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Resumen

Las especies del género Passiflora han sido ampliamente estudiadas debido a la gran
cantidad de usos etnofarmacol6gicos que tienen, lo que ha motivado la realizacion de un
gran numero de estudios de su composicién quimica y de actividad famacoldgica. En
Colombia se cuenta con una alta diversidad de especies del género Passiflora, varias de
ellas conocidas por su fruto es comestible y por sus usos etnofarmacolégicos.

Passiflora ligularis, conocida cominmente como granadilla tiene varios usos reportados,
tanto para el fruto como para otras partes de la planta. Entre estos usos se destaca la
preparacion de cataplasmas con las hojas para tratar inflamaciones topicas. Trabajos
previos demostraron que el extracto acuoso de las hojas de P. ligularis presenta actividad
antiinflamatoria en modelos de inflamacién in vivo. De igual forma, en su composiciéon
guimica se han detectado y aisaldo flavonoides y saponinas, los cuales podrian ser los
responsables de la actividad observada.

Basados en estos antecedentes, en este estudio, a partir del extracto acuoso de P. ligularis,
por diferentes técnicas cromatograficas, entre las cuales se resalta el uso de HSCCC, se
logr6 separar 8 compuestos, 4 flavonoides identificados como quercetina-3-O-3-
glucopiranosido, kaempferol-3-O-B-glucopirandsido, (-) catequina y crisina, junto con 4
saponinas triterpenoidales con ndcleo lanostano y un glicosido de la  3™-(2-(N-
acetil)glucopiranosaminoil)glucopiranosa en el carbono 3 de la aglicona denominados
ligularosidos A-D, de los cuales el ligularosido B al D son compuestos reportados por
primera vez en la naturaleza. La caracterizacioén de los ocho compuestos se basé en datos
espectroscopicos RMN y EM. Tanto a los compuestos aislados como al extracto acuoso
se les realiz6 la evaluacion de la actividad antiinflamatoria en modelo de edema de oreja
en raton inducido por TPA, mostrando que la quercetina-3-O-B-glucopirandsido y el
ligularésido C son los compuestos responsables de la actividad antiinflamatoria detectada
en el extracto crudo, con una inhibicién del edema del 77,1% y 57.3% respectivamente.
Este trabajo mostrd la interesante diversidad quimica de las hojas de la especie y su

correlacion con la actividad antiinflamatoria observada para el extracto crudo.

Palabras clave:
Passiflora, Passiflora ligularis, granadilla ligularosidos A - D saponinas, flavonoides,

actividad antiinflamatoria
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Abstract

Passiflora species have been studied extensively because of their many
ethnopharmacological uses that have, which has led to the realization of a large number of
studies on their chemical composition and pharmacological activity. Colombia has a high
diversity of species of the genus Passiflora, some of them known for its fruit is edible. and
other for their ethnopharmacologycal uses.

Passiflora ligularis, commonly known as granadilla have several reported uses for both the
fruit and other parts of the plant. Among them, the leaves are uses as poultices to treat
topical inflammation. Our previous work has shown that the aqueous extract of P. ligularis
exhibits anti-inflammatory activity in in vivo inflammation models. Similarly, about its
chemical composition flavonoids and saponins that have been detected and isolated and
those compounds could be the responsible for the anti-inflammatory activity detected.
Therefore, in this study from the aqueous extract of the leaves of P. ligularis, by different
chromatographic techniques including HSCCC, we report the isolation of eight compounds,
4 flavonoids identified as quercetin-3 -O-B-glucopyranoside, kaempferol-3-O--
glucopyranoside, (-) catechin and chrysin, along with 4 lanostane triterpenoid
saponinsglycosidated with 3'-(2 "-N-acetylglucopyranoseaminoil)glucopyranose bound to
the carbon 3 of the aglycone. These compunds were denominated ligularosides A-D, where
the ligularoside B to D are compounds reported for the first reported in nature. The
characterization of the isolated compounds was based on NMR and MS spectroscopic data.
Both, the aqueous extract and the isolated compoundswhere evaluated for their anti-
inflammatory activity in the model of ear edema in mice induced by TPA, and the results
showed that quercetin-3-O-B-glucopyranoside and ligularoside C present potential anti-
inflammatory compounds with edema inhibition 77.1% and 57.3% respectively. This study
shoed the interesting chemical diversity of the leaves of this specie as well as the correlation

of this chemical diversity with the anti-inflammatory activity observed for the crude extract.

Keywords:
Passiflora, Passiflora ligularis, granadilla, ligularosides A to D saponins, flavonoids, anti-

inflammatory activity.
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Introduccidén

El género Passiflora constituye una enorme riqueza a nivel biolégico y econémico, puesto
gque varias de sus especies tienen un uso ornamental y comestible. Adicionalmente, un
namero significativo de especies ha sido utilizado en la medicina popular tradicional en
muchos paises, como remedio para tratar la ansiedad, el insomnio, la histeria, la epilepsia,
los espasmos y el dolor (Dhawan et al., 2004). Esta informacion etnomedicinal ha
impulsado la realizacion de varios estudios farmacoldgicos con los extractos de algunas
especies del género Passiflora, mostrado tener propiedades sedativas, antiespasmadicas,
antiinflamatorias, antibacteriales (Nicolls et al, 1973) y antioxidantes (Mahattanatawee et
al., 2006). La actividad bioldgica observada se ha correlacionado con los compuestos
aislados en diferentes estudios quimicos, entre los cuales cabe destacar a los flavonoides
conocidos por su actividad antioxidante, hepatoprotectora (Wiseman, 2006) y actividad
inhibitoria de la comunicacion bacteriana (quorum sensing) (Vikram et al, 2010), entre otras.
Adicionalmente, se destacan las saponinas (Sparg et al, 2004), las cuales tienen actividad
hemolitica (Baumann et al, 2000;0da et al, 2000), actividad antimicrobiana (Killeen et al,
1998), actividad citotéxica (ltabashi et al, 1999) y actividad antiinflamatoria (Just et al,
1998), entre otras.

Datos recientes describen 170 especies de la familia Passifloraceae tanto en formas
silvestres como cultivadas distribuidas en todas las regiones biogeograficas de Colombia,
muchas de ellas endémicas (Ocampo et al, 2013). Dentro de las especies comerciales,
Passiflora ligularis, conocida cominmente como granadilla es la segunda especie en
importancia econOmica por poseer fruto comestible y comercializado en mercados
nacionales e internacionales siendo Colombia el principal productor a nivel mundial con
4500 hectareas cultivadas (Parra et al, 2014). En el 2012, las exportaciones de granadilla
totalizaron USD 2,9 millones, un 15,7 % mas que lo registrado en el 2011 cuando fueron

de USD 2,5 millones. Durante los ultimos tres afios, el crecimiento promedio anual de las
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ventas externas de esta fruta fue del 2,1%, ya que entre el 2010 y el 2011 estas
exportaciones decrecieron en un 10,1%. La granadilla se cultiva en varios departamentos
de nuestro pais, siendo Antioquia y Huila los departamentos con las mayores areas
plantadas. Esta informacion muestra la importancia de este cultivo en la industria agricola
del pais.

Sin embargo, las hojas de granadilla, al igual que las hojas de otras especies comerciales
del género Passiflora, podrian ser potencialmente aprovechables en diferentes
aplicaciones. Estudios previos han mostrado que el extracto acuoso de las hojas P. ligularis
presenta actividad antiinflamatoria (Aragén et al, 2014) y que entre sus componentes
guimicos se encuentran flavonoides y saponinas (Lépez, 2011; Manrique, 2012; Moreno,
2013).

En este sentido, y como continuacion de los trabajos de investigacién del grupo “Estudio y
aprovechamiento de productos naturales marinos y frutas de Colombia” del “Departamento
de Quimica y el grupo Principios Bioactivos de Plantas” del Departamento de Farmacia en
la composicién quimica y actividad biolégica de especies del género Passiflora, en este
Trabajo Final de maestria se presenta la contribucion al estudio quimico y la actividad
antiinflamatoria de los compuestos aislados de las hojas, enfocandonos principalmente en

la caracterizacion de saponinas y flavonoides.



1.Capitulo 1: Composicion quimica y
actividad biolégica de especies del género
Passiflora, revision del estado actual del
tema

Las especies del género Passiflora presentan gran diversidad en su composicién quimica,
entre los cuales se han reportado alcaloides, fenoles, compuestos cianogénicos
flavonoides y saponinas (Patel et al, 2011). Sin embargo, dentro de los diferentes
compuestos mencionados los dos ultimos se destacan por la gran diversidad estructural

como se presentara a continuacion.

1.1 Saponinas

Las saponinas encontradas en las especies de este género presentan gran variedad de
esqueletos carbonados, entre los cuales cabe resaltar los nucleos tetraciclicos tipo
cicloartano, descrito en P. edulis, P. incarnata y P. alata, su principal caracteristica es la
presencia de un ciclopropilo entre el C-9, C-10 y C-19 (Yoshikawa et al, 2000; Bombardelli,
etal 1975; Orsini et al, 1986; Reginatto et al, 2001; Costa, 2013;); el nucleo tipo lanostano,
descrito en P. ligularis y que se caracteriza por presentar una insaturacion entre el C-8 y
C-9 (Moreno, 2013). Los nucleos pentaciclicos tipo oleano han sido descrito en P. alata y
P. quadrangularis (Reginato et al, 2001; Costa, 2013); encontrando una alta diversidad
compuestos, mayoritariamente debido a modificaciones que pueden tener en los metilos
(migraciones y oxidaciones) y/o a la presencia de grupos hidroxilo de el ntcleo. Otro factor
de diversidad estructural son las modificaciones en la cadena lateral, en terpenos
tetraciclicos (insaturaciones, ciclos y heterociclos), asi como glicésidaciones, comunmente

glucosa, enlazada en el carbono 3 y en los carbonos de las cadenas laterales. Las
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principales saponinas aisladas de especies del género Passiflora se enumeran en la Tabla

1. En esta tabla se observan como las cadenas laterales presentan hidroxilos en las

posiciones 21, 22, 24, 25y 26 , insaturaciones y diferentes ciclaciones.

Tabla 1: Principales saponinas identificadas en especies del género Passiflora

ESTRUCTURA ESPECIE REFERENCIA
OH

. Passiflora

edulis Bombardelli et

al 1975
Passiflora
quadrangularis | Orsini et al,
1986

Compuesto 4 (Acido ciclopassifloico G): R1=R3=R4= H,
R2=a-OH

Compuesto 5 (Ciclopassiflosido VII): R1=Glc, R2=3-OH,
R3=0H, R4=H

Compuesto 6 (Ciclopassiflosido VIII): R1=Glc, R2=3-OH,
R3=R4=H

Compuesto 7 (Ciclopassiflosido IX): R1=R4 Glc, R2=3-OH,
R3=H

Compuesto 8 (Ciclopassiflosido X): R1=Glc, R2=3-OH,
R3=R4=H

Compuesto 9 (Ciclopassiflosido Xl): R1=R4=Glc, R2=a-
OH, R3=H

HO Passiflora

_ 00D glucoss alata Reginatto et
Compuesto 1: Passiflorina al. 2001
Compuesto 2 (Acido ciclopassifloico E): R1=R4=H, R2=8-
OH,R3=0H
Compuesto 3 (Acido ciclopassifloico F): R1=R3=R4=H, Passiflora Yoshikawa et
R2=3-OH edulis al, 2000




Passiflora Orsini et al,
guadrangularis 1986
HaC %’CHs
Compuesto 10: Quadrangulésido; R= Gentibiose
Passiflora Orsini et al,
quadrangularis 1987
Compuesto 11: 9,19-ciclolanostano-22,25-ep6xi-3 (-
21,22(R)-triol-31-O-gentiobiosideo; R= Gentibiose
o H,OH
Passiflora Orsini et al,
quadrangularis 1987
9}
Fl o
Compuesto 12: 9,19-ciclolanostano-21,24-epoxi-3(1-25,26-
triol-31-O-gentiobiosideo, R= Gentibiose.
Passiflora Orsini et al,
quadrangularis 1987

Compuesto 13: 4&cido 3-O-B-D-glicopiranosil-(102)-8-D
glicopiranosiloleandlico, R= glucosa (1->2)glucosa
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Passiflora
guadrangularis Costa, 2013
Compuesto 14: 3-O-B-D-glucopiranosil-9,19- ciclolanost-24Z-
an-1a,3,21,26-tetraol
OH
Passiflora Costa, 2013

OH H
Compuesto 15: 3-O-B-D-glucopiranosil-1,33,21,26-
tetrahidroxi-9,19-ciclolanost-24Z-ano

guadrangularis

*
"
e

HaC CH;
Compuesto 16: 3-O-B-D-glicopiranosil de acido oleanélico; R=
Glucosa

Compuesto 17: 3-0-B-D-glicopiranosil-(13)-B-D-
glicopiranosideo de acido oleandlico R= Glucosa (1-23)
glucosa

Compuesto 18: 3-0-B-D-glicopiranosil-(102)-B-D-

glicopiranosideo de &cido oleandlico R= Glucosa (1-22)
glucosa.

Passiflora
alata

Reginatto et
al, 2001




RO

CHy

Compuesto 19: 3-O-B-D-glicopiranosil estigmasterol

Passiflora
alata

Reginatto et
al, 2001

1.2 Flavonoides

Entre los principales flavonoides de las especies del género Passiflora se destacan las

flavonas, que varian en sus sustituciones en el anillo A, B y/o C dando nucleos

caracteriticos como, vitexina, orientina, isoorientina, entre otros, los cuales se diferencian

a su vez por el nimero y el tipo de glicosilaciénes que presenten (O- y C- glicésidos). Entre

los azucares mas comunes se han encontrado arabinosa, glucosa y xilosa. Usualmente,

es las especies del género Passiflora encontramos flavonoides monoglicosidados y

diglicosidados, lo cual da una gran variedad de este tipo de compuestos como se observa

en la Tabla 2

Tabla 2: Principales flavonoides aislados de especies del género Passiflora

ESTRUCTURA ESPECIE | REFEREN
CIA
OH
R, Rs
(0] (0]
Ry
Ry
L I Rafaelli et
Passiflora al, 1997
Compues Ri Re Rs Ra | incamata (Zucolotto
to o et al, 2009)
20 Vicenina-2 Glc H Glc H ’
21 Schaftosido Glc H Ara H
22 Isoschaftosido Ara H Glc H
23 Isoorientin-2"-O-  Soph H H OH
B-
glucopyranoside
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24 Isoorientin Glc H H OH
25 Isovitexin-2"-O-  Soph H H H
B-
glucopyranoside
26 Swertisin Glc Me H H
27 Orientin H H Glc OH
28 Isovitexin Glc H H H
29 Vitexin H H Glc H
gH
HO/// ?
", Ry
Ry
HO
Passiflora | Fengging et
edulis al, 2013
OH [e]
Compuesto 30: luteolin-8-C-B-digitoxopiranosil-4”-O-3-D-
glucopiranosido; R1= OH, R2= O-B-glucopiranosil
Compuesto 31: apigenin-8-C-B-digitoxopiranosido; R1= H,
R2= OH
OH
R
OH
Passiflora | Fengqging et
edulis al, 2013
OH o
Compuesto 32: apigenin-8-C-B-boivinopiranosido; R=H
Compuesto 33: luteolin-8-C- boivinopiranosido; R=OH
Compuesto 34: 2”°-O-xilosil- orientina. R1= Glu-O-xil, R2= OH,
R3= OH Passiflora Salakem et
Compuesto 35: 27-O-xilosil- vitexina R1= Glu-O-xil, R2= H, | quadrangu al. 2013
R3=OH laris ’

