

Se unta con grasa de conejo para formar
un parche que es utilizado para curar
Ilagas de la piel.

(Hurtado et
al., 2018).

P. racemosa Ruiz
& Pav.
«quefiua.

Hojas y
corteza.

En la cuenca del Rio Chillén, Canta,
Lima se toma la pocion de las ramas,
una taza por la mafana y otra por la
tarde, para desinflamar las vias
urinarias.

(De La
Cruz,
2007).

P. racemosa
R. &P.
«quinua.

Ramas
terminales.

En comunidades del Peru, utilizan las
ramas terminales, trituradas y hervidas
para dar un color marron claro en el
tefiido de lana y otros tejidos.

(Llanos y
Davila,
2018).

Tabla 3. ... continuacion...

Especie

Parte usada

Empleo

Referencia

P. tarapacana
«quefoax.

Tallo.

La madera de la quefioa sirve como
materia prima fundamental para realizar
construcciones 'y herramientas; se
utiliza como combustible para combatir
el frio y cocinar los alimentos.

Hojas, raices
y corteza.

Se utilizan para curar enfermedades y
también, para tefir lana y fabricar
mantas de colores.

(Orrego,
2011).

2.1.5. FARMACOLOGIA DEL GENERO POLYLEPIS.

La palabra farmacologia procede de las voces griegas: farmacon, que significa
farmaco, medicina o venenos y logos, que significa estudio o tratados. La farmacologia es

la ciencia que estudia las propiedades de las drogas o compuestos quimicos que tienen

16



“Estudio fitoquimico de la corteza de Polylepis sericea Wedd. (Rosaceae: Sanguisorbeae)”

accion sobre la materia viva, relacionada con la Medicina y otras ciencias. En su sentido
méas amplio, comprende el conocimiento de la historia, origen, propiedades fisicas y
quimicas, la presentacion, los efectos bioquimicos y fisioldgicos, los mecanismos de
accion, la absorcion, la distribucion, la biotransformacién y la excrecién, asi como el uso
terapéutico y de otra indole de los farmacos (Rang y Ritter, 2016). En la tabla 4 se sefialan

los ensayos farmacoldgicos realizados sobre especies de Polylepis.

Tabla 4. Estudios farmacoldgicos realizados a especies del género Polylepis.

Especie Parte usada Empleo Referencia
Polylepis La _ infusion, por  sus propiedades (Llanos y
Corteza desinflamantes sirve para curar o
racemosa R. & ) . . _ ., Davila,
. interna. afecciones  respiratorias;  también
P. «quinual». . 2018).
dolores de garganta y amigdalas.
Hojas y Sirve para los efectos diuréticos de los é?ﬁgﬁeg
corteza. extractos acuosos de hojas y corteza. 2007) ’
Polylepis — . '
yiepls El extracto alcohdlico de las hojas de
australis Bitt i L . .
«quefioa o exhibe actividad antibacteriana contra
tabaquillo» Hojas. Staphylococcus aureus formando un | (Daud et
' halo de inhibicion de 8-11 mm de | al., 2008).
didmetro 'y contra Pseudomonas
aeruginosa de 6-9 mm de didmetro.
Tabla 4. ... continuacion. ..
Especie Parte Empleo Referencia
usada
_ ) ) Citotoxico especifico contra melanoma | (Rado y De
Polylepis besseri. Hojas. | (tumor negro) y carcinoma (tumor | laTorre,
€arnoso). 2011).
Polylepis incana Hojas. Actividad antioxidante y antimicrobiana | (Cubas et
Kunth. del extracto etanolico. al., 2018).
. Demostro tener efectos antimicrobianos
Polylepis .
Hoias. frente a patogenos como | (Cubas et
rugulosa ] o
~ Staphylococcus aureus y Escherichia || al., 2018).
«quefiua». coli 6

2.1.6. FITOQUIMICA DEL GENERO POLYLEPIS.

La palabra “fitoquimica’’ proviene del prefijo griego phyto que significa “planta’ y

quimica; significa entonces “compuestos quimicos de las plantas’’. El estudio cientifico de
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las plantas toxicas, medicinales y ain, las que hasta ahora no han sido utilizadas con fines
terapéuticos, buscando encontrar actividad bioldgica en sus extractos, aislar e identificar los
metabolitos secundarios presentes y méas aun encontrar el o los principios activos, es el

objetivo principal de la fitoquimica (Morales et al., 2016).

Por otro lado, las plantas producen una gran cantidad y diversidad de compuestos
organicos que no parecen tener una funcién directa en el crecimiento y desarrollo. Estas
sustancias se conocen con el nombre de metabolitos secundarios, productos secundarios o
productos naturales. Los metabolitos secundarios no tienen funcién reconocida o directa en
los procesos de fotosintesis, respiracion, transporte de solutos, sintesis de proteinas,
asimilacion de nutrientes, diferenciacion o formacion de carbohidratos, proteinas y lipidos.
Los metabolitos secundarios también difieren de los metabolitos primarios (aminoacidos,
nucleotidos, azucares y lipidos) en que tienen una distribucion restringida en el Reino
Vegetal. Es decir, un metabolito secundario determinado se encuentra con frecuencia en
una sola especie vegetal o grupo de especies relacionadas, mientras que los metabolitos

primarios se encuentran en todo el Reino Vegetal (Taiz y Zeiger, 2006).

Mas recientemente, se descubrid6 que muchos metabolitos secundarios tenian
importantes funciones ecologicas en plantas (Taiz y Zeiger, 2006):
» Protegen a las plantas de la ingestion por herbivoros y de la infeccion por
patdgenos microbianos.
» Sirven como atrayentes de polinizadores y dispersadores de semillas y como
agentes en la competencia planta-planta.

Por otro lado, los estudios orientados a la caracterizacion fitoquimica del género son
escasos; en trabajos de Catalano y colaboradores (1994 y 1995), Lampasona y
colaboradores (1998), Vélez y colaboradores (1998), Neto y colaboradores (2000), Lorenzo
y colaboradores (2002), Caceda (2012), Lozano y colaboradores (2017), Cubas y Huaman,
(2018) vy Garcia y colaboradores (2019) se han reportado fenilpropanoides, terpenoides,
flavonoides, triterpenos, taninos, quinonas, esteroides, aceites diterpenicos, entre otros para

P. australis, P. quadrijuga, P. incana, P. racemosa, P. besseri y P. rugulosa. Hasta los
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momentos no existe ningun estudio fitoquimico en P. sericea uUnica especie del género

reportada para Venezuela.

En detalle, Catalano y colaboradores en 1994, en el trabajo titulado “Kaempferol
3—0—B-D— (6” Feruloylglucoside) from Polylepis incana”, reportan de las partes aéreas de
Polylepis incana recolectadas en la region de Paruso (Cusco), Per( en Septiembre de 1992,

el aislamiento de 3-O-B-D-(6”-feruloilglucésido) de kaempferol [1] (figura 12).

Experimentalmente, las partes aéreas secas de Polylepis incana (450 g) se desgrasaron
con n-hexano y se extrajeron en un aparato Soxhlet con CHCl3, y luego CHCl;—MeOH
(9:1). El extracto crudo de CHCI3-MeOH (10 g) se filtré en una columna Sephadex LH-20.
Se eluyeron diez fracciones (I-X) con MeOH vy se analizaron por TLC con CHCI3-MeOH-
H>O (7:3:0.3) como eluyente, se purificd adicionalmente con PHPLC para dar 24 mg del

compuesto puro.

En un trabajo posterior, Catalano y colaboradores en 1995, en el trabajo titulado
“Investigacion quimica de Polylepis incana (Rosaceae)”, y utilizando el mismo material del
parrafo anterior, propusieron una serie de marcadores taxonomicos quimicos que incluye

tanto flavonoides como triterpenoides.

Experimentalmente, las partes aéreas secas (450 g), extraidas secuencialmente con
hexano (22 h), cloroformo (20 h), cloroformo-metanol 9:1 (44 h) en un aparato Soxhlet y
con metanol a temperatura ambiente. (6 semanas), dieron 17.44, 10.83, 22.0 y 45.23 g de
residuos respectivamente. Una porcion (10.0 g) del extracto de cloroformo se fracciono6 por
filtracién en gel en una columna de cromatografia Sephadex LH-20 usando cloroformo-
metanol (1:1) como eluyente, para dar 11 fracciones (I-XI). De la fraccion VI, después de la
cromatografia Flash y por gravedad en gel de silice, se obtuvieron: el acido 2a,3p-
dihidroxiursolico (&cido corosoélico) [2] y el &acido 2a,3pB,19a-trihidroxiursélico (&cido
torméntico) [3]. De la fraccion VII por cromatografia de capa fina preparativa (CCFP)
sobre gel de silice se aislo: el acido 2a,3p,190,23-tetrahidroxiursélico (acido 23-

hidroxitorméntico) [4].
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Se fracciond una porcién (10.0 g) del extracto de cloroformo-metanol en Sephadex
LH-20 usando metanol como eluyente para dar 25 fracciones (I-XXV). De las fracciones
V1 'y XVI, respectivamente, usando cromatografia en columna RP 18, fueron obtenidos el
éster 28-0-B-D-glucopiranosilo del acido 20,,3B,190-23-tetrahidroxiursélico
(nigaichigésido) [5] y trans-3,3',4',5,7-pentahidroxiflavanona (catequina) [6]. De la
fraccion XVII usando Sephadex LH-20 y CCFP en gel de silice se aisl6 el 3-D-galactosil-
3,3',4',5,7-pentahidroxiflavona (3-galactosilquercetina) [7], mientras que utilizando HPLC
preparativa, se aislaron: 3-D-Glucosil-3,3',4',5,7-pentahidroxiflavona (3-glucosilquercetina)
[8], 3-O-I-Arabinofuranosil-3,3',4',5,7-pentahidroxiflavona (3-arabinosilquercetina) [9] y 3-
O-B-D-(6"-feruloil) glucopiranésido de kaempferol (incanoside) [10]. De la fraccion XIX,
mediante TLC preparativa sobre gel de silice, se obtuvieron: 3-O-p-D-(6" p-coumaroil)
glucopirandsido de kaempferol (tilirésido) [11] y 4',5,7-trihidroxiflavona (apigenina) [12].
De las fracciones XXII, XXIV y XXV, por cristalizacion con metanol, se obtuvieron:
3',4',5,7-tetrahidroxiflavona (luteolina) [13], 3,4',5,7-tetrahidroxiflavona (kaempferol) [14]
y 3,3',4'5,6-pentahidroxiflavona (quercetina) [15], respectivamente (ver figura 12).

Por otro lado, Lampasona y colaboradores en 1998, en el trabajo titulado “Derivados
de acidos oleandlicos y ursolicos de Polylepis australis”, utilizando material de la corteza
de Polylepis australis Britt., recolectado en mayo de 1983 cerca de La Quebradita, Tafi del

Valle, Provincia de Tucuman, Argentina, reportan la presencia de triterpenoides (figura 12).

En detalle, la corteza molida (265 g) se extrajo con CH2Cl> (2 x 6 L) a temperatura
ambiente durante 6 dias para dar 4,43 g de extracto crudo (1,67 %); el extracto fue dividido
en dos porciones: la porcion | (0,64 g) fue cromatografiada sobre gel de silice (30 @)
usando CHCI3-Me>CO 9:1 como eluyente y se recogieron 40 fracciones. Las fracciones 2-4
se combinaron (80 mg); una porcion (15 mg) fue metilada con CH2N2 y procesada por
HPLC (columna B, MeOH, 2 mL min™?) para dar 4,9 mg del acetato de oleanolato de
metilo, tiempo de retencién (TR) 20 minutos, y 1.1 mg del acetato de ursolato de metilo,
TR 21,7 min. Las fracciones 7-36 se combinaron (0,42 g), se metilaron con CH2N y se
procesaron por HPLC (columna A, MeOH, 1 mL min™) para dar 172 mg del éster metilico
del acido 3B-hidroxiolean-12-en-28-oico (oleanolato de metilo) [16], TR 28,5 min., y 121
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mg del éster metilico del acido 3B-hidroxiurs-12-en-28-oico (ursolato de metilo) [17], TR
33,0 min. La porcion Il (1,7 g) se lavd con hexano-éter (1:1); el material insoluble se
disolvio en Et20 y fue metilado con CH2N: para dar 0,87 g de ésteres metilicos que se
cromatografiaron (silice gel, 42 g) con hexano-EtOAc 7:3, recogiéndose 40 fracciones que
se monitorizaron por CCF. Las fracciones 12-20 se combinaron (539 mg) y una porcién
(305 mg) fue procesada por HPLC (columna B, MeOH, 2 mL mint) dando después de la
metilacion, una mezcla compleja de &cidos triterpénicos constituida por cinco ésteres
metilicos conocidos y dos nuevos ésteres metilicos de oleanos y ursanos conocidos. Los
ésteres nuevos oleanos fueron: 3B-hidroxiolea-9(11) ,12-dien-28-oato de metilo [18] y
2a,3B-dihidroxi-11-oxoolean-12-en-28-oato de metilo [19] (figura 11). Se desconocen los
acidos correspondientes a los ésteres 18 y 19 y aunque se han informado los &cidos
correspondientes a los ésteres 3pB-hidroxi-11-oxoolean-12-en-28-oato de metilo [20], 2a-
metoxi-3B-hidroxi-11-oxoolean-12-en-28-oato de metilo [21], obtusilinato de metilo [22] y
20,3a,19a-trihidroxiursan-12-en-28-oato de metilo [23], las propiedades de sus ésteres
metilicos no se han registrado en la literatura. También se obtuvieron por cromatografia
1,3 mg de maslinato de metilo [2a,3B-dihidroxiolean-12-en-28-oato de metilo] [24], 6,2 mg
de 2a-metoxi-3B-hidroxiolean-12-en-28-oato de metilo [25] y 2a,3a-dihidroxiursan-12-en-
28-o0ato de metilo [26] (ver figura 12).

Por su parte Vélez y colaboradores en 1998, en el trabajo titulado “Rasgos ecologicos de
las especies de arboles tropicales. Polylepis quadrijuga (Rosaceae) en Los Andes de
Colombia”, y utilizando una muestra recolectada en el bosque de Polylepis quadrijuga de
"Sietecuerales"”, Rio La Playa (3.200 msnm) en el Parque Nacional Natural Chingaza (4 °
30" N; 73 © 45' O), Departamento de Cundinamarca, Colombia, realizaron un anélisis
cualitativo preliminar basado en colorimetria y precipitacion, en el cual encontraron
quinonas, taninos, esteroides y flavonoides; éstos se identificaron por espectrofotometria,
cromatografia en capa fina (TLC) y comparacion con estandares; sin embargo, no
mencionan las estructuras de los compuestos. En vista que en el procedimiento realizado se
hidrolizé el extracto con HCI al 10 % para eliminar azlcares, los compuestos reportados no

tienen por qué corresponder a las estructuras presentes en la planta.
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Neto y colaboradores en el 2000, para el trabajo titulado “Acidos triterpénicos
citotoxicos de la planta medicinal peruana Polylepis racemosa” utilizaron las cortezas y los
tallos de Polylepis racemosa recolectada de arboles que crecian a una altura de 3.600 m en
el Callejon de Huaylas, Departamento de Ancash, Per(, en junio de [994.
Experimentalmente, la corteza y el tallo de la planta molida (aproximadamente 160 g) se
extrajeron exhaustivamente con EtOH al 95 % para producir un material sélido (7,14 g).
Una porcidn (6,24 g) se sometid a reparto de disolventes utilizando un protocolo Kupchan
modificado. La actividad citotdxica residia en el extracto de CCls (540 mg) y el extracto de
MeOH al 8 % (630 mg). La purificacion se continué por cromatografia (columna de 2 x 30
cm, gel de silice-60, malla de 230-400), eluyendo primero con 300 mL de CHCIs; luego
con 300 mL de CHCIz / MeOH aumentando de 2 % a 10% de MeOH. La fraccion 5 (376
mg) de la columna de gel de silice mostré la mayor citotoxicidad. Se sometieron 260 mg de
la fraccion 5 por cromatografia radial en un modelo de cromatotron 7944t (placa de 1 mm,
100 % CHClz a 4% MeOH / CHCIs al 96%); seguido de purificacion por HPLC preparativa
(10 x 250 mm Rainin CI8 RP Microsorb (columna de fase reversa), velocidad de flujo = 2.5
mL/min, deteccion a 200 nm, 80/20 MeOH/H>0O a 100% MeOH). De un volumen de
elucion total de aproximadamente 180 mL, se aislaron cuatro compuestos: (14 mg) &cido
2-oxopomolico [27], (6 mg) acido polomérico [28], (5 mg) acido 3-O-acetilpomdlico [29] y
(15 mg) écido ursolico [30] (ver figura 12). Estos compuestos se identificaron comparando
sus espectros de RMN *3C y H con los datos publicados. La estructura del acido 3-O-
acetilpomolico se confirmé por comparacion con los espectros suministrados por el grupo
de B. Timmerman, que informé el aislamiento del compuesto de Acaena pinnatifida. El
acido pomolico es el componente méas citotoxico para cada una de las lineas celulares
analizadas. Con base en la citotoxicidad especifica del acido pomdlico contra las células
ME-188 del tejido uterino, es razonable concluir que el acido pomdlico es el principio
activo contra el cancer uterino presente en Polylepis racemosa. El uso de esta planta para
tratar la inflamacion uterina puede explicarse por la presencia de acido ursélico, un
poderoso agente antiinflamatorio. Por lo tanto, esos hallazgos proporcionan evidencia

cientifica para el uso etnobotanico de Polylepis racemosa.

