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RESUMEN

Cordia lutea Lam (Flor de Overo) es una planta usada en la medicina
tradicional Peruana como remedio para el tratamiento de desordenes
gastrointestinales, hepatitis y dolor de rifiones. El fraccionamiento biodirigido del
extracto etanolico obtenido a partir de las flores, utilizando un ensayo de
microdilucion en caldo, permitié realizar el aislamiento de tres fracciones
purificadas: SC1 (2), SC2 (2) y SC3 (2). Estas fracciones presentaron una
concentracion minima inhibitoria (CMI) de 31.3 pg/mL frente a una cepa de
referencia de Helicobacter pylori (CIP 193995). Se evalud la citotoxicidad de SC1
(2), SC2 (2) and SC3 (2) frente a macrofagos murinos (RAW 264.7). Las tres
fracciones mostraron una elevada toxicidad en término de concentracion
inhibitoria media (Clso= 4.2+2.5, 3.8+1.5 y 8.8+3.3, respectivamente). Cada una
de las fracciones purificadas SC1 (2), SC2 (2) y SC3 (2) estuvieron conformadas
por una mezcla de dos saponinas esteroidales. El analisis realizado mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas, en conjunto con
métodos espectroscopicos (RMN) permitio la identificacion de los compuestos
presentes en cada una de las fracciones. Los seis compuestos identificados
presentaron un nucleo esteroidal en comun (4a,14a-dimetilesterol), por primera

vez descrito para C. lutea

Palabras claves: Cordia lutea, Helicobacter pylori, saponinas esteroidales,

dimetilesterol.



ABSTRACT

Cordia lutea Lam (Flor de Overo) is a plant used in Peruvian traditional
medicine as a remedy for the treatment of gastrointestinal disorders, hepatitis and
kidney pain. Bio-guided fractionation of the ethanol extract of the flowers using a
broth microdilution assay, led to the isolation of three main purified fractions:
SC1 (2), SC2 (2) and SC3 (2). These fractions showed a minimum inhibitory
concentration (MIC) of 31.3 pg/mL against a Helicobacter pylori reference strain
(CIP 193995). Cytotoxicity of SC1 (2), SC2 (2) and SC3 (2) was evaluated using
3-(4, 5-dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay
against murine macrophages (RAW 264.7). The three fractions showed high
cytotoxicity on terms of median inhibitory concentration (ICs0=4.2+2.5, 3.8+1.5
and 8.8+3.3, respectively). Each of these purified fractions: SC1 (2), SC2 (2) and
SC3 (2), consisted on a mixture of two steroidal saponins. Liquid chromatography
coupled to Electrospray ionization mass spectrometry (LC/UV/ESI-MS)
combined with spectroscopic methods (NMR) was used for compound
identification. All six compounds identified, presented a steroidal nucleus in

common (4a,14a-dimethylsterol) for the first time identified in C. lutea.

Key words: Cordia lutea, Helicobacter pylori, steroidal saponins, dimethylsterol



l. INTRODUCCION

Més del 50% de medicamentos que ha sido introducido en el mundo fueron
inspirados en productos naturales; sin embargo el interés por el descubrimiento
de nuevos agentes terapéuticos obtenidos a partir de fuentes naturales fue dejado
de lado por parte de las grandes industrias farmacéuticas, debido principalmente a

la aparicion de la quimica combinatoria.(1)

Este enfoque trajo como resultado que desde 1981 hasta el afio 2002
ningln compuesto combinatorio fue registrado como medicamento aprobado y el
numero de nuevos farmacos que entraron al mercado disminuyo a la mitad.(1)La
baja tasa de emergencia de nuevos agentes terapéuticos se hace evidente cuando
se examina la historia de aprobacion de agentes antibacterianos por parte de la

FDA (Food and Drug Administration). (2)

Durante los 30 afios que siguieron a la introduccion de los primeros
antibacterianos, se descubrieron y desarrollaron una amplia gama de
medicamentos para tratar enfermedades infecciosas. Sin embargo, a partir de los
afios sesenta el descubrimiento de nueva clases de medicamentos antibacterianos,
definidos como farmacos con un mecanismo de accién completamente nuevo,
disminuyé preocupantemente. La mayoria de compuestos introducidos desde
aquel tiempo fueron modificaciones quimicas de clases de drogas descubiertas

previamente.(2, 3)



El interés por el estudio de las plantas medicinales como fuente de
antimicrobianos ha crecido enormemente durante los Gltimos afios y muchas de
ellas cuentan con estudios de actividad in vitro que muestran su potencial como
agentes terapéuticos. Tomando en cuenta que solo una fraccion de plantas
medicinales reportadas ha sido investigada quimicamente, el estudio
multidisciplinario de éstos recursos permitiria descubrir nuevas clases de
compuestos que puedan ser usados directamente en su forma quimica original,
como precursores de drogas o derivados sintéticos; ademas de contribuir con la

valoracion del uso tradicional de la planta en estudio.(4, 5)

El esquema de aislamiento de compuestos usado en el presente trabajo, esta
basado en el fraccionamiento biodirigido. Este esquema incluye entre varios
aspectos a la identificacion y documentacion de la planta de estudio, el esquema
de extraccion, la seleccion del bioensayo, la obtencién de valores representativos
de actividad in vitro (CI50, C190, CMI, CMB, etc.) y su comparacion con un
compuesto de referencia. Todos estos aspectos garantizan la seleccién del
extracto o compuestos aislados con actividad antimicrobiana relevante durante un

esquema de aislamiento y que sean dignos de seguimiento.(6)

La informacion obtenida a partir de encuestas realizadas por el grupo de
etnobotanicos del Instituto de Investigacion para el Desarrollo (IRD-Francia)
permitio identificar diferentes especies usadas para tratar problemas
gastrointestinales. Del grupo de plantas que presentaron actividad anti-

Helicobacter pylori se seleccion6 a Cordia lutea Lam., por presentar buena



actividad in vitro. El objetivo del presente trabajo fue realizar el fraccionamiento
biodirigido y caracterizacion de uno o mas compuestos anti-Helicobacter pylori

a partir de esta planta medicinal.



I1. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

2.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Helicobacter pylori es considerado como el agente causal de la gastritis
aguda y cronica y ademas de ser uno de los factores que contribuyen a la etiologia
multifactorial de la Ulcera péptica, el adenocarcinoma gastrico y el linfoma tipo

MALT (Mucosal Atypical Lynphoid Tissue) de bajo grado de malignidad.(7)

La infeccidon causada por este patdgeno se presenta a nivel mundial, sin
embargo hay diferencias substanciales en la prevalencia de infeccion entre paises
industrializados (50% de prevalencia) y paises en vias de desarrollo donde se

alcanzan valores de hasta 80%.(7)

En el Perd, particularmente en niveles socioecondmicos bajos, el
hacinamiento y las pobres condiciones de saneamiento facilitan no solo la
transmision de esta bacteria desde una edad muy temprana, sino que también
niveles importantes de recurrencia. Ademas, la existencia de factores
moduladores de carécter nutricional e inmunoldgico podria determinar una mayor
prevalencia de cancer gastrico, la cual representa la primera causa de mortalidad

por cancer en nuestro pais.(8, 9)

Las plantas medicinales como legado de la medicina tradicional peruana,
herencia de tiempos precolombinos, sigue siendo la primera instancia de consulta

y tratamiento en nuestro pais debido a que constituyen recursos ancestrales



enraizados en el propio medio cultural, erigiéndose como una necesidad primaria
en el sistema de salud y en la estructura econdmica de sectores menos
privilegiados que no pueden costear el elevado gasto farmacéutico. El esfuerzo
por integrar la medicina popular tradicional con el sistema de salud nacional ha
dado como resultado en la formacion de un programa de medicina
complementaria que cuenta en la actualidad con mas de cincuenta locales de
atencion distribuidos por todo el Pert, ademas de contar con diferentes
publicaciones entre las que destacan un Manual de Fitoterapia (respaldada por la
Organizacion Panamericana de Salud) que incluye dentro de sus volimenes una
seccidn acerca de la enfermedades gastrointestinales y donde se muestra un

listado de plantas utilizadas para combatir la enfermedad ulcero-péptica.(10)

El potencial de muchas plantas peruanas utilizadas en la medicina

tradicional como fuentes de nuevos compuestos con actividad anti- Helicobacter

pylori adn falta ser investigado.

Considerando lo anteriormente expuesto, se plantea la siguiente pregunta:

¢Es posible realizar el aislamiento biodirigido y caracterizacion de uno o

mas compuestos anti-Helicobacter pylori a partir de Cordia lutea Lam?



2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 HELICOBATER PYLORI

Helicobacter pylori es una bacteria Gram- negativa de forma espiral, de 2 a
4 um de largo y de 0,5 um a 1um de ancho. Puede aparecer como baston curvo,
mientras que las formas cocoides aparecen luego de un cultivo prolongado in
vitro o tratamiento con antibidticos. Presenta de 2 a 6 flagelos envainados que le
confieren motilidad y le permiten un movimiento rapido en la capa mucosa que

recubre las células epiteliales géastricas.(7)

Entre los aspectos mas importantes de su metabolismo resaltan su actividad
oxidasa y catalasa positiva, caracteristicas que son frecuentemente usadas en su
identificacion. Es una bacteria microaerofilica que no tolera altas concentraciones
de oxigeno en su medio, pero requiere al menos 2% de O para sobrevivir debido
a que lo utiliza como aceptor final de electrones. Ademas de catalasa (KatA),
expresa enzimas tales como superoxidodismutasa (SodB) y alquilhidroperédxido
reductasa (AhpC) las cuales le confiere resistencia al estrés oxidativo producido

por el sistema inmune. (7)

Otro de las componentes claves que caracteriza metabo6licamente a H.
pylori es la presencia de la enzima citoplasmatica ureasa, la cual participa no solo
en el metabolismo del nitrogeno (sintesis de aminoacidos) sino que también le
confiere resistencia al medio acido del estdbmago (permite la colonizacion)

ademas de ser considerado como un factor de virulencia.(7)


http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria_Gram_negativa
http://es.wikipedia.org/wiki/Flagelo_bacteriano

Esta enzima es vital para el mantenimiento de la homeostasis del pH en el
espacio periplasmico de la bacteria, el cual es mantenida a valores de pH
alrededor de 6.1 a pesar de presentarse un pH externo tan bajo como de 2.0. Este

pH del espacio periplasmico facilita el mantenimiento de un pH citoplasmatico de

7.0 y un potencial transmembrana de -100mV (Avy), condiciones que permiten el

crecimiento de H. pylori en el nicho géstrico.(11, 12)

La enzima ureasa, se trata de una metaloenzima de alto peso molecular que

cataliza la hidrolisis de urea como se muestra en la siguiente reaccion(7, 13):

Ureasa
H2N_CO_NH2 + HZO — 2NH3 + C02 + Hzo

El transporte de urea hacia la célula es facilitada gracias a un canal pH
dependiente denominado Urel, el cual permite que la urea tenga acceso a la
ureasa citoplasmatica y de ésta manera se garantiza la produccion intrabacteriana
de NH3 y CO>. EI NH3z producido migra hacia el espacio periplasmico y junto a
otro mecanismo en el que participan anhidrasas carbonicas, ayuda a mantener el
pH neutro del espacio periplasmico. También puede alcalinizar en cierto grado el

medio externo cuando logra difundir a través de la membrana externa.(12)


https://es.wikipedia.org/wiki/Cat%C3%A1lisis
https://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3lisis
https://es.wikipedia.org/wiki/Urea

2.2.2 DETERMINANTES PATOGENICOS DE HELICOBACTER PYLORI

Los determinantes patogénicos de H. pylori pueden ser divididos en dos
grupos: los factores de mantenimiento, los cuales le permiten a la bacteria
colonizar y mantenerse en el hospedero y los factores de virulencia, los cuales
contribuyen a la patogenicidad producida por la bacteria. Los factores de
virulencia a su vez contribuyen con los tres mayores efectos producidos por H.
pylori: inflamacion géstrica, disrupcion de la barrera gastrica y alteracion de la
fisiologia géastrica. Es posible que varios de los factores funcionen tanto como

factores de mantenimiento como de virulencia.

Tabla N°1: Factores de mantenimiento presentes en H. pylori (7, 14, 15)

Motilidad

- Flagelo: Movimiento activo a través de la mucina

Enzimas adaptativas

- Ureasa: resistencia al medio acido
- Catalasa y SuperOxidodismutasa: Resistencia a los leucocitos polimor-
fonucleares (PMN)

- Homologos de las proteinas de choque térmico

Adhesinas y receptores celulares

- BabA(HopS): Proteina de adhesion mejor caracterizada que media la union con
antigenos sanguineos fucosilados Lewis b (Le®) presentes en las células del
hospedero.

- OipA(HopH): Asociada con incremento in vitro e in vivo de IL-8.

- SabA(HopP):Uniodn a antigenos sialil-Le* y Sialil Le? (inflamacién crénica y
atrofica).




Evasion del sistema inmune

- Diversidad genética

- Mimetismo molecular-Antigenos Lewis (LPS)

- Evasion de la respuesta innata: Previene la produccion de NO a traves de la
enzima arginasa.

- Citotoxina Vacuolante (VacA): Interfiere con la via de sefializacion de IL-2 y
por tanto disminuye la proliferacion y activacion de células T (inmunidad
adaptativa).Interfiere también con la presentacion de antigenos mediados por
MHC Il

Tabla N°2: Factores de virulencia de H. pylori (7, 14, 15)

Induccion de la inflamacidn gastrica persistente

- Lipopolisacaridos: Modulan la actividad inflamatoria, debido principalmente a la
inusual estructura del lipido A. Ademas cadenas laterales presentes en los LPS

presentan homologia con antigenos Lewis (mimetismo molecular).

- Induccidn (BabA y CagA) de la secrecion de IL- 8 por parte de células epiteliales y
macrofagos: potente mediador inflamatorio responsable del reclutamiento vy

activacion de neutréfilos (Inmunidad innata).

- Induccion de la produccion de citoquinas por parte de macréfagos como IL-12
permite el reclutamiento de células T (principalmente) y células B (inmunidad

adaptativa).

- Ureasa: Activacion de los fagocitos mononucleares y produccion de citoquinas pro-

inflamatorias en etapas iniciales de la infeccion.




Disrupcion de la barrera mucosa gastrica

- Fosfolipasas: H. pylori interrumpe la capa protectora de fosfolipidos en la membrana
apical de las células mucosas.

- Mucinasa

- Citotoxina Vacuolante (VacA): Formacion de canales en la membrana, induccion de
apoptosis (epitelio gastrico).

- Citotoxina asociada al gen A (CagA) y el aparato de secrecion tipo IV (PAI):
Cambios conformacionales de las células epiteliales, inmuno-modulacién (apoptosis
de las células T)

- Especies reactivas de oxigeno por parte de neutréfilos.

Alteracion de la homeostasis gastrica

- Disminucion dela secrecién de somatostatina
- Hipergastrinemia

- Disminucién de la respuesta de las células parietales a la gastrina

2.2.3 MANIFESTACIONES CLINICAS Y PATOGENESIS DE LA

INFECCION CAUSADA POR HELICOBACTER PYLORI

Cuando H. pylori coloniza la mucosa gastrica humana produce una gastritis
superficial que puede permanecer sin mayor complicacién durante el resto de la
vida o al cabo de afios o décadas contribuir con el desarrollo de enfermedades

digestivas de diferente gravedad (Ver Figura N°1).(7)

Cuando se estudia a un grupo de poblaciones infectadas con Helicobacter

pylori y que presentan gastritis se pueden diferenciar dos patrones: el primero de

ellos afecta preferentemente a la mucosa antral, cursa sin atrofia, es mas frecuente
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en areas industrializadas y se relaciona con un elevado riesgo de presentar Ulcera
duodenal y un bajo riesgo de carcinoma gastrico. El segundo patron conocido
como pangastritis o gastritis atrofica multifocal afecta la totalidad de la mucosa
gastrica, es mas prevalente en paises subdesarrollados y se asocia con una elevada

incidencia de adenocarcinoma.(16)

Ulcera

| —> Duodenal

o
S
&) .
‘g i Gastritis Gastritis
< o crénica Crénica
S Asintomatica
Y
3 "

Gastritis
)
~ aguda —’ Ul,cer?
A _ . Géastrica

. & Gastritis

Pangastritis atréfica Ny Cancer gstrico

Figura N° 1: Representacion de la historia natural de la infeccion con

Helicobacter pylori. Fuente: Gerrits M. et al (17)

La aparicion de estas diferentes manifestaciones digestivas de diferente
gravedad depende de la compleja interaccion de factores del hospedero,

ambientales y bacterianos.(7-9)
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2.24 TRATAMIENTO Y RESISTENCIA

Entre las principales indicaciones para la erradicacion de Helicobacter

pylori dadas por el consenso de Maastricht Il (2000), se tiene a Ulcera gastrica y

duodenal, gastritis atréfica y el Linfoma géstrico (MALT).(18, 19)

A diferencia del segundo y tercer consenso de Maastricht, el cuarto

consenso (2012) toma en cuenta la prevalencia de resistencia a Claritromicina

para la eleccion del tratamiento de primera y segunda linea. (18-20)

Tabla N°3: Guia usada para el tratamiento de la infeccion por Helicobacter pylori

basada en las directrices del consenso de Maastricht 1VV-2012.