Compuesto 36: 2""-O-xilosil- vitexina R1= Glu-O-glu, R2= H,
R3= OH




Passiflora | (Ramos et
tripartita | al 2010)
var (Zucolotto
mollisima | et al, 2012)
(Simirgiotis
et al, 2013)
Compuesto 37: vicenina-2 R1=Glu, R2=Glu, R3= H, R4= OH,
R5=H
Compuesto 38: swertisina R1=Glu, R2=H, R3= H, R4= OH,
R5= CHs
Compuesto 39: orientina R1=H, R2=Glu, R3= OH, R4= OH,
R5=H
Compuesto 40: isoorientina R1=Glu, R2=H, R3= OH, R4= OH,
R5=H
Compuesto 41: vitexina R1=H, R2=Glu, R3= H, R4= OH, R5=
H
Compuesto 42: isovitexina R1=Glu, R2=H, R3= H, R4= OH,
R5=H
Compuesto 43: Schaftosideo Rl=ara, R2=Glu, R3= H, R4=
OH, R5=H
HaC Passiflora | (Ramos et
tripartita al 2010)
var (Zucolotto
mollisima | et al, 2012)
((Simirgiotis
et al, 2013)
Compuesto 44: 4°-O- metil-8-C-(6""-acetil)-glucopiranosil-
luteolina

1.3 Otros compuestos

Ademas de las saponinas y los flavonoides, las especies del género Passiflora también
han mostrado tener una gran variedad de metabolitos secundarios, como los alcaloides,
compuestos cianogénicos y compuestos volatiles. En la tabla 3 se muestran otros

compuestos aislados en especies de este género.
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Tabla 3: Metabolitos secundarios aislados de especies del género Passiflora

gﬂeeésgggtr?js Nombre de los compuestos Especie Referencia
Noyaux (estructura - carbolina), tipo Ghedira et
harmano, harmina, harmol, harmalina, P. incarnata al 2013
Alcaloides harmalol. '
, : Lutomski et
harmalol, harmol y harmalina P. edulis al. 1975
. Hidrocarburos triterpenicos (Limoneno, a- ,
Qgeer:[gi;es pineno, cumeno), carbona, alcohol de P. incarnata ;hgggg et
bencilo, fenetilo y linalol :
acido galacturonico, arabinosa, glucosa, p : Silva et al,
. edulis
ramnosa, manosa Yy fucosa 2013
. : Ghedira et
o Sacarosa, fructosa, glucosa, rafinosa P. incarnata al 2013
Polisacaridos S . . _ d
y B-D-Glucppqun_osmos, a-L-ra_mnopwano;ﬂ B- |P. e(_julls y P. Chassagne
compuestos D-glucopiranésidos, a-L-arabinofuranosil 3-D- edu_lls var ot al. 1998
glicosidicos glucopirandsido y (s) linaool flavicarpa ’
P. edulisy P. Chassaane
B-D-glucdsido de metil salicilato edulis var t al 19%7
flavicarpa etal,
eugenil B-D-glucésido P. mollissima
s . - , Ghedira et
heterosidos cianogénicos P. incarnata al, 2013
Compuestos passicoriacina, epipassicoriacina P. edulis Chassagne
cianogénicos ’ ' et al, 1998
(R)-mandelonitrilo a-L-ramnopiranosil-3-d- = , Chassagne
L . edulis
glucopirandsido et al, 1998
(2E)-2,6-dimetil-2,5-acido heptadienoico,
(2E)-2,6-dimetil-2,5-acido heptadienoico beta- _
D-glucopiranosil ester, (5E)-2,6-dimetil-5,7- P. ~ | Osorio et
octadieno-2,3-diol, (3E)-3,7-dimetil-3-octeno- | duadrangularis|al, 2000
1,2,6,7-tetrol y 2,5-dimetil-4-hidroxi-3(2H)-
Terpenos furanona beta-D-glucopirandsido.

Las tablas 1-3 permiten observar la gran diversidad de compuestos quimicos que tienen
las especies del género Passiflora, mostrando variaciones en los tipos de metabolitos, asi
como en sus nucleos y tipo y nimero de glicosilaciones. Esta rigueza metabdlica justifica
continuar con la caracterizacion de los compuestos presentes en diferentes especies de
esta familia, pues representan una fuente de compuestos con diferentes estructuras y

funciones quimicas.



1.4 Actividad bioldgica de especies del género Passiflora

Para las especies del género Passiflora se han repotado diversos estudios sobre su

actividad biolégica, resaltando un gran namero de reportes de actividad ansiolitica,

actividad antioxidante, antiinflamatoria. En la tabla 4 se enumeran las principales

actividades, asi como los modelos empleados para tal fin y las dosis empleada cuendo se

encuentra esta informacion.

Tabla 4: Principales actividades biolégicas para especies del género Passiflora

nte

por pentilentretazol en ratones. Mostré actividad

anticonvulsionante a 0.4mg/Kg

Especie Actividad Resultados Referencia
La crisina, flavonoide identificado de P. | (Brown etal,
incarnata, mostré actividad ansiolitica a 2 mg/kg | 2007)
Actividad similares al midazolam (control positivo) en una
ansiolitica dosis de 2 mg/kg. Se encontrd que modulo el sitio
de benzodiacepinas sobre el receptor GABA con
el modelo (elevated pluze-maze).
El extracto butandlico de partes aéreas de P. | (Ingale et al,
incarnata mostro actividad en el ensayo de | 2014)
% o captacion de radicales libres generados por | (Masteikova
c Actividad .,
G o DPPH ABTS y H:20. con una concentracion | et al,2008)
= antioxidante y ) ]
= variable del extracto (2 - 1000 pg/mL). Mostré ser
= para tratar la . _
= atil para tratar la enfermedad de Parkinson,
@ enfermedad de _ _ ) _
© _ usando haloperdiol para inducir catalepsia en
a Parkinson _ _ _ o
ratones y tacrina para inducir movimientos de la
mandibula en ratas mostrando que previene la
neurodegeneraciéon propia de esta enfermedad.
Se evalué la actividad anticonvulsionante de el | (Nassiris-
. . extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de | Asl et al,
Anticonvulsiona ) o _
P. incarnata en el modelo de convulsion inducido | 2007)
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o El extracto seco de la pulpa De P. edulis | (Barbalho et
§ Contra demostré tener efectos benéficos en la | al, 2011)
g dislipidemia e | prevencion y el tratamiento de dislipidemias e
% hiperglicemia | hiperglicemia en ratas diabéticas inducida por
& estreptozotocina.
El extracto acuoso de hojas de P. edulis indujo | (Barbosa et
efectos de tipo ansiolitico en ratas, similar al | al, 2008)
Actividad diazepam (1 mg/kg), el modelo utilizado fue
ansiolitica “elevated plus- maze test”. ; los efectos se
compararon con este, que es una farmaco
estandar ansiolitico.
Las partes aéreas de Passiflora edulis var| (Jun et al
flavicarpa tienen actividad ansiolitica a bajas | 2010)
dosis y sedante a altas dosis.
El extracto acuoso de las partes aéreas y | (Klein et al,
pericarpio de Passiflora edulis f. flavicarpa fue | 2014)
» evaluado en ratones usando telemetria; para
= o efectos en locomocion se utilizaron dosis de 300
@ Actividad
o o mg/kg, 600 mg/kg, 1200 mg/kg, de esta forma se
= ansiolitica i . o o
7 o evidencid una disminucion en la actividad
2 Actividad ) _ .
ol . _ locomotora después de 24 minutos, mientras que
antiinflamatoria _ ) )
la dosis mas alta mostré6 un efecto sedante
significativo después de los 18 minutos.
Un aislamiento bioguiado de Passiflora edulis | (Zucolotto
mostré que C- (glicosilflavonas pueden ser | et al, 2009)

responsables de efecto antiinflamatorio en el
modelo de pleuresia en ratones, en dosis de 50
y 100 mg/kg

Actividad

antioxidante

La actividad antioxidante fue monitoreada por
DPPH y muchas especies reactivas de oxigeno
(radical superoxido, radical hidroxilo y &cido
resultados

hipocloroso) en las hojas, los

(Ferreres et
al, , 2007)




muestran que puede ser una nueva fuente de

antioxidantes naturales.

Actividad de tipo ansiolitica sobre el SNC, en el | (Castro et
extracto  hidroetandlico de las hojas, | al 2007)
Actividad o . .
ansiolftica administrada por via oral en ratones con dosis de
100, 250 y 500 mg/kg en los modelos: pluz-
maze, open field y holeboards test.
Se evalu6é la actividad antioxidante de esta | (Ramaiya
passiflora en el extracto metandlico de las partes | et al, 2014)
aéreas mostrando una fuerte captacion de los
%) Actividad radicales libres por DPPH. Asimismo, se evalud
(:;; antibacterianay | la actividad antibacteriana, en la cual se
§ antioxidante determiné que Passiflora quadrangularis tiene
§ actividad intermedia contra S. aureus, B. subtilis
g y L. monocytogenes y actividad moderada contra
% B. cereus.
3 El extracto acuoso de hojas de P. alata indujo | (Barbosa et

Actividad efectos de tipo ansiolitico en ratas, similar al | al 2008)

ansiolitica diazepam (1 mg/kg), en dosis de 100 y 150

mg/kg, en el modelo “elevated plus - maze”

Se evalug la actividad antioxidante de P alata en | (Ramaiya
el extracto metandlico de las partes aéreas | et al, 2014)
mostrando una fuerte captacion de los radicales

Actividad libres por DPPH. Asimismo se evaluo la actividad

© antibacteriana y | antibacteriana, en la cual se determiné que
(—ﬁg antioxidante Passiflora  quadrangularis tiene actividad
g intermedia contra S. aureus, B. subtilis y L.
% monocytogenes y actividad moderada contra B.
o cereus.

Actividad El extracto acuoso de hojas de P. alata contiene | (Colomeu
antioxidante y | compuestos fendlicos con actividad antioxidante | et al, 2014)
potencial anti- | evaluada en el modelo DPPH, ABTS y FRAP. | (Oga et al,

diabético. Ademas, puede actuar como un agente | 1984)
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antiinflamatorio ayudando en el control de la
diabetes.

Actividad

sedativa

Se evalué la actividad sedante del extracto
acuoso de pericarpio de P. alata en ratones
usando radiotelemetria, mostrando  una
disminucion de la actividad locomotora con las
concentraciones mas bajas (300 y 600 mg/kg)
después de 24 minutos y con la mas alta (1200
mg/kg) después de 18 minutos.

(Klein et al,
2013)

Actividad Anti

hiperglicemiante

Se evalu6 el extracto etandlico de hojas
Passiflora mollisima en dos dosis 100 mg/kg y
200 mg/kg El extracto disminuy6 los niveles
sanguineos de  glicemia en ratas

hiperglicémicas.

(Edwin et al
2007)

Actividad

antioxidante

Passiflora mollisima

La céscara y el fruto presenta actividad
antioxidante con FRAB (Ferric reducing
antioxidant activiy) y ABTS (Free radical-

scavenging capacity).

(Contreras
et al, 2011)

1.5. CONCLUSIONES

Las especies del género Passiflora presentan una gran variedad en su composicién

guimica, entre la cual se destacan flavonoides y saponinas, los cuales, como se observa

en la tabla 1 y 2 presentan varias modificaciones en los nucleos, tipo y nimero de

glicosilaciones y cadenas laterales; adicionalmente tienen un gran nimero de actividades

bioldgicas reportadas que se han evaluado en el extracto acuoso, etanélico y metandlico,

gue son acordes a las propiedades sedativas, antiinflamatorias, analgésicas, antioxidantes

gue tradicionalmente se han reportado (Dhawan et al, 2004).




Teniendo en cuenta lo anterior, desde la Red nacional para la bioprospeccién de frutas
tropicales” RIFRUTBIO se decidi6 realizar estudios de la composicion quimicay la actividad
farmacolodgica de especies del género passiflora con importancia comercial, priorizando el
estudio de las especies P tripartita var mollisima, P. edulis var edulis, P quadrangularis y P
ligularis, las cuales presentan un suministro de biomasa “constante” con miras a su posible

aprovechamiento.
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2.Capitulo 2: Aislamiento y elucidacion
estructural de flavonoides y saponinas de
Passiflora ligularis.

2.1 Generalidades de Passiflora ligularis

La granadilla (Passiflora ligularis) es una enredadera semilefiosa, sus raices son fibrosas
y ramificadas, el tallo es cilindrico, de coloracién amarillo verdoso y de coloracion claro en
estado adulto. El tallo posee estructuras como zarcillos con los cuales se enreda y se trepa,
ademas de ser el soporte de la planta, cumple con la funcién de almacenar el agua (Villalba,
2006).

Tiene flores grandes, que miden de 6 a 9 cm, muy llamativas, solitarias, bisexuales, de 5
sépalos y 5 pétalos, los estambres estan unidos en un tubo alrededor del ovario y tienen
anteras versatiles, el ovario sUpero tiene una sola celda, con tres estilos clavados y
estigmas reniformes y cordiformes; los sépalos son blanquecinos o amarillentos. El fruto
es una baya ovoide, de céscara dura, tiene un mesocarpio blanco y esponjoso de 5 mm,

de espesor (Mufioz, 2007).

Figura 1: Partes de la planta de granadilla.



2.1.1 Usos tradicionales.

Las hojas y fruto de la granadilla son comumnmente utilizadas por campesinos para tratar
diferentes trastornos y afecciones, utilizando por via oral o topica. En la tabla 5 se enumeran
los principales usos tradicionales a las diferentes partes de la planta.

Tabla 5: Usos tradicionales de Passiflora ligularis. (tomada y adaptada de Carvajal et al,
2014)

PARTE DE ;
No USO LOCAL ESTADO MODO DE USO VIA
LA PLANTA
] Se huele la flor cuando
Descongestionante i
1 Flor Jévenes |se abre en las
nasal 5 L,
mananas Aspiracion
2 Para la tos Flor Jévenes |Infusion Via oral
Para la tos de los El jugo se cocina y se
3 bebés de tres le adiciona miel de
meses en adelante Fruto Maduro |abejas Via oral
4 Gripa Fruto Maduro |Jugo Via oral
Fruto Maduro |Jugo Via oral
Fruto Maduro | Consumo del fruto Via oral
) » Hoja Jovenes |Infusion Via oral
5 Regula la digestion
Cogollo
(yema
terminal) | Jovenes |Infusién Via oral
Hoja Joévenes |Infusion Via oral
Se extrae el zumo sin
6 Antidiarreico Fruto Maduro |semilla Via oral
Flor Maduras | Infusion Via oral
Bejuco Joven Infusion Via oral
Consumo de fruta sin
7 Gastritis semilla en la mafiana y
Fruto Maduro |la noche
8 Ulcera Fruto Maduro | Consumo sin semillas | Via oral
9 Insomnio y Fruto Maduro | Consumo Via oral
tranquilizante Cogollos Joévenes |Infusién Via oral
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Flor Maduras | Infusion Via oral
Controlar ataques
10 epilépticos Flor Maduras | Infusién Via oral
Aplicacion
Alivia las | Cogollos Jovenes | Infusion y cataplasma |superficial
t contusiones Aplicacion
Hojas Jovenes | Cataplasma superficial
1> Controla la presion Consumo de dos frutos
arterial Fruto Maduro |en ayunas Via oral
Aplicacion
Crecimiento de los superficial en
13 . Fruto Maduro |Jugo
nifios las
articulaciones

2.1.2 Actividad biolégica de P. ligularis

Passiflora ligularis ha sido una especie poco estudiada en cuanto a su actividad bioldgica.

Entre las actividades biologicas reportadas, se encuentran la actividad antioxidante,

antimicrobiana y antiinflamatoria, esta Gltima de gran interes para el presente trabajo de

grado.

Tabla 6: Estudios farmacoldgicos realizados con Passiflora ligularis

Actividad

Resultados

Actividad antioxidante

actividad antimicrobiana

y | Extractos hidroalcoholicos

de

actividad

las hojas presentan
antioxidante vy

actividad antimicrobiana.

(Navarro et al, 2014)

Actividad antiinflamatoria

Extractos acuosos

presentan actividad
antiinflamatoria (modelo de

edema auricular inducido

por TPA en ratones).

