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Resumen y Abstract VI

Resumen

El presente trabajo tiene como objetivo aportar a la exploracion quimica de la familia
Lauraceae especificamente del género Persea, combinando el aislamiento e
identificacion de metabolitos de la especie Persea caerulea con el estudio quimico
comparativo mediante plataformas analiticas (CL/EM;CG/EM), de extractos y aceites
esenciales obtenidos de un total de veinte individuos de la especie colectados en la
region Caribe y Andina del territorio colombiano. Adicional a ello, se realiz6 la exploracion
del potencial biolégico de la especie P. caerulea evaluando de manera preliminar la
actividad antiflngica, antibacteriana y citotOxica de extractos, aceites esenciales,

metabolitos aislados y derivados.

El estudio fitoquimico de hojas, corteza y madera de P. caerulea permitid la
caracterizacion e identificacion de veinticinco metabolitos incluidos cinco flavonoides
acilados sin reportes previos en la literatura, denominados caerulina A-E (HPc6-HPc10),
seis flavonoles glicosidados, cuatro esteroles, tres hidroxicumarinas, tres flavanoles, un
flavanol, una naftoquinona, un lignano y un glicésido. En esta investigacion diferentes
técnicas cromatograficas, espectroscopicas y espectrométricas (RMN y EM) fueron

utilizados para la identificacion de los compuestos.

La caracterizacién quimica de los aceites esenciales determiné que los sesquiterpenos
son los compuestos mas abundantes en el aceite esencial de P. caerulea, siendo p-
cariofileno y B-farneseno los metabolitos mayoritarios. El analisis multivariado de
extractos de hojas, corteza y madera colectados en las diversas regiones permitié
establecer que las muestras de hojas presentan mayor diferencia en composicion
respecto a corteza y madera. Los aceites esenciales se diferenciaron no solo por lugar
sino por periodo de colecta. Los flavonoides glicosidados quercetina-3-O-B-glucésido y
guercetina-3-O-a-L-ramnopiranésido son los principales metabolitos responsables de la
diferenciacion entre los extractos de las diferentes estructuras analizadas. Para el caso

de los aceites esenciales los compuestos sabineno y p-cariofileno marcaron la diferencia



entre los lugares y periodo de colecta. Sélo los extractos etandlicos de hojas de P.
caerulea presentaron actividad antifungica, mientras que los extractos de corteza y
madera mostraron actividad citotoxica. Los aceites esenciales exhibieron actividad
antifungica contra Candida albicans y Aspergillus fumigatus. El 2,7-dimetoxi-5-hidroxi-6-
(I-hidroxietil)-1,4-naftoquinona aislado de la corteza de P. caerulea fue el compuesto mas
activo exhibiendo actividad antifingica, citotoxica y antibacteriana. En general los
compuestos modificados exhibieron mayor actividad biolégica que la molécula original o

precursora.

Palabras clave: Lauraceae, Persea caerulea, Flavonoides, Estudio Comparativo,

Citotoxico, Antifingico, Antibacteriano.



Abstract

The present work aims to contribute to the chemotaxonomic exploration of the Lauraceae
family specifically of the genus Persea, combining the isolation and identification of
metabolites of the Persea caerulea species with the comparative chemical study using
analytical platforms (LC/MS; GC/MS) of extracts and essential oils obtained from 20
individuals of the species collected in the Caribbean and Andean region from Colombia.
In addition, the biological potential of the P. caerulea species was evaluated by
preliminary evaluation of the antifungal, antibacterial and cytotoxic activity of extracts,

essential oils, isolated and derivates.

Phytochemical study of leaves, bark and wood from P. caerulea let the characterization
and identification of twenty five secondary metabolites, including five acylated flavonoids
without previous reports in the literature and named: caerulin A-E (HPc6-HPc10), six
glycosidic flavonols, four sterols, three hydroxycoumarins, three flavanols, one flavonol,
one naphthoquinone, one lignan and one glycoside. In this investigation different
chromatographic and spectroscopic, spectrometric techniques (NMR and MS) were used

to identify the compounds.

The chemical essential oils caracterization determined that the sesquiterpene compounds
are the most abundant ones in the P. caerulea’s essential oil, this composition dominated
by B-caryophyllene and B-farnesene. The multivariate analysis of leaf extracts, bark and
wood collected in the different regions, indicated higher composition variability in the leaf
samples, than bark and wood. In addition, the extracts were differentiated by place of
origin.

Essential oils differed not only by location but also by period of sampled. The
differentiation metabolites over all extracts (leaf, wood and bark) and all structures are,
the glycoside flavonoids quercetine-3-O-B-glucoside and  quercetin-3-O-a-L-
rhamnopyranoside. In the case of essential oils, sabinene and - caryophyllene marked
diference among place and collect period. Only ethanolic extracts from P. caerulea’s

leaves presented antifungical activity, while wood and bark’s extracts showed citotoxic



activity. The essential oils exhibited antifungical activity against Candida albicans and
Aspergillus  fumigatus.  2,7-dimethoxy-5-hydroxy-6-(I-hydroxyetil)-1,4-naphthoquinone
isolated from bark’s extract was the most active compound, showing antifungical, citotoxic
and antibacterial activity. In general, the modificated compounds displayed higher

biological activity than the original molecule or their precursor.

Keywords: Lauraceae, Persea caerulea, flavonoids, cytotoxic, antimicrobial, comparative

study.
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Introduccioén

Colombia es uno de los paises con mayor biodiversidad en el mundo; en el ambito
vegetal cuenta con aproximadamente 45.000 especies, de las cuales un porcentaje
minimo se encuentran caracterizadas quimicamente y se conocen Sus Us0S O
aplicaciones (Romero et al., 2008). De ese extenso reservorio vegetal que posee nuestro
pais las especies de la familia Lauraceae corresponden a un grupo relevante de
organismos distribuidos a lo largo del territorio nacional que a pesar de su amplia
distribucién, la informacion taxondmica registrada en los herbarios nacionales es muy
poca y mas bien reducida, situaciébn que se presenta por su alta diversidad biolégica
dificultades en la identificaciobn y poca informacion quimica y molecular de sus
organismos (Madrifian, 2004). En Colombia,el género Persea (Lauraceae) se encuentra
ampliamente distribuido pero la informacién en cuanto a su diversidad biolégica,
caracterizaciébn gquimiotaxonémica de sus especies y usos potenciales en el campo
farmacoldgico es bastante reducida, con muy pocos registros cientificos. Un ejemplo de
ello es la especie P. caerulea, que de acuerdo a la informacién registrada en el Herbario
Nacional Colombiano, es uno de los representante del género Persea de mayor
distribucion en Colombia abarcando alrededor de doce departamentos. La amplia
extension de esta especie a lo largo de las diversas regiones del pais ha permitido que
los individuos hayan desarrollado cierta variabilidad morfolégica observandose en los
ejemplares colectados diferencias en cuanto a estructuras como hojas, tallo o fruto
(Instituto de Ciencias Naturales/Herbario Nacional Colombiano/Universidad Nacional de
Colombia). Ademas, existe poca informacién de la composicion quimica de esta especie
en nuestro territorio; se desconoce la manera como puede variar la presencia y/o
concentracion de sus metabolitos secundarios de acuerdo a las condiciones particulares
en que se desarrolla cada grupo de individuos en las diferentes regiones geograficas del
territorio nacional. Esta variabilidad en su composicion puede estar determinada por

factores externos o internos propios del medio (Gnavi et al., 2010).



2 Introduccién

En este contexto, el presente trabajo se planteé con el objetivo de contribuir a la
exploracién quimiotaxondmica de la familia Lauraceae especificamente del género
Persea. Para ello se seleccion6 un numero de individuos colectados en diferentes
regiones de Colombia con el fin de describir el comportamiento quimico que tiene una
especie, especificamente Persea caerulea en condiciones geograficas distintas
empleando para tal fin diversas plataformas analiticas (CL/EM-CG/EM) acompafiadas de
herramientas estadisticas como el andlisis multivariado para el procesamiento de los
diversos datos obtenidos. Adicional a ello, se aislaron diversos metabolitos en diferentes
estructuras de la especie, con el objetivo de emplearlos como estandares en el proceso
comparativo de los individuos colectados y permitiera una caracterizacién quimica y una
informacion mas detallada y clara del comportamiento de los individuos en cada region
analizada. Con el fin de aportar al potencial terapéutico que presentan las especies de la
Familia Lauraceae, se desarroll6 la evaluacion antifungica, antibactariana y citotoxica de

extractos, aceites esenciales, metabolitos aislados y derivados de P. caerulea.

Este trabajo esta dividida en cuatro capitulos. El primero describe el estado actual del
tema realizando una breve resefia de las caracteristicas morfolégicas, quimicas y de
accion biolégica de la Familia Lauraceae, especialmente del género Persea. En el
capitulo dos se detalla el aislamiento e identificacion de los metabolitos secundarios de
P. caerulea, en el capitulo tres se presentan los resultados del andlisis multivariado del
estudio comparativo de extractos y aceites esenciales de los individuos colectados en
diversas areas geogréficas y finalmente, el cuarto capitulo describe la actividad
antifangica, antibacteriana y citotoxica de extractos, aceites esenciales, metabolitos

aislados y transformados.
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1.Estado actual del tema

1.1 Generalidades de la familia Lauraceae

La familia Lauraceae esta constituida por plantas lefiosas que alberga unas 2500 a 3000
especies agrupadas en 50 géneros. Los organismos de esta familia se encuentran
distribuidos a lo largo de latitudes tropicales y subtropicales (Chanderbali et al., 2001).
Los principales centro de diversidad de esta familia se encuentran en la region
Indolomalaya y en América del sur y central, mientras que Africa es una de las regiones
con menor presencia de especies (Rohwer, 1993). En los trOpicos americanos sus
especies figuran entre los componentes mas importantes de los bosques de tierras bajas
y con frecuencia son elementos dominantes en la vegetaciéon de las montafias
(Chanderballi et al., 2001). Se reconocen tres tribus para la familia Lauraceae: Lindera,
Cryptocaryeae y Perseae, que se encuentran distribuidas en lineas geograficas definidas
(Werff et al., 1991). Lindera posee los géneros Litsea, Lindera, Sassafras distribuidos
entre Norte América y Asia; Laurus en el Mediterraneo y especies de los géneros
Actinodaphne y Neolitse endémicas de Asia. Cryptocaryeae incluye los géneros
pantropicales Beilschmiedia, Cryptocarya y otros como Endiandra y Potamei que se
encuentran predominantemente en el hemisferio sur; por su lado, la tribu Perseae se
encuentra ampliamente distribuida en la regién Neotrépica con los géneros Ocotea,

Cinammomum y Persea (Chanderballi et al., 2001).

En Colombia, esta familia se encuentra bien representada en diversos tipos de bosques,
se han identificado alrededor de 18 géneros y aproximadamente 232 especies reportadas
(Madrifian, 2004). Comparada con otras familias de plantas, la taxonomia de Lauraceae

es poco conocida debido a su gran diversidad, dificultad de identificacion, reducido
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trabajo taxonémico y poca informacién molecular (Madrifian, 2004). Situacion que motiva
el incremento en el estudio de especies de esta familia a nivel nacional, contribuyendo de
esa manera a un progreso importante en la sistematica de la familia Lauraceae en

nuestro pais (Laboratorio de Botanica y Sistemética, Universidad de los Andes).

Figura 1-1:  Distribucion Mundial de la Familia Lauraceae

1.1.1 Usos de especies de la familia Lauraceae

Los organismos pertenecientes a esta familia tienen gran interés econémico como
productores de especias, aceites esenciales, frutos comestibles o en algunos casos
como maderables (Scora et al., 1990). Hoy en dia el producto mas importante para la
familia es el aguacate, fruto obtenido de la especie P. americana y que se emplea en la
elaboracion de alimentos (Rohwer, 1993). Después del aguacate, el producto relevante
es la canela, empleada como especia y es obtenido a partir de la corteza joven de
Cinnamomum verum. Los aceites esenciales obtenidos de organismos de esta familia
son utilizados en diferentes campos por ejemplo, en la industria cosmética exactamente
en la perfumeria se emplean las especies Aniba rosaeodora (aceite de palo de rosa) vy
Ocotea odorifera (aceite de sassafras brasilefio), en el area farmacéutica se reconoce el
alcanfor obtenido de la especie Cinnamomum camphora. La familia Lauraceae también
es identificada a nivel mundial por su diversidad de usos en la medicina tradicional (Tabla
1-1). Entre los usos mas relevantes de sus especies encontramos: como carminativo,
emenagogo, diuréticos, vermifugo, antiespasmaodicos, para el tratamiento de picaduras

de insectos, entre otros (Barriga, 1992).
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Tabla 1-1: Usos en la Medicina Tradicional de Algunas Especies de la Familia
Lauraceae
Especie Estructura  Modo de Ubicacién Uso Referencia
utilizada Preparacion Geogréfica
Cinnamomum Mootoosamy
camphora - Maceracién Africa Diabetes etal., 2014
Beilschmiedia Zheng et al.,
glauca Corteza Decoccion China Antiinflamatorio 2013
Dolor de cabeza, Zheng et al.,
Litsea cubeba Hojas Tostado China resfriado 2013
Machilus Hojas, Dolor de cabeza, Zheng et al,
salicina Corteza Maceracion China heridas 2013
Litsea Alteracion sistema Gutiérrez et
glaucescens Hojas Decoccion México nervioso al., 2012
Antiespasmadico Gonzélez et
Laurus Hojas Infusion Espafia Expectorante al., 2010
nobilis Menendez et
Hojas Decoccion Espafia Resfriado al., 2014
Nectandra Valadeau et
cuspidata Corteza Decoccion Perl Diarrea al., (2010)
Cinnamomum Peter et al,
cassia Hojas Decoccion Tanzania Anemia 2014
Persea Traumatismos y Gonzales et
americana Hojas Maceracién Peru contusiones al., 2014
Cassytha Inflamacion, Peter et al,
filiformis Tronco - Tanzania dolores de cabeza 2014
Cinnamomum Dolores Ceuterick et
verum Corteza Infusion Colombia Menstruales al., 2008
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1.2 Generalidades del género Persea

El nombre Persea fue propuesto por primera vez por Clusius (1601) y deriva su nhombre
de la mitologia griega (Campos et al., 2007). En 1753 Linneo reconoce a Persea como un
género Vvalido y lo sinonimiza bajo el nombre de Laurus, la descripcion vélida de este
género fue publicada por Miller en 1754, pero la primera publicacion donde se le da un
tratamiento sisteméatico al género Persea es Mez en 1889 y recientemente Kopp en 1966,
quien reconoce Persea Mill. como un género incluido en la tribu Perseae (Bernal, 2007).

El género Persea conformado por unas 190 especies pertenece a la familia Lauraceae y
se encuentra distribuido ampliamente en la regibn mesoamericana (Madrifian, 1996).
Este género se encuentra dividido en dos grandes subgéneros: Persea y Eriodaphne
(Kopp, 1966). Las principales caracteristicas de distincion entre estos subgéneros son la
pubescencia de los tépalos y el tamafio de fruto; el subgénero Persea presenta ambas
caras de los sépalos pubescentes, mientras que en Eriodaphne generalmente solo la
cara abaxial de los tépalos es pubescente. Por el tamafio del fruto, el subgénero Persea
tiene frutos grandes (~7-20 cm) mientras que en Eriodaphne los frutos son pequefios
(menores a 2 cm) (Kopp, 1966). El subgénero Eriodaphne se extiende principalmente en
Suramérica (Scora et al., 1990) e incluye especies como P. borbonia Spreng, P. indica
Spreng, P. lingue Nees, y P. caerulea Mez., P. cinerascens Blake, P. donnell-smithii Mez,
P. excels Kosterm., P. palustris Sarg, P. rigens Allen, P. silvatica van der Werff, P.
skutchii Allen, y P. standleyi Allen (Scora et al., 1990) (Barrientos y Lopez, 2000).
Algunas especies pertenecientes al subgénero  Eriodaphne son importantes por
presentar cierta resistencia a enfermedades de tipo fangica, por ejemplo la denominada
“pudricion de las raices del aguacate” originada por Phytophthora cinnamomi (Campos
et al., 2007). El subgenero Persea abarca principalmente la region mesoamérica e
incluye las especies P. americana Mill., P. schiedeana Nees, P. parvifolia Williams, P.
primatogena Williams (Scora et al., 2002) (Scora et al., 1990) (Williams et al., 1977). La
especie mas reconocida del género es P. americana, su fruto conocido cominmente
como aguacate es la base de la industria pomoldgica en las regiones tropicales y
subtropicales alrededor del mundo (Bergh et al., 1973). P. americana es una especie
polimérfica y consta de algunos taxones independientes que pueden ser consideradas

variedades botanicas o subespecies: floccosa Mez., steyermarkii Allen y nubigena Kopp.,
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de igual forma se identifican las razas comerciales: americana Mill., drymifolia Blake y

guatemalensis Williams (Bergh et al., 1973 y Scora et al., 2002).

1.2.1 Distribucion del género Persea

La distribucién general de Persea Miller abarca principalmente la region de mesoamérica
y los andes suramericanos, exceptuando a P. americana Mill. por ser una especie
mundialmente cultivada. Dentro de las especies presentes en mesoamérica se
encuentran P. cuneata Meisn., P. pseudofasciculata L.E.Kopp, y P. poveda W.C.Burger,
el resto de especies se hayan distribuidos especificamente en los andes suramericanos
(Laboratorio de Botanica y Sistematica, Universidad de los Andes).

En cuanto a su distribucion altitudinal, las especies que se encuentran entre los 0-1.000
m y que podriamos denominar de tierras bajas son P. croizatii van der Werff, P.
perseiphylla (C.K. Allen) van der Werff, P.povedae W.C. Burger, y P. pseudofasciculata
L.E. Kopp. Las que estan en un rango de 1.000-2.500 m son P. areolatocostae (C.K.
Allen) van der Werff, P. caerulea (Ruiz & Pav.) Mez, P. cuneata Meisn., P. fastigiata L.E.
Kopp, P. rigens C.K. Allen, en el rango de 2.000-3.000 m estan P. chrysophylla L.E.
Kopp, P. hexanthera L.E. Kopp, P. mutisii Kunth, P. subcordata (Ruiz & Pav.) Nees. Las
de subparamo que alcanzan en algunos casos los 4.000 m son P. bernardii L.E. Kopp y
P. ferruginea Kunth (Laboratorio de Boténica y Sistematica, Universidad de los Andes).

En Colombia las especies de Persea estan distribuidas por todo el territorio nacional, el
género esta asociado a los andes colombianos, ademas de algunos representantes de
tierras bajas. Las especies que alcanzan mayor distribucion con excepcion de P.
americana Mill. son P. caerulea (Ruiz & Pav.) Mez y P. mutisii Kunth ampliamente
distribuidas con registro en por lo menos nueve departamentos de Colombia (Instituto de
Ciencias Naturales/Herbario Nacional Colombiano y Laboratorio de Botanica y
Sistematica, Universidad de los Andes). En la Tabla 1-2 se indican las especies del

género Persea presentes en Colombia.
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Tabla 1-2: Especies del género Persea en Colombia

No Nombre No Nombre No Nombre

1 P. americana 7 P. croizatii 13 P. perseiphylla

2 P. areolatocostae 8 P. cuneata 14 P. povedae

3 P. bernardii 9 P. fastigiata 15 P. pseudofasciculata
4 P. caerulea 10 P. ferruginea 16 P. rigens

5 P. chrysophylla 11 P. hexanthera 17 P. subcordata

6 P. costata 12 P. mutissi |

1.2.2 Morfologia del género Persea

Arboles o arbustos. Hojas cartaceas a Figura1-2: Morfologia del género

coriaceas,  simples,  enteras,  alternas, "ersea(Lorea, 2005)

penninervadas (Figura 1-2) (Scora et al., 2002).
La madera puede ser liviana o pesada, fragante
0 no. Las ramas pueden ser glabras,
glabrescentes, tomentosas y hasta lanosas, de
colores café, amarillo y rojo en todas sus
tonalidades hasta blanquecinas. Los peciolos

por lo general son glabros o glabrescentes, en

algunos casos presentan indumentos, pueden

ser angulares, teretes o planos. Las hojas s A WS
pueden tomar formas elipticas, ovadas, S lsmm T ¥ G

lanceoladas y oblongas. Inflorescencias tirso- * .

4mm )

paniculadas, con frecuencia originadas de una
yema terminal vegetativa (Figura 1-2.). Flores trimeras, bisexuales (Figura 1-2.) (Rohwer,
1993). El tamafio de las flores por lo general va 0.5-1.8 mm de largo por 1-8 mm de
ancho, estas presentan tubos florales circulares ovados y elipticos, generalmente son de
apariencia pubescente, tomentosa, sericea, estrigulosa y lanosa. (Bernal, 2007). El fruto
es pequefio en la mayoria de especies, globoso, tiene una semilla y puede presentar

para la mayoria de los casos el cdliz persistente o no (Figura 1-2) (Scora et al., 2002).
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http://botanica.uniandes.edu.co/investigacion/lauraceae/generos/persea/p_rigens.htm
http://botanica.uniandes.edu.co/investigacion/lauraceae/generos/persea/p_chrysophylla.htm
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1.2.3 Usos del género Persea

A continuacion, en la Tabla 1-3 se describen los principales usos etnobotanicos de

algunos organismos pertenecientes al género Persea, especialmente de la especie mas

reconocida de este taxéon: P. americana.

Tabla 1-3: Usos en la medicina tradicional del género Persea
Especie Estructura Modo de Ubicacién Uso Reporte
utilizada Preparacion Geografica
Rep. Ososki et al.,
Hojas Infusion Dominicana Regular la menstruacion 2002
Trinidad y
Hojas Infusion Tobago Hipertension Lans, 2006
Hojas Decoccion Asia Hipertension Wright et al., 2007
Analgésico gastrico, Novais et al.,
Hojas Infusién Portugal protector hepético 2004
Andrade-Cetto et
Hojas Infusion México Antihipoglicémico al., 2005
Hojas, flores Diurético, emenagogo, Tomazzoni, 2004
frutos Infusion Brasil expectorante
Persea Hojas, frutos - Tabuti et al., 2010
americana semillas Uganda Tratamiento tuberculosis
Enfermedades Magassouba et
Hojas Decoccion Guinea infecciosas al., 2010
Enfermedades micoticas, Ramos et al.,
Semillas Decoccion México Analgésico 2004
Lamorde, et al.,
Semillas - Uganda Tratamiento de VIH 2010
Gonzales, et
Hojas Maceracion Peru Trauma y contunsiones  al.,2014
Mootoosamy, et
Fruto Jugo Mauritius Catarata al., 2014
Ezuruike, et al.,
Hojas Infusion Nigeria Diabetes 2014
Ochwang, et al.,
Hojas Triturada/polvo Kenia Cancer 2014.
Dike et al. 2012
Hojas - Nigeria Malaria
Tratar procesos Schlemper et al.,
Persea Corteza - Brasil infecciosos 2001
cordata Antiinflamatorio Cechinel-Filho, et
Corteza - Brasil Antibacterial al., 2007
Persea Kruthiventi et al.,
gratissima Hojas Decoccion India Hipotensivo 2000
Persea Tratar heridas y Cosmo et al.,
major Corteza - Brasil desordenes gastricos 2007
Persea - Protege papa Gonzalez-Coloma
indica Hojas Islas Canarias almacenada (plagas) etal.,, 1992
Persea Mohagheghzadeh
borbonia Hojas Decoccién USA Antidiarreico et al., 2006
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1.2.4 Estudio fitoquimico del género Persea

Este género ha sido objeto de diversos estudios por su gran uso etnoboténico, lo que
ha generado un interés en la validacion de estos usos mediante la busqueda de
metabolitos llevando al aislamiento de un amplio rango de compuestos, dentro de los
cuales se cuentan: flavonoides, terpenos, lignanos, acidos absicicos entre otros
(Fraga et al., 2017; Falodun et al., 2013; Lu et al., 2012; Ding et al., 2007; Tsai et al.,
1998).

Los lignanos han sido aislados de las especies P. indica, P. lingue, P. pyrifolia entre a
otras. Del extracto etanolico de las hojas de la especie P. indica se identificaron los
neolignanos: obovatinal (1),obovatifol (2), perseal A (3), perseal B (4), perseal C (5) y
perseal D (6) (Tsai et al., 1996 y Tsai et al., 1998). Un nuevo aril lignano denominado
lingueresinol (7), fue obtenido de la corteza de la especie P. lingue (Sepulveda et al.,

1990) y del extracto hexanico de las hojas de P. pyrifolia se aislaron los lignanos de

tipo furofurano: sesamina (8), metilpiperitol (9), eudesmina (10) y magnolina (11) (De
Luca et al., 2010).
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MeO
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R1+R2:OZCH2, R3+R4: Ochz, R5:H

R1+R2:OZCH2, R3:R4: OCH3, R5=H

R1:R2: R3:R4: OCHg, R5=H

7

R1:R2: R3:R4: R5 =OCH3

Entre los flavonoides identificados en el género encontramos: 3-O-trans-p-
cumarilkaempferol (12), quercetina 3-O-ramnésido (13) isorhamnetina (14), aislados de
las flores de la especie P. gratissima (Kruthiventi et al., 2000). Al igual afzelina (15),
guercetina-3-O-D-arabinosido (16), catequina (17), y epicatequina (18), aislados en
hojas y semillas de P. americana, respectivamente (Ding et al., 2007). El estudio
comparativo de diversas especies del género (P. palustris, P. borbonia, P. littoralis, P.
humilis) realizado en el sureste de los Estados Unidos permitié identificar los flavonoides
glicosidados: orientina (19), isoorientina (20), vitexina (21), isovitexina (22), afzelina (15),
kaempferol 3-O-glucésido (23), quercetina 3-O-ramnésido (13), quercetina-3-O-xilésido
(24), quercetina 3-O-glucosido (25), quercetina 3-O-galactésido (26) y rutina (27)
(Wofford E, 1974). Los flavonoides glicosidados también han sido aislados de las hojas
de P. americana, del extracto acuoso fueron aislados siete compuestos entre los que se
encuentran dos nuevos flavonoles monoglicosidados: quercetina y kaempferol 3-O-a-D-
arabinopiranosido (28) (29), los otros flavonoides identificados corresponden a
guercetina-3-O-a-ramnopirandsido 13), guercetina-3-O-B-glucopiranésido (23),

guercetina-3-O-B-galactopirandsido (25), afzelina (15).
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13  R,=L-Rha; R,=H
H R2=D-G|U; R2=CH3
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Los terpenos también han sido caracteristicos en las especies del genero Persea,
algunos ejemplos de este tipo de metabolito identificados, son: anhidrocinnzeilanona
(30), anhidrocinnzeilanina (31), garajonona (32), 2,3-didehidrocinnzeilanona (33),
ryanodol (34), cinnzeylanol (35), cinnzeylanina (36) y cinnzeylanona (37) aislados del
extracto etandlico de las partes aéreas de P. indica (Gonzalez-Coloma et al.,, 1996 vy

Gonzélez-Coloma et al., 1992).

Ademas de los metabolitos ya mencionados, en este género se han identificados un gran
namero de sustancias con gran relevancia desde el punto de vista biolégico. Estos
metabolitos corresponden principalmente a los compuestos denominados: alquilfuranos,

oxoalquilacetatos y compuestos polihidroxilados.