Regiones con baja prevalencia de

Regiones con alta prevalencia de

Régimen N L . L
resistencia a Claritromicina resistencia a Claritromicina
) o -Terapia cuadruple con Bismuto.
- PPI*+Claritromicina si ‘ o]
. o _ i no esta disponible:
Primera | Amoxicilina/Metronidazol 6 o _
linea o _ - Terapia cuadruple (Secuencial o
- Terapia cuadruple con Bismuto )
concomitante).
L . .| - PPI*+Levofloxacino/Amoxicilina
Segunda Terapia cuadruple con Bismuto 0
linea - PPI*+Levofloxacino/Amoxicilina
Tercera Basado solamente en Test de susceptibilidad
linea

Nota: Baja prevalencia de resistencia a Claritromicina: < 20%, alta prevalencia de

resistencia a Claritromicina: >20%. PPI*: Inhibidor de bomba de protones.

Un meta-analisis reportdé de manera general las tasas mundiales de

resistencia a los antibiéticos utilizados en el tratamiento frente a H. pylori: 17%
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para claritromicina, 26.7 % para metronidazol, 11.2% para amoxicilina, 16.2%
para levofloxacino, 5.9 % para tetraciclina y 1.4% para rifabutina. En promedio,
la tasa de prevalencia de resistencia a claritromicina, metronidazol vy
levofloxacino se incrementd significativamente en Europa, Asia, América y
Africa. Sin embargo se tiene que tomar en cuenta que estos valores reflejan solo
un aumento en los porcentajes de resistencia a nivel mundial y tiene que
analizarse de acuerdo a cada region geografica y los factores asociados a cada

poblacién.(21)

La efectividad de los tratamientos mas recomendados ha disminuido a
niveles alarmantes de erradicacion (70-85%) debido principalmente al desarrollo
de resistencia a claritromicina. EIl tercer y cuarto consenso de Maastricht
recomienda precisamente que el umbral de resistencia a claritromicina en el que
este antibidtico no deberia ser usado es de 15-20%. Es de suma importancia
entonces que los médicos estén al tanto de la prevalencia de resistencia de los
antimicrobianos a nivel local o regional, asi como la eficacia de los tratamientos
en la préctica clinica y las nuevas terapias alternativas que estan creciendo en
popularidad (de terapias secuenciales, cuadruples, concomitantes asi como la

combinacion de nuevos y los ya comunmente antibioticos utilizados).(22, 23)

En el Perq, la alta prevalencia de infeccion por H.pylori no es ajena a los
porcentajes obtenidos a nivel mundial, sobre todo en zonas de nivel
socioecondémico bajo; por lo tanto es necesario evaluar la efectividad de los

tratamientos tipicamente recomendados. Segun dos estudios publicados en el
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2003 la combinacion tipica de omeprazol de 20 mg (PPI), claritromicina de
500mg y amoxicilina de 1g dos veces al dia durante 14dias, permite porcentajes
de erradicacion aceptables. Uno de los estudios fue realizado en un pueblo joven
de las pampas en San Juan de Miraflores, mientras que el segundo se trato de un
estudio multicéntrico realizado en el Policlinico Peruano Japonés y en el Hospital

Militar Central.

En el estudio realizado en las Pampas de San Juan, la prevalencia de
resistencia “in vitro”’de H.pylori aislado de pacientes con dispepsia fue de 52%
(CMI >4 pg/mL) para metronidazol, 27%(CMI > 0.125 pg/mL) para
claritromicina y 7% (CMI >0.037 pg/mL) para amoxicilina. A pesar del alto
porcentaje de resistencia obtenido tanto para metronidazol como para
claritromicina se alcanzé un porcentaje de erradicacion en 93% de los pacientes
utilizando como régimen de tratamiento la combinacion de omeprazol,

claritromicina y amoxicilina por catorce dias en las dosis recomendadas (Ver

Tabla N°3).(8)

Sin embargo, en el segundo estudio realizado en el Policlinico Peruano
Japonés y en el Hospital Militar Central se evalu6 solo la resistencia “in vitro” a
claritromicina que fue de 8.82% (CMI > 0.125 pg/mL), mientras que se alcanzé
un porcentaje de erradicacion del 83% con dos tratamientos similares al descrito

en el primer estudio.(24)

14



A pesar que ambos estudios respaldan la efectividad del tratamiento
convencional de primera linea, no representan datos actualizados de resistencia a
los medicamentos ya mencionados, por lo tanto es prudente realizar un monitoreo
del perfil de resistencia en el futuro y continuar con las evaluaciones de eficacia
de este esquema de tratamiento en nuestro pais, teniendo en cuenta también la

alta tasa de recurrencia de infeccidn por H. pylori presente en nuestro medio.(8)

2.2.5 PRODUCTOS NATURALES CON ACTIVIDAD ANTI-
HELICOBACTER PYLORI.

Dado que el uso y origenes de la fitoterapia estan basados en conocimientos
empiricos, durante los Gltimos afios se ha incrementado el interés no s6lo por
acumular evidencia que respalden la eficacia y seguridad del uso de plantas
medicinales; sino que también permitan identificar los principios activos

responsables de su actividad.

El estudio de los extractos, fracciones parcialmente purificadas vy
compuestos aislados a partir de las plantas medicinales es tipicamente
subdividido en dos grupos. El primer grupo consiste en estudios de actividad in
vivo, utilizando modelos animales o ensayos clinicos, mientras que el segundo
grupo consiste en estudios de actividad in vitro usando cultivos puros de H. pylori

obtenidos a partir de aislados clinicos o cepas de referencia.(25)

Este segundo tipo de estudios son los mas abundantes en la literatura y

evallan la inhibicion del crecimiento de H. pylori, inhibicién de la inflamacién
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(inducida por H. pylori en células gastricas, macrofagos o células HelLa), asi
como el efecto de los extractos, fracciones y/o compuestos aislados en la

adherencia de H. pylori a células epiteliales.

2.2.5.1 Productos naturales cominmente consumidos en la dieta

Dentro del grupo de productos naturales que cuentan con estudios clinicos
encontrados en fuentes como Pubmed y Scopus se destacan aquellos que son
consumidos normalmente en la dieta. Estos productos naturales han sido
utilizados desde tiempos inmemorables para aliviar enfermedades

gastrointestinales y su mecanismo no esta muy bien establecido.(26)

En una revision realizada por Raman et al, se encontr6 que el aceite de
oliva, el brécoli, el arandano, la canela, el propoleo, la curcumina, asi como otras
especies consumidas en Asia y el Mediterraneo como Nigella sativa y Prunus
mume; cuentan con estudios de su actividad in vitro e in vivo, ademas de estudios

clinicos a pequefia escala.

Uno de los productos naturales ampliamente estudiado es el germinado de
brécoli. De este producto se ha aislado el sulforafano al que se le ha atribuido
mediante experimentos in vitro, ademés de actividad anti-Helicobacter pylori,
actividad antioxidante, antiinflamatoria y anticancerigena. Con respecto a los
estudios realizados con grupos de pacientes, se puede encontrar en la literatura
estudios piloto realizados independientemente por Galan et al y Yanaka et al. Los
resultados obtenidos por estos estudios, si bien no justifican el efecto terapéutico

del consumo del brocoli, sugieren que el consumo regular de este producto
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natural puede mejorar la resistencia del sistema gastrointestinal frente a la

infeccion causada por H. pylori.(26)

Asi como con el brécoli, con los demas productos antes mencionados no se
obtiene una erradicacion estadisticamente significativa cuando estos productos
naturales son usados en ensayos clinicos. Sin embargo, se tiene que tomar en
cuenta que solo existe un numero limitado de estudios y la mayoria de estos se
realizaron con un namero pequefio de pacientes; por lo tanto investigaciones
adicionales a mayor escala permitirdn evaluar con mayor exactitud su eficacia y

seguridad.(25, 26)

2.2.5.2 Plantas medicinales con actividad anti-Helicobacter pylori

Incluso mucho antes de la identificacién de H. pylori en los inicios de afio
1980, las plantas fueron y son usadas para tratar enfermedades que hoy son
asociadas con la infeccion de éste patdgeno; por lo tanto los esfuerzos por
elucidar los mecanismos a través de los cuales la plantas medicinales ejercen su
actividad estuvieron enfocados en sus efectos gastro-protectores, antidcidos y

antiinflamatorios.(25, 27)

En afios recientes se ha incrementado el interés por determinar la accién
directa de las plantas y sus compuestos sobre H. pylori. Con el objetivo de
estandarizar las condiciones necesarias para el calculo de la actividad minima
inhibitoria de compuestos H. pylori se han propuesto dos métodos, uno propuesto
por el Comité Nacional para la Estandarizacion Clinica de Laboratorio (NCCLS
actualmente CLSI) y otro propuesto por el Grupo Europeo de estudio de H.

pylori. A pesar que éstas guias han realizado importantes recomendaciones para
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la estandarizacion los procedimientos de pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana y muchos estudios han comenzado a aplicarlos, los estudios in
vitro aun carecen de una normalizacion que permita realizar un analisis
comparativo de la efectividad y por tanto el establecimiento de un intervalo de
inhibicidn significativo. Por otro lado se tiene que considerar que estas guias son
propuestas para pruebas con compuestos puros, su estricta utilizacion debe ser
ajustada cuando se trabaja con extractos crudos, principalmente en el caso de que
sean apolares, ya que su susceptibilidad esta restringida en el método de dilucién

en agar.(27, 28)

Numerosos estudios han categorizado los resultados de actividad in vitro de
los extractos de plantas, fracciones parcialmente purificadas y compuestos
aislados; de acuerdo a su concentracion minima inhibitoria (CMI): (1) Excelente
actividad (CMI:< 10 pg/mL); (2) Buena actividad (CMI: 10-100 pg/mL); (3)
Actividad moderada (CMI: 100-1000 pg/mL); y (4) Actividad débil (CMI: >1000

pg/mL). (29)

Tomando en cuenta esta clasificacion, se presenta a continuacion la Tabla
N° 4 (ver ANEXO N°1), en la cual se hizo una recopilacién de las plantas cuyos
extractos o fracciones obtuvieron valores de CMI (72 horas) < 250 pg/mL. A
pesar que se puede encontrar en la literatura numerosos estudios que presentas
extractos y fracciones a los que se les podria atribuir una muy buena actividad;
solo se incluyeron en esta lista aquellos que reportaban valores adecuados de

actividad de las drogas de referencia (amoxicilina, claritromicina, metronidazol y
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referencia (Por ejemplo: ATCC 43504).

en algunos casos ampicilina) frente a por lo menos una cepa de H. pylori de

Tabla N° 4: Plantas y extractos con actividad in vitro anti- H. pylori

Nombre cientifico Parte usada | CMI pg/mL Referencia
Zingiber officinale Roscoe (Ginger) Rizomas 10- 160 2%?2:\23?;0
Myristica fragrans Houtt Semillas 3,1-25
Rosmarinus officinalis L. Hojas 12,5-100
Achillea millefolium L. Partes aéreas 1,6-100
Passiflora incarnata L. Partes aéreas 50-100
Foeniculum vulgare Mill. Semillas 50-100
Origanum majorana L. Partes aéreas 50-100
Carum carvi L. Semillas 100 202t5 all\/létla;dy
Elettaria cardamomum L. Semillas 3,1->100
Gentiana lutea L. Raices 3,1-100
Juniper communis L. Frutos 25-100
Lavandula angustifolia Mill. Flores 100 - >100
Melissa officinalis L. Hojas 100 - >100
Mentha piperita L. Hojas 25-100
Aristolochia paucineris Pomel I-|01as L% 2001 Gadhi
Rizomas 1-64 etal (32)
Geranium wilfordii Maxim Toda la planta ~40 2&12'2(22;@
Tephrosia purpurea L. Tc()sdiz;\] IraaiF(): I:Sr;ta 50 20(;?:|legrllr1)iah
Abrus cantoniensis Bge. Partes aéreas 40
Saussurea lappa Clarke Raices 40
Eugenia caryophyllata Thunb Flores 40
Hippophae rhamnoides L. Hojas 60
Fritillaria thunbergii Mig. Tallos 60
Magnolia officinalis Reh&Wils. Corteza 60 2005 Li et al (35)
Schisandra chinensis (Turcz.) Baill. Frutos 60
Corydalis yanhusuoW.T.Wang Tallos 60
Citrus reticulata Blanco Frutos 60
Bupleurum chinense DC. Partes aéreas 60
Ligusticum chuanxiong Hort. Raices 60
Prunus dulcis D.A. Webb Almendras 64-128 2013 Biségsr;ano etal
Artemisia douglasiana Besser Partes aéreas 1-8 2009 Vega et al(37)
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Tabla N° 5: Compuestos aislados con actividad anti - H. pylori in vitro

Compuesto aislado CMI pg/mL Referencia
Epigallocatequingallato, epicatequingallato 12,5-100 2003 Ya?;%awa etal
12 tipos de flavonoides aislados 12,5->50 2002 Fukai et al (39)
GutGard (Extracto estandarizado de flavonoides) 32-64 2013 Asha et al (40)
Sulforafano 0,06 - 8 2002 Faheyet al (41)
6-Gingerol 3,1-100
8-Gingerol 3,1-100 2003 Mahady et al
10-Gingerol 0,8- 50 (42)
6-Shogoal 12,5-100
Psoracorylifols A-E 12,5-25 (96 horas) | 2006 Ying et al (43)
Resverastrol comercial 50 2011 Paulo et al (44)
Quercetin 3-metiléter 3,9 2006 Ustun et al (45)
. . 2006 De Leo et al
Arjunglucosido | 3,9 (46)
2-(Hidroximetil)anthraquinona 2
Anthraquinona-2-acido carboxilico 8
2006 Park et al (47)
Lapachol 4
Plumbagina 4
Panaxitriol 50 2001 Bae et al (48)
Dehidroleucodina 2 2009 Vega et al (37)
Acido clorogénico y Kaempferol 4’-metiléter 6,3
Sivasinolido, Tatridin-A y quercetina 3-metiléter 12,5 2003
— - - Konstantinopoulou
Altissin, desacetyl-B-cyclopyrethrosin, 1-epi- et al(49)
tatridin, Quercetina, Ramnetina, Isoquercetrina, 25-50
Taxifolina y Eriodictyol
Corilaginay 1,2,3,6-tetra-O-galloyl-b-D-glucose 4 2013 Zhang et al (33)
(2)-0- R-santalol 15,6 (96 horas)
(2)-B-santalol 7,8 (96 horas) 2005 Ochi et al(50)
(2)-lanceol 62,5 (96 horas)
Epicatequina, Narigenina y acido Protocatequico 128-1024 2013 3;?;%?%0 et

2.2.5.3 Compuestos aislados con actividad anti-Helicobacter pylori

En la Tabla N° 5 (ver Anexo N°2) se muestra un listado de compuestos
aislados a partir de plantas medicinales y con buena actividad anti-H. pylori. Es
evidente que al tratarse de compuestos purificados, estos presentan valores de

CMI mucho mas bajos, sin embargo en ningin caso superan a la actividad
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mostrada por el antibidtico de referencia. Usando la quimica médica, la quimica
combinatoria 0 mediante biosintesis, estos compuestos se perfilan como
moléculas promisorias cuyo uso puede ser optimizado en base a sus actividades

bioldgicas.(29, 51)

2.2.6 Cordia lutea Lamarck (Nombre comun: Flor de overo)

Cordia lutea Lam. pertenece a la familia Boraginaceae, la cual consiste en
cerca de 2500 especies que estan distribuidas en regiones tropicales, subtropicales
y templadas alrededor del mundo. Estd compuestos de 117 géneros y 6
subfamilias: Boraginoideae, Cordioideae, Ehretioideae, Heliotropioideae,

Hydrophyllaceae y Lennoaceae. (52)

El género Cordia estd compuesto de arboles de hoja perenne y arbustos.
Cerca de 300 especies de Cordia han sido identificadas alrededor del mundo y
alrededor de 25 estadn presentes en Per(. Entre estas especies, se encuentran
presentes de forma endémica: Cordia cicatricosa, Cordia lippioides, Cordia
iguaguana, Cordia munda, Cordia vargasii y Cordia varronifolia; ademas de
otras especies no endémicas mas conocidas como Cordia alliodora,Cordia

spinescens,Cordia nodosa y Cordia lutea.(52-54)

21



2.2.6.1 Clasificacion Taxondémica(52)

Clase : Magnoliopsida
Subclase : Magnoliidae
Orden : Boraginales
Familia : Boraginaceae

Género :Cordia L.

2.2.6.2 Caracteristicas y usos tradicionales(55)

- Descripcién morfoldgica: Cordia lutea Lam. es un arbusto o a veces arbol de
hasta 7,50 m de alto. Hojas simples sub-redondeadas a 6valo elipticas con flores
de color amarillo (Figura N°2). Fruto baya, globosa, blanquecina, con el
mesocarpio globoso y gomoso.

- Distribucion: Se distribuye entre los paises de Colombia, Ecuador, Bolivia y
Per(. En nuestro pais se ubica en los departamentos de Tumbes, Piura,
Cajamarca, Lambayeque, Amazonas, La Libertad, Ancash, Lima y Loreto.
Distribucion altitudinal: 0 -1500 m.s.n.m.

- Habitat: Lugares secos y rocosos, también en costa y montafias bajas, aéreas
disturbadas, matorrales y en pendientes rocosas. Frecuentemente se encuentra
en borde de caminos, carreteras y chacras de cultivos dispersos e inclusive como
planta ornamental en parques y jardines.

- Informacion Etnomedicinal: Las flores se usan en forma de cocimiento o
infusion para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales, hepaticas como

la ictericia y en el dolor de rifiones.(55, 56)
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Figura N° 2: Cordia lutea Lam. (Flor de overo)

2.2.6.3 Composicion quimica del género Cordia

Entre los compuestos presentes de manera frecuente en el género Cordia se

tiene a las quinonas terpenoidales (Ver Anexo N°3).