22



“Estudio fitoquimico de la corteza de Polylepis sericea Wedd. (Rosaceae: Sanguisorbeae)”

Por su parte, Lorenzo y colaboradores en 2002 publicaron el trabajo titulado
“Composicion del aceite esencial de Polylepis besseri Hieron. ssp. besseri de Bolivia”, y
utilizando muestras representativas de partes aéreas de Polylepis besseri recolectada en
Alto Sapanani y su area geografica de distribucion a una altitud de 3.600 m durante la
temporada de primavera de 1997. Experimentalmente, obtuvieron el aceite esencial
(amarillo pélido, dm: 0,8420) de las partes aéreas del material fresco por destilacion de
arrastre con vapor (12-16 h) a la presion atmosférica en Cochabamba (564 mm Hg) usando
un aparato de hidrodestilacion de vidrio tipo Clevenger. El aceite se sometio a separacion
por cromatografia centrifuga (Chromatron, modelo 8924) sobre gel de silice usando hexano
que contiene proporciones crecientes de acetato de etilo obteniéndose doce fracciones que
se concentraron al vacio y se analizaron por GC y GC/MS. Se analiz6 la composicion del
aceite por GC en un cromatégrafo de gases Shimadzu 14 B equipado con un FID y un
software de procesador de datos Shimadzu EZ-Chrom, usando dos columnas capilares. La
primera fue una columna capilar de silice fundida reticulada SE-52 (Mega, Legnano, Italia)
(25 m x 0,32 mm), recubierto con 5% de fenilpolimetilsiloxano (0,40-0,45 um espesor de
fase); temperatura inicial de la columna: 60 °C (8 min.); de 60 °C a 180 °C un gradiente de
3 °C/min.; de 180 °C a 250 °C un gradiente de 20° C/min.; temperatura final de la columna:
250 °C (10 min.). Temperatura del inyector, 250 ° C; temperatura del detector, 280 °C;
modo de inyeccidn: dividido; relacion de divisién: 1:30; volumen inyectado: 0.2 pL del

aceite; gas portador: hidrégeno (55 kPa).

El andlisis mediante GC/MS se realizé utilizando un Shimadzu QP 5050, nuevamente
usando dos columnas capilares. La primera columna fue una SE-52 (Mega, Legnano,
Italia), columna capilar reticulada de silice fundida (25 m x 0,25 mm) recubierta con 5% de
fenilpolimetilsiloxano (0,25 um de espesor de fase); temperatura inicial de la columna:
60 °C (8 min.); de 60 °C a 180 °C a un gradiente de 5 °C/ min.; de 180 °C-230 °C a un
gradiente de 20 °C/min.; temperatura del inyector: 250 °C; modo de inyeccion: dividido;
relacion de division: 1:40; volumen inyectado, 0.2 uL del aceite; gas portador: helio (122,2
kPa, 51,6 cm/s); temperatura de la interfase: 250 °C; rango de adquisicion de masas: 40-
400; corte de solvente: 2 min. La segunda columna fue una BP 20 (SGE, Australia),
columna capilar de silice fundida (25 m x 0.25 mm) recubierta con polietilenglicol (0,25
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um de espesor de fase); temperatura de la columna: 40 °C-180 °C (8 min) a 5 °C (min),
luego 180 °C-230 °C a 20 "C (min); todos los otros pardmetros fueron similares a los
utilizados en la columna anterior, con la excepcion de la presion y la velocidad del gas
portador (He) que fueron de 92,6 kPa y 55,9 cm/s, respectivamente. Se identificaron
cuarenta y tres componentes, que representan el 90 % de la composicion total, (figura 12).
Los componentes individuales se identificaron mediante la comparacion de sus indices de
retencion lineal (IRL) en dos columnas, con los de estdndares puros o reportado en la
literatura y por comparacion de los patrones de fragmentacion en los espectros de masas
con los almacenados en la base de datos del espectrémetro. Los porcentajes de cada

componente se expresaron como porcentajes brutos, sin estandarizacion (ver tabla 5).

Los resultados experimentales mostraron que el aceite presentaba un alto contenido de
diterpenos (54 %), y entre los compuestos oxigenados, de a-cadinol (3,8 %) y abietol (2,6
%), y por presencia de aldehidos saturados de cadena lineal C8, C9, C11 y C12. Para ver
las estructuras ver la figura 12 (estructuras [31] - [73]) y para ver los tiempos de retencion

ver tabla 5.

Tabla 5. Composicion porcentual del aceite esencial de Polylepis besseri Hieron. ssp.

besseri.
IRL IRL
Compuesto % SE52 | oW Compuesto % SE5 | cw
31 a-Pineno 0.1 | 926 | 1024 | 53 Undecanal 0.2 | 1306
32 Sabineno 0.1 | 971 | 1100 | 54 a—Copaen0 0.2 | 1372 | 1435
33 B-Pineno 0.1 | 971 | 1044 | 55 B—Bourboneno 0.1 | 1380
34 Octanal 0.1 | 1002 56 Dodecanal 0.2 | 1405

35 p-Cimeno 1.8 | 1022 | 1219 | 57 —Caryofileno 0.2 | 1411 | 1573
36 Limoneno 0.1 | 1026 | 1158 | 58 |9-epi-p-Caryofileno| 0.2 | 1451
37 1,8-Cineol 2.4 | 1029 | 1179 | 59 y-Muuroleno 0.3 | 1468
38 | (2)-p-Ocimeno | 0.3 | 1044 | 1200 | 60 a-Muuroleno 1.0 | 1491 | 1660
39 | (E)-B-Ocimeno | 0.2 | 1049 | 1200 | 61 8-Cadineno 2.4 | 1512 | 1685
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40 y—Terpineno 0.3 | 1055 62 a-Cadineno 0.2 | 1529 | 1771
41 Fenchona 0.4 | 1084 | 1346 | 63 (E)-Nerolidol 0.5 | 1558 | 1987
42 Linalool 0.4 | 1100 | 1524 | 64 Espatulenol 1.2 | 1569 | 2065
43 Nonanal 0.8 | 1103 | 1413 | 65 1-epi-Cubenol 04 | 1621

44 Mentona 2.3 | 1153 | 1442 | 66 | epi-O-Muurolol 3.8 | 1639 | 2120
45 Isomentona 0.6 | 1161 | 1413 | 67 Pimaradieno 4.1 | 1950

46 Mentol 0.9 | 1175 68 a-Cadinol 3.8 | 1651 | 2167
47 Terpinen-4-ol | 0.5 | 1175 | 1558 | 69 M.W. 272' 8.8 | 1972

48 p—Cimen-8-ol | 0.1 | 1184 70 Esclareno 1.0 | 1975

49 a-Terpineol 0.3 | 1191 | 1662 | 71 Abietatrieno 6.1 | 2044 | 2429
50 Myrtenol 0.2 | 1200 72 Abietadieno 40.3 | 2130 | 2395
51 Pulegona 0.2 | 1233 | 1549 | 73 Abietol 2.6 | 2395

52 Geraniol 0.1 | 1255

Por otro lado, Caceda en 2012, en el trabajo titulado “Evaluacion de la actividad
antibacteriana "in vitro" del extracto alcohdlico de las hojas de Polylepis rugulosa
("queilua™) frente a cultivos bacterianos uropatogenos aislados en el Hospital Hipdlito
Unanue — Tacna”, utilizando hojas de Polylepis rugulosa ("quefiua™) durante su época de
floracion, entre los meses de febrero a mayo del 2011, colectadas en las faldas del sur y este
del volcan Yukamani a 3.415 msnm, ubicado a una hora de la provincia Candarave, del
Departamento de Tacna. En el laboratorio, las hojas de Polylepis rugulosa (“quefiua™) se
limpiaron de impurezas, se secaron a temperatura ambiente en un area fresca, seca y
resguardada de la luz y se trituraron mecénicamente. Para la obtencion de los principios
activos se empleo la técnica de maceracion en agua y alcohol 70 %. En un envase estéril de
vidrio color ambar se colocaron en su interior 20 gramos de hojas de Polylepis rugulosa
("quefiua™) secas previamente triturada, luego se afiadieron 100 mL (agua y alcohol 70 %)
hasta que cubrié por completo el contenido de las hojas, este frasco se agitd tres veces por
dia; después de 5 dias de maceracion se filtr6 Whatman N°41; posteriormente, se procedio
a la evaporacion a sequedad en estufa a 37 °C de temperatura, obteniéndose, de esta
manera, los principios activos y se comprobd la esterilidad del extracto mediante la siembra

en agar Mueller-Hinton.

Las pruebas experimentales con las hojas de Polylepis rugulosa permitieron determinar
la presencia de los constituyentes quimicos a través del estudio fitoquimico preliminar y la

actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohdlico de las hojas, utilizando el

25



“Estudio fitoquimico de la corteza de Polylepis sericea Wedd. (Rosaceae: Sanguisorbeae)”

método de difusion de disco (Kirby-Bauer) con 5 repeticiones a diferentes concentraciones,
obteniéndose la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y el método de dilucién en medio
liquido para obtener la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del extracto
hidroalcoholico de las hojas de "quefiua”. Se observo la sensibilidad antibacteriana tanto

para Staphylococcus aureus ATCC 25923, asi como para Escherichia coli.

Lozano y colaboradores en el 2017, en el trabajo titulado “Alto contenido de &cido
oleandlico en plantas bolivianas de altitud”, utilizaron hojas y corteza de Polylepis
tomentella, P. hieronymi y P. besseri”. Las especies de Polylepis fueron recolectadas en el
Jardin Botéanico de la Universidad de San Andrés. (UMSA), ubicado en Cota, ciudad de La
Paz (3.600 m.s.n.m.). Para la parte experimental, el acido oleandlico, usado como estandar,
se obtuvo del residuo industrial de Chenopodium quinoa Willd. llamado "Mojuelo" rico en
saponinas. Ese residuo se extrajo con EtOH/H.O (75/25) durante 72 h a temperatura
ambiente. El extracto concentrado de EtOH/H.O se sometié a una hidrdlisis &cida
afiadiendo HCI 2N a reflujo durante 3 h, dando el extracto de sapogeninas. El acido
oleandlico se aislo de ese extracto después de una cromatografia VLC en silica gel G-60 y
recristalizacion, comparando los datos de TLC y RMN con los del &cido oleandlico
previamente aislado en ese laboratorio. Para la preparacién de la muestra, partes de la
corteza y las hojas de Polylepis tomentella, P. hieronyni y P. besseri se secaron a
temperatura ambiente durante 2 o 3 dias. Se extrajeron 500 mg del material vegetal seco y
molido en 25 mL de EtOH 96 GL durante 48 h; el extracto se filtr0 Whatman # 4 vy el
residuo se lavo con 5 mL de EtOH, luego el extracto liquido se concentrd al vacio. Antes
del andlisis por HPLC, las muestras fueron disueltas y fijadas con MeOH (grado HPLC), en
matraces volumétricos de 5 mL.

Durante el andlisis, los datos de HPLC se registraron en el instrumento de la serie
HPLC 1100 de Agilent Technologies que consiste en una bomba cuaternaria,
desgasificador de vacio continuo, inyeccion manual y compartimento de columna acoplado
a una longitud de onda variable detector de matriz de diodos (DAD). La columna utilizada
fue una EclipsePlus RP-C18 de Agilent Technologies (4.6 x 250 mm x 5um) con un filtro
de precolumna de 0,5 um (Agilent Technologies), el compartimento de la columna se

calentd a 35 °C. Se usaron para la fase movil de HPLC: acetonitrilo (Grado HPLC, Sigma-
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Aldrich), acido férmico> 98% (Merck) y agua ultrapura con una resistencia de 18.3 MQ. El
agua se filtrd antes utilizar a través de un sistema de filtracion de 0,45 pm (Sartorius Stedim
Biotech). Para la preparacion de la curva de calibracion, se prepar6 una serie de soluciones
de &cido oleanolico en MeOH HPLC a cinco concentraciones diferentes (400, 800, 1500,
2000 y 2500 pg/mL). El analito se detectd a 210 nm (DAD) y el area en el cromatograma
en el tiempo de retencién 8,2 fue grabado por triplicado. El analito mostrd una relacion
lineal entre 400 y 2500 pug/MI y produjo la siguiente curva de calibracion: y = 12,957x +
735,69 (R 2 = 0,9983). Para la cuantificacion de la muestra, las muestras fueron inyectadas
manualmente y el volumen de patrones y muestras fue de 25 plL. La separacion
cromatografica se realizd con un solvente isocratico de 93 % de acetonitrilo, ACN, como
solvente D y 7 % de 0.15 % (v) de acido férmico en agua como solvente C, a un caudal de
1,0 mL/min. El disolvente C se filtr6 (Whatman de 0,45 um de PTFE/celulosa) antes de su
uso. Luego, el area del compuesto en el tiempo de retencién TR= 8,2 min. Se registro por
triplicado y el promedio se utiliz6 para el célculo de la cantidad de &cido oleandlico en el
extracto de EtOH de cada planta. Es interesante notar que la corteza de Polylepis besseri
tiene un buen contenido de acido oleandlico [74] (ver figura 12), probablemente debido a
que la corteza de Polylepis se esta exfoliando constantemente. La tabla 6 muestra las altas
cantidades de acido oleandlico presentes en todas las plantas recolectadas.

Tabla 6. Contenido de &cido oleanolico (mg/g) en plantas bolivianas de tierras altas.

Planta (Mediax DS) (mg/q) CV (%)
Polylepis tomentella, hojas. 4,49 +0,15 3,5
Polylepis tomentella, corteza. 2,87 0,04 1,4
Polylepis hieronymi, hojas. 3,62 £0,04 1,1
Polylepis besseri, corteza. 11,06 +£0,03 0,3
Polylepis besseri, hojas. 2,88 0,16 5,8

Cubas y Huaman en 2018, para el trabajo titulado “Actividad antioxidante y
antimicrobiana del extracto etandlico de las hojas de Polylepis incana Kunth”, utilizaron
hojas de Polylepis incana Kunth recolectada en el Departamento Ancash, Provincia de
Huaraz, en el Distrito de Independencia, poblado de Huanchac. Las hojas seleccionadas y
empaquetadas en papel craft se expusieron a desecar al aire libre por un mes, después se
colocaron en una estufa a 40 °C obteniendo 56 gr. Se colocaron en un frasco con alcohol de
96° y agitada tres veces al dia por 10 dias. Se filtro la solucion obteniendo un concentrado
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del extracto que se llevd a la estufa a 40 °C por 3 dias, obteniendo finalmente 20 gr de
extracto etandlico de las hojas de Polylepis incana Kunth. Por altimo, se filtraron 2 mL de
la muestra etandlica en un tubo de ensayo y se agregd etanol hasta clarificar, esta se
denomino la muestra patrén, la cual se distribuy6 en cinco tubos de ensayo para realizar el
tamizaje fitoquimico. El tamizaje fitoquimico se realiz6 con la muestra patron (MP)

preparada siguiendo el siguiente esquema:

Cumarinas: MP + 2 gotas NaOH — amarillo intenso.

Taninos: MP + 1 gota gelatina + 5 gotas NaCl 1%.

Flavonoides: SHINODA: MP + 3 (trozos) Mg metélico + 3 gotas HCI conc.
MP + 1 gota Pb (CH3COO) 21 % .— PP blanco lechoso.

Compuestos fenolicos: reaccién con:
MP + 1 gota FeCl 5%. En zona — amarillo—azul.
Alcaloides (acidular con el HCI 1% x 5 minutos c/tubo):
MP + 1 gota reactivo de Dragendorff. — PP | anaranjado.

MP + 1 gota reactivo de Mayer — | PP blanco lechoso.

Arrojando que los metabolitos secundarios méas abundantes son los compuestos
fenolicos, seguidos de los taninos, alcaloides, flavonoides y por ultimo quinonas y

glicdsidos, dando como negativos los amino&cidos.

Garcia y colaboradores en el 2019, para el trabajo titulado “Cuantificacion de
compuestos fendlicos y cambios morfoanatdbmicos foliares en Polylepis sericea Webb.
(Rosaceae: Sanguisorbeae) en un gradiente altitudinal de la Sierra Nevada de Mérida”
utilizaron muestras de hojas recolectadas en las cercanias de las estaciones Loma Redonda
y la Aguada del Sistema Teleférico Mukumbari del estado Meérida-Venezuela a
3.000—4.100 m.s.n.m. Experimentalmente, a partir de una extraccion solido-liquido
haciendo uso del extractor soxhlet, con metanol grado técnico como solvente, se extrajeron
los metabolitos presentes en las hojas secas molidas de P. sericea durante 48 horas por
carga de muestra en el extractor. Se determind la concentracion de los compuestos

polifendlicos disueltos en el filtrado metandlico, a través del método Folin-Ciocalteu,
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utilizando como compuesto de inferencia el &cido galico para identificar el coeficiente de
correlacion lineal entre la absorbancia de los grupos hidroxilos de los fenoles y su
concentracion en la muestra. Acoplado al ensayo, se realiz6 un barrido desde los 190-800
nm, de los compuestos polifenolicos disueltos en el filtrado metandlico de cada localidad,
para lo cual se diluyé la muestra 1/50 en metanol y se procedié a hacer la medicién en el
espectrofotometro, entre 0-3 de absorbancia. Se realizd una cromatografia de capa fina en
gel de silice con placas 2234214 - Sigma-Aldrich® TLC Plates, utilizando como fase mévil
una mezcla 2:1 de acetato de etilo/metanol grado técnico. Las placas fueron observadas en
lamparas de luz UV a 254 y 366 nm, se revelaron con vainillina sulfurica (100 mL de
vainillina al 1% en etanol + 2 mL de &cido sulfurico al 98 %), aplicando la vainillina en
forma de rocio y calentando las placas por unos segundos. La porcion mayoritaria parece
estar compuesta por glicosidos de flavonoles dihidroxisustituidos. Los componentes de los
extractos pertenecen a los fenilpropanoides dihidroxisustituidos, lo cual apoya a que los
fenilpropanoides dihidroxisustituidos sean compuestos candidatos a formar la proporcion
mayoritaria de los extractos polifendlicos.

