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RESUMEN
B presente Trabgjo de Tess intitulado, Contribucion al Estudio Quimico
y Farmacolégico de la Gentiandla umbdlata (G. Don) Fabris, tiene como
objetivo contribuir d conocimiento sobre la composicion quimica de la planta y su
actividad farmacol égica, ertre dlas, laactividad hipoglicemiante que se le atribuye.

Parasu esudio, laplanta se sspara en dospartes:  floresy, tdlosy hojas, los
extractos se obtuvieron consecutivamente con diclorometano y metanol. Se evaulian
los extractos por CCD y HPLC; por los resultados preliminares se opta trabgar
con d extracto metandlico. Este extracto es fraccionado por cromatografia liquida,
mediante filtracidon en gd Sephadex LH-20 usando metanol como duyente s
evaUan por CCD y se retinen findmerte en 12 fracciones, de las cuaes se estudian
Sete, que corresponden a fracciones que resuelven |os componentes mayoritarios del

extracto.

Se han separado por métodos cromatogréficos 11 compuestos, de los cudes se
han identificado por métodos fisco-quimicos, cromatogréficos y espectroscopicos 1
flavonoide, Swetisna  (4,5-dihidroxi-7-metoxi-6-glucoflavona); 2 xantones,
Mangiferina  (1,3,6,7-tetrahidroxi-2-C-glucogi-xantona), 8-O-gc-desmetilbdlidifdlina
(1,3 5-trihidroxi-8-O-glucosi-xantona) y 1 titerpeno, acido oleandlico (&c. J-hidroxi
olean12-en-28-0ico). Asi mismo se halogrado separar y detectar; 3 secoiridoides,con
vaores de dsorcion UV a 2352 ; 2372 y 2379 nm; 1 flavonoide, 3,4 5,7-
tetrahidroxiflavonay 4 xantonas, compuestos D5081, D51-111, 150 y H52a.

El edudio quimico se ha complementado con ensayos farmacolGgicos y

pruebas de actividad antioxidante; como resultado € extracto metandlico mostro tener

perfil como hipoglicemiante e hipolipemiante y las xantonas de la fraccion metandlica
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(mangiferina 'y 8 O-gc-desmetilbdlidifolina princpa mente) muestran mejor actividad

antioxidante.
1 INTRODUCCION

La familia Gentianaceae consta de unos 75 géneros y cerca de 1000
especies, digribuidas en muchas zonas, pero mas comunmerte en regiones templadas,
subtropicales y montafia tropica [1]. El género Gentiana induyendo Gentianella,
abarca cerca de 400 especies, ordenadas en 19 seccionesy 2 subgéneros, Eugentiana
y Gentianella, aunque recientemente varios autores adoptaron Gentianella como un

género separado.

Investigaciones fitoquimicas de especies americanas entre dlas Gentiana
affinis, G. édlgida, G. calycosa, G. cerastioidea, G. detonsa y G. drictiflora,
determinaron la quimiotaxonomia de las Gentianas, caracterizadas por la presencia
de principios amargos, secoiridoides glicosidedos, flavonas Gglicosdadas y xantonas
(agliconasy glicdsidos). Secairidoides y flavonas C-glicosidadas ocurren en cas todas
las especies estudiadas, pero las xantonas demostraron ser |os marcadores mas (tiles.
El patrén de oxidacion es generdmente uniforme dentro de una seccion en particular
y €s de primera importancia en la quimiotaxonomia de gentianas, las especies pueden
ser diferenciadas solamente por  caracteristicas de glicoslacion. Las Gentiandlas
son caracterizadas por la presencia de xantonas 1,3,5,8 tetreoxigenadas y 1,34,58
pentaoxigenadas, patron de oxidacion importante en @ estudio quimiotaxondmico de
estegénero[2.

Los secoiridoides glicosidados, condituyen los principios amargos de las
Gentianas, la Gentiana |utea figura en la Farmacopea Europea como planta oficid,
ademas de G. pannonica Scop, G. punctata L. y G. purpurea L, delas montafies
dpinas. Para la determinacion cuantitativa de congtituyentes amargos de gentianas,
s han desarollado méodos mediante € HPLC y d uso de eténdares amargos
guidos de edas egpeciess como amarogenting, amaroswering, amaropaning,
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gentiopicrésdo y gentiobiosa, pues los ensayos organolépticos de amargor son
dificultosos[3].

Las xantonas son pigmentos fendlicos amarillos, estructurdmente se
relacionan con los flavonoides, teniendo Smilar comportamiento en sus reaccionesy en
su movilidad cromatogréfica; ambas edtructuras son bagtante frecuentes en las
Gentianas. Las xantonas pueden s extraidas del materiad seco que los contiene
mediante solventes, diclorometano (CH,dl,) o metanol (MeOH) y separadas por
cromatografia en capa delgada, cromatografia liquida en columna mediante filtracion
en gd Sephadex LH-20 o por columnas de fase reversa (RP-8) a bagja presion;
duyendo con metandl puro 0 mezdado con didorometano 0 por ddemas en
gradiente. La cromatografia liquida de ata performance con detector UV arreglo de
diodos, es otra técnica muy importante en los andiss, provee los espectros UV de
cada componente conforme ocurre la eucion; en este caso suele usarse columnas
RP-18 con sstema H,O-MeCN (0,05 % TFA) en diferentes proporciones y detector
UV 254nm (4.

Las Gentianas como s ha mencionado, son conocidas por tener Xxantonas'y
secoiridoides, dos dases de compuestos con interesante ectividad bioldgica
Cietamente xantonas como  bdlidifdina  (1,5,8-trihidroxi-3-metoxixantona) vy
gentiacauleina  (1,3-dihidroxi-7,8-dimetoxixantona) son potentes inhibidores de la
monocamnooxidasa (MAO); mientras los secoiridoides son principios amargos usados

COmMo tonicos amargos[9).

La Gentiandla nitida, egpecie peruana comunmente conocida como
"Hercampuri”, es una planta herbécea de los andes, d extracto acuoso de toda la
planta es usada en la medicina tradiciond peruana, como remedio para la hepdtitis,
como un colagogo 'y en d tratamiento de la obesided. Un primer estudio quimico [6] ha
identificado 12 metabolitas conocidos, entre dlos: tres secoiridoides (1.,2,3), flavonoide
C-glicosdado (4), cinco xantonas glicosdadas (5,6,7,8,9) V tres xantonas agliconas
(10,11,12). Asl mismo, reportes recientes de estudios quimicofarmacol6gicos de
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Gentiandlla nitida y G. tristicha, han confirmedo una buena ectivided
hipoglicemiante del extracto de edas plantas y adiciondmente a los compuestos
conocidos, fueron identificados otras xantonas entre dlas. cinco xantonas agliconas
(13,14,15,16,17) de G. nitida y xantonas agliconas y glicésdos de G. tristicha
(18,19) [7], Sendo las estructuras:

COOH COOH
AN
\ (o)
O-glc

HO OH

3 Amarogentina 4 |soorientina
R R R R R R

5 H dc H H OH OH H

6 gc H H H OH OH

7 Pim H Me H H OH OH

8 H H Me H H OH Odc

9 H H H OH H H O-dc

)]

Mangiferina

RO o) R
O O 6 1-O-dgc-norswatianina

7 1-O-prim-swertianina
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8 8O-dc-swertianina
9 8 O-dc-desmetilbdlicifalina

R
R R R
RO o
O O 0 H H OH
" 1 Me H OH
OH O OH 12 H OH H

10 Norswertianina
11 Swertianina
12 Desnetilbdlidifolina

13 1,35,6-OMe-xantona
14 1-OH-35-OMe-xantona

52 15  Gentisgna
RO o & 16  Gentisma

O O 17 Swerchirina

oL, * 18  Bdlidifdina

19  80-dc-bdlidfdina
R R R R* R R

13 Me Me OMe OMe H
14 H Me OMe H H H
15 H H H OH H
16 H Me H H OH H
17 H Me OMe H H OH
18 H Me OH H OH
19 H Me OH H O-dc
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Un edudio reciente de Gentiandla unmbellata, reportd € efecto
hipoglicemiante dd extracto etandlico en Rattus rattus variedad dbinus, hebiendo
tenido respuesta significativa por via intrgperitoned. La marcha fitoquimica, indico la
presencia de cumarinas, esteroides, flavonoides, leucoantodianinas, sgponines, taninos
y triterpenos [§].

El objetivo principd ded presente trabgo, es contribuir d estudio dd Género
Gentianella, mediante la duddacion de los principdes componentes de la
Gentiandlla umbellata y la comprobacion de su actividad farmacologica como
hipoglicemiante e hipolipemiante, aparte de la actividad antioxidante mostrada por otres
especies de genero.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

21 Laplanta

211 Mateid veged
La planta fue proparcionada en agosto de 1997, por d Quim. Farm.
Hugo Casanova Herrera, Profesor de la Universdad Naciond de Trujillo; €
mismo que fue adquirido en € mercado zond de Pdermo (Trujillo). El materid
congta de tdlo lefioso, hojas y flores (Fig. 1), con un peso de materia seca de
650 gramos.

2.1.2 Descripcion morfologica de Gentianella umbdllata
Hierba perenne, bien ramificada, las flores son hermafroditas,
completas, su tamafio variamucho. El cdiz de color verde, gamosépdo, con 5
I6bulos, de borde larceolado, ligeramente estriado longitudinamente desde su
nacimiento hasta d pice del borde libre. La corola es regular, gamopétda, su
color eslila¢ violeta. El Androceo, formado por estambres que son regulares
y sus filamentos se encuentran adheridos alos péaaos uno a uno. El Gineceo,

formedo por ovario, edtilo y estigmes.

El fruto es una cdpsula de dehiscencia septicida que abre por dos
vavulas y contiene un gran numero de samillas. Las hojas basdes levemente
pecioladas, generdmente ya no exisen en la planta adulta; las demés son
sentadas y opuestas, todas tienen borde entero y presentan color verde tanto
en d haz con en & envés. U raiz es cilindrica, larga, fibrosa, ligeramente

edtriada a lo largo, de color cagtafio oscuro. Las semillas son pequefies, lisas,
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lem

Fig. 1. Gentianella umbellata (G. Don) Fabris
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de color negro 6 marrdn oscuro. El tdlo lampifio y un poco cuadrangular,
erguido, hueco, de color marron parduzco en pate y morado en otro, con
nudos donde se encuentran las hojas y nacen los pediinculos flordes.

En La Libertad y Cgamarca se le conoce como “corpus huay”,
“corpus huaytd’, “campanilla moradd’ [8]. También en otres zonas, su
nombre vulgar es“huataclavel”, “huita-dlavil” [9].

213 Taxonomia

El Taxon de estaplanta [8], tiene & sguiente ordenamiento:

Divisén : Angiospermas

Clae : Dicotiledéness

Orden : Contortales

Familia : Gentianaceas

Género: Gentianella

Especie : Gentianella umbellata (G.Don) Fabris
Snonimias[10]: Gentiana umbellata R & P.