Moir et al aislaron 6 benzoquinonas terpenoidales (cordiacromos A-F) de la
madera de la especie africana C. millenii; asi mismo evaluaron la presencia de
estos compuestos en otras 16 especies de Cordia. Las 6 benzoquinonass
terpenoidales fueron encontradas también en otras dos especies de este género: C.
goeldiana y C. platythirsa; mientras que los cordiacromos A, B y C en otras
especies como C. abyssinica (C.africana), C. alliodora y C. gerascanthus.(57,

58)

Una especie comunmente encontrada en América Central, Sudamerica y el
Caribe y que ha sido ampliamente estudiada es C. alliodora. Stevens et al

realizaron el aislamiento de una geranil-hidroquinona conocida como alliodorina;
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el cual es propuesto como el precursor inmediato de los cordiacromos descritos
para C. millenni y otras especies de Cordia.(59, 60) También se han encontrado
otros seis compuestos del tipo geranil-hidroquinona que fueron aislados a partir
del extracto aceténico de esta planta: cordiacromano A, cordiaquinol C,

alliodorol, allioquinol C, cordiallinol y cordiol A.(61)

A partir de C. polycephala y C. curassavica se aislaron quinonas
merosesquiterpenoidales (naftoquinonas) presentes en el extracto de las raices.
Hasta ahora las quinonas terpenoidales e hidroquinonas descritas presentan un
esqueleto de 16 carbonos. En contraste, las cordiaquinonas A-K aisladas a partir
de C. corymbosa y C. curassavica presentaron 21 atomos de carbono. Ademas
de estos compuestos se han aislado las cordiaquinonas L y M a partir de las raices

de C. leucocephala.(62-64)

Ademas de las benzoquinonas, naftoquinonas y sus formas reducidas
(hidroquinonas) descritas hasta ahora, el género Cordia es conocido como una
fuente diversa de metabolitos secundarios tales como sesquiterpenos, diterpenos,
saponinas (triterpenoidales), flavonoides y otros compuestos fendlicos como los

acidos p-hidroxibenzoico, rosmarinico, cafeico, feralico y clorogénico.

En el Anexo N°3 se presenta una lista de los compuestos antes mencionados
y su presencia en distintas especies de Cordia que han sido objeto de estudio
quimico. La mayoria de estos estudios provienen de especies distribuidas en
Brasil y La India. En este sentido C. verbenacea DC (Brazil) y C. dichotoma G.

Forst (India) son dos especies que presentan mayor cantidad de estudios no solo
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a nivel quimico sino que también a nivel farmacoldgico (debido a su actividad

antinflamatoria, analgésica y antimicrobiana).

En el Unico estudio quimico reportado sobre C. lutea Lam., se identificaron
como principales componentes de esta especie a rutina, quercetina, acido
linolénico, &cido palmitico (asi como su éster de glicerilo). En este mismo
estudio, realizado por Mayevych et al en el 2015, se descartd la presencia de
alcaloides pirrolizidinicos, reconocidos por ser responsables de la intoxicacion
de animales y seres humanos debido principalmente a su actividad

hepatotdxica.(65)

2.2.7 AISLAMIENTO BIODIRIGIDO
El proceso que conduce a la obtencion de constituyentes puros
bioldgicamente activos a partir de la planta es largo por lo que requiere una

colaboracion multidisciplinaria y usualmente incluye los siguientes pasos:

Sintesis

Elucidacidn estructural

Extraccion Separacion
PLANTA MEDICINAL EXTRACTO CONSITUYENTE PURO Toxicologia

Modificacion estructural

Bioensayo Bioensayo |
Bioensayo

Esquema N° 1: Procedimiento para obtener principios activos de plantas. Fuente:
Hamburger y Hostettman (1991). (66)
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En la primera etapa del bioguiaje las fracciones pueden ser divididas
fisicamente, como las dos fases que se obtienen en una extraccion liquido-

liquido.(67)

En etapas posteriores del aislamiento biodirigido se hace uso de
cromatografia en columna. Para realizar el fraccionamiento de aquellas fracciones
que presentaron mayor actividad es aconsejable no generar demasiados sub-
fracciones, ya que podria dispersar el o los compuestos activos de modo que se
corre el riesgo de evitar su deteccién. Es mas sensato recoger sélo unas pocas
sub-fracciones, unir aquellas que tengan un perfil cromatografico similar y
continuar el fraccionamiento cromatografico con aquellas que tuvieron mas

actividad.(67)

Se pueden obtener sub-fracciones de tamafio uniforme cuando se ejecuta la
separacion de las fracciones antes mencionadas a través de una columna
cromatografica, seguido por su analisis mediante el bioensayo para determinar
aquellas que contienen los compuestos activos, sin embargo debe tenerse en
cuenta que efectos de sinergismo o de adicion en las mezclas o extractos
frecuentemente causan la perdida de actividad durante el fraccionamiento

biodirigido.

El proceso de elucidacion estructural implica tanto la acumulacion de la
informacion estructural obtenida de numerosas fuentes como la asimilacion de

estos datos en la estructura quimica, que rigurosamente hace encajar la
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informacidn estructural disponible. Las siguientes técnicas espectroscopicas se
utilizan generalmente para la determinacion de la estructura de productos

naturales. (67)

La espectroscopia ultravioleta-visible (UV-VIS) proporciona informacion
sobre los cromdforos presentes en la molécula. Algunos productos naturales, por
ejemplo, flavonoides, alcaloides de isoquinolina y cumarinas, por nombrar
algunos, pueden ser caracterizados primariamente (clase quimica) por los picos

de absorcion caracteristicos.

La espectroscopia infrarroja (IR) determina diferentes grupos funcionales,

por ejemplo, -C=0,-OH, -NH>, Aromaticidad, etc., presentes en una molécula.

La espectrometria de masas (MS) proporciona informacion acerca de la
masa molecular, férmula molecular y el patrén de fragmentacién. Las técnicas
mas utilizadas para analizar los metabolitos secundarios de plantas medicinales
son espectrocopia de masas de impacto electrénico (EIMS), espectroscopia de
masas de ionizacion quimica (CIMS) y espectrometria de masas de ionizacion por

electrospray (ESIMS),

La resonancia magnética nuclear (RMN) revela informacion sobre el
namero Yy los tipos de protones y carbonos (y otros elementos como nitrégeno,
flhor, etc.) presentes en la molécula, y las relaciones entre estos atomos. Los
experimentos de RMN utilizados en la actualidad; se pueden clasificar en dos

categorias principales:
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a) Técnicas de una dimension: tHNMR, *CNMR, *CDEPT, etc.

b) Técnicas de dos dimensiones: COSY, HMBC, HMQC, NOESY, etc.

El desarrollo y la aplicacion de técnicas acopladas (HPLC-MS, HPLC-
RMN, HPLC-MS-DAD-RMN, etc.) han aumentado la velocidad y sensibilidad

de la determinacion de estructuras
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2.3 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La terapia triple de erradicacion, basada en la utilizacion de dos antibi6ticos
y un farmaco que disminuya la secrecion gastrica, ha sido recomendada por méas
de una década como la mejor opcién para el tratamiento de gastritis cronica y
ulcera péptica causadas por H. pylori. Sin embargo, el incumplimiento del
tratamiento, el desarrollo de resistencia bacteriana junto con la falta de nuevos
opciones de tratamiento comprometen negativamente la erradicacion de la
infeccion y se prevé que esto pueda conducir a graves problemas para el
tratamiento de los trastornos asociados a la infeccion por este patdgeno en un

futuro cercano.(7, 17, 23)

Mientras se lleva a cabo el desarrollo y la implementacion de nuevas guias
de tratamiento frente a la infeccion con H. pylori, se han propuesto nuevos
regimenes terapéuticos entre los que destacan el uso de probidticos, agentes
nutricionales y plantas medicinales. Una gran variedad de especies han sido
analizadas en el mundo (principalmente in vitro) sin embargo la mayoria de
estudios se han realizado utilizando extractos crudos, por lo que no se tiene claro
cuadles son los componentes activos responsables de la actividad anti-H.

pylori.(25, 29)

Se calcula que el Perd posee unas 25 000 especies de plantas conocidas, con

17 144 especies de plantas con flores (Angiospermas y Gimnospermas), de las

cuales 5 354 (31,3%) son especies nativas. C. lutea es una especie utilizada en el
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Perl y los pocos estudios que existen en la literatura respecto a esta especie

tienen que ver con su estudio etnobotanico. (4)

El descubrimiento de nuevos compuestos con actividad anti-H.pylori,
presentes en una planta medicinal de amplio uso, proporciona las bases cientificas
para la promocion de su uso como una alternativa mucho mas economica a la
quimioterapia. Conocer la estructura quimica de los compuestos activos, asi como
la cantidad de estos compuestos presentes en la preparacion tradicional podria
permitir también el desarrollo de extractos con una composicion controlada de
principios activos conocidos (Fitomedicamentos), de modo que éstos puedan
tener participacion en el mercado peruano. Todo esto contribuye sin duda alguna
a la valorizacion econdmica de la biodiversidad y en el desarrollo econémico del

pais.

Por altimo, este tipo de estudios también ofrece grandes posibilidades para
que los compuestos nuevos aislados puedan servir como candidatos para el
desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos que hagan frente a la infeccion por

éste patdgeno.
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2.4 OBJETIVOS
2.4.1 OBJETIVO GENERAL
Realizar el aislamiento biodirigido y caracterizacion de uno 0 mas compuestos

anti-Helicobacter pylori a partir de las flores de Cordia lutea Lam.

2.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar la CMI y la CMB de las fracciones, sub-fracciones aislados a
partir de las flores de Cordia lutea Lam.

- Caracterizar quimicamente los compuestos activos mediante, espectroscopia
de masas (MS) y RMN 1D (*H-RMN, BC-RMN) y 2D (COSY, HSQC,
HMBC, NOESY).

- Evaluar de la toxicidad in vitro de los productos aislados.

2.5 HIPOTESIS

Es posible realizar el aislamiento biodirigido y caracterizacién de compuestos

anti-Helicobacter pylori a partir de las flores de Cordia lutea Lam.
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IIl. METODOLOGIA
3.1 MATERIALES
3.1.2 MATERIAL BIOLOGICO
3.1.2.1 Material vegetal

Las flores de C. lutea fue adquirida el mes de julio en el mercado mayorista de
la ciudad de Trujillo, departamento de La Libertad, Per(. La identificacion
taxondmica fue realizada por el bidlogo Severo Baldedn del Museo de Historia
Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos y fue depositada en el
herbario.

3.1.2.2 Cepa bacteriana

Para la realizacion de los bioensayos (CMI y CMB) se utiliz6 una cepa de
referencia (CIP 103995) proporcionada por la unidad UMR 152 (IRD-
PHARMADEYV) de la universidad de Toulouse. Esta cepa es equivalente a la
cepa ATCC43504.

3.1.2.3 Linea Celular

Se utilizé una linea celular de macréfagos de raton RAW 264.7, proporcionada
por el Laboratorio de parasitologia celular (208) — LID (Laboratorios de

Investigacion y Desarrollo) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

3.1.3 MATERIALES Y REACTIVOS DE LABORATORIO
3.1.3.1 Reactivos y solventes

- Etanol comercial de 96°

- Dimetilsulféxido-DMSO (Sigma)

- Eter de petrdleo grado HPLC (JT Baker)

- Diclorometano grado HPLC (JT Baker)
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Metanol grado HPLC (JT Baker)
Acetato de etilo grado HPLC (JT Baker)

Acetonitrilo grado HPLC (JT Baker)

3.1.3.2 Materiales utilizados en los bioensayos

Medio infusion cerebro corazon (BHI-BBL)

Suplemento selectivo para Campilobacter: skirrow (Oxoid)

Isovitalex (BBL)

Suero fetal bovino (SFB)

Antibioticos: Amoxicilina (A8523), Claritromicina (C9742), Metronidazol
(M3761) y Anfotericina B (A2411) (Sigma Aldrich).

Mezcla de gases: 5% 02, 10% CO2, y 85% N2

3.1.3.3 Otros

Silica gel 60°A (0.0154-0.040 mm, Merck, Germany).

Cartuchos SPE (Solid Phase Extraction) empacadas con silica gel de 0.045
mm (Chromabond, Macherey-Nagel).

Cromatofolios de silica gel 60°A (0.0154-0.040 mm) con soporte de aluminio
e indicador de fluorescencia F254 de 20cm x 20cm (Merck, Germany).

Jarra de anaerobiosis (Merck)

Placas de 96 pocillos.
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3.1.4 EQUIPOS DE LABORATORIO

- Rota-evaporador Buichi R-200

- Equipo de ultrasonido (Branson 3520)

- Centrifuga (Hettich D 78532)

- Estufa (Venticell)

- Balanza analitica (Ohaus adventurer)

- Bomba Buchi Modulo C-605 (MPLC)

- Controlador Biichi C-615 (MPLC)

- Columnas de borosilicato para MPLC:
MPLC 1 :230 mm de largo x 36 mm de d.i. (Blichi 19675)
MPLC 2-10 : 230 mm de largo x 15 mm de d.i. (Buchi 28139)
MPLC11-13: 100 mm de largo x 15 mm de d.i. (Buchi 25559)

- Incubadora (NUAIRE)
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3.2 METODOS

Preparacion del
- extracto crudo
(Analisis por HPLC) —> CMI*
Obtencion de las fracciones
— de diferente polaridad —— CMI*
Seleccion de la
raccion mas activa
Cromatografia en columna: ——> CMI*
- MPLC 1 - 13
\L Seleccion de la
fraccion mas activa
— Fraccionamiento _ CMI*
con cartuchos
SPE 1-3
— v
Productos _ CMI*
Aislados mas activos %%
! (Analisis por UHPLC) CMB
Elucidacion estructural: Evaluacion de la
RMN, Masas citotoxicidad

Esquema N° 2: Metodologia del aislamiento biodirigido realizado a partir del
extracto crudo hasta la obtencién de productos purificados a partir de las
fracciones mas activas. *CMI: Concentracidon Minima Inhibitoria. **CMB:

Concentracion Minima Bactericida
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3.2.1 PREPARACION DEL EXTRACTO CRUDO

Utilizando 7869 flores secas y molidas de C. lutea, se realizé una extraccién por
maceracion a temperatura ambiente utilizando 8L de etanol de 96°. El extracto
obtenido fue filtrado y luego concentrado hasta sequedad. Este procedimiento de
extraccion se realizo un total de cuatro veces (cada 24 horas) hasta la obtencién

de 225g del extracto crudo concentrado.

3.2.2 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC)

Durante todo el proceso de fraccionamiento biodirigido se utilizd el TLC para
analizar el perfil de compuestos presentes en cada uno de los extractos o

fracciones.

Se aplicaron 2 uL de soluciones de 1 mg/mL de los extractos o fracciones sobre la
linea base de una placa (6,7cm largo x 5¢cm ancho) con ayuda de un capilar. El
revelado de las placas de TLC se hizo con ayuda de una l[&mpara UV (254 nm) y

utilizando revelador vainillina-H2SO4

323 OBTENCION DE LAS FRACCIONES DE DIFERENTE

POLARIDAD (67)

3.2.3.1 Primera particion liquida-liquida con agua y diclorometano

Cada 20 g del extracto crudo fueron re-suspendidos en 250mL de agua destilada y
sometidos a sonicacion durante 20 minutos. El extracto re-suspendido se dejo
reposar a 4°C durante 24 horas con el fin de separar un precipitado amarillo por

centrifugacion (10 min, 5000 RPM a 10°C). Cada 250 mL de la fase acuosa fue
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particionada con 250 mL de diclorometano en un embudo de separacién. La fase
diclorometanica fue concentrada a presion reducida hasta la obtencion de 8.82g

de esta fraccion.

3.2.3.2 Segunda particion liquida-liquida con éter de petréleo y metanol

La fraccion diclorometanica (8.82g) fue particionada con 200mL de éter de
petréleo y 200 mL de metanol:agua (9:1); utilizando un embudo de separacion.
Se separaron las fases y se llevaron a sequedad a presion reducida, hasta la
obtencion de 4.45g de la fraccion éter de petrdleo y 3.41 g de la fraccién

metandlica.

3.2.4 ANALISIS POR HPLC

El anélisis se llevo acabo en el Laboratorio de Investigacion en Productos
Naturales de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH), utilizando un
equipo HPLC Elite Lachrom (VWR-Hitachi) equipado con una bomba L-2130 y
un detector con arreglo de diodos. La separacion fue realizada en una columna
LiChroCART® Purospher® STAR RP-18(250 mm x 4,6 mm, 5 pum)(Merck),
usando una gradiente lineal CH3CN (A)/ H2O (B) programada de la siguiente
manera: 0-30 min de 10 A/90 B a 100 A/0 B, Se mantuvo esta Gltima proporcion
por 10 minutos antes de la re-equilibracion; luego del minuto 41 al 51 se
programé de 100 A/0 B a 10 A/90 B. Finalmente se mantuvo esta ultima
proporcién por 9 minutos antes de la siguiente inyeccion. El flujo fue de

ImL/min. Se inyectaron el extracto crudo, la fraccion metanolica y un estandar de
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rutina (20uL, Img/mL) los cuales fueron analizados a 250 nm. La columna se

mantuvo a 40°C durante el analisis.

3.2.5 FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO DE LA FRACCION
METANOLICA (67)
3.2.5.1 Cromatografia liquida de mediana presion (MPLC): columnas del 1
al 13
A partir de la fraccion metanolica se procedié con la purificacion de las
fracciones maés activas. Las caracteristicas de la columna, cantidad de silica gel,
fase movil y demas caracteristicas del sistema utilizado para cada una de las

columnas se describen en el Anexo N°4.