(Aragén D.M, 2014)




2.1.3 Composicion quimica de P. ligularis.

En cuanto a su composicion quimica, en Passiflora ligularis se ha encontrando la presencia
de fenoles glicosidados (Chasagne et al., 1997), flavonoides mono y di glicosidados (Lopez,
2011; Manrique, 2012) y saponinas (Moreno, 2013). Entre los flavonoides aislados se han
reportado a partir de una muestra de hojas recolectada en Choachi (Cundinamarca) cuatro
C-glicosidos, compuestos con nucleo apigenina, entre los cuales se encuentran 6,8-di-C-
a-L-arabinopiranosil apigenina (1), 6-C-a-L-arabinopiranosil-8-C-B-L-arabinopiranosil
apigenina (ll), 6-C-B-L-arabinopiranosil-8-C-a-L-arabinopiranosil apigenina (lIll), 6-C-B-D-
xilopiranosil-8-C-a-L-arabinopiranosil  apigenina 6 6-C-a-L-arabinopiranosil-8-C-3-D
xilopiranosil apigenina (IV) (Lopez, 2011). Adicional a esto, se encontré6 en una muestra
recolectada en Anolaima la presencia de orientina en P. ligularis, pero no de isoorientina ni
de niguno de los cuatro flavonoides glicosidados previamente mencionados (Manrique,
2012) (Figura 2)

Orientina

Compuesto I: R1= a-L-arabinopiranosa, R2= a-L-arabinopiranosa
Compuesto Il: R1= = a-L-arabinopiranosa, R2= (3-L-arabinopiranosa
Compuesto lll: R1= B-L-arabinopiranosa, R2 = a-L-arabinopiranosa
Compuesto IV: B-D-xilopiranosa, R2= a-L-arabinopiranosa

Figura 2: Flavonoides aislados del extracto acuoso de P. ligularis

A partir del extracto acuoso de la pulpa se han aislado los fenoles glicosidados: 3-D-
glucésido del salicilato de metilo, B-D-glucdsido del eugenilo y B-D-rutindsido del salicilato
de metilo; y a partir del extracto metandlico de la cascara se recuperaron el 3-D-glucésido

del salicilato de metilo y el B-D-glucésido del eugenilo (Figura 3, Chassagne et al, 1997).



24 Saponinas y flavonoides de Passiflora ligularis y evaluacion de su actividad
antiinflamatoria.

OH

oH o OCH,

O, HO
OCH,

OH
OH
AN

B-D-glucésido del salicilato de metilo B-D-glucésido del eugenilo
HO H3C

HO. le)

HO' o.
O,
o OCHg
HO
HO o.
OH

Figura 3: Fenoles glicosidados identificados en la pulpa y la cascara de P. ligularis

B-D-rutinoésido del salicilato de metilo

En cuanto a las saponinas, la fraccion butandlica del extracto acuoso de las hojas de P.

ligularis permitié aislar e identificar al ligularosido A, una saponina con nucleo lanostano,

con dos unidades de azucar (N-acetilglucoamina y glucosa) y la formaciéon de una delta

lactona a partir de la ciclacién intramolecular de la cadena lateral con el hidroxilo en la

posicién 22 como se muestra en la Figura 4 (Moreno, 2013).

HO
OH o

O HO OH

Figura 4: Estructura quimica de saponina aislada del extracto acuoso de Passiflora

ligularis



En ese trabajo, en el que se establecieron las metodologias analiticas para la separaciéon
de estas saponinas, se logro evidenciar la presencia de otros compuestos similares, lo cual,
junto con la actividad farmacolégica arriba mencionada, motivo la continuacion de los
estudios de la composicion quimica y la evaluacién de la actividad antiinflamatoria de los
extractos de esta especie, cuyos resultados se presentan a continuacion.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Métodos generales

La cromatografia en capa delgada (CCD) se llevo a cabo sobre cromatofolios de gel de
silice 60 F254 de Merck, reveladas con una ldmpara de luz ultravioleta a 254 nmy 365 nm,
y posteriormente asperjadas con sulfato cerico amoénico al 1% de acido sulfarico. Como
fase movil se emple6d una mezcla de acetato de etilo / acetona / acido acético / agua
(6:2:1:1) (Birk et al, 2005)

Los analisis por cromatografia en contracorriente de alta velocidad (HSCCC por sus siglas
en inglés) se realizaron en un equipo P.C. INC modelo SER #521, acoplado a una bomba
L-6000A Merck- Hitachi, recolectando fracciones de 3 mL mediante un colector automatico
EldexU-200 UFC.

La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC por sus siglas en inglés) acoplada a DAD
(Diode-Array Detection) y LT- ELSD (Low-Temperature Evaporative Light-Scattering
Detector) se realizaron en un equipo UHPLC Dionex ultimate 3000. La cromatografia
liguida de alta eficiencia (CLAE) a escala preparativa se realizé en un equipo MERCK-
HITACHI 6000A, equipado con detector por arreglo de diodos DAD L-4500, y una bomba
ternaria MERCK-HITACHI L-6200A y un equipo MERCK-HITACHI 6000A con detector
UV/Vis L-4250 y una bomba MERCK-HITACHI L-6000A. Para las separaciones
cromatograficas analiticas se empled una columna Thermo® RP-18 (75 mm x 3 i.d; 2,2
um) trabajando a un flujo de 0,5 mL/min y para la cromatografia preparativa se usaron las
siguientes columnas; columna Hibar® LiChrospher RP-18 (250mm x 25 mm i.d; 7um)
trabajando a un flujo de 3.0 mL/min, columna Thermo® RP-18 (250 x 10 mm i.d; 5 um)
trabajando a un flujo de 2.0 mL/min y columna Waters® RP-8 (150 mm x 4,6 i.d; 5 um) a
un flujo de 1 mL/min. Los solventes empleados fueron acetonitrilo y agua grado HPLC

(Merck, Darmstadt, Alemania).
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Los espectros de RMN mono- y bidimensionales se registraron en un espectréometro Bruker
Advance 300 (300 MHz para RMN-'H y 75 MHz para RMN-'3C) y en un espectrémetro
Bruker AV-400 (400MHz para RMN-'H y RMN-C ) empleando como solventes CD;0OD
con grado de deuteracion 99.8%.

El andlisis de masas se realizé en un equipo UHPLC-TOF-MS Ultimate 3000 acoplado a
micro-ToF-2Q con una interfase ESI, la adquisicion de los datos se hizo de forma positiva
y negativa, las condiciones de ESI fueron las siguientes: Para saponinas se trabajé en
modo ionizacion positiva, Set Capillary 3800 V Set Dry Gas 10.0 I/min, Set Nebulizer 2.0
Bar, Set Dry Heater 210 °C y para los flavonoides se trabajo en ionizacion negativa con las

mismas condiciones.

Las rotaciones Opticas fueron medidas en un polarimetro Polartronic E, Sch.
Lmidt+Haensch en metanol grado analitico (Merck, Darmstadt, Alemania), el tamafio de la

celda fue de 5cm con un volumen de 1mL

2.2.2 Material vegetal y extraccion

Las hojas de P. ligularis fueron recolectadas en un cultivo comercial en la finca “Villa
Leonor” en la vereda “La Florida” del municipio de Anolaima en el Departamento de
Cundinamarca. Se recolectaron 7,5 kg de material vegetal fresco. Las hojas (7,5 Kg) se
secaron a temperatura ambiente, posteriormente fueron molidas obteniéndose un peso de
1786 g. Posteriormente, fueron extraidas por infusion con agua a 90°C para obtener el
extracto acuoso (332,5 g) el cual se sometié a particion con BUOH para obtener 91,4 g de

la frccion en BuOH.

2.2.3 Fraccionamiento por cromatografia contracorriente de alta velocidad
(HSCCCQC)

El aislamiento de compuestos a partir de la fraccién butanolica de las hojas de P. ligularis
fue realizado con el uso de HSCCC seguido de la purificacion por HPLC. Para determinar
los sistemas de solventes para el fraccionamiento se hizo una revisién en la literatura en la
gue se identificaron 20 sistemas de solventes que usaban entre otros hexano, acetato de

etilo, butanol, etanol, metanol, isopropanol y agua en diferentes proporciones (Anexo 1).



Para su aplicacion en la separacion de compuestos del extracto de P ligularis algunas
reglas fueron consideradas. Por ejemplo, la fraccion butanolica debia ser soluble y estable
en el sistema evaluado, el equilibrio del sistema debe ser corto (<30 s) y el coeficiente de
particion (K) de los picos de interés debe estar en un rango, usualmente entre 0.5y 2.0 (Li
& Chen, 2007). A cada uno de estos sistemas de solventes se le hizo seguimiento por CCD
con las especificaciones dadas con anterioridad y por HPLC utiizando como fase movil
acetonitrilo (A) y agua (B); (0-10 min 10-20% A, 30 min 50% A, 40 min 95% A, 45min 95%
A). Por medio de la cual se evaluaron los coeficientes de particion para los picos de interés.
Finalmente, el sistema escogido fue el reportado por Ma et al, 2010, compuesto por
cloroformo / metanol / agua (4:4:2).

El equipo de HSCCC se trabaj6é a 800 rpm, con un flujo de 2mL/min en modo isocrético,
utilizando como fase estacionaria la fase inferior y como fase movil la fase superior. Se
inyectaron aproximadamente 850 mg por inyeccion hasta separar 3.4 g de extracto y se
recogieron 70 fracciones que fueron reagrupadas en 10 fracciones (F1 a F10) de acuerdo
a la composicién establecida por CCD. De estas fracciones, F6 (56mg) corresponde al
compuesto 2

La fraccion F1 presenta por cromatografia en CCD la presencia de flavonoides y saponinas.
La fraccion F2 (192 mg) fue posteriormente fraccionada mediante cromatografia liquida de
alta eficiencia en una columna RP-18 preparativa Hibar® usando un sistema isOcratico
MeCN / H2O (3:7), con un flujo de 3.0 mL/min detectando a 220 nm. De esta manera se
obtuvieron: Compuesto 7 (7 mg), el compuesto 6 (26 mg) y el compuesto 5 (6 mg). La
fraccion F9 y la fraccion F7 mostraron perfiles cromatogréaficos idénticos por lo cual ambas
fracicones se purificaron mediante cromatografia liquida de alta eficiencia en una columna
RP-18 semipreparativa Thermo® usando un sistema en gradiente de acetonitrilo (A) y agua
(B) (0-5 min 45% A, 6-25 min 50% A, 26 - 45 min 95%A), logrando la separacion del

compuesto 1 (12 mg) y el compuesto 8 (3 mg).

Los compuestos minoritarios, fueron obtenidos aplicando una segunda estrategia de
purificacién basada en el uso de resinas no i6nicas (Kakuno et al, 1992; De Marino et al,
1998). De esta forma, 10 g de la fraccidén butanolica se extrajeron por agitaciéon con la resina
Amberlite XAD-2 por agitacion con agua durante 2 horas, las proporciones de fraccion
butandlica / resina / agua 1:10:100. Posteriormente, la resina fue lavada con agua (1L) y

luego con metanol (1 L) resultando en las fracciones X1 (7g) y X2 (3g), respectivamente. A
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partir de 500 mg de la fraccion X2 se realizé un fraccionamiento en columna abierta RP-18
con gradiente discontinuo de MeCN - agua, desde 20% MeCN hasta 100% MeCN,
resultando 15 fracciones XF1 — XF15. La fraccion XF10 (14 mg) se purifico por
Cromatografia liquida de alta eficiencia en una columna RP-8 Waters® usando un sistema
en gradiente de acetonitrilo (A) y agua (B) (0-5min 40%A, 10min 50%A, 15min 70%A)
obteniéndose el compuesto 4 (2,5 mg) y el compuesto 3 (3 mg); este Ultimo se encontrd
también en la fraccion XF12 obteniéndose en total 14 mg del compuesto 3. Igualmente la
fraccion XF15 (31 mg) se purifico en las mismas condiciones que XF 10, obteniéndose el
compuesto 1 (5 mg). Un esquema de aislamiento de los compuestos se muestra en la figura
6
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Figura 5: Esquema de aislamiento de los compuestos obtenidos de la fraccion butandlica

de P. ligularis



2.3 Resultados y Discusion

Para la seleccion del sistema de solventes para el fraccionamiento por HSCCC, se sigui6
en ambas fases el contenido de saponinas y flavonoides por CCD revelando con sulfato
cérico aménico (Birk et al, 2005). Adicionalmente, se evaluaron los coeficientes de particion
de los compuestos en el cromatograma de la fase superior y en el de la fase inferior, por
medio de HPLC a partir de las areas bajo la curva de los diferentes picos (Oka, 2005) como

se muestra en la Figura 6 y la Tabla 7.

Figura 6: Cromatogramas de HPLC de la fraccién butanolica en Cloroformo, metanol, agua

(4:4:2), A) Fase superior, B) Fase inferior empleando el sistema de acetonitrilo (A) y agua
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(B) (0-5 min 45% A, 6-25 min 50% A, 26 - 45 min 95%A)

Tabla 7: Relacion de las areas de los diferentes tiempos de retencion observados en el

cromatograma de la fase inferior y superior para el sistema de acetonitrilo (A) y agua (B)

(0-5 min 45% A, 6-25 min 50% A, 26 - 45 min 95%A).

TIEMPO DE Fase Fase
PICO RETENCION| inferior | superior | K FI/FS K FS/FI
1 17.515 5.717| 11.1791 0.5 2.0
2 24.62 6.3227 6.0658 1.0 1.0
3 26.168 1.3143 5.1569 0.3 3.9
4 32.481 5.1569| 14.2052 0.4 2.8
5 32.996 7.7933| 15.7702 0.5 2.0
6 36.845 1.9525 1.3268 1.5 0.7
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En la tabla 7 se observan los coeficientes obtenidos para el sistema de acetonitrilo (A) y
agua (B) (0-5 min 45% A, 6-25 min 50% A, 26 - 45 min 95%A) utilizando como fase
estacionaria la fase organica y como fase movil la fase acuosa, y viceversa. Algunos
autores recomiendan seleccionar para la separacion aquellos sistemas que logren un rango
entre 0.5 <K <1 De esta forma un coeficiente de 1 nos permite considerar un sistema ideal
para la separacion del pico con 6ptima resoluciéon (Han et al, 2008).

Teniendo en cuenta los resultados del analisis de HPLC para los 2° sistemas evaluados,
se selecciond un sistema para la separacion de saponinas previamente reportado por Ma
et al en el 2010, con una composicién (cloroformo/ metanol / agua) en proporcion 4:4:2, en
el cual se logro para el pico 2 un coeficiente de particion K= 1, para el pico 6 un coeficiente
K = 1.5 y para los otros compuestos K cercanos a 0,5. Esto indica que existira mayor
afinidad de los compuestos por la fase inferior (fase movil), haciendo que haya una baja
retencion de los compuestos de interés en la fase estacionaria (Oka & Ito, 2005).

Luego de establecer las mejores condiciones cromatograficas, se procesaron 3,4 g de la
fraccion butandlica por inyecciones repetidas en HSCCC, con el sistema mencionado con
anterioridad, obteniéndose 70 fracciones reagrupadas en 10 fracciones (F1 — F10),
teniendo en cuenta la composicion detectada por CCD empleando como revelador sulfato
cerico amonico tal y como se muestra en la Figura 7. En esta placa se puede detectar la
presencia de flavonoides (manchas amarillas) en las fracciones F1 a F3 y de saponinas
(manchas moradas, Birk et al, 2005) en las fracciones F4 a F10, estan enriguecidas en

flavonoides y saponinas y posibles saponinas.

Figura 7: CCD de F1 a F10 , Fase movil: Acetato de etilo: acetona: Acido acético: agua
(6/2/1/1), Fase estacionaria: Silica, Revelador: Sulfato cérico amdnico



A partir de la fraccién orgénica del extracto acuoso de las hojas de P. ligularis empleando
dos estrategias se separacion (HSCCC y XAD-2), fue posible obtener 8 compuestos C.1-
C.8 (Figura 5), entre los cuales se encuentran saponinas y flavonoides. Resulta importante
mencionar la dificultad de la separacién de compuestos de alta polaridad, razén por la cual
la investigacion fitoquimica generalmente no estudia estas fracciones. El uso tanto de
HSCCC como resinas organicas, ademas de otras estrategias, han permitido que en los
Ultimos afos, los compuestos polares se puedan aislar para su elucidacion estructural. Los
compuestos aqui aislados fueron sometidos a analisis por medio de técnicas
espectroscopicas (RMN mono y bidimensional) y de espectrometria de masas para la

elucidacioén de sus estructuras.