A continuacion (figura 12) se muestran las estructuras de los metabolitos secundarios

extraidos de especies de Polylepis.

Monoterpenoides:

v & 9 P P S

[31] [32] [33] [35] [36] [37] [38]

29




“Estudio fitoquimico de la corteza de Polylepis sericea Wedd. (Rosaceae: Sanguisorbeae)”
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Diterpenoides:
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[17] [18] [19]

[29] [30] [74]

Compuestos grasos:
\/\/\/\jo /\/\/\/\fo /\/\/\/\/YO A/\/\/\/\/lo
[34] [43] [53] [56]

Flavonoides:
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[12] [13] [14] [15]

Figura 12. Metabolitos secundarios identificados de especies del género Polylepis.

En base a la bibliografia, el género biosintetiza una serie de metabolitos secundarios,
entre los cuales destacan los flavonoides y triterpenoides aunque también se han reportado
quinonas, taninos, esteroides, alcaloides, glicosidos, entre otros, por lo tanto, es necesario
dar un repaso de cada uno de estos metabolitos secundarios.

2.2. METABOLITOS SECUNDARIOS. GENERALIDADES.
A continuacion, se dara una breve resefia descriptiva sobre los tipos de metabolitos

secundarios presentes en el género Polylepis.

2.2.1. FENILPROPANOIDES.

Los fenilpropanoides son una clase de metabolitos secundarios de plantas que constan
de 6 carbonos (grupo fenilo) y una cadena lateral propanoide. Flavonoides, monolignoles
(precursores de lignina) y acidos fendlicos, son los grupos mas comunesencasi en todas las
plantas. Estos compuestos tienen funciones importantes en plantas como antibioticos,
pesticidas naturales, moléculas de sefial para la interaccion de rizobios simbi6ticos con las
raices de las plantas, atrayentes para polinizadores, agentes protectores contra la luz UV y

material estructural para la estabilidad de las plantas (Hyskova y Kyslava, 2019).

Por otro lado, los compuestos fendlicos son los antioxidantes dietéticos mas
extendidos; la tendencia a ver muchos alimentos no solo como sustento sino también como
medicina, llamada comida funcional, estd aumentando. Todos los compuestos fendlicos que
poseen anillos aromaticos unidos a grupos hidroxilo, son potentes antioxidantes con

potenciales redox generalmente altos. Estos potenciales les permiten actuar como agentes
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reductores, donantes de hidrogeno, carrofieros radicales y extintores de oxigeno singlete.
Ademas, ellos tienen una capacidad quelante de metales. Por lo tanto, los compuestos
fendlicos desempefian un papel importante en la eliminacién de subproductos nocivos
(especies reactivas de oxigeno, ROS) formadas durante la respiracion celular aerdbica
normal y especialmente en estrés oxidativo en condiciones patologicas (Hyskova y
Kyslava, 2019).

OH

OH
OH
oo L)
N O

cho OH O

Acido caféico (Antioxidante) Naringenina (Antimicrobiano)

Figura 13. Ejemplos de fenilpropanoides: acido caféico y naringenina.

2.2.1.1. Flavonoides.

Flavo proviene del latin flavus y significa de color entre amarillo y rojo, como el de la
miel o el del oro; y flavonoide se refiere a un grupo de pigmentos heterociclicos aromaticos
qgue contienen oxigeno, ampliamente distribuido entre las plantas, responsables de la
mayoria de los colores amarillo, rojo y azul de las hojas y frutas (Escamilla y
colaboradores, 2009). Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y
que protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos
ultravioletas, la polucion ambiental, sustancias quimicas presentes en los alimentos, etc. El
organismo humano no puede producir estas sustancias quimicas protectoras, por lo que
deben obtenerse mediante la alimentacion o en forma de suplementos. Estan ampliamente
distribuidos en plantas, frutas, verduras y en diversas bebidas y representan componentes

sustanciales de la parte no energética de la dieta humana (Martinez et al., 2014).

Son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto comin de
difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a través de
un anillo C de pirano (heterociclico). Los atomos de carbono en los anillos C y A se
numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 1' al 6' (figura 14). En funcion de sus

caracteristicas estructurales se pueden clasificar en:
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» Flavanos, como la catequina (con un grupo -OH en posicion 3 del anillo C).

» Flavonoles, representados por la quercitina (posee un grupo carbonilo en posicién 4
y un grupo -OH en posicion 3 del anillo C).

» Flavonas, como la diosmetina (poseen un grupo carbonilo en posicion 4 del anillo C
y carecen del grupo hidroxilo en posicion C3).

» Antocianidinas (tienen unido el grupo -OH en posicion 3 pero ademas poseen un
doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C). (Martinez et al., 2014)

HO
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Catequinas Flavonoles

jan}
@]
@)
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\ /®
@]
= O

Flavonas Epicatequinas Antiocianinas

O (6]
Flavanonas Flavonoles

Isoflavonas Pterocarpanos Rotenoides

Figura 14. Esqueletos principales de los flavonoides. Tomada de: (Martinez, 2005).

2.2.1.2. Taninos.
El proceso de conversion de las pieles animales en cueros durables utilizando extractos
de plantas en regiones mediterraneas data de al menos 2000 afios atrés. Este proceso se

conoce como curtiembre (tanning), con lo cual se popularizd y establecio el uso del término
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“tanino” en la literatura cientifica. Hace mas de cien afios atras, Trimble comentd: “los
taninos ocupan una parte de la linea fronteriza en ciencias entre la boténica y la quimica”.
Aungue la importancia de los taninos vegetales en diversas disciplinas cientificas ha sido
reconocida, no es facil dar una definicién firme. Probablemente la definicion mas simple,
concisa y aceptable sigue siendo “Compuestos fendlicos solubles en agua, con pesos
moleculares entre 500 y 3000, que ademés de dar las reacciones fendlicas usuales, tienen
propiedades especiales tales como la habilidad de precipitar alcaloides, gelatina y otras
proteinas.” Muchos aun prefieren el término taninos vegetales, simplemente debido a su
falta de precision. Sin embargo, terminoldgica y cientificamente, se recomienda el término
“polifenoles vegetales” como descriptor para estos metabolitos secundarios de plantas
superiores, si se quieren interpretar seriamente sus diversas caracteristicas y aplicaciones a

nivel molecular (Isaza, 2007).

Ahora es posible describir en términos amplios la naturaleza de los polifenoles
vegetales. Son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en varios sectores del
reino de las plantas superiores, especialmente en las familias Leguminosae, Rosaceae,
Polygonaceae, Fagaceae, Rhyzophoraceae, Myrtaceae y Melastomataceae. Se distinguen
por las siguientes cinco caracteristicas generales: a) solubilidad en agua, b) masa molecular
entre 500 y 3000-5000, c) estructura y caracter polifendlico (12-16 grupos fendlicos y 5-7
anillos aromaticos por cada 1000 unidades de masa molecular relativa), d) complejacion
intermolecular (astringencia) y e) caracteristicas estructurales (dos motivos estructurales
mayores, proantocianidinas o taninos condensados y taninos hidrolizables, méas un tercer
grupo minoritario, los florotaninos (Isaza, 2007). En la figura 15 se muestran ejemplos de

las estructuras de taninos.

OH

HO

HO OH
OH

(A)

(B)

(A) Acido galico (B) Proguibourtinidina
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(tanino hidrolizable) (tanino condensado)

Figura 15. Ejemplos de taninos. (Isaza, 2007).

2.2.2. TERPENOIDES.

Un gran namero de sustancias vegetales estan incluidas en este grupo de metabolitos
secundarios o productos naturales denominados terpenoides. Quizas es el grupo mas
numeroso, con varios miles de estructuras descritas. Todas tienen el mismo precursor
biosintético (isopentenil-PP) y tienen como unidad estructural basica a la molécula de

isopreno, de cadena abierta, ramificada e insaturada:

Isopreno = %

Sus esqueletos carbonados se forman por la union de dos 0 mas de estas unidades de 5
C, de ahi que también se los denomina isoprenoides. Se los clasifica segun la cantidad de
unidades de isopreno que contengan en su estructura (tabla 7). Cada una de estas clases de
terpenoides tiene importancia en diversos aspectos tales como: crecimiento de las plantas,

el metabolismo, o en funciones ecoldgicas de las plantas (Ringuelet y Vifia, 2013).

Tabla 7. Principales clases de terpenoides en las plantas (Ringuelet y Vifia, 2013).

Unidades de isopropeno Cn Nombre o clase
1 5 Hemiterpenos
2 10 Monoterpenos
3 15 Sesquiterpenos
4 20 Diterpenos
5 25 Sesterterpenos
6 30 Triterpenos
8 40 Tetraterpenos
N n>40 Politerpenos

2.2.2.1. Triterpenos.

Poseen una estructura ciclica compleja, son Opticamente activos y generalmente
dificiles de caracterizar por su falta de reactividad quimica. Han sido identificadas y
caracterizadas muchas moléculas triterpenoides pero muy pocos tienen amplia distribucion.
Los que responden a la estructura tipica de Cazo se los denomina triterpenos verdaderos. Un
ejemplo es la p-amirina y su derivado: &cido oleandlico (figura 16). Estos se encuentran en

los revestimientos cerosos de las hojas y frutos de manzanas y peras. Otros ejemplos de
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triterpenoides son los glicésidos cardiacos o cardendlidos, estudiados por su actividad

farmacoldgica, especificamente sobre la funcién cardiaca (Ringuelet y Vifia, 2013).

H;C CH3

HO™ 3
H;C CH;

B-Amirina Acido oleandlico

Figura 16. Ejemplos de triterpenoides. (Ringuelet y Vifia, 2013)

2.2.2.2. Esteroides.

Con el término “esteroides” se denomina a un grupo de sustancias que poseen el nucleo
del ciclopentanoperhidrofenantreno, que puede o no presentar una cadena lateral en C-17,
asi como los metilos angulares en C-10 y C-13. Aunque esta clasificacion puede traer
confusiones en cuanto al tipo de sustancias presentes, pues no indica diferencias
estereoquimicas en la fusion de los anillos o en la cadena lateral, se designa con este
término a los derivados al menos en principio, del lanosterol y por ello es frecuente
encontrar incluidos en este grupo los acidos cdlicos, los espirostanoles, los bufandlidos y
cardandlidos asi como otros esteroles: furostanos, ergostanos y estigmastanos. Sin
embargo, se prefiere designar como “esteroides” a los derivados de pregnano, androstano,

estrano y gonano, y a los restantes como “esteroles” (Marcano y Hasegawa, 2018).

Debido a la importancia farmacoldgica de estos compuestos, pues comprenden
sustancias vitales: hormonas sexuales, vitamina D, hormonas corticoides, compuestos
cardiotonicos, hormonas de muda de los insectos, antibidticos, toxinas y otros, se ha
desarrollado un gran nimero de anadlogos sintéticos con intenciones, entre otras cosas, de
suplantar, modificar, o comprobar las estructuras de aquéllos aislados de La Naturaleza.
Uno de los esteroides mas conocidos es el colesterol (figura 17), el cual fue el esterol mas
conocido y mediante el cual se inicié el estudio quimico de los esteroides (Marcano y
Hasegawa, 2018).
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Colesterol

Figura 17. Estructura del colesterol. (Marcano y Hasegawa, 2018)

2.2.2.2.1. Glicésidos cardiotonicos.

Los glicésidos cardiotonicos (figura 18) poseen una estructura esteroidal que se
caracterizan por llevar en el C-17 un anillo de lactona no saturado. Los cardendlidos tienen
especificamente un anillo pentagonal con un doble enlace conjugado con el grupo
carbonilo. Ademas, y como parte de la denominada aglicona, incluyen en la posicién 3
moléculas de azlcar como sustituyentes, siendo las mas comunes, la glucosa y los 6-

desoxiazucares (ramnosa, mucosa, digitalosa y thevetosa (Villa y colaboradores, 2011).

HO,
00 SO
1

hy e
° OH OH
RO oS /07 o

H

HCO

OH
I?(SWOH
H,CO
R= (1) B-D-glucosa, (2) B-D-digitalosa, (3) a-L-rhamnosa, (4) a-L-thevetosa.
Figura 18. Estructura general de un glicésido cardioténico. (Villa y colaboradores, 2011)
2.2.3. ALCALOIDES.

Los alcaloides son compuestos heterociclicos (figura 19) que generalmente se

(O]

sintetizan a partir de aminoacidos, tales como triptéfano, tirosina, fenilalanina, lisina,
arginina y ornitina, solos o combinados con terpenoides. Los alcaloides se pueden dividir
en los siguientes grupos: isoquinoléicos, quinolizidinicos, pirrolizidinicos, tropanicos y

indolicos. (Sepulveda y colaboradores, 2003).
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Figura 19. Ejemplos de alcaloides. (Sepulveda y colaboradores, 2003).

2.2.4. QUINONAS.

Las quinonas son un grupo de sustancias organicas coloreadas y semivolatiles,

omnipresentes en La Naturaleza y derivados de compuestos aromaticos como el benceno,

naftaleno y antraceno. La estructura de las quinonas tiene dos grupos carbonilos en un

anillo insaturado de seis atomos de carbono, ubicado relativamente en posiciones "orto"

(adyacentes) o "para” (opuestos). Utilizando como criterio el tipo de sistema aromaético que

contiene el anillo, las quinonas se clasifican como benzoquinonas, naftoquinonas,

antraquinonas y fenantraquinonas (Tabla 8).

Estas sustancias se forman biogénicamente a través del metabolismo, oxidacion de

compuestos enddgenos como catecolaminas, estrogenos y xenobidticos, asi como también

se originan directamente de la combustion incompleta de la materia organica,

especialmente combustibles fosiles. Ademas, las quinonas son formadas en la atmdsfera a

través de la fotooxidacion de hidrocarburos policiclicos (Teixeira y Andrade, 2012).

Tabla 8. Clasificacién de las quinonas segun el sistema ciclico.

Sistema , .

Grupo - Estructuras basicas
aromatico

O O

. Anillo de R o R R
Benzoquinonas b

enceno. R R R R

R O




“Estudio fitoquimico de la corteza de Polylepis sericea Wedd. (Rosaceae: Sanguisorbeae)”

R (0] R (0]
. Anillo R o R R
Naftoquinonas i O‘ O‘
naftalénico. R R R R
R R R O
R (0] R

Anillo
antracénico.

Antraquinonas

Anillo

Fenantraquinonas e
fenantrénico.

(Teixeira y Andrade, 2012).

2.3. TECNICAS DE EXTRACCION.

La extraccion es una de las operaciones basicas del laboratorio; Se define como la
accion de separacion de una mezcla de sustancias por disolucién de cada componente,
sirviéndose de uno o varios disolventes, donde siempre se obtienen por lo menos dos
componentes: la solucion extraida en su disolvente (solucién extraida) y su residuo. Se
pueden realizar desde los tres estados de la materia, y se llaman de la siguiente manera:
extraccion sélido—liquido; extraccion liquido—liquido y extraccion gas—liquido (Adrianzén,

y colaboradores, 2018).

2.3.1. EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDO.

Es la més utilizada y se emplea cuando la sustancia que se desea extraer esta contenida
en un material sélido, junto con otros componentes, los cuales deberdn ser practicamente
insolubles en el disolvente utilizado. Es muy usada para aislar sustancias naturales de
origen vegetal. Existen varias técnicas que utilizan este principio: extraccion sélido-liquido
breve (percolado); extraccion sélido-liquido en reposo (macerado), y extraccion soélido-
liquido continua (soxhlet) (Adrianzén y colaboradores, 2018).

2.3.1.1. Extraccion solido-liquido continua (soxhlet).
Para este tipo de extraccion se suelen emplear un equipo Soxhlet (figura 20), que es un

aparato de extraccion continua, la cual se efectGa en un aparato que consta de un matraz de
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fondo plano, un cuerpo extractor y un refrigerante. En el cuerpo extractor A se coloca el
material vegetal seco y molido, generalmente envuelta en un material poroso que permita el
contacto con el disolvente B. En el matraz C de fondo plano se coloca el disolvente
organico (con piedras de ebullicién), se lleva a ebullicion y los vapores del disolvente
ascienden por el tubo lateral D y llegan al refrigerante E donde condensan y caen sobre el
recipiente con el material vegetal B situado en el cuerpo extractor. Cuando el cuerpo
extractor se llena de liquido extractivo, éste se vacia por el sifon lateral interno F y
desemboca en el matraz inferior por el desahogo G. El disolvente se va reciclando durante
el proceso mientras que los principios activos se van concentrando en el matraz inferior

(Adrianzén y colaboradores, 2018).

Figura 20. Equipo de extraccion sélido-liquido (soxhlet) utilizado para la extraccion.

2.3.1.2. Extraccion solido-liquido en reposo (macerado).
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Es un método de extraccion siendo la materia prima el material vegetal que contiene
los principios activos solubles en el solvente que se emplea. Se generan dos productos que
pueden emplearse de acuerdo al objetivo de su uso: el sélido sin los principios activos y el
propio extracto; para lograrlo se coloca el material vegetal en forma de trozos o polvo
segun sea la conveniencia, en un recipiente lleno del solvente adecuado y se deja reposar
por tres 0 mas dias, con agitacion frecuente hasta completar la extraccion del material
vegetal. Una vez transcurrido ese periodo de tiempo, se filtra la solucién por gravedad y el
filtrado se concentra a sequedad, generalmente a presion reducida (Arroyo y Hernandez,
2016).