3.2.5.2 Fraccionamiento con columnas SPE (Solid Phase Extraction)

Se siguid realizando el fraccionamiento a partir de las fracciones SC1, SC2 y
SC3, utilizando para cada una de las muestras columnas SPE 12 y 3
respectivamente, las cuales fueron eluidas con diclorometano previamente a la

colocacidn de la muestra y se recogieron fracciones de 1mL.
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Tabla N°6: Sistema de elucion para SPE 1,2y 3

Peso \Volumen
SPE | Muestras Fase movil Proporcion
(mg) (mL)
Diclorometano:
SPE1 SC1 60 9.75:0.25 40
metanol
Diclorometano: | 9.75:0.25 20
SPE2 SC2 73
metanol* 9.5:0.5 30
Diclorometano: | 9.75:0.25 20

SPE3 SC3 46

metanol* 9.5:0.5 20

*En estas columnas se empez6 con una proporcion de fase movil y luego se le

aumento la polaridad.

El agrupamiento de las fracciones fue realizado de acuerdo a su perfil obtenido

en TLC. Estas fracciones fueron concentradas a presion reducida.

3.2.6 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA

INHIBITORIA (CMI) Y BACTERICIDA (CMB)(68)

3.2.6.1 Cepa bacteriana

Se utiliz6 una cepa de referencia (CIP 103995). El cultivo de la cepa de referencia
se realizo en placas de agar Skirrow. La incubacion se llevd a cabo durante 7-10
dias a 37 °C y en condiciones microaerofilicas. La identificacion se llevd a cabo
de acuerdo a su requerimiento de crecimiento en condiciones microaerofilicas,

morfologia, tincion Gram, pruebas bioquimicas (ureasa, catalasa y oxidasa) y
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amplificacion mediante PCR (ARNr 16S). Ademas fue caracterizada de acuerdo a
su perfil de susceptibilidad los antimicrobianos de referencia. Finalmente fue
criopreservada en caldo BHI suplementado con 10% de glicerol a -70°C hasta su

uso.

3.2.6.2 Preparacion del indculo

El cultivo stock dela cepa de referencia (a -70°C) fue sub-cultivada en placas de
agar BHI suplementadas con sangre de cordero (10%), skirrow (Vancomicina 5
mg, Polimixina B 12501U, Trimetropina 2.5 mg), Anfotericina B (0.025%) e
Isovitalex (1%). La incubacion se llevo a cabo durante 3 dias a 37 °C y en
condiciones microaerofilicas descritas anteriormente. A partir de estas placas se
prepararon suspensiones bacterianas en caldo BHI suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB) hasta obtener una concentracion final de ~2x10°

unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro.

3.2.6.3 Determinacion de CMI y CMB

La actividad anti-H. pylori se evalué mediante la técnica de microdilucion en

caldo. Se determin6 la CMI por triplicado para extractos y fracciones; mientras

que para las fracciones aisladas a partir de C. lutea: SC1 (2), SC2 (2) y SC3 (2) se

determind la CMI por triplicado y en tres experimentos independientes.

En una placa de 96 pocillos se realizd una dilucion seriada a partir de una

solucion stock de la muestra y utilizando medio BHI suplementado con 10% de
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suero fetal bovino (SFB) hasta obtener un volumen final de 50uL por pocillo. Se
afiadio 50uL del indculo bacteriano (Concentracion final de ~1x108 UFC/mL), de
modo que se evaluaron concentraciones finales entre 125-1000 pg/mL para el
extracto y las fracciones, y de entre 3.9-125 pg/mL fracciones mas puras. Para los
antibioticos de referencia se trabajo con concentraciones recomendadas por la

CLSI. (28)

Las placas se incubaron en condiciones microaerofilicas a 37°C por 72 horas y la
CMI se determind visualmente como la minima concentracion del extracto,
fraccion o droga de referencia donde se observo la total inhibicién del
crecimiento bacteriano.

A parte del control positivo (antibidticos de referencia), se prepar6 un control
negativo de crecimiento bacteriano, un control de esterilidad del medio, un
control de tubidez (medio mas muestra) y un control para el DMSO

(concentracion final en los pocillos fue de 1%).

También se realiz6 la determinacion de la CMB de las fracciones SC1 (2), SC2
(2) y SC3 (2). Se sembrd 10pL del contenido de cada pocillo (de la placa de
determinacion de CMI) donde se determind visualmente la inhibicion del
crecimiento, en una nueva placa con pocillos que contienen 190 uL de caldo BHI
(10% SFB). Finalmente la placa se incubd bajo condiciones microaerofilicas a
37°C por 48 horas. EI CMB se determindé de manera visual como la minima

concentracion que elimina el crecimiento bacteriano.
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3.2.7 EVALUACION DE CITOTOXICIDAD (69)

El ensayo de Citotoxicidad fue realizado en el Laboratorio de parasitologia
celular (208) — LID (Laboratorios de Investigacion y Desarrollo) de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia por el investigador Carlos Alberto Yauri

Cruz.

3.2.7.1 Cultivo celular

Se utilizaron células RAW 264.7. Estas células fueron cultivadas utilizando
medio M199 completo (20% SFB y 1% glutamina) a 37°C y 5% CO.. Para el
sub-cultivo se removio el medio de cultivo con pipeta serologica estéril y
enseguida se afiadié 1.5 mL de 0.05% tripsina-EDTA (1X Gibco 25300). Se
retird nuevamente lo afiadido y se volvio a afadir 1.5mL de la solucion tripsina-
EDTA para llevar a incubacién a 37°C con 5% de CO2 por 2 minutos. Pasado el
tiempo se resuspendieron las células con medio M199 completo a 4°C. Se
recolectaron las células y se separ6 una alicuota para realizar la cuantificacién de

células/mL.

3.2.7.2 Ensayo de Citotoxicidad

La citotoxicidad frente a las células RAW 264.7 se determind utilizando el
ensayo de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio).
En una placa de 96 pocillos se sembraron 10° células/pocillo y se cultivaron por
24 horas a 37°C y 5% CO», Cada una de las fracciones SC1 (2), SC2 (2) y SC3

(2) fueron disueltas en DMSO (concentracién inicial de 10 mg/mL) y afiadidos a
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la placa de manera que se evaluaron concentraciones finales de 100, 10 y 1
pg/mL. Pasado un tiempo de incubacion de 48 horas en las condiciones antes
descritas, se afiadio 20 pL de MTT (5mg/mL). Se incubd la placa nuevamente
durante 4 horas a 37°C, 5% CO: y protegido de la luz. Finalmente se procedio a
afiadir 100 pL de solucion de lisis (50% de isopropanol-10% de SDS). Las sales
de tetrazolium del MTT (amarillas) son reducidas por las deshidrogenasas
mitocondriales presentes en células metabdlicamente activas para formar cristales
insolubles de formazan (azul). La absorbancia de las sales de formazan fue
determinada a 570 nm con un lector de placas (Chamaleon). La concentracion
inhibitoria media (C150) fue determinada a partir de un andlisis de regresion
lineal (% inhibicion vs logaritmo de la concentracion). Se usé como control
positivo Anfotericina B (Se evaluaron concentraciones de 20, 10, 5y 2.5 pg/mL)
y los antibidticos de referencia amoxicilina, claritromicina y metronidazol (Se

evaluaron concentraciones de 100, 10 y 1 pg/mL)

3.2.8 ANALISIS POR UHPLC (ULTRA HIGH PRESSURE LIQUID

CHROMATOGRAPHY) DE SC1, SC2 Y SC3

El analisis se llevd acabo en el Laboratorio Mixto Internacional de Quimica de la
Vida (LMI-LaVi) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH),
utilizando un equipo UHPLC Elite Lachrom (VWR-Hitachi) equipado con una
bomba 2160U y un detector con arreglo de diodos L2455U. La separacion fue
realizada en una columna Hibar® Purospher® STAR RP-18(100 mm x 2,1 mm, 2
pm, Merck), usando como fase mdvil una mezcla de CH3CN (A)/ H20 (B)

programada de la siguiente manera: durante los primeros tres minutos se mantuvo
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5 A/95 B. Luego del minuto 3 al 20 se programé una gradiente lineal de 5 A/95 B
a 95 A/5 B. Durante los 2 minutos siguientes (20-22) se realizé el lavado de la
columna: 100 A/0 B, manteniéndose esta Ultima proporcién por 8 minutos mas
antes de la re-equilibracion. Del minuto 30-35 min se volvio a las condiciones
originales partiendo de 100 A/0 B a 5 A/95 B, antes de realizar la siguiente
inyeccion. El flujo fue de 0.4 mL/min. Se inyectaron 10 10uL de los compuestos
SC1 (2), SC2 (2) y SC3 (2) (Img/mL) los cuales fueron monitoreados a 201 nm.

La columna se mantuvo a 30°C durante el anélisis.

3.2.9 ELUCIDACION ESTRUCTURAL (70)

3.2.9.1 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los espectros de RMN de'H, ¥C y 2D: Correlation Spectroscopy (COSY),
Heteronuclear Single-Quantum  Correlation  spectroscopy (HSQC) vy
Heteromolecular Multiple-Bond Correlation spectroscopy (HMBC), fueron
obtenidos utilizando un espectrometro Bruker AVANCE de 500MHz en el
Instituto de Quimica de Toulouse (Universidad Paul Sabatier Toulouse I1l). Los
desplazamientos quimicos fueron reportados en 6 (ppm) usando como referencia

TMS (Tetrametilsilano).
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3.2.9.2 Cromatografia Liquida acoplada a Espectroscopia de Masas (LC-MS)

El analisis se llevo a cabo utilizando un sistema de HPLC Alliance 2695
(Waters)-gTOF-MS en el Instituto de Quimica de Toulouse (Universidad Paul
Sabatier Toulouse I11). Se utilizaron las siguientes condiciones experimentales:
columna Kinetex EVO RP-18 (100 mm x 2,1 mm, 2,7 um, Merck), fase mévil A
= Acetonitrilo + 0.1% Acido formico, mientras que B = Agua + 0.1% Acido
formico. El sistema de elucion se programé de la siguiente manera: durante los
primeros cinco minutos se mantuvo 5 A/95 B. Luego del minuto 5 al 10 se
programo una gradiente lineal de 5 A/95 B a 98 A/2 B. Durante los 2 minutos
siguientes (10-12) se mantuvo esta ultima proporcion y del minuto 12-12.5 se
volvié a las condiciones originales de 5 A/95, las cuales se mantuvieron del
minuto 12.5 al minuto 15. Los parametros ESI (modo negativo) fueron: Voltaje
del capilar: 3 kV, Voltaje del cono: 20 V, Voltaje del extractor: 4 V. Temperatura
de la fuente: 120°C, temperatura de desolvatacién: 350°C, Flujo del gas de cono:

30L/h y flujo del gas de desolvatacién: 750L/h.
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IV RESULTADOS

4.1 ESQUEMA GENERAL DEL FRACCIONAMIENTO

A partir del extracto crudo se fueron seleccionando las fracciones con mayor
actividad in vitro, es decir aquellas que presentaban menor valor de CMI sobre
H. pylori

Esquema N°3: Esquema general del fraccionamiento

Cordia lutea Lam.
Flores secas
7868

( Extracto crudo
(MIC: 125 ug/mL ) 225

Etanol 96°

(MIC: 62.5 ug/mL)

Fraccion acuosa
174.93¢g

Precipitado amarillo

4°C por 24h

0184

Fraccion diclorometano
8.82g
Eter de P/
MeOH 90%
Fraccion Eter de Fraccion
Petréleo Metandlica
4.45g 3.41g

Fraccion acuosa
remanente
125.42¢

(MIC: 500 ug/mL) (MIC: 62.5 ug/mL) (MIC: 1000 ug/mL )
MPLC1
Precipitado A Precipitado B
Rutina Quercetina?
(MIC: 125 ug/mL) (MIC: 250 ug/mL )
1C1026.1 1C1026.2 1€1026.3 1€1026.4 1C1026.5
940mg 930mg 610mg 470mg 310mg
(MIC: 62.5 ug/mL) (MIC: 31.25 ug/mL)  (MIC: 15.6 ug/mL ) (MIC: 15.6 ug/mL ) (MIC: 31.25 ug/mL )
MPLC2 MPLC3
1€1027.1 |[ 1€1027.2 |[ 1€1027.3 |c10274 |c1oz7 5 \c1027 6 |c1027 7 \c1oz7 9 |c1ozs 1 |c1nza z \c1oza 3 IC1028 4 |c1ozs 5 |c1oza 6 |c1uzs 7 \cmzs 8
7mg 6mg 8mg 12mg 71mg 120mg 164mg 78mg 7mg 3mg 66mg 18mg 22mg 11mg 79mg 61mg
MPLC4 MPLC5|  MPLC6 MPLC7| MPLC8 v
N 1€1030.1 | [ 1€1028.9
> 1 15mg 114mg
A
1€1029.4 1€1029.8 1€1030.3 1C1027.8 |[1€1029.10|[1€1029.11] [ IC1030.5 | MPLC9
22mg Zlmg 23mg 36mg 63mg 16mg 7mg <
MPLC 10
\ 4
A
1€1030.9 |[1€1030.10|[1€1030.11 | [ 1c1029.12 | [ 1c1030.4
mg mg mg 21mg 22mg
MPLC 11 MPLC 13
SN AN
sc1 \ e sc3 N
\ 60 mg ) ‘\\ 46 mg )
SPEL
sc1(2) sc2(2) 5C3(2)
39mg 35mg 21mg
(MIC: 31.25 ug/mL ) (MIC: 31.25 ug/mL ) (MIC: 31.25 ug/mL )

46



4.2 FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO

A partir de 786g de flores secas de C. lutea se obtuvieron 225¢g del extracto
crudo. Luego de realizada la extraccion liquida-liquida se obtuvieron 8.82g de la
fraccion diclorometanica. A partir de ésta fraccion se obtuvieron 3.41g de la

fraccion metanolica; la cual concentro la actividad anti-H. pylori.

4.2.1 PARTICION LIQUIDO-LIQUIDO DEL EXTRACTO CRUDO

Tabla N° 7: Concentracion minima inhibitoria (CMI, pg/mL) de los extractos y

fracciones obtenidos a partir de C.lutea

Extracto o Fraccion Peso obtenido (g) | CMI 72 Horas (png/mL)
Extracto Crudo 225 125
Diclorometano 8.82 62.5
Eter de Petroleo 4.45 500

Metanol 341 62.5
Precipitado Amarillo-A* 125
Precipitado Amarillo-B* 4951 250

Extracto Acuoso 174.93 1000

*: Los precipitados Ay B fueron separados a partir del precipitado amarillo
obtenido durante la re-suspension del extracto crudo en agua (Ver Métodos
3.2.3.1).Nota: Valores de CMI para los antibi6ticos de referencia: Amoxicilina =
0.015 pg/mL, Claritromicina = 0.010 pg/mL, Metronidazol = 0.25 pg/mL.
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1) )
Figura N° 3: TLC de las fracciones de C. lutea. EC: Extracto Crudo, EP: Eter de
Petréleo, M: Metanolica, PA: Precipitado Amarillo (A'y B), A: Acuoso. Fase
movil: acetato de etilo-metanol (9:1). (1)Revelador: Vainillina- H2SO4 (2) UV:
254 nm.

4.2.2 HPLC DEL EXTRACTO CRUDO OBTENIDO A PARTIR DE LAS

FLORES DE C. lutea

Como resultado del analisis por HPLC se pudo verificar la presencia de rutina
como compuesto principal presente en las flores de C. lutea (65). Durante el

fraccionamiento bioguiado se extrajo este compuesto en forma del precipitado

(A).
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Figura N° 4: Cromatograma (HPLC) del extracto crudo etandlico de C. lutea

4.2.3 FRACCIONAMIENTO DE LA FRACCION METANOLICA: MPLC
1

A partir de 3.41g de la fraccién metanodlica se obtuvieron 5 fracciones como se

describe en la Tabla N°8. La actividad anti-H. pylori se concentré en las

fracciones 1C1026.3 e 1C1026.4. En ambas, se pudieron identificar 3 fracciones

que fueron aisladas en fraccionamientos sucesivos.
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Tabla N° 8: Concentracion minima inhibitoria (CMI, pg/mL) de las fracciones
obtenidas mediante MPLC, a partir del extracto metandlico de C. lutea

) CMI 72 Horas
Extracto Peso obtenido (mg)
(Hg/mL)

1C1026.1 940 62.5
1C2016.2 930 31.3
1C1026.3 610 15.6
1C1026.4 470 15.6
1C1026.5 310 31.3

Nota: Valores de CMI para los antibi6ticos de referencia: Amoxicilina = 0.015
pg/mL, Claritromicina = 0.010 pg/mL, Metronidazol = 0.25 pg/mL.

1) 2

Figura N°5: TLC de las fracciones obtenidas a partir de la fraccion
metandlica.Fase movil: acetato de etilo-metanol (9:1).M: fraccién metandlica. (1)
Revelador: Vainillina- H2SO4 (2) UV: 254 nm.(—):Fracciones a aislar
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4.2.4 FRACCIONAMIENTOS SUCESIVOS : MPLC 2 AL 13

A partir de los MPLC 2-13 se pudieron aislar tres fracciones que se denominaron
SC1, SC2 y SC3. Hasta ahora, el fraccionamiento se hizo verificando la pureza de
las fracciones mediante TLC y utilizando el sistema acetato de etilo-metanol
(9:1); sin embargo, luego de realizada la purificacion de SC1, SC2 y SC3 se
cambi6 el sistema de elucién del TLC por diclorometano-metanol (9:1)

comprobandose las fracciones no estaban puras.