2.3.1 Elucidacion compuesto 1

El compuesto 1 (11 mg) un sélido amarillo con [a]*°y + 29.93° (¢ = 0.025 MeOH), mostro6
por ESI-MS en modo positivo un ién pseudomolecular [M+H]* en m/z 834.5250, para una
férmula molecular CssH7:NO13 (Calculada m/ z 833,4925, error 29 ppm). Adicionalmente,
mostro una fragmentacion en m/z 631.4372 [M- 203.088]* (Anexo 2). El espectro de RMN-
'H medido en CD3;0D (400 MHz, anexo 3), mostrd las sefiales caracteristicas de saponinas
con 8 metilos (64 0.76; 0.91; 0.92; 1.02; 1.11; 1.23; 1.43, 1.99); dos sefales para
hidrogenos de carbonos anoméricos en azucares 6 4.40 y 4.88. Senales para protones
unidos a heteroatomos en 6y 4,60, 3.86, 3.83, 3.82, 3.63, 3.60, 3.58, 3.44, 3.41, 3.20, 3.19,
3.16.

El espectro de RMN-C (100 MHz, anexo 4) del compuesto 1 mostré 4 carbonos olefinicos
(6135.6, 136,0, 107.7 y 144.0), 13 metilenos y 8 metilos (6 12,2; 16,5; 16,5; 19,6; 20,4;
24.5; 28,3 y 22,9). También se evidencié una sefial en dc174 que corresponde al
desplazamiento de un carboxilo. Adicionalmente, se observa dos carbonos cuaternarios en
0. 107.6 y 68.3, 2 metinos en &, 144.0 y 72.3, sefiales para un metileno en &.; 38.3 y dos
metilos en 6.12.8 y 24.5.

La asignacion de las sefiales de RMN-!H a los carbonos detectados en el experimento 3C
se realiz6 por medio de un experimento HSCQ (Anexo 5) y por correlaciones en HMBC con
J=10Hz y 5 Hz (Anexo 6ay 6b) y COSY (Anexo 7). De esta forma se pudo establecer la
estructura de la aglicona como nucleo lanostano con insaturaciones entre el C-8 y C-9, asi

como la presencia de metilos en las posiciones C-18, C-19, C-28, C-29 y C-30, acorde con
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la numeracion para nucleo lanostano (Emmons et al, 1989; Nakata et al, 2009). Ademas,
por HMBC se logré identificar una N-acetilglucosamina unida por el protdbn anomérico (&u
4.88) al carbono 3 de una glucosa (6c 76.6) y a su vez la unién de esta glucosa por el
carbono anomérico (6+4.40) al carbono 3 de la aglicona (¢ 91.8) como se muestra en la
figura 8.

Para la cadena lateral en COSY se observa la correlacion del H-22 (&4 4.25) con el H-23
(®n 1.91), mientras que en HMBC se observan las correlaciones de los metilos en 64 1.49
y 1.23 con el carbono en 6. 144.0, 107.6 (C-24) y 68.3 (C-25). Adicionalmente, se observo
un metino olefinico oxigenado en la posicién 31, cuyo protén (& 6.48) mostrd una
correlacion con el carbono de la posicion 22 &, 72.3, o que nos indica que forma un ciclo
de 6 miembros, estos éteres ciclicos han sido reportados en triterpenos con nucleo hopano
y lanostano. Sin embargo, estos ejemplos no presentan insaturaciones (Isaka et al, 2011).
Con esta informacion se proponen en la figura 9 las subestructuras A y B, como posibles

estructuras para la cadena lateral del compuesto 1.

Tabla 8: Desplazamientos en RMN *H (400 MHz) y **C (100 MHz) para el compuesto 1 en
CDs0D, & en ppm.

Compuesto 1 Moreno. 2013
OH, mult, integracién, J OH, mult,
Carbono 5C (Hz) 5C integracion, J (Hz)
1.74, (m), 1H 1.76, 1H
1 36.9 1.23, (m), 1H 36.9 1.23,1H
1.72. (d), 1H, 10.1 1.72,1H
2 276 2.09, (m), 1H 276 2.06, 1H
3 91.8 3.19, (m), 1H 91.7 3.21, (d), 1H. 4.27
4 40.5 - 40.6 -
5 52.1 1.15, (m), 1H 52.1 1.08, 1H
1.50, (m), 1H
6 19.2 1.70, (m), 1H 19.2 1.50, 1H
1.73, (m), 1H 1.70, 1H
! 276 1.97, (m), 1H 276 2.00, 1H
8 135.6 - 135.5 -
9 136 - 136.0 -
10 37.9 - 37.9 -
11 21.9 2.06, (m), 2H 22.0 2.07, 2H
12 31.9 1.70, (m), 2H 31.9 1.70, 2H




13 51.0 - 51.0
14 45.2 - 45.2 -
15 31.8 1.27, (m), 2H 31.1 1.28, 2H
16 27.0 ND 27.0
17 43.9 1.80, (m), 1H 43.8 1.78, 1H
18 16.5 0.76, (s), 3H 16.5 0.79, (s), 3H
19 19.7 1.02, (s), 3H 19.7 1.04, (s), 3H
20 30.8 1.28, (m), 2H 30.6 1.29, 2H
3.77, (m), 1H 3.06, 1H
21 64.6 3.32, (m), 1H 63.6 4.00, (d1d§j51H, 4.9,
22 72.3 4.25 (m). 1H 76.9 4.72 (d). 1H. 4.4
1.91, (m), 1H 1.85, 1H
23 384 2.00, (m), 1H 38.6 2.17, 1H
24 68.3 - 72.0 -
25 107.6 -- 43.9 1.77,1H
26 12.8 1.49, (s), 3H 9.5 1.30 (d), 3H, 2.85
27 24.5 1.23, (s), 3H 26.6 1.22, (s), 3H
28 28.3 1.11, (s), 3H 28.6 1.12, (s), 3H
29 16.7 0.92, (s), 3H 16.7 0.92 (s), 3H
30 24.7 0.91,(s), 3H 24.7 0.93, (s), 3H
31 144.0 6.48, (s), 1H 177.5 -
1 105.3 4.40, (d), 1H. 7.7 105.3 4.43, (d), 1H, 8.1
2 79.3 3.60, (m), 1H 79.6 3.61, 1H
3 76.6 3.44, (d). 1H. 4.39 79.3 3.47, (m), 1H
4 71.9 3.30, (m). 1H 72.9 3.15, (m), 1H
5 78.4 3.25, (m). 1H 71.9 3.26, (m), 1H
& 628 3.82, (m). 1H 3.59, (m), 1H
3.83, (m). 1H 63.6 3.87, (m), 1H
1~ 102.0 4.88, (d), 1H. 8.0 102 4.9, (d), 1H, 10.3
27 58.1 3.63, (d), 1H. 8.24 58.1 3.61, 1H
37 79.2 3.41, (m), 1H 76.7 3.44, 1H
47 72.8 3.16, (m), 1H 78.3 3.27,1H
57 77.0 3.27, (m), 1H 77.7 3.25, (d), 1H, 4.66
3.58, (d), 1H, 5.1 3.85, (m), 1H
6" 63.6 3.86, (m), 1H 628 3.64, (m), 1H
COMe 174.0 - 174.0 -
COMe 23.0 1.99, (s), 3H 23.0 2.01, (s), 3H
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Figura 9: Posibles subestructuras encontradas para la cadena lateral del compuesto 1



Teniendo en cuenta la masa obtenida de 833.5250 y que en la posicién 24 se encuentra
un carbono cuaternario enlazado a un oxigeno (&: 68.3) se propone la formacién de un
piranosido en la cadena lateral entre C-21 y C-24, como se presenta en la subestructura B.
De otro lado, el epsetro de masas mostré un ion en m/z 631.4333 correspondiente a la
pérdida de la subunidad de N-acetilglucosamina.

En cuanto a la estereoquimica del compuesto 1, se tomaron espectros NOESY (Anexo 8)
por medio del cual se pudo observar la correlacion en el espacio del proton del C-3 (&u
3.19) que esta en posiciéon a correlaciona con los protones del metilo ecuatorial del C- 28
(6n 1.10), el cual a su vez correlaciona espacialmente con un proton del C-2 (6 1.72) y con
un proton del C-6 (6w 1.70a), este ultimo correlaciona también con los protones del metilo
del C-30 (dw 0.94) en posicién axial, el cual correlaciona con el proton del C-17 (&4 2.08).
De otra parte se encuentra correlacion de los protones del metilo C-29 (d+ 0.91) con el
proton del C-6 (o 1.50) en posicion B el cual correlaciona con los protones del metilo en
C-18 (01 0.82) y este con los protones del metilo C-19 (dn 1.03), las anteriores correlaciones

permiten proponer la configuracién del nacleo lanostano como se muestra en la figura 10.

Figura 10: Correlaciones NOESY encontradas para el compuesto 1

Sin embargo, los resultados de correlaciones NOESY para los protones de la cadena lateral
fueron poco concluyentes y no dejaron evidenciar las correlaciones esperadas para poder
establecer la configuacién relativa del carbono 20, 22 y 24. A pesar de la falta de esta
informacién, la comparacién de los deplazamientos quimicos del compuesto 1 con otros
nucleos de lanostanos (IUPAC-IUB, 1989; Wang et al, 2014, Afiyatullov et al, 2007), nos
permiten concluir que la estereoquimica de la aglicona, asi como la estereoquimica relativa
de los azucares es la que se presenta en la figura 11. De esta forma se propone la
estructura plana del compuesto 1 denominado ligularésido B, como se muestra en la Figura
11, de acuerdo a la revision en bases de datos especializadas Scifinder® y Chemspider®,

este compuesto no ha sido previamente aisaldo de fuentes naturales.
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Figura 11: Estructura propuesta para el compuesto 1 (ligularosido B)

2.3.2 Elucidacién compuesto 2

El compuesto 2 (57 mg), un sélido amarillo con [a]*°> + 23.51° (c = 0.1 MeOH), mostré por
ESI-MS en modo positivo un ién pseudomolecular [M+H]* en m/z 850.5258, para una
férmula molecular C41H71NO14 (Calculada para 849.4875, error 36 ppm) (Anexo 9).
Adicionalmente, se observaron fragmentaciones en m/z 647.4359 [M - 203.0899], m/z
425.7685 [647.4359 — 221.6674]. El espectro de RMN-H (CD3zOD, 400 MHz, anexo 10)
muestra 8 sefales para metilos con desplazamientos 64 0.82; 0.91; 0.94; 1.03; 1.11; 1.85;
1.98; 1.99; dos senales para hidrogenos de carbonos anoméricos en azucares o 4.40 (1H,
d, J=7.8Hz)y 4.88 (1H, d, J = 8.0 Hz). También se identificaron sefiales para protones
unidos a heteroatomos en oy 3.16; 3.41; 3.19; 3.44; 3.60; 3.63, 3.58; 3.82; 3.83 y 3.86,
ademas de sefales para metilenos alifaticos.

El espectro de RMN-*3C (100 MHz, Anexo 11) del compuesto 2 mostrd dos carboxilos de
éster (&¢c 174 y 170), cuatro carbonos olefinicos (8¢ 153.9, 136.0, 135.5, y 121.8), 15
metinos (&¢ 105.3, 102.0, 91.8, 79.7, 79.3, 79.2, 78.4, 77.0, 76.6, 72.8, 71.9, 58.1, 52.1,
43.9, 30.7) 12 metilenos (8¢ 63.6, 62.8, 61.4, 36.7, 35.5, 32,0 31.6, 27.6, 27.6, 27,0 22,0
19.2) junto con 8 metilos (6 12,2; 16,5; 16,5; 19,6; 20,4; 24,5; 28,0 y 22,9). Las sefales
observadas para el compuesto 2 son similares a las de saponinas glicosidadas, la cual

segun sus desplazamientos quimicos corresponden a un nucleo lanostano y a dos



unidades de azucar, similares al ligularosido A, obtenido previamente en nuestro grupo a
partir de P. ligularis (Moreno, 2013). Sin embargo, al comparar los datos, se observan
diferencias en los desplazamientos de la cadena lateral, como se presenta en la tabla 9.

La asignacion de las sefiales de RMN-'H a los carbonos detectados en el 3C se realizé
por medio del experimento HSQC (Anexo 12), la conectividad entre los fragmentos
asignados por estos experimentos se realizaron por medio de experimentos COSY H-H
(Anexo 13), TOCSY (Anexo 14) y HMBC (Anexo 15A y 15B) medido conJ=10Hzy J =5
Hz. Estos experimentos permitieron establecer la conectividad entre C-3'y C-1"" de la
glucosa y la N-acetilglucosamina, respectivamente. Asimismo, se establecido la
conectividad de estos azucares a la aglicona por el C-3 (Figura 12). Es importante
mencionar que la asignacion de las sefiales de carbono y proton de las dos unidades de
azucar fueron revisadas respecto a lo reportado por Moreno, 2013, por medio del analisis

cuidadoso del experiemento TOCSY.

--- COSY

= TOCSY

- HMBC 5Hz

> HMBC 10Hz
R= Cadena lateral

Figura 12: Principales correlaciones para los azucares y el nlcleo de la aglicona en el

compuesto 2

La elucidacion de la cadena lateral se hizo con base en las correlaciones observadas en
HMBC (Figura 13) lo cual permitié ubicar las dos oxigenaciones en C-21 (6¢ 61.4) y C-22
(&¢c 79.7), un doble enlace entre C-24 y C-25 (&¢ 153.9 y 121.8), dos metilos en C-26 (¢
20.4) y C-27 (8¢ 12.2) y un carboxilo en C-31 (¢ 170.0). Es importante resaltar la presencia

de una instauracion entre los C-24 y C-25, que es comun para saponinas triterpenoidales
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tetraciclicas de nucleo lanostano (Emmons et al, 1989; Nakata et al, 2009), pero que no se

habia evidenciado en lo reportado para esta especie.

Tabla 9: Desplazamientos en RMN *H (400 MHz) y *C (100 MHz) para el compuesto 2 en

CDsOD, & en ppm.

