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RESUMEN
ESTUDIO QUTMICOY DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN Lepechinia meyenii
Wal
Autor: Patricia Cecilia Castillo Romero

Asesora: Olga Lock Sing
Escuela de Post Grado. Maestria en Quimica

En el afan de contribuir a la busqueda de antioxidantes naturales se seleccioné a la
especie Lepechinia meyenii (Walp.) para el estudio de la actividad antioxidante.

Lepechinia meyenii (Walp.) (salvia, pacha salvia, kotapurifia) es una especie vegetal
que crece en Argentina, Bolivia y Perl y es usada popularmente contra colicos, fiebre
tifoidea, reumatismo, afecciones hepaticas y malaria.

Los objetivos de esta investigacion fueron evaluar 53 especies vegetales procedentes
de la region andina y amazoénica del Pais y determinar las de mayor actividad antioxidante;
separar e identificar el (los) compuesto(s) responsable de la actividad en Lepechinia meyenii
(Walp.)

Se prepararon extractos etandlicos de las especies en estudio y se evalu6 su actividad
antioxidante in vitro usando el método de neutralizacion del radical libre DPPH. El extracto
M13639 presentd la mas alta actividad antioxidante.

En el extracto etandlico de Lepechinia meyenii (Walp.) a través de un estudio dirigido
por la actividad antioxidante se han aislado los compuestos de mayor actividad, el acido 2-
hidroxicafeico (ECsp = 3,46 pg/mL), el acido cafeico (ECso = 5,62 ug/mL) y los ésteres
metilico (ECsp = 5,63 ug/mL) y etilico (ECso = 5,65 ug/mL) del acido 2-hidroxicafeico,
también se aislo al carnosol (ECso = 8,19 ug/mL). El acido 2-hidroxicafeico present6 la
mayor actividad antioxidante, superior al de rutina (ECsp = 7,09 ug/mL) y al de quercetina
(ECso = 3,96 ug/mL). Otros compuestos aislados fueron el 4&cido ursélico y la flavona
diosmetina de escasa actividad antioxidante.

La actividad antioxidante de esta especie puede atribuirse a los derivados del acido
caféico y al carnosol. Cabe destacar que a pesar de ser compuestos conocidos, el acido

cafeico y sus derivados no habian sido reportados antes en especies del género Lepechinia.
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I. INTRODUCCION

El presente trabajo constituye un aporte al estudio de actividad antioxidante
en plantas que se viene realizando en el Laboratorio de Quimica Organica de la

Pontificia Universidad Catolica del Peru.

En la actualidad se estan realizando numerosas investigaciones en busca de
antioxidantes naturales con la finalidad de ser usados en la industria de alimentos,
cosméticos y en la atencion de la salud para prevenir, aliviar y/o curar procesos
degenerativos, como consecuencia de la presencia de radicales libres en nuestro

organismo.

La region andina y amazonica de nuestro pais posee una variada flora y
dentro de ella, muchas especies con reconocida actividad benéfica para la salud. En
el afan de contribuir a la busqueda de fuentes de antioxidantes naturales se
seleccionaron plantas procedentes de estas regiones con el objetivo de determinar las

especies vegetales que presentan mayor actividad antioxidante.

Se trabajo con 62 extractos etanolicos procedentes de 53 especies vegetales,
después de una evaluacion de sus actividades antioxidantes y en concordancia con la
disponibilidad del material vegetal, se eligio a la especie Lepechinia meyenii (Walp.)
para el estudio que constituye la tesis “Estudio quimico y de actividad antioxidante
en Lepechinia meyenii (Walp.)” cuyo objetivo especifico fue separar ¢ identificar el

(los) compuesto(s) responsable de la actividad antioxidante.

La primera parte de esta tarea, obtenciéon y evaluacion de la actividad
antioxidante de extractos etandlicos, se realizd en el laboratorio de Quimica Orgénica
de la Universidad Catolica del Peru. La separacion de metabolitos secundarios con
actividad antioxidante se realizd en el Laboratorio de Productos Naturales, Facultad
de Farmacia de la Universidad de Veterinaria y Ciencias Farmacéuticas-Brno,

Republica Checa.
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2.1

Il. GENERALIDADES

GENERO LEPECHINIA WILLD

211

2.1.2

Distribucion y ubicacion

El Género Lepechinia fue descrito en 1806 por Willdenow tomando el
nombre del botanico Ruso Ivan Ivanovic Lepechin (1737-1802).
Epling sefial6 a los géneros Alguelaguen, Stachys, Sphacele y Astemon
como sinénimos de Lepechinia'. En la actualidad el Género
comprende 39 especies, las que fueron agrupadas en 8 secciones por
Epling y en 2 por Hart'?. Estan distribuidas en el continente
americano y su habitat es el paramo y subparamo (3200 — 4500

msnm)' .

El lugar de procedencia de las especies y su ubicacion dentro del

género se muestran en la Tabla 1.

Quimica del género
Estudios fitoquimicos indican que las especies de este género
biosintetizan principalmente, diterpenos triciclicos, triterpenos y

flavonoides'*”.

Dentro de los diterpenos se reportan principalmente &acidos
derivados de los nucleos abietano y pimarano, aislados a partir de
L. caulescens, L. bullata, L. glomerata, L. hastata, L. meyenii y L.
urbaniana. Algunos de ellos son el acido carndsico, rosmanol®, 7-
metoxirosmanol, etoxirosmanol', 4cido 7p-hidroxi-abieta-8(14)-en-
18-0ic0-9a,13a—endoperoxido, el dacido 8a(9a),130(14a)-diepoxi-
abietan-18-oico, y el 4cido 7a-hidroxidehidroabiético®’. También se
han encontrado diterpenquinonas citotoxicas como las 6,7-
dehidroroyleanona, horminona y 7-O-metilhorminona en L. bullata®.

Dentro de los triterpenos se reporta al acido ursélico, oleandlico,
betulinico y sus 2a-hidroxiderivados aislados a partir de L. glomerata,
L.caulescens y L. chamaedryoides'>. En L. caulescens se reporta al
stigmasterol y el [-sitosteril-B-D-glucosido; en cuanto a los
flavonoides se han identificado a salvigenina (de L. caulescens),

artemetina y santina (de L. urbaniana)™®°.
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Tabla 1:  Distribucién de las especies del género Lepechinia’'
HART (1983) | EPLING (1948) ESPECIE LUGAR DE PROCEDENCIA
L. shiedeana (SCHLECHTD); México, Guatemala, Costa Rica,
VATKE ! Panamd, Colombia
FULEPECHINIA . L. tomentosa (BENTH) EPL Perts
L. caulescens (ORT) EPL.  Guatemala, México
L.meyenii WALP)EPL___ - Argentina, Bolivia, Peri
: L. rufocampii EPL - Ecuador
" Lhastata(GRAY)EPL | México, Hawai (USA)
THYRSIFLORAE - :
- L. nelsonii (FERN) EPL  México
: GLOMERATAE 1-L glomerata EPL - México
T L calyina (BENTHEPL. . Calforia (US)
-L.fragans (GREENE)EPL. - California (USA)
< CALYCINAE L. ganderi(EPL) ~ California (USA)
z ‘L.cardiophyllaEPL - California (USA)
& . Lmexicana(SCHAUER)EPL __ ~México
W : . L. chamaedryoides (BALBIS) EPL . Chile
W i CAMPANULATAE  remrmeommsimsemsrm e i s semeem s oo
"L. marica EPL & MATHIAS . Pert
T Lsalviae (LINDLEY)EPL Chile
"Lespeciosa (STHIL)EPL  _ Brasil
ESPECIOSAE 7\ 'lamiifolia (BENTH) EPL_____ Peri
"L. bella EPL " Bolivia
L floribunda (BENTH) EPL . Perd, Bolivia, Argentina
- L. urbaniana (BRIQU) EPL . Republica Dominicana. Hawai (USA)
L SaIVIaefOIIa (KUNTH) EPL_ii - Venezuela, Colombia
SALVIAEFOLIAE ;'—9999“ B el oot T
- L. lanciifolia (RUSBY) EPL - Bolivia
:__I: cocuyensis .R.I. WOOD. - Colombia
- L. velutina J.R.I WOOD. - Colombia
""""""""""""""" L. graveolens (REGEL) EPL____: Bolivia, Argentina
‘L. vesicolosa (BENTH) EPL_ - Bolivia, Perd
‘L.bullata (RUNTH)EPL - Venezucla, Colombia
3 ‘L. heteromorfa (BRIG) EPL_____ - Ecuador, Pert, Bolivia
w ‘L. conferta (BENTH)EPL - Colombia
S ; L.radula (BENTH)EPL _.. Ecuador, Pert
L - PARVIFLORAE L paniculata(KUNTH)EL  ; Ecuador
g L. betonicaefolia (LAM) EPL - Colombia, Ecuador
= : L. mutica (BENTH) EPL ... Ecuador
E Lomollis BPLEPL - Pert
i 'L.scobinaEPL _:Pera
. 'L-, dioicaHART - Ecuador
? ' L. vulcanicola J.R.I. WOOD. | Colombia
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En la Tabla 2 se resume los tipos de compuestos aislados en el Género

Lepechinia.

Respecto a los compuestos volatiles-aceites esenciales, hasta hoy han
sido estudiadas 11 especies del género Lepechinia. Los resultados de
esta busqueda se recopilan en la Tabla 3; indicandose los compuestos
reportados. Dada la heterogeneidad de los componentes en el aceite

. . , . 1,11-1
esencial no es posible establecer un patron para el género'™' .

2.1.3 Lepechinia meyenii (Walp.)
Es una especie vegetal de ocurrencia natural en Argentina, Bolivia y
Perd, entre los 3800 y 4200 msnm" '°. Es una hierba perenne, de
tallos subterraneos y hojas opuestas. Crece en terrenos llanos, secos y
en laderas. En el Pert esta distribuido en Ancash, Huanuco, Junin,

Huancavelica, Cajamarca, Cuzco, La Libertad y Puno 20,

Estudios quimicos y farmacolégicos

De las partes aéreas de L. meyenii (extracto de acetona) se han aislado
los derivados abietatrienos, pisiferol (8,11,13-abietatrieno-12,20-diol),
acido carnésico (acido 11,12-dihidroxi-8,11,13-abietatrien-20-0ico),
rosmanol o salvin (7a,11,12-trihidroxi-8,11,13-abietatrien-20,63-
6lido), salvicanol (10p,11-dihidroxi-12-metoxi-9(10->20)abeo-abicta-
8,11,13-trieno), isosalvicanol (10f,12-dihidroxi-11-metoxi-9(10->20)
abeo-abieta-8,11,13-trieno y un 12 formilabietano derivado (acido 12-

formil-11-hidroxi-8,11,13 -abietatrien-20-oico,metiléster)8.

Las estructuras de diterpenos aislados de L. meyenii se presentan en la

Fig. 1.

Para el aceite esencial se reporta la presencia del sesquiterpeno guaiol

en L. meyenii'’.
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Tabla2:  Compuestos reportados en el Género Lepechinia

CLASE DE .
LEPECHINIA COMPUESTOS TIPO DE ESTRUCTURA Referencias
diterpenquinonas abietano (royleanona y
L. bullata ) 4
horminona)
. diterpenos (4cido) . abietano
, triterpenos :ursano, lupano, oleanano, : 5
" flavonoides ' ) —
' *flavona: salvigenina
L. caulescens -rw.rmmri \ . - o
. diterpenos . abietano
:triterpenos :ursano, lupano,  oleanano, : 6
esteroides :estlgmasterol, y derivados del:
- sitosterol
L. chamaedryoides . triterpenos - ursano, lupano,oleanano . 3
. triterpenos . oleanano :
L. glomerata : : : 7
- diterpenos - pimarano
. diterpenos . abietano . 8
L. hastata L T e T e * S
. diterpenos . abietano . 9
L. meyenii . diterpenos . abietano : 8
diterpenos abietano
L. urbaniana 10
flavonoides artemetina, santina
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Tabla 3: Compuestos reportados en el aceite esencial del Género Lepechinia

Lepechlnla’ Compuesto principal (%) Procedencia Referencia
“nombre coman”
sesquiterpeno Venezuela
L. bullata espiroserquiterpeno 11
premnaspirodieno Santo Domingo
1,8 cineol 19,7
canfor 17,5
. &3_careno 17,4
L. calycina canfeno 7.8 USA (California) 12
o -pineno 3,0
B-cariofileno 5,7
borneol
canfor
L.“cau!egcens p-cimeno México 1
betonica o -pineno
- pineno
canfeno
- felandreno 13,0
t - cadinol 10,4
L. chamaedryoides P - cariofileno 10,3 Chile 5
“salvia” espatulenol 6,4
limoneno 6,0
v - cadineno 5,9
d - 3-careno 53
borneol 21,4
P - cariofileno 15,1
L. floribunda ledylacetato 16,9 A ’ 14
“salvia morada” aromadendreno 5,5 rgentina
viridifloral 43
o - humuleno 32
B - cariofileno 20,0
1,8 — cineol 15,0
L. graveolens linalilacetato 14,0 Argentina 1
“salvia blanca” limoneno 12,0
canfeno 9,0
linalool 8,0
L. meyenii Guaiol Pert (Puno) 15
“pasa salvia”
limoneno + 1,8-cineol 30,0
felandreno 15,0
timol 9,0
L. salviae o - pineno 3,0 16
“salvia” B - pineno 3,0 Chile
linalool 2,0
terpineol 2,0
ledol 16,3
A’ - careno 21,4
B - pineno 11,3 )
L. schiedeana P - felandreno 11,1 Colombia 17
“salvia negra” v - terpineno 9,5
P - pineno 26,6
cis - pinocanfeno 25,1 . 18
§-3 - careno 6,1 Costa Rica
trans-pinocanfona 4,0
canfor 3,8
P - cariofileno 3,7
bornilacetato 19,1
limoneno 18,2
canfor 6,5
L. especiosa borneol 6,1 Brasil 19
a-pineno 2,2
B-pineno 2,2
sesquiterpeno 45,5
83 careno 32,6
L. urbaniana o - copaeno 13,8 Republica Dominicana 1
“rucilla” 4 - candineno 12,5
B - felandreno 4,5
_ v - cadineno 3.4
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OH OMe

Salvicanol (*¥)

.. Rosmanol o Salvin
Pisiferol

CHO

Acido 12 - formil - 11 - hidroxi -
8, 11, 13 - abietatrien - 20 -

Ac. Carndsico . = .
oico metiléster (*)

Guaiol

(*) podrian ser artefactos producidos durante la separacion con diazometano

Fig. 1. Compuestos reportados para Lepechinia meyenii (Walp.)
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Respecto a los estudios farmacologicos de esta especie se reporta
actividad antibacteriana contra microorganismos gram positivo
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus
subtilis, Micrococcus luteus, Staphylococcus faecalis y Streptococcus
beta-hemoliticus) y gram negativo (Shigella flexneri, Salmonella
enteriitidi, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa) y actividad
antifingica contra Candida albicans y Trichophyton

mentagrophytes)®®?.