Cambio de

sistema de

elucion del TLC
%

SC1 SC2 SC3 SC1 SC2 SC3

) ()

Figura N° 6: TLC de las fracciones SC1, SC2 y SC3. (1): Utilizando como fase
movil: acetato de etilo-metanol (9:1). (2): Utilizando como fase movil:
diclorometano-metanol (9:1) Revelador: Vainillina- H2SOa.
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4.2.5 ULTIMA PURIFICACION UTILIZANDO CARTUCHOS DE SPE

Tabla N°9: Fracciones obtenidas utilizando los cartuchos SPE1, SPE2 y SPE3

Nota: Se obtuvieron 6 fracciones: SC1 (1) y SC1 (2) obtenidos a partir de SCL1.
Por otro lado SC2 (1) y SC2 (2) fueron obtenidos a partir de SC2, mientras SC3

Cartucho de SPE | Tubos | Peso (mg) | Coédigo | Nombre
1-14 6 IC1034.1 | SC1(1)
SPE1 15-18 39 IC1034.2 | SC1(2)
19-24 4 1C1034.3 -
1-10 26 IC1034.4 | SC2(1)
SPE2
11-19 35 IC1034.5 | SC2(2)
1-11 2 1C1034.6 -
SPE3 12-15 12 IC1034.7 | SC3(1)
16-23 21 IC1034.8 | SC3(2)

(1) y SC (2) fueron obtenidos a partir de SC3.

Tabla N° 10: Concentracion minima inhibitoria (CMI, pg/mL) de las fracciones
purificadas a partir de SC1, SC2 y SC3.

Eraccion Peso obtenido *CMI 72 horas *CMB 48 horas
(mg) (Mg/mL) (Mg/mL)
SC1(1) 6 31.3 No determinado
SC1(2) 39 313 31.3
SC2(1) 26 31.3 No determinado
SC2(2) 35 313 31.3
SC3(1) 12 31.3 No determinado
SC3(2) 21 313 31.3

*Valores obtenidos en 3 experimentos independientes realizados por triplicado.

Nota: Valores de CMI para los antibioticos de referencia: Amoxicilina = 0.015

pg/mL, Claritromicina = 0.010 pg/mL, Metronidazol = 0.25 pg/mL.

52




Figura N° 7: TLC de las fracciones SC1 (1), SC1 (2), SC2 (1), SC2 (2) y SC3 (1)
y SC3 (2) utilizando como fase movil: Acetato de etilo-metanol (9:1) M: Fraccion
metandlica. Revelador: Vainillina-H2SO4. Usando la lampara UV de 254 nm s6lo

se pudo visualizar las fracciones SC1 (1) y SC2 (1).

4.3 EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD DE SC1 (2), SC2(2) Y

SC3 (2) FRENTE CELULAS RAW 264.7

Tabla N° 11: Concentracion inhibitoria media (ICsp) de SC1 (2), SC2 (2) y SC3

(2) sobre células RAW 264.7

Fraccion Clso (ug/mL) Fraccion Clso (ug/mL)
SC1(2) 42+25 Anfotericina B 11.4+27
SC2(2) 38+15 Amoxicilina >100
SC3(2) 8.8+3.3 Claritromicina >100

- - Metronidazol >100

Nota: Resultados obtenidos de un experimento realizado por triplicado
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Estos resultados sugieren que la actividad de los compuestos aislados a partir de

la planta en estudio no es selectiva.

4.4 ANALISIS POR UHPLC

SC1(2)
<
-]
e
Mi.hutos
SC2 (2)
<
:) e
e
Minutos
SC3(2) )
< )
o]
£
Mi;;utos

mUA

mUA

mUA
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nm

 Minutos

ROITHITTIL

e Minutos

Figura N° 8: Cromatogramas (izquierda) y espectro 3D (derecha) de las
fracciones SC1 (2),SC2 (2) y SC3(2) a 201nm. Equipo UHPLC Elite Lachrom
Ultra (VWR-Hitachi).
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Las fracciones SC1 (2), SC2 (2) y SC3 (2) que al TLC se visualizaban como
compuestos puros, fueron analizadas mediante UHPLC. Como resultado de este
analisis se concluyd que cada uno de estas fracciones estuvo conformado por dos

compuestos que eluyen a un tiempo cercano en el cromatograma.

4.5 ANALISIS POR RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

4.5.1 ESPECTROSCOPIA DE RMN DE LA FRACCION SC3(2)

El analisis de los espectros de RMN vy el analisis mediante UHPLC descrito
anteriormente, evidencian la presencia de dos compuestos “a” y “b” en las cada
una de las tres fracciones: SC1 (2), SC2 (2) y SC3 (2). Como se vera mas
adelante los compuestos presentes en las fracciones SC1 (2) y SC2 (2) presentan
una estructura base similar a SC3 (2), por lo tanto se realizard primero el andlisis
detallado de los espectros RMN de SC3 (2) “a” y SC3 (2) “b” y este analisis se

aplicaran también para las demaés fracciones.

45.1.1 Espectro'H-RMN de SC3 (2)

Al realizar el anlisis de los espectros de RMN *H de SC3 (2) se pudo identificar
sefiales ubicadas en regiones tipicas para ciertos grupos funcionales. Por ejemplo,
se observa la presencia de 4 sefiales correspondientes a hidrdgenos olefinicos a
5.54, 5.34, 5.07 y 4.87 ppm. Del mismo modo, las sefiales que aparecen en la
region de 3.2 a 5ppm corresponden a protones carbindlicos. Por ultimo las
sefiales abundantes en campo alto (de 0.5 a 2.5 ppm) complican ain mas el
analisis del espectro debido a un extenso acoplamiento entre protones; dando

como resultado que solo algunas sefiales puedan ser asignadas como por ejemplo
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los singletes correspondientes a grupos metilos angulares y los dobletes

correspondientes a grupos metilos en la region 0.6 a 0.95ppm. (71)

Las integraciones de algunas sefiales presentes en el espectro RMN *H presentan
valores de integracion que no son maltiplo de un nimero entero. Por ejemplo la
sefiales de los protones olefinicos presentan integraciones de 0.5, 0.7 incluso de
1.2 (ver Figura N°10), por lo tanto algunas de las sefiales representan hidrogenos
presentes en la molécula “a” o “b” de la fraccion SC3 (2), mientras que algunas
de las sefiales (integracion alrededor de 1) representan a hidrdégenos presente en

ambas moléculas.

Asi mismo, la sefial a 1.66 ppm presenta una integracion de 1.87 ppm
(correspondiente a 2H), sin embargo el analisis del espectro HSQC los vincula a
un metilo. De igual manera las sefiales a 1.11 y 1.03 ppm integran valores
menores a 3, cuando deberian tratarse de metilos (de acuerdo a su desplazamiento
quimico y su analisis del espectro HSQC(72). Todo esto no hace mas que
confirmar lo obtenido mediante el andlisis por UHPLC, es decir, la fraccion
SC3(2) se trata en realidad de una mezcla de dos compuestos “a” y “b” que solo

se diferencian en una pequefia porcién de la molécula.
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Figura N° 10: Regiones del espectro RMN H de SC3 (2) y sefiales que
evidencian la mezcla de compuestos.
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Cuaternarios

CHy CH3

4.5.1.2 Espectro 1*C-RMN de SC3(2)

Las sefiales con desplazamiento mayor a 100 ppm corresponden a carbonos que

participan de un doble enlace ya sean cuaternarios (160.55, 149.61 y 136.45

ppm), CH=(124.49 y 118.18 ppm) como CH»= (105.68 ppm); mientras que en la

region comprendida entre ~60 y ~80 ppm se encuentras sefiales de metinos

hidroxilados.

En la regidn correspondiente a sefiales de carbonos anoméricos (92 a 108 ppm),

se encuentra una sefial a 101.99 nm. Esto permitié definir la cantidad de

monosacaridos (s6lo uno) presentes en la estructura final.(70, 71)

160.55
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3
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Figura N° 11: Espectro RMN C de SC3 (2)
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4.5.1.3 Espectro HSQC de SC3(2)

El andlisis del espectro del HSQC, permitio confirmar la identidad de diferentes
sefiales de metilos y metinos, los cuales aparecen en la parte inferior del espectro
de BC (Jmod). También se pudo identificar también los hidrogenos geminales
pertenecientes a grupos metilenos y que por lo tanto muestran correlaciones hacia
un mismo atomo de carbono. Por ejemplo, para el compuesto SC3 (2) “a” se
identifico que el carbono olefinico a 105.68ppm se correlaciona con los protones

desplazados a 5.07 y 4.87 ppm.

{5.06,105.68, {4.88,105.66,

— (>

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
61 60 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41
2 (ppm)

Figura N° 12: Correlaciones en el espectro HSQC entre el carbono a 105.68 ppm

y los hidrégenos a 5.07 y 4.87 ppm. Compuesto SC3 (2) “a”
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De igual manera, existe una correlacion entre los atomos de carbono ubicados a:
50.62 ppm, 43.80 ppm, 31.98 ppm, 28.73 ppm, 26.50 ppm y 28.00 ppm con los
siguientes pares de protones respectivamente: (2.57 y 2.25 ppm), (1.15 y 1.57

ppm), (2.15 y 1.23 ppm), (1.87 y 1.80 ppm), (1.52 y 1.34 ppm), (1.93 y 1.36

ppm).

{1.53,26)50; {1.35,26.51
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(1.37,25-.?®
_________ {1.80,28.73} Q
L
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Figura N°13: Correlaciones en el espectro HSQC entre diferentes atomos de

carbono e hidroégenos geminales del compuesto SC3 (2) “a”
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compuesto SC3 (2) “b” entre el carbono a 44.94 ppm con los protones a 1.63 pm

y 1.05 ppm. (Ver Figura N°14). Todas estas sefiales hacen un total de 8 sefiales de

grupos metilenos, que sumados a tres metilenos cuyos protones presentan el

60

f1 (ppm)



mismo desplazamiento quimico (no son geminales) obtenemos un total de 11

grupos metilenos presentes en la molécula.

Hasta este punto, el nimero total aproximado de atomos de carbonos junto con el
numero Yy tipo de metilos (tanto angulares como aquellos presentes en una cadena
lateral) indican la presencia de un esqueleto esteroidal y un elemento conjugado
(monosacarido). Luego de la identificacion de los desplazamientos de los
protones y carbonos, tanto el nimero de 4&tomos de hidrégeno y carbono deberia
ser conocidos, asi como la cantidad de carbonos cuaternarios, CH, CH, y CH3;
sin embargo, esto no fue posible porque la cantidad de sefiales no corresponden a
una sola molécula obteniéndose una cantidad superior de nimero de carbonos e

hidrogenos esperados (Total de Carbonos = 44).
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Figura N°14: Correlaciones en el espectro HSQC entre el carbono a 44.94 ppm y

los hidrégenos a 1.63 y 1.05 ppm del compuesto SC3 (2) “b”
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4.5.1.4 Elucidacion estructural de SC3(2) “a”

45.1.4.1 Espectro COSY de SC3(2) “a”

Las correlaciones encontradas en el anélisis del espectro COSY (Tabla N°
27) permiten correlacionar e identificar algunas porciones importantes del ndcleo
esteroidal, asi mismo, permiten identificar la composicion del monoscarido unido
a éste.

» Residuo glicosidico de SC3(2) “a”

El monosacarido unido a SC3 (2) fue identificado como o-L-

Ramnopiranosa, el cual esta relacionado esteroquimicamente con la familia de la

Lixosa. Entre los criterios tomados en cuenta para su identificacion se tienen los

siguientes:

a. Correlaciones en el espectro COSY entre las sefiales de protones carbindlicos
ubicados en la region de 3.2 a 5 ppm (4.82, 3.94, 3.80, 3.75 y 3.42).

b. La presencia de un doblete a campo alto (1.29 ppm), tipico para Ramnosa y
Fucosa (ambas deoxialdohexosas).(73)

c. Pequefio acoplamiento anomérico (EI proton H2 ecuatorial se opone a
cualquier arreglo transdiaxial). Esto indica también una conformacion 1C4.(74)

d. Largo acoplamiento transdiaxial de los protones consecutivos H3, H4 y

H5.(74)

e. Configuracion  del proton anomérico o (d,J=1.6Hz). La constante de

acoplamiento indica una disposicion ecuatorial-ecuatorial de H1 y H2.(74-76)

f. Se encuentra de forma natural en la forma de L-Ramnosa.
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Figura N°15: Correlaciones en el espectro COSY entre protones carbindlicos del
residuo glicosidico de SC3 (2)

H3.80 (dd,J=9.5,6.3 Hz)
3.80 O"’J&
H (dd,J=9.3,3.3Hz)
(d,J=6.3Hz) 1.29 3.75

H,C

HO

H OH
3.42
(t,J=9.5 Hz)

Figura N°16: Elucidacion estructural del residuo glicosidico de SC3 (2): a-L-
Ramnosa
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» Ndacleo esteroidal de SC3(2) “a”

La elucidacion estructural continu6 con el analisis de la sefial a 3.07 ppm asi

como con las sefiales de protones olefinicos ubicados a 5.34, 5.07 y 4.87 ppm

porque presentan desplazamientos quimicos evidentes y a partir de estas sefiales

se puede acceder a regiones mas internas de la molécula, mediante el analisis del

espectro HMBC.(71)
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Figura N°17. Estructuras parciales del nlcleo esteroidal de SC3 (2) “a” obtenidas

a partir del espectro COSY.
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45.1.4.2 Espectro HMBC de SC3 (2) “a”
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Figura N°18. Correlaciones obtenidas a partir del espectro del HMBC para

construir parte de la cadena lateral de SC3 (2) “a”.

El espectro de HMBC muestra conexiones de los protones olefinicos ubicados a
5.07 y 4.87 ppm, con un carbono con desplazamiento tipico de unién a un grupo
hidroxilo (71.94 ppm) asi como con un grupo metino (30.57 ppm). También,
existen conexiones entre dos metilos (1.07 y 1.09 ppm), que se presentan como
dobletes y constantes de acoplamientos J= 6.8 Hz; con el metino ya mencionado
(30.57 ppm). Si a todas estas correlaciones les sumamos las conexiones entre los

dos metilos (1.07 y 1.09 ppm) y un carbono cuaternario olefinico (160.55 ppm),
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asi como los resultados del analisis del espectro de COSY; podremos construir

parte importante de la cadena lateral del nicleo esteroidal (Figura N°19).

Figura N°19: Cadena lateral de SC3 (2) “a” mostrando las correlaciones en
HMBC

Hasta ahora, se han tomado en cuenta todas las sefiales de metilos que estan
presentes en la cadena lateral de la molécula. Por lo tanto se continud con el
analisis de las sefiales correspondientes a metilos angulares con desplazamientos
en campo alto (0.95 ppm, 0.81 ppm y 0.66 pm) y que estan presentes en el nlcleo

esteroidal.

Se comenzé con el analisis del metilo ubicado a 0.95ppm (doblete J= 6.5), el cual
presenta una conexion con un metino con desplazamiento de 3.07 ppm. Este
metino es responsable de la union del nacleo esteroidal a la metil pentosa
mediante un enlace glucosidico. Esto se confirma ademas, por la correlacién entre

el proton del carbono anomérico del monosacéarido y el metino en mencion.
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Figura N°20: Posicion de anclaje del residuo glicosidico a la aglicona en SC3 (2)

(g
A partir de este punto se pudo tomar en cuenta la numeracion tipica de las sefiales
de acuerdo a su ubicacion dentro del nucleo de ciclopentanoperhidrofenantreno.
Por lo tanto, el metino que participa del enlace glucosidico (6=3.07ppm), esta
ubicado en posicion 3 del ndcleo esteroidal (Anillo A) y presenta correlacion
segun COSY con un proton (1.87 ppm) perteneciente a un grupo metileno en
posicién 2. Ademas, el andlisis de COSY y HMBC permiten también conectar el
metilo angular descrito en el parrafo anterior (0.95ppm) con un metino
correspondiente a la posicion 4 (6=1.47ppm) y un metino con desplazamiento de

1.0 ppm (posicion 5).

Existen maltiples correlaciones importantes en HMBC entre un proton a 2.25
ppm (perteneciente a un grupo metileno) con sefiales de carbono que permiten
ubicarlo en la posicion 19 del nucleo esteroidal. Entre los carbonos que participan
de éstas correlaciones se tiene: dos carbonos cuaternarios ubicado a 136.45 ppm
(cuaternario) y 124.49 ppm (8'H = 5.34ppm), el carbono en posicion 5 ya antes
descrito (5 *H = 1.0ppm y §!3C=52.33 ppm) y finalmente el carbono a 48.48 ppm

(5 *H = 2.20 ppm) también descrito en el analisis de COSY.
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Figura N°21: Region del espectro de HMBC mostrando las correlaciones entre el

proton a 2.25ppm y diferentes &tomos de carbono de SC3 (2) “a”

Figura N°22: Correlaciones entre el protén a 2.25ppm y diferentes atomos de
carbono de SC3 (2) “a”
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Por otro lado la correlacion entre el proton a 2.25 ppm (posicion 19) y un carbono
cuaternario (8'3C=71.77 ppm), permitio identificar a éste tltimo como el carbono

cuaternario presente en posicion 10.