Compuesto 2

Moreno. 2013

Posicién 5C OH, mult, I(r;t;a)gracmn, J 5C Integ?:(’:ig]r:],lt]’ )
1 36.7 1.76, (m), 1H. 36.9 1.76, 1H
1.20, (m).1H 1.23, 1H
1.72, (m), 1H. 3.0 1.72, 1H
2 276 2.06, (d), 1H, 13.7 276 2.06, 1H
3 91.8 3.19, (m), 1H) 91.7 3.21, (d), 1H. 4.27
4 40.6 - 40.6 -
5 52.1 1.10, (d), 1H, 2.8 52.1 1.08, 1H
6 19.2 1.70, (d). 1H, 3.0 19.2 1.50, 1H
1.57, (m), 1H ’
. 976 1.72, (m), 1H 976 1.70, 1H
2.01, (m), 1H 2.00, 1H
8 135.5 - 135.5 -
9 136.0 - 136.0 -
10 37.9 - 37.9 -
11 22.0 2.09, (m), 2H 22.0 2.07, 2H
12 31.6 1.69, (m), 1H 31.9 1.70, 2H
13 51.0 - 51.0 -
14 45.2 - 45.2 -
15 32.0 1.27, (m), 2H 31.1 1.28, 2H
16 27.0 ND 27.0
17 43.9 2.08, (m), (1H) 43.8 1.78, 1H
18 16.5 0.82, (s), 3H 16.5 0.79, (s), 3H
19 19.6 1.03, (s), 3H 19.7 1.04, (s), 3H
20 30.7 1.29, (m), 2H 30.6 1.29, 2H
3.70, (m), 1H. 4.0 3.06, 1H
21 61.4 3.60, (d), 1H. 2.8 63.6 4.00, (dd), 1H, 4.9,
135
22 79.7 4.60, (d), 1H, 14.8 76.9 4.72 (d). 1H. 4.4
03 35 ;s 2.20, (m), 1H 386 1.85, 1H
2.97, (t), 1H, 15.3, 15.3 2.17, 1H
24 153.9 - 72 -




25 121.8 - 43.9 1.77,1H
26 20.4 1.98, (s), 3H 9.5 1.30 (d), 3H, 2.85
27 12.2 1.85, (s), 3H 26.6 1.22, (s), 3H
28 28.4 1.10, (s), 3H 28.6 1.12, (s), 3H
29 16.5 0.91, (s), 3H 16.7 0.92 (s), 3H
30 24.5 0.94, (s), 3H 24.7 0.93, (s), 3H
31 170.0 - 177.5 -
1 105.3 4.40, (d), 7.8Hz 105.3 4.43, (d), 1H, 8.1
2 79.3 3.60, (m), 1H 79.6 3.61, 1H
3 76.6 3.44, (m), 1H 79.3 3.47, (m), 1H
4 71.9 3.30, (m), 1H 72.9 3.15, (m), 1H
5 78.4 3.25, (m), 1H 71.9 3.26, (m), 1H
& 62.8 3.67. (m). 1H 63.6 3.59, (m), 1H
3.86. (m). 1H 3.87, (m), 1H
1~ 102.0 491, (d),1H, 8.01 102 4.9, (d), 1H, 10.3
27 58.1 3.63, (m), 1H 58.1 3.61, 1H
37 79.2 3.41, (m), 1H 76.7 3.44, 1H
4 72.8 3.16, (m), 1H 78.3 3.27,1H
57 77.0 3.27, (m), 1H 77.7 3.25, (d), 1H, 4.66
. 3.66, (d), 1H, 4.78 3.85, (m), 1H
6 63.6
3.87, (d), 1H, 6.61 62.8 3.64, (m), 1H
COMe 174.0 - 174 -
COMe 23.0 1.99, (s), 3H 23.0 2.01, (s), 3H

Teniendo en cuenta las correlaciones en HMBC observadas para los carbonos de la

cadena lateral, se pueden proponer 2 subestructuras iniciales (figura 13).

H
HO O

N

Subestructura A Subestructura B

—> HMBC 10Hz
—> HMBC 5Hz
R’= Aglicona

0] ]

Figura 13: Posibles subestructuras encontradas para la cadena lateral del compuesto 2
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El desplazamiento en 6¢ 170 asi como la del carbono 22 en 8¢ 79.7 sugiere la presencia de
una o lactona. Adicionalmente, si tenemos en cuenta el i6bn en m/z 849.5258 observados
en el espectro de masas, nos confirma la subestructura de la figura 13A en la cual se forma
la lactona. Saponinas con y-lactonas se han encontrado en hongos género Ganoderma
(Andrade et al; Qiao et al, 2007). De esta forma se propone la estructura plana del
compuesto 2 como se muestra en la figura 15, el cual se denominé ligularosido C, el cual

no mostrod coincidencias en las bases de datos especializadas Scifinder y Chemspider.

Para la estereoquimica relativa de la aglicona del compuesto 2, se compararon
desplazamientos de esta y los del compuesto 1 resultando bastante similares, lo que indica
gue los azucares y el nucleo tetraciclico de la aglicona comparten la misma configuracion
descrita para el compuesto 1. Adicionalmente, se compararon las correlaciones del
espectro NOESY (Anexo 16) encontrando, ademas de las correlaciones descritas para el
compuesto 1, una nueva correlacion de los protones del metilo C-18 y los protones del
metileno del C-21 (&4 3.60, 3.70) perteneciente a la cadena lateral. Esto evidencié que la
cadena lateral esta en B respecto al nucleo tetraciclico (Figura 14). Sin embargo, la
ausencia de otras correlaciones de los demas protones de la cadena lateral no nos permite

establecer la configuracién relativa del carbono 20 y 22

Figura 14: Correlaciones NOESY encontradas para el compuesto 2

De esta forma se plantea la estructura del compuesto 2 como se observa en la figura 15



Figura 15: Estructura planteada para el compuesto 2 (ligularosido C)

2.3.3 Elucidacién compuesto 3

El compuesto 3 (14 mg) un sélido amarillo con [a]*>%, + 28.40° (c = 0.025 MeOH) fue
identificado por ESI-IT-MS con un i6n pseudomolecular [M+Na]* m/z 872.3808 (Anexo 17).
En el espectro de RMN-H (Anexo 18) se observaron senales para ocho metilos en &4 0,78;
0,90; 0,91; 1,02; 1,10; 1,20; 1,29; 1.99; dos sefiales para metinos en &y 4,40 y 4,89,
caracteristicas para hidrégenos de carbonos anoméricos en azUcares. Sefiales para
protones unidos a heteroatomos en 64 4,72, 3.86, 3.83, 3.82, 3.63, 3.60, 3.58, 3.44, 3.41,
3.20, 3.19, 3.16.

El espectro de RMN 3C (Anexo 19) mostr6 sefiales para ocho metilos (8¢ 9.4, 16.5, 16.7,
19.7, 23.0, 24.7; 28.3; 28.4), 2 carbonos olefinicos (6¢c 135.4 y 136.1), ademas de dos
carbono carboxilicos en 8¢ 174.0 y 177.1. Al comparar los datos con la aglicona de los
ligularosidos A, B y C el compuesto 3 también posee un nucleo lanostano que presenta
una insaturacion entre los carbonos 8 y 9, asi como la glicosidacién por el carbono 3 de la
aglicona por una subunidad de glucosa sustituida en la posicion 3" con una N-
acetilglucosamina. Sin embargo, se observaron diferencias en la cadena lateral del
compuesto 3, particularmente en los desplazamientos de los carbonos 25y 27 (8c 445y

28.3, respectivamente), asi como en el desplazamiento del proton del carbono 25 en &4
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2.56. Al observar las correlaciones en HSQC (Anexo 20), HMBC (Anexo 21 ) y COSY
(Anexo 22) se plantea la misma estructura plana del ligularosido A (Moreno 2013),

sugiriendo que el compuesto 3 podria ser el epimero en el C-25 del ligularésido A. Al igual

gue el compuesto 1 y 2, los desplazamientos de los carbonos y los hidrégenos de la

aglicona son similares por lo que se plantea la misma configuracion para los azlcares y la

aglicona del compuesto 3 (Figura 16). Sin embargo, al igual que con los otros compuestos

descritos, se requieren datos de los experimentos NOESY o ROESY para poder establecer

la configuracion de los carbonos 20, 22, 24 y 25 de la cadena lateral.

Tabla 10: Desplazamientos en RMN *H (400 MHz) y *C (100 MHz) para el compuesto 3
en CD30D, & en ppm.

Compuesto 3

Moreno. 2013

L 8H, mult., Integracion, OH, mult.,
Posicion 6C J (Hz) 6C Integracic’)n, J (Hz2)
1.76, (m), 1H. 1.76, 1H
1 36.7 36.9
1.24, (m),1H 1.23, 1H
1.72, (m), 1H, 3.0 1.72, 1H
2 27.6 27.6
2.06, (m), 1H 2.06, 1H
3 91.8 3.19, (m), 1H) 91.7 3.21, (d), 1H. 4.27
40.6 - 40.6 -
5 52.1 1.10, (m), 1H 52.1 1.08, 1H
1.70, (d), 1H. 3.0
6 19.2 19.2 1.50, 1H
1.57, (m), 1H
1.72, (m), 1H 1.70, 1H
7 27.6 27.6
2.01, (m), 1H 2.00, 1H
135.5 - 135.5 -
136.0 - 136.0 -
10 37.9 - 37.9 -
11 22.0 2.09, (m), 2H 22.0 2.07, 2H
12 31.6 1.69, (m), 1H 31.9 1.70, 2H
13 51.0 - 51.0 -
14 452 - 452 -
15 32.0 1.28, (m), 2H 31.1 1.28, 2H
16 27.0 ND 27.0




17 43.9 1.81, (d), 1H, 3.9 43.8 1.78, 1H
18 16.6 0.78, (s), 3H 16.5 0.79, (s), 3H
19 19.7 1.02, (s), 3H 19.7 1.04, (s), 3H
20 30.8 1.30, (m), 1H 30.6 1.29, 2H
3.06 (d), 1H, 2.7 3.06, 1H
21 63.6 4.00, (d), 1H, 4.0 036 4.00, (dfg'slH' 4.9,
22 76.9 4.72, (m), 1H 76.9 4.72 (d). 1H. 4.4
1.88, (m), 1H 1.85, 1H
23 38.4 2.2, (d), 1H, 5.1 38.0 2.17, 1H
24 71.9 - 72.0 -
25 44.6 2.56 (q), 1H, 7,2 43.9 1.77, 1H
26 9.40 1.29, (m), 3H 9.50 1.30 (d), 3H, 2.85
27 28.3 1.19, (s), 3H 26.6 1.22, (s), 3H
28 28.4 1.10, (s), 3H 28.6 1.12, (s), 3H
29 16.5 0.90, (s), 3H 16.7 0.92 (s), 3H
30 24.6 0.91,(s), 3H 24.7 0.93, (s), 3H
31 177.1 - 177.5 -
1 105.3 4.40, (d), 7.8 105.3 4.43, (d), 1H, 8.1
2 79.3 3.60, (m), 1H 79.6 3.61, 1H
3 76.6 3.44, (m), 1H 79.3 3.47, (m), 1H
4 71.9 3.30, (m), 1H 72.9 3.15, (m), 1H
5 78.4 3.25, (m), 1H 71.9 3.26, (m), 1H
) 3.67, (m), 1H 3.59, (m), 1H
6 62.8 63.6
3.83, (m), 1H 3.87, (m), 1H
1" 102.0 4.91, (d), 1H, 8.1 102.0 4.9, (d), 1H, 10.3
27 58.1 3.63, (m), 1H 58.1 3.61, 1H
3" 79.2 3.41, (m), 1H 76.7 3.44, 1H
4 72.8 3.16, (m), 1H 78.3 3.27,1H
57 77.0 3.27, (m), 1H 77.7 3.25, (d), 1H, 4.66
- 636 3.58, (d), 1H, 4.78 62.8 3.85, (m), 1H
3.86, (d), 1H, 6.61 3.64, (m), 1H
COMe 174.0 - 174 :
COMe 23.0 1.99, (s), 3H 23.0 2.01, (s), 3H
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* Posicion donde probablemente se encuentra el epimero

Figura 16: Estructura propuesta para el compuesto 3 (ligularésido D)

2.3.4 Elucidacién compuesto 4

El compuesto 4 (2.5 mg), un soélido amarillo con [a]**° + 22.13° (c = 0.1 MeOH) mostr6
por ESI-FITMS con un i6n pseudomolecular m/z [M+Na+H]* 873.3437 (Anexo 23) en el
espectro de RMN-H medido en CDsOD (400MHz, anexo 24, Tabla 11) muestra 8 sefiales
para metilos con desplazamientos & 0.75; 0.90; 0.91; 1.02; 1.11; 1.98; 1.99; dos sefiales
para hidrégenos de carbonos anoméricos en azucares O 440 y 4.88. También se
identificaron sefiales para protones unidos a heteroatomos & 3.86, 3.83, 3.82, 3.60, 3.58,
3.44, 3.41, 3.19, 3.16. Los datos reportados para el compuesto 4 (RMN-!H) coinciden con
los reportados para el ligularésido A, (Moreno, 2013), salvo la correccion de la asignacion
de las subunidades de los azUcares descrita en el compuesto 2. Otra contribucién a la
elucidacion estructural del ligularosido A es el plantear, por comparacion con los datos de
los compuestos 1 a 3, la configuracion relativa de las dos sub unidades de azucar vy el

nucleo de la aglicona, tal y como se presenta en la Figura 17.



Tabla 11: Desplazamientos en RMN 1H (400 MHz) para el compuesto 4 en CDsOD, & en

ppm.
Compuesto 4 Moreno. 2013
Posicién OH, mult., (I:cze)gramon, J 5C Integar:(’:irgﬁ,ltj’ )
L 1.76, (m), 1H. 36.0 1.76, 1H
1.23, (m),1H 1.23,1H
1.72, (m), 1H, 3.0 1.72, 1H
2 27.6
2.06, (m), 1H 2.06, 1H
3 3.21, (m), 1H 91.7 3.21, (d), 1H. 4.27
4 - 40.6 -
5 1.11, (m), 1H 52.1 1.08, 1H
6 1.57, (m), 1H 19.2 1.50, 1H
1.72, (m), 1H 1.70, 1H
7 27.6
2.01, (m), 1H 2.00, 1H
8 - 135.5 -
9 - 136 -
10 - 37.9 -
11 2.09, (m), 2H 22 2.07, 2H
12 1.70, (m), 1H 31.9 1.70, 2H
13 - 51 -
14 - 45.2 -
15 1.27, (m), 2H 311 1.28, 2H
16 ND 27
17 1.80, (m), (1H) 43.8 1.78, 1H
18 0.78, (s), 3H 16.5 0.79, (s), 3H
19 1.02, (s), 3H 19.7 1.04, (s), 3H
20 1.29, 2H 30.6 1.29, 2H
3.06, (m), 1H 3.06, 1H
21 3.99, (m), 1H 63.6 4.00, (d1d%1.51H1 4.9,
22 4.72, (d), 1H, 4.5 76.9 4.72 (d). 1H. 4.4
23 1.87, (m), 1H 38.6 1.85, 1H
2.20, (m), 1H 2.17, 1H
24 - 72 -
25 1.80, (m), 1H 43.9 1.77,1H
26 1.28, (m), 3H 9.5 1.30 (d), 3H, 2.85
27 1.20, (s), 3H 26.6 1.22, (s), 3H
28 1.10, (s), 3H 28.6 1.12, (s), 3H
29 0.90, (s), 3H 16.7 0.92 (s), 3H
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30 0.91, (s), 3H 24.7 0.93, (s), 3H
31 - 177.5 -
1 4.41, (d), 1H, 7.8 105.3 4.43, (d), 1H, 8.1
2 3.60, (m), 1H 79.6 3.61, 1H
3 3.44, (m), 1H 79.3 3.47, (m), 1H
& 3.30, (m), 1H 72.9 3.15, (m), 1H
5 3.25, (m), 1H 71.9 3.26, (m), 1H
) 3.82, (m), 1H 3.59, (m), 1H
6 3.83, Em; 1H 63.6 3.87, Em; 1H
17 4.91, (d), 1H, 8.01 102 4.9, (d), 1H, 10.3
27 3.63, (m), 1H 58.1 3.61, 1H
3" 3.41, (m), 1H 76.7 3.44, 1H
4 3.16, (m), 1H 78.3 3.27,1H
5 3.27, (m), 1H 77.7 3.25, (d), 1H, 4.66
3.86, (d), 1H, 6.6 3.85, (m), 1H
6" 62.8
3.58, (m), 1H 3.64, (M), 1H
COMe - 174 -
COMe 2.00, (s), 3H 23 2.01, (s), 3H

[SSRITNID
(e

Figura 17: Estructura del compuesto 4 (ligularosido A)




2.3.5 Elucidacion del compuesto 5

El compuesto 5 (6 mg) un sélido amarillo con [a]***p -22.58° (¢ = 0.05 MeOH) mostré en
el espectro de RMN-'H (CDsOD, 300 MHz, Anexo 25) sefiales caracteristicas para los
cuatro protones de un anillo aromético p - disustituido (dw 8.07, 2H, d, J = 8.7 Hz,), 6.91
(2H, d, J =8.7 Hz). Se observan sefales para un anillo tetrasustituido con protones en meta
(6n 6.21,1H, sy 6.40, 1H, s), que sugieren la estructura de un flavonide. Adicionalmente,
se presentan sefiales para un azucar, con un protén anomérico en &4 5.24 (1H,d,J= 7.4
Hz) y sefiales entre dn 3.2 - 3.7 ppm correspondientes a los protones carbindlicos,

indicando que el compuesto 5 presenta una mono glicosilacion.