Usos

Las hojas son usadas en la medicina popular contra el dolor de
estobmago, como digestivo, para el tratamiento de fiebre tifoidea, ciclo
menstrual irregular, reumatismo, malaria y como un desinfectante para

. - 1,81
evitar la tuberculosis'®"’.

En el Callejon de Huaylas, entre Caraz y
Huaraz y en la Regién de los Libertadores Wari, los pobladores la
usan como infusion de planta entera sola o combinada con culén y
orégano blanco para el tratamiento de diarreas, colicos, afecciones

] o 2
hepaticas y como aperitivo 0,

2.2 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
2.2.1 Radicales libres
Los radicales libres son especies quimicas (atomos, iones o moléculas)
con uno o mas electrones desapareados en el orbital mas externo. Son
muy reactivos y no pueden ser aislados pero estdn presentes como
intermediarios en numerosas reacciones de gran relevancia
biologica®™.
Los reactantes mas importantes en la bioquimica de los radicales
libres en las células aerdbicas son el oxigeno y sus radicales

derivados, los que son conocidos como especies reactivas de oxigeno

(EROS). Entre estos tenemos al superdxido (O, ), hidroxilo (HO),

peroxilo (RO, "), alcoxilo (RO’ y el éxido nitrico (NO'); ademas de

especies no radicalarias como el peroxido de hidrogeno (H,0;), acido
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hipocloroso (HOCI) y oxigeno singulete (O;). Muchas de estas
cumplen funciones fisioldgicas normales, pero si se generan en exceso
pueden resultar muy toxicos dafiando al ADN, lipidos, proteinas y
carbohidratos. Existen fuentes enddgenas de especies reactivas como
las mitocondrias, los peroxisomas, las células fagociticas y citocromo
P450 y entre las fuentes exodgenas tenemos la contaminacién
ambiental, radiaciéon ionizante, luz ultravioleta, ciertas drogas,

. : . 22-24
reactivos y solventes industriales™ .

2.2.2 Antioxidantes
Los antioxidantes son sustancias que retardan el comienzo o

disminuyen la velocidad de oxidacion de los materiales oxidables™.

Bajo condiciones fisioldgicas, el organismo puede prevenir el dafo
producido por las especies oxidantes, a través de mecanismos de
proteccion que incluye elevar los niveles intracelulares de defensas
antioxidantes.

Los principales procesos relacionados con la formacion de radicales
libres en el organismo, se resumen en la Fig. 2; indicAndose también
los puntos en los que es posible la interferencia mediante el empleo de

agentes antioxidantes.

Asi tenemos dentro de los agentes antioxidantes.

a. Antioxidantes preventivos, como los agentes quelantes, los que
act@ian atrapando a los cationes metéalicos que intervienen en la
descomposicion del perdxido de hidrégeno a radical hidroxilo;
evitando asi la formacion de estos ultimos. En este grupo estan la
penicilamina, el EDTA y el profarmaco dexrazoxano. También
estan incluidas las enzimas antioxidantes, las que actian
degradando al peréxido de hidrégeno como la glutation
peroxidasa, catalasa y farmacos que las mimetizan constituidos
por ciertos complejos metdlicos como los  derivados del
manganeso (SC55858 y M40470) y seleniuros (ebselen)™ (Fig.
3).
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Antioxidantes Preventivos

A

\k

Agentes que Enzi
absorben nzimas
f on UV /antioxida ntes Agentes quelantes
O, —  , .. _SOD [
02 e H202 —_— 3 HZO
.- Lipid
Oz + 2H /\ pidos

(ﬂ—' Lesién< Proteinas

Fe* Fe® ADN

M-O-H Antioxidantes que
HO 2 detienen fase de
2 propagacion
(captadores de radicales
) libres: fenoles)

Mm* PEROXIDACION

~ M-H LIPIDICA M-0-0°

Acidos grasos .

poliinsaturado Radical Lesion de
peroxido

(fosfolipido) membranas
M-O°

HO®

Antioxidantes
M-O-O-H estabilizadores de
) e M-H membrana
Hidroperoxido
Ac. grasos (Lazaroides)
poliinsaturados
Metales
Fe® Fe™
$,
HC=CH
Antioxidantes HC'I%E:OF(BH
Preventivos

Fig. 2. Tipos de agentes antioxidantes
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Agentes preventivos

0
0
N NH
HN N —(
/>—/ CH, 0
0
Dexrazoxano
H /[ \ .1
°N CI N,
Mn,
SNTSEUND
H i H
s
]
H
SC 55858 M 40470
Agentes “scavengers”
OH
HC OH CH, HC OH CH,
H,C CH, H,C CH, HO o .
H,C CH, H,C CH, | "
OH
&, OCH, HO O
BHT BHA Flavonoide

OoH

HO I --.

OH

H,CO HC  CH, OCH, "0:©/\-/ co,H
LY
noon HO
)

Lignano: Cinamofilina Acido cafeico Resveratrol

Agentes estabilizadores de membranas

U-74006F (Tirilazad)

Fig. 3. Algunos agentes antioxidantes
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b. Antioxidantes que interrumpen la fase de propagacion de procesos
radicalarios, tenemos a los agentes captadores de radicales (radical
“scavenger”) como los fenoles, cuya estructura en general debe
poseer dos caracteristicas importantes, la presencia de
sustituyentes voluminosos en las dos posiciones vecinas al
hidroxilo y en la posicion “para” la presencia de algun grupo que
contribuya a la deslocalizacion del electron desapareado. Por
ejemplo los tocoferoles, fenoles sintéticos como BHA y BTA,
fenoles naturales como flavonoides, cumarinas, lignanos, acido
cafeico, resveratrol; ademds otros captadores de electrones no
fenolicos como dacido ascorbico y derivados, tioles y polienos

como carotenoides™ (Fig. 3).

c. Antioxidantes que actiian por estabilizacidon de membrana como
los lazaroides, un grupo de esteroides con sustituyentes muy
basicos en la posicion 21 siendo el Tirilazad (U-74006F) el
representante mas conocido. El modo de accion es complejo y
todavia no estd aclarado. Los efectos de estos contribuyen a
cambiar las propiedades fisicoquimicas de las membranas

celulares dificultando la extensién del proceso de peroxidacion®
(Fig. 3).

2.2.3 Actividad neutralizadora de radicales libres
Existen muchos métodos para evaluar la actividad antioxidantes en
fuentes vegetales, como plantas medicinales y alimentos. Uno de ellos
es el método de neutralizacion del radical libre 2,2-
difenildipicrilhidracil (DPPH). El radical libre y estable DPPH, es una
sustancia que mide la capacidad de secuestro de cualquier compuesto

.. .. .2
con actividad antioxidativa®’.
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DPPH

La solucion del reactivo de DPPH es de color violeta y presenta una
absorbancia a 517 nm. La reacciéon consiste en la sustraccion de un
atomo de hidréogeno proveniente de un donador (compuesto puro o
extracto) por el radical libre DPPH, desarrollando un cambio del color
violeta a amarillo a medida que disminuye la concentracion del radical
libre; el que se lee en el espectrofotometro después de veinte a treinta

. s 282
minutos de reaccion 8 9.

La reaccion entre la sustancia a evaluar (HA) y el DPPH es la siguiente:
DPPH (vioLetay+ HA'  —— DPPH-H (amariLLo) + A’

La evaluacion de la actividad antioxidante se expresa como porcentaje y

. .. , 2
se determina de acuerdo a la siguiente formula®’.

oy {(Am—Ab) 100}

Acontrol

Donde: AA% = Porcentaje de actividad antioxidante
Am = Absorbancia de la muestra
Ab = Absorbancia del blanco
A control = Absorbancia del reactivo DPPH

La concentracion efectiva media (ECsg) se define como la concentracion

de la muestra en la que se produce el 50 % de actividad antioxidante.
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I11. PARTE EXPERIMENTAL

3.1  EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE 53 ESPECIES VEGETALES
Se recolectaron 53 especies vegetales procedentes de la sierra y selva del pais,
a partir de las cuales se prepararon 62 extractos etanolicos (en algunas

especies se contd con mas de un 6rgano para el estudio).

En cada uno de los extractos se evalu6 la actividad antioxidante por el método
de neutralizacion del radical libre DPPH. Con fines de comparacion se utilizo

rutina, quercetina y butilhidroxianisol, BHA.

3.1.1 Muestras vegetales
Las muestras vegetales se seleccionaron, codificaron, secaron en

estufa a 40 °C, y molieron en un molino manual.

50 a 100 g de muestra seca y molida se extrajo con etanol por el
método de percolacion. El extracto obtenido fue concentrado en un

rotavapor a presion y temperatura reducida hasta sequedad.

3.1.2 Procedimiento para la evaluacion de la actividad antioxidante
Se utiliz6 el método de neutralizacion del radical libre
difenildipicrilhidracil (DPPH) el que fue estandarizado y validado a

las condiciones del laboratorio.

1 mg de extracto etanolico seco de las muestras vegetales se disolvid
en 10 mL de etanol al 95 %, a partir del cual se prepararon diluciones
de 10 pg/mL y de 50 pug/mL. Cada una de estas diluciones se trataron

con la solucion de DPPH de la siguiente manera:

En un tubo de ensayo se coloco 1,25 mL de muestra y 0,5 mL de la
solucion de DPPH (SIGMA®) 0,3 mM en etanol al 95 %. Se dej6 en
reposo a temperatura ambiente durante treinta minutos. Se midio la

absorbancia a 517 nm. Se prepard un blanco de la muestra en solucién
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etandlica. Estas determinaciones se realizaron por triplicado. El tubo
control consistié en una solucion de DPPH en etanol, el que fue leido
a 517 nm. Los calculos del porcentaje de actividad se realizan de

acuerdo a la formula indicada en 2.2.3.

Los resultados de la evaluacidon de la actividad antioxidante de los 62

extractos etandlicos se muestran en la Tabla 4.

3.1.3 Clasificacion de los extractos etandlicos segun actividad
antioxidante
Los extractos se clasificaron en cuatro grupos: G-I (0-25 %), G-II
(25,1-50 %), G-III (50,1-75 %) y G-IV (75 % a +), dependiendo de los
resultados de su actividad antioxidante (a la concentraciéon de 10
pg/mL) determinado por el método de neutralizacion del radical libre
DPPH ya descrito. Los resultados de la clasificacion se muestran en la

Tabla 5.

3.1.4 Determinacion de la concentracion efectiva media (ECs)
Se determiné la concentracion efectiva media de aquellos extractos
cuya actividad fue mayor a 25 % frente al DPPH. Para este ensayo se
tuvo en cuenta la concentracion (ug/mL) en que cada extracto
manifestd su actividad antioxidante y a partir de este dato se
prepararon las diluciones ensayadas para determinar la concentracion
efectiva media, tal como se detalla en la Tabla 6. La Concentracion
Efectiva Media, ECs, se determina por analisis de regresion lineal (%
de actividad vs concentracion) de los extractos clasificados en los

grupos II, IIT y IV. Los resultados se indican en la Tabla 7.