Todas estas correlaciones permiten definir la ubicacién de un doble enlace entre
las posiciones 9 (8°C=136.45ppm) y 11 (5 *H = 5.34ppm y &'3C 124.49ppm).
Ademas la correlacion en el espectro COSY entre el proton a 5.34 ppm con el
grupo metileno a 2.02 ppm eliminan la posibilidad de tener el enlace doble en
discusion entre la posicion 7 (8 *H = 1.52 y 1.34 ppm y §3C=26.50 ppm) y 8 (&

'H =2.20 ppm y §*3C=48.48 ppm).

Los otros dos metilos angulares que quedan por analizar y que se presentan como
singletes a 0.81 y 0.66 ppm, presentan en el espectro de HMBC correlaciones con
carbonos cuaternarios correspondientes a las posiciones 13 y 14 entre las
intersecciones del anillo C y D del ndcleo esteroidal. Ademas el grupo metilo
angular a 0.81 ppm (posicién 18) presenta correlaciones con un metino en
posicion 17(5 *H = 1.55 ppm, §*C=51.44 ppm), el cual a su vez presenta una
correlacion con el grupo metilo en posicion 21 (8 *H =0.97ppm, 53C=18.09 ppm)

de la cadena lateral.
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Figura N° 24: Correlaciones COSY (—) y HMBC (—) de SC3 (2) “a”
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Figura N° 25: Compuesto SC3 (2) “a”

4.5.1.5 Elucidacion estructural de SC3(2) “b”

Se pudo identificar la estructura de una segunda molécula SC3 (2) “b”, la cual
presenta una estructura similar a SC3 (2) “a”. Como se puede ver en la Figura N°
26, la segunda molécula presente en la mezcla solo se diferenciaria por la
ausencia de los dos singuletes correspondientes a los protones en la posicion 31;
los cuales son reemplazados por un protdn (cuadruplete) a 5.54 ppm y un metilo
(doblete) a 1.66 ppm. Existe ademas una correlacion COSY entre ambos sefiales.
Esto explicaria la variacion en el desplazamiento de ciertas sefiales (en azul) que

presentan correlaciones similares a las encontradas en SC3 (2)”a”.
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27"

Figura N° 27: Compuesto SC3 (2) “b”
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4.5.2 ESPECTROSCOPIA DE RMN DE LA FRACCION SC1(2) Y SC2 (2)

La fraccion SC3 (2) es una mezcla de dos compuestos esteroidales “a” y “b”, los
cuales solo se diferencian entre si Unicamente por la presencia de un metilo mas
en la cadena lateral del nucleo esteroidal. Las fracciones SC1(2) y SC2(2)
presentan también una mezcla de estos mismos compuestos esteroidales “a” y
“b”; pero a pesar de esto las fracciones SC1 (2), SC2 (2) y SC3(2) presentan

caracteristicas cromatogréaficas distintas debido al tipo de monosacéarido unido al

nucleo esteroidal en posicién 3.

Por lo tanto, tanto los compuestos “a” y “b” de la fraccion SC3 (2) esta unidos a

una Ramnopiranosa; mientras que el monosacérido unido tanto a “a” como a “b”

de SC2 (2) fue identificado como B-D-Xilopiranosa. Finalmente, el monosacarido

presente en la fraccion SC1 (2) se podria tratar de Arabinosa, ya que el
compuesto SC2 (2) presenta una masa similar a la del compuesto SC1 (2) pero

esta asignacion tiene que confirmarse con andlisis posteriores.

Entre los criterios tomados en cuenta para la identificacion de B-D-Xilopiranosa

en SC2 (2) se tienen los siguientes:
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Correlaciones en el espectro COSY entre las sefiales de protones carbinolicos
ubicados en la region de 3.2 a 5 ppm (4.40, 4.00, 3.71, 3.55, 3.51 y 3.36
ppm).

La conformacion “C1 es la mas comun y estable termodinamicamente. (74)
Largo acoplamiento trans-diaxial de los protones consecutivos H2, H3 y

H4.(74)
Configuracién del protén anomérico B (d, J= 6.3 Hz): Los andmeros a
presentan constantes de acoplamientos pequefios (< 4Hz), mientras que los

anomeros [ presentan constantes de acoplamiento mas grandes.(74-76)

Se encuentra de forma natural en la forma de D-Xilopiranosa.

H4.0 (ddJ=7.6,11Hz)
37TH
L : 3.45 (t,J=6.9 Hz)
371H 0 OJ‘PPJ H

H-O ;JJ\

HO
H3.30 0
3.45 HO
OH H H
OH
H 4. 3.30
OH 4.40 H (tJ=9.5Hz) H
3.55 4.40

3.55H OH (t,J=7.7 Hz) (d,J=6.1Hz)

Figura N° 28: Elucidacion estructural del residuo glicosidico de SC2 (2): B-D-

Xilopiranosa
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4.5.3 RESUMEN DE LAS ESTRUCTURAS

HO, HO,
HO Ho
o
S ;‘O

Arabinosa
Arabinosa

SC1 (2) “a” SC1 (2) “b”

H

HO, HO,
HO. HO
H
H 0
0 H
H- HoO 0
HO
° 0
o
OH
M on

SC2 (2) “a” SC2 (2) “b”
SC3(2) “a” SC3 (2) “b”

Figura N° 29: Compuestos identificados a partir de la fraccion metanolica de C.
lutea



4.5.4 TABLA DE ASIGNACIONES

Tabla N° 12: Asignaciones del nucleo esteroidal SC1 (2) “a”

Atomo 13C* 3/ppm 13C jmod 'H 8/ppm (Mult., J(Hz), H) | COSY H-'H HMBC tH-13C
1 40.28 CH2 1.56 (2H) 1.86
1.98 (1H) 3.12,155
2 29.22 CH2 1.86 (1H)
3 85.75 CH 3.12 (td,10.6,4.6 Hz, H) 1.86, 1.56
4 39.56 CH 1,56 (1H) 1.04,3.12
5 52.59 CH 1.01 (td,11.6,4.1 Hz, H)
1.95 (1H)
6 28.06 CH2 139 (1H)
1.53 (1H)
! 26.59 CH2 1.36 (1H) 2.23
8 48.41 CH 2.23 (1H) 1.36
9 136.69 Cuaternario
10 71.80 Cuaternario
11 124.14 CH 5.33 (s, H) 2.02
12 38.34 CH2 2.02(2H) 5.33
13014 44.13 Cuaternario
13014 48.78 Cuaternario
15 33,02 CH2 1.37 (1H)
2.15 (1H)
16 31.88 CH2 1.26 (1H) 1.53,1.01
17 51.47 CH 1.55 (1H)
18 16.01 CH3 0.81 (s,3H) 38.34,44.13, 48.78, 51.47
2.60 (d,15.3 Hz, H)
19 50.66 CH2 40.28, 52.59, 48.41,
2.29 (d, 155 Hz H) 71.80, 124.14, 136.69
20 33.20 CH 1.75 (1H) 0.98, 1.58
21 18.13 CH3 0.98 (d,6.4 Hz,3H) 1.75 51.47, 43.83
1.17 (1H)
22 43.83 CH2 1.58 (1H) 4.19,1.75
" 1.64 (1H)
22 45.01 CH2 1.07 (1H) 4.21
23 71.11 CH 4.19 (1H) 1.58
23" 69.13 CH 4.21 (1H) 1.64
24 160.63 Cuaternario
24" 149.72 Cuaternario
25 30.60 CH 2.25 (1H) 1.09,1.11 160.63
25" 28.02 CH 2.76 1.14, 1.06
26 027 23.32 CH3 1.09 (d,6.8 Hz,3H) 2.25 22.51, 30.60, 160.63
26 027 22,51 CH3 1.11 (d,6.8 Hz,3H) 2.25 23.32, 30.60, 160.63
26" 0 27" 21.28 CH3 1.06 (d,7.1 Hz,3H) 2.76 21.46, 28.02, 149.72
26" 0 27" 21.46 CH3 1.14 (d,7.1 Hz,3H) 2.76 21.28, 28.02, 149.72
28 16.64 CH3 0.68 (s,3H) 48.78, 33.02, 44.13
29 15.67 CH3 1.04 (d,6.5 Hz,3H) 1.56 85.75, 52.59
5.08 (1H) 30.60, 71.11
31 105.70 CH2 4.89 (1H) 30.60, 71.11
31" 118.15 CH 5.55 (g,6.5Hz,H) 1.68 69.13
32" 13.03 CH3 1.68 (d, 7.0 Hz, 3H) 5.55

Nota: 227, 23”, 247, 25”,26” 277, 31” y 32” son seiiales que pertenecen a SC1(2) “b”.
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Tabla N° 13: Asignaciones del nucleo esteroidal SC2 (2) “a”

Atomo 183C* 8/ppm 13C jmod IH 8/ppm (Mult., J(Hz), H) COSY H-H HMBC H-13C
1 40.28 CH2 1.56 (2H) 1.86
1.96 (1H) 3.14,156
2 29.22 CH2 1.86 (1H)
3 85.75 CH 3.14 (td,10.6,4.6 Hz, H) 1.86, 1.56
4 39.59 CH 1,57 (1H) 1.03,3.14
5 52.50 CH 1.01 (td,11.6,4.1 Hz, H)
1.94 (1H)
6 28.05 CH2 1.39 (1F)
1.56 (1H)
! 26.52 CH2 1.37 (1H) 2.22
8 48.48 CH 2.22 (1H) 1.37
9 136.42 Cuaternario
10 71.72 Cuaternario
11 124.57 CH 5.35 (s, H) 2.03
12 38.35 CH2 2.03 (2H) 5.35
13014 44.14 Cuaternario
13014 48.78 Cuaternario
15 32.99 CH2 1.39 (1H)
2.16 (1H)
16 31.92 CH2 1.26 (1H) 1.56, 1.01
17 51.46 CH 1.55 (1H)
18 16.01 CH3 0.83 (5,3H) 38.35, 44.14, 48.78, 51.46
2.60 (d,15.3 Hz,H)
19 50.64 CH2 40.28, 52.50, 48.48,
2.29(d, 155 Hz, H) 71.72,124.57, 136.42
20 33.20 CH 1.75 (1H) 0.98, 1.58
21 18.13 CH3 0.98 (d,6.4 Hz,3H) 1.75 51.46, 43.92
1.17 (1H)
22 43.92 CH2 1.58 (1H) 4.20,1.75
" 1.64 (1H)
22 45.01 CH2 1.07 (1H) 4.21
23 71.13 CH 4.20 (1H) 1.58
23" 69.13 CH 4.21 (1H) 1.64
24 160.61 Cuaternario
24" 149.72 Cuaternario
25 30.61 CH 2.25 (1H) 1.08,1.11 160.61
25" 28.02 CH 2.77 1.14, 1.06
26027 23.31 CH3 1.08 (d,6.8 Hz,3H) 2.25 22.50, 30.61, 160.61
26 0 27 22.50 CH3 1.11 (d,6.8 Hz,3H) 2.25 23.31, 30.61, 160.61
26" 0 27" 21.27 CH3 1.06 (d,7.1 Hz,3H) 2.77 21.46, 28.02, 149.72
26" 0 27" 21.46 CH3 1.14 (d,7.1 Hz,3H) 2.77 21.27, 28.02, 149.72
28 16.64 CH3 0.68 (s,3H) 48.78, 32.99, 44.14
29 15.67 CH3 1.03 (d,6.5 Hz,3H) 1.57 85.75, 52.50
5.08 (1H) 30.61, 71.13
31 10573 CH2 4.89 (1H) 30.61, 71.13
31" 118.18 CH 5.55 (q,6.5Hz,H) 1.69 69.13
32" 13.02 CH3 1.69 (d, 7.0 Hz, 3H) 5.55

Nota: 227, 23”, 24”, 25, 26” 277, 31” y 32” son sefiales que pertenecen a SC2(2) “b”.
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Tabla N° 14: Asignaciones del nucleo esteroidal SC3 (2) “a”

B 13C* 1 1H-
Atomo C 13C jmod H &/ppm (Mult., IJ(Hz), COSlY H HMBC tH-1C
o/ppm H) H
1 40.21 CH2 1.53 (2H) 1.87
1.87 (1H) 3.07,153
2 28.73 CH2 1,60 (1H)
3 85.31 CH 3.07 (1d,10.6,4.6 Hz, H) 1.87,1.47
4 39.60 CH 1,47 (1H) 0.95, 3.07
5 52.33 CH 1.0 (td,11.6,4.1 Hz, H)
1.93 (1H)
6 28.00 CH2 1.36 (1H)
1.52 (1H)
! 26.50 CH2 1.34 (1H) 2.20
8 48.48 CH 2.20 (1H) 1.34
9 136.45 Cuaternario
10 71.77 Cuaternario
11 124.49 CH 5.34 (s, H) 2.02
12 38.33 CH2 2.02 (2H) 5.34
13014 44,11 Cuaternario
13014 48.77 Cuaternario
15 32.95 CH2 1.38 (1H)
2.15 (1H)
16 31.98 CH2 123 (1H)
17 51.44 CH 1.55 (1H)
38.33, 44.11, 48.77,
18 15.94 CH3 0.81 (s,3H) 5144
2.57 (d,15.3 Hz, H)
19 50.62 CH2 40.21, 52.33, 48.48,
2.25(d, 155 Hz, H) 71.77, 124.49, 136.45
20 33.16 CH 1.74 (1H) 0.97, 1.57
21 18.09 CH3 0.97 (d,6.4 Hz,3H) 1.74 51.44, 43.85
1.15 (1H)
22 4385 CH2 1.57 (1H) 418y 1.74
. 1.63 (1H)
22 44.94 CH2 L.05(1H) 115
23 71.04 CH 4.18 (1H) 1.57
23" 69.05 CH 4.19 (1H) 1.63
24 160.55 Cuaternario
24" 149.61 Cuaternario
25 30.57 CH 2.23 (1H) 1.07,1.09 160.55
25" 27,97 CH 2.73 1.11,1.03
26027 23.29 CH3 1.07 (d,6.8 Hz,3H) 2.23 22.46, 30.57, 160.55
26 027 22.46 CH3 1.09 (d,6.8 Hz,3H) 2.23 23.29, 30.57, 160.55
2267,,0 21.24 CH3 1.03 (d,7.1 Hz,3H) 2.73 21.41, 27.97, 149.61
2267,,0 21.41 CH3 1.11 (d,7.1 Hz,3H) 2.73 21.24, 27.97, 149.61
28 16.59 CH3 0.66 (s,3H) 48.77,32.95, 44.11
29 15.61 CH3 0.95 (d,6.5 Hz,3H) 1,47 85.31, 52.33
5.07(1H) 30.57,71.04
31 10568 CH2 4.87(1H) 30.57, 71.04
31" 118.18 CH 5.54 (q,6.5Hz,H) 1.66 69.05
32" 13.00 CH3 1.66 (d, 7.0 Hz, 3H) 5.54

Nota: 22”7, 237, 24”, 257,26 277, 31” y 32” son sefiales que pertenecen a SC3(2) “b”.
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Tabla N° 15: Asignaciones de los monosacaridos presentes en SC1 (2), SC2 (2) y

SC3 (2)
Fraccion | Monosacarido | Atomo 62(:;“ jrl;g d (MulIHt. 5\4%2; H) i_(') ?:' 'l_:_l:/l Eg
' | 10458 | CH |433(d,J=66Hz 1H) | 3.5 85.75
- 2 | 7160 | CH |375(tJ=72Hz1H) | 433
3 : 3 7277 | cH 3.66 (1H)
? 4 | 6780 | cH 3.94 (s, 1H)
5 | 6512 | CH 3.55(1H),3.96(1H)
B ' | 10425 | CH |440(d,J=61Hz 1H) | 351 85.75, 64.06
2 2 | 7160 | CH |345(tJ=69Hz1H) | 4.40 104.25, 74.39
::f E 3 | 7256 | cH | 3% (dd'lf*; T.7Hz, 371 72.56, 69.70
@ é # | e970 | cH | 37(s=7611H) | VG330
8 5 | 6406 | CH 4'OJ(:1;'5)"%'§’)0(“ 371 104.25
< 1 | 10099 | CcH 4.83 (d,1.6 Hz. H) 3.94 67.99, 85.31
o) 2 | 7004 | CH [3.94(dd,1.6,33Hz H) | 4.83,3.75
g = 3 | 7169 | CH |3.75(dd,93,33Hz H) | 3.42, 3.94
Q § 4 | 7332 | cH 342 (t95Hz H) | 3.753.80 17.28
> 5 | 6799 | CH |380(dd63 95Hz H) | 3.42 1.20
o 6 | 1728 | CH3 | 1.20(d,6.3 Hz3H) 3.80 73.32, 67.99
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4.6 ANALISIS POR HPLC-MASAS DE SC3 (2)

4.6.1 ESI: MODO NEGATIVO

B40.4312 663.4406
6.563 6.5E3

sc3@ | i

5.0E3

SC3 (2) “b”
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Z40E3
2353
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Figura N° 30: Sefiales de los aductos formados con el anion formiato [M+
HCOQ]

El aducto formado a partir de SC3 (2) “a” presenta m/z de 649, mientras que el

aducto formado a partir de SC3 (2) “b” presentan m/z de 663.

4.6.2 ESI: MODO POSITIVO

23 3821 3.5E3 437 2866
s83.4485
SC3 (2) “b”
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>
2
_ai‘ E 0E3
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Figura N° 31: Espectro de masas: ESI en modo positivo de los compuestos SC3
(2) C‘a’ﬂ y SC3 (2) 6Cb5,

Los fragmentos de 569 m/z y 583 m/z para SC3 (2) “a” y SC3 (2) “b”
respectivamente son el resultado de la pérdida de masa de 35 um, que

corresponde a una molécula de agua y un grupo hidroxilo. Los otros dos
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fragmentos de 423 m/z y 437 m/z son el resultado de la misma pérdida

incluyendo la pérdida del azucar.
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V. DISCUSION

Los resultados de la actividad anti-H.pylori obtenidos a partir del bioguiaje
indican que las flores de Cordia lutea Lam son una fuente de saponinas

esteroidales por primera vez descritas para esta especie.