Los alquilfuranos también denominados avocadofuranos han sido aislados
principalmente del fruto de P. americana, un ejemplo de estos metabolitos son el 2-
pentadecilfurano (38), 2-heptadecilfurano (39), 2-1Z-pentadecilfurano (40), 2-1E-
pentadecenil furano (41), identificados del fruto de P. americana (Rodriguez-Saona et al.,
1998) y ademds, perseafurano (42), avocadienofurano (43) y avocadinenofurano (44)

aislados del fruto de P. indica (Fraga, et al., 1996).
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Los oxoalquilacetatos son compuestos olefinicos altamente oxigenados y de cadena
larga acetilénica. Estos compuestos han sido aislados junto con los avocadofuranos de
las células de idioblastos del fruto de P. americana. Algunos ejemplos de este tipo de
metabolito identificados en este fruto son: persina (45), isopersina (46) (Rodriguez-Saona
et al., 1998), (2E,5E,127,157)-1-hidroxiheneicosa-2,5,12,15-tetraen-4-ona (47), acetato
(5E,12Z,15Z7)-2-hidroxi-4-oxoheneicosa-5,12,15-trien-1-ilo (48), acetato (2R,12Z,157)-2-
hidroxi-4-oxoheneicosa-12,15-dien-1-ilo (49) (Kawagishi et al., 2001).

De igual forma de este género han sido aislados compuestos polihidroxilados como:
1,2,4-trihidroxinonadecano (50), 1,2,4-trihidroxiheptadec-16-eno (51), 1,2,4-
trinidroxiheptadec-16-ino (52) y 1,2,4-trihidroxinonadecano identificados en el fruto

inmaduro de P. americana (Oberlies et al., 1998 y Giffoni et al., 2009).
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Por otra parte la literatura sefiala diversos estudios de aceites esenciales que han sido
extraidos de diferentes especies de este género. El analisis del aceite esencial obtenido
de las hojas de P. americana permitio identificar: metil eugenol (53), B-cariofileno (54),
estragol (55) y 6-cadineno (56), como los principales componentes del aceite (Larijani et
al., 2010). Del aceite esencial de las hojas de P. indica se identificaron como
componentes mayoritarios: B-cariofileno (54) y y-curcumeno (57) (Pino et al., 2004). El
estragol (55) ha sido reportado como el principal constituyente del aceite de las hojas de
P. gratissima. El aceite esencial obtenido de las flores P. bombyciana, se caracteriz6
principalmente por la presencia de Oxido de cariofileno (58) y (E)-nerolidol (59). El
andlisis del aceite esencial realizado a P. duthiei permitié6 determinar que los principales
constituyentes identificados fueron: limoneno (60) para el aceite de hojas, y (E)-nerolidol
(59) para el aceite de flores y frutos (Padalia et al., 2009).
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1.2.5 Actividad bioldgica del género Persea

Existen diversos reportes de actividad bioldégica para especies del género Persea, en la

Tabla 1-4. Se relaciona algunos ejemplos de estos estudios adelantados en diferentes

partes del mundo.

Tabla 1-4: Actividad Bioldgica de especies del género Persea
Especie Metabolitos y/o extractos Actividad biol6gica Referencia
obtenidos
2-(pentadecil)-Furano Insecticida contra Rodriguez-
2-(heptadecil)furano Spodoptera exigua Saona et al,
1999
Extracto acuoso de la corteza Antiinflamatorio y Adeyemi et al.,
analgésico 2002
(E,Z,Z )-1-acetoxi-2-hidroxi-4- Antifiingico contra Domergue et
oxo-heneicosa-5,12,15-trieno Colletotrichum al., 2000
gloeosporioides
Procianidinas Capacidad antioxidante Wang et al,
2010
Persea Extracto hexanico del fruto Inhibicién del crecimiento Lu et al., 2005
americana

del cancer de prostata.

1,2,4-trihidroxiheptadec-16-ino

Citotoxico (Cancer de
prostata) e Insecticida
(Aedes agypti)

Oberlies et al.,
1998
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Tabla 1-4. (continuacion)

acetato(2R)-(122,152)-2-hidroxi-  Inhibidores de superéxido Kim et al., 2000
4-oxoheneicosa-12,15-dien-1-ilo  (O,) y oxido nitrico

Persina Produce necrosis del tejido  Oelrichs et al.,
apocinar de glandula 2006
mamaria
1,2,4-trihidroxinonadecano Actividad tripanocidal Abe et al., 2005
contra Tripanosoma cruzi
Extracto metandlico y hexanico Larvicida y antifungica Giffoni et al.,
2009
Persenona A Inhibidor de la Acetil CoA Hashimura et
al., 2001
Persea Anhidrocinnzeilanona Insecticida contra Fraga et al.,
indica Spodoptera litoralis 2001
Persea Extracto hexénico Antiespamaédico Cechinel-Filho
cordata et al., 2007

1.2.6 Generalidades de la especie P. caerulea

Descripcion Morfolégica: Arbol de aproximadamente 12 m Figura 1-3:  Morfologia P.
caerulea

de altura. Su corteza externa blanquecina, interior rosa,

ramas delgadas glabrescentes. Hojas alternas cartaceas;
peciolos pubescentes-tomentosos, rojizos; laminas
ovadas-lanceoladas a elipticas-oblongo-ovadas,
pubescente por el envés, venacion terciaria poco
prominente  (Figura 1-3). Inflorescencias axilares,
paniculadas, muy densas; peddnculos delgados

glabrescentes rojizos. Flores pubescentes rojizas, tubo

floral alargado; pedicelo 3-5 mm; tépalos | verticilo adaxial
glabros, tépalos Il verticilo, pubescentes tanto adaxial

como abaxial; estambres verticilo | y Il fértiles, filamentos

pilosos, anteras tetravalvares que abren hacia arriba, conectivo de forma ovoide,
estambres verticilo 11l con filamentos pilosos, anteras café—amarillento, de cuatro valvas
gue abren hacia los lados, conectivo de forma ovoide, provistos de glandulas café
oscuro, estambres IV verticilo (estaminodios), con filamentos pilosos amarillento,
conectivo sagitado, café oscuro; ovario sub-globoso-ovoide. Infrutescencias multiples,

caliz persistente, drupa y globosa (Figura 1-3).
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Distribucion: Esta especie esta ampliamente distribuida (500-2000 m) desde bosques de
tierras bajas a bosques pre-montanos en mesoamérica y Suramérica, principalmente en
los paises de Bolivia, Colombia, Ecuador, Pert y Venezuela (Figura 1-4.). En Colombia
esta especie es de amplia distribucion identificAndose en los Andes, Valle del Cauca
y Valle del Magdalena, especificamente en los departamentos de Antioquia, Caldas,
Guajira, Valle, Magdalena, Santander, Boyacé y Cundinamarca (Figura 1-5.) (Instituto de

Ciencias Naturales/Herbario Nacional Colombiano/Universidad Nacional de Colombia).

Figura 1-4: Distribucién mundial de la especie P. caerulea (GIBF)

Usos: Es apropiada para programas de reforestacion, corredores viales y retiros de
guebradas. Es importante por la produccién de frutos para la fauna silvestre (Universidad
de Antioquia y Vargas, 2002).

Estudio fitoquimico: De la especie P. caerulea existen muy pocos reportes de tipo
fitoquimico en la literatura. El primer estudio corresponde al analisis de los aceites
esenciales de hojas de diversas especies del género Persea, incluida P. caerulea; en
esta investigacion se identific6 como componentes mayoritarios de la especie; sabineno
(61) y B-cariofileno (54) (Scora et al., 2001). En otro estudio similar, del aceite esencial de
hojas de P. caerulea se obtuvieron como compuestos principales los sesquiterpenos [3-

cariofileno (54) y germacreno D (62). En este mismo estudio el aceite esencial exhibio
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actividad inhibitoria contra la cisteina-proteasas cruzaina, que juega un papel importante
en el metabolismo, replicacion y supervivencia del protozoario Tripanosoma cruzi (Setzer
et al., 2007). En cuanto al estudio de los metabolitos fijos en esta especie, del extracto
metandlico de la corteza de P. caerulea se aislaron los compuestos: catequina (17) y
epicatequina (18) (Cuca, 1978).

T

61 62

Figura 1-5:  Distribucion en Colombia de la especie P. caerulea.

Fuente: Herbario Nacional Colombiano






2. Estudio Fitoquimico de Hojas, Corteza y
Madera de P. caerulea

2.1 Generalidades

El estudio fitoquimico de especies del género Persea ha permitido el aislamiento de un
gran numero de diversos tipos de metabolitos, entre los cuales se mencionan:
flavonoides reportados en P. gratissima (Kruthiventi and Krishnaswamy, 2000), P.
americana (Ding et al., 2007), P. palustris, P. borbonis, P. littoralis, P. humilis (Wofford,
1974), terpenos aislados en P. indica (Gonzélez-Coloma et al., 1992), lignanos de P.
obovatifolia (Tsai et al., 1996), P. pyrifolia (Batista et al., 2010), P. japonica (Wang et al.,
1996), P. lingue (Sepulveda-Boza et al., 1990), P. kurzii (Prasitpan et al., 1996),
alcaloides identificados en P. japonica (Wang et al., 1996), derivados de &acidos
abscisicos de P. americana (Ramos et al., 2004), alquilfuranos aislados de P. americana
( Rodriguez-Saona et al., 1998), P. indica (Gonzalez-Coloma et al., 1996) y compuestos
polihidroxilados, entre las que se encuentran las denominadas acetogeninas alifaticas y
alcanoles identificados en P. americana (Oberlies et al., 1998; Rodriguez-Saona et al.,
1998). En cuanto a la especie P. caerulea, en la literatura se reportan tres estudios, dos
de los cuales estan centrados en el analisis de la composicién quimica de los aceites
esenciales de hojas y su accion biol6gica frente a Trypanosoma cruzi (Scora and Scora,
2001; Setzer et al., 2007), mientras que el Ultimo describe el aislamiento de catequina,

epicatequina, proantocianidinas B1, B2 y B-sitosterol (Cuca, 1978).
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2.2 Metodologia

2.2.1 General

Las separaciones cromatograficas en columna se realizaron por efecto de la gravedad
(CC), por aplicacién de presién mediante cromatografia flash (CF) y por aplicacién de
vacio mediante cromatografia liquida al vacio (CLV). La fase estacionaria utilizada para
el método tradicional de CC fue silica gel 60 Merck (70-230 Mesh), para la CF fue silica
gel 60 Merck (230-400 Mesh) y para CLV silica gel 60HF254 Merck. Algunas fracciones

fueron procesadas mediante un sistema de CF automética (CombiFlash Rf, Teledyne
Isco). Las separaciones cromatograficas en capa delgada preparativa (CCDP) se

realizaron en placas de silica gel 60 HF254 Merck de 1 mm de espesor. Los estudios

cromatogréficos, el monitoreo de las CC, CCDP vy el control de pureza se realiz6 por

cromatografia en capa delgada (CCD) empleando cromatoplacas de silica gel 60 HF254

Merck, utilizando como reveladores vapores de yodo, luz UV (254 y 365 nm) y
vainillina/H3P04. Los solventes empleados para las separaciones cromatograficas fueron

de grado técnico (destilados antes de su uso) y/o grado analitico.

El andlisis de HPLC-semipreparativo se llevd a cabo en el Instituto de investigacion
Fundacion MEDINA en Granada (Espafia), empleando para ello, un cromatégrafo Gilson
GX281 equipado con colector automatico de fracciones, con detector UV-DAD y una
columna Waters XBridge semiprep C18 ,5um; 10x15 mm. Se emplearon solventes
LiChrosolv (Merck) (filtrados sobre una membrana millipore de nylon 66 y desgasificados
bajo vacio previamente a su uso) y Panreac grado HPLC (desgasificados antes de su
uso en bafio de ultrasonido). Los sistemas de elucidon empleados fueron determinados de

acuerdo a las caracteristicas de las muestras empleadas.

Los compuestos aislados fueron caracterizados por técnicas espectroscopicas y
espectrométricas convencionales que incluyen RMN, EM, IR y UV y por comparacion de
los datos obtenidos con la literatura. Los espectros RMN (*H, *C, DEPT 135, COSY,

HMQC, HMBC) fueron tomados en los espectrometros Bruker Avance 400 y Bruker
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Avance Il a 500 MHz con criosonda de 1.7 mm, a 400 MHz y 500 MHz para 4 100
MHz y 125 MHz para *C empleando cloroformo deuterado (CDCls), acetona deuterada
(acetona-ds), metanol deuterado (CDsOD), dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds), como
solventes. Los datos de desplazamiento quimico estan expresados en ppm con TMS

como estandar interno y las constantes de acoplamiento (J) en Hz.

Los espectros de infrarrojo (IR) fueron realizados en un espectrofotometro Perkin-FT-IR
Panagon-500 serie 1000, en pastilla de KBr y en ventana de NaCl. Los espectros de
masas de baja resolucion (EM) fueron llevados a cabo en un sistema HPLC 1206-LC
(Agilent Technologies, CA, USA) equipado un detector de arreglo de diodos (DAD) y
acoplado a un detector de masas con interfase ESI como fuente de ionizacion y TI como
analizador de masa Bruker Daltonics Esquire 2000™ ion (Bruker Daltonik, Bremen,
Germany). Los espectros de masas de alta resolucion (EMAR) se realizaron en la
plataforma Waters Acquity UPLC™ H—Class system (Waters, Manchester, UK) acoplado
a un espectrometro de masas microTOF equipado con una fuente electrospray y en un
CL Agilent (Santa Clara, CA) 1200RR, acoplado a un espectrémetro de masas Bruker
maXis HR-QTOF (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany). Los analisis se llevaron a
cabo en modo positivo 0 negativo, de acuerdo al tipo de compuesto, y con ayuda de
experimentos MS2 seleccionando el pseudo-iébn molecular. Siempre se hizo un scan
entre 100,000 y 1000,0000 m/z.

Para los experimentos de espectroscopia de difusion (DOSY), se prepararon soluciones
stock de los flavonoides en DMSO-d6, diluidos en D,O o en solucién de dodecil sulfato
sédico (SDS), segun lo requerido, hasta generar para cada flavonoide una concentracién
final de 25 mM. Las muestras seleccionadas para los experimentos con matriz asistida
(MAD) fueron preparadas empleando la fraccién correspondiente que contenia los dos
flavonoides y adicionando de manera progresiva SDS hasta obtener concentraciones
finales de 25, 60, 120 y 180 mM. Las medidas de difusién se llevaron a cabo empleando
pulsos eco de secuencia y pares bipolares (PGSE). Los valores de D fueron
determinados empleando DiffAtOnce package. Los espectros de RMN fueron
desarrollados en los espectrometros Bruker Avance 1l 300 (*H, 300.13 MHz; **C, 75.47
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MHz) y Bruker Avance Il 500 (*H, 500.13 MHz; °C, 125.76 MHz). Los datos de
desplazamiento quimico estan expresados en ppm con TMS como estandar interno y las
constantes de acoplamiento (J) en Hz.

2.2.2 Material vegetal

La muestra vegetal de hojas, corteza y madera de la especie P. caerulea fueron
colectadas en Diciembre de 2009 en la poblacién de San Pedro de la Sierra, jurisdiccion
del municipio de Ciénaga, departamento del Magdalena, Colombia (10°54'21.12"N de
latitud, 74° 2'45.67"0O de longitud) por el Magister Juan Manuel Alvarez Caballero. Fue
identificada por el botanico Adolfo Jara Mufioz y un ejemplar del especimen se encuentra
depositado en el Herbario Nacional Colombiano del Instituto de Ciencias Naturales de la

Universidad Nacional de Colombia con el nimero de coleccién COL518189.

2.2.3 Extraccion, Fraccionamiento y Purificacion de Metabolitos
Secundarios del Extracto Crudo de Hojas de P. caerulea

El material vegetal seco y molido (2.105 g de Hojas) fue sometido a extraccion por
maceracion con etanol al 96%, a temperatura ambiente. El solvente fue removido por
destilacion a presion reducida en rotaevaporador para obtener 345.8 g de hojas del
extracto etandlico crudo. Una muestra de este extracto (58 g) fue fraccionado por CLV
sobre silica gel, utilizando como fase mévil disolventes en polaridad creciente: éter de
petréleo (EdP), cloroformo (CHCIs), tolueno, acetato de etilo (AcOEt) y metanol (MeOH).
Luego de la evaporacién de los solventes se obtuvieron las fracciones denominadas EdP
(6 g), tolueno (4 g), CHCI3 (5 g), AcOEt (14 g) y MeOH (23 g)

La fracciéon EdP (6 g) fue sometida a CF sobre silica gel, empleando como sistema de
elucién tolueno-AcOEt (95:5 a 20:80) en polaridad creciente, obteniéndose 19 fracciones
(EdP1-EdP19). La fracciébn EdP13 (235 mg) fue eluida sobre silica gel con n-hexano-
AcOEt 90:10, para producir una mezcla de los compuestos campesterol HPcl,

estigmasterol HPc2 y B-sitosterol HPc3.
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La fraccion CHCI; (4 g) se someti6 a CF empleando como eluyentes tolueno-AcOiPr
90:10 para generar 25 fracciones, la fraccién 15 (435 mg) fue purificada mediante CC
sobre silica gel eluyendo con una mezcla de CHCIl;-MeOH (95:5 a 30:70), obteniéndose

con ello las cumarinas identificadas como escopoletina HPc4 e isofraxidina HPc5.

La fraccion AcOEt (14 g) fue sometida a CF sobre silica gel, utilizando como eluyente
una mezcla de tolueno- AcOIPr (80:20 a 20:80) en polaridad creciente para producir 24
fracciones (1-24). La fraccion 3 (265 mg) fue sometida a CF utilizando como fase mévil
tolueno-acetato de etilo-a4cido acético 70:30:10 generando 16 fracciones (3.1-3.16). La
fraccion 3.7 (9 mg) fue purificada por HPLC semi-preparativo en fase reversa utilizando
como eluyentes ACN y H,O acidulada al 0.01% con &cido trifluoroacético (ATF), se
empled un sistema isocratico con la composicion de fase mévil A:B (60:40) con un
tiempo de 35 min y flujo 3mL/min. La fraccion fue disuelta en MeOH con un volumen de
inyeccion de 50 pl, permitiendo la obtencion del glicésido de flavonol acilado 4'-
metoxikaempferol-3-O-(2""-Z-p-cumaril-4”"-E-p-cumaril)-a-L-ramnopiranésido  HPc6 (1
mg). La fraccién 3.9 (7 mg) también fue sometida a HPLC semi-preparativo empleando
las mismas condiciones anteriores, permitiendo con ello la obtencion de otro grupo de
glicésidos de flavonol acilados 4 -metoxikaempferol-3-O-(3""-E-p-cumaril-4""-E-p-
cumaril)-a-L-ramnopiran6sido HPc7 (0.7 mg), 4 -metoxikaempferol-3-O-(2""-Z-p-cumaril-
4" -Z-p-cumaril)-a-L-ramnopiranésido HPc8 (0.5 mg), 4 -metoxikaempferol-3-O-(2""-E-p-
cumaril-4"-Z-p-cumaril)-a-L-ramnopirandsido HPc9 (0.6 mg) y 4" -metoxikaempferol-3-O-

(37"-Z-p-cumaril-4”" -E-p-cumaril)-a-L-ramnopiranésido HPc10 (0.5 mg).

La fraccién 4 (152 mg) se llevé a CC en silica gel utilizando como elucién la mezcla de
tolueno - AcOiPr (70:30 a 80:20) en polaridad creciente, permitiendo obtener el flavonol

guercetina HPc11 (8 mg).

La fraccion 10 (220 mg) se someti6 a CF empleando tolueno-AcOEt-acido acético
(70:30:10 a 30:70:10) como mezcla eluente en polaridad creciente permitiendo el

aislamiento del glicosido denominado kaempferido-3-O-a-L-ramnopiranésido HPc12 (8
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mg). La fraccion 12 (750 mg) fue sometida a CF sobre silica gel utilizando como eluentes
en polaridad creciente tolueno-AcOEt-acido acético (60:40:10 a 30:70:10) obteniendo 21
fracciones (12.1-12.21). La fraccioén 12.13 (324 mg) fue purificada mediante CF utilizando
como sistema de elucién tolueno-AcOEt-acido acético (50:50:10 a 30:70:10) aislando el
flavonol glicosidado quercetina-3-O-B-glucdsido HPc13 (11 mg). De las fracciones 12.14
(120 mg) y 12.18 (135 mg) empleando CC y eluyendo con tolueno-AcOEt-acido acético
(50:50:10 a 20:80:10) se obtuvieron los flavonoides glicosidados kaempferol-3-O-a-L-
arabinofuranésido HPc14 (10 mg) y quercetina-3-O-a-L-ramnopirandsido HPc15, (12

mg), respectivamente.

La fraccion 15 (350 mg) fue purificada mediante CF y eluida con una mezcla de tolueno-
AcOEt-acido acético (60:40:10 a 30:70:10) obteniendo la mezcla de los flavonoles
glicosidados denominados kaempferol-3-O-ramnopiranésido HPcl16 y quercetina-3-O-

arabinofuranésido HPc17 (10 mg).
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Figura 2-1:  Esquema general de extraccion, fraccionamiento y purificacion de los
metabolitos secundarios presentes en las hojas de P. caerulea

_ ‘ Maceracion-EtOH 96%
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2.2.4 Extraccién, Fraccionamiento y Purificacion de Metabolitos

Secundarios del Extracto Crudo de Corteza de P. caerulea
La corteza de P. caerulea seca y molida (1250 g) fue sometida a maceracion con etanol
al 96% a temperatura ambiente. El disolvente fue evaporado a presién reducida
obteniéndose 65 g de extracto crudo. Una muestra de este extracto (18 g) fue
fraccionado por CF empleando como fase movil tolueno-AcOi-Pr (90:10 a 10:90),
produciendo 25 fracciones (1-25). La fraccion 3 (485 mg) fue purificada empleando CC y
la mezcla de solvente tolueno-AcOEt 90:10 como eluyentes; este proceso permitio el
aislamiento del compuesto B-sitosterol CPc1 (6 mg). La fracciéon 6 (320 mg) fue sometida
a CF utlizando como sistema de elucion hexano-AcOi-Pr 60:40, permitiendo el
aislamiento de la cumarina escopoletina CPc2 (4 mg). La fraccion 10 (592 mg) fue
sometida a CF utilizando como fase maovil hexano-AcOi-Pr (80:20 a 30:70) para producir
18 fracciones (10.1-10.18). La fraccion 10.8 (85 mg) fue sometida a CC empleando como
eluyente hexano-AcOi-Pr (90:10 a 30:70), obteniendo el flavanol denominado 5,7-
dimetoxi-3',4'-metilendioxi epicatequina CPc3 (8 mg). La fraccibn 13 (595 mg) fue
sometida a CF utilizando como eluyente hexano-AcOi-Pr (60:40 a 20:80), produciendo 16
fracciones (13.1-13.16). La fracciébn 13.12 (103 mg) fue sometida a CC con el sistema
eluyente CH,CI,-ACN 95:5, produciendo la quinona 2,7-dimetoxi-5-hidroxi-6-(1-
hidroxietil)-1,4-naftoquinona CPc4 (12 mg).
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Figura 2-2: Esquema general de extraccion, fraccionamiento y purificacion de los
metabolitos secundarios presentes en la corteza de P. caerulea
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2.2.5 Extraccion, Fraccionamiento y Purificacién de Metabolitos
Secundarios del Extracto Crudo de Madera de P. caerulea
La madera seca y molida de P. caerulea (1550 g) fue extraida por el método de
maceracion con etanol al 96% a temperatura ambiente. El solvente fue evaporado
mediante destilacion a presion reducida para obtener 72.5 g de extracto crudo. 58 g de
este extracto fueron sometidos a CLV sobre silica gel, utilizando como sistema de elucién
una mezcla de AcOEt-MeOH en polaridad creciente (80:20 a 30:70), obteniéndose 25

fracciones. La fraccion 7 (420 mg) fue purificada mediante CF empleando como



32 Estudio Quimico Comparativo de Metabolitos Fijos y Aceite Esencial De Persea caerulea

(Ruiz & Pav) Mez y Evaluacion de su Actividad Biologica

eluyentes tolueno-AcOEt (70:30) permitiendo con ello obtener el compuesto MPc1 (10
mg). La fraccién 11 (825 mg) fue sometida a CF empleando como sistema de elucion
tolueno-AcOi-Pr-MeOH (70:30:10 a 30:70:10) obteniendo 19 fracciones (11.1-.11.19), la
fraccion 11.7 (50 mg) fue purificada por CC eluyendo con mezcla de tolueno--AcOi-Pr
(60:40 a 20:80) obteniendo el compuesto MPc2 (11 mg). Las fracciones 11.14-11.19 (3.4
g) fueron reunidas y fraccionadas mediante un sistema de CF automatica (CombiFlash
Rf, Teledyne Isco) equipado con 30 g silica gel en fase reversa, utilizando un gradiente
lineal CH,CI, a CHsOH durante 50 minutos con un flujo 10 mL/min, obteniéndose con ello
16 fracciones (14-19.1 ; 14-19.16). Las fracciones 14-19.8 y 14-19.10 fueron purificadas
por HPLC semi-preparativo utilizando como eluyentes ACN y H,O acidulada al 0.01%
con acido trifluoroacético (ATF), se emple6 un sistema isocratico con la composicién de
fase mévil A: B (70:30) con un tiempo de 42 min y flujo 3mL/min, obteniéndose con ello
los compuestos MPc3 (1 mg). La fraccion 14-19.12 (220 mg) fue sometida a CC
empleando sephadex LH-20 como fase estacionaria y MeOH como eluyente, permitiendo
obtener 13 fracciones. La fraccién 2 y 6 fueron purificadas por HPLC semi-preparativo
empleando las mismas condiciones anteriores permitiendo obtener los compuestos MPc4
(0.7 mq).
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Figura 2-3: Esquema general de extraccion, fraccionamiento y purificacion de los
metabolitos secundarios presentes en las madera de P. caerulea”
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2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Extraccion, Fraccionamiento y Purificacién de Metabolitos
Secundarios del Extracto Crudo de Hojas, Corteza y Madera
de P. caerulea

El estudio fitoquimico realizado en las fracciones de EdP, tolueno, CHCI; AcOEt, y MeOH

obtenidas del extracto de hojas de P. caerulea, permitié el aislamiento e identificacion de

diecisiete sustancias, entre las que se encuentran tres esteroles: campesterol HPcl,
estigmasterol HPc2 y B-sitosterol HPc3; dos cumarinas: escopoletina HPc4 e isofraxidina

HPc5; cinco flavonoides acilados: 4 -metoxikaempferol-3-O-(2°"-Z-p-cumaril-4""-E-p-

cumaril)-a-L-ramnopiranésido HPc6 (caerulina A), 4 -metoxikaempferol-3-O-(3""-E-p-

cumaril-4"-E-p-cumaril)-a-L-ramnopirandsido HPc7 (caerulina B), 4 -metoxikaempferol-3-

O-(2""-Z-p-cumaril-4""-Z-p-cumaril)-a-L-ramnopiranésido  HPc8 (caerulina C), 4’-

metoxikaempferol-3-O-(2""-E-p-cumaril-4""-Z-p-cumaril)-a-L-ramnopiranésido HPc9

(caerulina D) y 4’-metoxikaempferol-3-O-(3""-Z-p-cumaril-4""-E-p-cumaril)-a-L-

ramnopiranésido HPc10 (caerulina E); un flavonol: quercetina HPcl1l y 6 flavonoides

glicosidados: kaempferido-3-O-a-L-ramnopirandsido HPc12, quercetina-3-O-B-glucdsido

HPc13, kaempferol-3-O-a-L-arabinofurandsido HPc14, guercetina-3-O-a-L-

ramnopiranésido HPc15, kaempferol-3-O- a-L-ramnopiranésido HPc16 y quercetina-3-

O- a-L-arabinofuranésido HPc17. Todos los compuestos fueron elucidados por métodos

espectroscopicos, por comparacién con los datos descritos en la literatura. Las

estructuras de los compuestos aislados de las hojas de P. caerulea se muestran en la

Figura 2-4.