A fin de comparar los valores del ECsy de los extractos ensayados se

determiné la ECsg para la rutina.
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Tabla4: Actividad antioxidante (%) de los 62 extractos etandlicos

Muestras % Actividad Antioxidante | Muestras % Actividad Antioxidante
(Codigos) 14 | g/mL 50 pg/mL (Codigos) 14 |, q/mL 50 pg/mL
M 02 3,93 15,38 M13590 3,18 15,29
M 04 8,77 38,25 M13591 5,47 10,86
M 06 6,04 25,29 M13592 9,63 4425
M 07 22,83 85,24 M1359%4 3,64 16,49
M 09 12,76 64,50 M13596 5,07 14,47
M21 20,53 80,07 M13597 11,23 14,63
M 22 36,50 91,10 M13598 18,54 26,13
M 23 25,49 87,54 M13600 3,82 11,73
M 48 24,39 88,29 M13601 2,83 12,14
M 49 12,15 56,19 M13602 3,76 13,98
M 51 1,35 16,63 M13603 1,14 7,72
M 58 9,09 42,10 M13604 5,29 23,61
M 59 4,64 17,97 M13605 6,08 41,82
M 60 9,08 41,63 M13624 0,46 6,83
R-1 6,36 28,70 M13625 2,20 21,70
R-2 15,27 57,71 M13626 22,11 87,83
R-3 16,35 85,83 M13627 10,46 47,82
R-4 0,91 25,25 M13628 69,14 95,47
R-5 42,96 92,24 M13629 10,33 36,69
R-6 18,61 74,31 M13630 6,69 35,90
R-7 23,62 89,47 M13631 2,62 3,60
R-8 8,35 38,39 M13639 83,96 94,73
R-9 23,92 89,92 M13648 0,19 12,68
R-10 0,4 6,54 M13656 15,41 67,02
R-11 41,84 95,23 M13657 41,21 91,84
R-12 1,16 15,49 M13658 41,49 90,90
R-13 10,43 66,40 M13660 0,30 5,93
R-14 3,17 20,53 M13661 2,58 19,52
R-15 1,44 14,84 M13662 61,82 92,43
R-16 6,26 15,79 M13664 0,00 12,64
Rutina 70,61 90,76 M13665 0,00 12,76
Quercetina 93,92 93,50 M13686 2,66 8,16

BHA 74,18 93,05
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Tabla 5:  Clasificacion de los extractos etanolicos segun actividad antioxidante

: Codigo Cédigo Cddigo Cadigo
Grupo : : % AA % AA % AA % AA
Muestra Muestra Muestra Muestra
13664 0,00 13686 2,66 R-16 | 6,26 R-2 15,27
13665 0,00 13601 2,83 R-1 6,36 13656 15,41
13668 0,19 R-14 3,17 | 13630 | 6,69 R-3 16,35
13660 0,30 13590 3,18 R-8 8,35 13598 18,54
R-10 0,40 13594 3,64 | M-04 | 877 R-6 18,61
13624 0,46 13602 3,76 | M-60 | 9,08 M-21 20,53
[ R-4 0,91 13600 382 | M-58 | 9,09 13626 22,11
(0-25%) 13603 1,14 02 3,93 13592 | 9,63 M-07 22,83
R-12 1,16 59 4,64 | 13629 | 10,33 R-7 23,62
R-15 1,14 13596 5,07 R-13 | 1043 R-9 23,92
M-51 1,35 13604 529 | 13627 | 10,46 M-48 24,39
MI13625 | 220 13591 547 | 13597 | 11,23
13661 2,58 06 6,04 | M-49 | 12,15

13631 2,62 13605 6,58 M-109 | 12,76

M23 | 2549
M22 | 36,50

13657 | 41,21

11 13658 | 41,49
(25,1-50%) | R-11 | 41,89
R-5 | 4296

11 13662 | 61,82

(50,1 -75%) | 13628 | 69,14

v 13639 | 83,96

(75,1% a +)
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Tabla 6:  Concentraciones versus actividad antioxidante de los extractos elegidos para hallar ECsg

PORCENTAJE DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
MUESTRAS

(Codigos) 2 ng/mL 4 ng/mL 6 ng/mL 8 nug/mL 10 ug/mL | 12 pg/mL | 16 pg/mL | 18 ug/mL | 24 pg/mL | 30 pg/mL

MI3639 © 2534 3898 . 57.68 . 7068 . 8368 9668 - S S S

MI3628 1982 3252 . 4522 © 5363 . 6204 7045 e S S .

MI3662 & 1301 © 2476 3652 . 462 - 5588 6885 . 8514 9364 e S

RS e C 274 2942 3144 e C 4142 ¢ 5392 6022 ¢ e S

RAIL - 749 ¢ 1312 1875 ¢ 2437 - 3111 37,08 - 4872 541 - 7024 e

MI36s8 © 856 1572 228 3005 37,14 4423 564

MI13657 346 1127 1908 2689 - 347 4004 5071

M-22  © 848 1688 . 2528 3368 - 4208 . 4806 - 60,0l

M-23 0323 1 e o128 % A R — 3398 0 3785 - 4946 . 61,08

Rutina 7,28 24,96 42,.64 61,07 73,78 8,01 | - - e e
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Tabla 7:  Concentracion efectiva media (ECsg) de los extractos mas activos y

3.2

de Rutina

Muestras Codigo a b ¥ . ECs
MI3639 11,793 | 71971  0,9960 = 531
MI3628 12268 50017 09887  7.54
MI3662  © 5,1345 50385 - 0,0960 - 8,90
M22 72054 30055 09653 13,82
MI3658 33993 | 32699 09978 = 14.25
R-5 14832 24192 09731 14,54
MI3657 - 1,0404 - 3,0283 - 0,9851 - 16,17
R-11 1,7836 . 2,8893 . 0,9993 16,69
M-23 05717 2,045 09979 24,17
Rutina | -6.564 | 79791 | 0,9930 7,09

DEL ESTUDIO QUIMICO Y DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE Lepechinia
meyenii (Walp.)

Para la busqueda de metabolitos secundarios con actividad antioxidante se
eligié una especie vegetal que se encuentre dentro de los grupos II, [l 0 IV y
que permita su recoleccion en cantidad suficiente. Estos criterios
determinaron que el trabajo se realice con R-5; que es una planta andina de

nombre cientifico Lepechinia meyenii (Walp.).

3.2.1 Material vegetal
Lepechinia meyenii (Walp.) (planta entera) fue recolectada a 3000

msnm en la quebrada de Llaca, provincia de Huaraz, departamento de

Ancash, en el mes de Julio del 2002.
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3.2.2

La certificacion de la especie y la clasificacion botanica fueron
realizadas por la bidloga Irma Ferndndez y es como sigue:

(Sistema de clasificacion: Engler y Prantl)

Reino : Plantae

Division : Angiospermae

Clase : Dicotyledoneae

Sub Clase : Sympetalae (metaclamydeae)

Orden : Tubiflorales

Familia : Labiatae

Género : Lepechinia

Especie : Lepechinia meyenii (Walp.)Epling
Sinonimia botanica Sphacele meyenii  (Walp.), Stachys

meyenii (Walp.)
Nombres comunes salvia, pasasalvia, salvigateadora, pacha
salvia y kota puriiia .

Tratamiento de la muestra

El material vegetal (planta entera) fue seleccionado y procesado para
la obtencion del extracto etandlico y el aceite esencial de la siguiente

manecra:

4,54 kg de planta entera fue secada a temperatura ambiente bajo
sombra y en estufa a 40 °C, posteriormente fue reducida a polvo fino
en un molino manual y pesada. El material seco y molido obtenido
(1,46 kg) se extrajo por maceracion (12 horas) y percolacion sucesiva
con etanol hasta agotamiento. La solucioén etandlica (10 L) se
concentro a presion y temperatura reducida y en estufa a 40 °C hasta la
obtencién de un extracto etandlico seco. El porcentaje de humedad
fue de 67 %, el extracto etandlico (197 g) dio un rendimiento de

13,49 %.
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A partir de hojas frescas (0,73 kg) y por arrastre de vapor se obtuvo 2

mL (0,27 %) de aceite esencial el cual luego de un breve reposo a

temperatura ambiente se separaron unos cristales blanquecinos.

3.2.3 Tratamiento del extracto etandlico y determinacién de su

actividad antioxidante

El extracto etandlico fue sometido a las siguientes etapas de estudio:

a. Deteccidon de metabolitos secundarios

En el extracto etandlico total se ensayaron reacciones de

coloraciéon y de plrecipitaci(')n30 (Tabla 8).

Tabla 8: Resultados de la deteccion de los tipos de compuestos en el extracto

etanolico.

Metabolitos Secundarios Reacciones de coloracién y/o precipitacion Resultado
Taninos Reaccion de Gelatina -
Reaccion de FeCls +
Triterpenos y/o Esteroides Reaccion de Liebermann Burchard +

Nafto y antraquinonas

Alcaloides

Flavonoides

Leucoantocianidina y catequinas

Reaccion de Borntrager

Mayer
Wagner
Dragendorff
Shinoda

i Reaccion de Rosenheim

De los resultados se deduce que el extracto etanolico contiene

grupos fenolicos libres, triterpenos y/o esteroides.

b. Obtencion de fracciones

142 g del extracto etandlico fue fraccionado segun el esquema

mostrado en la Fig. 4.
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Extracto Etanolico (142 g)

Particion
CH,CL,/H,O
Fase Organica
cone. a v de vol. Emulsion CH,Cl, / Aq
filtracion +
CH2C12 2 vol.
/\
S6lido Fase Organica Fase Orgénica Fase Acuosa Fase Organica
suspension conc. a
conc. a sequedad conc. a sequedad (lig. lechoso) sequedad
II\)/?rg(I:;O;IO"/h particién conc.a sequedad
¢ ex MeOH 90/hex . PEA1
PEOI Sol{do
D F MeOH F Hex ¢ amarillo verdoso
conc. conc. PEE1A PEEIB
(PyTred)
PEO3 v
Solido F MeOH PEE2
PEO2A PEO2B

Fig. 4. Separacion del extracto etandlico

Fase Acuosa

particion
AcOEt

Fase Acuosa
conc. a

sequedad

PEA2
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. Evaluacion de la actividad antioxidante
En el extracto etandlico y sus fracciones se determiné la actividad
antioxidante a las concentraciones de 10 y 50 ug/mL, por el método
de neutralizacion del radical libre DPPH segtin el procedimiento

descrito en 2.2.3. Los resultados se muestran en la Tabla 9.

Tabla9: Rendimiento y actividad antioxidante de las fracciones del extracto etanolico

Extracto Etandlico y Rendimiento Actividad Antioxidante
sus Fracciones Porcentaje Peso (g) 10 ug/mL 50 pg/mL

Etandlico 100 142 © 395 © 94,10
PEO1 0,02 0,03 60,84 96,29
PEO2A 34,70 49,28 15,76 68,84
PEO02B 2,08 2,96 23,48 93,11
PEO3 24,60 34,93 9,62 43,90
PEE1A 0,38 0,54 0,00 15,99
PEEIB 0,53 0,75 8,66 41,33
PEE2 3,04 4,32 4,11 20,75
PEA1 6,97 9,91 90,36 96,24
PEA2 27,66 39,28 15,99 38,45

El resultado de la actividad antioxidante indicé a PEA1 (90,36 %
a 10 pg/mL) como promisorio para obtener este tipo de

compuestos.

d. Andlisis por HPLC
Para el analisis, se utilizo un equipo HPLC-UV Hewlett Packard
HP serie 1100, con detector ultravioleta y arreglo de diodos;
columna (150 x 4,6 mm; 3 um-tamafio de particula) Supercosil
ABZ-Plus RP18. El sistema de gradiente de elucion fue:
0 min: 10 % acetonitrilo, 90 % de HCOOH 2 %, y a 36 min 100 %
acetonitrilo.

La velocidad de flujo: 1 mL/min, temp 30 °C.
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El extracto y las fracciones analizadas fueron disueltas en MeOH,

filtradas y llevadas al equipo de HPLC-UV.

Los cromatogramas y espectros ultravioleta del extracto etanolico
y las fracciones PEA1 y PEE2 se muestran en las Figs. 5, 6 y 7.
Los cromatogramas de las otras fracciones se muestran en el anexo

(Figs. 44, 45, 46, 47, 48 y 49).

En el cromatograma HPLC-UV (254 nm) del extracto etanolico
(Fig. 5) se observaron 3 compuestos mayoritarios a tr 13,11; 18,36
y 23,37 min, cuyos espectros ultravioleta mostraron caracteristicas
diferentes y por tanto tipos diferentes de compuestos. Estos
compuestos se distribuyeron en las diferentes fracciones segun el
andlisis de los cromatogramas HPLC de cada uno de ellas, sin
embargo dos de los compuestos mayoritarios del extracto etandlico
(atr 13,11 y tr 18,36 min) se encuentran en buena concentracion en
las fracciones PEA1 y PEE2 presentandose a un tr de 12,75 min
(Fig. 6) y a tr 18,35 min (Fig. 7) respectivamente; tal como se

muestra en la Tabla 10.

e. Separacion de metabolitos secundarios con actividad antioxidante
Para la separacion de metabolitos secundarios de las fracciones se
tuvo como criterio en orden de importancia:

- El resultado de la evaluacion de la actividad antioxidante,
- La separacion de compuestos mayoritarios del extracto
etanodlico segun el andlisis por cromatografia liquida de alta

eficiencia, HPLC.
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Tabla 10 : Compuestos mayoritarios segun HPLC-UV:254 de las fracciones del extracto

etanolico
N°  Fraccién tr de compuestos en min y (area)
1 PEO1 23,36 (1094,6)
2 PEO2A 18,35 (474); 23.36 (627); 26,21 ( 206); 26,40 (138)
3 PEO2B 13,12 (293); 18,35 (528); 14,32 (117); 22,32 (116); 23,37 (43)
4 PEO3 18,27 (25); 23.37 (176); 26,22 (105); 26,41 (196); 38.42 (92,7)
5 PEEIA 18,38 (13); 23.35 (33); 26.22 (36); 26.41(62); 26.6 (90)
6 PEEIB  18.35 (88); 23.38 (45,2); 26,22 (16); 26,41(20)
7 PEE2 13,17 (35); 18,35 (940)
8 PEA1 7,93 (537); 12,75 (16913); 14,88 (93); 18,35 (707)
9 PEA2 2,41 (140); 9,05 (27,57); 9,62 (92,4); 13,33 (635,8); 18,28 (18.3)

— Compuestos mayoritarios de las fracciones

Compuestos mayoritarios del extracto etandlico

el De la fase organica (diclorometano)
Después de la particion del extracto etandlico (Fig. 4) y
durante la concentracion de la fase de diclorometano se
observé la precipitacion de un solido, el que fue separado
por filtracion y pesado. Se obtuvo 30 mg de un solido de
aspecto cristalino, denominado PEOI1, soluble en

diclorometano y metanol.
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a.- Cromatograma HPLC

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=700,50 (D:\02_11_07\LEPE0006.D)
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Fig. 5.
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a.- Cromatograma HPLC
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Fig. 6. Cromatograma HPLC y espectros ultravioleta de PEAL
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a.- Cromatograma HPLC

DADT A, Sig=254,4 Ref=700,50 (D1\02_11_07\LEPE0013.D)
mAU -
160
140—:
120
100
80
60
40—:

20

|
0 5 10 15 20 25 30 35  min

b.- Espectro ultravioleta

18,35 min

*DAD1, 18.351 (318 mAU, - ) Ref=18.061 & 18.562 of LEPE0013.D

mAU ]
300

2501
200
150
100

50

e A A S LA L S B e e A S B R e
250 300 350 400 450 500 550 600 nm

Fig. 7. Cromatograma y espectro ultravioleta de PEE2
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PEO1, present6 buena actividad antioxidante (60,84 %)
a 10 pg/mL (Tabla 9) y fue uno de los compuestos
mayoritarios del extracto etanolico (tr 23,37 min) segun el

cromatograma HPLC (Fig. 5).