2.3.1.3. Extraccion solido-liquido breve (percolado).

La percolacién comprende una etapa preliminar de humedecimiento, seguida por la
extraccion exhaustiva de los principios activos de la planta. El percolador es un recipiente
conico con una abertura superior en la cual se puede colocar una tapa circular horadada que
permite el paso del liquido y se somete a una ligera presion a los materiales colocados en él.
El material seco y molido se coloca dentro de un embudo buchner (dotado con papel de
filtro) adosado a un kitasato. Con el sistema de vacio abierto, se le adiciona suficiente
solvente para cubrir el material vegetal y luego se le aplica vacio hasta que deje de gotear el
liguido del embudo. EI procedimiento puede repetirse de ser necesario. El filtrado se
concentra a sequedad, generalmente a presion reducida (Naveda y Ruales, 2010).

2.3.2. EXTRACCION LiQUIDO-LIQUIDO (LLE).

La extraccion liquido-liquido (LLE), también conocida como extraccion con solvente,
es un sistema ternario tipico en quimica, que separa los productos quimicos de una solucién
a otra en funcion de la diferencia de solubilidad del soluto quimico entre dos solventes.
Tres componentes estan involucrados en el proceso de LLE: soluto, diluyente y extractante.
El soluto, que se disuelve en diluyente, se extrae del diluyente y se disuelve en otro
diluyente, el extractante. Un proceso tipico de LLE es el siguiente. El soluto A representa
impurezas; soluto B representa el componente a separar del diluyente y/o soluto A. Hay tres
pasos involucrados en el proceso. El primer paso es la adicion del extractante, que debe ser

inmiscible con diluyente, donde los solutos (A y B) se disuelven. El segundo paso es
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mezclar estos dos solventes. La interfaz entre el extractante y el diluyente pueden mejorarse
significativamente mezclando; méas cominmente ya sea el extractante o el diluyente forma
gotas debido a la tensidn superficial. Los solutos (A y B) tienen la oportunidad de elegir el
solvente huésped segun su diferente solubilidad en extractante y diluyente. En una
extraccion bien disefiada el sistema debe tener el soluto B disuelto principalmente en el
extractante, mientras que el soluto A permanece con el diluyente. El Gltimo paso es colocar
en capas el extractante y el diluyente. En esta etapa, es facil separar el soluto B del soluto A
simplemente separando el extractante del diluyente. El soluto B puede recuperarse del
extractante mediante otros métodos como la destilacion o la evaporacion simple (Zhang y
Hu, 2013).

Se deben considerar multiples factores al aplicar el proceso LLE. Determinar la mejor
manera de elegir un extractor suele ser la clave para el disefio exitoso de la separacion LLE,

Los requisitos para los extractantes son:

» El extractante debe tener una selectividad especifica para el soluto de modo que la
mayoria del soluto deseable pueda ser disuelto en el extractor del diluyente, y
viceversa para compuestos indeseables.

» El soluto se debe separar facilmente del extractor después del LLE.

» Una alta relacion de particién es otra propiedad que permite la separacion efectiva
de un compuesto deseable del diluyente.

» El extractor debe tener una alta solubilidad para el soluto objetivo y baja
solubilidad para el diluyente.

» El extractante debe tener una densidad diferente de los diluyentes para facilitar la
estratificacion.

» Alta tension interfacial debe estar presente para una rapida coalescencia de las
gotas extractoras despueés de la agitacion.

» Se necesita baja toxicidad para el extractante y los diluyentes para uso industrial
(Zhang y Hu, 2013).
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2.4. TECNICAS CROMATOGRAFICAS PARA LA SEPARACION DE
COMPUESTOS.

Cromatografia significa “Escribir en Colores” [del griego cromos (color) y grafe
(escribir)]. Debe su nombre al bidlogo ruso Mikhail Tswett primera persona que utilizo esta
técnica (1906) al separar una mezcla de pigmentos naturales. Se entiende por cromatografia
al conjunto de técnicas analiticas que se fundamentan en la separacion que se produce
cuando una mezcla de compuestos es arrastrada por una fase mavil a lo largo de una fase
estacionaria. La técnica cromatografica de purificacion consiste en separar mezclas de
compuestos en funcion de su diferente afinidad entre una fase estacionaria y una movil
(figura 21). Todas las técnicas cromatograficas dependen de la distribucion de los
componentes de la mezcla entre dos fases inmiscibles, una de ellas llamada fase activa o
fase mavil, que transporta las sustancias que se separan, y que progresa en relacion a otra

fase Ilamada fase estacionaria (Lopez et al., 2005).

Figura 21. Representacion del sistema cromatografico. (Lopez et al., 2005).

2.4.1. CLASIFICACION DE LOS PROCESOS CROMATOGRAFICOS.
La fase movil puede ser un liquido o un gas. La fase estacionaria puede ser un sélido o
un liquido. Teniendo en cuenta la naturaleza de la fase estacionaria se establece la siguiente

clasificacion.

» Cromatografia de adsorcion.
» Cromatografia de particion o reparto.
» Cromatografia de exclusion por tamafio.

» Cromatografia de intercambio iénico.

2.4.1.1. Cromatografia de adsorcion.
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Existen ciertas sustancias solidas, quimicamente inertes, que tienen la propiedad de
adsorber o fijar débilmente en su superficie a una gran cantidad de compuestos. La
fortaleza con la que se adsorben las sustancias sobre un adsorbente dado varia de un
compuesto a otro. Entre los adsorbentes mas usuales: silice Gel (6xido de silicio), alimina
(6xido de aluminio), celulosa, fluorosil (silicato de magnesio) y sulfato de calcio. La
separacion se realiza por la diferente tendencia de adsorcion de los compuestos organicos
por la fase estacionaria. La fase mavil desplaza y disuelve a los componentes de la mezcla
segun sea su afinidad por la fase estacionaria, es decir, los componentes mas polares estaran
adsorbidos con mas fuerza y serdn mas dificiles de separar de la fase estacionaria que los
componentes poco polares. Los menos polares no presentan una interaccién importante con

la fase estacionaria (gel de silice) y no seréan retenidos (LOpez et al., 2005).

En un proceso de adsorcién los componentes de la mezcla son adsorbidos por la fase
estacionaria con diferente intensidad de tal forma que el proceso adsorcién-desorcion hace
gue unos componentes avancen mas rapidamente que otros. La adsorcion es un proceso de
superficie mientras que la absorcidn es la penetracion de una sustancia en el seno de otra (al
escribir el papel adsorbe tinta mientras que la esponja absorbe agua). En cualquier
fendmeno de adsorcién influyen tres variables independientes: el adsorbente, el disolvente
y las sustancias a cromatografiar. Por tanto, si una molécula tiene una gran afinidad pasara
muy lentamente mientras que otro componente con menos afinidad lo hara mas
rapidamente. La regla general es elegir la polaridad del disolvente analoga a la de la
muestra a emplear y en la mayoria de los casos adsorbentes poderosos (activos) para
sustancias no polares y adsorbentes con menos actividad para sustancias mas polares
(Lépez et al.,, 2005). La fase estacionaria es un sélido sobre el que se adsorben los
componentes de la muestra y se subdivide en:

» Cromatografia Liquido — Sélido CLS (fase mavil liquido).
» Cromatografia Gas — Solido CGS (fase movil gas).
» Cromatografia en Capa Fina CCF (fase estacionaria sélida en forma plana y

la mavil liquida) (Lopez et al., 2005).

2.4.1.1.1. Cromatografia de adsorcion en columna.
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La cromatografia liquido—solido utiliza columnas huecas verticales de vidrio cerradas
en su parte inferior con una llave que permite la regulacion del flujo de la fase mdvil, como
fase estacionaria se emplean basicamente dos adsorbentes, gel de silice y alimina. La
técnica consiste en rellenar la columna con el adsorbente elegido que debe sedimentar sin
que se produzcan canales o grietas. En la parte superior de la columna se coloca la mezcla a
separar, llamada cabeza de la columna que se obtiene mezclando el adsorbente con la
muestra con el eluyente (fase movil) que va a ser utilizado en el proceso de separacion. Se
deja que el eluyente empiece a descender por la columna ya sea por gravedad o a presion
(cromatografia flash). Se produce la adsorcion de los componentes con diferentes
intensidades logrando que unos avancen mas que otros (figura 22). En la parte inferior de la
columna se recogen las diferentes fracciones cromatogréficas que se analizan y agrupan en

funcidn de sus caracteristicas (Lopez et al., 2005).
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Figura 22. Representacion del sistema de cromatografia de adsorcion en columna. (Lopez
et al., 2005)

El rendimiento del proceso depende basicamente de la preparacion de la columna y del
proceso de elucion. El relleno de la columna puede ser en seco o en humedo. El seco tiene
el inconveniente de que pueden aparecer burbujas de aire en la columna que son dificiles de
eliminar. También hay que tener presente que los adsorbentes al empaparse de los eluyentes
aumenta su volumen y pueden romper la columna. El relleno himedo evita los problemas
anteriores y consiste en llenar la columna en forma continua con una mezcla de adsorbente

con el eluyente a utilizar de menor polaridad. La cantidad de adsorbente a emplear es de
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20-25 gramos de adsorbente por cada gramo de mezcla a separar. Este es el tipo de

cromatografia més utilizado en Quimica Organica (Lopez et al., 2005).

2.4.1.1.2. Cromatografia en capa fina (CCF).

La técnica de Cromatografia en Capa Fina CCF (TLC, sus siglas en inglés Thin Layer
Cromatography) es una adaptacion especial de la cromatografia de adsorcién muy utilizada
en Quimica Organica ya que entre otras cosas permite:

» Determinar el grado de pureza de una muestra.

» Comparar muestras.

» Hacer el seguimiento de una reaccion quimica.

» Controlar el contenido de las fracciones obtenidas por cromatografia en columna.
» Determinar las condiciones méas adecuadas para una cromatografia en columna.

La fase estacionaria consiste en una fina capa delgada de gel de silice o alimina
adherida a un soporte de vidrio, aluminio o materiales plasticos con un grosor que puede
oscilar entre 1 hasta 0,1-0,2 mm. Para realizar la cromatografia se aplica la muestra
disuelta en la parte inferior de la placa, y a 1 cm del borde de la misma, con la ayuda de un
capilar. Las muestras se deben colocar entre 1-1,5 cm del extremo de la placa de tal forma
que al ponerla en contacto con el disolvente que se encuentra en la cubeta no cubra la
muestra. EI cromatograma se introduce verticalmente en un recipiente cerrado Ilamado
cubeta de cromatografia o tanque de desarrollo, que contiene en su fondo una pequefia
cantidad del eluyente que se vaya a usar (fase maévil) dejando que el disolvente ascienda
por capilaridad. Las sustancias que forman parte de la muestra se adhieren a la fase
estacionaria o son arrastradas con la fase mdvil, viajando una distancia que es inversamente
proporcional a su afinidad por la fase estacionaria. Cuando el eluyente ha ascendido hasta
casi el borde superior de la placa, se saca, y se observan las sefiales (figura 23). Muchas
veces las sustancias desarrolladas por este método, al no ser coloreadas, no son visibles.
Para hacerlas visibles se utiliza luz ultravioleta entre 240-370 nm. Para hacer visibles
aquellas sefiales que no se detectan a la luz UV ni son coloreadas, se procede al revelado de
la placa usando un revelador destacando entre los méas usuales el yodo y el oleum [mezcla
de &cido sulfarico (4%) acido acético (80%) y agua (16%)] (Lopez et al., 2005).
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El revelado consiste en pulverizar el cromatograma con la especie reveladora y
posterior calentamiento en una estufa alrededor de 100 °C, logrdndose de esta manera la
carbonizacion de los compuestos organicos. El cromatograma una vez revelado nos
presenta mediante manchas el grado de pureza de la muestra o el nimero de compuestos

presentes en ella (Lopez et al., 2005).
_—--—

Figura 23. Cromatograma. (Lopez et al., 2005)

2.4.1.1.3. Cromatografia en capa fina bidimensional (CCF-2D).

Cuando las mezclas a analizar son complicadas la cromatografia unidireccional s6lo
nos conduce a una separacién parcial. Para conseguir una mejor separacion de las manchas
se utiliza la TLC bidimensional. La técnica consiste en realizar una CCF normal, pero
colocando la muestra en una esquina del cromatograma y eluyendo dicha placa con un
disolvente A. Cuando el eluyente ha llegado al extremo superior de la placa se saca y se
seca. A continuacion, se gira la placa 90° y se vuelve a cromatografiar utilizando otro
eluyente B. El empleo de un disolvente con caracteristicas diferentes al primero permite
aumentar el recorrido de las sustancias facilitando la separacion parcial de las sefales.
Después del segundo desarrollo se saca la placa de la cubeta se seca y se revela con algun
agente selectivo (figura 24). (Lopez et al., 2005).
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Giro 90°
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Dicnle A

Figura 24. Representacion de la cromatografia en capa fina bidimensional. (Lépez et al.,
2005)

2.4.1.1.4. Cromatografia en capa fina preparativa (CCFP).

La cromatografia en capa fina también se puede usar con fines cuantitativos para
separar pequefias cantidades de un compuesto. Las separaciones preparativas se realizan en
placas estandar de 20x20 cm (algunas veces en placas de 20x40 cm) mas gruesas Yy el
volumen de la muestra también debe ser mayor (alrededor de 10 mL). La muestra se aplica
en forma de banda lineal mediante una pipeta pasteur o con un capilar. Para la TLC
preparativa podemos utilizar todos los sistemas de disolventes que hemos descrito para la
TLC analitica obteniendo los mismos resultados. Una vez realizada la cromatografia, las
bandas de interés se ponen de manifiesto utilizando una técnica no destructiva con el
reactivo adecuado (luz UV, yodo o agua). La zona de la placa que contiene dicha banda es
raspada y recuperada en un matraz y extraida con el disolvente adecuado. Finalmente, el
disolvente es evaporado para la recuperacién del soluto (Lépez et al., 2005).

2.4.1.1.5. Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

Técnica muy utilizada para el analisis de compuestos organicos pesados como
pesticidas, aromaticos polinucleares, farmacos, vitaminas, alimentos etc. Cromatografia de
adsorcion conocida como HPLC (siglas en inglés High Performance Liquid
Chromatography) o Cromatografia Liquida de Alta Precision o Resolucion. Es una variante
de la cromatografia en columna donde la fase estacionaria esta formado por particulas muy
pequefias, en forma esférica, que hace que el empaquetamiento de la columna sea muy

compacto. La disminucion del tamafio de los poros que forman la fase estacionaria hace
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que la cromatografia sea muy lenta debido a la pérdida por carga, por lo que hay que
instalar a la entrada de la columna un sistema de bombeo que tiene dosfinalidades:

» Superar la resistencia del relleno.

» Aportar un flujo de fase movil que puede ser controlado a lo largo de toda la

cromatografia.

En estas condiciones se consigue acortar el tiempo de analisis de las columnas de
gravedad. Una cromatografia por HPLC puede tener un poder de separacion miles de veces
superior al de una columna simple. Las particulas de relleno suelen ser microesferas de
silice, alumina o resina cuyo didmetro oscila entre 3-25 pum (micras). Las columnas de
HPLC son de acero inoxidable, con un didmetro interno de 2-5 mm y una longitud variable
de 10-30 cm dependiendo del diametro de las microparticulas de relleno. El flujo a presion

se aplica entre 1500-800 psi bidimensional (Lépez et al., 2005).

En la cromatografia HPLC, como en cualquier tipo de cromatografia, se distinguen una
fase estacionaria y una fase movil. Como ambas compiten con las moléculas del soluto
seran de polaridades diferentes. Si la fase mdvil la integran compuestos organicos poco
polares, la fase estacionaria sera relativamente polar. La técnica derivada de esta situacion
se llama de fase normal por ser la modalidad mas usual de la HPLC. Si la fase movil la
forman liquidos acuosos o polares y la fase estacionaria es poco polar o apolar, la técnica se

Ilama de fase inversa (cada vez méas usada) bidimensional (Lépez et al., 2005).

2.4.1.1.6. Cromatografia Gas-Sélido (CGS).

Técnica cromatografica que se utiliza para separar compuestos organicos volatiles
como hidrocarburos, alcoholes, disolventes, &cidos grasos, etc. La fase estacionaria es un
solido y la fase mavil un gas inerte. (L6pez et al., 2005).

2.4.1.2. Cromatografia de particion o reparto.

Técnica donde la separacion selectiva de los componentes se produce por el diferente
grado de solubilidad que estos puedan tener con las dos fases participantes. Es decir, como
si se estuviese produciendo un elevado nimero de extracciones. Por ello, las fases tienen

que ser inmiscibles entre si y el soluto sufre un equilibrio de particién entre ambas que
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queda definido por una constante K, llamada “coeficiente de reparto”, cuyo valor depende
para una fase estacionaria determinada y para una fase movil dada, de la naturaleza del
soluto a aislar, lo que origina las diferencias en la retencién y la consiguiente separacion. El
soluto se reparte entre el liquido de la fase estacionaria y la fase movil, por diferencia de

solubilidad, hasta alcanzar el equilibrio (Lopez et al., 2005).