Gentiandla ruizi (Grisebach) Holub
Eurythalia umbellata G.Don
Gentiana lobbii Gilg

2.1.4 Didribucion geogréficade la especie

Se digribuye extensamente desde Ecuador hasta Colombia En d
Per(l, se conoce en los Departamentos de La Libertad y Cgamarca entre los
3100 - 4000 msm [§]; Huanuco (Pillao, Acomayo a Chincheo, en lugares
rocosos musgosos de Mito); Junin (en las colinas herbosas de Pdca a
Carpgpata a 2900 m Huacapistana); Huancaveica (Surcubamba); Ayacucho
(Huanta, Pampalca, Osno); Cuzco (Lares, vale de Urubamba) [11]. En los
vales interandincs del norte (dto Marafion) entre los 900 - 2000 m, en €
edtrato herbéceo, formando colonias puras o mixtas [12].
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22  Preparacion de extractos
La muestra seca  fue separada en dos partes, @ correspondiente a
tdlosy hojas y la otra parte flores, la muestra es molida finamente y después
sometida a extraccion discontinua sucesiva (Fig. 2), utilizando dos tipos de
solvente, didorometano (CH,Cl,) y metanol (MeOH). Cada extraccion fue
por 48 horas, repitiéndose @ proceso dos veces con 750 mL de cada solvente.
Seredizd laextraccion de 157,1 g de lasfloresy 458,2 g de los tdlos
y hojas, obteniéndose los siguientes pesos de cada uno de los extractos
concentrados a sequedad :
Extracto didorometdnico de flores 779
Extracto diclorometanico de talosy hojas 9449
Extracto metandlico de flores 2879
Extracto metandlico detdlosy hojas 17449
Muestra (secay molida)
&)lV.CHgClZ
48 hx 2 veces
750 mLivez
|uegpo fil
Marco v uego flter Filtrado
Solv. MeOH Concentrar
48hx 2 veces asquedad
750 mL/vez
hienn filtrar
Marca Filtrado EXTRACT(,)
DICLOROMETANICO
Concentrar
a sequedad
Desechar EXTRACTO
METANOLICO
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Fig. 2. Proceso de obtencidn de los extractos

23  Ensayosfitoguimicos prdiminares

231 Cromatografia en capa ddgada

Para € extracto de CH,Cl,, s ensayé su comportamiento por
cromatografia en cagpa ddgada (CCD)*, en los sstemas Hex-CH,Cl, (1:1),
Hex-AcOEt (3:2) y (1:1), obteniéndose mgor resolucion con € ssema Hex
AcOEt (1:1), sendo idéntico € perfil cromatogréfico tanto en la muestra de
flores como en tdlosy hojas, obsarvandose 5 manches alaluz UV-254 nm;
a aspersar con &cido sulfdrico 10 % en EtOH y cdentando la placaa 110 °C,
gparecen manchas de colores marrdn, verde, amarillo, verde y marrdn,

consecutivamente desde d origen .

De igud manera s procedid con los extractos metandlicos,
observando & comportamiento en CCD, con Sstemas CH,Cl -MeOH (15:1),
(10:1) y (5:1), dando mgor resolucion € sstema (10:1). Tanto & extracto de
flores como d de tdlos y hojas, presentan 5 manchas consecutivamente de
colores gris, rgjo, rojo, amaillo y rgjo, revdando con H,SO,d 10 % en EtOH
y cdentando la placa a 110 °C; adiciondmente aun Rf de 0,5 se observa una
mancha grande verde en la muestra de flores. Como parte de la muestra
queda en d origen, s ensayO nuevamente otra CCD con un Sstema mas
polar, ACOEt- MEK-HOAC-H,O (5:31:1); en ede sdema e resudve
totdmente la muedtra, gpareciendo 6 manchas, lo que permite dedudir la
reldiva complgidad de la muestra y la posible metodologia a seguir en la
separacion de los componentes.

2.3.2 Cromatografialiquida de dta performance
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A dfecto de conocer mgor la matriz de los extractos MeOH y
CH,Cl, correspondiente a flores y talos con hojas y, direccionar lalucion de
los principdes metabolitos, £ hizo un andiss de los extractos por
T R R o0 2ER) Bl s
(HPLC-UV-DAD)*. 10 mg de cada extracto fueron disudtos en 35 mL de
un sgema ACN-MeOH (4:3) para extractos diclorometanicos y (1:1) para
extractos metandlicos. Debido ala presencia de insolubles 0 sdlidos gomosos,
cada una de las muedras fueron filtrades antes de la inyeccion. En €
cromatografo  se inyedaron 12 nb. de cada una de las muedtras, usandose
como fase mévil ACN-H,O (1:1) y velocidad dd  sstema de registro gréfico
de 2 mm/min (Fig. 3y 4).

2.3.3 Evduadon preliminar
Extracto Diclorometénico: Tanto la muestra de flores como de tdlos y hojas
no presentaron picos sgnificativos d de mayor dtura rdativa, esa a un
tiempo de retencion (tz) de 7,09 min (flores) y 7,19 min (tdlosy hojas).

Extracto Metandlica En estos extractos, tanto de flores como de tdlos y
hojas, s2 obsarvo la presencia de varios picos de dturas sgnificativas, asi
como t de dierta militud. Picos de mayor intensdad aparecieron tanto en la
muestra de flores como en lamuestrade tdlosy hojas (Tabla 1).

Estos resultados llevaron a redizar d trabgo de fracco-namiento y
separacion del extracto metandlico de las flores, que reviste una particular
importancia, pues lainformacion obtenida dd cromatograma HPLC, indicaria
la exigencia de metabalitos, que son deinterés dd presente estudio.

* HPLC, Merck-Hitachi, sistemaLa Chrom HSM D-7000, Detector DAD L-7450A,
Bomba cuaternariaL-7100
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Tabla 1. Comparacion de cromatogramas de |os extractos metandlicos

Extracto de flores Extracto detdlosy hojas

No. depico tz, min No. depico tz, min

1 723 1 719

2 913 2 1079 ++

3 1083+ 3 12,01++

4 1203+ 4 14,73 +++

5 1477+ 5 2476 +

6 16,75 6 31,11

7 17,33++ 7 31,44 ++

8 2305+ 8 34,89

9 24,79+ 9 3949

10 317+

11 31,51+++

12 34,96

13 3959

+ dturasdeintensidad relativas

24 Separacion y purificacion

241 Fracionamiento del extracto metandico de flores
Unamuestrade 2,5 gy tresde 3,0 g cadauna dd extracto metandlico
de G. umbdlata (Flores), se sugpendieron en MeOH, filtrandose € residuo
insoluble. El filtrado de cada muestra s sometié a fraccionamiento por
cromatografia liquida e columna (CLC, | d 1V), mediante cromatografia en
gd, utilizando una columna de 90 x 2,70 cm, empacada con 100 g de
Sephadex LH-20 y como euyente metanal, la velocidad de ducion fue de 2,5

mL/min.
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El uyente se colectd en volimenes de 20 mL cada uno, los cudes se
evduaron por CCD, uniéndose y agrupdndose los volimenes de igud
compogicion en 11 fracciones (A - K, Hg. 5), indicadesen la Tabla 2.

Extracto Metandlico
Hores

Cromatografiaen gel

Sephadex LH-20
25 mL/min

Fracciones

AIB|C|[DIE|F|G[H|I|J|K

Fg. 5. Esguemade fraccionamiento

Tabla 2. Fracciones euidas'y reunidas en columnas| d 1V dd extracto

metandlico de las flores

» Columnal Columnalll Columnalll CoumnalV
Fraccion
m mg | m mg | M. mg | L Nyg
Resd.insol. - 3459 - 3r15| - 4721 - 412
A 15 2720 | 100 80,1 100 1421 | 100 21
B 75 8011 | 125 13140| 100 12080 120 1301
C 125 2767 | 125 2801 | 80 1857 | 60 187
D 75 13%7 | 25 2866 | 200 2642 | 60 106
E 125 1038 | 4 977 | 260 615 | 40 48
F 30 67 | 8 37| 20 515 | 240 10
G 00 51 | 90 1071| 18 90 100 10
H 80 1011 - - 740 314 | 240 54
I - - - - 1000 21 140 51
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K - - - - - - 1m0 2

2.4.2 Evauacion por CCD de las fracciones colectadas
Se evalub mediante CCD, cada una de las fracciones obtenidas en las
columnasdd |d 1V, utlizando como fase mévil & ssema AcOEt-MEK-
HOAC-H,O (11:7:1:1), reuniéndose las fracciones idénticas 'y reduciéndose

las mismas en las fracciones indicadas en la Tabla 3.

Tabla 3. Fracciones evauadas'y reunidas de las columnas| d 1V

Fracciones o Cantided
AN Procedencia origina* )
A5 ALA2A3A4 7401
B5 B1B2B3B4 46488
C13 C1 (part. soluble) 258,0
C60 circ2c3c4 1598
D50 D1,D2E1 646,0
D51 D3 D4,E4 178,7
F FLR2E2G1 2578
=0 F.G3 156,5
(€] (€] 495
H50 F3H4 120,7
150 H314 375
151 H113 339

* Seglin fraccidn y columna de procedencia
Edtas fracciones reunidas fueron evauadas por CCD; las fracciones

relativamente puras se limpiaron para su andisis posterior, para las fracciones

de més de un componente se planificd una nueva separacion, adaptando un
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méodo de acueado d comportamiento en la CCD y la complgidad
observada

2.4.3 Separaciony purificacion de fracciones
Seglin los resultados de la evaduacion, se trabgaron las fracciones
menos complgas, habiéndose efectuado los procesos de separacion 'y
adamiento de las fracciones B5, C60, D50, D51, F50, HS0'y 150.

Fraccion B5

Edta fraccion de color marrdn, viscoso, tiene un peso de 4,648 g; d
agregar MeOH dg6 un insoluble por o qe se redizaron lavados sucesvos,
separandose dos partes: la soluble (fraccion B50) y la insoluble (fraccion
B60); se continué trabgando la fraccion BSO.

Fraccion B50

Edta fraccion todavia presentd cierta sedimentacion d agregar
MeOH, se separd la parte insoluble llaméndola Solido RB, luego se evaud
por CCD la parte soluble de B50, que tiene un peso de 4,316 g, aspecto
viscoso, de color marrdn y aroma azucarado. Un andisis por HPLC muestra
picos con i menores a 20 min (Fg. 6), dada la dta polaridad de los
compuestos, e ensaya una CCD fase reversa RP-18, con ssema HO-
MeOH en gradiente (7:3 - 0:10) observéndose la ducion gradud de los
componentes, goareciendo 4 manchasd UV 254y 1 manchad UV 366.