PEO1, fue lavado con hexano y benceno, analizado por
cromatografia en capa fina (CCD) y por HPLC (Fig. 8). El
punto de fusion fue de 211-213 °C determinado en un
equipo electronico Buchi 537. Se determind el espectro
infrarrojo (Nicolet-USA, modelo Impact 410) asi como el
espectro de masas (ZAB-EQ, micromass-Manchester.

United Kingdom) (Figs. 9, 10, 11, 12).

e.2  Delaemulsion
Durante la particion del extracto etanodlico se formé un
volumen considerable de emulsion (Fig. 4), la que fue
tratada con 2 volumenes de diclorometano, separandose
una suspension de aspecto lechoso. Esta fase se
concentrd a presion y temperatura reducida hasta 1/3 de
su volumen observandose la formacion de un precipitado
que se separa por filtracion. Se obtuvo 4 g de un solido de
color amarillo verdoso soluble en diclorometano y etanol,

el que se denomind PEE2.

Por CCD en el sistema CHCI3;-Tol-MeOH 8:1:1 y revelado
con H,SO4 al 25 % se observaron dos compuestos
mayoritarios a Rf de 0,43 y 0,58. En el analisis por HPLC
de PEE2 (Fig. 7) se observdO un compuesto de mayor
abundancia a 254 nm con un tiempo de retencion de 18,38
min, constituyendo uno de los compuestos mayoritarios del

extracto etanodlico, analizado por HPLC. El analisis de
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actividad antioxidante de PEE2 dio 4,11 % de actividad a la

concentracion de 10 pg/mL (Tabla 9).

PEE2 (2 g) se sometid a separacion cromatografica tal
como se observa en la Fig. 13; a partir de esta se logrd
separar 2 compuestos, PEE2-a (80 mg de soélido

blanquecino) y PEE2-b (50 mg de cristales amarillos).

Se realizd el ensayo de actividad antioxidante tanto en

PEE2-a como en PEE2-b. PEE2-a, se presentd como un

solido blanco para el cual se determino el punto de fusion,
se realizaron los analisis por CCD vy reacciones de
coloracion. Ademads se obtuvo su espectro infrarrojo y de
masas (Figs 14, 15, 16). No presento actividad antioxidante
a 10 nia 50 pg/mL. PEE-2-b, se presentd como un sélido
cristalino amarillo, se determinaron su punto de fusion,
CCD, HPLC-UV, espectros ultravioleta, RMN-'H (Bruker
ultrashield 400) y de masas (Figs. 17, 18, 19, 20). Su
actividad antioxidante fue de 1,33 % a 10 pg/mL y de 12,53
% a 50 ng/mL.
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a.- Cromatograma HPLC
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Fig. 8. Cromatograma HPLC y espectro ultravioleta de PEO1
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Fig. 9. Espectro infrarrojo de PEO1
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Fig. 10. Espectro de masas (EM-EI) de PEO1
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File:L11PSDHR]1 Ident:15 21 Win 200PPM Acqg:28-NOV-2002 14:49:37 +3:30
ZAB-SF) EI+ Magnet BoM:286 BpI:4104777 TIC:43850124 Flags:ACC
File Text:PATRICIA PSD
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Mass A Pks Std PBM mbha Calc. Mass BE C H 0
330.182654 30.5 7 9.1 1.4 0.5 330.183110 8.0 20 26 4
287.195%966 19.1 7 5.5 17.9 5.1 287.201105 6xb A9 27 2
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202.099287 19.8 7 14.3 0.5 0.1 202.099380 7.0 13 14 2
201.093481 16.0 7 14.3 -9.6 -1.9 201.091555 .5 13 13 2
Fig. 11. Espectro de masas (EM-FAB) de PEOL1 (a) y su composicion elemental (b)
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Fig. 12. Comparacion del espectro de masas de PEO1 con carnosol
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PEE2 (s6lido amarillo, verdoso)

C. columna (silicagel)
Solventes:
a.- CHCl; — Tol -MeOH
70:35:5 (F;-Fy)
b. - CHCl; — MeOH 1:1 (Fy)
c.- MeOH (FIO'F13)
Vol. de recoleccion: 5 mL ¢/fraccion

72 fracciones
CCD

13 fracciones

HPLC analitica
1-5 6-8 9 10-13
Comp. minoritarios i1 Comp. minoritarios
MeCN-MeOH
1:3
Filtracion HPLC preparativa (*)

(Columna Supercosil ABZ+Plus
25cmx 21,12 mm x 12 um, 15 mL/min, t= 12 min)

Solucion Solido Sistema gradiente:
40% MeCN — 60% HCOOH 40 mM

PEE2-a 12 min: 100% MeCN.

(Polvo blanco)

9-1 9-2 9-3 9-4
HPLC analitica
PEE2-b

Cristales amarillos

(*) HPLC — Preparativa: Agilent (USA), Ecom. Prag.

Fig. 13. Esquema de la separaciéon de PEE2

Tesis publicada con autorizacion del autor

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




PONTIFICIA
UNIVERSIDAD

TESIS PUCP bl

DEL PERU

1388 /
..l 1378__ 12747

1030 T—F—
997 |

%Transmittance
2 ﬁ
|
1456

1694

E-Y
o

| 4000 3000 2000 1000
! Wavenumbers (cm-1)

Fig. 14. Espectro infrarrojo de PEE2-a
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Fig. 15. Espectro de masas de PEE2-a
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Fig. 16. Comparacion del espectro de masas de PEE2-a con acido ursdlico
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a.- Cromatograma HPLC

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=700,50 (D:\03_01_16\LEPE0025.D)
mAU ]
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b.- Espectro ultravioleta

18,38 min

*DAD1, 18.352 (1227 mAU, - ) Ref=17.616 & 19.146 of LEPE0025.D
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Fig. 17. Cromatograma HPLC y espectro ultravioleta de PEE2-b
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a.- Espectro de masas — electrospray (ESI)

MS spectra in positive mode. Molecular weight 300 (301 M+H, 323 M+Na)

+MS, 19 1min (#337)
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MS spectra in negative mode. Molecular weight 300 (299 M-H, 598.8 7)
\n;:g;s- 208 1 -MS, 19 2min (#372)
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b.- Espectro de masas — impacto de electrones (EI)
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Fig. 18. Espectro de masas por ESIy por El del compuesto PEE2-b

Tesis publicada con autorizacion del autor

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




e PONTIFICIA
TESIS PUCP EE%E._’}E'BAD

DEL PERU

PATRICIA, 18-Q
1H=NMR; In dEONSO

19.02.2003 BU
exp2  s2pul .
SANPLE DEC. & VT
date Feb 19 2003 dn H1
solvent ons0  dof -170.8
fila op de n
ACQUISITION dmm <
sfrg 439.878 daf 1
tn W1 dpwr ]
at 4.002 dpwrf 0
np 57920 temp 37.0
W r235.9 PROCESSING
fo 4000 rp 51.9
bs a 1p -20.3
[ 7.0 fn 131072
tpur 61 ma
tpurt ] DISPLAY
da1 L 251.0
tof 865.1 wp 6347.5
nt 1000 wvs 25
ct sc [/
gain 24 we Il
alfa 5.9 hime 25.3%
is 688.85
i n rfl 1498.7
in n rfp 1248.7
do ¥ th
hs an ing 100.000

L

L

|
(.

T T T T T T T T T T T B ]
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 ppm
e sy e
A 2.70 sex s e e o8 35.11 e 12.53
2288 &8 EZ g 23 ag
=2 =41 a5 B @ o
5388 &R &3 & 84 i3

wl i H 1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
TE0 755 750|745 TA0 735 TA0 T25 TR0 TAS TA0 705 700 685 600 685 680 675 670 665 660 655 650 645 640 635 63D @OS 620 ppm

Fig. 19. Espectro de RMN-'H de PEE2-b
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Fig. 20. Espectro de RMN-'H bidimensional de PEE2-b

Tesis publicada con autorizacion del autor

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




TENE,

4 \\‘\T ' UNIVERSIDAD
TESIS PUCP % CATOLICA

DEL PERU

e.3  De lafase acuosa
La fase acuosa (Fig. 4) luego de una particién con acetato
de etilo presentd dos fracciones, fase organica y fase
acuosa. De la fase orgénica, por evaporacion a sequedad,

se obtuvo PEA1 (9,91 g).

PEAI, fue la fraccién que presentd la mas alta actividad
antioxidante a la concentracion de 10 pg/mL (90,36 %)
(Tabla 9). Se sometid a una separacion cromatografica
(Fig. 21), por cromatografia flash con silicagel se
recolectaron 17 fracciones las que previo analisis por CCD,
se reunieron en 12. Cada una de ellas fue analizada por
HPLC vy reunidas finalmente en 9 fracciones (PEAl-1 a
PEA1-9) a las que se determino la actividad antioxidante
(Tabla 11). Las fracciones PEA1-6 y PEA1-4 presentaron
mayor actividad antioxidante a 10 pg/mL (93,99 y 89,79 %

de actividad respectivamente).

- De la fracciéon PEA1-3 luego de su concentracion a 1/3
de volumen se separd por filtracion un sélido amarillo
denominado PEA1-3a el que fue analizado por HPLC y
comparado con el cromatograma y espectro UV de PEE2-b
(Fig. 22), determinandose que corresponde al mismo

compuesto.

- La fraccion PEAI1-4 se separ6 por HPLC preparativa
obteniéndose 8 fracciones (PEA1-4-1 a PEA1-4-8) (Fig. 21)
las que fueron analizadas por HPLC analitica y determinada

su actividad antioxidante (Tabla 12).
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PEAI

C. columna flash
(silicagel)
CHCl;- Tol- MeOH: 8:1:1(F;-Fg)
MeOH (Fo)
(vol de recoleccion 50 mL c/fraccion)

17 Fracciones

CCD

12 Fracciones

HPLC analitica
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Compuesto Conc. e
Minoritarios 1/3 vol. HPLC 6-1.
filtracion Preparativa —6-2
/ HPLC —6-3
) Preparativa —6-4
Solucion Sélido L 6-5 PEAI-6-5a
PEAl-3a ——6-6 PEA1-6-6b
4-1 4-2 4-3 4-4 4-5 4-6 4-7 4-8
HPLC HPLC
PEA1-4-3a PEA1-4-6b

Fig. 21. Esquema de la separacién de PEA1
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Tabla 11: Resultados de la actividad antioxidante de las subfracciones de PEA1
Actividad Antioxidante (%0)

Fracciones
10 pg/mL 50 ug/mL
PEA1 90,36 96,24
PEA1-1 5,83 17,11
PEA1 -2 20,01 94,80
PEAI —-3a 25,06 89,80
PEAI —3b 1,33 12,53
PEAI — 4 89,79 93,27
PEAI-5 81,42 92,37
PEA1 -6 93,99 94,90
PEA1 -7 82,00 94,10
PEAI -8 82,02 94,11
PEA1-9 85,17 94,16

De la subfraccion PEA1-4-3 se separd un polvo amarillo
palido denominado PEA1-4-3a, el que fue analizado por
HPLC (las condiciones de trabajo se indicaron en la pagina
23) presentando un tiempo de retencion de 7,86 min (Fig.
23) y de tr 9,6 min en el HPLC (Merck-Hitachi LaChrom
D-7000. Columna Lichrosphere C18, 125 x 4 mm, 5 um.
Solventes: A: ACN y B: H,0 0,05 % H3;PO4. Gradiente: 5 a
80 % de A x 50 min). PEA1-4-3a fue comparado con el
acido cafeico (Figs. 24 y 25).

Se determind su espectro ultravioleta (Fig. 24) y el i6n

molecular por espectrometria de masas (Figs. 26 y 27).
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La subfraccion PEA1-4-6 denominada PEA1-4-6b se
analiz6 por HPLC-UV, por espectrometria de masas y

espectroscopia infrarroja (Figs. 28, 29, 30).