Figura 2-4: Compuestos aislados de las hojas de P. caerulea

HPc3
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HPc15 HPc16

HPc17

La purificacion por técnicas cromatogréficas de las fracciones obtenidas a partir del
extracto etandlico de la corteza de P. caerulea condujo al aislamiento e identificacion de
cuatro compuestos, entre las que se encuentran un esterol: B-sitosterol CPcl; una
cumarina: escopoletina CPc2; un flavanol: 5,7-dimetoxi-3',4'-metilendioxi epicatequina
CPc3 y una quinona 2,7-dimetoxi-5-hidroxi-6-(1-hidroxietil)-1,4-naftoquinona CPc4.
Todos los compuestos fueron elucidados por métodos espectroscopicos, por
comparacion con los datos descritos en la literatura. Las estructuras de los compuestos

aislados de la corteza de P. caerulea se muestran en la Figura 2-5.

Figura 2-5: Compuestos aislados de la corteza de P. caerulea

CPc1 CPc2

OH |

CPc3 CPc4
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El estudio fitoquimico realizado en las fracciones obtenidas del extracto etandlico de la
madera P. caerulea permitié el aislamiento e identificacién de cuatro sustancias, entre las
gue se encuentran un glicésido: 3,4,5-trimetoxifenil-B-D-glucopirandsido MPcl, un
lignano: huazhongilexina MPc2 y dos flavanoles 4'-hidroxi-5,7,3'-trimetoxiflavan-3-ol
MPc3 y 5,7-dimetoxi-3',4'-metilendioxi epicatequina MPc4. Todos los compuestos fueron
elucidados por métodos espectroscopicos y por comparacion con los datos descritos en
la literatura. Las estructuras de los compuestos aislados de la madera de P. caerulea se

muestran en la Figura 2-6.

Figura 2-6: Compuestos aislados de la madera de P. caerulea
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El estudio fitoquimico de P. caerulea condujo al aislamiento de un grupo de metabolitos
sin reportes previos en la literatura correspondientes a flavonoles glicosidados acilados,
gue se denominaron: (caerulina A) HPc6, (caerulina B) HPc7, (caerulina C) HPcS8,
(caerulina D) HPc9 y (caerulina E) HPc10.
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En esta investigacion, todos los compuestos aislados, a excepcién de HPc3 (Cuca 1978)
son referenciados por primera vez en la especie P. caerulea. De igual forma, este es el
primer reporte de la presencia de los compuestos HPc5, HPc14, HPcl17, CPc3, MPcl,
MPc2, MPc3 y MPc4 en el género Persea y de HPc12, CPc4 en la familia Lauraceae.

Los flavonoides son los compuestos mayoritarios aislados en este estudio con la
presencia principalmente de flavonoles glicosidados y sus agliconas, lo que es
consecuente con los estudios previos que se reportan en el género (Miranda et al., 1997;
Wofford, 1974). Entre los compuestos aislados, HPc11 fue reportado en P. americana
(Owolabi et al.,, 2010), HPc13, HPc15, HPc16, han sido previamente aislados en P.
palustris, P. borbonia, P. littoralis, P. humilis (Wofford, 1974; Yang, 1998), P. americana
(De Almeida et al.,, 1998; Miranda et al., 1997; Wigg et al., 1996) y P. gratissima
(Kruthiventi and Krishnaswamy, 2000). Los flavanoles CPc3 y MPc4 no tienen reportes
previos en el género Persea, pero si en otros grupos taxondmicos de la familia
Lauraceae (Mukherjee et al., 1994) (Chen et al., 2005).

Diversos trabajos han permitido determinar que 3-O-glicésidos de quercetina, kaempferol
y C-glucésidos de luteolina y apigenina son los principales flavonoides aislados en las
especies del género Persea (Yang, 1998; Wofford, 1974). Ademas, cabe resaltar que
desde el punto de vista quimiotaxonémico los reportes sefialan una diferenciacion entre
los subgéneros Eriodaphne y Persea, el primero de ello se caracteriza por la presencia
de flavonoles glicosidados y flavonas C- glicosidas, mientras que Eriodaphne se identifica
por poseer falvonoles glicosidados y sus respectivas agliconas (Almeida et al., 1998;
Miranda et al., 1997).

La presencia de flavonoles metilados ha sido observado en algunos géneros de la familia
Lauraceae: Cryptocarya, Lindera y Persea (Yang, 1998); un ejemplo de ello es el
kaempférido (en su forma aglicona y glicosidada), caracterizado en P. americana y P.
borbonia, respectivamente (Hurtado-Fernandez et al.,, 2011; Yang, 1998). Esta

investigacion es el primer reporte del kaempferol metilado HPcl1l2 en la familia
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Lauraceae, pero ha sido previamente reportado en especies de la familia Rosaceae (Bilia
et al., 1993;Bilia et al., 2011) y Euforbiaceae (Rifai et al., 2011).

Las naftoquinonas son un grupo de metabolitos extendido en la naturaleza, que han sido
identificadas en plantas superiores y hongos (Medentsev et al., 1998). Las 5-hidroxi-1,4-
naftoquinonas son compuestos principalmente reportados en la familia Juglandaceae,
especificamente en el género Juglans (Montenegro et al., 2010), en la familia Lauraceae,
este es el primer reporte de este tipo de metabolito. EI compuesto CPc4 ha sido aislado
en los hongos Hendersonula toruloidea (Van Eijk et al., 1983), Guingnardia laricina
(Otomo et al., 1983) y Delitschia corticola (Rong et al., 2011); no se han hallados reportes

en plantas.

Las cumarinas no son metabolitos comunes en las especies del género Persea, los
compuesto HPc4 y CPc2 solamente han sido identificados en P. americana (Merici et
al., 1992), HPc5 no tiene estudios previos en Persea, pero si ha sido aislado en otros
géneros de la familia Lauraceae (Tsai et al., 1996). Los lignanos son compuestos que
han sido aislados en P. obovatifolia (Tsai et al., 1996), P. lingue (Sepulveda et al., 1999)
y P. pyrifolia (De Luca et al., 2010), pero MPc2 no ha sido reportado previamente en este
género. Por otro lado, existen algunos reportes de los esteroles HPcl, HPc2 y HPc3
(CPcl) en P. americana (Piironen et al., 2003), P. japénica (Wang et al., 2003) y P.

caerulea (Cuca, 1978).

2.3.1.1 Elucidacion estructural de los compuestos HPc6-
HPc10
El compuesto HPc6 fue obtenido como un sélido amarillo amorfo, cuyo espectro de IR
present6 bandas caracteristicas de grupo carbonilo (1680 cm-1), hidroxilo (3410 cm-1) y
anillo aromatico (1605). El espectro de UV muestra banda de absorcibn maxima en 265y

314 nm, caracteristico del nucleo flavonoide (Harborne, 1994).

El espectro de RMN 'H muestra la presencia de dos protones en & 8.01 (d, J= 8.7 Hz,
2H)y & 7.26 (d, J= 8.7 Hz, 2H) caracteristico de un sistema AA’XX' y los protones en
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6.58 (d, J= 2.2 Hz,1H) y & 6.32 (d, J= 2.2 Hz,1H) correspondiente a un sistema AX, todas
estas sefiales caracteristicas de los anillos B y A de un flavonol, respectivamente. Se
observa una sefial en & 5.80 (d, J= 1.2 Hz,1H) caracteristica de proton anomérico y
sefiales en 8 5.64 (dd, J= 1.2, 3.2 Hz,1H), & 5.01 (t, J= 9.8 Hz,1H), 8 4.22 (dd, J=3.2, 9.8
Hz,1H), & 3.39 (m,1H) correspondientes a hidrégenos metinicos de azucar, ademas una
sefial en & 0.88 (d, J= 6.2 Hz,3H) de hidrogeno metilico (Tabla 2-1). Los
desplazamientos, constante de acoplamiento e integracion de estas sefiales permiten
establecer la presencia del monosacarido a-ramnosa. El mismo espectro muestra una

sefal en & 3.9 (s,3H) distintiva de protones de grupo metoxilo.

El espectro de RMN *H del compuesto HPc6, exhibe un par de sistema de acoplamiento,
en 0 7.60 (d, J= 8.6 Hz, 4H), & 6.96 (d, J= 8.6 Hz, 2H),  6.92 (d, J= 8.6 Hz, 2H) y
muestra sefales de dos pares de protones olefinicos en 6 7.70 (d, J= 15.9 Hz, 1H, H7");
0 6.45 (d, J= 15.9 Hz, 1H, H8”); 6 7.58 (d, J= 15.9 Hz, 1H, H7"”) y & 6.30 (d, J= 15.9 Hz,
1H, H8””) (Tabla 2-1) (Figura 2-7) que son caracteristicos de dos unidades p-cumaril.
Las constantes de acoplamiento que exhiben los protones olefinicos de este sistema

permite inferir que cada uno de ellos posee isomeria trans.

Figura 2-7: Espectro RMN 'H para el compuesto HPc6 (acetona—dﬁ, 500 MHz)
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Figura 2-8: Espectro RMN 'H para el compuesto HPc-6 (acetona-dG, 500 MHz)

CH30 CH3

H1" H4"

H5"

N

3

3.01=

g & &

41101
1 1.441

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 16 1
1 (ppm)

T T
4 12 10 08 06 04

El espectro de RMN **C muestra sefiales en & 178.9, & 166.7 y & 166.9 (Figura 2-9)
caracteristicas por su desplazamientos de carbono de grupo carbonilo; la primera sefial
se encuentra desplazada a campo bajo lo que sugiere que este grupo funcional se
encuentra quelatado y es caracteristico de nicleo flavonoide, las otras dos sefiales son
correspondiente a carbonilos de éster de la unidades p-cumaril. En este mismo espectro
también se muestran las senales en & 56.0 y & 17.7 (Figura 2-9) que caracterizan a

carbono oxigenado de grupo metoxilo y carbono alifatico de grupo metilo,
respectivamente.



42 Estudio Quimico Comparativo de Metabolitos Fijos y Aceite Esencial De Persea caerulea

(Ruiz & Pav) Mez y Evaluacion de su Actividad Biologica

Figura 2-9: Espectro RMN **C para el compuesto HPc-6 (acetona-d , 500 MHz)
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El espectro de HMBC permite asignar la ubicacién del grupo metoxilo sobre el anillo B del
nacleo flavonoide al observarse la relaciéon entre la sefal en & 3.9 (s, 3H) y el carbono
en ® 163.0 (C 4’) (Figura 2-10), esta posicion es corroborada por el espectro NOESY
donde se observan las correlaciones entre las sefales 6 3.9 (s, 3H) y 7.26 (d, J= 8.6 Hz,
2H) del anillo aromatico. El espectro de HMBC, tambien indica la correlacion entre los
protones metinicos 6 5.64 (H2”)y & 5.01 (H4”) del azdcar con los carbonos carbonilicos
en 0 166.7 (C9”) y 6 166.9 (C9””) de las unidades p-cumaril (Figura 2-10), lo que permite
asignar estas unidades en los carbonos (C2” y C4”) de la ramnosa. Esta asignacion es
confirmada por los desplazamientos a campo bajo de los protones en & 5.64 (H2”),
5.01 (H4”) y los carbonos en 72.4 (C2”)y & 74.3 (C4”) del azucar (Tabla 2-1).
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Figura 2-10: Espectro HMBC para el compuesto HPc-6 (acetona—d6, 500 MHz)
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La formula molecular de HPc6 fue establecida como C4oHs4014 a partir del analisis de
EMAR-ESI-TOF ([M-H] m/z 737.1876; calculado para C4H330.4 737.1870), la cual es

consistente con el resultado obtenido del andlisis espectroscopio realizado.

La determinacion de la configuracibn absoluta del monosacéarido de HPc6 fue
determinada por el método descrito por Tanaka. El glicésido HPc6 se mantuvo durante 4
horas en 300 pyL de HCI 1 N (Tanaka et al., 2007). La muestra fue monitoreada cada 30
minutos por CL-EM y al final secada en corriente de N,. Al producto se le adicion6 100 uL
de una disolucion de L-cisteina metil éster (8,3 mg) en 150 pL de piridina en atmosfera
inerte y se mantuvo en agitacién a 60°C durante 2 horas. Posteriormente, Afiadimos 200
ML de una disolucién de o-tolil-isocianato (8,3 mg) en 360 uL de piridina en atmosfera
inerte dejando la reaccion a temperatura ambiente durante dos horas. La mezcla de la
reaccion fue analizada por CL-EM en fase reversa, al igual que los derivados de los

estandares (L-ramnosa/D-ramnosa). Al final, la mezcla de la reaccién obtuvo igual

f1 (ppm)
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tiempo de retencion de los derivados del estandar L, lo que concluye que el azlcar
constituyente del compuesto HPc6 es L-ramnosa (Figura 2-11). Esta misma metodologia
fue empleada para HPc7-HPc10 obteniendo el mismo resultado anterior, es decir todos

los flavonoles acilados presentaron L-ramnosa.

Figura 2-11: Cromatogramas de CL obtenidos de la mezcla de los derivados de HPc6 y

los estandares D-ramnosa y L-ramnosa
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De este modo, con los datos obtenidos de los espectros de RMN *H, de RMN **C, uni-y
bidimensional, EM y apoyados en los datos bibliograficos (Wang et al., 2007), se puede
establecer que el compuesto HPc6 corresponde al flavonoide 4 -metoxikaempferol-3-O-
(2"-E-p-coumaril, 4" -E-p-coumaril)-a-L-ramnopiranésido, denominado caerulina A (Figura
2-12).
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Figura 2-12: Estructura de caerulina A (HPc6)




Datos espectroscopicos de RMN *H y **C de los compuestos HPc6 — HPc10 (acetona-de)

HPc7

HPc8

HPc9

HPc10

Tabla 2-1:
HPc6

& H (m, J Hz) 5 °c
Kaempferol
2 - 158.38
3 - 134.84
4 - 178.93
5 - 162.97
6 6.32 (1H, d, 2.2) 99.66
7 - 165.19
7-OH 12.60 (1H, s) -
8 6.58 (1H, d, 2.2) 94.73
9 - 158.11
10 - 105.76
1 - 123.46
2’[¢6 8.01(2H, d, 8.7) 131.67
3'/5 7.26 (2H, d, 8.7) 115.12
q - 163.03
4’-0CH;  3.90 (3H, s) 56.06
Rhamnosa
1” 5.80 (1H, d, 1.2) 99.15
2” 5.64 (1H, dd, 1.2,3.2) 72.41
3” 4.22 (1H,dd, 3.2,9.8) 68.13
4" 5.01(1H, t, 9.8) 74.34
5” 3.39 (1H, m) 69.31
6” 0.88 (3H, d, 6.2) 17.71
p-coumaril
1 126.90
2”’[6”  7.60 (4H, d, 8.6) 131.17
3"”’/5"”  6.96 (2H, d, 8.6) 116.68

& 'H (m, J Hz)

6.30 (1H, d, 1.7)
12.62 (1H, s)
6.51 (1H, s)
8.01 (2H, d, 8.7)
7.24 (2H, d, 8.7)

3.90 (3H,s)

5.73 (1H, s)
4.54 (1H, s)

5.38 (1H, dd, 2.9, 9.9)

5.28 (1H, d, 9.9)
3.39 (1H, m)
0.88 (3H, d, 6.3)

7.53(2H, d, 8.5)
6.89 (2H, d, 8.5)

8 °c

158.29
135.30
179.15
163.24
99.75

165.30

94.73

158.13
105.84
123.55
131.66
115.12
162.95
56.02

101.89
69.50

72.22

71.02
69.50
17.68

126.78
131.04
116.73

& 'H (m, J Hz)

6.30 (1H, s)

12.59 (1H,s)
6.51 (1H, s)

7.99 (2H, d, 8.8)
7.23 (2H, d, 8.8)

3.90 (3H,s)

5.70 (1H, s)
5.60 (1H, d, 1.6)

4.21(1H, d, 3.4,
9.8)

4.93 (1H, , 9.8)
3.46 (1H, m)
0.84 (3H, d, 6.1)

7.79 (2H, d, 8.6)
6.85 (2H, d, 8.6)

6 °c

158.42
134.93
179.02
163.20
99.81

165.47

94.74

158.10
105.71
123.42
131.63
115.15
163.03
56.05

99.32
72.24

68.15

74.32
69.30
17.67

127.15
133.97
115.84

& 'H (m, J Hz)

6.29 (1H, d, 2.10)
12.58 (1H,s)
6.50 (1H, d, 2.10)

7.95 (2H, d, 8.8)
7.15 (2H, d, 8.8)

3.93(3H,s)

5.70 (1H, d, 1.7)

5.63 (1H, dd, 1.7, 3.2)
4.18 (1H, dd, 3.2, 9.8)

4.98 (1H, t, 9.8)
3.39 (1H, m)
0.86 (3H, d, 6.2)

7.58 (2H, d, 8.5)
6.90 (2H, d, 8.5)

6 ¢

158.38
130.98
178.94
163.17
99.76

165.38

94.71

158.06
105.71
123.33
131.57
115.01
163.01
56.03

99.40
72.48

68.14

74.18
69.25
17.67

126.80
131.15
116.73

& 'H (m, J Hz)

6.30 (1H, d, 1.9)
12.62 (1H, s)
6.52 (1H, d, 1.9)

8.01 (2H, d, 8.8)
7.24 (2H, d, 8.8)

3.89 (3H,s)

5.74 (1H, s)
4.52 (1H, s)

5.37 (1H, dd, 2.9,
10.1)

5.23 (1H, t, 10.1)
3.42 (1H, m)
0.84 (3H, d, 6.2)

7.79 (2H, d, 8.6)
6.83 (2H, d, 8.6)

8 ¢

158.44
131.78
179.26
163.14
99.82

165.36

94.90

158.31
105.91
123.70
131.83
115.30
163.12
56.19

101.98
69.49

72.06

71.17
69.75
17.85

126.91
134.15
115.90
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4"’
7"'
8"'
9"'

7.70 (1H, d, 15.9)
6.45 (1H, d, 15.9)

p-coumaril

1""
2""/5”"

3'[['/5""

4""
7""
8IIII
9IIII

7.60 (4H, d, 8.6)
6.92 (2H, d, 8.6)

7.58 (1H, d, 15.9)
6.30 (1H, d, 15.9)

160.76
146.42
115.08
166.79

126.90
131.01

116.73

160.76
145.72
115.36
166.93

7.61 (1H, d, 15.9)
6.28 (1H, d, 15.9)

7.49 (2H, d, 8.4)
6.86 (2H, d, 8.4)

7.52 (1H, d, 16.0)
6.22 (1H, d, 16.0)

160.77
146.08
115.17
166.96

126.82
131.04

116.73

160.83
146.03
114.90
166.61

6.90 (1H, d, 12.8)
5.86 (1H, d, 12.8)

7.58 (2H, d, 8.0)
6.94 (2H, d, 8.0)

7.55 (1H, d, 16.0)
6.26 (1H, d, 16.0)

159.96
145.27
115.93
165.91

126.81
130.99

116.79

160.91
145.76
115.29
166.96

7.68 (1H, d, 15.9
6.43 (1H, d, 15.9)

—

7.79 (2H, d, 8.7)
6.90 (2H, d, 8.7)

6.91 (1H, d, 12.8)
5.73 (1H, d, 12.8)

160.88
146.44
115.05
166.82

127.12
133.99

115.72

159.92
145.16
116.04
166.28

6.87 (1H, d, 12.8)
5.72 (1H, d, 6.8)

7.51(2H, d, 8.7)
6.83 (2H, d, 8.7)

7.52 (1H, d, 15.9)
6.21 (1H, d, 15.9)

159.85
145.62
116.15
166.69

126.58
131.21

116.86

160.94
146.23
115.01
166.32




Los espectros de RMN *H de los compuestos HPc7- HPc10 muestran sefiales similiares
exhibidas por el compuesto HPc6 (Tabla 2-1), lo que permite deducir que corresponde al
mismo tipo de molécula con variaciébn en la posicion de los p-coumaril y el tipo de
isomeria que presenta los hidrogenos olefinicos en estas unidades. Los compuestos
HPc8 y HPc9 exhiben a campo bajo los protones & 5.60 (H2”), & 4.93 (H4”) y & 5.63
(H2”), & 4.98 (H4”) (Tabla 2-1) (Figura 2-13; Figura 2-14) de la ramnosa,
respectivamente; permitiendo sugerir que los p-coumaril se encuentra enlazado al

monosacarido en los carbonos C2” y C4”.

Figura 2-13: Espectro RMN 'H para el compuesto HPc-8 (acetona—d6, 500 MHz)
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Figura 2-14: Espectro RMN 'H para el compuesto HPc-9 (acetona—de, 500 MH2z)
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El espectro de HMBC nos permite confirmar la posicibn de estos sustituyentes al
observarse la correlacion en el compuesto HPc8 entre el protén en & 5.60 (H2”) y el
carbono & 165.9 (C9™) y el protén en & 4.93 (H2”) con la sefial en  166.9 (C9””) (Figura
2-15). De igual forma para HPc9 se identifica la correlacién entre los protones & 5.63

(H2”) y & 4.98 (H4”) con los carbonos carbonilicos en & 166.8 (C9) y & 166.2 (C9””)
respectivamente (Figura 2-16).
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Figura 2-15: Espectro HMBC para el compuesto HPc-8 (acetona—d6, 500 MHz)
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Figura 2-16: Espectro HMBC para el compuesto HPc-9 (acetona—ds, 500 MHz)

55.63 54.98
—_—
E:
150
=
E k155
—F
— 160
ﬁf ©
ﬁ; 0 i S 165
61662 e )"
5166.8
170
175
180

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 5.8 5.7 5.6 5.5 5.4 53 5.2 5.1 5.0 4.9 4.8 4.7 4.6
f2 (ppm)

f1 (ppm)

f1 (ppm)



Capitulo 2 51

En HPc8 los protones olefinicos en 6 6.90 (1H, d, 12.8, H7”), 6 5.86 (1H, d, 12.8, H8"”) y
7.55 (1H, d, 16.0, H7"”) 6.26 (1H, d, 16.0, H8””) con valores de J= 12.8 Hz y 16.0 Hz
(Tabla 2-1) (Figura 2-13) permite establecer que las unidades de p-coumaril exhiben
isomeria cis y trans respectivamente. Para HPc9 los dos pares de protones en & 7.68
(1H, d, 15.9, H7""), 6 6.43 (1H, d, 15.9, H8") y & 6.91 (1H, d, 12.8, H7”""), 8 5.73 (1H, d,
12.8, H8””) (Tabla 2-1) (Figura 2-14) presentan isomeria trans y cis respectivamente.

La formula molecular de HPc8 y HPc9 fue establecida como C4H3,014 a partir del
andlisis de EMAR-ESI-TOF (HPc8 [M-H] m/z 737.1907 [M-H]; calculado para C,;oH33014
737.1870); (HPc9 [M-H] m/z 737.1876 [M-H]; calculado para C4oH33014 737.1870). Con
los datos espectroscdpicos, EM obtenidos y apoyados en los datos bibliograficos (Wang
et al., 2007), se puede establecer que HPc8 corresponde al 4" -metoxikaempferol-3-O-
(27-Z-p-coumaril,4”-E-p-coumaril)-a-L-ramnopiranésido (caerulina C) y el compuesto
HPc9 al 4"-metoxikaempferol-3-O-(2”-E-p-coumaril,4”-Z-p-coumaril)-a-L-ramnopiranésido

(caerulina D).

Los espectros de RMN *H de HPc7 y HPc10 permite sugerir que las unidades de p-
coumaril se encuentran enlazadas en los C3” y C4” de la ramnosa debido a la presencia
a campo bajo de los protones 6 5.38 (1H, dd, 2.9, 9.9, H3”), 6 5.28 (1H, d, 9.9, H4”) para
HPc7 y & 5.37 (1H, dd, 2.9, 10.1, H3”), 8 5.23 (1H, t, 10.1, H4”) para HPc10 (Tabla 2-1)
(Figura 2-17) (Figura 2-18).
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Figura 2-17: Espectro RMN *H para el compuesto HPc-7 (acetona—d6, 500 MHz)
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Figura 2-18: Espectro RMN *H para el compuesto HPc-10 (acetona—de, 500 MHz)
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La posicion de los sustituyentes es confirmada mediante el espectro HMBC donde se
observa las correlaciones entre los protones metinicos de la ramnosa y los carbonos
carbonilicos de los p-coumaril. En el compuesto HPc7 se presenta correlacion entre los
protones 6 5.38 (H3”) y & 5.28 (H4”) con los carbonos en & 166.96 (C9) y & 166.61
(C9””) (Figura 2-19) y para el compuesto HPc10 se observa la correlacién entre & 5.37
(H3”) y ® 5.23 con los carbonos en & 166.69 (C9”) y & 166.32 (C9””) respectivamente

(Figura 2-20).

Figura 2-19: Espectro HMBC para el compuesto HPc-7 (acetona-de, 500 MHz)
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Figura 2-20: Espectro HMBC para el compuesto HPc-10 (acetona-dG, 500 MHz)
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Los valores de J=15.9 Hz y J=16.0 Hz de los protones olefinicos en & 7.61 (1H, d, 15.9),
0 6.28 (1H, d, 15.9) y & 7.52 (1H, d, 16.0), & 6.22 (1H, d, 16.0) (Tabla 2-1) para el
compuesto HPc8 permite identificarlo con isomeria trans, mientras que HPc10 con los
protones en & 6.87 (1H, d, 12.8), 8 5.72 (1H, d, 12.8) y 5 7.52 (1H, d, 15.9), 8 6.21 (1H, d,
15.9) (Tabla 2-1) establecen isomeria cis y trans en cada unidad p-coumaril.

Para los compuestos HPc7 y HPcl0 la féormula molecular fue establecida como
CaoHz4014 a partir del andlisis de EMAR-ESI-TOF (HPc7 [M-H] m/z 737.1891 [M-H];
calculado para CyoH33014 737.1870); (HPc10 [M-H] m/z 737.1876 [M-H]; calculado para
CuoH33014 737.1870). Con la informacién obtenida de los espectros de RMN *H, RMN *3C,
uni-y bidimensional, EM y apoyados en los datos bibliograficos (Wang et al., 2007), se
puede establecer que el compuesto HPc7 corresponde 4 -metoxikaempferol-3-O-(3”-E-p-
cumaril-4”-E-p-cumaril)-a-L-ramnopiranosido y HPc10 a 4’-metoxikaempferol-3-O-(3”-Z-

p-cumaril-4”-E-p-cumaril)-a-L-ramnopirandsido.
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2.3.1.2 Experimento DOSY con matriz asistida de los

compuestos HPc16y Hpcl7

Hoy en dia RMN es una de las herramientas més importante en la elucidacion estructural
de un compuesto, y como complemento de ello, la espectroscopia de difusion (DOSY) se
ha ido consolidando como una alternativa en el analisis de mezclas (Antalek et al., 2002;
Cassani et al., 2012). Sin embargo, cuando los coeficientes de difusion son muy similares
0 los espectros a analizar se encuentran muy solapados, DOSY presenta algunos
inconvenientes en su resolucion. Recientemente se ha demostrado que la realizacién de
DOSY adicionando una matriz, con la cual los analitos actian diferencialmente puede
ayudar a la resolucion de sefales de compuestos similares que de otro modo exhibirian
el mismo comportamiento de difusion. En un experimento DOSY asistido con matriz
(MAD), la interaccién de los analitos con la matriz modula los coeficientes de difusion,
debido a que cada componente de la mezcla interactia con la matriz en distinto grado.
La velocidad efectiva de difusibn de cada molécula en esta condicion puede diferir
considerablemente de su valor en solucién y por lo tanto el objetivo es la diferenciacion

de la sefial y no la cuantificacion del valor de difusion (D).