Durante la etapa inicial de particion liquida-liquida se observo la presencia
de una fraccién amarilla y mayoritaria (que contiene a su vez los compuestos
coloreados A y B), la cual representd el 22% del extracto crudo obtenido a partir
de las flores. Utilizando HPLC se pudo confirmar la presencia de rutina
(Compuesto coloreado A) en esta fraccion. Esto concuerda con los resultados
obtenidos por Mayevich et al, los cuales ademés de rutina, identificaron
quercetina, acido palmitico y acido linolénico como compuestos mayoritarios de

un extracto metandlico obtenido a partir de las flores.(65)

En el 2003, Konstantinopoulou et al determinaron la actividad anti-H.
pylori de varios flavonoles identificados en Anthemis altissima L. Estos autores
encontraron valores de CMI de 12.5 pg/mL para quercetina 3-metiléter y de 50
pug/mL para quercetina. Sin embargo los compuestos presentes en la fraccion
amarilla obtenida en este estudio solo presentaron una actividad anti-H. pylori
moderada : CMI del compuesto coloreado A: rutina = 125 pg/mL y compuesto
coloreado B = 250 pg/mL. Esto podria deberse a que en el presente trabajo se

utilizé una mayor cantidad de indculo bacteriano final (1x108 UFC). (49)
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Luego de obtener fracciones de diferente polaridad a través de la particion
liquida-liquida del extracto crudo de C. lutea (CIM=125ug/mL), se observd que
la actividad anti-H. pylori se concontré en la fraccion metandlica (62.5 pg/mL). A
pesar de que existe la posibilidad de que los componentes individuales o activos
sean separados unos de otros y pierdan su actividad; los resultados del presente
estudio sugieren que, por el contrario, algunos de los compuestos presentes en la

fraccion metanolica concentran la actividad anti-H. pylori.

En la Tabla N° 4 se presentan los resultados de actividad anti-H. pylori
obtenidos para diferentes extractos de plantas. Numerosos estudios han
categorizado los resultados de actividad in vitro de los extractos de plantas,
fracciones parcialmente purificadas y compuestos aislados. En el presente trabajo
se tomd como referencia la categorizacion realizada por Wang et al: (1) Excelente
actividad (CMI:< 10 pg/mL); (2) Buena actividad (CMI: 10-100 pg/mL); (3)
Actividad moderada (CMI: 100-1000 pg/mL); y (4) Actividad débil (CMI: >1000
pg/mL). Tomando en cuenta este criterio se puede concluir que la fraccién
metandlica presenta una buena actividad anti-H. pylori a pesar de tratarse de una

fraccion parcialmente purificada.(29)

A partir de las purificaciones sucesivas realizadas a partir de la fraccion
metanolica se observo que la actividad antibacteriana se siguié concentrando
hasta la obtencion de tres sub-fracciones bien definidas: SC1, SC2 y SC3. Luego
de una ultima etapa de purificacion utilizando cartuchos de SPE, se obtuvieron las

fracciones SC1 (2), SC2 (2) y SC3 (2); las cuales presentaron valores de CMI de
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31.3 (ug/mL); lo que por lo tanto demuestra que a través de todo el proceso de
bioguiaje se pudo obtener fracciones que serian mediadores de la actividad

antibacteriana in vitro.

Por otro lado, se obtuvieron resultados de citotoxicidad elevados sobre
células RAW 264.7 de 4.2, 3.8 y 8.8 ug/mL, respectivamente. Estos valores de
citotoxicidad, los cuales son incluso mayores que los obtenidos para el control
utilizado (anfotericina B), nos dan un indicio de que las sapogeninas esteroidales
aisladas a partir de la planta en estudio no son selectivas y que por lo tanto la
actividad que ejercen podria estar relacionada con la propiedad que tienen estos

tipos de compuestos de producir una disrupcién de la membrana plasmatica.(77)

Antes de realizar la caracterizacion estructural mediante las técnicas
espectroscopicas se analizaron los compuestos por UHPLC. Esto permitié
identificar que cada uno de los componentes aislados SC1 (2), SC2 (2) y SC3 (2)
se trataban en realidad, de una mezcla de dos compuestos “a” y “b” que
comparten caracteristicas estructurales similares pero que varian en una pequefia
porcion de la molécula (Ver pagina N° 67). El andlisis de por RMN y HPLC-
Masas permitio identificar que los compuestos presentes en cada una de las

fracciones fueron saponinas esteroidales.

Entre la inmensa variedad de sapogeninas identificadas en plantas

medicinales, las del tipo triterpeno se han encontrado en mayor abundancia. En

las siguientes especies de Cordia estudiadas quimicamente: C. alliodora, C.
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verbenacea, C. spinescens, C. plauhiensins, C. trichotoma, C. multispicata y C.
myxa, se han identificado sapogeninas del tip: oleano, ursano, dammarano y
lupano. En muchos de los casos se encontraban de manera libre y en otros se

encontraban unidos a un residuo glicosidico (Ver anexo N° 3).

Por otro lado, se ha descrito en la literatura la presencia de sapogeninas

esteroidales como [-sisosterol (y sus respectivas saponinas esteroidales) en la

corteza de C.sinensis, en las semillas de C. dichotoma y en la madera de
C.trichotoma. Asi mismo se ha identificado la presencia de estigmasterol y
campesterol en las hojas de C. macleodii. De manera general, las saponinas del
tipo esteroidal presentes en el género Cordia se hallan principalmente en la
madera, hojas, raices, frutos y semillas; mientras que los compuestos aislados en
el presente trabajo fueron obtenidos a partir de las flores de C. lutea (Ver anexo

N° 3).

Luego de realizar el analisis de los espectros RMN H, ¥C y HSQC se
procedié con la elucidacidn estructural de los compuestos presentes en la fraccion

SC3 (2). El mismo analisis fue aplicado tanto para la fraccion SC1 (2) como SC2

).

Para la elucidacion estructural del nucleo esteroidal se tom6 como punto de

partida dos sefiales tipicas para 4 & metilesteroles. La primera sefial corresponde

a un metilo presente a 60.95 ppm (d,J = 6.5 Hz, 3H) y que esta unido al carbono

en posicion 4; mientras que la segunda se presenta como un sexteto con un
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desplazamiento tipico de 6 3.06 ppm (td,J = 10.6, 4.6 Hz) en el espectro de RMN
'H (78). La constante de acoplamiento de esta Gltima sefial sugiere ademas que se
encuentra en posicion 3aH con respecto al plano del papel y por lo tanto presenta
el OH- en posicioén B como normalmente ocurre para el comin de sapogeninas

esteroidales trans-fusionadas.(79-81)

Siguiendo con el analisis de los metilos angulares, se pudo identificar dos
singletes a campo alto (0.66ppm y 0.81 ppm) los cuales mostraron correlaciones
en HMBC con carbonos cuaternarios angulares (Posicion 13 y 14) y con sefiales
de protdn de carbonos adyacentes (Posiciones 12,17 y 15). Estas correlaciones
permitieron identificar que las geninas presentaban un grupo metilo unido al

carbono cuaternario en posicion 14.(80)

La importancia de la identificacion de estos metilos angulares radica en
que los 4a y/o 14a metilesteroles son encontrados de manera especifica en cierto
grupo de especies de plantas e invertebrados marinos del phylum Echinodermata.
Utilizando métodos espectroscopicos se han identificado 4a, 14a-metil esteroles a
partir de Euphorbia chamaesyce (Euphorbiaceae), Musa sapientum (Musaceae),
Gynosthemma  pentaphyllum  (Leguminosae) y  Phaseolus vulgaris
(Curcubitaceae). La presencia de estos compuestos en familias de plantas no
correlacionadas como Leguminosae y Curcubitaceae sugiere que su distribucién

es mas amplia de la que se pensaba. (81-84)
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Generalmente los 4a y/o 14a metilesteroles son componentes minoritarios
de la mezcla de esteroles presentes en los organismos y estdn usualmente
presentes como intermediarios en la ruta biosintética de 4-desmetilesteroles. Sin
embargo, este tipo de geninas esteroidales podrian estar ocasionalmente presente
en cantidades apreciables como resultado de la ausencia de una enzima
responsable de la desmetilacion en la ruta biosintética de los esteroles o quizas
por una regulacion estricta de los pasos de desmetilacion de los carbonos 4y 14.
Como se vera a continuacion, esta Gltima posibilidad se hace plausible por la

presencia de un doble enlace en la posicion A°®Y  del ndcleo esteroidal.(81)

En el analisis del espectro de RMN *H de la fraccion SC3 (2) se identificd
una sefial con un desplazamiento tipico de protones olefinicos a 65.34 ppm. Esta
sefial demuestra la presencia de un doble enlace tri-substituido y eliminando la

posibilidad de un enlace A®®. Esto deja a la posicion A° @Y como la posicion
més probable para la insaturacion y se elimina la posibilidad de un enlace A’ vya

que un doble enlace en esta posicion genera un proton olefinico desplazado a un
campo ligeramente mas alto (5.15-5.25ppm). Presumiblemente la presencia de
este doble enlace evita que se produzca la reaccion de 14 & demetilacion tipica de
compuestos esteroidales; sin embargo el mecanismo que da origen a este tipo de
compuestos no es claro todavia y al parecer no existe evidencia experimental con

respecto a su biosintesis.(80, 81, 85)

Para culminar con el analisis estructural realizado por RMN se tiene que la

cadena lateral presente en el compuesto SC3 (2) “a” tiene 9 carbonos y un doble
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enlace A?* @D e| cual estd ubicado en la cadena lateral de otros compuestos

intermediarios de 24-alkilesteroides presentes en diversos géneros de plantas e
invertebrados marinos. De manera alternativa, este doble enlace puede servir
como sitio para una segunda reaccion de transmetilacion en la posicion 24
produciendo compuestos con cadena lateral de 10 carbonos como la que presenta

SC3 (2) “b™. (81, 83, 85, 86)

A pesar de que los resultados de citotoxicidad disminuyen el potencial
terapéutico de los compuestos aislados en el presente trabajo; existe aln un gran
interés en la busqueda de compuestos antibacterianos derivados de las plantas
debido a que tales compuestos permiten abordar estrategias no unicamente
relacionadas con un mecanismo de accién directo. Por ejemplo la inhibicion de
los factores de virulencia asi como la utilizacién de agentes que modifican la
resistencia a los antibidticos utilizados cominmente son dos de las estrategias que
estdn ganando considerable atencion en los dltimos afios. Sin embargo, el
abordaje de estas estrategias incluye obstaculos tales como la utilizacion de
bioensayos mucho mas complejos y costosos, asi como la dificultad para

interpretar los resultados.(87)

C. lutea es una especie ampliamente usada en la costa norte del Peru; sin
embargo presenta solo un estudio de caracterizacion quimica de los metabolitos
secundarios presentes en sus flores. Presenta ademas una solicitud de patente para
como componente herbal, junto a Anona muricata y Cdrcuma longa para la

prevencion y tratamiento de la hepatitis. Los resultados de este trabajo muestran
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que las flores de C. lutea, ademés de presentar compuestos esteroidales, cuentan
con una cantidad importante de compuestos fenolicos, a los que se les ha
atribuido diferentes propiedades medicinales. Por lo tanto, la realizacion de una
mayor cantidad de estudios tanto quimicos como farmacoldgicos permitiran darle
un valor agregado a este recurso natural poco estudiado pero que representan un

gran potencial tanto terapéutico como econdmico.(71, 88)
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VI. CONCLUSIONES

Las fracciones SC1 (2), SC2 (2) y SC3 (2), obtenidas a partir de las flores
de Cordia. lutea Lam, tienen buena actividad in vitro anti Helicobacter
pylori al presentar valores de concentracion minima inhibitoria (CMI) y

concentracion minima bactericida (CMB) de 31.5 pg/mL.

Los compuestos presentes en cada una de las fracciones fueron
caracterizados estructuralmente e identificados como saponinas del tipo

esteroidal.

Las fracciones SC1 (2), SC2 (2) y SC3 (2), obtenidas a partir de las flores
de Cordia. lutea Lam, presentan una elevada toxicidad frente a células
RAW 264.7, al presentar valores de concentracion inhibitoria media (Clso)

de 4.2 pg/mL, 3.8 pg/mL y 8.8 pg/mL respectivamente.

90



VIil. RECOMENDACIONES

Para realizar el aislamiento de las fracciones SC1 (2), SC2 (2) y SC3 (2),
se debe empezar a partir de un extracto diclorometanico de las hojas de
Cordia lutea Lam, de este modo se podria evitar extraer varios

compuestos interferentes.

Evaluar la citotoxicidad de las fracciones SC1 (2), SC2 (2) y SC3 (2) y

antibidticos de referencia en células AGS (linea celular de carcinoma

gastrico)

Realizar la separacion de los compuestos “a” y “b” mediante una TLC

“argentada” (embebida en Nitrato de Plata).

Cuantificar la cantidad de las fracciones obtenidas en un preparado

tradicional estandarizado.
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ANEXOS



ANEXO 1: Plantas y extractos con actividad in vitro anti-Helicobacter pylori

MIC ug/mL
0
Nombre cientifico Parte usada Tipo de Extracto N° de cepas cepa de MIC ug/ mL global MIC Antibiético Referencia
de pacientes . (todas las cepas)
referencia
Extracto . -
- 24 10 10- 160 Claritromicina = 0,0625 (ATCC 43504) | 2006 Nostro et al (30)
etandlico 96%
Zingiber officinale Roscoe Rizomas
Extracto -
metandlico 95% 14 No indica 6,25-50
Mpyristica fragrans Houtt Semillas Extracto 14 No indica 3,125-25
y 9 metandlico 95% ’
. S . Extracto -
Rosmarinus officinalis L. Hojas o 14 No indica 12,5-100
metandlico 95%
Achillea millefolium L. Partes aéreas Ex’tr'acto 14 No indica 1,56-100
metandlico 95%
Passiflora incarnata L. Partes aéreas Ex’t a cto 14 No indica 50-100
metandlico 95%
Foeniculum vulgare Mill Semillas t E)ftlracto%o/ 14 No indica 50-100
metanolicos 95% Amoxicilina = 0,002-0,06 (Global) 2005 Mahady et al
Extracto Metronidazol = 64-128 (Global) (31)
Origanum majorana L. Partes aeéreas o 14 No indica 50-100
metandlico 95%
Carum carvi L. Semillas Ex}r_acto 14 No indica 100
metandlico 95%
Elettaria cardamomum L. Semillas Ex}r_acto 14 No indica 3,125 - >100
metandlico 95%
. . Extracto -
Gentiana lutea L. Raices o 14 No indica 3,125 - 100
metandlico 95%
. . . Extracto -
Juniper communis L. Berries 0 14 No indica 25-100
metandlico 95%
Lavandula angustifolia Mill Flores Extracto 14 No indica 100 - >100

metanolico 95%




ANEXO 1: Plantas y extractos con actividad in vitro anti-Helicobacter pylori (continuacion)

. MIC pg/mL
0
Nombre cientifico Parte Tipo de N° de cepas cepa de MIC g/ mL MIC Antibiético Referencia
usada Extracto de pacientes . global (todas las cepas)
referencia
. T . Extracto - Amoxicilina = 0,002-0,06 (Global)
Melissa officinalis L. Hojas metandlico 95% 14 No indica 100 - >100 Metronidazol = 64-128 (Global)
o . Extracto L Amoxicilina = 0,002-0,06 (Global) 2005 Mahady et al (31)
Mentha piperita L. Hojas metanoélico 14 No indica 25-100 . _
Metronidazol = 64-128 (Global)
al 95%
. Fraccion
. . o Hojas hexanica 20 4 1-32 Claritromicina = 0,06 (CIP 101260) .
Aristolochia paucineris Pomel — . _ 2001 Gadhi et al (32)
. Fraccion Metronidazol = 0,5 (CIP 101260)
Rizomas L 20 16 1-64
hexanica
etarl;:glti?cfg)e% 5 No indica 40
Geranium wilfordii Maxim Toda la planta Fraccion Ampicilina=2 (ATCC 43504) 2013 Zhang et al (33)
. 5 No indica 30
acetato de etilo
Toda Fraccion 1 50 50 Amoxicilina = 0,025 (ATCC 43504)
Tephrosia purpurea L. la planta Fraccion Claritromicina = 0,04 (ATCC 43504) 2009 Chinniah et al (34)
sin raices P 1 50 50 Metronidazol = 50 (ATCC 43504)
cloroférmica
Abrus cantoniensisBge. P(:artes E?<t_racto 5 No indica 40
aéreas etandlico 95%
. Extracto Lo
Saussurea lappa Clarke Raices etandlico 95% 5 No indica 40
. Extracto -
Eugenia caryophyllata Thunb Flores etanclico 95% 5 No indica 40
. . . Extracto -
Hippophae rhamnoides L. Hojas etandlico 95% 5 No indica 60
L T Extracto -
Fritillaria thunbergii Miq. Tallos etandlico 95% 5 No indica 60
. L - Extracto - - .
Magnolia officinalis Reh & Wils. Corteza - 5 No indica 60 Ampicilina=2 (Global) 2005 Li et al (35)
etandlico 95%
Schisandra chinensis (Turcz.) Baill. Frutos E),(t.raCtO 5 No indica 60
etandlico 95%
. Extracto _—
Corydalis yanhusuo W.T.Wang Tallos etandlico 95% 5 No indica 60
Citrus reticulata Blanco Frutos E?<t_racto 5 No indica 60
etandlico 95%
Bupleurum chinense DC. Pgrtes E?<t.racto 5 No indica 60
aéreas etandlico 95%
Ligusticum chuanxiong Hort. Raices Extracto 5 No indica 60

etandlico 95%




ANEXO 1: Plantas y extractos con actividad in vitro anti-Helicobacter pylori (continuacion)