La técnica cromatografica consiste en disponer de una columna de tal forma que su
contenido sea capaz de establecer fuerzas de retencion hacia una sustancia, a la vez que un
disolvente que pasa continuamente por esa columna sea capaz de establecer fuerzas de
disolucion hacia ese soluto. Logicamente, para que la fase estacionaria se mantenga dentro
de la columna debe estar formando una delgada pelicula sobre un soporte inerte. En este
tipo de cromatografia se debe controlar la temperatura y los volimenes de ambas fases
(estacionaria y movil) ya que estos parametros alteran la solubilidad y por tanto el
coeficiente de reparto (L6pez et al., 2005).

La fase estacionaria es un liquido sostenido por un sélido inerte.

» Cromatografia Liquido—Liquido, CLL (fase mavil un liquido).

» Cromatografia Gas—Liquido, CGL (fase movil un gas).

» Cromatografia en papel, CP (fase estacionaria es una capa de agua adsorbida sobre

una hoja de papel) (L6pez et al., 2005).

2.4.1.2.1. Cromatografia Liquido-Liquido (CLL).

La fase estacionaria es un liquido (generalmente agua) retenido sobre la superficie de
un soporte solido inerte y la fase movil es otro liquido inmiscible con el retenido. En este
caso la separacion de los compuestos depende de la constante de solubilidad de la muestra

entre ambas fases liquidas. (Lopez et al., 2005)

2.4.1.2.2. Cromatografia Gas-Liquido (CGL).

La fase estacionaria es un liquido retenido sobre la superficie de un soporte sélido y la
fase movil es un gas. En este caso la separacion de los compuestos depende de la constante
de solubilidad de la muestra entre la fase liquida y la fase gaseosa. Esta es la técnica
conocida vulgarmente como cromatografia de gases CG (Cromatografia de reparto). (Lopez
et al., 2005)

o1



“Estudio fitoquimico de la corteza de Polylepis sericea Wedd. (Rosaceae: Sanguisorbeae)”

2.4.1.2.3. Cromatografia en papel (CP).

Es similar a la CCF, excepto en que como fase estacionaria se utiliza una capa de agua
adsorbida sobre una hoja de papel (liquido retenido sobre un soporte sélido inerte). El papel
contiene retenido alrededor de un 20 % de agua. El soporte general que se utiliza es papel
Whatman nimero 1 y numero 3 para separaciones analiticas y Whatman 3 mm para
trabajos preparativos, no es estrictamente una cromatografia de adsorcion sino una
combinacién de adsorcion y reparto. El reparto se produce entre el agua que hidrata la

celulosa de la fase estacionaria y la fase organica mavil. (Lopez et al., 2005)

La técnica consiste en colocar el papel (fase estacionaria) en una cubeta de vidrio
colgandolo de un soporte. La fase movil, colocada en el fondo de la cubeta (1-1,5 cm),
entra en contacto con el papel sobre el cual, a 1 cm de distancia hemos colocado las
muestras que deben ser arrastradas y separadas. Este tipo de cromatografia, llamada
ascendente, se debe realizar en unas condiciones estandar de saturacion previa de la fase
estacionaria ya que el disolvente se puede evaporar del papel antes de que se produzca la
separacion y no se consiga el efecto deseado (figura 25). La técnica de cromatografia en
papel se utiliza preferentemente cuando se trata de separar compuestos poli funcionales o
muy polares como aminoacidos o azUcares. La técnica descendente es similar a la anterior
y s6lo se diferencia en que el papel es introducido por su parte superior en una canaleta
donde hay una pileta para el disolvente. Las muestras colocadas en la parte superior del
papel, a 1-1,5 cm de la canaleta, seran arrastradas hacia abajo por el eluyente (fase mavil).
Los resultados de ambas técnicas son similares. En forma anéloga a la TLC se pueden

realizar cromatografias en papel tanto preparativa como bidimensional (L6pez et al., 2005).

e tapa

. cCint=s

papel de fitro

salverte

Figura 25. Representacion de la cromatografia en papel. (Lopez et al., 2005)
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2.4.1.3. Cromatografia de intercambio ionico.

Método muy utilizado en la separacion de iones inorganicos como nitratos (NO3z),
sulfatos (SO472), separacion y purificacion de moléculas bioldgicas (proteinas) y en los
procesos de desionizacién del agua. La técnica es muy similar a la utilizada en la
cromatografia en columna y la separacion se produce en funcién de la carga que posee el
soluto (Lopez et al., 2005).

Fase estacionaria: resinas de intercambio ionico que tienen la propiedad de separar
especies ionizadas (aniones o cationes).

Fase mavil: generalmente disoluciones amortiguadoras de pH.

La afinidad de los compuestos por los grupos cargados de la fase estacionaria esta
influida por el pH que determina su estado de ionizacion. El intercambiador idnico
consiste en una matriz insoluble a la que se han unido covalentemente grupos cargados.
Estos grupos cargados pueden ser reversiblemente intercambiados por otros iones de la
misma carga sin alterar la matriz. Hay dos tipos de intercambiadores i6nicos:
Intercambiador cationico: Posee grupos cargados negativamente que atraen cationes (cargas
positivas). También se les conocen como intercambiadores idnicos acidos porque sus cargas
negativas proceden de la ionizacion de sus grupos acidos. Las resinas catidnicas presentan
como grupos funcionales mas frecuentes el sulfonato —-SOs H* y el carboxilato -COO™H".
Intercambiador aniénico: Posee grupos cargados positivamente que atraen aniones (cargas
negativas). También se les conocen como intercambiadores i6nicos basicos ya que las
cargas positivas que poseen resultan de la asociacién de protones con grupos basicos. Las
resinas anionicas suelen contener grupos amonio cuaternario -RN*Rz (-NH3"OH") y
(-*"N(CH3)30H"), se utilizan normalmente como fase movil disoluciones acuosas
tamponadas ya que las propiedades del agua contribuyen a la disociacion de los grupos
ionicos y al hinchamiento de la matriz efectos que aumentan el intercambio ionico. (Lopez
et al., 2005)

2.4.1.4. Cromatografia de exclusion molecular.
Tambien conocida como Cromatografia de filtracion sobre gel, cromatografia de

permeacion sobre gel y cromatografia por tamafio molecular o por tamices moleculares. Es
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un tipo especial de cromatografia que se utiliza en la separacion de sustancias que poseen
volimenes o tamafos diferentes. La fase estacionaria, llamada malla molecular, esta
formada por particulas altamente porosas que permiten la separacion de los componentes de
la mezcla en funcion del tamafio de las moléculas. No existen interacciones entre la fase
estacionaria y el soluto. Se separan por el tamafio de la particula. Las especies mas
utilizadas como fase estacionaria se dividen en dos tipos:

Tipo Inorgéanico: como las zeolitas sintéticas, por ejemplo, los tamices moleculares de
Linde.

Tipo Organico: como geles y biogeles (polimeros orgéanicos) por ejemplo, el Sephadex
(polimero cruzado derivado del dextrano) Todas estas especies poseen cavidades o poros a
través de los cuales las moléculas pueden pasar o ser retenidas (Lopez et al., 2005).

2.5. CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS..
Al confirmar la pureza de los productos aislados, se procedera a la identificacion de
cada uno de ellos o a la elucidacion estructural en caso de tratarse de un nuevo compuesto,

esto se realizara de acuerdo a las siguientes sub-etapas:

2.5.1. DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES FiSICAS.
Se le determinaran las constantes fisicas (punto de fusion, punto de ebullicion, indice
de refraccion, Rf, etc.) a cada uno de los productos aislados, esto para confirmar la pureza

de los mismos y para su posterior identificacion.

2.5.2. ANALISIS ESPECTROSCOPICOS.

Los métodos espectroscdpicos, son aquellos en los que existe intercambio de energia
entre la radiacion y la materia. En estos métodos se miden espectros, siendo éstos debidos a
transiciones entre distintos niveles energéticos. Proporcionando datos complementarios
acerca de la estructura molecular, ademas para la realizacion de los analisis la cantidad de
muestra necesaria en muy pequefia (< 50 mg). Las técnicas espectroscopicas mas utilizadas
son:

» Espectroscopia de absorcién infrarroja (IR).

» Espectrometria de masas atdmicas (EM).
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> Espectroscopia de absorcién molecular ultravioleta/visible (UV-Vis).

> Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN).
2.5.2.1. Espectroscopia de infrarrojo (FT-IR).

Las moléculas no son estructuras rigidas, sino que en ellas los atomos estan vibrando
en todas las direcciones del espacio. Estas vibraciones son fundamentalmente de dos tipos
(figura 26):

Vibraciones de tension: se producen por movimiento oscilatorio de los 4&tomos a lo largo
del eje del enlace que los une, de forma que la distancia interatdbmica aumenta o disminuye,
es decir, que en este tipo de vibracion los enlaces se dilatan y contraen, sin que varien los
angulos de los mismos (Pando y Madero, 1979).

Vibraciones de flexion: se producen por movimiento de los atomos en direccion
perpendicular al enlace que los une. Estas vibraciones se deben a las longitudes de los
mismos. Una vibracion de flexion puede consistir en un cambio de los angulos entre
enlaces que tienen un atomo comun o también el movimiento de un grupo de 4&tomos con
respecto al resto de la molécula, sin movimientos relativos de unos 4&tomos respecto a otro

dentro del grupo (Pando y Madero, 1979).

a) Vibraciones 0_\%_9 - =
por tension

,

Simetrica Asimeétrica

- >

a) Vibraciones Balanceo en <l plano Tijereteo en el plano
por flexidon - - -

Aleteo fuera del plano Torsion fuera del plano

Figura 26. Modos vibracionales de una molécula. (Pando y Madero, 1979)

Cuando la radiacion IR incide sobre una molécula, produce cambios en las vibraciones
moleculares. En efecto, la energia que se requiere para que las moléculas pasen de su
estado fundamental de vibracion (energia vibracional minima) al primer estado excitado de
vibracion, es del orden de 1 a 10 Kcal/mol. Esta es la energia propia de la radiacion

electromagnética en la zona del IR, comprendidas entre 400 y 4000 cm™.
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Las bandas que se observan en los espectros IR se relacionan con el cambio de los
estados vibracionales y rotacionales de los enlaces presentes en la molécula. Por lo tanto, el
analisis del espectro infrarrojo ofrece informacion sobre los grupos funcionales presentes
en la molécula, asi como del caracter alifatico y/o aromatico del compuesto (Pando y
Madero, 1979).

2.5.2.2. Espectrometria de masas (EM).

Es una técnica que proporciona informacion tanto cualitativa (estructura) como
cuantitativa (masa molecular o concentracion) de las moléculas analizadas previamente
convertidas en iones. Las moléculas de interés, forman parte generalmente de una mezcla
heterogénea que no requiere necesariamente una separacion previa, y se someten en primer
lugar a una fuente de ionizacion donde se ionizan adquiriendo carga negativa o positiva.
Los iones atraviesan el analizador de masas hasta que alcanzan diferentes partes del
detector de acuerdo con su relacion masa/carga (m/z). Una vez en contacto con el detector,
se generan sefiales que son registradas en el sistema informético y representado en un
espectro de masas que muestra la abundancia relativa de las sefiales en funcion de su
relaciébn m/z. Asi pues, para el andlisis de las muestras por espectrometria de masas se
producen basicamente:

» lonizacion de la muestra.

» Anadlisis de la muestra ionizada.

» Deteccion de los compuestos formados.

La ionizacién de la muestra es clave y puede llevarse a cabo de diferentes formas,
segun la naturaleza de la propia muestra y lo que se pretenda detectar en el analisis. Puede
efectuarse en condiciones de alto vacio, por impacto electrénico (EI), o a presion
atmosférica (API). En este Gltimo caso, si se trata de un andlisis en fase liquida, se realizara
una ionizacion por electrospray (ESI), mientras que si es en fase gaseosa, se efectuara una
ionizacion quimica (APCI) o bien una fotoionizacion (APPI). Las técnicas de ionizacion

mas empleadas en el laboratorio son la ESI y la ACPI (Cocho, 2008).

Un compuesto organico que se expone a una corriente de electrones de alta energia

(frecuentemente a 70 eV) se degrada en fragmentos de los cuales las especies con carga
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positiva se separan por el campo magnético y se registran en el espectro de EM segun la
relacion unidad de masa/nimero de cargas positivas (m/z, donde z=1 generalmente). Este
tipo de espectroscopia se denomina LRMS o LREIMS (Low Resolution Electron Impact
Mass Spectroscopy) y nos permite establecer la formula molecular correspondiente y

algunas veces la estructura de fragmentos moleculares (Cocho, 2008).

2.5.2.3. Espectroscopia de absorcion molecular ultravioleta/visible (UV—Vis).

La espectrofotometria de absorcion en las regiones ultravioleta y visible del espectro
electromagnético es, posiblemente, la mas utilizada en la practica del andlisis cuantitativo
de todas las técnicas espectroscéopicas. Asimismo, puede resultar de utilidad como técnica
auxiliar para la determinacién de estructuras de especies quimicas. Se relaciona con las
transiciones electronicas, es decir, la transicion de un electron desde un estado fundamental
(correspondiente a los orbitales enlazantes o0 no enlazantes) a un estado excitado
(correspondiente a orbitales antienlazantes). La absorcion de la energia requerida para esa
transicion se registra en la region ultravioleta (190—380 nm) y/o en la region visible
(380—700 nm). De esta manera la técnica permite detectar la presencia de un determinado
cromoforo el cual origina practicamente el mismo patron espectral, independientemente de

la estructura total de la molécula (Hernandez y Gonzalez, 2002).

2.5.2.4. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN).

Es la herramienta de analisis estructural mas importante que existe en la actualidad. Por
este tipo de espectroscopia puede analizarse el entorno de cada clase de atomos de un
determinado tipo, por ejemplo, puede saberse cuantos tipos de diferentes de a&tomos de H
hay en una molécula, cuantos hay de cada clase y qué tipo de entorno tiene cada uno. Por
RMN no puede verse todos los tipos de nucleos, pero es posible ver H'y C, lo que es de
enorme importancia en moléculas organicas. Los experimentos de RMN que se utilizan hoy
en dia, se pueden clasificar en:

> Resonancia magnética nuclear protonica (RMN-1H).

> Resonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN-3C).

» Resonancia magnética nuclear bidimensional (Aldabe et al., 2004).

2.5.2.4.1. Resonancia Magnética Nuclear Proténica (RMN-1H).
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Es la técnica que suministra informacion de gran importancia acerca de
desplazamientos quimicos (), la multiplicidad, constantes de acoplamiento, nimero y tipo
de protones presentes en una molécula orgénica. De las sefiales expresadas en esta técnica
espectroscopica se obtiene el tipo de esqueleto carbonado, la presencia o ausencia de ciertos
grupos funcionales, la posicion de sustituyentes y algunos rasgos especificos estructurales,
permitiendo la asignacion de estructuras parciales y hasta totales. En los espectros de
resonancia magnética nuclear se puede observar la intensidad de campo magnético
aumentando de izquierda (campo bajo) a derecha (campo alto). Los nacleos que absorben a
campos bajos requieren menos intensidad de campo para su resonancia, estos nudcleos
tienen poca proteccion. Los que absorben a campo alto requieren mayor intensidad de
campo en su resonancia, indicando que estan muy protegidos. La intensidad de cada sefial
hace referencia al numero de protones presente en la molécula. El desdoblamiento esta
relacionado al nimero de protones adyacentes, Con esta informacion se puede deducir la

estructura de una molécula desconocida. (Wade, 2004).

2.5.2.4.2. Resonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN-3C).

Se presenta normalmente como un complemento a la de proton. El espectro de RMN
de 3C aporta una idea del entorno magnético de los atomos de carbono que existen en la
molécula. Sin embargo, no es tan informativo como el espectro de RMN de *H, con el cual
se puede deducir La estructura Del esqueleto hidrocarbonado de La molécula, observando

los entornos magnéticos de los &tomos de hidrogeno (Sierra et al., 2010).

La técnica (RMN-3C) proporciona valiosa informacion sobre el nimero de sefiales de
los distintos carbonos presentes en un compuesto organico desconocido. Estas sefiales estan
representadas por el desplazamiento quimico (8) que adquieren los atomos de carbono, y
estos estan diferenciados a otros carbonos vecinos o grupos funcionales. En el espectro se
observa las areas de los picos (en la forma integrada) que indica cuantos carbonos de cada

tipo hay presentes en una molécula (Sierra et al., 2010).

2.5.2.4.3. Resonancia magnética nuclear bidimensional (2D).
El espectro de RMN convencional se llama espectro unidimensional porque tiene una

dimensién de frecuencia: el desplazamiento quimico y el acoplamiento se muestran en el
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mismo eje con intensidad trazada en la segunda dimension. En espectros de RMN
bidimensionales tenemos dos dimensiones de frecuencia, mostradas en ejes ortogonales,
con intensidad como tercera dimension. Se utilizan para establecer conexiones, de
acoplamiento o espaciales, entre los nucleos. Las sefiales se muestran en un eje y los
nucleos que dan las sefiales en el otro eje. Si ambos ejes tienen espectros derivados del
mismo elemento, se dice que los espectros estan auto correlacionados. Si los espectros en
los dos ejes son de elementos diferentes, se dice que estan correlacionados. Hay varias
secuencias de pulsos multiples que proporcionan espectros de RMN 2D en uso comun,

ampliando enormemente el rango de informacion de la dada por Espectros de 1D-RMN.

En esta espectroscopia estan implicadas una seria de técnicas para el analisis de las
estructuras, esta constituida por: COSY, HMQC, HMBC, NOESY entre otros (Fleming y
Dodley, 2019).

2.5.2.4.3.1. 'H-H COSY (COrrelation SpectroscopY).