- La fraccién PEA1-6, se separd por HPLC preparativa en 6
subfracciones (PEA1-6-1 a PEA1-6-6) (Fig. 21). En cada

una de ellas se evalu¢ la actividad antioxidante (Tabla 12).

Las subfracciones PEA1-6-5 y PEA1-6-6 se denominaron
PEA1-6-5a y PEA1-6-6b respectivamente.

PEA1-6-5a, se presentd como un solido verde cristalino,
por HPLC analitica tuvo un tiempo de retencion de 12,88
min. Fue analizado por CCD, espectrometria de masas y
por espectroscopia ultravioleta con reactivos de

desplazamiento (Figs. 31, 32, 33, 34).

PEA1-6-6b, por HPLC-UV, present6 dos picos a 13,53 min
y a 14,06 min, se determinaron sus caracteristicas en el
espectro ultravioleta y por espectrometria de masas (Figs.

35y 36).

f. Determinacion de la concentracién efectiva media (ECsg) de los
compuestos aislados
Se determino la concentracion efectiva media (ECsg) del compuesto
mayoritario del extracto etandlico (PEA1-6-5a), de PEAI1-4-3a,
PEA1-4-6b, PEA1-6-6b y de PEOI. Se prepararon soluciones a
diferentes concentraciones (Tabla 13) y se procedié tal como se
indica en 2.2.3. Con fines de comparacion se determiné la ECsy de

quercetina y de rutina, los resultados se muestran en la Tabla 14.

Tesis publicada con autorizacion del autor

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




& od PONTIFICIA
TESIS PUCP gﬁgﬁﬁgmm

DEL PERU

Tabla 12 :  Resultados de la actividad antioxidante de las subfracciones de PEA1-4 y de

PEA1-6
Actividad Antioxidante (%)

Fracciones __
10 pg/mL 50 pg/mL
PEAL - 4 89,79 93,27
PEAL- 4-1 92,22 91,93
PEA1-4-2 87,34 93,23
PEAL- 4-3 90,34 95,21
PEA1- 4-4 15,0 53,49
PEA1- 4-5 80,29 88,99
PEA1-4-6 88,46 89,24
PEAL-4-7 87,46 90,13
PEA1- 4-8 90,79 91,88
PEAL-6 93,99 94,90
PEAl - 6-1 20,89 77,65
PEAI - 6-2 11,05 61,76
PEAl -6-3 | 4,65 28,68
PEAL - 6-4 70,28 95,18
PEAI - 6-5 94,15 95,18

PEAI-6-6 88,72 91,74
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a.- Cromatograma HPLC de PEA1-3a

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=700,50 (D:\03_01_16\LEPE0025.D)
mAU ®
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f T g 8 2
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b.- Espectro ultravioleta
18,36 min
*DAD1, 18.369 (1350 mAU,Apx) Ref=18.139 & 18.617 of LEPE0025.D
mAU’]
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c.- Cromatograma HPLC de PEE2-b
DAD1 A, Sig=254,4 Ref=700,50 (D:\02_12_10\PREP_LE1.D)
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18,28 min

*DAD1, 18.281 (2123 mAU, - ) Ref=17.904 & 18.607 of PREP_LE1.D
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Fig. 22. Cromatogramas HPLC y espectros ultravioleta de PEAl1-3ay PEE2-b
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a.- Cromatograma HPLC

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=700,50 (D:\03_01_27\LEPE0046.D)
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Fig. 23 Cromatograma HPLC y espectros ultravioleta de PEA1-4-3
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Fig. 24. Cromatograma HPLC y espectro ultravioleta de PEA1-4-3a
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a.- Cromatograma HPLC del acido cafeico y del compuesto PEA1-4-3a
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% 1 Volume: 2,5ul
= ] Injection: 1ofl
0,2 '5 < Sample Description:  Mezcla 2,5 : 1 (v/v)
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Fig. 25. Cromatograma HPLC y espectro ultravioleta de la mezcla

de PEA14-3ay &cido cafeico
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Fig. 26.  Espectro de masas de PEA1-4-3a
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Fig. 27. Comparacion del espectro de masas del acido cafeico y de PEA1-4-3a

a.- Cromatograma HPLC
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Fig. 28. Cromatograma HPLC y espectros ultravioleta de PEA1-4-6b
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Fig. 29. Espectro de masas de PEA1-4-6b
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Fig. 30. Espectro infrarrojo de PEA1-4-6b
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Fig. 31. Cromatograma HPLC y espectro ultravioleta de PEA1-6-5a
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Fig. 32.
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ZRB-SE) EI+ Magnet BoM:123 Bpl:12663467 TIC:21987282 Flags:ACC
File Text:Act-6-5 R=5000

Hetercatom Max: 20 Ton: Both Even and Ol

Limits:

116.083 5.0 0.5 5 5 ]

204.925 100.0 5.0 0.0 20 30 g
Mass %A Pks Std PPM ma Calc. Mass BE C H o}

198.054281 10.0 3 2.0 -7.4 -1.5 198.052824 5.0 9 10 5

124.049781 13.8 3 14.2 21.3 2.6 124.052430 4,0 7 8 2

123.044730 100.0 3 11.2 -1.0 -0.1 123.044605 4.5 7 7 2

Fig. 33. Espectro de masas de alta resolucion (EI) y composicion elemental de

PEA1-6-5a
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Fig. 34. Espectros ultravioleta de PEA1-6-5a en metanol y con reactivos de

desplazamiento

Tesis publicada con autorizacion del autor

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




& od PONTIFICIA
TESIS PUCP g:}geag:m

DEL PERU

Continuacion...

d) Con tricloruro de aluminio-acido clorhidrico

1,10
1,0

\
AN |
N I
TN AT
77 N
g

200,0 250 300 350 400 450 500,0

e) Con acetato de sodio
1,10

1,0 \ \

\\ \ 330,90
0,8 \
0,6 \ \ 29020 /X\
N /\

0,4 5 3378

2892 \

0,2
0,00 \ — ]

200,0 250 300 350 400 450 500,0

f) Con acido borico-acetato de sodio
1,10
1,0 \

330,90
\\ 349,99
0,8
0,6 28927 \
7
" K% \
0.4 \ — 33782
2925 \ v
0,2 \
0,00 K

200,0 250 300 350 400 450 500,0

En MeOH —C€on AICI;-HCI —Con AcONa —Con H;BO3-AcONa

Tesis publicada con autorizacion del autor

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




TESIS PUCP

PONTIFICIA
UNIVERSIDAD

CATOLICA
DEL PERU

a.- Cromatograma HPLC

DADT A, Sig=254,4 Ref=700,50 (D:\03_01_23\LEPE0039.D)
mAU 1 c;
| D
] ;
4+ r
34 -
24 ey 3
] @ 3
14 = ©
0 T
T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T
2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 mir
b.- Espectros ultravioleta
13,53 min 14,06 min
*DAD1, 13.534 (17.7 mAU,Apx) Ref=13.442 & 13.692 of LEPE0039.D *DAD1, 14.061 (42.8 mAU, - ) Ref=13.962 & 14.294 of LEPE0039.D
mAU mAU
16 i
4] %
12 307
104 25
8 204
6 151
4 104
27 5,
0 0]
L B N R IR I I I U TR UL UL SRR U I L
200 250 300 350 400 450 500 550 600 nm

Fig. 35.
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Fig. 36. Espectro de masas de PEA1-6-6b

Tesis publicada con autorizacion del autor

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




& od PONTIFICIA
TESIS PUCP gﬁgﬁﬁgmm

DEL PERU

Tabla 13: Concentraciones versus actividad antioxidante de los compuestos aislados ,

y de rutina y quercetina

Concentracion |

\\\\\*\\(\ug/mL)E 1 2 4 6 8 10 12
MUESTRAS . . . B . . .
PEOI J— CO11,99 . 238 . 36,74 . 4937 . 60,68 . -
PEA1-6-5a . 1725 . 36,08 . 60,66 . 87,73 . 9392 . e J—
PEA1-6-6b - . - . 3520 . 53,10 . 69,85 . 8872 . 94,80
PEA1-4-3a - N R — . 3496 . 5298 . 70,69 . 88,60 . 93,05
PEA1-4-6b A £ 1 . 3510 . 5298 . 68,95 . 8846 . 90,01
Rutina y . 728 . 2496 . 4264 . 61,07 . 73,78 . -

Quercetina i 14,81 | 2642 i 5876 | 8599 i 8958 | - e

Tabla 14: Resultados de la concentracion efectiva media (ECsy) de los compuestos

aislados, y de rutina y quercetina

MUESTRAS a b r* ECs (ng/mL)

PEOI -0,2790 6,1385 0,9996 8,19
PEA1-6-5a | 12,1450 10,948 0,9708 3,46
PEA1-6-6b 6,406 7,741 0,9789 5,63
PEA1-4-6b 8,98 7,265 0,9561 5,64
PEA1-4-3a 7,336 7,59 0,9696 5,62

Rutina -6,5640 7,9791 0,993 7,09
Quercetina 6,0637 11,103 0,9799 3,96
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2.2.4 Andlisis del aceite esencial y su actividad antioxidante
a. Analisis por HPLC
10 uL del aceite esencial disuelto en metanol (1puL/mL) se llevo al
equipo de HPLC. Se tom6 el cromatograma siguiendo las mismas
condiciones de trabajo que para el extracto etanolico. El cromatograma
y los espectros ultravioleta de los compuestos mayoritarios se
muestran en la Fig. 37. El aceite esencial mostr6 picos entre 10 y 37

min.

A fin de determinar la existencia de compuestos similares con el
extracto etandlico, se compar6 ambos cromatogramas tal como se
observa en la Fig. 38. Los cromatogramas muestran una gran
diferencia entre la composicion del extracto etandlico (linea azul) y el
aceite (linea roja). De lo que se deduce que el extracto etanolico
pierde la mayoria de los compuestos volatiles por secado de la muestra

y después de la evaporacion del solvente en el rotavapor.

b. Analisis por cromatografia de gases
2 uL de la solucion del aceite esencial (liquido) y de los cristales
disueltos en metanol (I mg/mL) se inyectaron en el Cromatdgrafo de
Gases HP5890 acoplado a un espectrometro de masas ZB-EQ, VG,
Analytical, Great Brit Micromass, Manchester, United Kingdom.
Tiempo de corrida 50 min. Temperatura: 50, 180 y 220 °C. Columna
HP-5 (Crosslinked 5 % PhMesilicone: 25 m x 0,32 mm x 0,52 um).

El cromatograma de gases del aceite esencial y de sus cristales se
presenta en la Fig. 39, en este se observan multiples picos a baja
concentracion con excepcion de 4 de ellos. La cristalizacion del aceite
a temperatura ambiente separa el compuesto a scan 1208 tal como se

observa en el cromatograma inferior de la misma figura (a scan 1222).

Se determiné la identidad de algunos de los compuestos presentes en

el aceite mediante el uso del cromatografo de gases acoplado al
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espectro de masas y la base de datos Wiley NBs Registry of Mass
Spectra Data.

Los compuestos identificados fueron los siguientes:
1. Scan 145: compuesto de PM 136: a-pineno
Scan 198: compuesto de PM 136: -pineno
Scan 273: compuesto de PM 136: limoneno
Scan 278:compuesto de PM 154: 1,8-cineol (eucaliptol)
Scan 386: compuesto de PM 154: linalool
Scan 461: compuesto de PM 152: trans-verbenol
Scan 485: compuesto de PM 152: pinocanfona

Scan 730: compuesto de PM 192: trans-pino-carvenilacetato

© 0 N U R W N

Scan 776: compuesto de PM 199: mirtenilacetato
10. Scan 1069: compuesto de PM 204: 3-bisaboleno
11. Scan 1091: compuesto de PM 204: 6 -cadineno
12. 1208: compuesto de PM 222: guaiol

c. Actividad antioxidante

Se evalu6 la actividad antioxidante del aceite esencial a las
concentraciones de 10 pg/mL y 50 ug/mL siguiendo el procedimiento
detallado en 2.2.3, la que fue de 0,31 % a la concentracion de 10
pg/mL y de 3,36 % a la concentracion de 50 pg/mL; motivo por el

cual no se considerd necesario continuar con el estudio del aceite.
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a.- Cromatograma HPLC

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=700,50 (D:\02_11_07\LEPE0015.D)
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Fig. 37. Cromatograma HPLC y espectros ultravioleta del aceite esencial
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DAD1 A, Sig=254,4 Ref=700,50 (F:\HPLC\PATRICIA\HPLC\DATA\02_11_07\LEPE0006.D)
DAD1 A, Sig=254,4 Ref=700,50 (F:\\HPLC\PATRICIA\HPLC\DATA\02_11_07\LEPE0015.D)
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Fig. 38. Comparacion de cromatogramas de HPLC del aceite esencial y el

extracto etanolico
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Fig. 39. Cromatograma de gases del aceite esencial y sus cristales

Tesis publicada con autorizacion del autor

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




3 TENE,

DEL PERU

s\_}— . PONTIFICIA
TESIS PUCP 5 %s EE%ES?:?AD

IV. DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 DE LA EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS 53 ESPECIES
VEGETALES
Para la deteccion y clasificacion de extractos con actividad antioxidante fue
necesario elegir el método que permita rapidez, facilidad de aplicaciéon a una
variedad de muestra (extractos y compuestos puros); que sea relativamente

econdmico y facilmente reproducible.

Se eligi6 el método de neutralizacion del radical libre DPPH, el cual permite
estimar la capacidad de neutralizaciéon o captacion de radicales libres por
antioxidantes fendlicos principalmente. Este radical DPPH tiene como
caracteristica que no dimeriza, es decir se mantiene en su estado monomérico en

., - . 4 282
solucion, exhibiendo una absorbancia estable sobre un amplio rango de pH**%.