Se opt6 por una cromatografia liquida de bga presion (LPLC). 350
mg de muestra, se sugpendieron en una mezcla HO-MeOH (85:15); s
filtrd por exidir dlidos y se inyectd a la columna (Lichroprep RP-8, 40-63
nm). Se trabg 6 con presion de 25 bar, flujo de 25 mL/min y ssema en
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Fig. 6. HPLC delafraccion B50
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gradierte H,O-MeOH (85:15 - 0:100), colectandose 63 volumenes de 15 mL
cada uno, se evaud por CCD en slicagd con sstema AcOEt-MEK-HOAC-
H,O (5:3:1:1), reuniéndose en 9 fracciones.

Dado d poco peso obtenido, se repitié una nueva LPLC con 350 mg
de muestra, @rriéndose en esta vez con d sstema ACN-H.O, iniddmente
300 mL (5:95), seguido de 300 mL (10:90), luego 150 mL de ACN puro y
findmente 300 mL de MeOH puro, colectandose 8 fracciones. Seguin la
CCD de cada una de dlas, en d sdsema AcOEt-MeOH-H,O (77:15:8), los
compuestos de interés se encontraban en la tercera fraccion. Se repitié dos
procesos mas en las mismas condiciones, procesando en cada uno 350 mg de
muestra (Tabla 4).

Previa evduacion por CCD de los 4 fraccionamientos efectuados, se
reunieron en 6 fracciones totales (Tabla 5); seguin los resultados obsarvados,
Se continuo trabgjando la fraccién B50-3.

Tabla 4. Fracciones colectadas de las columnas| d |V de LPLC de B50

Frac- Columnal Columnall Columnalll Columna lV

con | mL g | ML g | ML mg | MmNy
1 no 275 150 1188 150 1149 150 1201
2 35 36 150 41 150 63 150 6,7
3 70 129 10 75 150 22 150 106
4 70 10,2 10 103 150 25 150 122

5 70 56 75 89 75 20,2 75 479

6 70 159 80 48,6 75 237 75 05

i

113 | 180 25

3
3

26
6,7

14
05

8

64 20 84

&
&
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Tabla 5. Fracciones reunidas delas columnas | d 1V de LPLC de B50

NUmero de manchas en CCD
Fraccion Peso, mg uv-2+4 Vainillina+ H,S0,

B50-1 4001 - 1 (origen)
B50-2 234 3 3

B50-3 634 3 3

B50-4 1756 4 3

B50-5 6,7 3 3

B50-6 306 1 1 (cola)

Fraccion B50-3.

Se obtuvo un peso de 634 mg, verificandose su complgidad por CCD
en dsema AcOEt-MeOH-H,O (77:15:8), gparecen 4 manchas d UV-24y
ningunaa UV-366, d revdarse con vanillinay acido sulfdrico se observaron

6 manchas de diferentes intensdades 'y colores.

Se redliz6 una separacion por CCD preparativa, en cromatoplacas de
slicagd de 20 x 10 cm, espesor 0,2 mm, en & mismo sSstema, can un recorrido
de 55 cm. Se procesaron 20 mg de muestra, desorbiéndose 3 bandas con
mismossema B50-3- (2 mg), B50-31 (03 mg) y BS0-3-111 (2,2 mg).

Por CCD, sdlo las fracciones B50-3-1 y B50-3-11, mostraron una sola
mancha, obsarvandose igud resultado d revdar con vanillina y &cido
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aulfdrico. Un andliss por HPLC-UV-DAD (Fig. 7, 8 9), modro la
composicion de cada fraccion, indicadas en Tabla 6.

Compuestos B50-3
En la Tabla 6, s muedtra las sefides de los compuestos y no se

continud con € trabgo por @ poco peso obtenido, SN embargo considerando
gue los compuestos estén relacionados estrechamente, los denominamos:
compuestos B50-3-1, B50-3-1 y B50-3-11.

Tabla 6. Sefidesde CCD, iy | méx delos compuestos B50-3

N° de manchas por CCD* HPLC-UV-DAD
Compuestos uv-24 Vanillinat H,S0, ts | max (nm)
1 (cdl@), color 781 2372
B50-31 1 ( con cola)
rojovioleta 933 235,22
6,64 2379
1(cola),color
B50-3-1 1 (concol@) 7,71 2372
roovioeta
924 2352
2, la2damés 2 color marrén
B50-3-1I intensaque la 1 color amarillo 7,69 2372
primera 1 colorvioeta

* El nimero de sefides reveladas con vainillina + H,S0,, incluye (salvo contadas
excepciones), alas sefid es que también son reveladas con luz UV-254 nm

Solido RB

Polvo blanco, proveniente de la fraccion B50O, con peso de 117 mg,
muy poco soluble en MeOH, por andlisis a la gota con reectivo de Lieberman
Burchard, dié una coloracion rosada; luego por CCD en sistema CHCls-
MeOH (3:1), revdado con vanillina y H,SO, etandlico, mostrd una
coloracion violeta, noténdose presencia de impurezas por la forma de la
mancha
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Fig. 7. HPLCy espectros UV de B50-3-
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Se hizo una separacion por CCD preparativa, en cromatoplacas de
slicage de 20 x 7,50 cm, sstema CH,Cl,-MeOH (12:1), desorbién- dose con
e mismo sstema, obteniendo & compuesto més purificado, RB-.

Compuesto RB-I

Sdlido de color blanco, con peso de 0,70 mg, la CCD en d sgema
CH,C,-MeOH (12:1) presenté un Rf 0,50, d revelarse con d reactivo de
Lieberman Burchard di6 color violeta, con punto de fuson entre 245 y 250
°C. Al compararse con un esténdar de acido oleandlico por CCD, presentd
idéntico comportamiento, la Fig. 10 muestra su espectro IR*.

Fraccion: C60

Polvo amarillo ascuro, con peso de 159,8 mg, poco soluble en MeOH,
por sucesivos lavados con este solvente se obtuvo un polvo de color amaillo
daro, con un peso de 130 mg. Se andizd por CCD en cromaofolios de
slicage y como fase mévil  ACOEt-MeOH-H,O (77:15:8), obsarvandose d
visble una mancha intensa @ color amarillo, que seintensifico d exponerse a
vapores de amoniaco; después de una horas, ésta se desdobla, observandose
una de color verde y otra inmediatamente inferior de color ocre. Andizada la
muestra por HPLC-UV-DAD, se detectd la presencia de hasta 3 compuestos,
con tz 1493; 16,75 y 17,35 min, Sendo ede Ultimo & mayoritario. En la Hg.
11 s=muestrad cromatograma con | os respectivos espectros UV.

Se ensayaron varios méodos para su separacion; por CCD en fase
revee'sa RP-8, con ddema MeOH-H,O en gradiente (41 -> 1.1),
observéndose que las dos manchas corren una muy junto ala otra. Se ensayo
otra CCD en slicagd, con mezdas de CHCI;-MeOH (10:1), (5:1), (5:2), (5:3)
y (5:4), mostrando una mejor resolucion con sstema (5:3), se reved la placa
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agpersando con NP/PEG**, observadas d UV-366 gparecen 2 manchas, una

superior de color amarillo con colay otra inferior de color naranja.

Todks s e R T oo @ S D TR T 15 om,
empRSR A B PRy BRATRABAN Bo PSS IS B Inuestra, colecténdose
25 fracciones de 2 mL c/u a una veocidad de ducidon de 1 mL/min.
Andizadas por CCD se observo que todas las fracciones tienen la mezclay
parte de la muestra quedd adsorbida en la columna; por condguiente e
decidio redizar una CCD preparaiva, con una muestra de 10 mg de C60 en
cromatoplacas de vidrio de 20 x 20 cm con slicagd 60 con un recorrido de
45 cm, ussndo Ssema CHCl, - MeOH (5:3) y desorbido con € sstema; §
bien setuvo @ problema de adsorcion, se logré separar |os compuestos puros,
llamandolos C60-2a (04 mg) y  C60-2c (2,3 mg) con los cudes e redizaron
los andiss por HPLC, andiss espectroscopicos UV con reactivos de
desplazamiento y RMN-'H y *3C.

Compuesto C60-2a

Polvo de color amaillo daro, con peso de 04 mg, componente
minoritario de la fraccion C60. Al revdarse con  NPPEG, d UV-366
goaece un color naranja; € espectro ultravioleta (Fig. 12), muedra las
absorcionesmaximas. Bandall (341 nm) y Bandalll (270 nm).

Con reacivos de deglazamiento*, los espectros mostraron
desplazamientos sgnificativos de las bandas (Tabla 7), especidmente de la
Banda | (Fig.13 y 14). Andizando por HPLC-UV-DAD, éste compuesto

presento un t, de 14,93 min.

Compuesto C60-2c
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Se obtuvo 2,3 mg Sendo d componente mayoritario de la fraccion
C60, en las CCD sempre goarece de un color amanillo d visble, reveando
con NP/PEG, seobsarvé d  UV-366 un color amari-

* Todos | os espectros con reactivos de desplazamiento fueron redlizados en un
Espectrofotometro UV/VIS, Perkin Elmer Lambda 2, Lab. PUCP.

Tabla 7. Absorciones UV con reectivos de desplazamiento del

Compuesto C60-2a
Reectivos Absorciones UV
(I e nM)

MeOH 270; 341
NaOMe 272, 3%

AlCL 275; 303(h); 381
AICL/HC 276; 303(h); 34
NaOAc 270; 400
NaOAc/ H;BO; 265, 356

llo intenso, con € tiempo se vueve marrdn d visble El espectro ultravioleta
en MeOH (Fig. 15), mostré los sguientes méximos Banda | (334 nm )y
Bandall (272 nm).

Con reactivos de desplazamiento (Tabla 8), € espectro mostrd
desplazamientos, especidmente delaBanda |l (Fig. 16y 17). End andissde
la mezda por HPLGUV-DAD (Fig. 11), € compuesto duye con un t; de
17,35 min. As mismo e tiene € espectro RMN-'H* y las correlaciones
RMN *3C - H, heteronudear y acoplamiento a larga digtancia (Fig. 18, 19,
20).