Es una de las técnicas 2D mas importantes es la técnica homonuclear (*H-*H) COSY
en cuyos espectros aparecen los desplazamientos quimicos de *H en ambas dimensiones.
Los espectros COSY se obtienen mediante una serie de espectros individuales que se
diferencian entre si aplicando un tiempo de espera o delay, cuya duracion se va
incrementando, entre dos pulsos de 90°. La espectroscopia COSY correlaciona todos los
desplazamientos quimicos de protones sobre carbonos contiguos (H-C—C—H), con lo cual
es posible ubicar los protones vecinos que estan acoplados. RMN-3C COSY correlaciona
los desplazamientos quimicos de un protén (o protones) que esta (n) unido (s) a un carbono
particular lo que facilita la asignacidén espectroscépica de ambos ndcleos. Esta Gltima
técnica también se conoce como HETCOR (HETeronuclear CORrelation). (Duddeck, y
colaboradores, 2000)

2.5.2.4.3.2. HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence).

El experimento de correlacion cruzada de *H-'3C de un enlace se denomina espectro
de coherencia cuantica multiple heteronuclear (HMQC). Establece correlaciones a larga
distancia haciendo uso de la mayor sensibilidad asociada a la deteccion de protén y es en

esencia un HMQC “optimizado” para detectar correlaciones via acoplamiento pequefios.
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Los acoplamientos a dos o tres enlaces proton-carbono raramente sobrepasan 25 Hz, y en
ausencia de insaturaciones son generalmente inferiores a 5 Hz. Hay que tener presente que
los acoplamientos a tres enlaces pueden ser, y frecuentemente lo son, de magnitud mayor
que los correspondientes a dos enlaces. Viene a ser una deteccion indirecta de la
correlacion de los nlcleos heteronucleares. Permiten establecer correlaciones *H-3C a un
enlace, lo cual deja saber con certeza qué hidrogeno (s) esté (n) directamente unido (s) a un
determinado carbono otros. (Fleming y Dodley, 2019)

2.5.2.4.3.3. HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation).

La secuencia de pulso que da un espectro HMBC es esencialmente la misma que la que
da un espectro HMQC. Sin embargo, la técnica es poderosa, sobre todo porque es posible
identificar la conexidn entre un sistema de rotacion y otro, incluso cuando hay un
aislamiento grupo como un atomo de oxigeno, un carbono cuaternario o un grupo carbonilo
en el medio. De este modo, a menudo se puede deducir la conectividad completa en
esqueletos complejos. Antes de un HMBC se ejecuta el espectro, es esencial tomar un
espectro HMQC o HSQC para identificar qué atomos de carbono estan unidos directamente
a qué protones. Se obtiene la misma informacion que resulta del *H-**C COSY o0 HETCOR,
la conectividad C-H. Esta técnica posee la ventaja de emplear poca muestra, y su relacion
C-H se establece por el hidrégeno, mientras que en HETCOR el is6topo *C otros.
(Fleming y Dodley, 2019).

2.5.2.4.3.4. NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY).

Es un espectro bidimensional que registra todos los NOEs proton-proton que ocurren
en una molécula en un solo experimento se Ilama espectro NOESY. Superficialmente, se ve
como un espectro ACOGEDOR: el espectro normal aparece en diagonal y ambos ejes
ortogonales generalmente tienen impreso el espectro *H RMN. Sin embargo, difiere de
manera crucial en que los picos cruzados ahora indican aquellos protones que estan
cercanos en el espacio, asi como los experimentos de diferencia 1D-NOE detectan
interacciones a través del espacio. Por lo tanto, un espectro NOESY proporciona

Informacion sobre la geometria de las moléculas. Brinda informacion sobre la relacion
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entre protones acoplados entre si, midiendo la relacion entre nucleos de H otros (Fleming y
Dodley, 2019).

3. JUSTIFICACION.

Debido a que no se ha reportado ningun trabajo sobre la quimica de Polylepis sericea
Webb., y teniendo en cuenta su uso en la medicina tradicional y la posible presencia de
metabolitos secundarios de interés farmacoldgico reportados para otras especies del género,

se decidi6 iniciar el estudio fitoquimico de la especie.

4. HIPOTESIS.

La corteza de Polylepis sericea Webb., recolectada en la Sierra Nevada (Mérida-
Venezuela) puede ser una nueva fuente de compuestos de tipo fenilpropanoides,
terpenoides, quinonas, esteroides y alcaloides, analogos hasta a los ahora reportados en
otras especies del género, que podrian tener interés como productos potencialmente activos

desde el punto de vista bioldgico.
5. OBJETIVOS.
5.1. OBJETIVO GENERAL.

Aislar, identificar metabolitos secundarios presentes en la corteza de Polylepis sericea
Webb.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.
e Realizar ensayos cromatograficos preliminares del extracto metanolico de la corteza de
Polylepis sericea Wedd. en busqueda de las sustancias mayoritarias presentes en la

especie para ser utilizados como compuestos dianas a encontrar.
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e Separar los compuestos mayoritarios 0 de mayor relevancia por medio de técnicas
cromatograficas.

e Medir las propiedades fisicas (punto de fusidon, punto de ebullicion, indice de
refraccion, rotacion dptica) de los compuestos obtenidos.

e Determinar las estructuras de los compuestos aislados mediante el uso de técnicas
espectroscopicas (IR, RMN-'H, RMN-BC/DEPT, COSY, HSQC, HMBC) vy

espectrometria de masas.
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6. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El Trabajo Especial de Grado se realizo en el Laboratorio de Productos Naturales de la

Facultad de Ciencias, utilizando el siguiente procedimiento experimental:

6.1. Estudio bibliografico de antecedentes: Se realizd una revision bibliogréafica detallada
del género Polylepis haciendo especial énfasis en la especie Polylepis sericea Webb. Este
estudio se enfocd en la basqueda de los trabajos de orientacion botanica, fitoquimica y/o
farmacologica. Esta revision se realizo utilizando como fuentes de informacion, (Biological
Abstracts, Scielo, Chemicals Abstract), libros y trabajos originales en fuentes primarias.
Sciencie, SciFinder y Google Scholar. Y la bibliografia disponible en internet, para luego

obtener la informacion cientifica detallada en las referencias compiladas en estas.

6.2. Separacion de los productos. Materiales y métodos.

6.2.1. Cromatografia de columna: Para la cromatografia en columna seca se utiliz6 como
adsorbente gel de silice 60 (70-230 mesh, Merck, 63 a 200 W), el criterio para el correcto
desarrollo de esta técnica cromatogréafica se fundament6 en experiencias previas y en las

técnicas descritas en la bibliografia.

6.2.2 Cromatografia de capa fina y capa fina preparativa: Para la cromatografia de capa
fina (CCF) y cromatografia de capa fina preparativa (CCFP) se emple6 como adsorbente
silice gel Merck HF 254 (10-40 p) depositada sobre placas de vidrio (0,25 y 0,5 mm de
espesor, respectivamente). La fase movil para CCF se eligio por tanteo; y para la CCFP, fue
escogida utilizando el sistema mas adecuado de separacién observado y monitoreado por
CCF. El revelado de las placas se realiz6 utilizando una solucion de oOleum (H:
O/H2S04/AcOH 16:10:74) con un calentamiento posterior de las placas cromatogréficas.

6.3. Determinacion de las constantes fisicas y espectroscopicas. Instrumentacion.

6.3.1. Punto de fusion: Los puntos de fusién fueron medidos en un aparato Fisher-Johns

dotado de plancha de calentamiento para el rango de 0 a 300 °C.
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6.3.2. Espectros infrarrojos: Los espectros infrarrojos fueron realizados en pastillas KBr

en un espectrofotometro Perkin-Elmer, modelo Spectrum 2000 Explorer FT-IR.

6.3.3. Espectros de resonancia magnética uni- y bi- dimensional: Los espectros de
resonancia magnética uni- y bi- dimensional fueron tomados en un equipo espectrometro

Bruker-Avance 11 500. Para los espectros se utilizaron CDClz como solvente.

6.4. Recoleccion de la corteza: La recoleccion de la planta se realizd en la Sierra Nevada
de la Cordillera de los Andes, en la Laguna La Fria, a media hora caminando de la estacion
La Aguada del Sistema Teleférico Mukumbari del Estado Mérida-Venezuela. Las
coordenadas del bosque de Polylepis sericea Wedd., seleccionado para la recoleccion de la
muestra de corteza son: O: 27°18'32" N: 94°42'75", a una altitud de 4.087 m.s.n.m.

6.5. Tratamiento del material vegetal: La corteza de Polylepis sericea Webb. Se separ6
de los tallos y ramas, limpiada de restos de otros materiales vegetales (hongos, liquenes,
etc.), y secada a la sombra por un mes. Posteriormente llevada a la estufa a 40 °C hasta peso
constante; por ultimo, se realiz6 la molienda para aumentar la superficie de interaccion con

los solventes.

6.6. Obtencion del extracto metandlico: A la corteza seca y molida se le realizd una
extraccion continua solido-liquido en un soxhlet utilizando metanol como solvente a 45 °C.
(Garcia et al., 2019).

6.7. Experimental.

Al extracto metandlico obtenido por extraccidn continua sélido-liquido en un soxhlet,
cuya caracteristicas fisicas son: sélido, polvo muy fino, color marrén con un tono rojizo y
una masa de 32,073 g; se le realiz6 una CCF utilizando metanol como solvente. Con la
informacion de esta CCF se decidio realizarle una cromatografia de columna pléstica (CCP)
al extracto, utilizando 962,19 g de silice en una proporcion 30:1 y usando como solvente
metanol. Una vez terminado el recorrido se procedio a cortar la columna en trozos de 7 cm
obteniendo 23 trozos que fueron extraidos con metanol, al concentrar la solucion y
colocarlas en los tubos de ensayos al pasar unos minutos precipitaba un solido, es por ello
que se procedié a separar el primer sélido del liquido por centrifugado, al pasar unos

minutos se observa la aparicién de precipitados en los tubos, se centrifugd nuevamente
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separando un segundo solido y un liquido que se dejé evaporar el solvente (tercer sélido).
Se analizaron las 23 fracciones de la columna de pléstico por CCF y los resultados se
expresan en la tabla 9.

Tabla 9.- Fracciones obtenidas de la CC pléstica del extracto metanolico (32,073 g).

Fracciones Primer sélido (mg) Segundo solido (mg) Tercer sélido (mg)
1 81 132 341
2 867 486 1493
3 268 816 732
4 178 192 419
5 138 185 369
6 200 142 628
7 207 172 284
8 181 375 413
9 225 492 352
10 287 441 273
11 177 474 381
12 94 1567 088
13 89 320 162
14 72 613 444
15 83 89 159
16 46 141 382
17 92 114 278
18 76 1418 775
19 56 167 366
20 358 594 1196
21 91 478 757
22 1127 1094 1221
23 545 844 1181

Se tomaron 4 g de las fracciones 20, 21, 22 y 23 de la tabla 9, para montar una
columna de vidrio con 400 g de silice, colocando la muestra en una cabeza de columna,
obteniendo 87 fracciones de 50 mL (tabla 10). Con la informacion de la CCF de las

fracciones de esta columna se obtuvieron cuatro reuniones (A, B, C y X tabla 10).
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Tabla 10.- Fracciones obtenidas de la CC de vidrio de las fracciones 20, 21, 22y 23 (4 g).

Fracciones Reunion Eluyente Peso(mg)
1-14 A 27
1526 B Benceno-.metanol 1604

95:5
27-66 C 692
Benceno-metanol
67-78 X 955 54,22
7 : Benceno-metanol 18
80 - 90:10 16
81 - 15
82 - 17
83 - 41
:g Metanol 121?;3;’6
86 - 14
87 - 86

Por medio del andlisis por CCF de estas reuniones y teniendo en cuenta las masas de
cada una se procedié a montar una segunda columna de vidrio con la reunion B utilizando
160 g de silice, obteniendo 95 fracciones, arrojando las reuniones D, E, F, Gy H (tabla
11).

A través de un analisis de CCF y teniendo en cuenta la masa, a la reunion D se le
realizo una cromatografia de capa fina preparativa (CCFP), utilizando como solvente una
mezcla de benceno-acetona (95:5) obteniendo tres franjas D1, D2, D3 (tabla 12), debido a
que las placas utilizadas en esta CCFP fueron hechas con una mezcla de solventes que
habia en el laboratorio, la silice no se adhiri6 bien al vidrio y esto llevo a que no se
separaran bien los compuestos de la reunién D, es por ello que se repitié la CCFP pero solo
a la franja D1 con la misma mezcla de solvente pero dandole 3 recorridos, obteniendo cinco
franjas D1.1, D1.2, D1.3, D1.4, y D1.5 (tabla 12).
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Tabla 11.- Fracciones obtenidas de la CC de vidrio de la reunion B (1604 mg).

Fracciones | Reunién Eluyente Peso(mg)
1-25 - Benceno-metanol 99:1; 98:2; 97:3 0
28-39 D Benceno-metanol 97:3 y 96:4 376,4
40-47 E Benceno-metanol 96:4 y 95:5 143
48-55 F Benceno-metanol 95:5 596
56-65 G Benceno-metanol 95:5, 90:10 y 85:15 168
66-85 H Benceno-metanol 85:15, 70:30 y 50:50 124.2
86 - 82
87 - 75
88 - 8
89 - 4
90 - 3
o1 - Metanol 3
92 - 4
93 - 6
94 - 4
95 - 7

Tabla 12.- Franjas obtenidas de la CCFP de la reunién D (376,4 mg) y la franja D1 (365,1

mQ).
Reunion Franjas Eluyente Peso (mgQ)

D1 Benceno-acetona 365,1

D D> (95:5) 4,2
Ds 1 recorrido. 6,7
D11 38,2
D1.2 Benceno-acetona 21,7

D1 D1.3 (95:5) 14,1
D1 3 recorridos. 130
D15 160,4

Aunque hubo una buena separacién se observa que en la franja Di1.4 hay todavia una
mezcla de por lo menos dos compuestos ademas de, que por el analisis de CCF, uno de
ellos esta en mayor proporcion, es por ello que se decidio montar una columna de vidrio
utilizando 1,30 g de compuestos y 39 g de silice y realizando el montaje en forma hiumeda

para bajarla con benceno, obteniendo 88 fracciones de 50 mL (tabla 13); dando tres
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reuniones I, J y K, que por medio de la CCF se determin0 que la reunién J estaba pura,

etiquetdndola como CRDC-03 para su posterior analisis.

En cuanto a la reunién F se le realizé una CCFP obteniendo 6 franjas Fi1, Fo, F3, F4, Fs
y Fs (tabla 14), que mediante CCF se decidio hacer una columna de vidrio a la franja Fs
utilizando 188 g de silice obteniendo 99 fracciones de 50 mL (tabla 15). Mediante CCF se
obtuvieron las siguientes reuniones L, M y N, para después hacer una CCFP a la reunion M
obteniendo 4 franjas M1, M2, Mz y Mg (tabla 16). Por CCF se formd la reunion O (L+My),
para después hacer nuevamente una CCFP y asi obtener 6 franjas mas O1, Oz, O3, Os, Os y
Os (tabla 16), que por medio de la CCF se determind que la franja O; estaba pura,
etiquetdndola como CRDC-01 para su posterior analisis. También se reunié P (Ms+N)
(tabla 16) para montar una columna de vidrio obteniendo 77 fracciones de 50 mL (tabla
17), dando tres reuniones Q, Ry S, que por medio de la CCF se determiné que la reunion S

estaba pura, etiquetandola como CRDC-02 para su posterior analisis.

Por ultimo se monté una columna de vidrio con la reunion C dando 40 fracciones de 50
mL, obteniendo las siguientes reuniones T y U (tabla 18), quedando pendiente para su

posterior analisis, ademas de las reuniones A, E, G, H, I, X y K

Tabla 13.- Fracciones obtenidas de la CC de vidrio de la franja D1.4 (130 mg).

Fracciones Reunion Peso(mg) Fracciones Reunion Peso(mg)

1-19 - 0 36 - 2,9
20 - 3,3 37 - 3,3
21 - 1,8 38 - 1,7
22 - 1,3 39 - 2,5
23 - 0,7 40 - 2,0
24 - 3,7 41 - 4,4
25 - 0,8 42 - 2,1
26 - 2,1 43 - 2,3
27 - 1,2 44 - 3,8
28 - 1.4 45-52 I 10,6
29 - 5,8 53-61 J(CRDC-03) 11,20
30 - 2,9 62-84 K 13,2
31 - 1,6 85 - 13
32 - 1,3 86 - 11
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33 - 2,8 87 - 9
34 - 1,7 88 - 3
35 - 1,3 - - -
Tabla 14.- Franjas obtenidas de la CCFP de la reunién F (596 mg).
Reunion Franjas Eluyente Peso (mgQ)
F1 8
F2 6
F Fs Benceno-metanol 9
Fa 90:10 18,6
Fs 527,9
Fe 26,2
Tabla 15.- Fracciones obtenidas de la CC de vidrio de la franja Fs (527,9 mg).
Fracciones | Reunion | Eluyente Peso Fracciones | Reunion | Eluyente Peso
(mg) (mg)
1-10 - Benceno 0 72 - B-M 1,2
11-20 - B-M 99:1 0 73 - 97:3 1,1
21-30 - B-M 98:2 0 74 - 1,0
31-50 - 0 75-76 - 0
51 L 38,2 77 - 1,1
52-53 M 157,4 78 - B-M 1,6
54-56 N 183 79 - 96:4 1,8
57 - 7,3 80 - 1,1
58 - 2,6 81 - 1,3
59 - 2,1 82 - 1,7
60 - 1,8 83-88 - 0
61 - B-M 1,3 89 - 1,4
62 - 973 1,2 90 - 1,5
63 - 2,0 91 - 1,3
67 - 11 92 - 14
65 ! 12 93 : Etanol =37
66 - 2.4 94 - 16,6
67 - 1,9 95 - 9,4
68 - 2,1 96 - 8,2
69 - 1,0 97 - 8,7
70 - 2,2 98 - Agua 17,8
71 - 2,4 99 - 24,1
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Tabla 16.- Franjas obtenidas de la CCFP de las reuniones M (157.4 mg) y O (50.8 mg).