Protocolos analiticos publicados para este método difieren en el uso de la
concentracion de DPPH, solvente y tiempo de reaccion. El etanol ha sido utilizado
por Nenadis® demostrando ser importante para la evaluacion de la actividad
antioxidante luego de la comparacion con otros solventes y ademas recomienda
que el tiempo de reaccion no debe ser menor a 20 minutos. Mensor y
colaboradores”’, para evaluar la actividad antioxidante de extractos de plantas
brasilefias por este método; utilizaron solucion de DPPH 0,3 mM y etanol como
solvente. En base a estas consideraciones y al trabajo realizado por Mensor y

colaboradores se eligieron y aplicaron los parametros de trabajo.

62 extractos de plantas peruanas fueron evaluadas y clasificadas por este método
de los cuales seis extractos (9,68 %) mostraron actividad antioxidante entre 25-50
%; dos extractos (3,22 %) entre 50,1 y 75 % y un extracto (1,61 %) mayor de 75

% de actividad, segun se observa en la Fig. 40.
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Fig. 40. Clasificacion de los extractos etandlicos segun actividad antioxidante

Los 9 extractos mas activos fueron comparados con rutina, quercetina y BHA; el mas
activo de ellos (M13639) resultd ser mayor que la rutina y BHA (en 19 y 14 %
respectivamente) mientras que la quercetina posee una actividad mayor (14 %). Los

resultados se muestran en las Tablas 4, 5 y Fig. 41.

140 133
M 119

120 - _
100 | | 109 08

% respecto arutina
[}
o
|
(&)
N

. ¥ oD
NN 3o) W
S F (E NS
N
G

Fig. 41. Porcentaje de actividad antioxidante de los extractos etandlicos mas
activos, quercetina, BHA comparados con rutina a 10 pg/mL

Tesis publicada con autorizacion del autor

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




3 TENE,

4 \:r ' UNIVERSIDAD
TESIS PUCP % CATOLICA

DEL PERU

Para comparar los valores de ECsy de los extractos etandlicos ensayados, se tuvo
que escoger el patron de comparacion el cual resultdé de un estudio entre las
actividades antioxidantes de quercetina, rutina y BHA (Tabla 4). Se eligio la rutina
como patrén por ser un compuesto quimico de procedencia natural y de valores

experimentalmente mas manejables.

En la Fig. 42 se observa los valores de ECsy respecto a la rutina, el extracto
M13639 es mas activo que rutina, ocho extractos presentan actividad menor que

ella y el extracto R-5 tiene aproximadamente la mitad de la actividad antioxidante.

1
13,82 14,25 14,54

ECso (Mg/mL)
o

— 7,09

Fig. 42. Comparacién del ECsode los extractos etanolicos més activos

con rutina.
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4.2 DEL ESTUDIO QUIMICO Y DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE Lepechinia
meyenii (Walp.)
Para la busqueda de metabolitos secundarios con actividad antioxidante se tuvo
que elegir una especie vegetal comprendida en alguno de los grupos I, [l 0 IV y
que permita su recoleccion en cantidad suficiente. Estos criterios determinaron
que el trabajo se realice con R-5, que es una planta andina de nombre cientifico

Lepechinia meyenii (Walp.).

4.2.1 Del extracto etandlico
El extracto etandlico fue separado obteniéndose 9 fracciones. Por los
resultados de la actividad antioxidante, la fraccion PEA1 fue considerada

como la mas importante para la obtencion de compuestos con esta

actividad (90,36 % a 10 pg/mL) (Tabla 9).

Del anélisis por HPLC-UV del extracto etanolico (Fig. 5), los compuestos
a tr (min) 5,27; 7,19; 7,96; 9,77; 13,11; 14,33; 14,47; 15,48; 23,02 y 27,09
por la posiciéon y la forma de sus espectros constituyen derivados de
acidos fendlicos; de los cuales los compuestos a tr (min) 5,27; 7,19; 23,02;
27,09 serian derivados del acido benzodico [A nax: 200 a 290 nm] y los
compuestos a tr (min) 7,96; 9,77; 13,11, 14,33; 14,47 y 15,48 compuestos
derivados del acido cinamico [Amsx, entre: 200 — 290 y 270 — 360 nm] 3

Los compuestos a tr (min) 9,56; 18,36; 21,20 y 22,59 por la similitud en
posicion y forma de sus espectros ultravioleta con los flavonoides™

pertenecerian a este tipo de compuestos.

Los compuestos a tr (min) 7,35; 17,45; 18,15; 23,13; 23,37 y 24,06
presentan las mismas caracteristicas en el espectro ultravioleta y por lo
tanto el mismo tipo de compuesto, habiéndose identificado al carnosol,

diterpeno abietano a tr 23,37 min.
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Asi también los compuestos a tr (min) 13,97; 24,34; 25,94; 26,22 y
26,40 presentan las mismas caracteristicas en el espectro

ultravioleta.

422 De la separacion de metabolitos secundarios con actividad
antioxidante
a. Solido PEO1
Se presentd como cristales blanquecinos, solubles en diclorometano y
metanol. En el cromatograma HPLC (Fig. 8) se observa un pico

mayoritario a 23,36 min (area 1094,6).

Por CCD, en el sistema CHCl3-Benz-MeOH 70:15:5 se presenté como
una mancha oscura en la region 254 nm de la lampara ultravioleta, y
luego de la aspersion con H,SO4 25 % se presentd como una mancha
de color verde a un Rf de 0,47. Su punto de fusion fue de 211-213 °C.

En el espectro ultravioleta presentd dos absorciones a 205 y a 284 nm,
esta ultima de pequena intensidad (Fig. 8), y en el espectro infrarrojo
(Fig. 9) se presentan las siguientes sefiales: ¥ cm™: 3493 (aguda),
3287 (amplia) correspondientes al estiramiento OH libre y enlazado; a
2965, 2937, 2871, a los estiramientos C-H alifaticos; a 1715 (intenso)
caracteristico del estiramiento C=0*?, otras sefiales a 1453, 1403,
1388, 1348, 1322, 1309, 1200, 1147, 1086, 1032, 989 y 917.

En el espectro de masa (Figs. 10, 11), el i6n molecular fue de m/z 330
(EI-MS y FAB-MS). Se determind la composicion elemental del
compuesto siendo su formula global de C,0H2604. Por comparacion
con la base de datos Wiley/NBS se determiné que el compuesto

corresponde a Carnosol (diterpeno oxidado del acido carndsico, Fig

12).
Carnosol

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




TENE,

4 \\‘\T ' UNIVERSIDAD
TESIS PUCP % CATOLICA

DEL PERU

b. Solido PEE2-a
Se presentd como un sélido blanco de pf 258 — 260 °C soluble en

CHCIls, CH,Cl,, benceno y metanol.

Por CCD en el sistema CHCI;-Tol-MeOH 8:1:1 present6 un Rf de
0,57 luego de ser revelado con H,SO,4 (mancha grosella que cambid
con el tiempo a violeta y marrén oscuro). No absorbié a 254 ni 366
nm de la region ultravioleta. Dio positivo la reaccion de Liebermann
Burchard; por estas caracteristicas se puede decir que es un triterpeno

y/o esteroide.

En el espectro infrarrojo (Fig 14), present6 una sefal amplia a 3435
cm’” caracteristica del grupo O-H, a 2980 y 2800 (estiramiento C-H de
metilo y metilenos), a 1694 una sefal intensa debido al estiramiento

C=0 del grupo carboxilo [1710-1680 cm™'], entre otras®>2.

Por espectrometria de masas, el peso molecular fue de m/z 456. El
pico padre a m/z 248 se debe a una escisién tipica de compuestos A'?
ursano u oleanano ya que segin la literatura® los compuestos o-A'?
ursanos 6 B-A'? oleananos experimentan fragmentacion tipo retrodiels
alder originando un pico caracteristico a m/z 248, lo que podria

explicarse de la siguiente manera:

+ 7 ™+
7 ) T
Bt
N HG@
HC  CH,
CuH?nO
m/z 208
_ W, ( )
HC  CH,
(m/z 248)
CQUH4803

\ (m/z 456) ik

Por comparacion con la base de datos Wiley/NBS, el espectro de masa

es muy similar al espectro de masa del 4cido ursolico (Fig. 16), por lo
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que el compuesto PEE2-a corresponde al acido ursolico. PEE2-a no

presentd actividad antioxidante a 10 ni a 50 pg/mL.
CH,

HC CH,

Acido Ursolico

c. Soélido PEE2-b
Se presentd como un solido amarillo cristalino, poco soluble en
metanol, soluble en cloroformo y dimetilsulfoxido. Su punto de fusion

fue de 247-249 °C.

Por HPLC analitica (Fig. 17) presentd un tiempo de retencion de 18,38
min. Por CCD en el sistema CHCls;-Benz-MeOH 8:1:1; luego del
revelado con NP/PEG y también con H,SOj4 al 25 % se presentdé como

una mancha amarilla de Rf 0,41.

En el espectro ultravioleta (Fig. 17), se observaron dos sefiales a

JMeOH _
max 252 (268h) y a 342 nm caracteristicas de una flavona [BII
250-280 y BI 310-350 nm]**.

Por espectrometria de masas con electrospray, se determind que
presentaba un peso molecular de 300, el que fue confirmado usando la
determinacidn por espectrometria de masas con impacto de electrones

(Fig.18).

El nucleo basico de una flavona tiene un peso molecular de 222

(Cy5H100,). La diferencia con el peso molecular 300 constituye grupos
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sustituyentes en el anillo (PM - 222 = 78). Si consideramos la
presencia de 4 oxigenos como sustituyentes (16 x 4 = 64), queda una
diferencia de 14 que podria corresponder al grupo CH,, por lo que se
deduce la presencia de 3 grupos hidroxilo y 1 grupo metoxilo como

sustituyentes.

El analisis de los fragmentos nos permite predecir la estructura del
compuesto especialmente por la presencia de los picos a m/z 257, 229,

153y 133 %

El posible esquema de fragmentacion se indica en la Fig. 43; en el que
se observa un claro fraccionamiento tipo retrodiels-alder en el anillo C
dando lugar a la ruptura del i6n molecular en dos fragmentos (m/z 153
y 148) ambos capaces de retener la carga lo que permite confirmar la
presencia de sustituyentes en los anillo A y B del flavonoide™ por lo
tanto, la posible estructura de la flavona PEE2-b con los grupos OH y

metoxilo en alguna posicion en el anillo B es:

H
CH,

HO

[l
HO O

Para establecer la posicion del grupo hidroxilo y metoxilo se utiliz6 la

resonancia magnética nuclear mono y bidimensional.
En el espectro de RMN-'H, los protones del anillo B de flavonas se
encuentran desplazados a campo mas bajo por los protones del anillo

A, frecuentemente entre 6,7 — 7,9 ppm34.

En el espectro RMN-'H de PEE2-B (Fig. 19) se observan 4 sefiales en

esta region, de las cuales la senal a 6,7 ppm (singulete) corresponde al
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proton del C-3 de la flavona. Las otras sefales pertenecen a 3 protones
del anillo B, confirmando que se trata de un anillo disustituido. En
flavonas 3’ y 4’- dioxigenadas las sefiales de los protones H,’ y He’
aparecen frecuentemente entre 7,2 - 7,9 ppm’* y en flavonas con grupo
metoxilo en posicion 4’ el proton en C,’ esta generalmente desplazado
a campo ligeramente mas alto que el proton del C¢’, siendo lo inverso
en flavonas 3-metoxilados. En el espectro estas sefiales corresponden
a 7,41 (d) ppm para el proton de C-2’ y 7,52 ppm (dd) para el protoén
de C-6’.

Para el anillo A, las sefiales de los protones de flavonas 5,7-
dihidroxiladas aparecen entre 6 - 6,5 ppm encontrandose el hidrégeno
del C-6 a campo mas alto que el H del C-8°*. En el espectro estas
sefiales corresponderian a 6,18 ppm (d) para el protén de C-6 y a 6,44
ppm (d) para el H del C-8.

Por RMN-'H bidimensional (Fig. 20), se observan las relaciones entre
los protones; el protoén a 6,7 ppm muestra relaciones con los protones
a 741 y 7,52 ppm. lo que nos permite deducir la ausencia de
sustituyentes en las posiciones C-2’ y C-6’; el proton en C-5’ a 7,05
ppm estd relacionado a distancia con la sefial a 3,86 ppm de los
protones del grupo metoxilo. Esto nos confirmaria la clara posicion
del grupo metoxilo en posiciéon 4’ y no en 3’, por lo tanto el flavonoide
PEE2-b corresponde a la flavona 5,7,3’-trihidroxi-4"-metoxiflavona
que segn la literatura es conocido como Diosmetina,® PEE2-b
presentd 1,33 % de actividad antioxidante a 10 pg/mL y de 12,53 % a

50 pg/mL.

OH
CH,

HO

Diosmetina

HO
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OH
OCH,
HO Q
Il
HO .
M’ = m/z 300 M-Ico-CH.r
C,.H,O, (m/z = 257)
fragmentacion
retrodiels OH
alder
0
\ &c
H _0
C.H.O, C,H,0, (m/z = 229)
+ =
~c- OH (m/z = 133)
\
HO
C,H.O,
(m/z=153)
+
OH
OCH,
HC=C
C,H,0,
(m/z = 148)

Fig. 43. Esquema de fragmentacion de PEE2-b por espectrometria de masas
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d. Solido PEAl-3a
Se presentd como un s6lido amarillo cristalino de tiempo de retencién
de 18,38 min en HPLC (Fig. 22). Su espectro ultravioleta asi como su
solubilidad, punto de fusion y CCD fueron iguales que PEE2-b y

corresponden al mismo compuesto (flavona: diosmetina).

e. Solido PEAl-4-3a
Sélido blanco amarillento, por HPLC analitica presenté un tiempo de

retencion de 7,86 min (Fig. 23).