El incremento en la resolucién de los espectros de DOSY mediante la adicién de micelas
se logré por primera vez por Morris y colaboradores (Morris et al., 1994). Adicional a ello,
un trabajo enfocado en compuestos fendlicos fue desarrollado por Cassani, quienes
describieron por primera vez una metodologia eficiente para el andlisis por RMN de
flavonoides usando SDS para separar las sefales de RMN de compuestos de tamafio
similar como fisetina, (+) - catequina y quercetina (Cassani et al., 2012). Este método
también se ha extendido a técnicas de RMN de estado so6lido, donde se ha utilizado el
gel de silice para obtener espectros bien separados y de alta resolucion para los

componentes individuales (Viel et al., 2003).

En los ultimos afios, se ha demostrado que las micelas en los experimentos MAD se

pueden utilizar como agentes de separacion para distinguir entre los isémeros de
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dihidroxibenceno, catecol, resorcinol e hidroquinona, metoxifenol y también en la
diferenciacién de los alcoholes de longitud de cadena media (Evans et al., 2009;
Tormena et al.,, 2010). Se han empleado otros agentes, tales como polivinilpirrolidona
(PVP), polietilenglicol y gel de silice, encontrdndose este Ultimo resultado
satisfactoriamente (Kavakka et al., 2010). Versiones quirales también se han logrado
mediante el uso de ciclodextrinas, que han permitido la resolucién de una mezcla de dos
epimeros. Mas recientemente, Nilson y colaboradores han presentado el uso de
tensioactivos no iénicos en disolventes mixtos para el andlisis de DOSY de mezclas
relevantes para productos naturales (Nilson et al., 2014).

Inspirado en la investigacion de Cassani, se planted la necesidad de conocer los
vinculos de dos glucésidos de flavonoides con micelas de SDS (dodecil sulfato sédico)
en la mezcla de disolventes binarios agua-DMSO, tratando de comprender las
interacciones que permitan la separacion de sus sefiales de RMN eficientemente a través
del uso de metodologias PGSE y DOSY. Este es el primer trabajo en que se desarrolla el
experimento DOSY con matrix asistida (MAD) en una mezcla de flavonoides glicosidados
obtenidos a partir de un extracto de origen natural.

Aunque la caracterizaciéon de ambos compuestos en la mezcla fue posible gracias a las
técnicas de RMN, nos interesé el estudio de sus propiedades de difusion a través del
PGSE y DOSY debido a la importancia que ha venido desarrollando estas técnicas en la

resoluciéon de mezclas complejas.

Las graficas de RMN de PGSE vy los espectros de DOSY (Figura 2-13) de la mezcla de
los glucésidos HPc16 y HPc17 en acetona-ds a temperatura ambiente mostraron, como
se esperaba, que sus coeficientes de difusién (y por lo tanto sus radios hidrodinamicos)
eran muy similares lo que dificulta su proceso de separacion y por ende, sugiere la

necesidad de aplicar un experimento de matriz asistida, MAD.
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La adicion de SDS a la mezcla de compuestos cambié completamente la situacion. Se
realizaron varios experimentos de difusién utilizando SDS de 25 a 180 mM, y se
demostrd debido a las diferentes interacciones de los metabolitos con las micelas, que la
diferencia en el coeficiente de difusion entre HPc16 y HPcl7 se hace mas evidente,
siendo esta diferencia mas pronunciada a medida que aumenta la concentracién de SDS

en la mezcla (Tabla 2-2).

En la solucion de acetona (Figura 2-21) los dos flavonoles tienen casi el mismo
coeficiente de difusién (11,1 x 10-10 m? s™) con pequefias diferencias en sus radios
hidrodinamicos (aproximadamente -0,04 A). En el caso de la mezcla de disolventes
binarios a base de DMSO-d¢/D,O (20% v / v) la situacion es bastante similar con un
coeficiente de difusion casi equivalente de 1,0 x 10-10 m? s. Curiosamente, en este
medio disolvente prético, la diferencia de radios hidrodinAmicos se incrementa
ligeramente (aproximadamente 0,3 A) y el tamafio total de los flavonoides es
significativamente mayor, probablemente debido a alguna interaccion de puente de
hidrogeno con el disolvente, en paralelo con una agregacién inducida por este en la
mezcla binaria DMSO-dg/D,0.
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Figura 2-21: (a) Comportamiento lineal de Stejskal-Tanner de los datos de PGSE
RMN para HPc16 (1) y HPc17 (2) tanto en acetona-dé como en una mezcla binaria
de DMSO-de¢/D,0 (20% v / v). b) Espectro *H DOSY (500 MHz) de la mezcla de los
flavonoides en DMSO-d¢/D,O (20% v / v) sin micelas de SDS a temperatura
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Tabla 2-2: Coeficiente de Difusion (D) y valores de radio hidrodindmico Stokes-
Einstein (ry) para los compuestos HPc16 y HPc17 a temperatura ambiente (K) En funcién
de la concentracion de SDS.

SDS(mM) | Compuestos | D x 10°(m?s™® AD ry (AP Ary
HPc16! 11.131 6.23
-0.0057 — -0.04
HPc17™ 11.074 6.27
- HPc16 1.005 10.34
0.00313 —— 0.3
HPc17® 1.036 10.04
HDO! 6.915 1.50
DMSOY 3.703 2.81
HPc16 0.8578 12.13
0.00633 —— 084
25 HPcl7 0.9211 11.29
SDS 0.8055 12.9
HPcl16 0.8544 12.18
0.00723 —— 0.97
60 HPcl7 0.9267 11.21
SDS 0.8095 12.90
HPcl16 0.7644 13.61
0.00902 [———— 1.43
120 HPcl17 0.8546 12.18
SDS 0.6200 16.80
HPc16 0.6849 15.20
0.01377 [ 256
HPcl17 0.8226 12.64
180 SDS 0.5095 20.40
HDO! 6.742 1.54
DMSOY 3.607 2.88
[a] El error experimental en los valores de D es +2 %. [b] Los valores de viscosidad
corresponden a 0.3147 y 0.2077 10° Kg s* m™ acetona y dimetilsulfoxido,
respectivamente. [c] En acetona-ds. [d] Sefial fue monitoreada en *H 5.24 ppm. [e] Sefial
fue monitoreada en 'H 5.42 ppm. [f] Sefial fue monitoreada en'H 4.71 ppm. [g] Sefial fue
monitoreada en ‘H 2.67 ppm.
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La Figura 2-22 ilustra la variacion de los coeficientes de difusion y la diferencia de los
radios hidrodinamicos en funcién de la concentracion de SDS. El aumento en la
concentracion de SDS conduce a una disminucién significativa en el coeficiente de

difusion para todas las especies presentes.

Los valores muy semejantes obtenidos de D para DMSO y HDO en muestras con y sin
SDS (Tabla 2-2) permite validar las medidas realizadas bajo diferentes condiciones y por
lo tanto, explicar qué el incremento en el tamafio se debe a interacciones reales con la

micela y no se atribuye a un cambio en la viscosidad.

Figura 2-22: a) Coeficientes de difusion en funcion de la concentracion de dodecil sulfato sédico
(SDS) en solucién de DMSO-de-D,O (20% v / v) que contiene los compuestos HPc16 y HPc17 en
proporcion 0.4:1.0, respectivamente. (b) Diferencia de los radios hidrodinamicos (ArH) entre HPc16 y

HPc17 en funcién de la concentracion de SDS.

—*— SDS
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Como era de esperar, el ArH maximo entre HPc16 y HPc17 (Figura 2-14b) fue alcanzado
cuando la concentracion de SDS se mantuvo por encima CMC, es decir, a una
concentracion de 180 mM. La asociacidon mas fuerte (el coeficiente de difusiéon mas bajo)
se observa para kaempferol ramnopiranésido HPc16, mientras que el mas débil se
observa para la quercetina arabinofuranésido HPc17. Es interesante conocer, que los
valores de difusion de HPc16 y HPc17 en presencia de SDS a 180 mM (Tabla 2-2) son
completamente comparables con el valor D de la micela de SDS, demostrando la

formacion de los agregados isotropicos entre HPc16 6 HPc17 y el surfactante.

Figura 2-23: a) Comportamiento lineal de Stejskal-Tanner de los datos de PGSE Yy b)
Espectro *H DOSY (500 MHz) de la mezcla de los flavonoides y micelas de SDS a 180
mM en una mezcla binaria DMSO-d¢/D,0 (20% Vv / v).
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Los glicosidos HPc16 y HPcl17 interactian diferencialmente con las micelas y, como

resultado, exhiben diferentes coeficientes de difusion (0,68 x10™° y 0,82 x10"° m? s*
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para HPcl6 y HPcl7, respectivamente) (Figura 2-23). Aungque existe una cierta
superposicion de sefiales entre los compuestos, estan suficientemente bien resueltos en

presencia de SDS para permitir una caracterizacion adecuada.

El hecho de que la adicién de surfactante conduce a la resoluciébn DOSY tiene un
significado importante, pero también es un elemento atrayente que motiva a especular
sobre el posible mecanismo de interaccién. Se plantea que las especies permanecen en
intercambio rapido, como es comun para las soluciones micelares, con un equilibrio entre
estados libres y asociados. Un modelo simple para un sistema acuoso seria la
incorporacion de los solutos en el ndcleo micelar, para lo cual la particion del flavonoide
entre estados libres y ligados dependera de la hidrofobicidad. Sin embargo, la presencia
de los grupos hidroxilos en los compuestos (HPc16 y HPc17) dispuestos en un medio
prético, sugieren que esto sea en el mejor de los casos una explicaciéon parcial, y otros
factores tales como las interacciones de enlace de hidrégeno en la interfase de nucleo de
micela / grupo de cabeza, podrian mejorar o debilitar la unién de estos metabolitos a las

micelas.

Los compuestos HPc16 y HPc17 se caracterizaron estructuralmente por RMN, EM de
alta resolucion y EM/EM. El compuesto HPc16 presenté sefales caracteristicas de
protones aromaticos a 6H 7.86 y 7.02 ppm para H2' y H3' y sefales de doblete a 6H 6.27
(J=2.1Hz)y6H 6.49 ppm (J = 2.1 Hz) para H6 y H8, respectivamente. En el espectro de
RMN *H, un doblete a 8H 0,90 ppm (J = 5,9 Hz) indicé la presencia de protones de grupo
metilo del azucar ramnosa y la sefial a dH 5,54 ppm (J = 1,4 Hz) es caracteristica del
protén anomérico. En el espectro de RMN **C, HPc16 muestra la presencia de una sefial
a dC 135,7 ppm, que coincidié con la glicosilacion en la posicion C3 y, por tanto, confirmé
la presencia de un azucar en la molécula. La sefial de carbono anomérico se observo a

dC 102,6 ppm, mientras que el resto de carbonos del azicar aparecen entre 5C 71,5-73

ppm.
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Para el compuesto HPc17, El espectro de RMN 'H mostr6 sefiales caracteristica del
flavonol quercetina, con tres protones aroméaticos a 8H 7,74 (d, J = 2,1 Hz), 7,57 (dd, J =
8,4, 2,1 Hz) y 7,00 ppm (d, J = 8,4 Hz) , que se observaron como un sistema ABX y dos
sefales acopladas en la region aromatica a 6H 6.28 (d, J = 2.1, H-6) y 6.52 ppm (d, J =
2.1, H-8) correspondiente a la sustitucion 5, 7 - dihidroxi. El proton anomérico a é6H 5,49
ppm junto con protones a éH 3,60 (t, J = 4,2 Hz), 3,99 (ddd, J = 8,4, 3,8, 1,7 Hz), 4,11 (c,
J =37 Hz) y 431 ppm (dd, J = 7,0, 1,6 Hz) indican la presencia del azucar
arabinofurandsido. La multiplicidad del protbn anomérico y el anadlisis de los datos de
RMN *C ademaés de las correlaciones NOESY entre el protdn anomérico H-Al y H-2 'y

H-6' indicaron de nuevo el enlace en C3 de la aglicona.

Figura 2-24: “Espectro RMN *H para el compuesto HPc-16 y HPc-17(acetona-
de, 400 MHz).
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Con respecto al analisis CL-EM de los glicésidos; el espectro de masa ESI-TOF (modo
negativo) de HPcl6 mostr6 un ion pseudo-molecular de m/z 431.0990 [M-H]
correspondiente a la férmula C,;H19010 y también el ion de m/z 284,7, correspondiente a

la aglicona, corroborando con ello la asignacion de RMN para kaepmferol-3-O-a-L-
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ramnopiranésido. Para el compuesto HPc17, el espectro de masa ESI-TOF mostr6 un ion
pseudo-molecular [M-H] de m/z 433,0781, correspondiente a la férmula CyH;701; ¥ un
pico de m/z 300,7 confirmando la asignacién para la molécula quercetina-3-O-a-L-

arabinofurandésido.

Figura 2-25: Estructura de kaepmferol-3-O-a-L-ramnopiranésido (HPc16) y quercetina-
3-0-a-L-arabinofuranésido (HPc17)

HPc16 HPc1/
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2.4 Conclusiones

El estudio fitoquimico desarrollado en las hojas de P. caerulea permitio el
aislamiento de cinco nuevos flavonoles acilados denominados caerulina A-E,
HPc6-HPc10 y de doce compuestos conocidos correspondientes a seis flavonoles
glicosidados, tres esteroles, dos cumarinas, un flavonol, de los cuales once de
ellos son reportados por primera vez para la especie y dos para el género,
contribuyendo de esta forma a las investigaciones quimicas en la familia

Lauraceae.

La investigacion fitoquimica llevada a cabo en la corteza de P. caerulea condujo
al aislamiento de cuatro compuestos conocidos entre los que se encuentran un
flavanol, un esterol, una naftoquinona y una cumarina. Tres de los metabolitos
son reportados por primera vez para la especie; la naftoquinona es el primer

reporte para la familia Lauraceae.

El trabajo fitoquimico desarrollado en la madera de P. caerulea permitio el
aislamiento de cuatro compuestos conocidos, dos flavanoles, un lignano y un
glicésido todos ellos reportados por primera vez para la especie y el género
Persea, aportando informacion quimiotaxonémica importante para la Familia

Lauraceae.

El uso de metodologias PGSE y DOSY empleadas sobre una mezcla de dos
flavonoles glicosidado y asistida por una matriz (micelas de SDS), permitié que
las moléculas interactuaran diferencialmente con las micelas y como resultado de
ello, presentaran diferentes coeficientes de difusion. Aunque existe una cierta
superposicion de sefiales entre los compuestos, estan suficientemente bien

resueltos en presencia de SDS para permitir una caracterizacion adecuada.
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3.Estudio Quimico Comparativo de Ia
especie P. caerulea

3.1 Generalidades

Diversos organismos tienen la capacidad de generar en su proceso de desarrollo una serie
de compuestos denominados metabolitos secundarios. Estas sustancias quimicas que se
presentan en plantas, animales y hongos entre otros, aportan informacion relevante de las
caracteristicas propias de una especie 0 grupo taxonémico en particular (Wink, 2003). La
informaciéon fitoquimica de un organismo vegetal, es decir, el tipo y contenido de
metabolitos secundarios, puede estar determinada por una serie de factores de tipo
extrinsecos como también intrinsecos (Gnavi et al., 2010). Los primeros corresponden
principalmente a los denominados factores ambientales (luz solar, temperatura, humedad,
entre otros) y los segundos estan directamente relacionados con aquellos factores que son
particulares para cada organismo y son propios de sus procesos metabdlicos
(caracteristicas fisiol6gicas, morfolégicas, genéticas, entre otras). Existen muchos estudios
gue sefialan la variabilidad en la produccién de metabolitos secundarios mediados por este
tipo de factores (Nheme et al., 2008; Gnavi et al., 2010; Smith et al., 2010; Costa et al.,
2009; Hanitriniaina et al., 2006). Ahora no solo los factores fisicos y quimicos influyen en
este proceso sino también las diversas interacciones bibticas que se establecen entre los
organismos que se desarrollan en torno a una especie vegetal, por ejemplo, algunos de los
metabolitos secundarios en una planta son producidos como mecanismo de defensa o
proteccion frente a patdogenos (hongos o insectos) (Harborne et al., 2001; Wink, 2003;
Nheme et al.,, 2008). Lo anterior permite concluir que es relevante tener en cuenta los
diversos cambios en la composicion quimica que pueda presentar un organismo vegetal
debido a las condiciones en que este se desarrolla en un area o region determinada, ya

qgue ello podria permitir la identificacion de formas polimoérficas dentro de las especies
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(quimiotipos) que ayudaria a comprender la distribucién, origen y los mecanismos de
interaccidn entre estos quimiotipos asi como la co-evolucion con otras especies (Nheme et
al., 2008).

Un estudio de este tipo que involucra diversos factores en un individuo o especie en
particular, se puede llevar a cabo mediante un analisis metabolémico (Patti, Yanes et al.
2012), el cual a su vez requiere de la implementacién de diversas plataformas analiticas
(CL, CG o, en algunas aplicaciones,CE) acopladas a diferentes sistema de deteccion
(DAD. EM) y el acompafiamiento de herramientas estadisticas que permita relacionar
varios pardmetros cuantitativos y establecer interacciones entre las variables analizadas
por medio de matrices de correlacion (Diaz Monroy y Morales Rivera 2012), analisis
jerarquico y de minimos cuadrados parciales como métodos quimiométricos de reduccion
de datos (Dunn y Ellis 2005, Griffiths 2008). Los modelos creados a partir de variables de
interés ya sean cualitativas 0 cuantitativas ayudan en la caracterizacion de extractos y
permiten hacer una discriminacion inicial de los mismos ya sea respecto al lugar de
recoleccion, la especie, o la parte de la planta evaluada, que permita establecer en una

muestra desconocida informacién referente a estas caracteristicas.

En este capitulo se llevé a cabo el andlisis quimico comparativo de extractos y aceites
esenciales de la especie P. caerulea colectados en tres regiones de Colombia empleando
para ello CL-DAD-EM/CG-EM.

3.2 Metodologia

3.2.1 Estudio Quimico Comparativo de Extractos Etanodlicos de

Hojas, Corteza y Madera de P. caerulea

» Recoleccion e ldentificacion del Material Vegetal

La muestra vegetal de hojas, corteza y madera de la especie P. caerulea fueron colectadas

en la regién Caribe y Andina de Colombia (Figura 3-1). En la region Caribe el material
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vegetal fue colectado en las estribaciones de la Sierra Nevada de Santa Marta en
jurisdiccion del municipio de San Pedro de la Sierra (S) (1360 m.s.n.m.) (10°54'0" N de
latitud, 74°3'0" W de longitud) y en la poblacién de Bonda (B) (320 m.s.n.m.) corregimiento
de la ciudad de Santa Marta, departamento del Magdalena (Figura 3-2). En la region
Andina las muestras vegetales se colectaron en la poblacién de La Vega (V) (1180
m.s.n.m.), municipio del departamento de Cundinamarca (Figura 3-3). El muestreo se llevd
a cabo en el mismo periodo del afio y hora del dia para evitar efectos estacionales y
circadianos, las muestras fueron colectadas en el mes de abril de 2010 entre las 9:00 y las
14:00. La distancia aproximada entre las poblaciones son: Sy B 80 Km. Sy V 900 Km. Se
colectaron un total de veinte individuos distribuidos en: ocho organismos en S, cinco
organismos en B y siete organismos en V (Tabla 3-1). El vegetal fue colectado por el
Magister Juan Manuel Alvarez Caballero e identificado por el botanico Adolfo Jara Mufioz y
un ejemplar de cada especimen se encuentra depositado en el Herbario Nacional
Colombiano del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia
con los numeros de coleccion COL556718-COL556738.

Tabla 3-1. Localizacion de las muestras colectadas de P. caerulea

Regidn Localidad Especimen Latitud Longitud

Caribe San Pedro de la Sierra 1 10°54'21.12"N 74° 2'45.67"0
Caribe San Pedro de la Sierra 2 10°54'16.65"N 74° 2'45.14"0
Caribe San Pedro de la Sierra 3 10°52'3.58"N 74° 1'51.68"0
Caribe San Pedro de la Sierra 4 10°53'58.61"N 74° 1'53.62"0
Caribe San Pedro de la Sierra 5 10°53'51.73"N 74° 1'54.11"0
Caribe San Pedro de la Sierra 6 10°53'43.12"N 74° 1'54.70"0
Caribe San Pedro de la Sierra 7 10°53'34.48"N 74° 1'55.24"0
Caribe San Pedro de la Sierra 8 10°53'11.76"N 74° 1'59.71"0
Caribe Bonda 9 11°14'33.66"N 74° 3'51.83"0
Caribe Bonda 10 11°14'34.68"N 74° 3'51.76"0
Caribe Bonda 11 11°14'35.89"N 74° 3'51.98"0
Caribe Bonda 12 11°14'36.34"N 74° 3'52.67"0
Caribe Bonda 13 11°14'36.89"N 74° 3'53.52"0
Andina La Vega 14 5°0'16.79"N 74°20'20.81"0
Andina La Vega 15 5°0'18.99"N 74°20'22.54"0
Andina La Vega 16 5°0'24.41"N 74°20'23.83"0
Andina La Vega 17 5°0'27.36"N 74°20'23.52"0
Andina La Vega 18 5°0'33.32"N 74°20'27.57"0
Andina La Vega 19 5°0'36.94"N 74°20'29.03"0
Andina La Vega 20 5° 0'41.92"N 74°20'28.25"0
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Fiaura 3-1. Distribucion de individuos colectados de P. caerulea
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= Obtencién y Preparacion de los Extractos Etandélicos de P. caerulea

Las hojas, corteza y madera (20 g) secas y molidas de los 20 individuos colectados se
sometieron a extraccion por maceracion empleando etanol al 96% a temperatura ambiente.
El proceso se llevé a cabo durante 5 dias empleando en cada extraccion 300 mL de etanol
y realizando control por CCD. El disolvente fue evaporado a presion reducida obteniéndose
2.2 g (hojas) 0.9 g (corteza) y 0.9 g (madera) de extracto y posteriormente refrigerado a
4°C. 1 mg de cada extracto crudo fue reconstituido en 1mL de MeOH vy filtrado en una
membrana de 5um (Millipore, Bedford, MA, USA) antes de ser analizado por CL. Todas las

muestras fueron evaluadas por duplicado.

Se prepararon muestras de control de calidad (QC) de cada extracto, a partir de muestras
de cada zona geografica (mezclando un volumen equivalente de cada extracto) con el
proposito de evaluar la repetibilidad del método y asegurar durante las secuencias el
correcto funcionamiento del sistema. La QC fue inyectada después de cada 10 analisis
(después de un blanco) en cada secuencia.

= Reactivos y Solventes

Todos los solventes empleados fueron grado CL (ACN-acido acético), el agua utilizada fue
doblemente desionizada en un sistema Milli-Q con una conductividad de 18.2 MQ. El etanol
empleado en el proceso de extraccion fue adquirido de Panreac (Barcelona, Espafia) y el
metanol para redisolver las muestras fue adquirido de Sigma-Aldrich (St. Louis,MO). Para
el andlisis de los compuestos aislados se empled la misma cantidad agregando metanol
suficiente para contener en cada solucién stocks 100 ppm de cada metabolito. Las
soluciones stock, los solventes, las muestras y reactivos fueron filtrados en una membrana
de 5 ym (Millipore, Bedford, MA, USA) antes de ser utilizados



Capitulo 3 73

» Condiciones Cromatograficas

Para el andlisis cromatografico del estudio comparativo se empled un sistema HPLC 1260-
LC (Agilent Technologies, CA, USA) equipado con desgasificador al vacio,
automuestreador, una bomba binaria y un detector de arreglo de diodos (DAD). La columna
empleada fue una Zorbax Eclipse Plus, 4,6 mm x 150 mm de 1,8 ym de tamafo de
particula operando a temperatura ambiente a un flujo 0,8 mL/min. Las fases madviles fueron
agua con acido acético (0,5 %) (fase A) y ACN (fase B), el cambio de gradiente se efectud
de acuerdo a las siguientes condiciones: 0-10 min 5 % B, 10-12 min. 30% B, 12-17 min
38% B, 17-20 min, 50% B; 20-23 min 95% B. Finalmente se retomaron condiciones
iniciales (5%) en 2 min y re-equilibrando la columna por 2,5min. El volumen de inyeccion
de las muestras fue de 10 pL. Los compuestos separados fueron monitoreados utilizando
los canales de deteccion: 240, 254, 280 y 330 nm, ademas de la permanente recogida de
datos espectrales en el rango 190-640 nm.

El CL fue acoplado a un detector de masa con interfase ESI como fuente de ionizaciéon y Tl
como analizador de masa Bruker Daltonics Esquire 2000™ ion (Bruker Daltonik, Bremen,
Germany). La Tl fue operada en modo negativo y positivo con voltaje del capilar fijado en
+3200 V. Los espectros de masa fueron adquiridos en un rango de m/z entre 50-800 y los
valores Optimos utilizados por EM-ESI fueron: La temperatura del gas secante fue de 300
°C a un flujo de 9 L/min y la presiéon del gas nebulizante fue de 30 psi. La adquisicion y
procesamiento de datos se desarroll6 empleando el software Data Analysis 4.0 (Bruker
Daltonik).

» Caracterizacion Quimica de Extractos mediante CL-EM (ESI-TOF)

Para el proceso de caracterizacion e identificacion de los perfiles obtenidos de cada
extracto se empleé el CL (empleado anteriormente) acoplado a un detector de masa de alta
resolucion. En esta plataforma se analizaron los extractos obtenidos de la especie P.
caerulea. La identificacion de cada pico se realizO comparando tanto el tiempo de
migracion como los datos espectrales de EM (EM exacta y espectro de EM/EM) obtenidos

de los extractos estudiados y compuestos aislados.
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El CL fue acoplado a un espectrémetro de masas micro TOF de Bruker Daltonik empleando
como interfase ESI (modelo G1607A de Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.). El
espectrometro de masas fue operado en modo de ionizacion negativa y positiva, los datos
fueron adquiridos en un rango de masa de m/z 50 a 800. El capilar fue ajustado a +4000
V, el desplazamiento de la placa final a \ sim 500 V, el gas nebulizador a 2 Bar y el gas
secante a 9 L / min a 250°C. Los datos de masa exacta de los iones moleculares se
procesaron a traves del software Data Analysis 4.0 (Bruker Daltonik), el cual proporciona la
lista de posibles férmulas elementales usando la herramienta Smart Formula™. Se realiz6
la calibracion externa del espectrémetro de masas Usando una jeringa Cole Palmer 74900-
00-05 (Vernon Hills, lllinois, Estados Unidos) conectada directamente a la interface. La
solucién estandar fue Inyectada al inicio de la secuencia, y todos los espectros fueron

calibrados antes de la caracterizacion de los extractos.

= Andlisis Estadistico

Se construyé una matriz con areas relativas (22 minutos de analisis) para cada muestra a
partir de los perfiles cromatograficos CL-EM tratados en Data Analysis 4.0., teniendo como
variable el tiempo de retencién, previo a esto se alinearon los perfiles para evitar errores
por corrimientos cromatograficos. Se uso un limite del 10 % para la generacion de la tabla
de sefales (por debajo de este porcentaje no se considera como una sefial). Con los datos
alineados se realizaron andlisis de componentes principales PCA en el programa SIMCA
(Simca-P+ software package, version 13.0-Umetrics, Umed, Sweden). De cada modelo se
generaron las graficas de contribucion de componentes para determinar la varianza
acumulada explicada con las componentes generadas, Score line, Hotelling’s T2 y DMOX

para evaluar el modelo obtenido.
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3.2.2 Estudio Quimico Comparativo de Aceites Esenciales de

Hojas de P. caerulea

= Recoleccion e ldentificacion del Material Vegetal

La muestra vegetal corresponde a hojas de la especie P. caerulea que fueron colectadas
en la regién Caribe y Andina de Colombia. Los individuos empleados en este estudio
corresponden a los mismos organismos utilizados en el estudio quimico comparativo de
extractos etandlicos de la especie P. caerulea. EI muestreo se llevé a cabo con 20
individuos colectados en el departamento del Magdalena y Cundinamarca (Tabla 3-1)
durante dos periodos del afio en los meses de abril (P1) y octubre (P2) de 2010 entre las
9:00 vy las 14:00.