Reunion Franjas Eluyente Peso (mgQ)
M 13,3
M M2 Benceno-metanol 35,5
Ms 95:5 67
My 41,2
o) - - 51,3
P - - 250
0O: (CRDC-01) 10,60
0, 9 Lecorridos 7.8
enceno
0 83 12 recorridos 2;
4 benceno-metanol J
Os 99:1 7,2
Os 9.6
Tabla 17.- Fracciones obtenidas de la CC de vidrio de la reunion P (250 mg).
Fracciones Reunion Eluyente Peso(mg)
1-16 - 0
17 Q 84,3
18-20 R Bencer;c;—_r;etanol 147
21-24 S (CRDC-02) ' 17,10
25-77 - 0

Tabla 18.- Fracciones obtenidas de la CC de vidrio de la reunion C (692 mg).

Fracciones Reunion Eluyente Peso(mg)
1-3 - Benceno-metanol 0
4-8 T 95:5 240

Benceno-metanol
9-18 90:10 175
19-28 - Benceno-metanol 0
29 - 85:15 13
30 - Benceno-metanol L
31-32 - 70:30 0
33 - 11
34 - Benceno-metanol 72
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35 - 50:50 39
36 - 28
37 - 39
3820 - Metanol 3
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Corteza de Polylepis sericea Wedd
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Figura 27.- Procedimiento empleado para el aislamiento y purificacion de los metabolitos
secundarios mayoritarios de la corteza de Polylepis sericea Wedd.

7. RESULTADOS Y DISCUSION
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7.1 Acido 3-acetilursolico.

De las reuniones B y D provenientes de las cromatografias de columnas en silice
realizadas al extracto metandlico y luego de repetidos procesos cromatograficos de capa
fina preparativa (CCFP), se logro aislar el compuesto acido 3-acetilursolico (CRDC-03)
proveniente de la columna de vidrio de la franja D14; obteniendo 11,20 mg de un solido
blanco con un punto de fusién entre 250 y 252 °C. El andlisis detallado de sus espectros de
IR, RMN-H y RMN-3C, permiti6 determinar el nimero, tipo de hibridacion y grado de

sustitucion de cada uno de los carbonos presentes que conforman la molécula.

En su espectro infrarrojo (figura 28, tabla 19), se observan las bandas caracteristicas de
los grupos funcionales del compuesto, a 1737 cm™ corresponde a la vibracion de tension
del carbonilo (C=0) de un éster, especificamente del grupo acetato, el cual es muy
caracteristico; a 1694 cm™ corresponde a la vibracion de tension del carbonilo (C=0) de un
acido carboxilico alifatico, la presencia del éster fue corroborada por las adsorciones en
1246 cm™ y 1028 cm™ correspondientes a las tensiones asimétricas y simétricas (C-O-C);
la existencia del acido podria inferirse por la banda ancha a 3446 cm™ correspondiente a la
vibracion de tension (OH). Por otro lado tenemos a 3080 la vibracion de tension =CH y a

1643 la vibracion de tension C=C.

WV.T. simétrica C-O-C

— WV.T. simétrica C-O-C

Figura 28.- Espectro infrarrojo del acido 3-acetilursolico.

Tabla 19.- Bandas de adsorcion relevante en el espectro infrarrojo del &cido 3-
acetilursolico.

v (cm?) 3446 | 3080 1737 1694 1643 1246; 1028
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Asignacion | -OH =CH | C=0écido | C=0O éster Cc=C C-O-C

En el analisis del espectro de RMN-H se observa un singulete el cual corresponde a un
proton geminal a un oxigeno (protén geminal al O del acido) bastante desplazado que
integra para 1 H a &: 10.67 (H28), también se observa un triplete que corresponde a un
proton de doble enlace (H12) a d: 5.26 ppm con una constante de acoplamiento de 3.7 Hz;
por otro lado, se observa un doble doblete que corresponde a un protén geminal a un grupo
éster (H3) a 4: 4.52 con una contante de acoplamiento de 9.11 y 5.5 Hz. De igual forma se
observa un singulete que integra para 3H a 6: 2.07 caracteristico del metilo del grupo
acetilo (H2”) (figura 29 tabla 20); también se observa un doblete a 6: 2.21 (H18) con una
contante de acoplamiento de 10.5 Hz, un doble doblete a &: 2.02 (H16b) con contantes de
acoplamiento de 13.7 y 4.5 Hz, y otro doblete de doblete a : 1.93 (H11b) con contantes de
acoplamiento de 8.84 y 3.7 Hz, igualmente se observa un triple doblete a 6: 1.88 (H15b)
con constantes de acoplamiento de 11.5 y 3.5 Hz (figura 30 tabla 21); por otro lado, se
observan 5 singuletes pertenecientes a grupos metilos a 6: 1,10 (H27); 0,98 (H25); 0,89
(H23); 0,87 (H24); 0.80 (H26) y por ultimo, dos dobletes a 6: 0,96 (H30) y 0,88 (H29) que
pertenecen a dos grupos metilos con constantes de acoplamiento de 6.2 y 6.4 Hz

respectivamente (figuras 31 tabla 22).

Figura29.- Espectro de RMN-'H (CDCls, 500 MHz) del acido 3-acetilursolico.
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Tabla 20.- Sefiales relevantes de hidrogenos en RMN-H del &cido 3-acetilursdlico. Parte

1.
H H28 H12 H3 H2’
S 10.67 5.26 4,52 2.07
m S t dd S
J (Hz) - 3.7 9.11y5.5 -

Figura 30.- 1" ampliacion del espectro de RMN-'H (CDCls;, 500 MHz) del &cido
3-acetilursolico.

Tabla 21.- Sefales relevantes de hidrogenos en RMN-H del acido 3-acetilursolico. Parte

2.
H H18 H16b H11b H15b
5 2.21 2.02 1.93 1.88
m d dd dd td
J (Hz) 105 13.7y45 8.84y3.7 115y35

Figura 31.- 2% ampliacion del espectro de RMN-H (CDCls, 500 MHz) del &cido
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H 3-acetilursolico. |
Tabla 22.- Sefiales relevantes de hidrogenos en RMN-H del &cido 3-acetilursdlico. Parte 3.

H H27 H25 H23 H24 H26 H30 H29

d 1.10 0.98 0.89 0.87 0.80 0.96 0.88

m S S S S S d d
J (H2) - - - - - 6.2 6.4

En el espectro BB (broad band) de RMN-'3C si observan un total de 31 carbonos
(figuras 32), y con la ayuda del espectro HSQC (figuras 33 y 34), donde se ponen de
manifiesto las interacciones C-H a un enlace, se observd un carbono a &: 182.86 (C28) el
cual corresponde al grupo acido; también se observo un carbono perteneciente el grupo
éster a 0: 171.04 (C1°); se observaron los carbonos pertenecientes a un doble enlace a o:
137.96 (C13) y 125.76 (C12); por otro lado, se observaron 8 metilos (~CHz3) a d: 28.08
(C23), 23.58 (C27), 21.33 (C2%), 21.19 (C30), 17.10 (C26), 17.03 (C29), 16.72 (C24) y
15.54 (C25). También se observaron 8 metilenos (-CH-) a &: 38.27 (C2), 36.72 (C22),
32.85 (C7), 30.60 (C21), 27.99 (C15), 24.09 (C16), 23.29 (C11) y 18.17 (C6). Se
observaron 5 carbonos cuaternarios (>C<) a ¢: 47.94 (C14), 41.92 (C17), 39.50 (C8), 37.70
(C4) y 36.91 (C10); por ultimo, se observaron 6 metinos (>CH-) a &: 80.94 (C3), 55.30
(C5), 52,57 (C18), 47.46 (C9), 38.83 (C20) y 39.03 (C19). Para esta Gltima sefal, se
observan en el HSQC, interacciones con 3 protones no equivalentes magnéticamente, lo
cual hace pensar que estamos en presencia de un -CHz- mas un >CH- sobrepuestos,
entonces se tendria una férmula molecular de Cs2Hs0O4, 0 que implica que se tienen 8
insaturaciones: una del carbonilo del grupo acido, una del carbonilo del grupo éster y una
del doble enlace, lo que nos permite deducir que es un compuesto pentaciclico. La
existencia de dos metilos dobletes y 6 metilos singuletes sefiala que el esqueleto es el del
ursano. La revision bibliogréfica (Ludefia y colaboradores 2017) sefialé que el grupo acido
estd colocado en el carbono 17 y que el grupo éster en el carbono 3 (tabla 23). Con la
finalidad de determinar las posiciones de algunos sustituyentes presentes en la molécula y
para confirmar el patron de sustitucion, se procedié al andlisis de los espectros HMBC vy

COSY simultaneamente.
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Figura 32.- Espectro de RMN-**C (CDCls, 125 MHz) del acido 3-acetilursolico.
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Figura 33.- Espectro de HSQC (CDCls, 500 MHz) del acido 3-acetilursolico.
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Figura 34.- Ampliaciones del
3-acetilursolico.

espectro de HSQC (CDCls, 500 MHz) del acido
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3-acetilursolico.

Tabla 23.- Desplazamientos quimicos en RMN-'H; 3C (CDCls;, 500 MHz) del &cido

#C | dc(p) (PPm) dc(E) (ppm) AH(E) (ppm) Tipo
1 38.7 39.03 1.45;1.37 -CH»
2 24.1 38.27 1.65;1.08 -CH»
3 80.6 80.94 4.52 -CH
4 37.7 3770 | - >C<
5 55.6 55.30 0.87 -CH
6 18.3 18.17 1.51;1.35 -CH;
7 33.1 32.85 1.48;1.32 -CH»
8 39.9 39.50 >C<
9 477 47.46 1.56 -CH
10 37.6 3691 | 0 - >C<
11 29.8 23.29 1.93;1.65 -CH»
12 123.0 125.76 5.26 (t) -HC=
13 138.2 137.96 =C<
14 48.4 47.94 >C<
15 29.0 27.99 1,88;1,10 -CH»
16 24.0 24.09 2.02;1.68 -CH>
17 48.1 4192 | >C<
18 52.8 5257 2.21 -CH
19 39.0 39.03 1.33 -CH
20 38.9 38.83 1.03 -CH
21 30.6 30.60 1.53;1.29 -CH;
22 37.0 36.72 1.72;1,66 -CH»
23 23.6 28.08 0.89 (s) -CH3
24 23.6 16.72 0.87 (s) -CH3
25 16.2 15.54 0.98 (s) -CH3
26 17.3 17.10 0.80 (s) -CHs
27 26.0 23.58 1.10 (s) -CHs
28 180.3 18286 | 0 - -COOH
29 16.7 17.03 0.88 (d) -CHs
30 21.2 21.19 0.96 (d) -CH3
I 170.2 171.04 -COO-
2’ 21.0 21.33 2.07 (s) -CH3

Biogenéticamente el C3 tiene una funcion oxigenada, mas adelante corroboraremos esa
suposicion, la revision bibliografica (Ludefia et al., 2017) sefiala que el &cido se encuentra

en C17 y el doble enlace generalmente, aunque no exclusivamente, se encuentra en C12.
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En el espectro HMBC (figuras 35, 36 y 37) se ven las correlaciones del C3 con los
protones H2b, H5, H23 y H24; es decir; que el C3 correlaciona con dos metilos, ademas se
ven las correlaciones del C1° con H3 y H2’ (CHa3), aparte en el espectro COSY (figuras 38
y 39) se ven las correlaciones del H2a y H2b con H3, esto me corrobora que la funcion
oxigenada (grupo éster) esta en la posicién 3 y el grupo acetilo sobre él. El grupo acido
(C28) en el HMBC da correlaciones con H16a, H16b y H18 (un -CH>- y un >CH-), esto me
corrobora que el grupo acido esta sobre el C17. Para la ubicacion del doble enlace vemos
que en el HMBC el C12 da correlacion con un -CHa- (H11b) y con un >CH- (H18), ademas
de las correlaciones de los carbonos C9, C11, C13 y C18 con el H12, en cuanto al COSY
H12 da correlacion con el H11b, ademas de la correlacion de H11lb con H12, esto me

corrobora que el doble enlace esta entre el C12 y C13.

Para la ubicacion de los grupos metilos se tomaron en cuenta las correlaciones en el
HMBC de los carbonos 24 y 23 con H3, H5 y entre ellos (H23 y H24), ademas de las
correlaciones de C3, C4 y C5 con H24 y el H23, esto me ubica los metilos 24 y 23 sobre el
C4. Las correlaciones del C25 con H5 y el H9, aparte de las correlaciones de los carbonos
1,5, 9y 10 con los H25 me ubican el metilo 25 sobre el C10. Por otro lado, la correlacion
del C26 con el H9 ademas de las correlaciones de los C7 y C8 con H26 me ubican el metilo
26 sobre el C8. La correlacién del C27 con H15a aparte de las correlaciones de los C8,
C13, C14 y C15 con H27 me ubica el metilo 27 sobre en C14. Por Gltimo la correlacion del
C30 con H19 ademas de las correlacione de los C19, C20 y C21 con H30 me ubican un
metilo doblete sobre el C20; y las correlaciones del C29 con H18 y H19 ademas de las
correlaciones de los C18, C19 y C20 con H29 me ubican el segundo metilo doblete sobre el
C19, las posiciones de estos dos metilos dobletes se puedes confirmar en el espectro COSY
con las correlaciones entre H19 y H20. El anélisis completo del HMBC y COSY aparecen
en las tablas 24 y 25.
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Figura 35.- Espectro de HMBC (CDClI3, 500 MHz) del acido 3-acetilursolico.
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Figura 36.- 1" ampliacion del espectro de HMBC (CDCls;, 500 MHz) del &cido
3-acetilursolico.
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Figura 37.- 2% ampliacion del espectro de HMBC (CDCls, 500 MHz) del &cido
3-acetilursolico.

Figura 38.- Espectro H, 'H-COSY (CDClIs, 500 MHz) del acido 3-acetilursélico.
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Figura 39.- Ampliacion del espectro 'H, 'H-COSY (CDCls;, 500 MHz) del &cido
3-acetilursolico.
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Tabla 24.- Interacciones esperadas del espectro HMBC del (CDCls, 500 MHz) del &cido
3-acetilursolico.

#C oc #H
1 39.03 2a,2b, 3,5,9,25
2 38.27 1a,1b,3
3 80.94 1a,1b,2a,2b,5,23,24
4 37.70 2a,2b,3,5,6a,6b,23,24
S 55.30 1a,1b,3,6a,6b,7a,7b,9,25,23,24
6 18.17 5,7a,7b
Il 32.85 5,6a,6b,9,26
8 39.50 6a,6b,7a,7b,9,11a,11b,15a,15b,26,27
9 47.46 1a,1b,5,7a,7b,11a,11b,12,25,26
10 36.91 1a,1b,23,2b,5,6a,6b,11a,11b,25
11 23.29 9,12
12 125.76 9,11a,11b,18
13 137.96 113,11b,12,15a,15b,18,19,27
14 47.94 12,15a,15b,164a,16b,18,26,27
15 27.99 16a,16b,27
16 24.09 15a,15h,18,22a,22b
17 41.92 15a,15b,16a,16b,18,19,213,21b,22a,22b,12
18 52.57 12,16a,16b,19,20,22a,22b,29
19 39.03 18,20,21a,21b,30,29
20 38.83 18,19,21a,21b,22a,22b,30,29
21 30.60 19,20,22a,22b,30
22 36.72 16,18.20,21a,21b
23 28.08 3,5,24
24 16.72 3,5,23
25 15.54 1a,1b,5,9
26 17.10 7a,7b,9
27 23.58 15a,15b
28 182.86 16a,16b,18,22a,22b
29 17.03 18,19,20
30 21.19 19,20,213,21b
I 171.04 3,2°
2 2133 | e

e Cursiva a dos enlaces, normal tres enlaces y resaltadas en negritas las observadas.
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Tabla 25.- Interacciones esperadas del espectro *H, *H-COSY del (CDCls, 500 MHz) del
acido 3-acetilursélico.

#H oH #H

la 1.37 1b,2a,2b
1b 1.45 1a,2a,2b
2a 1.08 1a,1b,2b,3
2b 1.65 1a,1b,2a,3

3 4,52 2a,2b

5 0.87 6a,6b

6a 1.35 5,6b,7a,7b
6b 1.51 5,6a,7a,7b
7a 1.32 6a,6b,7b
7b 1.48 6a,6b,7a

9 1.56 11a,11b
1la 1.65 9,11b,12
11b 1.93 9,113,12
12 5.26 11a,11b
15a 1.10 15b,16a,16b
15b 1.88 15a,16a,16b
16a 1.68 15a,15b,16b
16b 2.02 15a,15b,16a
18 2.21 19

19 1.33 18,20,24
20 1.03 19,21a,21b,23
21a 1.29 20,21b,22a,22b
21b 1.53 20,21a,22a,22b
22a 1.66 21a,21b,22b
22b 1.72 21a,21b,22a
23 0% (| e

24 o8 (| e

26 oo

27 o8 ( e

28 o9 (| e

29 0.87 19

30 0.89 20

2 207 (| e
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Todos estos datos, firmemente sustentados por el anélisis e interpretacion de los
respectivos espectros bidimensionales H, *H-COSY; HSQC y HMBC, confirmaron la

estructura del compuesto en estudio.