En el espectro de masas (EI-MS) presentd un peso molecular de 180
(Fig. 26).

En el espectro ultravioleta se presentan dos absorciones, a 212 nm con
un hombro a 240 nm y la otra a 330 nm con un hombro a 295 nm

caracteristico de un derivado del 4cido cindmico ! (Fig. 23).

Por HPLC analitica (Figs. 24 y 25) y por espectrometria de masas por
comparacion con la base de datos Wiley/NB (Fig. 27), se encontro

similar comportamiento que el 4cido cafeico.
Los resultados del analisis por HPLC y por espectrometria de masas

nos permiten deducir que el sélido PEA1-4-3a es acido cafeico (acido

3,4-dihidroxicinamico).

H X_-COH

Acido cafeico

Tesis publicada con autorizacion del autor

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




3 TENE,

4 \Zr ' UNIVERSIDAD
TESIS PUCP % CATOLICA

DEL PERU

f. Solido PEA1-6-5a
Se presentd como un solido verde cristalino, soluble en metanol y
etanol. En el cromatograma de HPLC (Fig. 31) se presenta a un tr de
12,88 min, por CCD en el sistema AcOEt-MeOH-H,O 37:5:3 presentd
un Rf de 0,22 luego de revelar con NP/PEG.

Por espectrometria de masas (Fig. 32) el i6n molecular es de 198
confirmado por espectrometria de masas de alta resolucion (Fig. 33).

La férmula global que le corresponde es de CoH;¢Os.

El andlisis de los fragmentos nos permiten hacer las siguientes
aseveraciones: la pérdida inicial de 18 unidades corresponde a la
pérdida de una molécula de agua debido a la presencia de un grupo
hidroxilo. El pico a 153 m/z corresponde a la pérdida de un grupo
carboxilo (M-45). El pico base a 123 m/z es tipico de un fragmento
bencilico dihidroxilado que por rearreglo origina un i6n ciclico de 7
miembros. Estos fragmentos permiten reconstruir la siguiente

estructura:

+
CH,-CHOH-COOH CH,-CH=0H
-45

A\

HO OH HO OH ['V'* - COOH

m/z 153
=75

m/z =123
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Para determinar la posicion de los grupos hidroxilo se utilizd
espectroscopia ultravioleta y reactivos de desplazamiento (Fig. 34). El
espectro en metanol presentd una absorcion a 330,9 nm y un pequefio
hombro a 290,2 nm caracteristico de compuestos derivados del acido

cindmico’’.

Con MeONa se observé desplazamiento batocromico (de 42,79 nm) e
hipercromico de la banda a 330,9 nm. Esto se explicaria por la
presencia de grupos hidroxilo en la molécula, los que sufren una

ionizacion con este reactivo >?,

Con tricloruro de aluminio (AICl;), se observd desplazamiento
batocrémico de la sefal a 330 nm (hasta 361,9 nm) que luego de la
adicion de HCI desaparece; este comportamiento es caracteristico de
los grupos hidroxilo en posicion orto, debido a que forman complejos
labiles con el AICl; descomponiéndose en presencia de acido’®>*.
Con 4cido borico/acetato de sodio, también los compuestos orto-

dihidroxilo presentan desplazamiento batocromico observandose este

efecto en la banda principal.

Por el comportamiento descrito se confirmo6 que el compuesto PEA1-
6-5a presenta los grupos hidroxilos en la posicion orto.
Luego el compuesto PEA1-6-5a es un derivado del acido cafeico cuya

estructura es la siguiente:

HO e /\{ggci}:ll
|
- H

HO

Acido 2 - hidroxicafeico

Tesis publicada con autorizacion del autor

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




TENE,

4 \\‘\T ' UNIVERSIDAD
TESIS PUCP % CATOLICA

DEL PERU

g. PEAL-6-6b
Por HPLC analitica se observan dos picos a 14,06 min y a 13,53 min

(Fig. 35).

En el espectro ultravioleta el compuesto mayoritario presenta una
absorcion a 330 nm y un pequefio hombro a 285 nm caracteristico de

. fia 3]
compuestos derivados del 4cido cindmico’ .

Por espectrometria de masas el compuesto (a tr 14,06 min) presenta un
peso molecular de m/z 212 (Fig. 36); picos importantes a 123 m/z y a
153 m/z contribuyen a la propuesta de su estructura y corresponden a
los mismos fragmentos estructurales presentes en PEA1-6-5a; a 123
m/z indica la presencia de un fragmento bencilico dihidroxilado y a
153 m/z a un sustituyente hidroxilo en carbono B de la cadena lateral
del anillo fenolico. El peso molecular 212 menos el fragmento 153,
corresponde a la pérdida de 59 uma lo que permite deducir dos
posibilidades para este fragmento:

a. Un grupo carboxilo y un grupo metileno (— CH,-COOH = 59 uma) 6
b. Un grupo éster metilico (— COO-CHj3 = 59 uma).

La falta de evidencia de pérdida de un grupo carboxilo acido a partir
del 16n molecular y también de un grupo metileno permite descartar la
primera posibilidad (a).

En el espectro de masas los grupos éster sufren ruptura en ambos
lados del grupo carbonilo™, el compuesto PEA1-6-6b presenta iones

fragmentos correspondientes a esta ruptura (Fig. 36).

Esto permite proponer la siguiente estructura para PEA1-6-6b:

Tesis publicada con autorizacion del autor

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




& od PONTIFICIA
TESIS PUCP gﬂ\éeagﬁm

DEL PERU

CH,-CHOH-C=0

! +  ocH,
(o}
CH,-CHOHICIOCH, H m/z=31

(0] OH
[I
A m/z=181
~ CH,-HC=0H
HO OH
+
M'= 212 -+ 9
C-OCH,
HO  OH
M/z=153 m/z=59

La poca cantidad de muestra obtenida no permitio realizar mayores

ensayos para este compuesto.

h. PEA1-4-6b
Se presentd como una sustancia resinosa. En el cromatograma HPLC
(Fig. 28), a un tiempo de retencion de 15,48 min se presenta el

compuesto mayoritario ademas de impurezas a 14,42 y a 18,33 min.

Por espectrometria de masas (Fig. 29), el compuesto mayoritario
presentd un peso molecular de 226. En el espectro ultravioleta se
observd una absorciéon a 330 nm y un hombro a 285 nm similar al
espectro ultravioleta de los compuestos PEA1-6-5a y PEA1-6-6b,

;s . , . . 31
tipicos de derivados del 4cido cinamico °.

En el espectro de masas, se observaron los picos a m/z 153 y a 123,
igual que para PEA1-6-5a y a PEA1-6-6b presentando por lo tanto los

mismos fragmentos y por tanto los siguientes grupos:
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+ +
CH. CH,-CH=OH CH,-CH-
g OH
HO OH HO OH
HO OH
HO OH m/z 153

m/z 123

En relacion al peso molecular 226, y al fragmento 153 la diferencia
corresponde a 73 uma, lo que permite considerar dos posibilidades:
a. Un grupo carboxilo 4cido y dos grupos metileno 6

b. Un grupo éster etilico.
El espectro infrarrojo (Fig. 30) permite descartar la primera posibilidad
por ausencia del estiramiento O-H caracteristico del acido carboxilico

(banda amplia entre 3300 — 2500 cm™, centrada en 3000 cm™)*%. Por

lo tanto la estructura propuesta para PEA1-4-6b es la siguiente:

o)
CH,-CHOH-C-OCH,CH,

H OH

Ester etilico del acido 2-hidroxicafeico

Es posible que PEA1-4-6b sea un artefacto formado por reaccion del
acido 2-hidroxicafeico con el etanol utilizado durante el proceso de

extraccion.
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COMENTARIO DE LOS COMPUESTOS AISLADOS

Del extracto etanolico de Lepechinia meyenii (Walp.), siguiendo el
método descrito en el presente trabajo se han identificado cinco
compuestos: carnosol, diosmetina, acido ursolico, acido cafeico y
acido 2-hidroxicafeico; ademas se han propuesto las estructuras de dos

derivados del acido hidroxicafeico.

En Lepechinia meyenii (Walp.) se ha reportado la presencia de acido
carnosico®, un diterpeno de conocida inestabilidad y facilidad a
degradarse por accion de la temperatura y el pH *°. El carnosol es
considerado como el primer producto de oxidacion del acido carnosico

y es conocida su importante contribucion a la actividad antioxidante

en especies como en el Rosmarinus officinalis, L. hastata y otras ***’;

sin embargo en esta especie este diterpeno pareciera no ser el

compuesto que le confiere la mayor actividad.

El flavonoide Diosmetina (5,7,3’-trihidroxi-4’-metoxiflavona) presenta
una baja actividad antioxidante y no ha sido reportado en otras

especies de este género.

El compuesto PEE2-a, 4cido ursoélico, si bien resultd ser un triterpeno
carente de actividad antioxidante por el método utilizado, es
importante resaltar algunas de sus propiedades como: protector contra
dafios hepaticos en animales de experimentacidon, antiinflamatorio,
antihiperlipidémico y promotor de los efectos antitumorales. Por estas
propiedades y por ser relativamente no toxico es usado en cosméticos

y en productos médicos, en la terapia para pacientes >*.

De las nueve fracciones obtenidas a partir del extracto etandlico, la
fraccion PEA1 presentd la mejor actividad antioxidante; luego de su
fraccionamiento, la subfraccion 6 la superd en actividad, siguiéndole

la subfraccion 4. El compuesto PEA1-6-5a, 4cido 2- hidroxicafeico
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presentd una actividad antioxidante a 10 pg/mL de 94,15 %, mayor
que la determinada para la fraccion de la cual proviene (90,36 %), y
su ECsp (3,36 ug/mL) resulté ser mejor que el de la rutina (7,09
ng/mL) y comparable al de la quercetina (3,96 pg/mL). El acido
cafeico y los compuestos derivados del acido 2-hidroxicafeico
presentan también buena actividad antioxidante (Tablas 13 y 14) y
debe destacarse que estos compuestos a pesar de ser conocidos no

habian sido reportados en especies del Género Lepechinia.

La presencia en el extracto etandlico y sus fracciones de otros
compuestos con similares espectros ultravioleta a PEA1-6-5a, PEA1-
6-6b, PEA1-4-6b y al acido cafeico permiten deducir la existencia de
otros derivados del acido cafeico en este extracto. El acido cafeico y
sus derivados son conocidos por su buena actividad antioxidante®®**.
La presencia de estos en el extracto de Lepechinia meyenii (Walp.)

serian los principales responsables de su actividad antioxidante.

DE LOS COMPUESTOS PRESENTES EN OTRAS
FRACCIONES

Las subfracciones de PEA1: 4-1, 4-2, 4-7 y 4-8 fueron analizadas por
HPLC (Anexo: Figs. 50, 51, 52 y 53) mostrando escasa complejidad.
Por las caracteristicas de sus espectros ultravioleta se puede deducir
que algunos de los compuestos son derivados del acido cafeico. La
poca cantidad de muestra obtenida en cada caso no permitid realizar

mayores ensayos para determinar sus estructuras.
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V. CONCLUSIONES

1.- De los 62 extractos etanolicos procedentes de 53 especies vegetales de la zona
andina y amazodnica del Peru, evaluados por el método de neutralizacion del radical
libre DPPH so6lo 9 presentaron actividad destacable. Seis (9,68 %) de los extractos
presentaron actividad antioxidante entre 25-50 %, dos (3,22 %) entre 50,1 y 75 % y
el extracto M13639 (1,61 %) presenté mas del 75 % de actividad antioxidante a 10

pug/mL.

2.- De la comparacion del ECsy de los 9 extractos més activos con rutina (ECso = 7,09
pug/mL), el extracto M13639 fue 25 % mas activo (ECso= 5,31pug/mL) y el extracto
M13628 (ECso= 7,54 ng/mL) fue 6,35 % menos activo.

3.- El extracto R-5, Lepechinia meyenii (Walp.), procedente del departamento de
Ancash estuvo incluido entre los extractos mas activos, presentando 42,96 % de

actividad antioxidante a 10 pg/mL y su ECs fue de 14,54 pg/mL.

4-  Del fraccionamiento del extracto etandlico de Lepechinia meyenii (Walp.), la
fraccion que presentd la mayor actividad antioxidante fue PEA1 con 90,36 % a 10
pg/mL y de 96,24 % a 50 pg/mL; y de este las subfracciones PEA1-4 y PEA1-6 a la
concentracion de 10 pg/mL presentaron las mayores actividades (89,79 y 93,99 %

de actividad respectivamente).

5.- De la separacion guiada por la actividad antioxidante se aisldé el compuesto de
mayor actividad, el 4cido 2-hidroxicafeico con un 94,15 % de actividad a la
concentracion de 10 pg/mL; valor mayor al de la fraccion de donde procede y al del
extracto etanodlico total. Su ECsy fue de 3,46 ug/mL superior al de rutina (7,09
pg/mL) y al de quercetina (3,96 pug/mL). También se aislo el diterpeno carnosol
con una actividad antioxidante de 60,83 % a 10 ug/mL; su ECs, fue de 8,19 pg/mL.