= Obtencién e Identificacion del Aceite Esencial de Hojas de P. caerulea

El aceite esencial de hojas de la especie P. caerulea se obtuvo mediante destilacion por
arrastre con vapor durante 2h en un equipo tipo Cleavenger, partiendo de 1500 g de
muestra vegetal fresca. Los aceites fueron secados sobre sulfato de sodio anhidro y
mantenidos a una temperatura aproximada de 4 °C hasta su posterior andlisis. En total se

procesaron 20 muestras correspondientes a igual nimero de individuos.

El analisis de los aceites esenciales se llevé a cabo por CG-EM empleando un
cromatografo Agilent Technologies 7890A GC System equipado con un detector selectivo
de masas, (Agilent Technologies Inc. GC System 5975C VL MSD) con columna capilar
no polar tipo DB-1MS 30m de largo, 0,25mm de diametro interno y 0.25um de espesor de
pelicula. 100% dimetilsiloxano (J & W Scientific, Folsom, CA, EEUU) y columna capilar
polar tipo DB-WAX 30m de largo, 0,25mm de diametro interno y 0.25um de espesor de
pelicula. Polietilenglicol (Agilent Technologies, EEUU). Se empleé He como gas de arrastre
a un flujo de 1,0 mL/min inyectandose 1uL en modo Split 1/30, la temperatura del inyector y
la linea de transferencia fueron 250°C y 300°C respectivamente. EI EM fue operado por

impacto electrénico a una energia de ionizacion de 70eV y los espectros de masas fueron
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adquiridos en un rango de m/z 35-450 uma. La temperatura de la columna DB-1MS se
programé desde 40°C (5 min) hasta 160°C a 4°C/min, se aumentd hasta 220°C a 8°C/min y
finalmente se elevd hasta 280°C (4 min). Para la columna DB-WAX la temperatura del
horno se programé desde 40°C (5 min) hasta 250°C a 4°C/min.

La identificacion de los componentes presentes en los aceites se llevd a cabo por
comparacion de los indices de retencion calculados y los espectros de masas con las
bases de datos NIST MS Search 8.0, Pherobase vy los reportados en la literatura (Adams,
2001) (Joulain y Koning, 1998). Los indices de retencion fueron determinados empleando
una serie homoéloga de alcanos (C10-C»4) que fueron eluidas bajo las mismas condiciones

cromatogréficas de las muestras analizadas.

= Andlisis Estadistico

Se elabor6 una matriz a partir de los indices de retencion y la abundancia relativa de cada
compuesto del cromatograma de los diversos individuos colectados de cada region en los
dos periodos de analisis. Con los datos obtenidos se llevé a cabo el andlisis de
componentes principales PCA con el programa SIMCA (Simca-P+ software package,
version 13.0-Umetrics, Umea, Sweden). De cada modelo se generaron las gréaficas de
contribucién de componentes para determinar la varianza acumulada explicada con los

componentes generados, Score line, y DMOX para evaluar el modelo obtenido.

3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Estudio Quimico Comparativo de los Extractos de Hojas,
Corteza y Madera de P. caerulea

» Caracterizacion de Metabolitos Aislados por CL/EM

La CL-EM fue empleada para determinar los perfiles cromatograficos de los extractos

etandlicos de hojas, corteza y madera de la especie P. caerulea (Figura 3-4) Los BPC
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(cromatograma de pico base) y perfiles UV-Vis de los extractos etandlicos de una muestra
representativa de cada estructura del vegetal se muestran en las Figura 3-4 a 3-8 donde
se han asignado los niumeros de picos de los metabolitos aislados acuerdo al orden de
elucién en el cromatograma (Tabla 3-2). En los perfiles cromatograficos se identificaron un
total de 21 compuestos teniendo en cuenta tiempo de retencién, formula molecular y masa

de cada pico.

Figura 3-4: BPC de los extractos etanodlicos de hojas, corteza y madera de P. caerulea.
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Figura 3-5:  Perfiles UV-Vis del extracto etandlico de hojas, corteza y madera de P.

caerulea.
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Figura 3-6: BPC del extracto etandlico de hojas de P. caerulea: Los niumeros de picos

corresponden con los valores de la Tabla 3-2.
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Figura 3-7:  BPC del extracto etandlico de corteza de P. caerulea: Los numeros de picos
corresponden con los valores de la Tabla 3-2

Intens.
x108

64

] 1,
2 3

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 Time [min]
[—193UN014 C2 SP.d: BPC 50.0-1000.0 -All MS —— 19JUNO14 C2 SP.d: BPC 50.0-1000.0 -All MS —— 19JUNO14 C2 SP.d: BPC 50.0-1000.0 -All MS |

Figura 3-8: BPC del extracto etandlico de madera de P. caerulea: Los niumeros de picos
corresponden con los valores de la Tabla 3-2
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Tabla 3-2: Identificacion de metabolitos aislados de hojas, corteza y madera de P.
caerulea empleando CL/EM.
TR (min) Cddigo Compuestos
HOJAS
1 10.0 HPc13 Quercetina-3-O-B-glucésido
2 10.9 HPc17 Quercetina-3-0-a-L-arabinofuranésido
3 11.0 HPc15 Quercetina-3-0O-a-L-ramnopiranoésido
4 11.3 HPc5 Isofraxidina
5 11.6 HPc4 Escopoletina
6 11.7 HPc14 Kaempferol-3-O-a-L-arabinofuranésido
7 11.9 HPcl16 Kaempferol-3-O- a-L-ramnopiranésido
8 13.8 HPc12 Kaempferido-3-O-a-L-ramnopiranésido
9 15.8 HPcl11 Quercetina
4’-metoxikaempferol-3-O-(2""-Z-p-cumaril-4”" -E-p-cumaril)-a-L-
10 20.9 HPc6 ramnopirandésido
4’-metoxikaempferol-3-O-(3""-E-p-cumaril-4""-E-p-cumatril)-a-L-
11 21.3 HPc7 ramnopirandésido
4’-metoxikaempferol-3-O-(2""-Z-p-cumaril-4""-Z-p-cumaril)-a-L-
12 21.6 HPc8 ramnopirandsido
4’-metoxikaempferol-3-O-(2""-E-p-cumatril-4""-Z-p-cumaril)-a-L-
13 21.7 HPc9 ramnopirandsido
4’-metoxikaempferol-3-O-(3""-Z-p-cumaril-4"" -E-p-cumaril)-a-L-
14 21.8 HPc10 ramnopiranésido
CORTEZA
1 11.1 CPc2 Escopoletina
2 15.5 CPc4 2, 7-dimetoxi-5-hidroxi-6-(I-hidroxietil)-1,4-naftoquinona
3 204 CPc3 5,7-dimetoxi-3',4'-metilendioxi epicatequina
MADERA
1 10.2 Mpcl 3,4,5-trimetoxifenil-p-D-glucopiranésido
2 11.3 Mpc2 huazhongilexina
3 19.3 Mpc3 4'-hydroxy-5,7,3'"-trimetoxiflavan-3-ol
4 20.4 Mpc4 5,7-dimetoxi-3',4'-metilendioxi epicatequina

Con el fin de ilustrar la variabilidad de los perfiles, en la Figura 3-9 se observan los BPC de

los extractos de hojas de las muestras pertenecientes a cada region estudiada (S, V y B).
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Figura 3-9: Comparacion de los BPC de los extractos etandélicos de hojas colectados en
las tres regiones (S, Vy B)
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= Andlisis Estadistico de Extractos de Hojas, Corteza y Madera de P. caerulea

Mediante el programa Simca de Umetrics 13.0 se llevé a cabo un analisis de componentes
principales con el total de las muestras (149 incluidas réplicas) de hojas, corteza y madera
de P. caerulea colectadas en los tres lugares de procedencia. Este proceso permitid
explicar el 40% de la varianza total de los datos en los dos primeros componentes
(escalado centrado). A pesar de que la informacion preliminar que proporcionan los perfiles
cromatograficos sefala una posible diferenciacion entre las estructuras, este hecho es solo
confirmable al realizar el andlisis de PCA de todos los individuos muestreados. En este
andlisis la primera caracteristica que se identifica es la homogenidad en el comportamiento
quimico de cada estructura a pesar de ser colectados en diferentes lugares, pero
principalmente confirma que las muestras de hojas (H) presentan mayor diferencia en
composicion respecto a madera (M) y corteza (C), y que no es posible discriminarlas a lo
largo del primer componente (PC1), pero si es posible diferenciarlas en el segundo (PC2).

Adicional a ello se observa cierto grado de similitud en la composicion de las muestras de




82 Estudio Quimico Comparativo de Metabolitos Fijos y Aceite Esencial De Persea caerulea (Ruiz & Pav)

Mez y Evaluacion de su Actividad Biologica

madera y corteza aunque procedan de diferentes lugares y hallan estado expuestas a

diferentes condiciones ambientales (Figura 3-10).

Figura 3-10: Analisis de componentes principales de los datos obtenidos de hojas,
corteza y madera de P. caerulea (superior). Graficas de contribucion de componentes
del PCA (inferior)
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Con el objetivo de conocer las variables que influyen en la discriminacion de las muestras
(presencia 0 ausencia de un compuesto) se obtuvieron los diagrama de carga que
establecen las variables que mas influyen en la discriminacion de las mismas sobre cada
componente: Para PC1 las variables o los compuestos que se encuentran en mayor

proporciéon en hoja y por lo tanto diferencian esta estructura de madera y corteza,
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corresponden a la quercetina-3-O-B-glucésido  (HPc13) y quercetina-3-O-a-L-
arabinofuranésido (HPc17) que eluyen en el minuto 10.0 y 11.0 respectivamente (Figura
3-11).

Figura 3-11: Analisis de diagrama de carga del PC1 en los datos obtenidos de las
hojas de P. caerulea
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Para el PC2, que permite diferenciar entre madera y corteza, se determind la presencia de
un compuesto que eluye a los 9.6 min. (No identificado, NI) (Figura 3-12) y que se

encuentra presente en mayor proporcion en la madera, permitiendo con ello, discriminarlas
de las otras estructuras.

Figura 3-12: Andlisis de los diagramas de carga del PC2 en los datos obtenidos de las
maderas de P. caerulea.
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Cuando las muestras son sometidas a un analisis supervisado por regresion de minimos

cuadrados (OPLS-DA generalizado) discriminando por estructura de la planta, se evidencia
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una mayor varianza entre las muestras de hojas con respecto a las de corteza y madera,

corroborando con ello la informacion obtenida en el PCA (Figura 3-13).

Figura 3-13: OPLS-DA obtenidos de los datos de hojas, corteza y madera.
Diferenciacion por color de cada estructura, Hojas: Azul, Corteza: Verde y
Madera: Rojo.
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» Andlisis de las Hojas de P. caerulea

El andlisis supervisado de las hojas (Figura 3-14) permite determinar que la composicién
de las muestras depende del lugar de procedencia. En este caso se observa mayor
similitud entre las muestras de Bonda (B) por la poca dispersion entre sus individuos, y una
clara discriminacién de estas con respecto a los otros lugares de procedencia. A través del
PC2, se observa mayor varianza entre si, en las muestras de San Pedro de la Sierra (S) y
La Vega (V).
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Figura 3-14: OPLS-DA obtenidos de los datos de Hojas de P. caerulea.
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Al realizar el andlisis entre los diferentes lugares de colecta, es posible determinar que
variables influyen en la clasificacion de las muestras o son propias de cada origen

geograéfico.

El andlisis entre las muestras de B y S permite inferir que existen diferencias entre los
individuos colectados en cada una de los lugares de estudio. El diagrama de carga permite
establecer que la diferencia entre los individuos estd determinada por la presencia en
mayor abundancia en S de los compuestos quercetina-3-O-B-glucésido (HPc13),
guercetina-3-O-a-L-ramnopirandsido (HPc15), kaempferol-3-O-a-L-ramnopiranésido
(HPc16), kaempferido-3-O-a-L-ramnopiranésido (HPc12) y NI que eluyen a 10.0, 11.0,
11.9, 13.8 y 10.6 min (Figura 3-15), respectivamente.
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Figura 3-15: OPLS-DA obtenidos de los datos de Hojas de Bonda (superior).
Andlisis de diagrama de carga de los datos obtenidos de hojas de S y B indicando los
metabolitos mayoritarios presentes (inferior)
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De la misma forma se realiz6 el andlisis para las muestras colectadas en B y V,
encontrando resultados similares a los obtenidos entre los dos lugares anteriores (S y B)
(Figura 3-15) En este caso se observa con mayor claridad la varianza que existe entre las
muestras en V respecto a las colectadas en B. Se podria establecer que los compuestos
posiblemente responsables de esta varianza son quercetina-3-O-B-glucésido (HPc13),
guercetina-3-O-a-L-ramnopiranésido (HPc15), kaempferol-3-O-a-L-ramnopiranésido

(HPc16) y kaempferido-3-O-a-L-ramnopirandsido (HPc12) que eluyen a 10.0, 11.0, 11.9 y
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13.8 min, y que se presentan en mayor proporcion en las muestras colectadas en V (Figura
3-16).
Figura 3-16: OPLS-DA obtenidos de los datos de Hojas de Bonda y La Vega

(superior). Analisis de diagrama de carga de los datos obtenidos de hojas de B y V
indicando los metabolitos mayoritarios presentes (inferior).
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Con respecto al andlisis de las muestras colectadas en S y V, se observa una menor

varianza en las muestras de S, a excepcién de dos muestras atipicas, muy diferentes a las
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demés (SH2 y SH3). La diferencia entre las muestras de S y V esta determinada por la

presencia de los compuestos quercetina-3-O-B-glucdsido (HPc13), (NI), quercetina-3-O-a-
L-arabinofurandsido (HPc17) y kaempferol-3-O-a-L-ramnopiranésido (HPc16) que eluyen

a 10, 11.2, 10.9 y 11.9 min respectivamente. HPc13 y NI estan presentes en mayor

proporcion en V, mientras que HPc16 y HPc17 son mas abundantes en S (Figura 3-17).

Figura 3-17: OPLS-DA obtenidos de los datos de Hojas de San Pedro y La Vega
(superior). Andlisis de diagrama de carga de los datos obtenidos de hojas de Sy V

indicndo los metabolitos mayoritarios presentes (inferior).
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= Andlisis de la Corteza P. caerulea

El andlisis supervisado de las cortezas permitié discriminar las muestras entre si, acorde al
lugar de procedencia, a pesar que en alguno de ellos (V) la alta dispersion es la
caracteristica méas relevante (Figura 3-18). Las muestras de S y B a pesar de las
diferencias que se observan entre sus muestras, se puede inferir algun grado de similitud

en el comportamiento quimico de sus individuos.

Figura 3-18: OPLS-DA obtenidos de los datos de Corteza de P. caerulea.
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Al realizar el andlisis por parejas de los diferentes lugares, se observa que entre Sy B, la
varianza entre grupos no es suficiente para diferenciar entre muestras de uno y otro lugar.
Dentro de las diferencias que se observan esta la presencia en mayor proporcion de los
compuestos eluidos a 9.2 (NI) y 8.2 (NI) min. en las muestras de S y en B los metabolitos

eluidos a 10.9 (NI) y 17.8 (NI) min respectivamente (Figura 3-19).
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Figura 3-19: OPLS-DA obtenidos de los datos de corteza de Bonda y San Pedro
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Para el caso de las muestras de B y V, a pesar de que se presenta una alta varianza, se
observa entre ellas una mayor diferenciacion. El compuesto que eluye a 10.9 (NI) min
(Figura 3-20) se encuentra en mayor cantidad en las muestras de la V por lo tanto es una

de las variable que marca diferencia entre los dos grupos.

En el andlisis de S y V a pesar de la dispersion de las muestras, se observa claras
diferencias entre individuos colectados en cada lugar. La variable que marca diferencia
entre estos dos grupos son los compuestos eluidos a los 10.9 (NI) y 11.2 (NI) min.

presentes enlaVy 10.2 (NI) y 10.6 (NI) presentes en S (Figura 3-21).
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Figura 3-20: OPLS-DA obtenidos de los datos de corteza de Bonda y Vega
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Figura 3-21: OPLS-DA obtenidos de los datos de corteza de San Pedro y Vega.
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= Andlisis de la Madera de P. caerulea

El andlisis supervisado discriminante (OPLS-DA) de las muestras de madera permite inferir
una clara diferenciacion de acuerdo a lugar de colecta, ademas como se observa en la
Figura 3-22, las muestras de B son las de mayor uniformidad en su composicién, en
comparacion con S y V. Es importante tener en cuenta que los extractos de madera
colectados poseen perfiles cromatograficos de baja intensidad en comparacién con los
obtenidos de hojas, indicando ello que los metaboltios se presentan en menor cantidad y
posiblemente en menor variabilidad en esta estructura. La mayor cantidad de metabolitos
gue exhiben las hojas es coherente con la mayor capacidad que presentan esta estructura

en las plantas desde el punto de vista metabdlico.

Al comparar de manera especifica los individuos de Sy V se mantiene la diferencia antes
descritas, pero se observa una mayor dispersion de las muestras de cada area de colecta
(Figura 3-22). Las diferencias estan marcadas por la mayor proporcion de los compuestos
gue eluyen a los 10.7 min (NI) en la V 'y 10.2 min (NI) en las muestras de S.

Figura 3-22: OPLS-DA obtenidos de los datos de Madera de P. caerulea.
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Figura 3-23:

OPLS-DA obtenidos de los datos de la Madera de San Pedro y La Vega.
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Al analizar las muestras de los individuos de B y S se puede observar que presentan

dispersién, pero a pesar de ello hay elementos que la hacen distinguibles entre si. El

compuesto que eluye a 9.6 min (NI) presente en mayor proporcion en las muestras de S,

es el metabolito que hace la diferencia entre los dos lugares de colecta (Figura 3-24).

Al comparar las muestras de V con los individuos de B se puede concluir que existe cierto

grado de diferenciacion entre ellas que permite ubicarlas en cada area de colecta. Se

sugiere que los compuestos presentes en B que eluyen a 8.2 (NI) 10.5 min (N) yen V a

9.6 (NI), 10.7 (NI) y 11.1 (NI) min, permiten diferenciar las muestras entre los dos lugares

de procedencia (Figura 3-25).
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Figura 3-24: OPLS-DA obtenidos de los datos de la madera de San Pedro y
Bonda.
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Figura 3-25: OPLS-DA obtenidos de los datos de la madera de La Vega y Bonda.
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3.3.2 Estudio Quimico Comparativo de los Aceites Esenciales de
Hojas de P. caerulea

= Composicién Quimica de los Aceites Esenciales

El andlisis quimico de los aceites esenciales de hojas de P. caerulea, se realiz6 mediante
CG-EM. La determinacion de la identidad de los componentes de los aceites esenciales se
realizé teniendo en cuenta criterios cromatograficos y espectrométricos (comparacion de
los indices de retencion, los espectros de masas, abundancias de pico con los reportados
en la literatura especializada y en diferentes bases de datos) (Adams R, 2001; Joulain, D y
Koning, W, 1998; Nist 11, 2011; Pherobase, 2011). En las condiciones de analisis se
determind la presencia de 53 compuestos que representan el 80.01% de la composicion
relativa de los aceites de hojas de P. caerulea. En la Tabla 3-3 se presenta la composicion
relativa de los aceites esenciales segun su orden de elucién en la columna DB1, los indices
de retencién y las cantidades con base en el porcentaje de las areas de pico relativas de
cada componente en la mezcla de volatiles. El analisis se llevd a cabo en un total de 20
individuos colectados en tres regiones (San Pedro de la Sierra, S; Bonda, B; y Vega, V) y

durante dos periodos del afio (P1y P2).

Como se observa en la Tabla 3-3 los sesquiterpenos corresponden a los componentes
mayoritarios totales, representando alrededor del 60% de la composicién quimica de los
aceites esenciales de hojas de P. caerulea, por el contrario los monoterpenos solo
representaron el 16% del total. Al analizar la composicion de los aceites teniendo en cuenta
el lugar de procedencia se observa que los monoterpenos poseen los valores mas altos en
las muestras colectadas en B (23,05%) y S (20,40%), en comparacion con las muestras
colectadas en la V (4.58%). Para el caso de los sesquiterpenos los valores son similares
para los individuos colectados en S (56,70%) y B (55,20%) mientras que en V se

encuentran con un valor de 66,37%.

De las 55 sustancias identificadas en el aceite esencial de hojas de P. caerulea, los
componentes mayoritarios fueron: el monoterpeno sabineno (23.13%) y los sesquiterpenos
B-farneseno (38.90%), B-cariofileno (35.64%) y espatulenol (28.35%). Los reportes de
estudios previos indican diferencias tanto cualitativas como cuantitativas con respecto a
esta investigacion, se identifica variacion en el porcentaje de monoterpenos y de

compuestos mayoritarios en este estudio (Scora et al., 2001; Setzer et al., 2007)



Tabla 3-3: Composicion quimica del aceite esencial de hojas de P. caerulea colectado
en tres regiones diferentes

Compuestos IR San Pedro De la Sierra
P1 P2
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7
a-Tujeno 932 028 063 049 032 032 058 0,19 1,01 0,99
a-Pineno 937 0,91 1,69 3,79 2,50 2,02 1,86 3,42 1,13 3,98 3,90 0,87 0,84 0,95
Camfeno 944
Sabineno 967 522 8,90 23,13 10,87 5,28 7,94 12,40 6,28 2,30 0,79 20,95 20,94 7,89 7,31 6,20
B-Pineno 971 0,85 1,88 3,50 2,40 1,56 1,70 2,76 1,05 3,64 3,64 1,00 0,94 1,01
Mirceno 985 0,42 1,19 2,12 1,66 0,82 1,14 1,65 0,57 1,96 1,94 0,49 0,46 0,16
a-Felandreno 1008 0,22
Isosilvestreno 1019 0,90 0,91 1,40 1,77 1,42 2,49
o-Cimeno 1020 0,85 1,83 1,35 3,73 0,63 0,59 1,17 1,45 0,56 7,34 7,27 2,59 2,45 3,46
B-Felandreno 1029 028 1,03 1,71 1,44 069 096 151 0,39 1,37 1,36
Limoneno 1031 0,51 0,73 0,87 0,38 0,48 0,64 0,24 1,04 1,03 0,42 0,40 0,33
Z-B-Ocimeno 1039 033 125 141 080 1,13 161 034 1,19 1,17
E-B-Ocimeno 1049 0,80 0,86 0,45 0,75 0,96 0,22 0,62 0,60
y-Terpineno 1056 0,37 2,89 2,14 4,04 3,38 2,90 4,26 0,40 1,01 0,97
a-Terpinoleno 1082 0,74 0,64 1,24 0,70 0,81 1,11 0,18 0,49 0,50
Terpinen-4-ol 1164 0,29 0,28 0,31
8-Elemeno 1345 0,55 048 0,60
a-Cubebeno 1352 1,33 0,26 0,21
Copaeno 1372 0,26 1,37
a-Ylangeno 1377 1,21 0,97 0,46 0,47 0,23 0,56 0,16 0,24 0,81 0,48 0,47 0,55 0,55 0,22
B-Burboneno 1378 0,34 0,43 0,19 0,51 0,84 2,60 0,53 0,50 1,17 1,12 0,62
B-cubeneno 1382
B-elemeno 1383 0,69 0,91 1,46 1,25 0,91 0,94 1,65 1,02 1,17 1,02 1,01 1,16 1,06 0,94
Dodecanal 1408
B-Cariofileno 1423 9,31 14,39 19,56 20,13 22,57 13,30 23,62 12,14 18,89 4,74 15,43 1546 16,18 15,23 14,07
v-Elemeno 1438
B-Gurjuneno 1444
a-Cariofileno 1450 1,67 1,79 2,26 1,71 1,69 2,45 1,11 1,59 1,54 1,53 1,84 1,77 1,77
B-Farneseno 1458 3898 34,85 13,68 13,24 2997 2049 1594 33,00 14,54 12,13 8,77 8,75 14,89 13,69 513
y-Salineno 1474 3,00 2,63 0,87 1,52 1,52 2,63 1,43 3,20 1,38 1,67 0,97 0,98 2,61 2,43 1,36
Germacreno D 1476 1,19 1,99 2,57 3,65 6,08 3,64 5,65 0,91 0,85 1,70 1,76 0,77 0,66 0,29
B-Salineno 1481 2,91 2,35 0,88 1,35 1,41 2,15 1,31 3,01 1,86 1,37 0,82 0,81 2,32 2,19 1,08
Jasmolactona E 1481 0,54 0,37 0,19 0,26 0,51 1,88 0,91 0,40 0,28 0,37 0,34 0,59
B-Guaieno 1501 4,00 2,85 4530 323 133 1,10 1,12 1,78 167 066
a-Selineno 1504
Biciclogermacreno 1507 0,31 0,28 0,27
a-Muroleno 1513 0,64 0,72 0,24 0,43 0,49 0,41 0,32 0,46 0,36 0,37
Z-a-Bisaboleno 1518 0,50 0,63 0,18 0,30 0,35 0,43 0,31 0,70 0,32 0,31 0,78 0,73 0,65
y-Cadineno 1519 0,32 0,54 0,51 0,46
B-Bisaboleno 1521 0,34 0,17 046 020 022 022 021 046 0,46 0,43
Z-Calameneno 1528 0,28
Eicosano 1536 0,22 0,25 0,31 0,95 0,24 0,35
8-Cadinene 1541 3,03 0,69 0,72 0,99 1,06 1,01
Z-Nerolidol 1564 1,37 0,28 0,44 0,34 1,20 8,82 0,97 0,96 6,18 6,03 8,22
Espatulenol 1567 1,66 0,91 0,90 1,27 0,50 0,17 3,79 8,73 3,66 4,28 4,24 14,31 14,26 14,75
Oxido de
Cariofileno 1569 0,30
Guaiol 1602 0,33 0,34 0,35 0,96 0.98 1,17
1-Epicubenol 1621 0,31 0,19
10-epi-y-eudesmol 1632 0,40 039 022 026 0,63 0,64 0,57
B-Eudesmol 1648 1,48 0,51
Acido Miristico 1759 15,56 3,87 3,87 5,58 3,10 9,73 1,30 8,39 6,54 3,81
E-Fitol 2115 1,13 0,78 0,43 0,67 0,84 0,88 0,76
Monoterpenos San Pedro 20,4
Sesquiterpenos San Pedro 56,70

Total 80 86,87 93,05 91,44 86,54 8742 81,65 93,34 8997 77,02 3793 8555 8544 8385 7874 69,88



Tabla 3-3:

IR

(continuacion)