Tesis publicada con autorizacion del autor

SOME RIGHTS RESERVED Algunos Derechos Reservados. No olvide citar esta tesis




\\\‘ENEQ&
PONTIFICIA

TESIS PUCP 5 %5 el et
DEL PERU

PR RPN

G 4 i
i b i
i 51 1
[ i i
1 ;
= id ; b
i
?t A.0EEE 4P 4 |
~ [ i i
© i ;
. e 4 i
B = |
romn i, ; 3 !
S | 4R 4 : . I : i
_: % gl '|l II'/ 1
: 4 g £ 5 !
4 byt 2 | ;
< I R A \ |
i T o B | 3
o SRS < | :
% W 1
: i
1 3 §
X
1 o 2
i o i
o B L ’ T !
(x} H - [ T 1 1 1 % 5
FOLE ST b ad ¥ Rl 1 =4 F ey Ars da P foaTRy 0y Pl )
HEE SEE B T S EE  4EE.E T TR . O Tl hil

Longjtud de onda (nm)

Fig. 15. Espectro UV (MeOH) dd compuesto C60-2c

Tesis publicada con autorizacion del autor

SOME RIGHTS RESERVED Algunos Derechos Reservados. No olvide citar esta tesis




TESIS PUCP

SOME RIGHTS RESERVED

Absorbancia (AU)

T . MeOH

&, GEER ; !g + MeOH + Madhle
i t
5%; :

e fal?,_ ‘l!L-:’cE

g.eEme 0] 4

ey

e £ B A AR 1 N i A e O g i ]

PONTIFICIA
UNIVERSIDAD

CATOLICA
DEL PERU

Longitud de onda (nm)

Fg. 16. Espectros UV con reectivos de desplazamiento (NaOMey AICl; ) dd
compuesto C60-2¢

Tesis publicada con autorizacion del autor

Algunos Derechos Reservados. No olvide citar esta tesis

P
2 |
< P 2
§ 3! itiz 5N
i 5 7 k
S  gdmy v P .
By ‘\ M~ i 1] )
: L iy :
< ol “:' ,’r A }
i g 3 L
4,260 4 N i ;
T Y i,
= o i 5
e T _ i
B BhaE e 7 ; = _' 7
Mad /B8 WES BEE 44 SHa8 WiE TEE O GRS
Longitud de onda (nm)
188 - s
; ;
. |
patag T
§.5888 4 il [
i == WeOH :
i :
i o MeOH + AICI :
500 ) |
iy + MeOH + AICIy+ HCI L
! 4 E
a.46mE -
| !
i i
i :
i :
Tlaakift i ;
#2888 4 i
: {
H i
3 i
: ;
48688 7 7 :
nE SEE A HBE 4ME GAE GEEE HEE OEEE




A
]
wn
-4
W
2
z
2

<
s
Tui=o
=>08%
ESEL
6 A& e e e e e A e i i P =
e 18 1o} "
R aireniie g it e e s e s G 40
mﬂ .r.;w”_
B
il 3]
(7] P
_...w- pmm
o] el T
M gl I3 —~
o " e = 4] S
z o o &
- # e + .Lm %v
o0
2% 4 a4 >
g3 A= g g = o
A e = = -
.. P ¥ B SNE e <
G = LT T < i R @
o ; = 2% % N = 2
] v
- _r =] = = = o _.A__ Ay = 2
_“ \t\._..__ @ . = » m.\ L.__. L. n|ﬂ_.u._ =} m
f_ et % E i ..tﬁ» w. m .m 8
}or” e L I ;
7 -2 3 e 3 5
; ._.f. I Lﬂ\.._ . — & g
. ] i "\ e e
i by, m mv w. * b m @- g 9
", i Iw - .Luz s f..., o S ] =
Y j 1= T, ) = 0
o ey _"_ o T o
S = ,w'.,_. - s Q =
e - <l S 0 4
.{ﬂ_’a ..!-A..!..l..t..... rﬂ_&" B 9 9
e : ! T mﬂrﬂ w 5] .M
R A . e ) 1o
\1\1% Mw AIEEJH.WV_.K ] c L g 2
4“:?1 ..... g ] l.,.ﬁuuunnﬂﬂ«nnﬁpﬂ&ﬁnnuﬁm“uﬂﬂﬂr R s oyt .q”..u...“ m N w nWQ
P o M c
;,xn{tifsliei;.._w“ﬁﬂsllcul..aﬂs[s lllll ", - ﬁw._ ...I>5.....i.tl?r.. ] V m m m
||||| R e R D T et T e e ﬂ"....‘_ DH;I U 0 ) hc
Mm. __ueuw Ww o = “% nafm_ lllll ; !hn.,W ............ > b o % .M, :
wm mw = e & 7 e e R i ﬁ = m. £ 4
apeef 3] L iz - 4 et 3
: o & i = 2 3
o ‘ez o o o2 = N e o=
i
(NV) epueqosq Y (Nv) epueqiosqy 2 =
=
o 0
C (Y ¥
0=
2 ®E
o 5
5 0=
N =
a 3




PONTIFICIA

UNIVERSIDAD
¥ | CATOLICA

DEL PERU

o
O
-]
o
—
v
w
[

OyE0L B
0EoLL e
qE0 E

- GEgrE E

- p3998 e~
BAFEQ =

COLITE" I-
7% L0526 hl)a/r;r
LoEEERO S~

Loy a~

?

l

N
WL
R |

!

|

i, i o
T T T P o

e

\

i
et
T

1H de C60-2c

Fig. 18. Espectro RMN

Tesis publicada con autorizacion del autor

©

w
‘n
2
g
w
o
—
8
v
(]
B
=
[e]
[e]
zZ
v
[e]
b=l
[
>
S
Q
v
]
('3
P
Q
£
V]
g
a
(a]
0
o
c
=
o
<
=]
w
-
=
ud
7]
d
e
I
=
=
=
e
d
=
=]
L]




- PONTIFICIA
TESIS PUCP g:_%zﬁglgm
DEL PERU

1 koo

Fig. 19. Corrdacion heteronuclesr RMN 3C — *H del compuesto C60-2¢
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Fig. 20. Correlacion heteronuclear RMN *3C—H por acoplamiento
alargadiganciadd compuesto C60-2c
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* Todos|os espectros RMN *H y correlaciones fueron obtenidos en un equipo Bruker
DRX-600, 599,19 MHz para*H y 150,858 MHz para*C, dela Universidad de
Sdemo. Itdia

Tabla 8. Absorciones UV con reactivos de desplazamiento de
Compuegto C60-2c.
Reectivos Absorciones UV
(I' mao NM)
MeOH 272,334
NaOMe 271, 389
AlCl, 280; 302; 350; 377(h)
AlCly/HCI 280; 301; 348; 330(h)
NaOAc 269; 300(h); 350(h); 390
NaOAc/ H;BO; 270, 340
Fraccion: D50

Fraccion relativamente complga, con un peso de 646 mg. Mediante
una corrida cromatogréfica con d dgema AcOEt-MEK-HOAc-H,O
(12:7:1:1) se observd una mancha amaillo-verdosa visble, que a la luz UV-
254 fue de color marrén, apareciendo ademés una mancha celeste y otra de
color marrdn cerca d origen. Como la fraccion mostré tener una dta
polaridad, s ensayé una CCD fase reversa RP-18 F4, con Sstema
gradiente H,O-MeOH (80:20 - 0:100), se observo la separacion gradud de
los componentes conforme se cambié la polaridad hasta la ducion tota de la
muestra; mediante este Sstema se detectd hasta 6 componentes. Smilar
complgidad se observé a andizar lafraccion por HPLC.

Tesis publicada con autorizacion del autor

SOME RIGHTS RESERVED Algunos Derechos Reservados. No olvide citar esta tesis




TESIS PUCP

PONTIFICIA
UNIVERSIDAD

CATOLICA
DEL PERU

En base a estos resultados se trabgé una LPCL, con 300 mg de la
fraccién D50, usando columna RP-8, preson detrabgo 25 bary unflujo de
4,40 mL/min, colectandose 66 fracciones de 25 mL cada una, repitiéndose

proceso con una segunda muestra en las mismas condiciones. Se evaud por

CCD, con ssema AcOEt-MEK-HOAc- H,O (1L:7:1:1), uniéndose los

volumenes deigud o Smilar compo-sicion en 12 fracciones (Tabla 9).

Tabla 9. Fracciones colectadasde LPLC | y Il delafraccion D50

y Columnal Columnall
Fraccion
L mg mL mg

1 50 171 60 175
2 » 57 140 54
3 60 13 0 6,7
4 D 6,3 100 148
5 160 175 89
6 160 100 100 215
7 120 154 100 184
8 60 146 160 205
9 120 236 120 86
10 120 175 100 260
11 160 6238 200 21
12 140 119 - -

Edtas fracciones fueron nuevamente evauadas por CCD y reunidas
finAmente en 10 fracciones indicadas en la Tabla 10. Al revisar d grado de
pureza de éstas, usando € sisema CHCI,-MeOH-H,O (13: 7: 4) fase inferior;

s observé que Unicamente las fracciones D505 y D508 agparecian

relativamente puras, las placas fueron reveladas con FeCl; ac., apareciendo

manchas verde y marron respectivamente. Por consguiente se continud €

andiss con estas fracciones.
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Fraccion D505
Sdlido de color amarillo ascuro, con 10,2 mg, poco soluble en MeOH,
por continuos lavados se obtuvo un producto de color amarillo més daro.

Por CCD con ssema CH,Cl, - MeOH - H,O (13:7:4) fase inferior;
gparecio una mancha amanilla d visble, marron d UV-254 y revelada con
FeCl, ac., se observé como mancha verde, 1o denominamos compuesto D505
l.

Tabla 10. Fraccionesreunidasde LPLC 1y Il delafraccion D50

_ N° de manchas en CCD *
Fraccion Peso, mg
uv-24 Vainillina+ H,30,
D501 219 3 4
D502 37 3 5
D503 30 1 3
D504 303 1 (cola) 2(cola)
D505 102 2 2
D506 405 2 (cola) 3(cola)
D507 189 1(cola) 3(cola)
D508 159,0 2 2
D509 272 1(cola) 1(cola)
D5010 176 2 2

* El nimero de sefides reveladas con vainillina + H,S0;, induye (sdvo excepciones)
alas sefides que también son reveladas con luz UV-254 .

Compuesto D505
Shlido amarillo de aspecto esponjoso, con un peso de 9,5 mg, fundid
con descompog cion entre 280-283 °C. Se andiz6 la pureza del compuesto por

Tesis publicada con autorizacion del autor
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HPLC-UV-DAD, obsavéddose que euye con un t, de 1516 min. Su
epectro UV del HPLC mostré maximos de absorcion a 253; 274(h); 329;
373(h) nm (Fig. 21). Se presentan las absorciones UV con reectivos de
desplazamiento (Fig. 22 y 23) asi como los vaores de dbsorcion (Tabla 11) y
d espectro IR (Fig. 24).

Tabla11. Absorciones UV con reectivos de desplazamiento del

compuesto D505
Reactivos AbsorcionesUV (| 1z M)
MeOH 251; 274; 329; 380(h)
NaOMe 258; 296, 358; 418(h)
AICL, 254; 265; 280(h); 333(h; 357(h); 421(h)
AlICl/HC 255; 266; 280; 321(h); 357; 420(h)
NaOAc 261(h); 294; 355

NaOAc/ H,BO,  250(); 274; 333;382(h)

Sendo € egectro UV de ete compuesto muy smilar d dd
compuesto 8 O-gc-desmetilbdlidifaling, se hizo un andisis comparativo con un
esandar* por HPLCGUV-DAD. Primero se disolvio € estandar en ACN-
H,O d 65% (Img/mL), inyectando ala columna 5 nml. a 30 °C, duyendo con
un t; de 15,09 min (Fig. 25). En seguida se mezdd en volimenes igudes, la
lucion dd esdndar con solucion (Img/mL) de compuesto D505-I,
inyectandose nuevamente a la columna, a la misma temperatura, gpareciendo
una misma sefid a & 15,07 min (Fg. 26), los vaores compardivos se dan en
laTabla12.
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Tabla12. Absorciones UV delos compuestos D505-1 y 8O-dc-

desmdilbdlidifaina

Compuesto tg, MN | s
D505 15,16 253; 274(h); 329; 373(h)
8-O-dc-desmdilbdlidifdina 1509 253; 273(h); 328; 373(h)

‘PO 1a Prof. O. Lock.