6.- Se identifico al 4cido cafeico (ECso= 5,62) de reconocida actividad antioxidante y a

dos ésteres del acido 2-hidroxicafeico, el 3-(3,4-dihidroxifenil)-2-hidroxipropa-
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noato de metilo (ECsp = 5,63) y al 3-(3,4-dihidroxifenil)-2-hidroxipropanoato de
etilo (ECso= 5,64).

7.-  Otros compuestos aislados a partir del extracto etandlico de Lepechinia meyenii
(Walp.) fueron: el 4cido ursélico y el flavonoide 3, 5,3 ’—trihidroxi-4’-metoxiflavona
(diosmetina) los que no presentaron significativa actividad antioxidante (0,0 % y

1,33 % a la concentracion de 10 pg/mL respectivamente).

8.- El aceite esencial de Lepechinia meyenii (Walp.), no presentd actividad
antioxidante (0,31 % a la concentracion de 10 pg/mL) por el método de
neutralizacion del radical libre DPPH. Del analisis del aceite esencial por
cromatografia de gases — espectro de masas y comparacion con la base de datos
Wiley-NBs, se identifico la presencia de a-pineno, B-pineno, limoneno, 1,8-cineol,
linalool, transverbenol, pinocanfona, transpinocarvenilacetato, mirtenilacetato, [3-

bisaboleno, d-cadineno y guaiol.

Tesis publicada con autorizacion del autor

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




TENE,

4 \\“T ' UNIVERSIDAD
TESIS PUCP % CATOLICA

DEL PERU

VI. BIBLIOGRAFIA

l.- Eggers, M. 2000. Zusammen setzung und variation &dtherisher 6le von Pflanzender
venezolanischen Anden unter besonderer Berficksichtigung der Gatting
Lepechinia Willd. (Lamiaceae). Tesis doctoral. Pharmazie. Universitat Hamburg.

2.-  Hart, C. 1983. Systematic and evolutionary studies in the genus Lepechinia
(Lamiaceae). Dissertation, Harvard, USA. Bazé KZP-zobrazeni vice tudaju
zaznanmu. http://www.omega.nkp.cz:4001/

3.-  Epling, C. 1937. Sinopsis of South American Labiatae. Rep. sp. novarum, Beihefte
85.

4.- Jonathan, L.; Chun-Tao Ch.; Pezzuto J.; Fong H. y Farnsworth N. 1989. 7-O-
methylhorminone and other cytotoxic diterpenequinones from Lepechinia bullata.
J. Natural Products 52 (3), 571 — 575.

5.- Delgado, G.; Sénchez, J; Hernandez, J.; Chavez, M. 1992. Abietanoid acid from
Lepechinia caulescens. Phytochemistry 31, 3159-3161

6.- Delgado, G.; Hernéndez, J.; Chavez, M.; Alvarez, L.; Gonzaga, V. y Martinez. E.
1994. Di-and-triterpenoid acids from L .caulescens. Phytochemistry 37, 1119-
1121.

7.- Delgado, G.; Sénchez, E.; Cardenas, X.; Alvarez, L.; Romo de Vivar, A.; Pereda-
Miranda, R. 1986. New oleanane and isopimarane terpenoids from Lepechinia
glomerata. J. Chem. Res. Miniprint 8, 2565-2579.

8.- Bruno, M.; Savona, G.; Piozzi, F.; De La Torre, M.; Rodriguez, M. 1991.
Abietane diterpenoids from Lepechinia meyenii and Lepechinia hastata.
Phytochemistry 30, 2339-2343.

9.- Dimayuga, R.; Garcia, S.; Nielsen, P.; Christophersen, C. 1991. Traditional
medicine of Baja California Sur (Mexico) III: Carnosol, a antibiotic from
Lepechinia hastata. J. Ethnopharmacol. 31, 43-48.

10. - Ahmed, A.; Adams, A.; Mabry, T. 1996. Sesquiterpenes from Lepechinia
urbaniana. Planta Médica 62, 385-386.

Tesis publicada con autorizacion del autor

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




TESIS PUCP

TENE,

5t %5

PONTIFICIA
UNIVERSIDAD

CATOLICA
DEL PERU

11. -

12. -

13.-

14.-

15.-

16.-

17. -

18. -

19.-

20.-

Eggers, M.; Sinmwell, V.; Stahl-Biskup, E. 1999. Spirolepechinina, a

spirosesquiterpene from Lepechinia bullata. (Lamiaceae). Phytochemistry 51,
987-990.

Lawrence, B.; Morton, J. 1979. Volatile constituents of Lepechinia calycina.
Phytochemistry 18, 1887.

Valenzuela, L.; Vila, R.; Canigueral, S.; Adzet, T. 1992. The esencial oil of
Sphacele chamaedryoides. Planta Médica 58, 273-274.

Velazco, A.; Pérez-Alonso, J.; Esteban, J; Guzman, C.; Zygadlo, J and Ariza-
Espinar, L. 1994. Essential oil of Lepechinia floribunda. (Benth). Epl. J. Essential
oil Res. 6; 539-540.

Mango, R.; Chavez, J.; Lock, O. 1990. Sesquiterpene guaiol from Lepechinia
meyenii. Rev. Latinoamer. Quim. 21 (2), 63-66.

Montes, M.; Valenzuela, R.; Wilkominsky, F. 1983. Aceite esencial de salvia.
Lepechinia salviae (Lindl.) Epl. Anal Real Acad. Farm. 49, 257-262.

Stashenko, E.; Puertas, M.; Martinez, J. 2002. SPME determination of volatile
aldehydes for evaluation of in-vitro antioxidant activity. Anal. Bioanal. Chem.
373, 70-74.

Ciccd, J.; Soto, V. and Poveda, L. 1999. Essential oil of Lepechinia schiedeana

(Lamiaceae) from Costa Rica. http://www.ots.duke.edu/tropibiojnl/claris/47-

2/ciccioEs.html.

Alpande, A.; Correa, J.; Goltlieb, O. 1972. Oleos terpénicos do Estado do Rio de
Janeiro. Anal. Acad. Brasil. Cienc. 44, 320.

Rossi, C.; Arias, G.; Lozano, N. 2002. Evaluacién antimicrobiana y fitoquimica
de Lepechinia meyenii (Walp.) “Salvia”. Instituto de Investigacion en Ciencias
Farmacéuticas y Recursos Naturales. Farmacia, Lima. Ciencia e investigacion 5
(1).

http://www.sisbib.unmsm.edu.pe/BvRevistas/ciencia/vol SN1_2002/evaluaci%C3

%B3n_antimicrobiana.htm.

Tesis publicada con autorizacion del autor

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



http://www.ots.duke.edu/tropibiojnl/claris/47-2/ciccioEs.html
http://www.ots.duke.edu/tropibiojnl/claris/47-2/ciccioEs.html
http://www.sisbib.unmsm.edu.pe/BvRevistas/ciencia/vol_5N1_2002/evaluaci%C3%B3n_antimicrobiana.htm
http://www.sisbib.unmsm.edu.pe/BvRevistas/ciencia/vol_5N1_2002/evaluaci%C3%B3n_antimicrobiana.htm

TENE,

4 \\“T ' UNIVERSIDAD
TESIS PUCP % CATOLICA

DEL PERU

21.- Rojas, R.; Bustamante, B.; Bauer, J.; Fernandez, I.; Alban, J.; Lock, O. 2003.
Antimicrobial activity of selected Peruvian medicinal plants. J. Ethopharmacol.
88 (2-3) 199-204.

22.-  Cheeseman, K. & Slater, T. 1993. Free Radicals in Medicine. British Medical
Bulletin Vol 49 (3), pp. 481 — 491.Churchill, Livingstone.

23.- Luigi Dorio, E. 2002 .CD-ROMs test and oxidative stress assessment. DIACRON
INTERNATIONAL, s.r.l. www.diacron.com

24.-  Sang Kook Lee; Zakaria, H.; Mbwambo, H.; Gomez, E.; Mehta, R.; Douglas, A.

and Pezzuto, J. 1998. Evaluation of the antioxidant potential of natural products.
Combinatorial Chemistry & High throughput Screening 1, 35-46.

25.- Chavez, R.; Plaza,A.; Lock, O. 1996. Antioxidantes de origen vegetal. Revista de
Quimica, X.(1),71-101.

26.- Avendano L, C. 2001. Introduccion a la Quimica Farmacéutica. 2da edicion Mc
Graw-Hill/ Interamericana de Espafia, pp. 575 — 598.

27.- Mensor, L.; Menezes, F.; Leitao, G.; Reis, A.; Dos Santos, T.; Coube, C.; Leitao,
S. 2001. Screening of Brazilian plants extracts for antioxidant activity by the use
of DPPH Free radical method. Phytotheraphy Res. 15, 127-130.

28. - Fukumoto, L.; Mazza, G. 2000. Assessing antioxidant and prooxidant activities of
phenolic compounds. J. Agric. Food Chem. 48, 3597-3604.

29. - Nenadis, N.; Tsimidov, M. 2002. Observations on the estimation of scavenging
activity of phenolic compound using rapid 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl. (DPPH)
Tests. JAOCS, 79 (12), 1191 - 1195.

30.- Lock de Ugaz, O. 1994. Investigacion Fitoquimica. Métodos en el Estudio de
Productos Naturales. Fondo Editorial Pontificia Universidad Catolica del Peru.
Lima.

31.- Robbins, R. 2003. Phenolic acids in foods: An overview of analytical
methodology. J. Agric. Food Chem. 51, 2866 — 2887.

32. - Silverstein, R. 1998. Spectrometric Identification of Organic Compounds. Wiley

International. New York.

Tesis publicada con autorizacion del autor

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



http://www.diacron.com/

TESIS PUCP

TENE,

5t %5

PONTIFICIA
UNIVERSIDAD

CATOLICA
DEL PERU

33. -

34. -

35. -

36.-

37.-

38. -

39.-

40.-

41. -

42.-

Budzikiewicz, H. and col. 1964. Structure Elucidation of Natural Products by

Mass Spectrometry. Vol Il: Steroids, terpenoids, sugars and miscellancous
classes. Holden-Day, INC.

Mabry, T; Markham, K. and Thomas, M. 1970. The Systematic Identification of
Flavonoids. Springer-Verlarg. Berlin.

Hesse, M.; Meier, H. y Zeeh, B. 1999. Métodos Espectroscopicos en Quimica
Organica. 2da edicion. Editorial Sintesis. S.A.

Wagner, H. and Mohan,V. 1976. C*-NMR — Spektren naturlich vorkommender
flavonoide. Tethahedron Letters 21, 1799 — 1802.

Backleh, M.; Leupold G. and Parlar, H. 2003. Rapid quantitative enrichment of
carnosic acid from Rosemary (Rosmarinus officinalis L.) by isoelectric fowsed
adsorptive bubble chromatography. J. Agric. Food Chem. 51, 1297 — 1301.

Liu, Jie. 1995. Pharmacology of oleanolic acid and wursolic acid. J.
Ethnopharmacol. 49, 57-68.

Takenaka, M.; Yan, X.; Yoshida, M.; Nagata,T. and Nakanishi, T. 2003. Caffeic
acid derivates in the roots of Yacon (Smallanthus sonchifolius). J. Agric. Food
Chem. 51, 793-796.

Bratt, K.; Sunnerheim, K.; Bryngelsson, S.; Fagerlund, A.; Engman, L.; Anderson,
R. and Dimberg, L. 2003. Avenanthramides in oats (Avena sativa L.) and
structure-antioxidant activity relationships. J. Agric. Food Chem. 51, 594-600.
Lamaison J., and col. 1991. Rosmarinic acid content and antioxidant activity in
French Lamiaceae. Fitoterapia LXII (2), 166 — 171.

Hong, J.; Ho, Ch. 1997. Antioxidant activities of caffeic acid and its related

hydroxycinnamic acid compounds. J. Agric. Food Chem. 45, 2374 — 2378.

Tesis publicada con autorizacion del autor

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




TESIS PUCP

PONTIFICIA
UNIVERSIDAD

CATOLICA
DEL PERU

VIl.  ANEXOS

a.- Cromatograma HPLC

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=700,50 (D:\02_11_07\LEPE0007.D)
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Fig. 44. Cromatograma HPLC y espectros ultravioleta de PEO2A
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a.- Cromatograma HPLC

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=700,50 (D:\02_11_07\LEPE0008.D)
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Fig. 45. Cromatograma HPLC y espectros ultravioleta de PEO2B
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a.- Cromatograma HPLC

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=700,50 (D:\02_11_07\LEPEO0009.D)
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Fig. 46. Cromatograma HPLC y espectros ultravioleta de PEO3
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DAD1 A, Sig=254,4 Ref=700,50 (D:\02_11_07\LEPE0012.D)
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Fig. 47.
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a.- Cromatograma HPLC

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=700,50 (D:\02_11_07\LEPE0011.D)
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Fig. 48. Cromatograma HPLC y espectros ultravioleta de PEE1B
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Fig. 49. Cromatograma HPLC y espectros ultravioleta de PEA2
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Fig. 50. Cromatograma HPLC y espectros ultravioleta de la subfraccién PEA1-4,1
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Fig. 51. Cromatograma HPLC y espectros ultravioleta de subfraccion PEA1-4,2
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Fig. 52. Cromatograma HPLC y espectros ultravioleta de subfraccion PEA1-4,7
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Fig. 53. Cromatograma HPLC y espectros ultravioleta de la subfraccion PEA1-4,8
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