En el espectro de APT (CD3OD, 300 MHz, Anexo 26) se observaron sefiales de carbonos
sp? en 8¢ 162.8, 159.5, 160.8, 158.4, 135.4 132.2 (X2), 122.8, 116.1 (X2), 100,1, 95.0, Se
observo también un carbono anomérico en 8C 104.1 que sugiere un enlace O-glicésido, ya
gue los enlaces C- glicésido saldrian a campo mas alto, alrededor de 70 — 80 ppm (Rayyan
et al, 2005) y 5 senales de la unidad de azucar en &¢c 75.7, 78.3 71.2, 78.14, y 62.5,
confirmando la monoglicosidacién del compuesto 5. Estos desplazamientos coinciden con
los reportados para el kaempferol-3-O-B-glucopiranésido (Demirezer et al., 2005, Figura
18, Tabla 12)

Tabla 12: Desplazamientos en RMN-'H (300 MHz) y *C (75 MHz) para el compuesto 5 en
CDs0D, 6 en ppm, Jen Hz

Compuesto 5 Demirezer et al, 2005
OH, mult, J (Hz),
Carbono 6C integ_]racién oC OH, mult, J (H2)
2 158.4 158.6
3 135.4 135.4
4 ND 179.4
5 162.8 163.0
6 100.1 6.21, (s), 1H 100.3 6.18, (s) 1H
7 ND 167.3
8 95.0 6.40, (s), 1H 95.1 6.37, (s) 1H
9 159.5 158.9
10 ND 105.4
1 122.8 122.8
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2 132.2 8.06, (d), 2H, 8.7 | 132.3 8.04, (d) 2H, 9.0
3 116.1 6.89, (d), 2H,8.7 | 116.1 6.87, (d) 2H, 9.0
& 160.8 161.6

5 116.1 6.89, (d), 2H,8.7 | 116.1 6.87, (d) 2H, 9.0
6 132.1 8.06, (d), 2H, 8.7 | 132.3 8.04, (d) 2H, 9.0
17 104.1 5.24, (d), 1H, 7.4 | 104.2 5.22, (d), 7.5
2" 75.7 3.21, (m), 1H 75.7 3.19, (m)
3" 78.3 3.46, (m), 1H 78.1 3.42, (m)
4 71.2 3.44, (m), 1H 71.3 3.42, (m)
5 78.1 3.44, (m), 1H 78.4 3.42, (m)

3.55, (dd), 1H, 11.7;

., 5.5 3.52 (dd), 12.0; 4.5

6 625 17370, @d), 1, 117, | % o
1.8 3.68 (dd), 12.0, 2.0

OH

Figura 18: Estructura del compuesto 5

2.3.6 Elucidacién compuesto 6

El compuesto 6 (26 mg) es un soélido amarillo con [a]?"®p - 41.69° (c = 0.1 MeOH). En el
espectro de RMN-H (CDsOD, 300 MHz, Anexo 27) se observaron sefiales caracteristicas
de un anillo aroméatico 1,3,4-trisustituido con protones en oy 7.71 (1H, d, J = 1.6 Hz), 6.87
(1H, d, J=8.1 Hz) y 7.59 (1H, dd, J = 8.5; 2.0 Hz). El anillo A muestra dos protones con
acoplamiento meta- en &4 6.2 (1H, d, 1.6 Hz) y 6.39 (0n d, 1.6 Hz). Adicionalmente, se
presenta una sefial caracteristica de protén anomérico en 5.23 (1H, d, J = 7.5 Hz) indicando
gue el compuesto 6 presenta una mono glicosilacion. En el espectro de APT (CDsOD, 300
MHz, Anexo 28) se observaron sefiales de carbonos aroméaticos en 6¢163.1, 166.1, 158.5,
158.4,149.8.145.9, 135.6, 123.2, 117.5, 116.0, 100,0, 94.8. Se observ6 también un carbén

anomerico en dc 104.3 que sugiere un enlace O-glicosido y 5 sefiales de la unidad de



azucar en &c 75.7, 78.1, 71.2, 78.4 y 62.5. Con base en la comparacion de los
desplazamientos obtenidos por RMN-'H y RMN-APT con los datos de literatura, (Islam et
al., 2012), el compuesto 6 fue identificado como quercetina-3-O-B-glucopiranosido.
(Figura 19, Tabla 13)

Tabla 13: Desplazamientos en RMN *H (300 MHz) y *C (75 MHz) para el compuesto 6 en
CDs0D, ® en ppm, Jen Hz

Compuesto 6 Islam et al, 2012
6H mult, O6H mult,
integracion J integracion J
Carbono | 8C (ppm) (Hz) 6C (ppm) (Hz)
2 158.5 - 158.4 -
3 135.6 - 135.6 -
4 ND - 179.84 -
5 163.1 - 162.99 -
6 100.0 6.20, (d), 1H; 1.6 99.89 6.19, (d), 1H; 2
7 166.3 - 165.97
8 94.8 6.40, (d), 1H, 1.6 94.73 6.38, (d), 1H; 2
9 158.4 - 158.44 -
10 ND - 105.68 -
1 123.1 - 123.08 -
2 117.5 7.72 (d), 1H, 1.7 117.59 | 7.71,(d), 1H; 2
3 145.9 - 145.87 -
4 149.9 - 149.83 -
5’ 116.0 6.87 (dd), 1H, 8.5 | 116.01 |6.87, (d), 1H; 8.4
7.59 (dd), 1H, 2.0; 7.58, (dd), 1H, 2,
6 123.2 8.5 123.2 8.4
17 104.3 5.24 (d), 1H, 7.5 104.39 |5.23, (d), 1H, 7.6
2" 75.7 3.49 (m), 1H 75.73 | 3.48, (), 1H, 9.2
3" 78.1 3.36 (m), 1H 78.11 3.35, (1), 1H 8.8
4 71.2 3.59 (m), 1H 71.22 3.43, (1), 1H 9.6
5" 78.4 3.22 (m), 1H 78.35 3,24 (m), 1H
3.71, (dd), 2.2; 3.73, (dd), 1H 2;
” 116, 11.6
6 625 342, (dd), 59, | ©%°® [ 356, (dd), 1A,
11.6 5.2;11.6
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Figura 19: Estructura del compuesto 6

2.3.7 Elucidacion del compuesto 7

El compuesto 7 (7 mg) se aislé como un sélido amarillo con [a]?"®p -14.04° (c 0.1 MeOH),
en el espectro de RMN-'H (Anexo 29) mostr6 sefales caracteristicas un anillo
tetrasustituido con protones en posicion meta- 5.85 (1H,d, J =2.2 Hz) y 5.95 (1H, d, J =
2.2 Hz). Protones para un anillo 1,3,4 trisustituido con sefales en 6.83 (1H, d, J = 1.6Hz),
6.76 (1H,d, J=8.1Hz )y 6.73 (1H, J = 1.8 Hz).

En el espectro de APT (CDsOD, 300 MHz, Anexo 30) se observaron sefiales de anillos
aromaticos en 6¢ 157.6, 157.9, 115.2, 116.0, 120,0, 95.5, 96.3, 82.9, 68.8 y 28.5, sugiriendo
gue se trata de un flavonoide, tipo flavan-3-ol similar al de la catequina y la epicatequina.
El hidroxilo del C-3 se encuentra en posicion trans debido a la constante de acoplamiento
del proton de C-2 (dn 4.60 (d), J= 7.5Hz) y C-3 (dn 4.00 (td) J = 7.5; 5.5 Hz), lo cual nos
indica que se trata de la catequina. Al comparar los datos de RMN con los datos propuestos
por Chang et al, y teniendo en cuenta los datos de rotacion 6ptica el compuesto 7

corresponde a la (=) catequina. (Figura 20 Tabla 14)



Tabla 14: Desplazamientos en RMN H (300 MHz) y 3C (75 MHz) para el compuesto 7 en
CDs0D, ® en ppm, Jen Hz

Compuesto 7 Chang etal, 2013
SH mult, SH mult, integracién J
Carbono | 8C | integracion J (Hz) 6C (Hz)
2 82.9 4.60, (d), 7.5 82.8 4,56 (d), 1H, 7.4
3 68.8 | 4.00, (td), 7.5; 5.5 68.8 3,97 (m), 1H
4 g5 | 2:85.(dd). 161,55 ) o 2,84(dd), 1H, 16; 5.2
2.50, (dd), 16.1; 8.2 2,5(dd), 1H, 16,1; 8,1
5 157.6 - 157.5 -
6 95.5 5.85, (d), 2.2 95.5 5,85, (d) 1H, 2.2
7 157.0 - 156.9 -
8 96.3 5.92, (d), 2.2 96.3 5,92, (br. S), 1H
9 157.9 - 157.8 -
10 100.7 - 100.8 -
1 132.2 - 132.2 -
2 115.2 6.83, (d), 1.6 115.3 6,83 (d), 1H, 1.8
3 ND 146.2 C
4 ND 146.2 C
5 116.0 6.76, (d), 8.1 116.1 6.75, (d), 1H, 8,2
6 120.0 | 6.73,(d), 1.8,8.1 120.0 6,71 (dd), 8.1, 1.8
OH
HO O \
\\\\\\\
) OH
3
OH

OH

Figura 20: Estructura del compuesto 7
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2.3.8 Elucidacion compuesto 8

El compuesto 8 (3 mg) es un sélido amarillo que en el espectro de RMN-'H (CDsOD, 300
MHz, anexo 31), el cual mostré protones de un anillo aromético monosustituido en &4 8.00
(2H, dd, J =7,6, 1.9 Hz), 7.56 (1H, m) y 7.55 (2H, d, J = 7.5 Hz); sefiales para un anillo
tetrasustituido con protones en meta en o4 6.50 (1H, d, J =2 Hz) y 6.24 (1H, d, J = 2 Hz),
ademas de un protén en &4 6.76 (1H, s). En el espectro APT (Anexo 32), el compuesto 8
mostré desplazamientos de metinos de anillos aromaticos en & C 100.3, 95.4, 127.5, 130.2,
133.0 y 123.2 ademas de la presencia de carbono vinilico 6¢ 106.3 (C-3) y carbono
cuaternario en &¢ 164.5 (C-2). Adicionalmente, se encontré una sefal en ¢ 181.5 (C-4).
Los datos anteriores concuerdan con aquellos reportados para la crisina (Han et al, 2010),
compuesto aislado previamente de otras especies del género Passiflora (Zanoli et al, 2000;
Medina et al, 1990). (Figura 21, Tabla 15)

Tabla 15: Desplazamientos en RMN *H (300 MHz) y *3C (75 MHz) para el compuesto 8 en
CDs0OD, 6 en ppm, J en Hz

Compuesto 8 Han et al, 2010
Carbono 5H mult, integracion J | 5H mult, integracion
oC (Hz) J (Hz)

2 164.5 i .

3 106.3 6.76, (s), 1H 6.73, (s), 1H

4 181.5 - -

5 ND - -

6 95,4 6.50, (d), 1H, 2.0 6.48, (br s), 1H

7 165.0 - -

8 100.3 6.24, (d), 1H, 2.0 6.23, (br s), 1H

9 157.0 - -

10 103.0 - -

1 ND - -

> 127.5 | 8.00 (dd), 1,9 Hz; 7.6Hz | 7.97, (d), 1H, 7.6Hz

3 130.3 7.57, (d), 7.4Hz 7.54, (M), 1H

4 133.0 7.58, (m), 1H 7.55, (m), 1H

5 130.3 7.57, (d), 1H, 7.4Hz 7.54, (m), 1H

8.00 (dd), 1H, 1.9 Hz;
6 127.5 7.6Hz 7.97, (d), 1H 7.6Hz




HO )

OH o)

Figura 21: Estructura del compuesto 8

2.4. DISCUSION GENERAL

De los flavonoides aislados en este trabajo es importante resaltar que el anillo A para los
compuestos 5 a 8, son 5,7-dihidroxilados, las variaciones se presentan en el niUmero de
hidroxilaciones del anillo B, asi como variaciones en el anillo C. Adicionalmente, solo se
observaron O-monoglicosidaciones en los compuestos 5 y 6 a diferencia de los
compuestos observados en los estudios hechos con muestras recolectadas en Choachi
donde se aislaron flavonoides di-C-glicosidados. Las diferencias en el niUmero y tipos de
glicosilaciones pueden deberse a las diferencias en los tiempos y lugar de recolecta o
inclluso a la presencia de diferentes quimiotipos de la planta, lo cual deberia estudiarse

mas a fondo.

En cuanto a las saponinas, estas resultan interesantes ya que tienen un nucleo lanostano,
gue ha sido reportado principalmente en hongos y organismos marinos (esponjas).
Ademads, presentan en sus glicosilaciones N-acetilglucosamina, este azucar ha sido
reportado compuestos similares llamados erilosidos aislados de Erylus formosus (Antonov
et al, 2007) y en saponinas de algunas plantas como Entada pursaetha (Tapondjou et al,
2005). También, presentan como caracteristica comun la presesencia de metilos en los
carbonos 24 y 25, lo cual es particular de nucleos lanostano (Emmons et al, 1989; Nakata
et al, 2009). importante resaltar que saponinas con este nacleo no han sido reportadas en
especies del género Passiflora., lo cual indica que este tipo de compuestos pueden ser

considerados quimiomarcadores de la especie.
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2.5. CONCLUSIONES:

A partir del extracto acuoso de las hojas de P. ligularis, se aislaron 8 compuestos, 4
flavonoides, y 4 saponinas. En cuanto a las saponinas aisladas, los compuestos 1 - 3
(ligularosido B, C y D) presentan un ndcleo lanostano, y dos unidades de azucar, una de
las cuales corresponde a la N-acetil glucosamina, y la otra una glucosa. Estas dos
caracteristicas no se han reportado en especies del género Passiflora. Los compuestos 1
a 3 no han sido previamente reportados en la naturaleza. Adicionalmente, los compuestos
5-8 corresponden a flavonoides, tres de ellos tipo flavona y un flavan-3-ol. De esta manera,
se confirma que P. ligularis es una fuente de compuestos novedosos cuyas actividad
biolégica deben ser evaluada con el animo de buscar una aplicacion las hojas, un

subproducto del cultuvo potencialmente aprovechable.



3.Capitulo 3: Evaluacion de la actividad
antiinflamatoria de extracto, fracciones y
compuestos de las hojas de Passiflora
ligularis

3.1 Generalidades de la inflamacion

3.1.1 Inflamacién

La respuesta inflamatoria consiste en un sistema innato de las respuestas celulares y
humorales después de la lesién (calor o la exposicion al frio, isquemia / reperfusion,
traumatismo cerrado, etc.), en la que el cuerpo intenta restaurar el tejido a su estado pre
lesion. En la respuesta inflamatoria aguda, existe un ensamble complejo de
acontecimientos relacionados con la fuga de agua, sal, y proteinas del compartimiento
vascular; activacion de las células endoteliales; las interacciones adhesivas entre
leucocitos y el endotelio vascular; reclutamiento de leucocitos; la activacion de los
macrofagos del tejido; activacion de las plaquetas y su agregacion; activacion del
complemento; sistemas de coagulacion y fibrinoliticos; y la liberacion de proteasas y
oxidantes de los fagocitos, todos los cuales pueden ayudar a hacer frente a la situacion de
dafio. Lo anterior se desencadena o bien por causas fisicas o causas quimicas, por

microorganismos infecciosos, o por otras razones que afecten los tejidos (Ward, 2010).