Polvo de color amarillo oscuro, con peso de 159 mg. Al agregar
MeOH se disolvié parcidmente quedando un resduo, € que fue separado por
continuos lavados. La CCD compardtiva de ambas pates en € dstema
CH,d,-MeOH-H,0O (13:7:4) fase inferior, reved una mayor pureza de la
parte oluble, € que fue denominado compuesto D508/1.

Compuesto D508/1

Polvo de color amaillo oscuro, con peso de 11,1 mg, con
descomposicion a partir de 275°C sin obsarvarse lafuson dd  compuesto. Se
andiz6 1 mg de la muesra por HPLC-UV-DAD, duyendo a 31,29 min;
espectro UV, muestra maximos de absorcion a 254, 276, 331, 395(h) nm (Fig.
27), las absorciones UV con reectivos de desplazamiento se muestran en la
Tabla 13y las Figuras 28'y 29; asi como d espectro IR del compuesto en la
Fgura30.

Tabla 13. Absorciones UV con reectivos de desplazamiento ddl

Tesis publicada con autorizacion del autor

SOME RIGHTS RESERVED Algunos Derechos Reservados. No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP 5T gz}\ésﬁgfm

DEL PERU

compuesto D508/1

Reactivos Absorciones UV (| s, M)
MeOH 254; 277, 334; 390(h)
NaOMe 259; 302, 357
AIClL, 257; 288; 329; 371, 464(h)
AlICl/HCI 256, 287, 328; 372, 459(h)
NaOAc 268; 350
NaOAc/ H;BO; 253, 278; 337, 400(h)
Fraccion: D51

Polvo amarillo oscuro con peso de 178,7 mg, poco soluble en metanal,
propiedad utilizada para su separacion. Su purificacion se rediz6 por
continuos lavados con pequefias porciones de metanol; andizadas por CCD,
con sstema AcOEtMeOH-HOACc-H,O (5:3.1:1) y observades d UV-254,
goarecieron 3 manchas marrones claramente definidas, con  Rf de 0,465;
0,62 y 0,915; reveladas con vainillinay H,SO, dan colores marrdn, amaillo y

marrén respectivamente.

La fraccion luego fue andizada por HPLC-UV-DAD, observandose
3 picos daramente definidos (Fig. 31), conk de1227; 1504 y 31,69 min,
los espectros UV muestran 4 méximos (Tebla 14).

Tabla 14. Absorciones UV delos compuestos dela

fraccion D5L
Comp. tg, MIN | s M
D51-| 12,27 242, 260; 318; 365
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Fig. 28. Espectros de UV con reactivos de desplazamiento (AICl3 y
AICls/HCI ) dd compuesto D508/1
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Fig. 29. Espectros UV con reectivos de desplazamiento (NaOMe, NaOAcy
H3BO3 ) dd compuesto D508/1
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Fig. 31. HPLCy espectros UV de lafraccién D51
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D51 | 1504 253; 275(1); 324; 378(h)
D51-11131,69 257; 283; 337; 397(h)

Habiendo mostrado la fraccidn, sefides bastante claras y tiempos de
retencion de compuestos comunes, no se intentd separarlos, por [o que e les
designd, compuestos D51-1, D511 y -

D51-11 respectivamente.

Compuesto D51-1
Andizando los datos de compuesto, se redizd una CCD comparativa,
con un esténdar de mangifering®, notandose smilar comportamiento en

sstemaAcOEEMEIKHOA C-H O (5:3:1:1), con un Rf comln de 0,465.
* Proporcionada por la Prof. O. Lock.

Se andiz6 por HPLG-UV-DAD, la solucion dd esténdar (1,04
mg/mL), en ACN-H,O d 65 %, fueinyectadaala columna(5m.) a30°C; d
compuesto duyo con & 12,27 min (Fig. 32). Luego d eténdar se mezdo en
volumenes igudes con la fraccion D51 conteniendo € compuesto D51-1
preparado en las mismas condiciones, se inyect6 alacolumna 25 nl a30°C,
goareciendo  mismo pico con mayor intenddad (Fig. 33).

Compuesto D51-11

Exigiendo bastante smilitud de datos (kY | &) de este compuesto
con la 80O-gc-desmilbdlidifoling, se hizo un andliss comparativo por HPLC-
UV-DAD. La solucion en ACN-H,O d 65 % (1,12 mg/mL) dd estandar
duy6 a 15,09 min (Fig. 25). Se mezd6 en volumenes igudes con la fraccidn
D51 conteniendo & compuesto D51-11, preparado en las mismas condiciones,
S inyectd 2,5 nh., desarrollandose la cromatografia a 30 °C, gpareciendo la
mismasefid atg 1509 min (Hg. 34).
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Fig. 33. HPLCy espectro UV delos compuestos D51-1 + mangiferina
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Fig. 34. HPLCy espectro UV delos compuestos D51-11 + 8-O-gc-
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Compuesto D51-111

Es d menos polar de la mezda, en d ssema AcOE:-MEK-HOAC-
H,O (5:3:1:1), revdado con vainillinay HSO, aparece una mancha marrén
con Rf  0915. Por HPLC-UV-DAD presentd un & de 31,69 mny «u
espectro UV tiene méximos de absorcion a 257, 283, 337, 397(h) nm (Fig. 31).
Exigiendo smilitud en las axsorciones UV con & compuesto DS08/1, se hizo
un andisis comparativo por HPLC, gpareciendo con diferentes t; (Fig. 35).

Fracciéon : F50

Sdlido de color amarillo ascuro, con peso de 156,5 mg; por CCD end
sgema AcOEt-MEK-HOAC-H,O (11:7:1:1), = obsavd d visble una
mancha amarillo verdosa, marrén d UV-254y dos manches d UV-366;
reveladas con vainillina y HSO, aparecié una mancha violeta en d mismo
luger observado d visble

Al agregar MeOH, se disolvi6 parcidmente, separandose un insoluble
(F501), denomindndose F502 a la pate soluble Se redizd una CCD
comparaiva de ambas partes, en d sstema CH,Cl,-MeOH-H,0 (13:7:4) fase
inferior, gpareciendo una sola manchaen F501 y 2 manchas con colaen F502.

Compuesto F501

Sdlido amarillo, con peso de 16,4 mg; por CCD en d sstema CH,Cl,-
MeOH-H,0 (13:7:4) e inferior, aparecio una sola mancha d UV-254 (Rf
0,48), de color marrén d ser revelado con vainillinay HSO,. Mediante un
andiss por HPLGUV-DAD (Fig. 36), duye a 31,29 min y su espectro UV
mostrd absorciones maximas a 254, 276, 332, 389(h) nm; % hizo una CCD
comparativo con & compuesto D508/1, utilizando € mismo ssema, mostrando

tener Smilar comportamiento.
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Fig. 35. HPLC comparativo de los compuestos D51-111 + D508/1
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Fig. 36. HPLCy espectro UV dd compuesto F501
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Fraccion : H50

Polvo amarillo ascuro, con peso de 120,7 mg; por CCD en d ddema
ACOEt-MEK-HOAC-H,O (11:7:1:1), se obsarvan 3 manchas amaillas d
vishble, dos d UV-254 y otras dos, una mas intensa que la otra, d UV-366
(algunas sefides corresponden ala misma mancha); reveladas con vanillinay
H,S0,, aparecid una mancha intensa amarillo verdosa; se rediz6 unalimpieza
de la fraccidn, mediante lavados sucesivos con MeOH, separandose en una
pate soluble llamada H51 y otra insoluble (H52); se evduaron ambas
fracciones por CCD en d sstema AcOEt-MeOH-H,O (77:15:8), obsarvando
en H52 una sola mancha amarillo oscura d s revelada on vanillinay
H,S0O,, y en H51 una mancha de smilar color con cola. Se evadud H52 por
HPLC (Fig. 37) y se decidi6 continuar trabgjando con esta fraccion.

Fraccion H52

Sdlido amarillo, con un peso de 60,3 mg, poco luble en MeOH. En
CCD con d ssemaAcOEt-MeOH-H,O (77:15:8), gparecié como manchade
color amarillo d visbley marron d UV-254. Setrabgo 10 mg de lamuedtra,
mediante cromatogrefia liquida en columna fase normd, usando € ssema
AcOEt-MeOH-H,0 (77:15:8), no logréhdose una buena sgparacion por
problemas de adsorcion.

Luego e optd por una CCD preparativa, en cromatoplecas  de
dlicage de 20 x 6,5 cm; e gplicd 20 mg de muestra y se duyd con
ssema AcOE-MeOH-H,O (77:15:8), con recorrido de 5 cm, observandose
en la parte inferior una mancha amailla d visble y otra con fluorescencia
cdeste d UV 366 en la pate superior. Se desorbieron las dos franjas,
llamandolas H52a 'y H52b respectivamente. Se evalud nuevamente por CCD
en d mismo 9gema, revdando con vanillina+ H,SO,, H52a mostré mayor
pureza que H52b.
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Fig. 37. HPLCy espectro UV delafraccion H52
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Compuesto H52a
Sdlido amarillo con un peso de 7 mg. Una CCD en d sstema AcOE:-

MeOH-H,O (77:15:8) produjo una mancha amailla con un Rf de 0,56.
Andizado por HPLC-UV-DAD, duy6 con tz 2397 min, sn embago d
cromatograma no se resudve convenientemente, goareciendo un hombro junto
a pico duido, smilar d cromatograma de la fraccion H52, @ espectro UV
muestra 5 maximos de absoraion, 242, 254(h), 260(h), 279, 323 y 376(h) nm
(Fig. 38). Se preseta su espectro RMN-'H y sus corrdaciones
homonucleares*H-'H ( Fig. 39, 40, 41, 42y 43).

Fraccion : 150

Colectada dd fraccionamiento en las columnas [11 y 1V de Sephadex
LH-20, con un peso de 37,5 mg. El andiss por CCD en dlicagd, con €
sgema CH,Cl,-MeOH-H,0 (13:7:4) fase inferior; mostrd una sola mancha
amailla d visble Andizada por HPLG-UV-DAD, mostré un pico
mayoritario con t; 39,57 min y tres peguefios picos adiciondes, Sendo una
fraccion pequeria, no se continud trabgando, denomindndose d componente
mayoritario compuesto 150-1.

Compuesto 150-1

Componente mayoritario de la fraccion 150, por CCD en d ssema
CH,C,-MeOH-H,0O ( 13:7:4) fase inferior, gparece a un Rf de 0,39; por
HPLC-UV-DAD, duye a 39,57 min 'y su epectro UV muestra méximos de
absorcion a 258, 282, 337, 399(h) nm (Fig. 44).