Compuestos Bonda
P1 P2
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
a-Tujeno 932 0,32 0,30 0,30 0,31 0,66 0,71 0,79 0,39 0,20
a-Pineno 937 1,80 1,54 1,78 2,20 3,81 3,15 1,37 3,97 1,99 1,29
Camfeno 944
Sabineno 967 10,20 6,57 10,44 10,40 11,34 17,67 10,19 22,69 10,43 9,07
B-Pineno 971 1,71 1,44 1,83 1,61 2,38 2,86 1,33 3,09 1,76 1,20
Mirceno 985 1,15 0,89 1,22 0,40 0,98 1,23 0,53 1,66 0,86 0,41
a-Felandreno 1008
Isosilvestreno 1019 0,70 0,52
o-Cimeno 1020 0,58 1,00 4,00 5,71 6,41 6,78 2,29 4,60 2,97 2,01
B-Felandreno 1029 0,84 0,65 0,74 0,20 0,89 0,49 0,21
Limoneno 1031 0,40 0,34 0,54 0,56 0,60 0,79 0,37 0,76 0,44 0,34
Z-B-Ocimeno 1039 0,72 0,75 0,44 0,35 0,40 0,25
E-B-Ocimeno 1049 0,45 0,47 0,15 0,14 0,16
y-Terpineno 1056 1,74 1,67
«a-Terpinoleno 1082 0,44 0,44
Terpinen-4-ol 1164 0,17 0,19 0,20 0,22 0,16
§-Elemeno 1345
a-Cubebeno 1352 0,22
Copaeno 1372
a-Ylangeno 1377 0,34 1,22 0,62 0,17 1,71 1,43 0,49 0,61 0,46
B-Burboneno 1378 0,37 0,48 0,21 0,26 0,36 0,17 0,62
B-cubeneno 1382
B--elemeno 1383 0,72 0,80 1,06 0,35 0,31 0,92 0,67 1,05 1,01
Dodecanal 1408
B--Cariofileno 1423 16,92 12,15 31,53 5,52 8,10 10,99 26,96 13,84 28,42 27,30
v-Elemeno 1438 0,18
B-Gurjuneno 1444 0,56 0,26
a-Cariofileno 1450 1,63 1,22 3,00 0,80 1,12 1,39 2,53 1,43 2,57 2,50
E-B-Farneseno 1458 31,89 29,55 17,93 11,06 24,62 16,55 14,57 15,32 11,75 10,70
y-Salineno 1474 1,34 2,07 1,19 1,87 2,43 1,68 1,73 1,21 1,70 1,54
Germacreno D 1476 2,36 2,78 0,25 0,26 1,20 1,20 1,11 1,36
B-Salineno 1481 1,24 1,88 1,06 1,74 2,30 2,04 1,45 0,99 1,66 1,28
Jasmolactona E 1481 0,36 0,27 0,18 0,46 0,21 0,37 0,18
B-Guaieno 1501 0,67 1,35 1,43 2,45 2,80
a-Selineno 1504
Biciclogermacreno 1507 0,42 0,31 0,29
o-Muuroleno 1513 0,66 0,68 0,35 0,34 0,16
Z-a-Bisaboleno 1518 0,61 0,62 0,24 0,70 0,63 0,16 1,01 0,71 0,69 0,47
y-Cadineno 1519 0,41
B-Bisaboleno 1521 0,36 0,62 0,27 0,23
Z-Calameneno 1528 0,30
Eicosano 1536
8-Cadinene 1541 0,59 0,71 0,84 0,57 0,82 1,52 1,15
Z-Nerolidol 1564 0,54 0,78 2,12 10,83 3,23 6,01
Espatulenol 1567 0,72 0,71 4,25 11,78 10,03 4,13 8,75 5,98
Oxido de Cariofileno 1569 0,31 0,67 0,45 0,56
Guaiol 1602 1,00 0,71 0,30 0,51 0,39
1-Epicubenol 1621 0,36 0,23 0,34 0,38
10-epi-y-eudesmol 1632 0,52 0,51 0,32 0,21
B-Eudesmol 1648
Acido Miristico 1759 413 11,00 4,98
E-Fitol 2115 0,69 0,83 0,28
Monoterpenos Bonda 23,05
Sesquiterpenos Bonda 55,20
Total 80 85,21 84,66 87,11 59,11 75,66 88,47 83,14 81,04 84,90 74,91



Tabla 3-3:

(Continuacion)

Compuestos IR La Vega
P1 P2
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

a-Tujeno 932 0,18
a-Pineno 937 0,50 1,82 1,38 3,38 0,49 5,82 1,58 5,83 1,52 3,86 2,91 1,98 0,63 0,56
Camfeno 944 0,25 0,24
Sabineno 967 0,77 2,76 0,33 1,64 0,51 2,56 1,47 2,57 1,53 0,57 1,14
B-Pineno 971 0,37 0,96 0,60 1,34 2,28 1,12 2,51 1,24 1,10 0,65 0,36
Mirceno 985 0,44 0,17 0,38 0,26 0,18 0,30
a-Felandreno 1008 2,73
Isosilvestreno 1019
o-Cimeno 1020 0,21 1,07 0,40 1,07 0,81 1,06 0,86 0,44 0,44 0,70 1,63
B-Felandreno 1029 0,27 0,63
Limoneno 1031 0,15 0,25 0,30 0,50 0,48 0,50 0,54 0,22 0,21
Z-B-Ocimeno 1039 0,33 0,23 0,75 0,61 1,01
E-B-Ocimeno 1049 0,21 0,56 0,45 0,71
y-Terpineno 1056 0,41 0,33 0,31
a-Terpinoleno 1082 0,66
Terpinen-4-ol 1164
8-Elemeno 1345 0,30 0,93 0,73
a-Cubebeno 1352 0,17 0,48 0,64 0,94 0,20 0,36 0,35 0,36 0,35 0,78 0,17
Copaeno 1372 2,96 2,51
a-Ylangeno 1377 4,42 2,01 0,35 6,94 2,94 3,66 5,95 3,61 578 3,60 343 5,50 4,47 0,36
B-Burboneno 1378 0,40 0,48 0,71 0,69 1,10 0,42 1,06 0,40 0,33 0,80
B-cubeneno 1382 1,30 1,05 0,81 1,72 0,78 0,99
B-elemeno 1383 1,32 0,85 2,15 1,33 0,92 1,17 1,18 1,57 1,24 1,19 2,16 1,56
Dodecanal 1408 0,43 0,20 0,42 0,56
B-Cariofileno 1423 33,63 28,07 27,12 3022 15,03 2412 9,09 2524 7,22 3564 2954 6,62 13,45 34,19
v-Elemeno 1438 0,15 0,38 0,24
B-Gurjuneno 1444 0,11 0,25 0,71 0,52 0,54 0,73 0,72 3,04 091 0,25
a-Cariofileno 1450 3,20 3,15 3,05 4,32 3,36 3,11 1,57 3,14 1,26 4,64 1,42 2,19 3,60
B-Farneseno 1458 18,57 23,08 1502 12,94 1627 4,61 2,81 7,58 10,72 534 5,65 1,02 1,98 10,28
y-Salineno 1474 1,16 0,96 0,93 1,02 0,99 1,21 2,11 1,11 1,38 1,11 0,97
Germacreno D 1476 4,46 1,86 9,82 6,07 1,99 0,22 0,52 6,98 1,36 3,63
B-Salineno 1481 1,04 0,92 0,79 0,82 0,89 1,35 2,38 1,29 2,19 1,37 1,50 0,64
Jasmolactona E 1481 0,29 0,33 0,33 0,45 1,02 0,93 1,36 0,70
B-Guaieno 1501 2,26 1,55 1,71 3,96 0,30 0,73 1,27
a-Selineno 1504 0,42 0,48 6,98
Biciclogermacreno 1507 0,51 0,65 0,29 0,30 0,33
a-Muuroleno 1513 0,62 0,75 0,44 0,45
Z-a-Bisaboleno 1518 0,54 0,41 0,28 0,39 0,79 0,39 0,39 0,82 0,39 0,39 0,43
y-Cadineno 1519 0,52 0,70 0,52 0,73 0,91 0,44 0,65 0,33
B-Bisaboleno 1521 0,29 0,74 0,72 0,78 1,01 0,76 1,17 0,95 1,21 1,92 0,50
Z-Calameneno 1528 0,45
Eicosano 1536 0,32
8-Cadinene 1541 0,32 1,22 1,22 1,16 1,12 0,64 2,03 1,27
Z-Nerolidol 1564 0,94 0,76 0,47 0,47 0,99 10,06 5,76 9,34 4,92 7,99 5,25 2,00
Espatulenol 1567 1,29 1,87 0,69 0,73 0,43 9,09 15,62 8,49 13,61 7,37 28,35 17,59 7,61
Oxido de Cariofileno 1569
Guaiol 1602 1,12 1,82 1,06 1,86 1,08 3,90 2,06 0,85
1-Epicubenol 1621
10-epi-y-eudesmol 1632 0,23 0,43 0,33 0,30
B-Eudesmol 1648
Acido Miristico 1759 6,15 11,92 6,28 12,09 2,30
E-Fitol 2115 1,23 0,84

Monoterpenos La Vega

Sesquiterpenos La Vega

Monoterpenos Total = 16,51 Sesquiterpenos Total = 60,39 Otros= 3,11
Total 80,01 82,52 86,79 71,53 82,95 70,24 76,01 62,69 81,26 6791 73,87 72,75 80,63 59,39 80,42
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En los aceites esenciales de hojas de P. caerulea colectados en S, los compuestos
mayoritarios corresponden al B-farneseno y B-cariofileno con valores del 38.98% y 23.62%,
respectivamente. Teniendo en cuenta el periodo de colecta se observan diferencias
marcadas como es el caso del d-cadineno que solo se encuentra presente en el P2 del
analisis. Con respecto a los aceites esenciales colectados en B, el B-farneseno (31.89%) y
B-cariofileno (31.53%) fueron los componentes mayoritarios. Al igual que en el analisis
anterior el periodo de colecta marca algunas diferencias, en el P2 se observa aumento en
el porcentaje de abundancia del compuesto espatulenol, mientras que en este mismo
periodo hay disminucion en B-farneseno. Los aceites esenciales colectados en V se
caracterizaron por presentar los compuestos mayoritarios [(-cariofileno (35.64%) y
espatulenol (28.35%), el compuesto Z-B-ocimeno estuvo influenciado por el tiempo de
colecta solo se observé su presencia durante el primer periodo de colecta (P1).

» Andlisis Estadistico de Aceites Esenciales de Hojas P. caerulea

Los datos de tiempo de retencién, abundancia relativa, indice de retencion, lugar y periodo
de colecta fueron procesados y organizados generando una matriz de 60 variables a partir
de 38 muestras. El andlisis de componentes principales permite explicar el 60% de la
varianza total de los datos. A pesar de gque no se observa una clara distincion de los
individuos en cada region si es posible esbozar una diferenciacion entre algunos lugares de

colecta (Figura 3-26).
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Figura 3-26: Analisis de componentes principales de los datos obtenidos de los aceitess
esenciales de hojas de P. caerulea colectadoen S,By V.

+ T Vi@

1[1]
R2X[1] = 0,186 R2X[2] = 0,135 Ellipse: Hotelling's T2 (95%)

Después del analisis generalizado se llevé a cabo un discriminante por minimos cuadrados
ortogonales (OPLS-DA) teniendo en cuenta el lugar y periodo de colecta (Figura 3-27), en
el primero se evidencian una diferenciacion entre las muestras de acuerdo al origen de
procedencia especialmente en las muestras colectadas en la V. En los individuos
colectados en S y B, se identifican cierta similitud en la composiciéon de sus muestras pero
una mayor dispersién entre si. Con respecto al tiempo de colecta, se observa que la
mayoria de las muestras se pueden diferenciar en dos grandes grupos P1 y P2 haciendo
referencias a los dos periodos del afio (abril-octubre) en que se llevaron a cabo los
muestreos. En el analisis se evidencia que las muestras de P1 tienen una alta dispersién y

alguna de ella exhiben cierta similitud con P2 (Figura 3-28).
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Figura 3-27: OPLS-DA de las muestras de P. caerulea de acuerdo al lugar de colecta (S,
ByV).
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Figura 3-28: OPLS-DA de las muestras de P. caerulea de acuerdo al periodo de
colecta (P1y P2)
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= Andlisis por Lugar de Recoleccion

Al comparar entre los lugares de recoleccién, es posible determinar variables que influyen
en la discriminacién de muestras. El OPLS-DA entre S y B presenta una alta varianza en
muestras de S pero a pesar de ello, se logra distinguir el lugar de procedencia de los
individuos. El diagrama de carga indica que los compuestos que marcan diferencia entre
las regiones corresponden a sabineno (IR 967), o-cimeno (IR 1020), B-cariofileno (IR 1423)
y B-farnesenol (IR 1458) que se encuentra con mayor abundancia en las muestras de B,
mientras que los metabolitos 6xido de cariofileno (IR 1569) y NI (IR 1759) se encuentran

presentes en mayor porporcion en las muestras de S (Figura 3-29).

Figura 3-29: OPLS-DA de las muestras de aceites esenciales de hojas San Pedro y Bonda.
Andlisis de diagrama de carga indicando los metabolitos responsables.
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Al analizar las muestras entre las regiones B y V se observa que existe una particularidad
en la composicién de cada lugar que permite la diferenciaciéon entre las muestras. En B se
observa menor uniformidad en su composicion, el analisis permite sugerir una pequefa
diferencia entre ellas relacionadas con el periodo de colecta (P1-P2). Los individuos de V
se caracterizaron por presentar mayor similitud en su composicién quimica (Figura 3-30). El
andlisis permitié establecer como componentes que aportan la diferencia entre los lugares,
los compuestos espatulenol (IR 1567), a-cubebeno (IR 1352), B-cariofileno (IR 1423), NI
(IR 1503) presentes en V y los metabolitos sabineno (IR 967) y B-farneseno (IR 1458) en B.

Figura 3-30. OPLS-DA de las muestras de aceites esenciales de hojas Bonda y Vega.
Andlisis diagrama de carga de los datos obtenidos de B y V sefalando los metabolitos
responsables.
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El andlisis de las muestras de Sy V sefiala diferencias que permite separarlas por lugar de
colecta, ademas se observa que no hay un comportamiento uniforme en la composicion de
las muestras y en cada caso, tanto en S como en V se observa una tendencia a separarse
por periodo de colecta (P1 y P2) (Figura 3-31). Los compuestos que permiten diferenciar
entre las regiones son sabineno (IR 967) y B-farneseno (IR 1458) que se encuentran en
mayor abundancia en las muestras colectadas en S y a-yiangeno (IR 1377) y B-cariofileno

(IR 1423) presentes en las muestras de V.

Figura 3-31: OPLS-DA de las muestras de aceites esenciales de hojas San Pedro y Vega.
Andlisis de diagrama de carga de los datos obtenidos indicando los metabolitos responsable

(inferior).
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= Andlisis por Periodo de Colecta

Al comparar entre los periodos o tiempo de colecta es posible determinar algunas variables
qgue influyen en la discriminacion de muestras. EI OPLS-DA de las muestras colectadas
durante P1 permite diferenciar de manera clara las tres regiones, ademas, se observa una
homogeneidad en el comportamiento quimico en las muestras de V y S. Para el caso de B
hay mayor dispersion y algunas muestras parecen tener un composicion quimica

semejante a las de S (Figura 3-32).

Figura 3-32. PCA-OPLS-DA de las muestras de aceites esenciales de hojas San Pedro,
Vega y Bonda colectadas en el primer periodo (P1).
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El analisis de P1 permite inferir que los compuestos responsables de las diferencias entre
V -ByV-Scorresponden a B-cariofileno (IR 1423) con mayor abundancia relativa en las
muestras de la V; sabineno (IR 967) y B-farneseno (IR 1458) en las muestras de By S
(Figura 3-333). Para el caso de las muestras entre S y B las diferencias estan

determinadas por los compuestos B-farneseno (IR 1458) y &cido miristico (IR 1759)
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presentes en S y Z-nerolidol (IR 1564) e isosilvestreno (IR 1019) presentes con mayor

abundancia en las muestras de B (Figura 3-34).

Figura 3-33. Andlisis de diagrama de carga de los datos obtenidos al comparar
muestras de V y B.
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Figura 3-34. Andlisis de diagrama de carga de los datos obtenidos al
comparar muestras de Sy B
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El analisis por OPLS-DA de las muestras colectadas durante P2 permiti6 deducir un
comportamiento diferencial muy claro entre las tres regiones, ademas se observé una
definida similitud en la composicion quimica entre las muestras de un mismo lugar (Figura
3-35).

Figura 3-35. OPLS-DA de las muestras de aceites esenciales de hojas San
Pedro, Vega y Bonda colectadas en el segundo periodo (P2)
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Las diferencias observadas en este periodo (P2) entre las muestras de B y V (Figura 3-36)
se debe a la presencia de los metabolitos con IR 967 (sabineno ), 1458 (B-farneseno ) en B
y 1377 (a-yiangeno) en V, para el caso de las muestras ubicadas en Sy V los volatiles que
marcan la diferencia de las muestras, son IR 967 (sabineno ), 1458 (B-farneseno), 1020 (o-
cimeno) colectadas en S, y 1377 (a-yiangeno), 1423 (B-cariofileno), 1567 (NI) en V. Al
comparar los aceites esenciales obtenidos en B y S el analisis estadistico permite
determinar que los compuestos con IR 967 (sabineno), 1423 (B-cariofileno), 1458 (-
farneseno) presentes en B y 1564 (NI), 1588 (NI), 1584 (NI) presentes en S, son los

responsables de las diferencias entre las muestras colectadas en estas dos regiones.
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Figura 3-36. Analisis de diagrama de carga de los datos obtenidos al comparar
muestras de By V
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3.4

Conclusiones

El analisis de componente principales de los extractos etandlicos de hojas, corteza
y madera de la especie P. caerulea permitié deducir que existe una clara distincion
en la composicién quimica entre las tres estructuras evaluadas (hojas, corteza y
madera), especialmente de las hojas donde se observa mayor diferencia en
comparacion con corteza y madera, esto a pesar de que procedan de diferentes

lugares y hallan estado expuestas a diferentes condiciones ambientales.

El analisis multivariado de los extractos etandlicos de la especie P. caerulea
permitié concluir que a pesar de que se observa cierto grado de varianza entre los
individuos colectados en el mismo sitio o lugar, existe una diferenciacion en la
composicion de cada estructura de la planta (hojas, corteza y madera) con
respecto a los diferentes lugares de colecta: San Pedro de la Sierra, Bonda y La
Vega.

Los resultados del analisis estadistico permite sugerir que los metabolitos
guercetina-3-0O-B-glucésido (HPc13), quercetina-3-O-a-L-ramnopiranésido (HPc15),
kaempferol-3-O-a-L-ramnopiranésido (HPc16), escopoletina (CPc2), vy los
compuestos sin identificar que eluyeron en 8.1, 9.7, 10.5, y 10.7 min (madera), son
los posibles responsables de las diferencias observadas entre los extractos

evaluados por estructura y lugar de colecta.

El andlisis comparativo de los aceites esenciales de hojas de P. caerulea evidencia
una diferencia clara entre los lugares de colecta. Las muestras de la Vega se
observa mayor distincion en su composicion quimica con respecto a los demas
lugares. Entre las muestras de San Pedro de la Sierra y Bonda se presenta mayor
similitud, hecho que se apoya en que poseen los mismos compuestos mayoritarios
y el porcentaje de monoterpenos y sesquiterpenos presentes son muy semejantes.
El analisis con respecto al tiempo de colecta, evidencia que gran parte de las
muestras se pueden diferenciar en dos grandes grupos Pl y P2, haciendo

referencias a los dos periodos de analisis evaluados (abril-octubre).
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4. Actividad Antifungica, Antibacteriana y
Citotoxica de Extractos, Aceites
Esenciales, Compuestos aislados vy
Transformados

4.1 Generalidades

Muchos estudios recientes, muestran una concordancia significativa entre el uso
tradicional de plantas por parte de los indigenas y el trabajo experimental que ha
permitido el desarrollo de la actividad antibacteriana, antifiUngica, anticancerigena y

antiviral en todo el mundo (Fabricant et al., 2001).

Ademas, de diversas plantas medicinales se han producido drogas como: quinina,
vincristina, digoxina, digitoxina, emetina y artemisina, consideradas hoy en dia como
nuevos compuestos farmacéuticos. Un estudio mostré que de 104 compuestos que han
sido utilizadas en el mundo como drogas, 60 de ellos se originaron a partir de plantas
medicinales tradicionales Chinas (Gen et al., 1986). Mas recientemente reportes revelan
gue algunos de los flavonoides derivados de plantas son extremadamente activos a nivel
nanomolar contra bacterias y son mas activos que antibiéticos bien establecidos como
vancomicina y tretraciclina (Fabricant et al., 2001; Daglia et al., 2011; Gen et al., 1986).
Por lo tanto, la biusqueda de bioactividad en plantas medicinales es extremadamente
importante para identificar candidatos promisorios que sean fuente de potenciales

agentes terapéuticos de tipo antimicrobiano y citotoxico.

La epidemiologia de infecciones invasivas ha cambiado significativamente en los ultimos
30 afos; como resultado, micosis y enfermedades bacteriales actualmente son

consideradas como enfermedades emergentes. Esta es una area importante que
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demanda el descubrimiento de nuevos y efectivos agentes antimicrobianos para

enfrentar cepas de patdgenos resistentes a los antibiéticos (Gullo et al., 2009).

El cancer por su parte, es una de las principales causas de muerte en el mundo, con
registros de 14 millones de casos por afio y 8.2 millones de muertes en el afio 2014,
motivo por el cual se quiere incrementar la busqueda de agentes anti-neoplasicos,
principalmente de origen natural, ya que recientes investigaciones han demostrado que
los productos naturales son méas efectivos que los sintéticos, debido a un mayor efecto
terapéutico y menos efectos secundarios indeseados en el tratamiento del cancer (Ferlay
et al., 2014; Terrasse et al., 2014) .

La busqueda de nuevos agentes terapeuticos son una prioridad especialmente en paises
tropicales y naciones en desarrollo donde enfermedades infecciosas y agentes
cancerigenos estan poco reguladas. Por consiguiente, la identificacion de nuevas fuentes
de compuestos antimicrobianos y anticancerigenos es una importante tarea para el
desarrollo de drogas y la innovacién de estrategias que contribuyan al adelanto de

protocolos de busqueda constantemente desarrollados.

En el género Persea se han desarrollados diversos estudios enfocados en la busqueda
de agentes terapéuticos de tipo antifungico, antibacteriano y citotéxico. De la especie P.
americana existen varios reportes que sefialan su actividad citétoxica frente a diversas
lineas celulares (Oberlies et al., 1998), (Butt et al., 2006). En cuanto a la actividad
antimicrobiana, el aceite esencial de P. duthiei, P. odoratissima y P. gamblei han exhibido
actividad antibacterial frente a diversas bacterias Gram positiva y Gram negativa (Joshi et
al., 2010) y diversos metabolitos aislados de P. americana han presentado actividad
antifingica contra diversos organismos (Rodriguez-Saona et al., 2000) (Domergue et al.,
2000).

Con el objetivo de aportar a la busqueda de posibles agentes terapeuticos en el género
Persea en el presente estudio se evalué la actividad antibacteriana, antifingica y
citotdxica de extractos vegetales, aceites esenciales, compuestos aislados y derivados

obtenidos de P. caerulea.
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4.2 Metodologia

4.2.1 Derivados Hemisintéticos del Flavonol Quercetina

» Materiales y Métodos

Las separaciones cromatograficas en capa delgada se llevaron a cabo empleando silica
gel 60 HF., Merck o cromatoplacas de silica gel 60 HF,s, Merck; las separaciones
cromatogréficas en columna se realizaron empleando silica gel 60 Merck (70-230 Mesh)
y Sephadex LH-20. En todos los casos, los criterios de seleccién de fracciones para
purificacién posterior fueron perfil cromatografico y cantidad en masa de la fraccion
misma. El control de pureza se efectu6 en CCD empleando siempre luz UV, vapores de
yodo y vainillina en &cido fosférico como reveladores. Los solventes empleados para las
separaciones cromatograficas fueron grado técnico (destilados antes de su uso) y/o
grado analitico. Los compuestos aislados fueron caracterizados por técnicas
espectroscopicas convencionales que incluyen RMN, EM, UV y por comparacién de los

datos obtenidos con la literatura.

Los espectros RMN (*H, **C, DEPT 135, COSY, HMQC, HMBC) fueron tomados en los
espectrémetros Bruker Avance 400 y Bruker Avance Ill a 500 MHz con criosonda de 1.7
mm, a 400 MHz y 500 MHz para *H ; 100 MHz y 125 MHz para **C empleando CDCls,
acetona-dg, CD;0D, DMSO-dg, como solventes. Los datos de desplazamiento quimico
estan expresados en ppm con TMS como estandar interno (6=0) y las constantes de
acoplamiento (J) en Hz. Los espectros de infrarrojo (IR) fueron realizados en un
espectrometro Perkin-FT-IR Panagon-500 serie 1000, en pastilla de KBr y en ventana de
NacCl.

Los solventes utilizados como eluyentes en cromatografia fueron destilados antes de su
uso. El diclorometano, el tolueno y el benceno fueron destilados en presencia de CaHs,.
El tetrahidrofurano (THF) y el N,N dimetilformamida (DMF) se destilaron con
sodio/benzofenona y BaCl, respectivamente, bajo nitrégeno, justo antes de su utilizacion.
El resto de los reactivos fueron adquiridos comercialmente y utilizados sin purificacion

adicional.
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Los espectros de masas de alta resolucion se realizaron en una plataforma maXis HPLC-
ESI-TOF de Bruker, empleando ionizacién por electrospray en modo positivo o negativo,
de acuerdo al tipo de compuesto, y con ayuda de experimentos MS2 seleccionando el
pseudo-ién molecular. Siempre se hizo un scan entre 100,0000 y 1000,0000 m/z.

» Esteres de Aminoacidos Derivados de la Quercetina

Esteres del Triptéfano

A una disolucién de quercetina HPcl1l (26 mg, 0.087 mmol) en THF (15 mL) se le
adicion6 DCC (N,N-diciclohexilcarbodiimida) (1.5 mg, 0.104 mmol) DMAP (4-
dimetilaminopiridina) (1.5 mg, 0.012 mmol) y Boc-Trp—OH (N-ter-butoxicarbonil-L-
triptéfano) Al (63 mg, 0209 mmol) la mezcla de la reaccion fue agitada a temperatura
ambiente por 10 h (Huang et al., 2009). El producto obtenido fue filtrado y sometido a CC
empleando como sistema de elucion CH,Cl,/MeOH 95:5 y posteriormente purificado
mediante Sephadex LH-20 utilizando MeOH como eluyente; obteniéndose un sélido
amarillo denominado HPc1la (R 42%). En la Figura 4-1 se observa un esquema general

de la reaccion.

Esteres de la Prolina

Empleando un procedimiento similar para la obtencion de HPclla, la mezcla de
guercetina HPc11 (26 mg, 0.087 mmol), DCC (1.5 mg, 0.104 mmol), DMAP (1.5 mg,
0.012 mmol) y Boc—Pro—OH (N-ter-butoxicarbonil-L-prolina) A2 (45 mg, 0209 mmol) en
THF (15 mL) fue agitada a temperatura ambiente por 10h (Huang et al., 2009). El crudo
obtenido fue purificado por CC utilizando CH,Cl,/MeOH 95:5, permitiendo la obtencién de
un sélido amarillo denominado HPc11b (R 46%) (Figura 4-1).
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Esteres de la Glicina

Utilizando un procedimiento similar para la obtencion de HPclla, partiendo del
aminoacido Boc—Gli-OH (N-ter-butoxicarbonil-L-glicina) A3 (36.7 mg, 0209 mmol)
(Huang et al., 2009), se obtuvo un solido amarillo denominado HPc11c (R 38%) (Figura
4-1).

Figura4-1: Esquema general de la reaccién para la obtencién de los ésteres de

aminodcidos.