Al generarse la respuesta inflamatoria, esta tiene tres componentes principales: El primero
de ellos se refiere a los cambios hemodinamicos secuenciales en el flujo y el calibre de los
conductos sanguineos, que se caracterizan por una constriccion arteriolar transitoria (se
presenta a los pocos segundos de sufrir el estimulo), posteriormente se presenta una
vasodilatacion mediada por PGE;, histamina/serotonina y producciéon de O6xido nitrico

(minutos a dias), aumento del flujo sanguineo por las arteriolas y la apertura de nuevos
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lechos capilares y venulares en la zona afectada. El sequndo componente es el incremento
de la permeabilidad vascular, que se da por la contraccién reversible de las células
endoteliales la cual es ocasionada por accion de mediadores como histamina, bradiquinina
y leucotrienos. Adicionalmente, este aumento de la permeabilidad se da por el incremento
en la transcitosis, proceso entendido como el transporte de macromoléculas desde un
espacio extracelular a otro a través del citoplasma de una célula: En el tercer componente
se encuentran las modificaciones leucocitarias que incluyen la extravasacion (rolling,
activacion, adhesion y migracion transendotelial) de las células hematopoyéticas
(neutrdfilos, linfocitos, basofilos, entre otras), quimiotaxis, conglomeracion y fagocitosis
(Robbins et al, 1998). La inflamacién crénica en cambio es permanente o recurrente y se
encuentra asociada al influjo de macréfagos, agranulocitos, eosindfilos, basofilos, y de
mayor cantidad de neutrdéfilos con la respectiva produccién y liberacion de mediadores
moleculares (Tincani et al, 2007), contribuyendo al dafio tisular y generando una condicion
patologica que se encuentra relacionada con numerosas enfermedades como el asma
cronica, esclerosis multiple, arterioesclerosis multiple, psoriasis, artritis, reumatismo y otras
enfermedades autoinmunes, que afectan a gran parte de la poblacion en el mundo (Gautam
et al, 2009; Tincani et al, 2007)

De esta forma al ser tan complejo el proceso de inflamacién, un solo compuesto no puede
actuar en todas las dianas farmacoldgicas que esta presenta, ademas cada patologia que
presenta en su sintomatologia un proceso de esta naturaleza presenta otras caracteristicas
y factores asociados; entre estos compuestos existen algunos que generan efectos
secundarios o accion limitada, por ello es importante la busqueda de compuestos
antiinflamatorios que puedan ayudar a disminuir los efectos secundarios y los asociados a

la inflamacién cronica.

3.1.2 Compuestos con actividad antiinflamatoria.

¢ Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Los antiinflamatorios no esteroideos inhiben la actividad de la enzima ciclo-oxigenasa
(COX), resultando en la disminucién de la formacion de prostaglandinas y tromboxanos a
partir de acido araquidonico. De esta forma, al disminuir la sintesis de prostaglandinas es
posible disminuir el dolor, inflamacion y fiebre de los AINES ( (Drug Information for the
health Care Professional, 2001) (figura 1)



Acido araquidénico

b. Proteccion de la mucosa
gastroduodenal.

c.  Produccion de
inflamacion y dolor en
las articulaciones

@ * ) a. Soporte renal y funcion
I-\ /r Prostaglandina plaguetaria

Figura 22: Mecanismo de accion de los AINES (Fuente: Huang, S

of therapy. CMAJ. 2000)

Los AINES tradicionales inhiben de manera no selectiva la actividad enzimatica de las
isoformas COX-1y COX-2, 0 en todo caso en mayor medida de la COX-1 lo cual trae como
consecuencia la aparicion de efectos secundarios a nivel cardiaco, gastrointestinal,
hepatico, renal y de coagulacion (Florez, 1998; Strand et al, 2007). La investigacion
farmacologica ha tratado de obtener compuestos antiinflamatorios mas selectivos, es decir
gue presenten mayor inhibicion de la COX-2 que de la COX-1 (Perez et al). El acido
acetilsalicilico, al igual que otros AINES, es activo frente a ambas isoformas de las COX,
especialmente sobre la COX-1. Otros ejemplos de AINES son acetaminofén, ibuprofeno,

indometacina, diclofenaco y piroxicam.

e Antiinflamatorios esteroideos.

Este grupo de farmacos se encuentra representado principalmente por el cortisol y la
dexametasona, los cuales son ampliamente prescritos para el tratamiento de artritis
reumatoidea, enfermedad de Graves, glomerulonefritis, diabetes mellitus tipo 1, esclerosis
multiple, tiroiditis, y otras enfermedades que se pueden asocias al proceso inflamatorio.
Esta multiple accién de los glucocorticoides se debe a un efecto pleiotropico del receptor
glucocorticoide en muchos de los procesos enzimaticos, pero de la misma manera, este
efecto puede llevar a la presencia de reacciones adversas tales como hipertension,

inhibicion de reparo de tejidos, osteoporosis, entre otros (Gautam et al, 2009)

En relacibn a sus posibles efectos secundarios los esteroideos (hidrocortisona,
betametasona) actian en los primeros pasos de la respuesta inflamatoria ocasionando
efectos adversos tales como el habito de Cusing (cara redondeada, boca estrecha, joroba
supraclavicular, obesidad del tronco con las extremidades relativamente delgadas),
hipertension, hiperglicemia, debilidad muscular, aumento de la susceptibilidad a

infecciones causado por la inmunosupresion, osteoporosis, glaucoma, trastornos



58 Saponinas y flavonoides de Passiflora ligularis y evaluacion de su actividad
antiinflamatoria.

psiquiatricos, detencion del crecimiento, etc (Gonzales, 2000). Por esta razén y por la
amplia gama de reacciones involucran diversas enzimas y mediadores quimicos, es de
suma importancia la busqueda de compuestos o farmacos con actividad antiinflamatoria,
que tengan mejores efectos farmacolédgicos y de esta forma se pueda disminuir los efectos

colaterales que se presentan al inhibir algin mecanismo en la respuesta inflamatoria.

3.1.3 Productos naturales y actividad antiinflamatoria

Al igual que para otras patologias, las plantas son una fuente importante de compuestos
con actividad antiinflamatoria con mecanismos de accion variados que incluyen la
modulacion de la expresion de: citoquinas proinflamatorias (IL-1b, IL-6, IL-8, GM-CSF and
TNF-a) asi como de enzimas mediadoras (MMP-3, MMP-13, INOS y COX-2) y catabolitos
(NO y PGE>) (Gémez et al, 2011)

Existen varios reportes en la literatura que presentan la potencial actividad antiinflamatoria
tanto de extractos como de metabolitos secundarios aislados de fuentes naturales. Algunos
de estos estudios se han realizado mediante estrategias bioguiadas a través de diferentes
modelos farmacologicos tanto in vivo como in vitro (Newman et al. 2003; Setty et al, 2005)
En la tabla 16 se presentan algunos ejemplos de plantas en las cuales se ha evaluado su

potencial antiinflamatorio.

Tabla 16: Actividad antiinflamatoria reportada para algunos extractos y metabolitos

secundarios de plantas

Actividad antiinflamatoria/

Especie Metabolitos . . .
) mecanismo de accidn Referencias
vegetal secundarios
reportado
Inhibicién de la produccion de
Tripterygium Terpeno (tripterina) IL-1 en monocitos estimulados | (Huang et al,
wilfordii P P con LPS, con valores de ICsq | 1988)
de 40 nM.
Ternenos Inhibicién de la produccion de
Maytenus ( rigtimerina IL-1 en monocitos estimulados | (Huang et al,
canariensis p y con LPS, con valores de ICsq | 1988)
tingenona)

de 56 y 58 nM.




Scutellaria

Flavonoides baicalina

Inhibicién de la produccién de
NO inducida por LPS en
células RAW 2647 y de la

baicalensis \tl’gcglrﬁ'r?: y expresion del gen de la iNOS. (Lin et al, 1995)
9 Aumento de de los niveles de
TNF-a.s.
I Silimarina (mezcla de | Inhibicion de TNF-a inducida
g}'gg&?m flavonoides por la activacion de NF-Kb en %gg; a et al,
bioactivos) linfoma histiocitico humano.
(Bhattaram et
Inhibiciébn de la actividad de |al, 2002)
Aescina (mezcla de|PLA2, antagonista del receptor
Aesculus .
hiopocastanum | S&Poninas 5-HT2).

PP triterpénicas) (Sirtori, 2001)
Croton Flavonoides y (Nardi GM,
celtidifolius proantocianidinas 2007)

Croton Extracto alcoholico ilgghbcli(zlllgn o(ieclzagl?r? rgril rgtlggtar (Ortega T
menthodorum P " 11996)
Croton
cuneatus Extracto acuoso
Saponinas:
e Acido Inhibicion del edeme auricular
equinocistico. inducido por TPA.
e 11-metoxi-
primulagenina A
Bupleurum (Navarro et al,

rotundifolium.

e Rotundiésido E

y F
e Ester de
primulagenina A

e Rotundiésido C

2001)
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Rutina, quercetina y hesperidina

Inhibicién de la inflamacién em
fases agudas y crénicas de
artritis inducida por adjuvante
de Freud en ratas.

(Guardia et al,
2001)

Saponinas
e Kalopanaxsaponi

Inhibicién de la inflamacion en

Kalopanax - .
pictus na A el modelo de  permeabilidad | (Li et al, 2002)
vascular.
e Pictosido A
Flavonoides

Tilia argentea

e kaempferol-3,7-

O-a-diramnésido

e (uercetina-3,7-O-

a-diramnosido

Inihibicion del edema plantar
inducido por carragenina en
ratas.

(Toker et al,
2004)

Panax ginseng

Protopanaxadioles

Inhibicién de la produccion de
Oxido nitrico (NO) y TNF-a en
células microgliales
estimuladas con LPS.

(Wu et al, 2007)

Inhibicion del edema plantar

Polygala . : ) | (Wang et al,
japonica Saponinas inducido por carragenina en 2008)
ratas.
Codonopsis , Inhibicién del edema auricular
lanceolata Saponinas inducido por xileno en ratones. (Xu etal, 2008)




son saponinas con nucleo
cicloartano aisladas de las

raices de Astragalus
Saponinas: membranaceus, a  estos|(Lee etal,
Astragalus L -
Agroastragalésido IV |compuestos se les evalud la|2013)
membranaceus S h )
yV actividad antiinflamatoria

inhibicién de la produccién de
NO inducida por LPS en
macrofagos RAW 264,7

3.1.4 Saponinas y flavonoides con actividad antiinflamatoria

Los flavonoides tienen diferentes roles biolégicos siendo la actividad antiinflamatoria uno
de ellos. Diferentes flavonoides han sido evaluados en modelos tanto in vitro e in vivo y se
ha sugerido diferentes mecanismos como: inhibicion de enzimas pro inflamatorias, como
COX-2, (Welton et al, 1986), lipo oxigenasa y NO sintasa (Santangelo et al, 2007; Middleton
et al, 2000; Yoon et al, 2005). También se le ha demostrado que son capaces de inhibir
las proteinas quinasas debido en parte a la unién competitiva de los flavonoides en los

sitios de union de nucledtidos (Nishioka et al, 1989)

De igual forma, para las saponinas también se han reportado estudios sobre la elucidacion
de sus mecanismos de accion antiinflamatorios. Un ejemplo es el caso de Glycine max
para cuyas saponinas (soyasaponinas) se ha propuesto que pueden tener un actividad
guimiopreventiva a través de la baja regulacién de la COX-2. También se logré evidenciar
gue suprimen la produccion de TNF-a, de esta forma las soyasaponinas suprimen la
transcripcién de genes relacionados con la inflamacion a través de la ruta de NF-kB (Kang
et al, 2005). En otros estudios, se ha encontrado estos compuestos son capaces de inhibir
la expresion de INOS y COX-2, mediante la supresion del factor nuclear NF-Kb, en
macrofagos estimulados con LPPS (Ahn et al, 2005).

Esta evidencia indica que los flavonoides y saponinas son compuestos con una importante
actividad antiinflamatoria en diferentes modelos farmacoldgicos, estos compuestos son
caracteristicos de las especies del género Passiflora, las cuales como pudimos ver en el
capitulo 1 han presentado resultados importantes en esta actividad, por esta razon
Passiflora ligularis es una planta de gran interés para el estudio que se presenta en esta

tesis.
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3.2 Metodologia

3.2.1. Animales de experimentacion

Para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria de los compuestos de interés, se empleo
el ensayo in vivo de edema auricular inducido por TPA (13-O-tetradecanoilforbol acetato).
Para este ensayo se emplearon ratones ICR hembras exocriadas en el Bioterio del
Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia en grupos de 6
animales por tratamiento. Los animales del ensayo tenian peso comprendido entre 25-30
g y alrededor de 8 semanas de edad. Durante el desarrollo del experimento los ratones
fueron mantenidos con alimento y agua ad libitum. Este estudio fue avalado por el Comité
de Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia (Acta 16 de
2015) (Anexo 33).

3.2.2. Evaluacién de la actividad antiinflamatoria

Para la evaluacion de la actividad inflamatoria, se aplico, en la oreja derecha de cada
animal, 500 pg /oreja del compuesto a evaluar. Posteriormente, para inducir la inflamacién
se aplicd en la misma oreja 2.5 pg/oreja de TPA. La oreja izquierda no fue tratada y se
empledé como control de cada animal. Como control positivo se utilizé6 indometacina en
dosis de 500 pg/oreja y como control negativo el vehiculo empleado (acetona/etanol
1:1).Transcurridas 4 horas después de la administracion del TPA, los animales fueron
sacrificados por dislocacion y cervical y se tomaron muestras circulares de 5mm de cada

una de las orejas.

Para determinar la actividad antiinflamatoria se establecié como la diferencia de peso entre
las secciones de las orejas tratadas y no tratadas por cada animal (De Young et al, 1989),

por medio de la siguiente ecuacion:

Wt —Wnt —(Wt—-—Wnt i
%inhibicién — (( )control ( )tratamtento) x 100

(Wt —Wnt) control

Donde Wt es el peso de la seccién de la oreja tratada TPA, Wnt es el peso de la oreja no

tratada.



3.2.3. Anédlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd usando analisis unidireccional de la varianza (ANOVA)
seguido por la prueba t de Dunnett para comparaciones multiples. La significacion

estadistica se expresa como: **p<0.01; ***p<0.001, ***p>0.0001, ns no significativo.

3.3 Resultados y discusion.

Se evalué la actividad antiinflamatoria del extracto de las hojas de P. ligularis, asi como la
fraccion butandlica y los compuestos 1 a 7 cuya metodologia de extracciéon fraccionamiento
y aislameinto se describié en el capitulo 2. El modelo empleado fue el de edema auricular
inducido por TPA, el cual ha sido utilizado por otros autores para evaluar la actividad

antiinflamatoria de saponinas que tienen nucleo lanostano (Giner-Larza et al, 2000).

Los resultados de la evaluacion de la actividad antiinflamatoria se expresan como el delta
del peso de las orejas del raton en mg (peso de la oreja tratada menos la no tratada) y

como el porcentaje de inhibicion de la inflamacion (Tabla 17 y Figura 23).

Tabla 17: Efectos del extracto, la fraccién butandlica y los compuestos aislados de P.

ligularis sobre el edema auricular inducido por TPA.

TRATAMIENTO A EDEMA (mg) * EEM INHIBICION (%) + EEM
Control 6.7+0.4
Patron 1.4+0.3** 79.2+ 5.0

Extracto acuoso de hojas 4.7+0.1 29.6+1.0
Fraccion butanolica 3.3+0.1* 50.9 +0.8
Compuesto 1 19.1 + 0.8**** N.A
Compuesto 2 2.9 £0.6* 57.3 8.8
Compuesto 3 18.2 £ 1. 4% N.A
Compuesto 4 13.9 £ 0.4**** N.A
Compuesto 5 18.0 £ 0.3**** N.A
Compuesto 6 1.9+0.3* 77.1+3.3
Compuesto 7 13.4 £ 0.8**** N.A

Extracto acuoso, fraccion butandlica y los compuestos obtenidos de P. ligularis (dosis 500
pg/oreja). Patrén (Indometacina 500 pg/oreja). Datos expresados como la media + E.E.M.,
n=10 (ANOVA post-test Dunnet: **p<0.01; ***p<0.001, ***p>0.0001). N.A.: No Aplica, el
delta de peso de las orejas del grupo tratado es mayor al delta de peso de las orejas del

grupo control.
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A peso orejas (mg)

Figura 23: Actividad antiinflamatoria del extracto acuoso, fraccion butandlica y los
compuestos obtenidos de P. ligularis (500 pg/oreja). Patron (Indometacina 500 pg/oreja).
Datos expresados como la media + E.E.M., n=10 (ANOVA post-test Dunnet: **p<0.01;
***p<0.001, **p>0.0001).
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Figura 24: Inhibicion de la inflamacion presentada por patrén (indometacina), las hojas y
la fraccion butanolica de P. ligularis y los compuestos 2 y 6 en dosis de 500 pg/oreja. Datos

expresados como la media £ E.E.M., n=10.