Teniendo smilitud de t;, y vaores de absorcion UV con € compuesto
bdlidifoling, se hizo un HPLC-UV-DAD comparativo (Fg. 45), demostraron

s diferentes.

25  Pruebas de actividad farmacol 6gica
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Fig. 38. HPLCy espectro UV dd compuesto H52a
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Fig. 44. HPLCy espectro UV delafraccion 150
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Edas pruebas se redizaron en d Laboratorio de Farmacologia de la
Facultad de Medicina Humana de la Universdad Naciond Mayor de San

Marcos .

25.1 Determinacion delaactividad hipoglicemiante

Generdidades

La glucosa es una sustancia necesaria en d metabolismo y es d
estimulo principal de la secrecion regulada de  insulina en d organismo, €
mismo que estimula e transporte de glucosa a través de las glucoproteinas que
son las trangportedoras hacia los misculos y tgidos. Un desbdance en la
produccion de insulina deviene en una hiperglicemia, conduciendo a una
dteracion en d metabolismo de los lipidos, carbohidratos y  proteinas y un
mayor riesgo de complicaciones por enfermedades vasculares [13].

Experimento

Para @ experimento se utilizaron 24 retones de cepa F1, entre 41-45
g de peso, los que fueron separados d azar en tres grupos de 8 ratones cada
uno. La diabetes fue inducida 'y administrada por via intrgperitoned, mediante
una dosis de 80 mgkg de Streptozotocing, disudta en una solucion buffer
cdtrao 001 M, pH = 45 y utilizada inmedigtamente después de su
preparacion. La diabetes fue determinada cuditativamente por una prueba de
glucosuria mediante tiras indicadoras, después la glicemia se cuantifica por
andiss delasangre extraida del dexo retroorbitd de animd.

Tratamiento
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Se usaron extractos de CH,Cl, y MeOH disudtos y resuspendidos en
una solucion de carboximetilcdulosa (CMC) d 04 % y administrados
ordmente mediante una sonda, seglin d detale Sguiente:

Grupo | Control CMC.
Grupo Il Extracto CH,Cl,, 120 mgkg
Grupo Il Extracto MeOH, 100 mgkg

Resultados
SemuedraenlaTabla15, d inidoy luegode 1, 5y 24 horas.

Tabla 15. Resultados ddl tratamiento hipoglicemiante.

Glicemia (mg/dL)
Tratamiento Tiempo en horas
0 1 5 24
Control (CMC) 2983 3004 2996 296,1
2936 2309 2457
Extracto CH,Cl, 304,6
(3,6%) (24,2%) (19,3%)
2745 1954 2514
Extracto MeOH 316,6
(13,3%) | (38,3%) (20,6%0)
25.2 Deerminacion delaactividad hipolipemiante
Introduccion
Las hipalipoproteinemias son  condiciones en las cudes la

concentracion de lipoproteinas plasméticas portadoras de colesterol 'y
triglicéridos excede un limite norma. Existen 4 dlases de lipoproteinas de muy
baja densdad (VLDL), densdad intermedia (IDL), baja densidad(LDL) y dta
densided (HDL).
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Edtas particulas de diferente didmetro, son degradadas paulainamente
durate d metabolismo; las lipoproteinas VLDL (&£ 30-80 nm) son
degradadas produciendo remanentes IDL (£ 25-35 nm), Sendo una parte
depurada rgpidamente por @ higado y la mayor cantided convertida en
lipoproteinas LDL (£ 18-28 nm), las que condtituyen € principa resarvorio de
colesterol en @ plasma paralos procesos metabdlicos.

Un nivel deseado de colesterol plasmético totd es de 200 mg/dL y
superior a 240 mg/dL se conddera devado, definiéndose ésto como
hipercolesterolemia, que puede acderar @ desarrollo de aterosclerosis con su
secuda  de tromboss e infato. Estudios recientes han demostrado que,
reduciendo la concentracion de colesterol LDL se disminuye la incidencia de
lamorhilidad y lamortaidad de |os enfermos coronarios, esto tiene correlacion
con un descenso de colesterol LDL, aumento dd colesterol HDL y una
disminucion de triglicéridos plasméticos.

El tratamiento de la hipercolesterolemia implica la administracion de
famacos, como @ probucol, lovastating, fencfibrato (en experimentacion),
neomidng, p-stogterol, que disminuyen las concentraciones plasméaticas de
LDL; alin asi se continua investigando extractos de plantas que tengan un
buen efecto hipocolesterolémicd 13.

Animales de experimentacion

Se utilizaron 24 ratas machos de cepa Baldc, con un peso corpord
promedio de 180220 g, mantenidas en jaulas metdicas y en condiciones
adecuadas de dre, temperaiura y humedad. Tuvieron libre acceso d aguay
aimentados con pellets de purina Nutrimax; antes de una determinacion sfrica
son sometidas aayuno de 18 horas.
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L os extractos diclorometénico y metandlico de G. umbdlata, fueron
disudtos en una solucion de carboximetilcdulosa (CMC) d 0,4 %, afinde
ser administrados ordmente por 30 dies

Induccion de la hipercolesterolemia

La hipercolesterolemia fue inducida mediante laadicion aladietade
colesteral (1 %) y aceite de coco (2,5 %).
Determinacion de lipidos séricos

Se utiliz6 d méodo espectrofotomérico, empleando los kits
comercides para colesteral, LDL-colesterol, HDL-colesteral (Merck) método
CHOP-PAPYy triglicéridos (Merck) método Trinder.

Las determinaciones fueron redizadas a los 30 dias de iniciado €
experimento, extrayendo las muestras de sangre por puncion cardiaca en las

ratas, bgjo anestesia con éter.

Tratamiento

Los animaes fueron repartidos en 4 grupos de 6 cada uno y eegidos
d azar, las dosis fueron administradas mediante @ vehiculo CMC, segliin
detdlesguiente:

Grupo | 10 mg/kg de CMC con dietanorma
Grupoll 10 mg/kg de CMC + 1 % colesteral + 2,5 % aceite de coco
(control negativo )

Grupo Il 10 mg/kg de CMC + 2 mg/kg de sinvadtatina (control positivo)
Gupo 1V 10 mglkg de CMC + 1 % colesteral + 2,5 % aceite de coco + 10
mg/ kg de extracto diclorometdnico de G. umbellata
GrupoV 10 mg/kg de CMC + 1 % colesteral + 2,5 % aceite de coco

+ 10 mg/kg de extracto metandlico de G. umbellata
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Losresultados se presentan en la Tabla 16.

26 Actividad antioxidante.

Generdidades
La autooxidacion, es una reaccion lenta en presencia de oxigeno,
produciendo radicales libres; es un proceso en cadena, que forma

hidroperoxidos, los que deterioran los materiaes organicos.

Los antioxidantes o inhibidores, son sustancias que disminuyen la
rapidez de oxidacion de los materides autooxidables y su eficiencia requiere
de una concentracion menor de 0,01 % [14]. El antioxidante acttia como un
interruptor de la cadena, evitando la oxidacion de muctes moléculas de
meéterides autooxidables.

En laindustria se emplea una gran variedad de agentes antioxidantes,
en cogmética se utilizan aulfito de sodio, tiosulfito de sodio, hidroguinona, gdato
de propilo, hidroxitolueno butilado (BHT),
hidroxianisolato butilado (BHA); y en dimentos, tocoferol, leciting, acido
acdrbico, BHT, BHA, eéc. Son de suma importancia los antioxidantes
naturdes, contenidos en dgunos productos como resina de guayaco, benjui,
resinas vegetaes, taninos, aceite de germen de trigo, etc[15.

26.1 Procedimiento experimentd.
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Metodologia

Se utiliz6 d méodo espectrofotométrico de absorcion ultravioleta,
midiendo la dbsorbancia de la muedtra (a diferentes concentraciones)
mezclada con una cantided congante de radica libre y un blanco dd mismo.
La digminucion de la absorcion dd radicd libre indica la proporcion de
oxidecion y, d mismo tiempo, representa la proporcion de actividad
antioxidante de la muedtra [16]. El porcentge de actividad antioxidante (%
A.O.), sedetermina por lasguiente rdacion:

¢ 50
%AO0. = d.- ?ﬁ%gxloo
& &N

donde:
A, = Absorbancia de la muestra
A, = Absorbandia dd blanco.

Preparacion de la muestra
Se determind la actividad antioxidante de las siguientes fracciones:
Fraccion D51 - Mezdade 3 xartonas
FraccionH52 - Xantonas
Fraccion F50 - Xantonas

2,5 mg de cada muestra se suspendieron en 40 nb. de dimetilsulfoxido
(DMSO), llevéndose a 25 mL con agua degtilada (concentracion de 100
ng/mL). Con esta solucidn, por dilucion con agua destilada, se prepararon

volimenesde 10 mL, conteniendo 10y 1 ng/mL de cada muestra.

Preparacion de lasolucion ddl radicd libre
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Como redicd libre s utilizd 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) d 90
% de pureza, suspendiendo 2 mg de DPPH en 100 mL de MeOH
(concentracion 20 ng/mL).

Medida de la absorbancia

2,25 mL de cada muestra (concentraciones de 100, 10, 1 ng/mL), s2
mezclaron con 4,5 mL de DPPH (concentracion 20 ng/mL)
por duplicado. Se midi6 la absorbancia a 518 nm*, de la muestra y de un

blanco. Losresultados se muestran en Tabla 17.

Tabla 17. Absorbancias promedio de las muestras sometidas a acti-

vidad antioxidante.
Absorbancias
Muestra 100 ng/mL 10 ng/mL 1ng/mL
D51 0,0280 01846 0,3485
H52 00662 02295 *
F0 00564 02678 03612
DPPH (20 ng/mL) 03631

** gbsorbancia mayor que d blanco.

Se determind € % A.O. (Tabla 18), para cada una de las muestras a
la concentracion indicada, comparado con la actividad antioxidante de un
producto comercid, Hidrakianisolato butilado (BHA).

Tabla 18. Porcentgje de laactividad antioxidante.

% A.O.
Muestra 100 ng/mL 10 ng/mL 1ng/mL
D51 923+028 492+ 643 41+12
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H52 81,8+ 0,07 36,8+ 4,60 N.D.
F=0 845+ 085 262+ 5,73 36**
BHA 91,03 78,55 11,49

** g9l0 unamuestramedible.

* Espectrofotometro UV-VIS, Perkin-Hmer, Lambda-2, Laboratorio PUCP.
3 DISCUSION DE RESULTADOS

3.1 Delos compuestos aidados.

Compuestos B50-3

Estos compuestos, por las sefides de CCD d revear con vainillina y
ac. aulfdrico, muestran color rojo vioketa, indicando una relacion estrecha de
sus estructuras. Todos €uyen con  menores a 10 minutos, con una sola
banda de absorcion entre 230 y 240 nm, caracterigtica atribuible a compuestos
secoiridoides [17] que contienen un cromdéforo 0 Sstema conjugedo;
secoiridoides con un doble enlace conjugado adiciond mostrardn dos maximaos
de absorcidn [5].