OH DCC, DMAP , THF
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= Derivado de la Quercetina con Grupo Trifluorometilo

A una disolucién de quercetina HPc11 (26 mg, 0.087 mmol) en 5 mL DMF se le adicioné
2-cloro-5-trifluorometil-1,3-dinitrobenceno (22 mg, 0.087 mmol) y K,CO3; (100 mg), la
mezcla se llevd a agitacién durante 14h a una temperatura de 40-50 °C (Figura 4-2)
(Tempesti et al., 2012). La reaccion fue monitoreada por CCD. El crudo fue extraido con
acetato de etilo y agua, la fase organica fue secada y el sélido obtenido fue purificado por
CC empleando como fase movil CH,Cl,/MeOH 95:5. El producto correspondiente a un

sélido amarillo, fue denominado HPc11d (R 58%).

Figura 4-2: Esquema general de la reaccion para la obtencion del derivado con grupo

trifluorometilo de la quercetina.

Cl

DMF, K_.CO H
2 3
—_—
40-50 °C, 14h

CF3

4.2.2 Estudio de citotoxicidad en lineas celulares tumorales

En este ensayo se evaluaron los extractos, aceites esenciales (empleados en el estudio
guimico comparativo), metabolitos aislados y derivados de la especie P. caerulea. La
evaluacion de la actividad citotoxica se llevdo a cabo en el Laboratorio de
Farmacogenética del Cancer, Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de

Colombia. Sede Bogota, bajo la asesoria del Profesor Fabio Aristizabal.

Se emplearon cinco lineas celulares: A-549 (carcinoma de pulmon), HT-29 (carcinoma
de colén), Hep G2 (carcinoma hepatocelular), MDA-MB 231 (cancer de seno) y Hela
(cancer de cervix) todas de crecimiento adherente, derivadas de tumores soélidos
humanos, obtenidas del Banco de Células del Laboratorio de Inmunologia del Instituto

Nacional de Cancerologia de Colombia, en Bogota. Estas lineas fueron escogidas dentro
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un panel de lineas celulares de tumores humanos ya que representan neoplasias con
alta incidencia en nuestra poblacién. Todas fueron cultivadas en Medio Minimo Esencial
(MEM), suplementado con 5% de suero fetal bovino (FBS), gentamicina (50 pg/mL) y
bicarbonato de sodio (2,2 g/L), en cajas de cultivo estériles de 75 cm? e incubadas en
condiciones estandar. Para el mantenimiento de los cultivos se realizé cambio de medio
cada dos dias lavando las células con solucion tampon de fosfatos (PBS) de 298
mOsm/L y pH=7,3 (Escobar et al., 2010).

Las células al alcanzar un 90% de confluencia, fueron lavadas con solucién de fosfatos
(PBS) y tripsinizadas (Tripsina :0,025% + EDTA 0,03%) durante 5 minutos a 37°C. Luego
se realiz6 un conteo celular en camara de Neubauer por medio del método de exclusion
de azul de tripan. En cada pozo de la placa de 96 pozos fueron sembradas 3500 células
para las lineas celulares en estudio. Después se incubaron por 24 horas a las
condiciones previamente mencionadas, con el fin de permitir la adherencia de las células
a la superficie del pozo. Al cumplir las 24 horas se adicionaron los tratamientos (Medio +
Tratamiento) a las concentraciones establecidas y se incubaron por 72 horas. Sin
embargo, algunos pozos fueron usados para establecer el control de crecimiento (Medio
+ células): con el fin de demostrar que las células durante el tiempo de cultivo
permanecieron viables y que estaban en Optimas condiciones para su crecimiento y
blancos de tratamiento (Tratamiento + medio - sin células: para demostrar que los
tratamientos no estaban contaminados y como punto de comparacion durante el andlisis
de los resultados para los calculos de CLsg). Se realizaron tres replicas por concentracion

y tres repeticiones en diferentes dias (Morantes et al., 2006).

Para valorar el efecto citotoxico de los compuestos puros, se prepararan, tres diluciones
seriadas, en medio MEM suplementado con 5% de FBS, obteniendo las siguientes
concentraciones finales: 0.5 pyg/mL, 5 pyg/mL y 50 pg/mL (Gomez et al., 2006); como
control positivo se emple6é doxorrubicina.HCI. Para la evaluacion de los extractos y
aceites esenciales, las muestras fueron disueltas en DMSO para obtener una
concentracion final de 125ug/mL (Stock). Posteriormente se evaluaron tres diferentes
concentraciones, 1,25 pg/mL 12,5 pg/mL y 125 ug/mL. Después de un tratamiento
durante 48 horas, se determiné paralelamente la poblacién celular viable mediante los
ensayos con MTT y resazurina. Para establecer la influencia de los factores de

tratamiento sobre las lineas celulares empleadas se realiz6 un analisis de varianza
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(ANOVA). Los valores de CLg, se expresaron en ug/mL + DE (Desviacion estandar) y se
determinaron por medio del software GraphPad 5.0-Prism.

4.2.3 Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana

Se llevé a cabo la evaluacion de extractos, aceites esenciales, metabolitos aislados y
derivados contra los hongos Aspergillus fumigatus, Candida albicans y los organismos
bacterianos Acinetobacter baumanni y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(SARM). La evaluacion de la actividad antimicrobiana se llevo a cabo en el Laboratorio
de ensayos clinicos del Instituto Fundacién Medina en Granada, Espafia. Un total de 60
extractos etandlicos y 15 aceites esenciales (estudio quimico comparativo) fueron

sometidos a evaluaciéon de actividad antimicrobiana.

4.2.3.1 Ensayo de Actividad Antifangica sobre Aspergillus fumigatus

La determinacibn de la actividad antifngica de extractos, aceites esenciales,
compuestos y derivados contra A. fumigatus se realizé utilizando microdilucion en placa
de 384 pocillos. Las cepas empleadas para el ensayo antifingico corresponden a A.
fumigatus ATCC 46645. Para el ensayo fue usada una suspension de conidios a una
concentracién de 2,5 x 10 UFCmL™. La viabilidad celular fue medida utilizando
resazurina a una concentracion final de 0,002 % y el crecimiento de las colonias se llevo
a cabo en medio RPMI-1640 modificado (Vicente et al., 2009). Todas las muestras se
disolvieron en DMSO con un volumen de 4 uL/pozo para extractos y aceites esenciales y
0,8 pL/pozo para los compuestos. El volumen final fue de 50 ulL/pozo en placas de
microtitulacion de 384 pozos. Anfotericina B fue utilizada como control positivo. Las
placas fueron incubadas a 37 °C por 25-30 h. Los ensayos se realizaron por triplicado. La
lectura se llevé a cabo en EnVision® Multilabel (Perkin Elmer) utilizando la longitud de

onda estandarizada para resazurina (excitacion 570 nm y emision 600 nm).

Los porcentajes de reduccion de resazurina e inhibicion del crecimiento fueron

determinados mediante la ecuacion:
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% reduccion

100 <Intensidad fluorescente (IF)del agente de ensayo — IF del control sin tratar)
= X

IF de la resazurina reducida — IF del control sin tratar

% inhibicion = 100 — % reducciéon

Los extractos y compuestos fueron considerados activos cuando su porcentaje de
inhibicién fue superior a 55%.

= Ensayo de Actividad Antifungica sobre C. albicans

La suspension stock de inéculos fue sembrada en placas sobre Agar Dextrosa
Sabouraud (ADS, 65 g L) e incubadas por 18 h a 37 °C. El crecimiento de los
microorganismos fue realizado en placas con ADS y suspendidas en medio modificado
de RPMI-1640 con el fin de preparar un indculo ajustado a 2.5 en 660 nm. En estas
condiciones la suspension fue diluida 1:10 y empleada para inocular las placas. La
actividad antifungica se obtuvo utilizando como revelador resazurina y el ensayo y los
resultados obtenidos fueron desarrollado como se describido anteriormente para A.

fumigatus.

= Ensayo de Actividad Antibacteriana sobre Acinetobacter baumanni vy

Staphylococcus aureus (SARM)

Los ensayos antibacterianos se llevaron a cabo con suspensiones stock de inéculos de
cada microorganismo (SARM, y A. baumannii) sembradas en placas con agar Luria-
Bertani (LBA, 40 g/L) e incubadas a 37 °C durante toda la noche. Colonias individuales
de cada organismo fueron inoculadas en 10 mL de medio Luria-Bertani (LB, 25 g/L en
matraces Erlenmeyer de 250 mL) llevadas a incubacién y agitaciéon a 220 rpm, y
posteriormente diluidas hasta obtener in6culos de ensayos de aproximadamente 1.1x10°
CFU/mL (SARM) 0 5-6 x 10° UFC/mL (A. baumannii)

El ensayo se llevé a cabo mezclando 90 uL (por pozo) del inoculo con 1.6 pL (por pozo)
de cada compuesto (disuelto en DMSO). Se emplearon como control interno vancomicina
para SARM y rifampicina para A. baumannii. La absorbancia en ODg;, fue medida en un

espectrometro Tecan Ultraevolution (Tecam, Durham, USA) a T, (tiempo cero) e
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inmediatamente después las placas fueron incubadas a 37 °C durante 20 h. Después de
este periodo, las placas se llevaron a agitacion empleando un DPC Micromix 5 y una vez
mas se determind la absorbancia a ODg;, a Ty (tiempo final). ElI porcentaje de inhibicion
del crecimiento fue calculado empleando la ecuacion:

% Inhibicion =100 x {1 - [(T; muestra — T, muestra) — (T; blanco — T, blanco)] / [(Ts

crecimiento — T, crecimiento) — (T; Blanco — T, Blanco)]}

Los extractos y compuestos fueron considerados activos cuando su porcentaje de

inhibicion fue superior al 55%.

4.3 Resultados y discusion

4.3.1 Esteres de Aminoacidos Derivados de la Quercetina

La esterificacion de la quercetina (obtenida de hojas P. caerulea) a partir de los
aminodcidos Al, A2 y A3, permitié la formacion de tres derivados HPclla, HPcllb y
HPcllc, cuya diferencia estructural radicé en la sustitucién del hidrogeno del grupo OH
en en el C3 del nucleo C de la quercetina por cada uno de los aminoacidos Al, A2 y A3.
Los derivados HPclla, HPc11b y HPcllc fueron identificados por comparacion de los
espectros de RMN y los EMAR de HPc11, A1, A2 y A3 (Figura 4-3 a 4-12) .

Figura 4-3:  Espectro RMN *H de la quercetina (HPc11), 400 MHz, Acetona-ds

J 11 N
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Figura 4-4:  Espectro RMN 'H de N-ter-butoxicarbonil-L-triptéfano A1, 400 MHz, CDCl;
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Figura 4-5: Espectro RMN *H del derivado HPc11a, 400 MHz, Acetona-ds
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Figura 4-6: Espectro RMN *H de N-ter-butoxicarbonil-L-prolina (A2), 400 MHz,
Acetona-dg

" A
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1 (ppm)

13.0 125 120 115 11.0 105 100 95 9.0 85 8.0 7.0f1(6.5)6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15
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Figura 4-7: Espectro RMN 'H del derivado HPc11b, 400 MHz, Acetona-ds
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Figura 4-8:

Espectro RMN 'H de N-ter-butoxicarbonilglicina A3, 400 MHz, Acetona-ds
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El andlisis de los espectros de RMN *H de cada uno de los derivados (HPc11a, HPc11b,
HPcllc) permite identificar sefiales caracteristicas en cada uno de ellos, se observa en
la Figura 4-5 dos dobletes en 6 7.55, & 7.37; un singlete en & 7.18 y dos tripletes en &
7.09 y & 7.02 respectivamente, sistema caracteristico de los protones de los anillos de
seis y cinco miembros de un compuesto inddlico, adicional a ello se observan dos
sefiales en & 4.46 y & 3.25 correspondiente a los protones de la region alifatica del
triptéfano, y un singlete en & 1.33 caracteristico de los protones metilicos del terbutéxido
del grupo protector. Ademas el espectro de RMN 'H también nos indica sefiales en &
7.83, 6 7.68, d 6.96, & 6.50 y & 6.23 que por su desplazamiento y constante de
acoplamiento corresponden a protones de anillos aroméaticos trisustituido y tetrasustiuido
respectivamente, caracteristico del flavonol quercetina (Charisiadis et al., 2014). El
analisis de EMAR (Figura 4-10) permitié establecer como formula molecular Cz;H29N,O1q
(m/z 589.1869 [M+H]") calculado para 589.1817; C3;H»sN,O1, consistente con los datos
espectroscopicos se determind que el derivado HPclla, correspondia a 2-(3,4-
dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-4-oxo-4Hchromen-3-il-2-(ter-butoxicarbonilamino)-3-(1H-indol-

3-il) propanoato.

Figura 4-10: TIC y EMAR del derivado HPclla
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El espectro de RMN 'H de HPc11b (Figura 4-6 y 4-7) se observan un doble de dobles en
0 4.49 (1H), cuatro multipletes en & 3.49 (2H), & 2.44 (1H), & 2.25 (1H), & 1.93 (2H)
respectivamente, que por su desplazamiento y multiplicidad son protones caracteristicos
de un anillo pirrolidinico (Lobato et al., 2006) y un singlete en & 1.46 de los protones
metilicos del ter-butoxicarbonilamino. Ademas se observan las sefiales caracteristicas de
los protones del sistema aromatico de la quercetina (Figura 4-7) (Charisiadis et al., 2014).
El andlisis de EMAR (Figura 4-11) permiti6 establecer como foérmula molecular
CusH26NO1  (Mm/z 500.1551 [M+H]") calculado para 499.1465; CusHxsNOyg, consistente
con los datos espectroscépicos se determiné que el derivado HPc11b, corresponde a 2-
(3,4-dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-4-oxo-4Hcromen-3-il-1-ter-butoxicarbonilpirrolidina-2-

carboxilato.

Figura 4-11: TIC y EMAR del derivado HPc11b
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En el espectro de RMN 'H de HPcllc (Figura 4-8 y 4-9), se observa un doblete en &
4.22 (2H) y un singlete en & 1.44 (3H) que por su desplazamiento y constante de
acoplamiento son caracteristicos de protones de metileno y metilos de N-(ter-
butoxicarbonil) glicina. Adicional a ello se observan sefiales tipicas de protones

aromaticos del flavonoide quercetina. El andlisis de EMAR (Figura 4-12) confirma los
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datos espectroscépicos, permitiendo establecer como férmula molecular CyH2oNO4g
(m/z 460.0874 [M+H]") calculado para 459.0857; C,,H,;NO,, con ello estableciendo que

el derivado HPcllc, corresponde a 2-(3,4-dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-4-oxo-4H-cromen-

3-il 2-(ter-butoxicarbonilamino) acetato.

Figura 4-12: TIC y EMAR del derivado HPc11c
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4.3.2 Derivado de la Quercetina con Grupo Trifluorometilo

El acoplamiento del 2-cloro-5-(trifluorometil)-1,3-dinitrobenceno con el flavonol permitié la

formacion del derivado de quercetina HPclld. La reaccién se caracteriza por la

sustitucién nucleofilica de los hidrogenos de los grupos OH en C3’ y C4’ del nucleo B del

flavonoide. El derivado HPc11d fue identificado por comparacién de los espectros de

RMN y EMAR de HPc11y A4, (Figura 4-13vy 4-14).
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Figura 4-13: Espectro RMN 'H de 2-cloro-5-(trifluorometil)-1,3-dinitrobenceno (A4), 400
MHz, Acetona-ds.
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Figura 4-14: Espectro RMN *H de HPc11d, 400 MHz, Acetona-dg
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En el espectro de RMN 'H de HPc11d de la Figura 4-154, se observan dos singletes en
6 8.00 (1H) y en & 7.65 (1H) caracteristicos por su desplazamiento de dos protones sobre
anillo aromético en posicion meta, sistema que caracteriza al compuesto con grupo
trifluorometilo, ademas se observan dos dobletes en & 8.03 (1H) y & 7.22 (1H), tres
singlete en & 7.98, 6 6.61 y 6 6.29, correspondientes al flavonol quercetina. El analisis de
EMAR (Figura 4-15) permiti6 establecer como férmula molecular CxHi;F:NOg (m/z
490.0407 [M+H]") calculado para 489.0334; C,,H1oFsNO,, consistente con los datos
espectroscopicos se determind que el derivado HPc11d, corresponde a: 3,5,7-trihidroxi-

2-(6-nitro-8-(trifluorometil)dibenzo[b,e][1,4]dioxin-2-il)-4H-cromen-4-ona.

Figura 4-15: TIC y EMAR del derivado HPc11d
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4.3.3 Estudios de Citotoxicidad en Lineas Celulares Tumorales

En el siguiente texto se expone la actividad citotoxica de extractos, aceites esenciales,
compuestos aislados y transformados de P. caerulea, frente a cinco lineas celulares: A-
549 (carcinoma de pulmén), HT-29 (carcinoma de col6n), Hep G2 (carcinoma
hepatocelular), MDA-MB 231 (cancer de seno) y Hela (cancer de cervix). Las lineas
celulares fueron sensibles al taxol, agente antineoplasico empleado en este ensayo para

verificar la sensibilidad de las células. Asimismo, se observé la inocuidad del DMSO
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empleado como vehiculo para la preparacion de los extractos, lo que evidencia que la

concentracion usada (0,2%) no interfiere con los resultados del andlisis.

En total se evaluaron 60 extractos etandlicos de hojas (H), corteza (C) y madera (M) de
individuos colectados en tres regiones del pais, San Pedro de la Sierra (S), La Vega (V) y
Bonda (B). Los extractos etandlicos provenientes de hojas y madera no tuvieron efecto
sobre la proliferacion celular de las lineas tumorales empleadas, ya que en todos los
casos el porcentaje de supervivencia celular se mantuvo alrededor de 100%,
independientemente de la concentracion de extracto empleado. Por el contrario, el
extracto de corteza present6 actividad citotoxica moderada (Tabla 4-1).

La mayoria de extractos de corteza provenientes de B (BC1, BC2, BC3 y BC4) fueron
activos frente a las cinco lineas celulares evaluadas, mientras que los colectados en V
solo uno (VC1) exhibi6 actividad citotdxica, en el caso de las muestras provenientes de S

ninguno mostré actividad inhibitoria frente a las lineas tumorales evaluadas.

En general, los resultados obtenidos para los extractos (actividad citotéxica de corteza)
es similar al comportamiento observado en el analisis quimico comparativo (Capitulo 3),
donde se muestra una marcada diferencia en la composicibn de los extractos
provenientes de hojas con respecto a los de corteza. Al analizar cada estructura de la
planta acorde al lugar de colecta se observa una diferenciaciéon entre las muestras de
corteza colectadas en B con respecto a los otros lugares de procedencia, lo que apoyaria

los resultados obtenidos con la actividad de los extractos colectados en B.

Es interesante también anotar que otro elemento que apoya los resultados obtenidos es
el hecho de que especies del género, como P. americana hayan presentado actividad

citotoxica frente a diversas lineas celulares (Ding et al., 2007).

Los aceites esenciales que se obtuvieron a partir de las hojas, no demostraron ningin
efecto citotdxico en ninguna de las concentraciones evaluadas. A pesar que hasta el
momento no hay estudios de actividad citotoxica en aceites esenciales aislados de esta
especie, otros reportes realizados en el género Persea demuestran actividad citotdxica
frente a las lineas M-14 (Melanoma), MCF7, MDA-MB-468 y MDA-MB-231(Moriarity et
al., 2007).
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Tabla 4-1:  Valores de concentracion letal media (CLsg) estimados para extractos
etanolicos de P. caerulea

Extracto Concentracién Letal media (CLs) £ DE (ug/mL)

P.caerulea MDA MB231 HELA A549 HEPG?2 HT-29
BC1 40.53 +4.8 51.02 +1.3 > 125 ug/mL 88 2.7 > 125 ug/mL
BC2 60.88 +1.7 51.47+3.4 58.47 +6.56 46.64 +3.0 57.01 7.2
BC3 41.48 +5.4 36.67+4.1 55.56 +2.9 44.03 6.8 45.18 +1.2
BC4 43.70+3.3 40.2845.7 > 125 ug/mL 55.53+1.3 > 125 ug/mL
VC1 103.36+3.8 94.78+0.6 > 125 ug/mL 88.61+2.8 > 125 ug/mL
Taxol 27x107°+2.3 32x10°+2.8 38x10°+1.8 34x10°+2.0 39x10°+1.0

C= Corteza; B= Bonda; V= Vega;

Un total de 14 compuestos aislados de P. caerulea y 4 derivados fueron evaluados frente
a las cinco lineas celulares A-549, HT-29, Hep G2, MDA-MB 231 y Hela. Los resultados
gue se presentan en la Tabla 4-2, muestran que los compuestos aislados de P. caerulea
HPc5 (escopoletina), HPc11 (quercetina), CPc2 (isofraxidina) y CPc4 (2, 7-dimetoxi-5-
hidroxi-6-(I-hidroxietil)-1,4-naftoquinona) presentaron inhibiciébn sobre la proliferacién de

las lineas tumorales empleadas.

El compuesto CPc4 aislado de corteza presenta un amplio rango de actividades
biolégicas como actividad antitumoral, antibacterial, antiinflamatoria, citotdxica, entre
otras (Rahmoun et al., 2013). Esta naftoquinona present6 los valores de CLs, mas
promisorios frente a los demas compuestos evaluados, demostrando ser citotoxico en las
lineas celulares HT29 y HelLa (CLso= 3,16 pug/mL y CLso= 4,28 pg/mL, respectivamente)
en comparacion de HepG2 y MDA-MB-231 (CLsy = 11,65 pg/mL y Clsg = 9,37 pg/mL
respectivamente) (Tabla 4-2). CPc4 no fue activo en la linea A549 en ninguna de las
concentraciones evaluadas. Este resultado es importante ya que fue el Unico compuesto
gue disminuy6 el porcentaje de supervivencia a cero en cuatro de las cinco lineas
tumorales evaluadas. A pesar de no ser un compuesto selectivo, es considerado como
un compuesto promisorio anticancerigeno segun valores de referencia sugeridos por el
Instituto Nacional de Cancerologia (INC) (< 4 pyg/mL). A pesar de que esta molécula no
tiene reportes previos de actividad citotoxica, estructuras similares, es decir tipo 1,4
naftoquinona si han presentado capacidad de inhibicion de crecimiento y angiogénesis
en la linea celular HCT116 (Kayashima et al., 2009).
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CPc?2 aislado de la corteza y HPc5 aislado de las hojas de P. caerulea son cumarinas
ampliamente distribuida en las plantas, CPc2 es un compuesto que ha obtenido gran
interés recientemente debido a su actividad antioxidante, antiinflamatoria, neuroprotectiva
y antitumoral (Rajagopal et al., 2014; Malik et al., 2011). Los resultados indican que CPc2
exhibié un grado variable de perfiles de citotoxicidad, siendo las lineas HepG2, MDA-MB-
231 y AbB49 (ClLg= 19.48 pg/mL, ClLsp= 16.10 pg/mL y CLg= 19.99 pg/mL,
respectivamente) aquellas con mayor sensibilidad al tratamiento. Estudios previos
también muestran la citotoxicidad de CPc2 al exponer las lineas MDA-MB-468 y HT29 a
una concentracion de 0,01-2 pg/mL por 72 h (Ensayo MTT - GI=0,09 yg/mL y GI=50 0,17
Mg/mL, respectivamente) (Gl: Inhibicion del crecimiento), datos consistentes con los
resultados obtenidos en el presente estudio (Rajagopal et al., 2014). Para el caso de
HPc5, es un metabolito que ha mostrado una gran variedad de propiedades biolégicas
como, anti-tumoral, anti-estrés, anti-fatiga, anti-ulcerativa, gastrica- antidepresiva, efectos
anti-inflamatorios, entre otras (Zhao et al., 2014; Yamazaki et al., 2014). Trabajos
previos, demuestran que induce actividad citotéxica mediada por diferentes vias
apoptéticas y ademas disminuye la viabilidad de la linea Adenocarcinoma de colon a
46,4% y de HepG2 a 18,1%, de una manera dosis-dependiente (Chou et al., 2011). Este
estudio es consistente con los resultados observados en este trabajo, ya que el
compuesto HPc5 exhibié actividad citotoxica en las lineas HepG2, MDA-MB-231 y HT29
(CLgo= 35,68 pg/mL, CLsp= 31,19 yg/mL y CLgo= 27,52 pg/mL, respectivamente). Sin
embargo las lineas A549 y Hela fueron resistentes a este compuesto. La citotoxicidad
observada en este trabajo, posiblemente esta asociada con la detencion del ciclo celular

y la via de apoptosis mitocondrial.

HPc11 es un flavonol muy importante en la dieta humana y ampliamente distribuido en el
reino vegetal (Paliwal et al., 2005). Varios reportes, demuestran que este compuesto
tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de varias lineas celulares de origen tumoral
como leucemia, cancer de ovario, cancer colorectal, cancer de seno y cancer de préstata,
sugiriendo su potencial anticancerigeno con fines terapéuticos. Gracias a que la
modificacion estructural (que influye en las propiedades fisico-quimicas de los
compuestos) es hoy en dia un campo vigente e importante en la optimizacion de la
actividad citotoxica de compuestos derivados de plantas (Danihelova et al., 2013), en

este estudio se compard el efecto citotdéxico en lineas de origen tumoral, y cuatro



134 Estudio Quimico Comparativo de Metabolitos Fijos y Aceite Esencial De Persea caerulea

(Ruiz & Pav) Mez y Evaluacion de su Actividad Biol6gica

compuestos modificados estructuralmente (HPclla, HPcllb, HPcllc, HPclld)

derivados de la quercetina (HPc11).

Al comparar los resultados obtenidos de HPcll con sus respectivos derivados, se
observa que este compuesto (HPc11l) no present6 actividad citotéxica sobre las lineas
HT29 y A549, por el contrario HPc11d mostré inhibicion significativa de la proliferacion
celular de HT29 (IC5=21,30 pg/mL) y una moderada actividad sobre A549 (IC5,=62.64
ug/mL). Frente a la linea tumoral MDA-MB231 el comportamiento fue similar, el derivado
HPcl1ld (ICs=21,30 ug/mL) presentd una actividad citotoxica alta con respecto a HPc11
(IC50=42,90 pg/mL) mientras que HPclla (IC50=38.49 pg/mL) y HPcllc (IC50=43.83
pHg/mL) mostraron valores muy semejante a su precursor (HPc11). Por otro lado cabe
resaltar la selectividad exhibida por HPcllb frente a la linea HepG2 (CLsy = 27.05
Mg/mL), resultado que es coherente con estudios previos que sugieren que la selectividad
de este tipo de compuestos que incluyen un residuo de prolina, puede estar relacionada
con una alta actividad prolidasa que se encuentra asociada a la formacioén de diversos
tipos de tumores (Stankiewicz-Kranc et al., 2000). HPc1la también mostré selectividad,
ya que solo fue activo en las lineas HepG2 y MDA-MB-231 (CLsp = 29.24 pg/mL y ClLsg =
38.49 ug/mL).

Tabla 4-2: Valores de concentracion letal media (CLs) estimados para metabolitos
aislados y derivados de P. caerulea.