Figura 40.- Acido 3-acetilursélico.

7.2 Acido ursolico.

De las reuniones B, F provenientes de las cromatografias de columnas en silice
realizadas al extracto metandlico y luego de repetidos procesos cromatograficos de capa
fina preparativa (CCFP), se logré aislar el compuesto acido ursélico (CRDC-01)
proveniente de la CCFP hecha a la reunién O; obteniendo 10,60 mg de un sélido blanco

con un punto de fusion entre 264 y 266 °C.

En su espectro infrarrojo (figura 41, tabla 26), se observan las bandas caracteristicas de
los grupos funcionales del compuesto, a 1745 cm™ corresponde a la vibracion de tension
del carbonilo (C=0) del &acido carboxilico el cual es muy caracteristico, fue corroborado
por la banda ancha entre 2700-3100 cm™ atribuida a la presencia de un grupo carboxilico,
también tenemos la banda ancha y aguda a 3502 cm caracteristica de un grupo hidroxilo
alcoholico, Por otro lado tenemos a 2990 cm™ la vibracion de tension =CH, a 1686 la
vibracion de tensién C=C, se observan de igual forma dos bandas a 1249 cm™ y 1014 cm™
correspondientes a las tensiones (C-O) del acido y del alcohol, las bandas a 1465 cm™ 'y
1382 cm™ que corresponden a la vibracion de tensién C-C y por ultimo las bandas de
tension C-H a 2870-2975 cm'™.
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Figura 41.- Espectro infrarrojo del &cido ursolico.

Tabla 26.- Bandas de adsorcion relevante en el espectro infrarrojo del ursolico.
2700- 1249; 1465; 2870-
-1 ’ ’
v(em?) | 1745 3100 3502 || 2990 || 1686 1014 1382 2975
-] -oH _ _ ] ] _
Asignacion | C=0 4cido -OH | =CH | C=C C-O0 C-C C-H

En el andlisis del espectro de RMN-H se observa un triplete no bien definido, a 8: 5.17
(H12) con una constante de acoplamiento de 3.47 Hz, también se observa un singulete
ancho a &: 4.74 que corresponde al OH del &cido, por otro lado se observa un doble doblete
que corresponde a un proton geminal a un alcohol (H3) que integra para un H a 6: 4.52 con
una constante de acoplamiento de 8.94 y 6.71 Hz, a 6: 2.58 se observa un singulete ancho
que corresponde a un protdn geminal a un grupo alcohélico (figura 42, tabla 27), también
se observa un doblete a &: 2.13 (H18) con una contante de acoplamiento de 10.8 Hz, se
observan 5 singuletes pertenecientes a grupos metilos a &: 1,08 (H27); 0,96 (H25); 0,88
(H23); 0,87 (H24); 0.81 (H26), por ultimo un singulete a 0,86 (H29) (figuras 43, tabla 28).
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Figura 42.- Espectro de RMN-'H (CDCls, 300 MHz) del &cido ursolico.

Tabla 27.- Sefiales relevantes de hidrégenos en RMN-tH del acido ursdlico.

H H12 OH acido H3 OH alcohol
) 5.17 4.74 452 2.58
m t S dd S

J (H2) 3.47 - 8.94-6.71 .

Figura 43.- Ampliacion del espectro de RMN-'H (CDCls, 300 MHz) del acido ursolico.

Tabla 28.- Sefiales relevantes de hidrégenos en RMN-tH del &cido ursdlico. Parte 2.

H

H18

H27

H25 H23

H24

H29

H26
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) 2.13 1.08 0.96 0.88 0.87 0.86 0.81
m d S S S S - S
J (Hz) 10.8 - - - - - -

En el andlisis del espectro IR se observan casi todas las bandas que se observaron en el
compuesto CRDC-03, a excepcion del carbonilo del grupo acetilo, ademés de las tensiones
simétricas y asimétricas del grupo acetilo, ademas que se observa la banda ancha e intensa
del OH de un grupo alcoholico, esto nos dice que ya no tenemos al grupo éster y que en
cambio tenemos un alcohol en la molécula. Por otro lado en su espectro RMN-H tampoco
se observo la sefial del grupo metilo C2’ ubicado en el C1’ en cambio se observo un
singulete muy intenso que corresponde a acetona esto se debe a que en el momento del
analisis el compuesto todavia contenia trazas de solvente, por otro lado si se observo el
triplete del H12, el doble doblete del H3 y ademaés el singulete ancho del alcohol, aparte de
los singuletes correspondientes a los grupos metilos. En conclusion la sefial del H3 estaba
menos desplazada en comparacion al compuesto CRDC-03, y tanto en el IR como en el
RMN-1H se observa una sefial del grupo alcohdlico y no la del grupo acetilo (Borges, N.

2014). Es por ello que se propone como estructura el &cido ursélico.

Figura 44.- Acido ursélico.
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8. CONCLUSIONES

1. La revision bibliografica sobre la fitoquimica de Polylepis sericea Wedd., no
reportdé ningun estudio, y por consiguiente esta investigacion se convierte en el
primer reporte de productos naturales aislados de esta especie.

2. Del extracto metanolico de la corteza de Polylepis sericea Wedd. fueron aislados
dos compuestos triterpénicos pentaciclicos del esqueleto del ursano:

a. Acido ursolico.
b. Acido 3-acetilursélico.
3. Previo a este trabajo, el &cido 3-acetilursélico no habia sido reportado en el género

Polylepis; sin embargo, el &cido ursélico habia sido aislado en Polylepis racemosa.
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9. RECOMENDACIONES.

» Continuar con el estudio fitoquimico de las fracciones restantes del extracto

metanolico de la corteza de Polylepis sericea Wedd.

» Completar el estudio fitoquimico analizando las otras partes de la planta.
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11. GLOSARIO.

Actinomorfas: Se aplica a cualquiera de las partes u érganos de un vegetal que esta
dividido en dos partes simétricas por cualquier plano que pase por su eje y por la linea
media de un sépalo o pétalo.

Adsorcidn: es el proceso en la cual atomos o moléculas de una sustancia son retenidas en
la superficie de otra sustancia. En quimica y fisica, la adsorcion es un fendmeno de
superficie en la cual un componente tiende a concentrarse en la interface, o sea, entre una
fase y otra de sustancias diferentes.

Aglicona: aglucona o genina en quimica organica es el agrupamiento no glucidico de un
heterésido. Es el compuesto sin azucares que queda tras reemplazar por un atomo de
hidrogeno el grupo glicosilo de un glucésido. La aglicona se presenta bajo la forma de
alcohol, de fenol o de una sustancia que contenga nitrégeno y azufre.

Antihipertensivo: designa toda sustancia o procedimiento que reduce la presion arterial.
Antioxidantes: son sustancias naturales o fabricadas por el hombre que pueden prevenir o
retrasar algunos tipos de dafios a las células. Los antioxidantes se encuentran en muchos
alimentos, incluyendo frutas y verduras. También se encuentran disponibles como
suplementos dietéticos.

Aquenio: fruto seco con una sola semilla y con el pericarpio independiente de la misma, es
decir no soldado a ella.

Biodiversidad: o diversidad biologica se refiere a la extensa variedad de seres vivos
existentes en el planeta.

Bioquimica: parte de la quimica que estudia la constitucion de la materia viva y sus
reacciones.

Biosintesis: representa una serie de reacciones que ocurren dentro de un organismo cuando
fabrican sustancias organicas complejas, partiendo de otras mucho mas simples, con el
subsiguiente desgaste de energia metabdlica. ElI cuerpo humano, por ejemplo, produce

proteinas partiendo de los aminoacidos producto del proceso de biosintesis. Lo anterior
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confirma, que la biosintesis es un proceso biolégico que se produce en la celulas y en donde
se forman particulas que dan origen a nuevas células.

Biotecnologia vegetal: es una extension de la tradicion de modificar las plantas, con una
diferencia muy importante: la biotecnologia vegetal permite la transferencia de una mayor
variedad de informacion genética de una manera mas precisa y controlada.

Carbohidrato: Es un término utilizado para describir aquellas moléculas que
fundamentalmente tienen una estructura constituida por hidrégeno, oxigeno y carbono. Son
biomoléculas y su primera funcién en los seres vivos es brindar energia para que este
realice todas las tareas fisicas y metabdlicas necesarias para subsistir.

Catecolaminas: (también llamadas amino hormonas) son hormonas que se vierten al
torrente sanguineo. Son un grupo de sustancias que incluyen la adrenalina, la noradrenalina
y la dopamina, las cuales son sintetizadas a partir del aminoacido tirosina. Contienen un
grupo catecol y un grupo amino.

Cimas: inflorescencia en la que se desarrollan en primer lugar las flores centrales, situadas
al final del eje principal.

Citotoxico: que tiene efectos toxicos sobre ciertas células.

Cotoneaster: es un género de plantas lefiosas en la familia de las Rosaceas.

Degradacion: es un término que hace referencia a la situacion en la que un individuo u
objeto de importancia ve reducido su poder, capacidad, habilidad, etc., por la accion de un
ente determinado. La degradacion es la palabra utilizada para denominar todos los cambios
biolégicos que se dan en el suelo o la descomposicion de restos de animales, plantas o
algun objeto fabricado por humanos.

Derrubio: conjunto de fragmentos de roca desplazados por una corriente 0 agentes
atmosféricos que se depositan en una pendiente.

Diurético: aumenta la secrecién y excrecion de la orina.

Drupa: fruto carnoso con una semilla rodeada de un envoltorio lefioso, como el melocoton
y la ciruela.

Endémica: Se aplica a las especies vegetales y animales originarias de una region o
comarca restringida.

Endosperma: parte de la semilla que rodea el embrién y suele ser consumida por este

durante la maduracién de la misma.
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Envés: llama envés a la cara inferior o cara abaxial de la lamina o limbo de la hoja de una
planta. La epidermis del envés suele ser diferente de la del haz o cara superior; casi siempre
presenta una cuticula méas fina, mayor densidad de estomas y, frecuentemente también,
mayor abundancia de tricomas (pelos epidérmicos). Casi siempre es de color mas claro que
el haz.

Especiacion: es un suceso de formacién de linajes que produce dos 0 mas especies
diferentes.

Especie: Es la unidad basica de la clasificacion bioldgica, se define a menudo como grupo
de organismos capaces de entrecruzarse y de producir descendencia fértil.

Estipulas: Apéndices dobles, generalmente folidceos, ubicados a ambos lados de la base de
la hoja en algunas plantas.

Estrogenos: son hormonas sexuales esteroideas, es decir que se derivan del colesterol.
Etnomedicina: es un estudio o una comparacion de la medicina tradicional practicada por
varios grupos étnicos y especialmente por pueblos indigenas. La palabra etnomedicina se
utiliza a veces como un sindnimo para medicina tradicional.

Familia: Es una unidad sistematica y una categoria taxondémica situada entre el orden y el
género; o entre la superfamilia y la subfamilia si estuvieran descritas.

Fitoestrogenos: son un grupo de alimentos naturales, cuya estructura es similar a la de los
estrogenos de la mujer.

Flores hermafroditas: son aquellas flores que presentan los sexos masculino y femenino
en una misma flor.

Foliculo: fruto seco que se abre solo por un lado y tiene una Unica cavidad que
normalmente contiene varias semillas.

Foliolos: cada segmento de una hoja compuesta.

Fotosintesis: sintesis de un cuerpo quimico o de una sustancia organica, como los glucidos,
realizada por las plantas clorofilicas mediante la energia luminosa. (La energia de origen
solar se introduce en los grandes ciclos bioquimicos terrestres gracias a la fotosintesis).
Género: Es una categoria taxondémica que se ubica entre la familia y la especie; asi, un
género es un grupo de organismos que a su vez puede dividirse en varias especies (existen

algunos géneros que son mono especificos, es decir, contienen una sola especie).
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Glucosidos cianogénicos: tienen como estructura general un grupo nitrilo unido a un
carbono que tiene unido a su vez un azlcar mediante un enlace glicosidico, y dos grupos
distintos, que varian dependiendo de cual sea el glucésido. Se encuentra en las semillas y
en los huesos de manzanas, cerezas, melocotones, almendras, papaya y nectarinas, donde
actia como una defensa quimica de la planta.

Hidrdlisis: descomposicion de compuestos quimicos por accion del agua.
Hipoglucemiante: son un tipo de medicamentos empleados para disminuir los niveles de
azucar en la sangre, principalmente en los casos de resistencia a la insulina y la diabetes.
Hojas compuestas: son aquellas en las que el limbo esta dividido en fragmentos que llegan
al nervio principal.

Hojas coriaceas: Se dice de las hojas cuyo limbo es duro y espeso.

Hojas imparipinadas: aquellas hojas compuestas que no crecen en pares alrededor de la
ramita o raquis de sostén.

Inconspicuas: no se nota o se ve facilmente, no prominente o llamativo.

Inflorescencia: es la disposicion de las flores sobre las ramas o la extremidad del tallo; su
limite esta determinado por una hoja normal.

In vitro: Indica que ciertos fendmenos biolégicos se efectlan y observan en el laboratorio.
In vivo: Indica que ciertos fendmenos bioldgicos se efectian y observan en el cuerpo vivo
de una planta o animal.

Lipidos: sustancia organica corrientemente denominada grasa, insoluble en el agua, soluble
en bencina y éter, y formada por acidos grasos unidos a otros cuerpos.

Liquenes: son asociaciones simbi6ticas entre un hongo (micobionte) y un alga verde o
unas cianobacterias (fotobionte).

Monolignoles: son fitoquimicos que actian como materiales fuente para la biosintesis de
lignanos y lignina.

Morfologia: es la disciplina encargada del estudio de la estructura de un organismo o
caracteristicas. Esto incluye aspectos de la apariencia externa (forma, color, estructura) asi
como aspectos de la estructura interna del organismo como huesos y 6rganos.

Peciolo: Parte de la hoja que une la 1dmina al tallo.

Polucién: nos permite designar de manera alternativa a la contaminacién en el medio

ambiente que habitamos los seres vivos, es decir, polucion significa la contaminacion
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grave, ya sea del aire o del agua, como consecuencia de la accion degradante que ejerce
algun agente toxico o residuos que entran en contacto con alguno de estos.

Potentilla: es un género de plantas perteneciente a la familia Rosaceae.

Proteinas: Son uno de los principales nutrientes que necesitamos los seres vivos. son
macromoléculas formadas por la union de varios aminoacidos que se componen de
carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno (algunas ademas pueden presentar azufre, fésforo,
hierro y molibdeno). Cumplen importantes funciones y su carencia puede llevar a serias
enfermedades, sobre todo si esta carencia se produce en etapas criticas de la vida, como la
gestacion y la infancia temprana.

Resorcion: Lo contrario a la adsorcion; la eliminacion de materia desde un medio
adsorbente, usualmente para recuperar material.

Respiracion celular aerdbica: es un proceso metabolico dentro de la célula y es
posiblemente uno de los mas importantes para la vida. Es un sofisticado y complejo
proceso que se puede simplificar en la obtencion de energia a partir de la glucosa que a su
vez es derivada de los alimentos que consume un organismo.

Rizobios: son bacterias del perfil de suelo que fijan nitrogeno diazotrofico después de
haberse establecido endosimbioticamente dentro de nodulos radiculares de las leguminosas.
Los rizobios no pueden independientemente fijar nitrégeno atmosférico, requieren una
planta hospedante.

Rosaceae: Las rosaceas, son una familia de plantas dicotileddneas pertenecientes al orden
de las Rosales.

Saponinas: son un grupo de glucoésidos oleosos, los cuales son solubles en agua
produciendo espumosidad cuando las soluciones son agitadas. Las contienen plantas muy
diversas, entre ellas el abrojo, la saponaria o jabonera, el castafio de Indias y muchas otras.
Semidecicuo: Los botanicos califican asi a los bosques en los que la mitad, grosso modo,
de los arboles son caducifolios y la otra mitad son de hoja perenne también, Vegetacion en
la cual entre el 25y 75 % de las especies de plantas pierden su follaje en la época seca.
Sintesis: formacion artificial de un cuerpo a partir de sus elementos.

Solvente isocratico: lo cual significa que el solvente conserva la misma concentracion
durante todo el tiempo de corrida (muestreo o analisis), sea que se trate de un solvente puro

o de mezclas de solventes.
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Spiraea: es un geénero con 300 especies de plantas perteneciente a la familia de las
Roséceas.

Subfamilia: categoria taxondmica inferior a la familia y superior al género.

Taludes: inclinacion de un terreno o de un muro (hay que tener cuidado al bajar por el
talud de la montafia).

Tamizaje fitoquimico: consiste en la extraccion de la planta con solventes apropiados y la
aplicacion de reaccion de color y precipitacion. Debe de permitir la evaluacion rapida, con
reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo.

Taninos condensados: son una clase de flavonoides que son los pigmentos principales de
muchas semillas, y también estan presentes en los tejidos vegetativos de algunas plantas de
forrajeo.

Taxon: es un grupo de organismos emparentados, que en una clasificacion dada han sido
agrupados, asignandole al grupo un nombre en latin, una descripcion, y un “tipo”, de forma
que el taxdn de una especie es un espécimen o ejemplar concreto.

Xenobidtico: se forma a partir de dos vocablos griegos: xeno (que puede traducirse como
“extrano”) y bio (vinculado a la “vida”). De este modo, alude a aquellos compuestos que
disponen de una estructura quimica que no existe en La Naturaleza, sino que ha sido

desarrollada por el hombre en un laboratorio.
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