Compuestos secoiridoides como swertiamarina (238 nm), chironiosida
(238 nm), eustomodida (235 nm), eustomorussda (235 nm.) contienen en U
edructura un cromdforo, Sendo lamayoria glicogdados[5].

Swvertiamarina Chironiogda
Rl =0OH Rl =0OH

R =G ]
T %
R= OV/O&\OH
OH
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En consecuencia, esta mezcla de compuestos serian secoiridoides
probablemente glicos dados seguin € comportamiento a revelar con vanillinay

H,S0O, cuyas caracteristicas son Smilares.

La figura 7 muestra dos componentes mayoritarios a t; 781y 933
min; con UV 2372 y 2352 nm respectivamente; lafigura 8, tres componentes
mayoritariosatz 664 ; 7,71 ; y 924 min; con UV 237,9 ; 2372y 2352 nm y
lafigura 9, un componente atg 7,69 min con UV 237,2 nm.

El andliss de estos cromaogramas sugiere la presencia de tres
compuestos secoiridoides, uno at; ~9,3 min con UV 2352 nm; atro con ty ~7,7
min con UV 237,2 nmYy atg ~6,6 min con UV 2379 nm.

La edructura bésica de estos compuestos en base d esqueeto
secoiridoidd [18] y los compuestos nombrados liness arriba, seriala Sguiente:

o) O Estructura bésica
delos
secoiridoides B50-3
AN
O
OR

Compuesto RB-I
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Sdlido blanco, soluble en CH,Cl, y parcidmente en MeOH. Por su
comportamiento frente d reactivo de Lieberman-Burchard, se trataria de un
compuesto triterpénico [19]. Su espectro IR (Fig. 10), muestra sefides de
absorcidn a 3429 cm* (etiramiento OH), 2918 y 2849 cm* (estiramiento GH
de grupos CH, CHs) y 1694 o' (egiramiento de grupo CO) [20],
caacteridicas que son compatibles con € &cido oleandlico. Una CCD
compardiva con un esdndar dd mismo confirma la identidad dd compuesto
como &cido oleandlico.

ac. oleandlico

Compuesto C60-2a

Por CCD d revelar con NP/PEG, gparece de color naranja indicativo
de 3 4 -dihidroxiflavones y flavonoles [19]. Los méximos de aisorcion UV a
Al y 270 nm (FHg. 12) etan dentro de los rangos de absorcion de una
flavong[19], por lo que se trataria de una 3 4 -dihidroxiflavona

La absorcion con AICL (Fg. 13), muestra un desplazamiento
batocromico de Bl (40 nm), caracteristica de un OH libre en C-5 [21] que
formaria complgo con d grupo ceto, d agregar HCl (Fig. 13) hay un
desplazamiento hipsocromico de 27 nm, que confirma un grupo orto-dihidroxilo
en3 y 4 [22] ; edas sudituciones se confirman también con NaOMe (Fig.
13) que exhibe un desplazamiento largo de B (55nm) y con NaOAc (Fig.
14) hay un desplazamiento de B-I a400 nm, sefid de OH en C-7.
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Siendo las Unicas sudtituciones que han podido ser detectadas por los
espectros, € compuesto tendria como base la edtructura de una 3 ,4°,5,7-

tetrahidroxiflavona.

3 4 5,7- tetrahidroxiflavona

Compuesto C60-2c

Por los resultados de CCD y d color revdado con NPIPEG s
presume que e trata de una flavona oxigenada en G4'. Se confirma la
estructura bésica por las bandas de absarcion a 334 nm (Bl) y 272 nm (BII)
(Fig. 15), donde la BII tiene menor intensdad que B, caracteristico de una
Ravona[19.

La adicdon de NaOMe (Fig.16) produce un desplazamiento
batocrémico grande de la BI (O =55 nm), diagndstico deun grupo  4'-OH
libre, lo que se evidencia también por la goaricion de un hombro pronunciado
de la Bl por efecto de la ionizacion. Con AICl; (Fig. 16) hay un
desplazamiento batocromico de Bl y BIl que no desaparece por la adicion de
&cido, lo que indicaria la formacion de complgos con grupos hidroxilcetona
verinos, sugiriendo la existencia de OH libre en G5 que puede interaccionar
CON un grupo ceto; se descarta la existencia de grupos orto-dihidroxilos por la
reaccion con NaOAc/H,BO; (Fig. 17) en la que no s obsava
desplazamiento batocrdmico, con lo cud indicaria tener la estructura de una

4'5- dihidroxiflavona
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Losdupletesa d =792y d = 6,96 ppm dd RMN-'H (Fg. 20), son
caracteridicos de protones en anillo B de un flavonoide oxigenado en 4,
correspondiendo éstos aprotonesen G-2', G-6' y C-3', C-5', respectivamente.

El sngulete ad = 6,76 ppm debe corresponder aun proton en d anillo
A, pues es frecuente que los protones en G-6 y C-8, teniendo hidroxilacion en
C-5y G7, goarezcan como dupletes. Siendo H-6 de campo mayor que H-8, la
sefid de H6 apareceriaaun d menor que  H-8. Ademés cuando d anillo A
tiene un solo protdn y con oxidacion en G7, éte produce un sngulete a
campos mas bgos que @ protdn en G-3 [21]; por lo que las sefides de d =
676 Yy d = 669 ppm corresponden a los protones en C-8 y C-3
respectivamente. El sngulete de dta intensdad a d = 3,96 ppm es propio de
grupo OCH; en G-7.

El duplete ad = 4,94 ppm es una s=efid caracterigtica de un grupo C-
glic que debe corresponder a G6 , pues no hay sefid de protdn en edta
posicion. La ubicacion dd enlace y d tipo de azlicar presente, es de dificil
determinacion, ocasionando mltiples signos y ensanchamiento de picos en
RMN-3C [23], corrdlaciones heteronucleares y acoplamientos a larga
digtancia (Fig. 19, 20), permiten determinar la asignacion de sefides RMN-H
y °C modtradas en laTabla 19; los vaores de aosorcion UV-VIS (Tabla20)
permiten proponer la edtructura dd compuesto C60-2c, como d 45
dihidroxi-7-metoxi-6-C-glucoflavona, idéntico d compuesto adado de
Gentiana campestris L [24].

OH
MeO o O
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4 5-dihidroxi- 7-metoxi-6-C-glucoflavona

Tabla 19. Asgnacion y comparacion de sefides de RMN-*Hy °C
dd compuesto C60-2c
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4’ 5dihidroxi- 7-metoxi-6-C-

Proton  d, ppm Cabono Compﬁgﬁ&-zc al u((:joflavona*
, ppm
C-2 166,7 1640
H-3 6,69 C3 104,0 1031
C4 - 1821
C5 - 1609
C6 1106 1098
C-7 1645 164,2
H 396 C-7-OCH; 56,0 554
H-8 6,77 C8 91,5 90,7
C9 1596 156,9
C10 106,2 1041
Cr 1231 1211
H-2 792 c2 1298 1285
H-3 6,96 C3 1171 116,0
C4 1631 161,3
H-5 6,96 C5 1171 116,0
H-6 792 C6 1298 1285
6-C-glc. 6-C-dc
H-1 4 Cr 805 793
H-2 428 Cc2 722 703
H-2a 448 C2a 713
H-3 349 C3 744 729
H-4 347 ca 719 711
H-5 344 C5 822 815
H-6 3,70 Co6 631 62,0
H-6a 392

* Compuesto aidado de Gentiana campestris [24]
Tabla 20. Comparacion de absorciones UV-VIS de los compuestos
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Ca0-2c y e aidado de G. campestrisL.

C60-2c G. campestris L.[24]
MeOH 272, 334 272, 34
NaOMe 271, 389 272, 3338
AlICk 280; 302, 350; 377(h) 281; 302, 350; 376
AICL/HC 280; 301; 348; 380(h) 282: 302; 346; 376
NaOAc 269; 300(h); 350(h); 390 272,380
NaOAc/H;BO, 270, 340

Compuesto D505

El comportamiento en CCD frente alos reactivos de coloracion, indica
gue s traa de un compuesto fendlico. Las 4 bandas de absorcion de
intensidad decreciente son caracteristicos de las xartonas [17]. Por € tiempo
de retencion obtenido e trataria de un glicésido [6]. Andizando laforma del
espectro (Fig. 21), podria ser atribuido a una xantona con oxidaciones en las
posiciones 1,358 [25. Su espectro IR (Fig. 24) muesira sefidles a 3486 o
(OH), 1652 cm* (carbonilo conjugedo), 1621 cm?® y 1582 am* (enlace C=C
aromético). La absorcion de las bandas sufre un desplazamiento batocromico
con AlCl; (Fig. 22), que no varia con la adicion de HCI, indicando la presencia
de un grupo OH, peri ala funcién carbonilo (posicion 1 G 8 ), con NaOAc
(Fig 23), hay un desplazamiento batocrdmico, atribuible a OH en posicidon 3 6
6 y con H,BO, (Fig. 23) & espectro muestra Smilar aosorcion inicid,
indicando la inexistencia de grupos orto dihidroxilos [4]. El compuesto podria
S una 1,358 tetrahidroxixantona

Este compuesto, muestra bandas de absorcidon smilaesala 80-

de-desmetilblidifoling, adado de la G. nitida [6] y otras especies. De
acuerdo d andis's comparativo con un estandar de muestra auténtica redlizado
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por HPLC (Fig. 26), se observa super-posicion de picos a t 1507 min,
confirmando de eda manera que € compuesto D5051 es 8O-gc-
desmdilbdlidifalina o 1,35-trihidroxi-8-O-glucodIxantona

OH O O-Glc
1,3 5-trihidroxi-8-O-glucadIxantona

Compuesto D508/1

Por los m&ximos de absorcion 'y t;, este compuesto seria una
xantona aglicong25; € espectro UV (Fig. 27) muestra la B-l de dta
intensidad, decreciendo gradud mente las demés bandas, tipico de una xantona
tetraoxigenada en posciones 1,358 [22). El espectro IR (Fig. 30) exhibe
bandas de absorcion a 3378 cm* (OH), 1669 cnt* y 1639 em™* ( carbonilo
conjugado), 1618 cnt* y 1594 cmi* (enlace C=C aromético) [26], sefiales
presentes en toda xantona.