Metabolitos Concentracion Letal media (CLsg) * DE (ug/mL)

y Derivados MDA MB231 HELA A549 HEPG2 HT-29
HPc5 35.68 +3.5 > 50 ug/mL > 50 ug/mL 19.48 2.7 27.52 +2.7
CPc2 16.10 0.5 > 50 ug/mL 19.99 +7.1 19.48+2.7 24.29 +3.9
CPc4 9.37+2.4 4.28 +0.6 > 50 ug/mL 11.65+2.1 3.16 0.4
HPc11 42.9+2.0 17.51+3.4 > 50 ug/mL 26.18 +2.5 > 50 ug/mL
HPc1lla 38.49+1.8 > 50 ug/mL > 50 ug/mL 29.24+1.7 > 50 ug/mL
HPc1i1b > 50 ug/mL > 50 ug/mL > 50 ug/mL 27.05£6.2 > 50 ug/mL
HPc1lc 43.48+1.4 18.35+1.4 62.65+8.6 32.26+2.8 43.4£1.3
HPc11d 28.27+16.92 40.05+30.30 > 50 ug/mL 45.79+8.23 21,30+2,3
Taxol 29x107°+1.3 33x107+1.6 31x107+2.7 27x107°+2.1 35x10°+1.3
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4.3.4 Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana

En este estudio se evalud la actividad de extractos etandlicos, aceites esenciales,
compuestos aislados y derivados de la especie P. caerulea contra los hongos Aspergillus
fumigatus, Candida albicans y las bacterias Acinetobacter baumanni (gram positiva) y
SARM (gram negativa). Del total de muestras evaluadas, 21 extractos, 14 aceites
esenciales, 10 compuestos aislados y 3 derivados presentaron actividad antifangica y/o
antibacteriana significativa frente a los ensayos realizados.

Se evalu6 la actividad antifingica de 60 extractos correspondientes a hojas, corteza y
madera de 20 individuos de la especie P. caerulea (muestras correspondientes del
estudio comparativo), colectados en tres regiones del pais (San Pedro de la Sierra=S,
Bonda=B y la Vega=V) contra A. fumigatus y C. albicans. Estos extractos fueron
evaluados en concentraciones de 3, 1.5, 0.75, 0.32 y 0.16 mg/mL (Tabla 4-3). Los
resultados sefialan que 21 extractos presentaron actividad inhibitoria contra los dos tipos
de organismos fungicos. Cabe resaltar que los extractos que presentaron actividad
corresponden en su mayoria a hojas de P. caerulea colectadas en las tres regiones. La
mayor parte de los extractos exhibieron actividad inhibitoria contra el hongo filamentoso
A. fumigatus, solamente los extractos provenientes de B inhibieron el crecimiento en C.
albicans. La actividad antifingica puede sugerir que los extractos etandlicos de hojas de
P. caerulea puedan contener compuestos que sean selectivo hacia los microorganismos
A. fumigatus y C. albicans. Estos resultados son coherentes con el andlisis quimico
comparativo realizado con los extractos colectados, donde se observa una clara
diferenciaciéon en la composicién de los extractos de hojas de los provenientes de corteza
y madera (Figura 3-10), ademas también el andlisis indica una distincion entre los
extractos de hojas proveniente de B, en comparacion con los de Sy V (Figura 3-14), lo
que explicaria el comportamiento antifingico contra C. albicans, expresado
exclusivamente por las muestras colectadas en B. Los extractos no presentaron actividad

antibacteriana contra los organismos evaluados.
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Tabla 4-3: Actividad antifingica de extractos de P. caerulea contra Aspergillus
fumigatus y Candida albicans (% de inhibicidn).

Extracto A. fumigatus ATCC 46645 C. albicans 1055
P. caerulea

3.00° 15 0.75 0.32 0.16 3.00 1.5 0.75 0.32 0.16
SH1 63:0.2 3403 24:0.2 12:0.4  3:0.2 - - - - -
SH4 57:0.5 35:0.6 27+0.4 1006  1:0.3 - - - - -
SH5 58:0.3  30:£0.4 22+0.2 11x05  2:0.2 - - - - -
SHS 58:0.5 32+0.4 23t0.6 12:0.4  0:0.5 - - - - -
SC6 64+0.7 52+05 33+0.6 18+0.3  4:0.7 - - - - -
sc7 74+0.5 54+0.4  38+0.3 22+0.7  8:0.3 - - - - -
sSC8 66:0.8 57+0.6  37+0.5 19:0.5  5:0.4 - - - - -
BH1 61+0.3  38t0.4 26+1.2 1620.7  0:0.8 - - - - -
BH2 56+0.8  34x0.9 28:0.7 18:0.7  2+0.3 73:0.6 54+0.8 43:0.2 32:0.6 13%0.9
BH3 62:t0.8  46£1.0 34:0.9 26:0.8  8+0.8 65t3.5 45:3.4 38t3.0 25t15 6225
BH4 68+2.2 56+0.8 36:t1.8 28:0.8 10+0.8 86+3.5 68t0.5 57t1.8 45t3.5 2+16
BH5 69+1.5 54+12  38+1.8 26:0.8 16+2.8 63t2.8 47:0.2 32+3.1 18+22 3%2.2
BC4 60+0.8  34t0.8 26:04  16x0.8  2:0.9 - - - - -
BM5 60+1.2  36t1.1 26:0.8 18+1.8  6:0.8 - - - - -
VH1 62+1.2  45x1.1  35#2.2  19+1.7  6%1.9 - - - - -
VH2 55:0.2 3012  19+1.4  11x12  3#2.2 - - - - -
VH3 56+2.2  40£12 22+25 15x12  7#2.2 - - - - -
VH4 57+1.2  39£25 20+1.8 12+12  6:1.2 - - - - -
VH5 56+1.5  40£1.8 21+25 19+15  5:1.5 - - - - -
VH6 65t2.4  55+35  35:1.3 515 8+1.5 - - - - -
VH7 58+1.0 35t1.5 20+1.1 18t25  0:1.4 - - - - -
A 100+1.5 100+1.3 100+2.1 100+2.0 100+1.8

a.mg/mL; H= hojas; C= corteza; M= madera; S= San Pedro; B= Bonda; V= Vega;
A=anfoterecina B

Se evalud la actividad antifingica de 15 aceites esenciales de hojas de P. caerulea
colectadas en S, B y V (muestras correspondientes del estudio comparativo) contra A.
fumigatus y C. albicans. Los ensayos se llevaron a cabo en diluciones del0, 5, 2.5, 1.25
y 0.62 pl/mL. Como se observa en la Tabla 4-4 un total de 14 aceites esenciales
mostraron una alta actividad inhibitoria contra los dos hongos evaluados, presentando
inhibicion no solo en concentracién de 10 pl/mL sino de 5 y hasta 1.25 pl/mL. Los aceites
esenciales obtenidos de los individuos colectados en S y B exhibieron los valores mas
altos de porcentaje de inhibicion contra A. fumigatus y C. albicans, mientras que las

muestras de la V mostraron valores mas bajos y solo presentaron actividad frente A.
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fumigatus (Tabla 4-4). Esta diferencia en el comportamiento de los aceites esenciales
estd relacionada indiscutiblemente frente a la composicidbn quimica y al lugar de
procedencia de las muestras. En el estudio quimico comparativo se observé una
marcada diferenciacion entre las muestras colectadas en la region V, con respecto a las
de Sy B (Figura 3-14).

Tabla 4-4: Actividad antifngica de aceites esenciales de P. caerulea contra

Aspergillus fumigatus y Candida albicans (% de inhibicion).

10% 5 2.5 1.25 0.62 2.5 1.25

s1 86+0.4  77+0.5 64+0.5 52+0.6  43+0.3 | 69+1.2 55+0.9 43+0.8 39+0.2  25+2.2
S2 73+1.2 62+1.1 58+2.2 47+1.7 36+1.9 71+2.1 65+0.6 55+1.8 42+1.2 37+2.1
s3 74+12  65x1.1 55+2.2  46x1.7 41x19 | 65¢+0.7 54+0.9  43+0.6  30£0.7  24+0.8
sS4 88+0.2 72+0.4  64%0.6 52+0.4  40+0.6 | 64+25 55+2.4  48+2.0 36%15 22425
S5 90+0.7 75#0.5 63%0.6 58+0.3  44+0.7 | 69+18  58+1.4  47+15 39+2.4  30+1.2
S6 76x0.7 64+0.4 58+0.3 45+0.6 38+0.3 66+2.1 53+2.0 48+2.2 37+2.8 31+3.2
B1 84+0.5 70+0.4 64+1.6 55+0.7 39+0.9 83+2.0 71+0.5 67+0.9 55+1.2 41+2.6
B2 80+0.6  78+0.8  65:+0.8 59+0.9 40+0.3 | 63+0.6 57+1.3  44+05 36+0.7 28+0.8
B3 72+05 62+1.1 5519 42+0.7 35+0.6 | 65+3.5 45+t3.4  38+3.0 25t15 6125
B4 68+2.2 58+0.8 49+1.8 38+0.8 25+0.8 | 70+3.5 65+0.5 54+1.8 45+35 32+1.6
B5 77+1.5 64+1.2 58+1.3 45+0.5 34+2.2 69+2.7 58+0.2 46+2.1 38+2.0 30+2.1
V1 60+0.8  52+1.0 44+1.0 33+1.1 28+20 - - - - -
V2 62+2.0 53*12 42425 35%1.2  27+22 - - - - -
V4 76+1.0 66x25 5318 42+1.2  26x1.2 - - - - -
A 100+2.5 100+1.0 100+1.3 100+2.5 100+3.3 | 100+1.2 100+2.5 100+2.1 100+1.4 100+1.8

a. MI/mL; S= San Pedro; B= Bonda; V= Vega; A=anfoterecina B

La actividad antibacteriana de los aceites esenciales se llevo a cabo frente a dos tipos de
microrganismos, S. aureus (SARM) (gram positivo) y A. baumannii (gram negativo). Los
ensayos se llevaron a cabo empleando las siguientes concentraciones: 10, 5, 2.5, 1.25 y
0.62 pl/mL. Los resultados indican que los aceites esenciales obtenidos de las hojas de
individuos colectados en S y B presentaron una alta actividad inhibitoria contra las dos
cepas evaluadas, exhibiendo valores de inhibicion promisorios (70-100%) en dosis de 10
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a 2.5 yl/mL. Los aceites esenciales obtenidos de los individuos de la V, a pesar de que
mostraron una actividad antibacteriana significativa, contra S. aureus (SARM) y A.
baumannii, los valores de inhibicion en general fueron considerablemente bajos (Tabla
4-5),

Tabla 4-5: Actividad antibacteriana de aceites esenciales de P. caerulea contra

Acinetobacter baumanni y Staphylococcus aureus (SARM) (% de inhibicion).

A. E. A. baumannii S. aureus (SARM)
P.caerulea

10° 5 2.5 1.25 0.62 10° 5 25 1.25 0.62
S1 100+0.6  98+0.8  79+0.5 35+0.8 22+0.3 100+1.2 100+0.9 100+0.8 50+0.2  21+2.2
S2 100£1.1  96+1.3 72+2.0 27+1.7 18+1.9 100+2.4 100+1.6 95*1.8 62+1.2 28+2.0
S3 100£1.0 85%1.1 62+2.1 41+1.3 30+1.5 65+0.7 100£0.9 100+0.6 46+0.7 32+0.8
S4 100+£0.2 100+0.4 85%0.6 62+0.4 40+0.6 100+2.0 100+1.4 88%1.8 40+1.7 36x2.3
S5 100+0.7 99+0.5  71+0.6  55+0.3  43+0.7 100+1.5 100+1.4 99+1.8 68+2.2  32+1.3
S6 100+1.7 96x0.7  62+0.4  42+0.7 33+0.3 100+2.1 100+2.9 78+2.1  39+3.8  41+3.2
B1 100+0.5 100+0.4 72+1.6 54+0.7 32+0.9 100+2.1 100+0.6 87+0.7 45+1.3 31+2.4
B2 100£1.6 100+0.5 94+0.6 69+0.7 38+0.5 100+0.6 100+£1.3 100+0.5 46%0.7 37+0.8
B3 100+0.8 100+1.2 73+1.4 52+0.8 45+0.8 100+3.5 100+2.7 93+2.3 48+1.6 28+2.4
B4 100+2.1 100+0.9 100+1.9 38+1.8 24+0.8 100+3.2 100+0.7 74+1.2 51+25 37+1.4
B5 100£1.5 100+1.2 51+1.3 35+0.5 36+2.2 89+2.7 68+0.8 48+1.1 35+1.0 20+2.0
V1 62+0.8 50+1.1 41+1.2 32+1.3 28+2.0 55+1.8 47+1.5 31+0.9 18+2.8 9+0.8
V2 42+2.7 33+1.5 22+2.4 15+1.3 7£2.2 82+1.5 64+0.8 38+1.3 29+2.1 14+2.3
\V2 94+1.1  71+2.3  54+1.2  41+1.1  32+0.8 95+1.1 81+0.8 62+1.2 51+0.5 24+1.4
R 100+1.5 100+2.2 100+2.4 100+0.8 100+0.7 100+0.9 100+1.3 100+1.4 100+2.7 100+2.8
V 100£0.5 100+2.8 100+0.6 100+2.5 100+2.2 100+2.1 100+1.3 100+0.5 100+0.7 100+2.7

b. ul/mL; S= San Pedro; B= Bonda; V= Vega; R= Rifampicina; V= Vancomicina

En general los resultados de actividad antimicrobiana exhibidos por extractos y aceites
esenciales de P. caerulea estan soportados en el hecho de que algunas de las especies
del género (P americana y P. cordata) han sido utilizadas en la medicina tradicional para
el tratamiento de enfermedades infecciosas (Cechinel-Filho et al., 2007; Magassouba et
al., 2010).

Con respecto a los compuestos, en total se evaluaron 25 metabolitos aislados de hojas,
corteza y madera de P. caerulea y 4 derivados contra A. fumigatus, C. albicans, A.

baumanni y S. aureus SARM. Los efectos inhibitorios de los compuestos frente a los
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hongos A. fumigatus y C. albicans se presentan en la Tabla 4-6. Los resultados sefialan
gque 8 compuestos del total evaluado presentaron actividad antifingica: HPc5
(isofraxidina), HPcl1l (quercetina), HPc16 (kaempferol-3-O- a-L-ramnopirandsido) y
HPc17 (quercetina-3-O- a-L-arabinofurandsido) aislados de hojas, CPc3 (5,7-dimetoxi-
3'4'-metilendioxi epicatequina) y CPc4 (2,7-dimetoxi-5-hidroxi-6-(I-hidroxietil)-1,4-
naftoquinona) obtenidos de la corteza y los compuestos derivados HPcllb (2-(3,4-
dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-4-oxo-4Hcromen-3-il-1-ter-butoxicarbonilpirrolidina-2-
carboxilato.) y HPcl11d (3,5,7-trihidroxi-2-(6-nitro-8-(trifluorometil)dibenzo[b,e][1,4]dioxin-
2-il)-4H-cromen-4-ona). Los compuestos HPc5, HPcl16, HPcl7 y CPc3 presentaron
efecto inhibitorio sobre A fumigatus, mientras que los compuestos CPc4 y HPclld
mostraron actividad antifiingica frente a C albicans. Los compuestos HPc1l y HPcllb
exhibieron actividad antifingica frente a los dos organismos evaluados. Todos los
metabolitos y derivados que presentaron actividad antifingica se caracterizan por ser
compuestos de tipo fendlico. Entre este grupo de compuestos se identifican las
cumarinas cuya capacidad antimicrobiana ha sido descrita en diversos reportes (Kumar
et al., 2012; De Souza et al., 2016), y que apoya el hecho de la capacidad inhibitoria que
ha exhibido HPc5 contra A fumigatus. También conforman este grupo, los flavonoides
(HPc11, HPcl16, HPcl17 y CPc3), que se caracterizan por su amplia distribucién y por
jugar un papel importante en las interacciones de los vegetales (Lépez-Lazaro et al.,
2011; Berhow et al., 1999). Los flavonoides glicosidados y agliconas se encuentran muy
asociados a la relaciones de las plantas con microorganismos patégenos y simbidticos
(Dixon et al., 1994; Gianinazzi et al., 1996). En general este tipo de compuestos fendlicos
han sido reportados por exhibir gran variedad de actividades como antioxidantes,
antiviral, citotoxico, antiinflamatorios, entre otros (Harborne et al., 2000). Los compuestos
HPcl1l, HPcl1l6 y HPcl7 han sido reportados por presentar actividad antibacteriana,
antifangica, antiviral y anti-infectivo (Vo et al., 2012; Ur Rahman et al., 2016; Flaviana et
al., 2016).

Tabla 4-6: Actividad antifingica de metabolitos aislados y derivados de P. caerulea

contra Aspergillus fumigatus y Candida albicans (% de inhibicion).

e

48° 24 12 6 3 48 24 12 6 3
HPc5 88+0.7 65x0.5 54+0.6 38:0.3 14:0.7 - - - -

HPc11 57415 44x12  38t1.3 25:0.5 10+22 62t2.7 5102 4621 3122 2011
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HPc16 71¥11  60:0.8 5110 4713 19:11
HPc17 71#11  60:0.8 5110 47+1.3 19:11
CPc3 60t12  50:1.0 4111 33tl5 1109
CPc4 - - - - - 100£0.3 70+0.9 51#1.0 4813 29:1.1
HPc11b 61:0.8 50tl.4 3818 26t1.3 14:1.0 94+2.0 8021 61:3.2 48:23 19+2.0
HPc11d - - - - - 71¥22  62t28 50+3.0 3813 12:1.1
A 100+1.3 10017 100+0.7 83t2.1 58t1.0 100+1.8 100:2.1 100£0.7 85:2.1 65%1.0

a. pg/mL; Anfotericina B

Los resultados de la actividad antibacteriana de metabolitos aislados y derivados frente a
A. baumannii y S. aureus (SARM) se observa en la Tabla 4-7 en ella se identifican un
total de 9 compuestos activos, 5 de ellos aislados de las hojas, uno obtenido de la
corteza y tres derivados, correspondiente a: HPc6 (4 -metoxikaempferol-3-O-(2""-E-p-
cumaril-4”"-E-p-cumaril)-a-L-ramnopirandsido), HPc7 (4"-metoxikaempferol-3-O-(3""-E-p-
cumaril-4”"-E-p-cumaril)-a-L-ramnopirandsido), HPc8 (4 -metoxikaempferol-3-O-(2""-Z-p-
cumaril-4""-E-p-cumaril)-a-L-ramnopirandsido), HPc9 (4"-metoxikaempferol-3-O-(2""-E-p-
cumaril-4""-Z-p-cumaril)-a-L-ramnopiranésido) HPc10 (4"-metoxikaempferol-3-O-(3""-Z-p-
cumaril-4”"-E-p-cumaril)-a-L-ramnopirandsido), CPc4 (2, 7-dimetoxi-5-hidroxi-6-(l-
hidroxietil)-1,4-naftoquinona), HPc11b (2-(3,4-dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-4-oxo-
4Hcromen-3-il-1-ter-butoxicarbonilpirrolidina-2-carboxilato.), HPcllc (2-(3,4-
dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-4-oxo-4H-cromen-3-il  2-(ter-butoxicarbonilamino) acetato. y
HPclld (3,5, 7-trihidroxi-2-(6-nitro-8-(trifluorometil)dibenzo[b,e][1,4]dioxin-2-il)-4H-
cromen-4-ona). Los resultados sefialan que los metabolitos HPc6, HPc7, HPc8, HPc9 y
HPc10 exhibieron una alta actividad antibacteriana contra S. aureus (SARM), mientras
gue los compuestos derivados HPcl1lb, HPcllc y HPclld presentaron una inhibicion
moderada contra A. baumannii. El compuesto CPc4 mostré inhibicion frente a los dos

tipos de bacterias.

Los resultados observados en los compuestos HPc6, HPc7, HPc8, HPc9 y HPc10 estan
acordes con las caracteristicas mencionadas anteriormente en los flavonoides. Por otro
lado cabe resaltar, que a pesar de que estos metabolitos son reportados por primera vez
presentando este tipo de actividad, existen reportes de nucleos semejantes que han
exhibidos una alta actividad antibacteriana frente a S. aureus (SARM) (Otsuka et al.,
2008), estableciendo algunos de ellos, relacion estructura-actividad entre este tipo de

flavonoles y su efecto antibacteriano (Morais-Braga et al., 2016).
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El compuesto CPc4 es una quinona aislada de la corteza de P. caerulea que exhibio
actividad antifangica y antibacteriana, frente a C. albicans, A. baumannii y S. aureus
(SARM). Se reporta como el Unico metabolito aislado de P. caerulea que demostré inhibir
el crecimiento de hongos y bacterias evaluadas. En la literatura este tipo de compuestos,
derivados de tipo 1,4-naftoquinona han sido estudiados por exhibir actividad
antimicrobiana, presentando actividad inhibitoria contra C. albicans (Tandon et al., 2004).
Es la primera vez que se identifica la actividad antifiungica contra C. albicans para el
CPc4.

Los resultados de la actividad antimicrobiana de los compuestos derivados HPcllb,
HPcllc y HPclld se presentan en las Tabla 4-7. En ellas se indica que HPcllb
present6 efectos inhibitorios contra A fumigatus, C. albicans y A. baumannii, HPc11d
mostré actividad antifingica contra C albicans y actividad antibacteriana contra A.
baumannii, mientras que HPc11c solo presento inhibicion contra A. baumannii. Este es el
primer estudio de actividad antimicrobiana reportada para HPc11b, HPcllc y HPclld,
en otros trabajos estos compuestos han exhibido valores significativos de inhibicién
contra tirosina quinasa enzima involucrada en el desarrollo de células cencerigenas
(Huang et al., 2009). Al comparar los valores obtenidos de HPcll con sus derivados
(HPc11b, HPcllc y HPclld) podemos sugerir que las moléculas modificadas
presentaron mayor actividad antifiingica que su precursor, HPc11 mostré una inhibicion
del 62% contra C albicans, mientras que HPc11lb y HPcl1ld presentaron inhibicion del
94% y 71% respectivamente. Adicional a ello los compuestos modificados HPc11b,
HPcllc y HPclld mostraron actividad antibacteriana contra A. baumannii, por el
contrario HPc11 no present6é efecto inhibitorio contra la bacteria. Se sugiere que las
diferencias en los valores obtenidos de los derivados con respecto a HPcll, radica
principalmente en el aumento de la lipofilicidad que exhiben los compuestos modificados

en comparacion con la molécula no transformada (Tempesti et al., 2004).



142 Estudio Quimico Comparativo de Metabolitos Fijos y Aceite Esencial De Persea caerulea
(Ruiz & Pav) Mez y Evaluacion de su Actividad Biol6gica

Tabla 4-7: Actividad antibacteriana de metabolitos aislados y derivados de P.

caerulea contra A. baumannii y S. aureus (SARM) (% de inhibicion).

48% 24 12 6 3 48 24 12 6 3
HPc6 - - - - - 100£0.3 90:0.9  81#1.0 4613 32+1.1
HPc7 - - - - - 100£1.2 95:1.5 8418 ng 38:2.3
HPc8 - - - - - 100£0.3 93+1.9  86£2.0 48+1.4 35:32
HPc9 - - - - - 100£0.3 98:0.9 80:t1.0 662.3 2214
HPc10 - - - - - 100£0.3 100:0.9 80+2.0  561.3 32%1.1
CPc4 8925  65:0.8 4610 3418 22:2.3 69+2.7 55:0.8 38fl.1 24:1.0 1220
HPc11b 50+0.89 49+1.6 36:12 28+0.9 11+1.1 - - - - -
HPcllc 55:12  32:09 18+14 11x11  3%2.1 - - - - -
HPc11d 51108 30:1.2 16:1.8 10:14 2+2.2 - - - - -
R 100£1.8 93:0.5 72+1.8 57+1.8 36:2.8 - - - - -
Vv - - - - - 100£1.9 100+2.2 100:0.7 87+2.1 65:1.0

a. pg/mL
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4.4 Conclusiones

Los aceites esenciales de hojas de P. caerulea exhibieron una significativa
actividad antifangica frente A fumigatus y C albicans un total de 14 aceites
esenciales mostraron una alta actividad inhibitoria contra los dos hongos
evaluados, presentando inhibicién no solo en concentracion de 10 pl/mL sino de 5
y hasta 1.25 pl/mL Los aceites colectados en San Pedro de la Sierra y Bonda
fueron los que mostraron mayor inhibicién en el crecimiento de los organismos

fungicos. Ningun aceite esencial present6 actividad antibacteriana y citotoxica.

Los extractos etandlicos de P. caerulea fueron selectivos contra los ensayos
evaluados. Solo los extractos etandlicos de hojas de la especie presentaron
actividad antifangica, mientras que los extractos de corteza y madera mostraron
actividad citotoxica. Ningun extracto exhibié actividad antibacteriana. En los
resultados de los ensayos citotoxico y antiflngico se evidencia una clara
distincion entre los extractos de acuerdo a lugar de procedencia, lo cual es
coherente con el analisis quimico comparativo que indica una diferenciacién en

composicion de cada estructura con el lugar de colecta.

Un total de doce metabolitos de P. caerulea mostraron actividad antimicrobiana 6
citotéxica, el compuesto tipo quinona CPc4, aislado de la corteza de P. caerulea,
fue el Unico metabolito que presentd tanto actividad citotoxica como antifingica y
antibacteriana frente a diversos organismos evaluados. CPc4 present6 los valores
de CLso més promisorios, demostrando ser citotdxico en las lineas celulares HT29
y HelLa (CLsp= 3,16 pg/mL y ClLso= 4,28 pg/mL, respectivamente) y actividad
antifingica y antibacteriana, frente a C albicans, A. baumannii y S. aureus
(SARM). Estos resultados permite sugerirlo para estudios posteriores como

posible candidato a agente terapéutico.
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e Al comparar los valores obtenidos de HPc11 con sus derivados (HPcllb, HPcllc
y HPclld) se observa que las moléculas modificadas presentaron mayor
actividad bioldgicas en los ensayos evaluados. Los derivados mostraron actividad
antifangica, antibacteriana y citotoxica a diferencia de HPcl11l que no presentd
actividad antibacteriana. Los compuestos modificados presentaron mayor
actividad antifangica, HPc11 mostré una inhibicion del 62% contra C albicans,
mientras que HPcllb y HPclld presentaron inhibicion del 94% y 71%
respectivamente. Con respecto a la actividad citotéxica, en general los resultados
obtenidos son muy similares entre HPc11 y sus derivados a excepcién de HPcl11d
gue mostré mayor actividad citotdxica frente a las lineas tumorales MDA-MB-231
y HT29.
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Recomendaciones y Sugerencias

Continuar con el proceso de aislamiento, purificacion e identificacibn de los
constituyentes presentes en las fracciones y otros érganos vegetativos no incluidos
en esta investigacion a fin de completar el estudio fitoquimico de las especie P.

caerulea.

Con la informacién obtenida mediante CL/DAD/EM desarrollar la caracterizacion total
de cada uno de los perfiles cromatogréaficos con el objetivo de ampliar la informacién

guimica de la especie y por ende del genero Persea.

Realizar estudios quimicos en otras especies del género Persea con el fin de
establecer una relacidon quimiotaxonémica que ayude a resolver los problemas

morfoldgicos que existen en la actualidad con los géneros.

Realizar otro tipo de modificaciones estructurales a las moléculas aisladas con el fin
de potenciar el efecto citotéxico y/o antimicrobiano que exhibieron. Al igual se
recomienda extender las modificaciones estructurales realizadas en el presente

estudio a las otros metabolitos que se identificaron en en el componente fitoquimico.
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Espectro de RMN 'H de HP¢7, 500 MHz, Acetona dg
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Espectro de RMN 'H de HPc8, 500 MHz, Acetona dg
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Espectro de RMN 'H de HP¢9, 500 MHz, Acetona dg
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Espectro de RMN 'H de HPc10, 500 MHz, Acetona ds
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Espectro de RMN 'H de CPc3, 500 MHz, Acetona dg
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Espectro de RMN *H de MPc1, 500 MHz, Acetona dg
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Espectro de RMN 'H de MPc3, 500 MHz, Acetona ds
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