Los datos anteriores muestran el efecto de los tratamientos evaluados sobre el edema
auricular inducido por la aplicacion del TPA. Se observa la accién antiinflamatoria de la
indometacina que redujo el edema con un porcentaje del 79.2%, resultado que era de
esperarse considerando que este farmaco inhibe la enzima COX, responsable de la
sintesis de prostaglandinas proinflamatorias, que son liberadas como consecuencia del

estimulo inflamatorio (De Young et al, 1989).

El extracto de P. ligularis se habia evaluado previamente con este mismo modelo,
mostrando un porcentaje de inhibicion de la inflamacién menor al 40% (Aragon, 2013) lo
cual es congruente con los resultados aqui obtenidos, ya que | extracto mostré una
inhibicién del 29.6%. De otra parte, es importante notar que la fraccion butanélica present6
una inhibicion del edema mayor que la del extracto (50.9%), esto resultados sugieren que
los compuestos activos del extracto se encuentran en esta fraccion la cual fue analizada
en mayor profundidad. De los 8 compuestos aislados de esta fracciéon, 4 saponinas con
nucleo lanostano y 4 flavonoides; sélo 7 compuestos fueron evaluados debido a la cantidad

disponible de cada uno de ellos.

La actividad antiinflamatoria presentada por este extracto es similar a la reportada para
otras especies de este mismo género, como en Passiflora quadrangularis y Passiflora
edulis var edulis (Aragén 2013). Igualmente para Passiflora edulis var flavicapa , mendiante
del modelo de pleuresia causado por carragenina, se evidencié que el extracto acuoso de
las hojas de esta planta, inhibe citoquinas proinflamatorias (TNF-a e IL-1B) asi como
liberacion o accion de enzimas como la mieloperoxidasa y de medidadores como
bradicinina, histamina, 6xido nitrico, entre otros (Benincé et al, 2007; Monthaner et al,
2007). Adicionalmente, para un extracto estanoélico de la especie Passiflora foetida también
se ha demostrado actividad antiinflamatoria al inhibir 37.5% del edema plantar inducido

por carragenina (Sasikala et al en el 2010).

El compuesto 2, una saponina diglicosidada con nucleo lanostano, presentd una inhibicion
del edema del 53.4%, resultado que concuerda con lo reportado en la literatura para
moléculas similares ya que trabajos previos han demostrado actividad antiinflamatoria en
compuestos que presentan este nicleo (Giner-Larza et al, 2000). Asi mismo el compuesto
6, la quercetina-3-O-B-glucopiranosido, presentd un porcentaje de inhibicion del 77.1%, lo

cual es coherente con reportes previos en los cuales este compuesto presentd una
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inhibicion de 51.2% del edema plantar inducido por carragenina en ratas (Valentova et al,
2014). Cabe resaltar que el compuesto 2 (C.2) y el compuesto 6 (C.6) son unos de los
compuestos mayoritarios de la fraccion butanolica de P. ligularis, como se puede observar
en la figura 25.,
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Figura 25: Cromatograma de la fraccion butandlica del extracto acuoso de las hojas de P.
ligularis; Fase movil: MeCN (A) y H20 (B) 0-10min 10-20%A, 30min 50%A, 40min 95% A,
45min 95%A, Fase estacionaria: Columna Thermo® RP-18 (75 mm x 3 i.d; 2,2 um),
detector: LT- ELSD. C.1: ligularésido B, C.2: ligularésido C, C.3: ligularosido D, C.4:
ligularésido A, C.5: Kaempferol-3-O-B-glucopiranésido, C.6: Quercetina-3-O-

glucopiranosido, C.7: (-) catequina, C.8: Crisina.

Lo anterior sugeriria que estos compuestos (C.2 y C.6) podrian ser los responsables de la
actividad antiinflamatoria que inicialmente presentaron la fraccién butanolica y el extracto
acuoso de esta especie. En este sentido, el presente trabajo contribuye de manera
significativa al estudio de la actividad antiinflamatoria de las hojas de P. ligularis, al
proponer dos de los compuestos presentes en el extracto evaluado como los responsables
de la actividad antiinflamatoria de esta planta. Resulta importante mencionar que en el
pico identificado como C.1, eluyen 2 saponinas mas que no fueron aisladas por la poca

cantidad que se obtuvo de la fraccion donde se encontraban.



Los resultados obtenidos en los compuestos 1, 3-5 y 7 presentan diferencias
estadisticamente significativas respecto al control. Esta diferencia se debe a que aumentan
el delta de peso de las orejas evaluadas indicando una accion inflamatoria mayor que la
del TPA, por ese motivo no fue posible calcular la inhibicion del edema. Este resultado
podria estar relacionado con un reporte previos de lkeda et al en el 2007 quienes
mencionan los efectos proinflamatorios de algunos triterpenos pentaciclicos, lo cual se
puede deber a muchos factores involucrados en el fendmeno de la inflamacién como lo son
el 6xido nitrico (NO), TNF-a (Factor de necrosis tumoral), aumento de la enzima
mieloperoxidasa, entre otros. Igualmente, los compuestos terpenoidales obtenidos de la
familia Euphorbiaceae y Thymelaeaceae tambien han mostrado ser proinflamatorios
(Evans et al, 1983).

3.4. CONCLUSIONES

Se logr6 identificar a los compuestos 2 (ligularésido C) y 6 (Quercetina-3-O-f3-
glucopirandsido) como los principales responsables de la actividad antiinflamatoria del
extracto acuso de hojas de P. ligularis. En este sentido, el presente trabajo contribuye de
manera significativa a la validacion del uso tradicional de esta planta y a la literatura
cientifica al reportar por primera vez los compuestos involucrados en el efecto

antiinflamatorio descrito.
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4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

Empleando diferentes técnicas cromatograficas (HSCCC, HPLC, CC, XAD-2) se logré
aislar 8 compuestos a partir de un extracto acuoso de hojas de P. ligularis. Estos
compuestos se identificaron como: ligularosido B (1), ligularésido C (2), ligularésido D (3),
ligularésido A (4), kaempferol-3-O-B-glucopiranésido (5), quercetina-3-O--glucopirandsido
(6), catequina (7) y crisina (8). Es importante resaltar que los ligularésidos B, Cy D no se
han reportado previamente en la naturaleza, asi mismo los flavonoides monoglicosidados
gue se encontraron no se han reportado para esta especie y la crisina ya se habia reportado
en otras especies del género Passiflora.

Ademas, se evalué la actividad antiinflamatoria del extracto crudo, la fraccion butandlica y
los compuestos aislados, identificando a los compuestos ligulardsido C y quercetina-3-O-
B-glucopiranésido como posibles responsables de la actividad antiinflamatoria encontrada

en la fraccion butandlica y en el extracto crudo.

4.2 Recomendaciones

Establecer la estereoquimica de la cadena lateral de los ligularosidos A-D

Continuar con el aislamiento de otros flavonoides y saponinas evidenciados en la fraccién
F1 , obtenida por HSCCC de la fraccion butanolica deP. ligularis.

De acuerdo con la revision de las actividades bioldgicas de especies del género Passiflora,
realizar mas actividades para la fraccion butanolica y los compuestos aislados de los cuales

se presenta suficiente cantidad.Asimismo profundizar en el estudio de la actividad



antiinflamatoria de los compuestos promisorios con el fin de evaluar su mecanismo de
accion.

Evaluar los cambios en los perfiles metabolicos entre diferentes cultivos de granadilla para
establecer su aplicabilidad.
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6.Anexos

ANEXO 1: Mezclas de solventes utilizados para HSCCC de la fraccion butandlica del
extracto acuoso de P. ligularis

SOLVENTES
Sistema 'g‘geéﬁltg Butanol Hexano | Agua | Cloroformo | Metanol | Isopropanol

1 5 1 5 1

2 5 1 5 15

3 5 1 5 2

4 5 1 5 2.5

5 5 0.5 5

6 5 1 5

7 5 2 5

8 5 2.5 5

9 5 3 5

10 5 5

11 3.5 1.0 4.4 1.1

12 3 3 1 2
13 3 3 2 2
14 3 3 3 2
15 4 10 4 1
16 3 3 2 2
17 2 4 4

18 40 1 20

19 4 3 7

20 5 3 10
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ANEXO 2: Espectro de masas del compuesto 1 en modo ESI (+)
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ANEXO 3: Espectro RMN-H del compuesto 1 en CDsOD, 400MHz
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ANEXO 4: Espectro RMN-13C del compuesto 1 en CD;0D, 100MHz
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ANEXO 5 Espectro de HSQC del compuesto 1 CD;0OD 400MHz
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ANEXO 6a: Espectro de HMBC J=10Hz del compuesto 1 CDs;OD 400MHz
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ANEXO 6b: Espectro de HMBC J= 5Hz del compuesto 1 CD;OD 400MHz
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antiinflamatoria.

ANEXO 7: Espectro de COSY del compuestol CD;0OD 300MHz
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ANEXO 8: Espectro NOESY del compuesto 1 en CD;0OD, 300MHz
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88 Saponinas y flavonoides de Passiflora ligularis y evaluacion de su actividad
antiinflamatoria.

ANEXO 9: Espectro de masas del compuesto 2 en modo ESI (+)
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ANEXO 10: Espectro de RMN-H del compuesto 2 en CD3;0D, 400MHz
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Saponinas y flavonoides de Passiflora ligularis y evaluacion de su actividad
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antiinflamatoria.

ANEXO 11: Espectro de RMN-3C del compuesto 2 en CD;OD, 100MHz
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ANEXO 12: Espectro HSQC del compuesto 2 en CD;0OD, 300MHz
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antiinflamatoria.

ANEXO 13: Espectro COSY H-H del compuesto 2 en CD3;0D, 300MHz
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ANEXO 14: Espectro TOCSY del compuesto 2 en CD;0OD, 300MHz
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antiinflamatoria.

ANEXO 15A: Espectro HMBC del compuesto 2 en CDsOD, 300MHz, J= 5Hz
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ANEXO 15B: Espectro HMBC del compuesto 2 en CDsOD, 300MHz, J= 10Hz
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antiinflamatoria.

ANEXO 16: Espectro NOESY del compuesto 2 en CD;0OD, 300MHz
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ANEXO 17: Espectro de masas del compuesto 3 en modo ESI-ITMS (+)
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ANEXO 18: Espectro RMN-H del compuesto 3 en CDs;OD, 400MHz
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ANEXO 19: Espectro RMN *3C del compuesto 3 en CD;0D, 400MHz
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10 Saponinas y flavonoides de Passiflora ligularis y evaluacion de su actividad
0 antiinflamatoria.

ANEXO 20: Espectro de HSQC del compuesto 3 en CD3;0D, 400MHz
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ANEXO 21: Espectro de HMBC para el compuesto 3 en CD;OD, 400MHz
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10 Saponinas y flavonoides de Passiflora ligularis y evaluacion de su actividad
2 antiinflamatoria.

ANEXO 22: Espectro de COSY H-H del compuesto 3 en CDsOD, 400MHz
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ANEXO 23: Espectro de masas del compuesto 4 en modo ESI-ITMS (+)
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Saponinas y flavonoides de Passiflora ligularis y evaluacion de su actividad
antiinflamatoria.

ANEXO 24: Espectro RMN-H del compuesto 4 en CDs;OD, 400MHz
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ANEXO 25: Espectro RMN-H del compuesto 5 en CDs;OD, 300MHz
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10 Saponinas y flavonoides de Passiflora ligularis y evaluacion de su actividad
6 antiinflamatoria.

ANEXO 26: Espectro RMN-APT del compuesto 5 en CD3;0D, 75MHz
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ANEXO 27: Espectro de RMN-H del compuesto 6 en CDs0OD, 300MHz
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10 Saponinas y flavonoides de Passiflora ligularis y evaluacion de su actividad
8 antiinflamatoria.

ANEXO 28: Espectro de RMN- APT del compuesto 6 en CDs;0D, 300MHz

™ A =)} o © N n o (2] (=) 300

0 ) =) w w o ~N o < S ] ¥y N 1

2 a L3 a aga paiia S S 3 RRR IN 3

(. \'% [ | | ! |

250
200
150
100
50

‘ --100

r-150

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 1}5( 1%0 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55
1 (ppm



ANEXO 29: Espectro de RMN-H del compuesto 7 CDs;0OD 300MHz
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11 Saponinas y flavonoides de Passiflora ligularis y evaluacion de su actividad
0 antiinflamatoria.

ANEXO 30: Espectro de RMN-APT del compuesto 7 CDs0OD 300MHz
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ANEXO 31: Espectro RMN-H, compuesto 8 CD;0D 300MHz
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ANEXO 33: Carta de aprobacion del comité de ética de la Universidad Nacional de
Colombia

UNIVERSIDAD

. NACIONAL
24\ DE COLOMBIA
9 SEDEBOGOTA

COMITE DE ETICA  FACULTAD DE
CIENCIAS

Bogotd, octubre 05 de 2015

Estudiante
Carolina Meneses Macias
Departamento de Quimica

Respetada Estudiante:

Atentamente le comunico que el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias, en reunién realizada el dia 05 de
octubre de 2015 (Acta 16), evalud aspectos éticos del proyecto presentado por usted. Como resultado de
esta revision, el Comité considera que el proyecto cumple con los aspectos éticos basicos. Para los fines
pertinentes, se transcriben las observaciones y el concepto final.

Proyecto: Saponinas y flavonoides de Passiflora ligularis y evaluacién de su actividad antiinflamatoria.

Responsables: Carolina Meneses Macias (Tesista de Maestria en Ciencias-Quimica), Freddy Alejandro
Ramos (Director de Tesis. Grupo: Estudio y Aprovechamiento de Productos Naturales Marinos y Frutas de
Colombia, COL0004569) y Diana Marcela Aragon (Codirectora de Tesis. Grupo: Principios Bioactivos en
Plantas Medicinales, COL0014832).

Observaciones:

En esta investigacién se utilizaran pequerios animales de laboratorio, empleando el menor nimero de sujetos
sin afectar la validez de los resultados. Se evaluara el efecto antiinflamatorio topico en el modelo de edema
auricular inducido por TPA en ratones.

El personal participante esta debidamente entrenado y tiene experiencia en el cuidado y uso de animales de
experimentacion, asi como en el reconocimiento y manejo del riesgo biolégico. Se acataran directrices
contenidas en la Resolucién 008430 de 1993 — MSP. La disposicién de residuos biologicos se hara acorde
con protocolos institucionales de gestion ambiental implementados en la Universidad Nacional de Colombia.

Los extractos en estudio se obtendran a partir de plantas (n.v.. “granadilla’) provenientes de cultivos
comerciales, con lo cual no se afecta en forma negativa la biodiversidad de plantas silvestres por aspectos de
colecta.

Los aspectos de Propiedad Intelectual se estableceran segun los lineamientos del Acuerdo 008 de 2008 del
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia y el Acuerdo 035 de 2003 del Consejo Académico de la
Universidad Nacional de Colombia.

Concepto: Aprobado.

/

LUIS FERNANDO OSPINA G.
Coordinador Comité de Etica

Carrera 30 No. 45-03, FACULTAD DE CIENCIAS, Edificio 450, 4° piso, Oficina 400
Teléfono: (57-1) 316 5045 Conmutador: (57-1) 316 5000 Ext. 14666 Fax: 14456
Correo electronico: lfospinag@unal.edu.co / Bogota, Colombia, Sur América