Con reactivos de desplazamiento, @ espectro sufre cambios en las
bandas de absorcion; con AICKL (Fig. 28) hay un desplazamiento batocromico
de la banda (37 nm) y con HCI (Fig. 28) no hay variaciones sSgnificativas del
espectro, sefid de un OH libre peri alafuncion carbonilo y ausenciade grupo
orto dihidroxil, con NaOAc (Fig. 29) se observa un desplazamiento de 23 nm,
indicativos de un grupo fendlico &cido en poscidn G3. Con estainformacion
Se postula una xantona tetraoxigenada en posiciones 1,3,5,8 que probablemente
esté sustituido en posciones 5 U 8, Sendo la estructura bésica lasguiente:

OH

Tesis publicada con autorizacion del autor
SOME RIGHTS RESERVED Algunos Derechos Reservados. No olvide citar esta tesis




+ & PONTIFICIA
TESIS PUCP gz}\gﬁg?m

DEL PERU

Edtructurabasicade 1,3,5,8-tetrahidroxixantona
Mezclade compuestos D51
Compuesto D511

Un andis's comparaivo por HPLC, con una estédndar de mangifering,
euyen con d mismo tiempo de retencidn, con picos superpuestos totamente,

los demés datos comparativos se muestran en la Tabla 21

Tabla 21. Comparacion detry absorciones UV de los compuestos

mangiferinay D51
Compuesto tr, MN Absorciones UV, nm
mangiferina 12,27 242; 259; 318, 365
D51-1 + mangiferina 12,29 242, 260; 319; 365

Por lo que s concluye que d compuesto D51-1 es mangiferina o
1,36, -tetrahidroxi-2-C-b-glucopiranosixantona cuya esructura es :

HO (0] OH
‘ O mangiferina
Glc OH
OH o

Compuesto D51-1 |
En d andidgs comparaivo por HPLGUV-DAD, con un estandar de
8-O-dc-desmetilbdlidifoling, se observo que tienen d mismo comportamiento
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cromatogréfico, euyendo con € mismo { y mostrando Smilares absorciones
end UV (Tabla22).

Tabla 22. Comparacion de tz y absorciones UV de los compuestos
8 O-gc-desmetilbdlidifalinay D511

Compuesto tz, MiN AbsorcionesUV, nm
8-O-dc-desmetilbdlidifalina 1500 |253; 274(h); 328; 373(h)
D511 + 8-O-dc-desmetilbdlidifolina 1509 |253; 274(h); 328; 373(h)

Por lo que s concluye que d compuesto D51-lI es la 8-O-gc-
desmetilbdlidifalina 6 1,3 5-trihidroxi-8-O-b-D-glucopiranosgixantona

OH (0] O-glc
80O-dc-deadilbdlidifdina

Compuesto D51-111

El tiempo de retencidn es caracterigtico de una xantora agliconay la
forma del espectro corresponde a una xantona tetraoxigenada en 1,3,58 [25.
Por los resultados dd HPLC comparativo, se concluye que es diferente d

compuesto D508/1 (Fig. 35).

Compuesto F501

H t es cadeigico de una xantona aglicona [26] y la forma dd

espectro corresponde a una xantona tetreoxigenada en 1,358 [27).
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Comparando con d compuesto D508/1, se propone que es & mismo, sus
vaores de iy y aisorciones UV son bastante cercanos (Fig. 27, 36).

Compuesto H52a

Segln los vdores de tk y UV (Fg. 38), este compuesto
corregponderia a una xantona glicosdada, 1o cud puede confirmarse por €
espectro RMN-'H, donde las sefides entre 3,5-5,2 ppm corresponderian a
los OH dd azUlcar; las sefides de |os protones de la xantona, enposiciones H-
2 y H4 aparecen entre 6,1-6,4 ppm; paralos protones H-5y H-6 entre 7,1—
74 ppm y para H-8 entre 7,6—7,8 ppm; con |o cud se propone que se trata de

unaxantona glicosidada con oxidacion en las posiciones 1, 3y 7.
¢
7
1
O
Nucleo bésico de xantonaindicando

posiciones de oxidacion propuestas

Compuesto 150-1

Por @ espectro UV y d vador de t, (Fig. 44), tendria estructura de
xantona aglicona, @ cud tiene bagtante smilitud con @ espectro UV dd
compuesto bdllidifdinaaidado deG. triticha. [7]

Por los resultados ded HPLC comparativo con un esténdar de
bellidifolina, se concluye que es diferente d compuesto mencionado (Fig. 45).

3.2. Delaactividad farmacologicay antioxidante

Actividad hipoglicemiante
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Fig. 44. HPLCy espectro UV delafraccion 150
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De acuerdo a los resultados (Tabla 15), se observa que d extracto de

CH,Cl, produce la maxima reduccion de la glicemia a las 5 horas de la
adminigtracion en un 24,2 % y alin mantiene su actividad alas 24 horasen un
porcentge menor (19,3 %). El extracto metandlico produce su maxima
actividad alas 5 horas reduciendo la glicemia en 38,3 %, eta activided a las
24 horas e reduce en 20,6 % (Fig. 46). EStudios smilares efectuados con G.
thyrsoidea [27] reportaron unareduccion de 254 % alas5 horasy 21,8 % a
las 24 horas con € exracto diclorometanico y de 51,4 % a 39,9 % con €
extracto metandlico respectivamente; por lo que la G. thyrsoidea tendriaun
mejor perfil hipoglicemiante; aunque los resultados no son concduyentes. Pues
eda reaiva actividad hipoglicémica se judificaria por cuanto € extracto
metandlico de G. umbdlata contiene xantonas de efecto hipoglicemiante [7,
28], d igud que d extracto etandlico de Swertia japonica [29).

Actividad hipolipemiante

Se puede observar que la combinacion de colesterol y aceite de coco,
es una forma efectivay adecuada, para inducir rgpidamente un incremento de
los niveles de colesteral, lipoproteinas de bgadensdad  (LDL-colesteral ) y
triglicéridos, disminuyendo los HDL-colesteral.

El extracto diclorometanico (Tabla 16) reduced colesterol enun 16,15
%, los triglicéridos en 15,20 %, los HDL -colesterol aumentan en 7,97 %, y €
LDL-colesterol se reduce en 1,75 %. El extracto metandlico (Tabla 16)
muestra niveles mas eevados, reduciendo € coleserol en 25 %, los
triglicéridos en 18,54 %, los HDL-colesterol aumentan en 16,01 %y & LDL-
colesterol sereduceen7,39%  (Fig. 47).

En pruebas smilares redlizadas con extractos de G. thyrsoidea [27],

Se obsarva reducciones de colesteral, triglicéridos y LDL-colesterol en44,22
%; 33,02 % y 27,78 % respectivamente y un aumento de 3,25 % de HDL-

Tesis publicada con autorizacion del autor

SOME RIGHTS RESERVED Algunos Derechos Reservados. No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP g:{_‘ézﬁg?m

DEL PERU

Tabla 16. Activided hipolipemiante de G. umbellata en ratas hipercolesterolémicas alos 30 dias de tratamiento

_ Colesterol Triglic&idos HDL-Colesterol L DL-Colegteral
Tratamiento
mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL

G.| : Digtanorma

) 56,32 + 8,23 %642+ 1032 3823+ 925 2116+ 541
Vehiculo, 10 mgkg
G.II : Control negativo

) 131,63+ 0,9 154,26+ 9,16 1968+ 654 54,26+ 6,49
Vehiculo, 10 mg /kg
GJI1: Cortrol positivo 5546 + 3,28 107,82 + 1043 3478+ 863 2769+ 721
Sinvastaing 2 mgkg (57,87 %) (30,01 %) (76,62 %) (48,97 %)
G.IV: Extracto diclo- 110,45 + 6,66 131,26+ 8,89 2125+ 945 5520+ 7,6
rometanico, 10 mg/kg (16,15 %) (15,20 %) (7,97 %) (1,75 %)
G.V : Extracto meta- 9873+ 701 125,66+ 7,98 2283+ 903 5020+ 821
ndlico, 10 mg/kg (25 %) (18,54 %) (16,01 %) (7,39 %)
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Fig. 46. Comparacion de control de la glicemia de los extractos
didorometanico (DCM) y metandlico (MeOH) de G. umbellata
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Fig. 47. Comparacion de laactividad hipolipemiante de los Extractos
diclorometénico (DCM) y metandlico (MeOH) de G. umbellata
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Fig. 48. Actividad antioxidante de 3 fracciones de G. umbellata,
comparado con BHA (antioxidante comercid)
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colesteral con extracto diclorometanico. Con € extracto metanolico se reduce
en 47,40 %; 38,23 %; 28,10 % y aumenta en 42,98 % respectivamente. Como
Se observa, con los extractos metandlicos se obtienen mgores resultados y la
G. umbellata posee un menor perfil hipdlipemiante que G. thyrsoidea, Sn
embargo esta menor actividad requeriria mayores estudios.

Actividad antioxidante

Los resultados de la Tabla 18, muestran una buena activided de las
fracciones a la concentracion de 100 ng/mL, reduciéndose esta actividad en
gproximadamente 48 %, a reducir la concentracion 10 veces.

Comparando con € producto comercid BHA (Fig. 48), tenemos que
la fraccdon D51, cuyos componentes mayoritarios son las xantonas
mangiferinay 8 O-dc-desmetilbdlidifoling, muestra tener un nive ligeramente
superior d BHA ala concentracion de 100 ng/mL, mientras que a 10 ng/mL,
losnivdesson de 49,2 % paaD51ly 78,55 % para BHA, lo que demuestra
un nivel de importancia de estas fracciones como  antioxidantes a 100 ng/mL.

4.- CONCLUSIONES
41 LaG. umbdlata, contiene d mismo patron de metabolitos secundarios

encontrado en otras Gentianellas, como son: secoiridoides, flavonoides

y Xantonas, tanto en forma de glicdsidos como agliconas.
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42 Sehan sparado e identificado un flavonoide (swertisng), dos xantonas
(mengifeina y 8-O-gc-desmetilbdlidifoling) y d triterpeno  &cido
oleandlico.

43 Se han spaado un flavonoide 3 4 .5,7-tetrahidroxiflavona y 4
xantonas. 3 agliconas (D508/1, D51-11l y 150-1) y un glicosdedo
(H524), cuyas estructuras aln falta determinar.

4.4  Los secoiridoides se encuentran en pequefia cantidad, dificultando su
purificacion para los ensayos de identificacion; habiéndose
determinado 3 diferentes con vaores de absorcion UV a 235,2; 237,2y
2379 nm.

45 Las actividades hipoglicemiante e hipolipemiante, tienen megor resultado
con d extracto metandlico, Sn embargo estos resultados no son
concluyentes.

46 La atividad anttioxidante, mostré tener un meor resultado con la

fraccion conteniendo  mayoritaiamente  mangiferina y  8-O-gc-
desmetilbdllidifoling, en una concentracion de 100 ng/mL.

5- RECOMENDACIONES

51  Continuar con € egtudio quimico de la planta, que aun presenta xantonas
y flavonoides por identificar.
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52  Evduar las actividades farmacolGgicas con otras dosis y con mayor
tiempo de seguimiento, utilizando ademés los compuestos aidados de la
epecie.

53 Al sguir d edudio de la plata, es conveniente hacer la separacion
gplicando una cromatografia liquida a vacio, seguido de purificaciones
por cromatografia liquida de bga preson.
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