. MIC pg/mL
0
Nombre cientifico Parte Tipo de N° de cepas cepa de MIC g/ mL MIC Antibidtico Referencia
usada Extracto de pacientes . Global
referencia
(todas las cepas)
Extracto de Amoxicilina = 0,016 - 0,25 (Global)
Prunus dulcis D.A. Webb Almendras la céscara rico en 32 No indica 64-128 : o ' 2013 Bisignano et al (36)
. Claritromicina = 0,016 - 4 (Global)
flavonoides
Artemisia douglasiana Besser | Partes aéreas Cloroférmico 6 2 1-8 Claritromicina = 0,125 (NCTC 11638) 2009 Vega et al (37)

Metronidazol = 0,5 (NCTC 11638)




ANEXO 2: Compuestos aislados con actividad in vitro anti-Helicobacter pylori

MIC pg/mL
Nombre cientifico Parte usada Cepas de Compuesto aislado cepa d? MIC pg/mL. global Antibictico . Referencia
pacientes referencia (72 horas) (Cepa de referencia)
(72 horas)
Camellia sinensis (L.) Epigallocatequina 2003
' Compuestos comprados 56 gallato, No indica 12,5-100 No indica
Kuntze . . Yanagawa et al (38)
Epicatequin gallato,
. Amoxicilina = 0.025
Glycyrrhiza uralensis Fisch Raices 3 12 tlpos_ de 12,5 - >50 6.25 - >50 Claritromicina = 0,0063- .2002
flavonoides 0125 Fukai et al (39)
GutGard L
. No . Amoxicilina = 0.03 2013
Glycyrrhiza glabra L. se indica 2 (Extracto estan-darlzado 32-64 64 Tetraciclina = 0,125 -0,25 Asha et al (40)
de flavonoides)
Brassica oleracea L. Semillas 45 Sulforafano No indica 0,06 -8 No indica 2002
Fahey et al (41)
6-Gingerol No indica 3.125-100.0
8-Gingerol No indica 3.125 - 100.0 2003
Zingiber officinale Roscoe Raices 18 No indica h |
10-Gingerol No indica 0.78 - 50.0 Mahady et al (42)
6-Shogoal No indica 12.5-100.0
- . Psoracorylifols 12.5-25 No cepa . _ 2006
Psoralea corylifolia L. semillas 0 AE (96 horas) de pacientes Metronidazol = 128 Ying et al (43)
Metronidazol,
. s . Resverastrol Claritromicinay 2011
Vitus rotundifolia Michx No aplica 15 comercial 50 25-100 Ciprofloxacino Paulo et al (44)
de acuerdo a CLSI
. - . . No cepa Calritromicina = 0,12 2006
Cistus laurifolius L. Hojas 0 Quercetin 3-methyl eter 39 de pacientes Ampicilina = 0.06 Ustun et al (45)
Pteleopsis suberosa Corteza 3 Arjunglucosido | 39 19-78 Claritromicina =0.06 2006

Metronidazol = 7.8

De Leo et al (46)




ANEXO 2: Compuestos aislados con actividad in vitro anti-Helicobacter pylori (continuacion)

Cepas de M::(eE E\gc;?l_ MIC ug/mL Antibiético
Nombre cientifico Parte usada P Compuesto aislado pa de global (72 . Referencia
pacientes referencia (Cepa de referencia)
horas)
(72 horas)
2-(Hydroxymethyl) anthraquinona 2
Tabebuia impetiginosa No cepa AmOX|'c|I.|na_= 0.63 2006
- Corteza 0 - - - . Tetraciclina= 0,5
Martius ex DC 2-(acido carboxilico) anthraquinona 8 de pacientes Metronidazol = 32 Park et al (47)
Lapachol 4
Plumbagina 4
Panax ginseng C.A.Me No aplica 2 Panaxytriol 50 50 Ampicilina=1 2001
g g &ANEY. P n P - Bae et al (48)
. - . . . Claritromicina = 0,125 2009
Artemisia douglasiana Besser Partes aéreas 6 Dehidroleucodino 2 1-8 Metronidazol = 05 Vega et al (37)
Acido clorogénico y Kaempferol 4’-metiléter No indica 6,25
Sivasinolido, Tatrlqlrj-A y quercetina 3- No indica 12,5 2003
hemis altissi ) metiléter icilina = Konstantino-
Anthemis altissima L. Partes aéreas 13 Altissin, desacetyl-B-cyclopyrethrosin, 1-epi- Ampicilina= 1 poulou
_ tatridin, Quer_cetlna, o No indica 25.50 etal (49)
Ramnetina, Isoquercetrina, Taxifolinay
Eriodictyol
. . . . Toda la Corilagina y L
Geranium wilfordii Maxim 5 4 2-8 Ampicilina= 2 2013
planta 1,2,3,6-tetra-O-galloyl-b-D-glucose Zhang et al (33)
(2)-a- R-santalol 15,6 7,8-313
(96 horas)
Amoxicilina = 0,06 2005
Santalum album L. duramen 3 (2)-B-santalol 78 7,8-313 Claritromicina = < Ochi et al (50)
(96 horas) 0,06
(2)-lanceol 62,5 31,3-125
(96 horas)
Epicatequina, Narigenina 2013
Prunus dulcis D.A. Webb Almendras 32 P a ; g No se indica 128-1024 No se indica Bisignano et al

y Acido Protocatechuic

(36)




ANEXO 3: Compuestos quimicos identificados en el género Cordia

Parte de la
Regioén Nombre cientifico Usos planta Compuesto quimico Tipo de compuestos Fuente
(aislamiento)
Resistencia al Globiferina Benzoquinona terpenoidal
Tailandia Cordia globifera ::agﬁ?n?; Raices Cordiauinol C Alfocrjdlz?crongl)s B.y CC @ A Begzoqt!:nHop; terp_en0|dal 2010 Parks et al (89)
W.W. Smith org nmos ordiquinol C, Alliodorina, Eleagina, Cordiacromano eranil Hidroguinona 2009 Dettrakul et al (90)
marinos, "termitas Cordiarimidas A v B Alkaloides alutarimid
y hongos terrestres. ordiarimidas Ay aloides glutarimidas
Alergias adquiridas
Africa Cordia millenii Baker por el manejo de Madera Cordiacromo A-F Benzoquinona terpenoidal 1972 Moir et al (57, 58)
su madera
Ri‘:’;ﬁ?&i al Cordiacromo A-C Benzoquinona terpenoidal
Cordia fragrantissima - .
Myanmar Kgrz organimos Madera Cordiaquinol C,1,J,K Geranil hidroquinona 1973 Mori et al (58)
marinos, "termitas" i . il hi -
y hongos terrestres. Alliodorina Geranil hidroquinona
Cordiacromo A-C Benzoquinona terpenoidal 1973 Moir et al (58)
Resistencia al Madera — Alll(')a(\jotr:mad. — Geranil hidroquinona 1976 Stevens et al (59, 60)
Centroamérica, - . ataque de ordiacromano A, L.ordlaquinol &, il hidroqui
o Cordia alliodora (Ruiz e Alliodorol, Allioquinol C, Cordiallinol y Cordiol A Geranil hidroguinona 1977 Manners et al (61)
Sudaméricay el & Pav.) Oken organimos
Caribe ' marinos, "termitas" Hojas Derivados de 3a-hydroxyolean-12-en-27-0ico Triterpeno tipo oleano 1983 Chen et al (91)
y hongos terrestres. Raices 1-(3'-methoxypropanoyl)-2,4,5- trimethoxybenzene Fenilpropanoide 2000 loset et al (92)
2-(22)-(3-hydroxy-3,7-dimethylocta-2,6-dienyl)-1,4-benzenediol Hidroquinona
Resistencia al
. . ataque de . . . .
México Cordia elaeagnoides organimos Madera Alllodor_ato de m_etllo, elgegma,CgrdaIImal, Geranil hidroquinona 1983 Manners et al (93)
D.C. . " - Ciclocrallinol,dehidroelaegina
marinos, "termitas
y hongos terrestres.
(Lam) LM. Johnst | ** rleme io nara 1990 y 1994
Brasil Sin6nimos: Cordia . P Raices Cordiaquinonas A-K Naftoquinona Bieber (62, 63) et al
la fiebre y
corymbosa G. Don y 1988 loset et al (94)
L . enfermedades del
Cordia linnaei Stearn .
higado.

ANEXO 3: Compuestos identificados en el género Cordia (continuacion)




Parte de la

Region Nombre cientifico Usos planta Compuesto quimico Tipo de compuestos Fuente
(aislamiento)
Centroamérica v el Cordia curassavica
Caribe y Roemer and Diarrea Raices Cordiaquinonas A,B, J, K Naftoquinona 2000 loset et al (95)
Schultes
Brasil Cordia ’I\;L(J;i(::cephala No definido Raices Cordiaquinonas Ly M Naftoquinona 2009 Diniz et al (64)
Microfilaquinona Naftoquinona
Raices 2005 Alencar et al (96)

Brasil, Centroamérica

Cordia globosa
(Jacq.) Kunth

Hojas :Reumatismo, dispepsia y
dolores menstruales

"Compuesto 1"

Benzoquinona terpenoidal

Partes aéreas

7-methoxyflavone, Quercetin 3-methyl
ether, narigenin-4',7-dimethyl ether, and
eriodictyol.

Flavonoide

2004 Silva et al (97)

Hojas CordialinaAy B Triterpeno tipo dammarano
Hojas Artermetina Flavonoide
Hojas: Antiflamatorio,
. Cordia verbenacea antiulcerogénico, a-pinene, p-felandrene, citronelol acetate 1982 Velde et al (98)
Brasil - ! ' . ' S
DC cicatrizante,expectorante, B-elemene, B-caryophyllene, B-gurjunene, 2009 Michielin et al (99)
astringente y diurético Hojas a-humulene, dcadinene,aloaromadendrene, Terpenos
bicyclogermacrene, spatulenol y
epoxycariophyllene
. . Flores Dimetil-3,4'-kaempferol Flavonoide
Cordia boissieri Afeccion de los bronquios y el
Mexico AD.C sistema respiratorio, diurético y Flores Alantoina Compuesto nitrogenado 1973 Dominguez et al (100)
e tonificante general - - - -
g Frutos p-hidroxibenzaldehido Aldehido
Cordia qoetzei Infusion de las raices: malaria,
Africa g lepra. Extracto de la corteza: para Corteza Cordigona, Cordigol Polifenoles 1988 Marston et al (101)

Gurke

taratar heridas.




ANEXO 3: Compuestos identificados en el género Cordia (continuacion)

Parte de la
Regidn Nombre cientifico Usos planta Compuesto quimico Tipo de compuestos Fuente
(aislamiento)
Decocto de la Frutos Arabinoglucano,D-Glucosa , L-Arabinosa Azlcares
corteza: dispepsia,
fiebre, abscesos, B-sitosterol, B-sitosterol-3-glucoside, Fitoesterol y saponina esteroidal
Cordia dichotoma tum;(r)zle\s;,ocg;itis. a-amyrins, betulin, lupeol-3-rhamnoside Triterpeno tipo ursano y lupano
G. Forst. corteza:ulceras de Acido clorogénico y acido caféico Derivados fenélicos 2013
India Slnor_nm_os: Cordia la boca. Mezc.la Semillas Jhamkande et al (102)
latifolia Roxb, con granada: Taxifolin-3-5-dirh ide h itin-7-rh id L 1984 Basu et al (103)
Cordia obliqua disenteria. axifolin-3-5-dirhamnoside, e_sper_ltln- -rhamnoside, apigenina, Flavonoides
willd Mucilago del rutina, robonina, diaticoside, dihidrobenetina
fruto:tos y dolores
de pecho. La panta Hentricontanol, hentricontane, octacosanol Hidrocarburos
es diurética y
laxativa. Corteza Alantoina Compuesto nitrogenado
Litospermato de magnesio
Infusion de las Rosmarinato de magnesio Sales de derivados fendlicos 1977 Lim et al (104)
raices: fiebre y Rosmarinato de calcio
Centroamérica | Cordia spinescens dolor de cabeza. Hojas
y Sudamérica L. Polvo de la 3a,6p,25-trihydroxy-20(S),24(S)-epoxydammarane
corteza:
cicatrizante 3a-acetoxyl-6,25-dihydroxy-20(S),24(S)-epoxydammarane Triterpeno tipo dammarano 1997 Nakamura et al (105)
Cabraleadiol.
Cordia . . - - . -
lauhiensins Saponinas derivadas del &cido pomélico; asi como del acido
Brasil Freien Sinénimo: No definido Tallos quinovico y acido cincholico (y sus respectivas Saponina triterpénica tipo 2003 y 2007
Cordié rufescens. geninas).Derivados bidesmosido del &cido ursolico y ursano y oleano Santos et al (106, 107)
ADC oleanolico
Cordiacromo C Benzoquinona terpenoidal
Cordia trichotoma Alantoina Compuesto nitrogenado
Sudamérica (Vell.) Arréb. ex No definido Madera Acido oleandlico 2001 Menezes et al (108)

Steud.

Triterpeno tipo oleano

B-sitosterol,sitosterol-B-D-glucoside

Fitoesterol y saponina esteroidal

Oncocalyxone A

Parabenzoquinina

1964 Seiket et al (109)




ANEXO 3: Compuestos identificados en el género Cordia (continuacion)

Parte de la
Region | Nombre cientifico Usos planta Compuesto quimico Tipo de compuestos Fuente
(aislamiento)
Cordia americana Decocto de las hojas: antiflamatorio
Brasil (L.) Gottschling & > nojas: Hojas Acido rosmarinico Derivado fenélico 2010 Geller et al (110)
. y cicatrizante.
J.E. Mill

Arabia o ) Acido protocatechuico, acido trans-caféico ,
Saudita, gﬁ%ﬁgﬁﬁ Corteza: desordenes estomacales y Toda la planta o qummMmm, _ Derivados fendlicos y flavonoides 2011 Nawal et al (111)
Africa e -9 0. dolor de pecho acido rosmarinico y diferentes flavonoides

india Cordia Rothi

Hojas B-sitosterol , stigmast-5-en-3-O-B-D-glucoside Fitoesterol y saponina esteroidal 2014 Firdous et al (112)
Cordia Cordiaketal Ay B, Cordianal A,By C, Cordianona Triterpeno tipo ursano
. o . . 2001 y 2003
Brasil multispicata Expectorante y para contusiones Hojas K ietal (113, 114
Cham. Cordianol A-1y cordialina A Triterpeno tipo dammarano uroyanagi et al (113, )
Acido cordinoico Triterpeno tipo ursano
cordicilina Fenilpropanoide
Hojas y Tallos -
. . L cordinol Monoterpeno
Frutos: infecciones urinarias,
enfermedades respiratorias, cordicinol Aromatico
Cordia myxa astringente, antihelmintico, Cort Acid dioico. 4cid difoli Dit
india Sinénimo:Cordia | diurético y demulcente. Jugo de la orteza C1do cordioico, acido cordrtolico Iterpeno Begum et al (115)
latifolia Wall. ex corteza: gripe. Decocto de la Frutos Latifolicina A-D y Acido rosmarinico Fenilpropanoide
G.Don corteza: dispepsia y
fiebre.Hojas:ulceras y dolor de
cabeza
$? Macrofilina Alkaloides pyrrazolidonicos
Hawai Cordia sebestena No definido Frutos %WWWW%AD@Wm“mwmaWWm“AB' Fenilpropanoide Dai et al (116)
(L) acido rosmarinico y metilrosmarinato
Cordia macleodii Hojas y corteza: Ictericia,
India (Hook F. & cicatrizante, Hojas:ulceras de la Corteza Stigmasterol, Camphesterol Fitoesterol Nariya et al (117)

Thomson)

boca




ANEXO 4: Metodologia y resultados de las columnas MPLC 1 al 13

MPLC 1

La columna de vidrio fue empacada por via seca con 70 g de silica gel y luego
compactada con 200 mL de Acetato de etilo: éter de petroleo (9:1). Luego de colocar la
muestra (fraccion metandlica), se recogieron fracciones de 10 mL siguiendo el

siguiente sistema de elucién:

Sistema de elucion para el MPLC 1

Muestra P(egs;o Fase mév,il Proporcion Vc(;#:lr_n)en Flujo
Acet,ato de etilo: Eter de 1:9 300
petréleo

Eraccion Acetato de et!lo 100% 500 10

metanslica 3.41 | Acetato de et!lo: metanol 9:1 200 mL/min

Acetato de etilo: metanol 8:2 100
Acetato de etilo: metanol 5:5 100
Metanol 100% 100

El agrupamiento de las fracciones fue realizado de acuerdo a su perfil obtenido en
TLC. Ademas estas fracciones fueron concentradas a presion reducida, obteniéndose

cinco muestras como se describe a continuacion

Fracciones obtenidas del MPLC 1

Tubos Peso (mg) Cddigo
1 940 1C1026. 1
2-4 930 1C1026. 2
5-73 610 1C1026. 3
74-84 470 1C1026. 4
85-91 310 1C1026. 5

MPLC 2
La columna de vidrio fue empacada por via seca con 15 g de silica gel y luego
compactada con éter de petroleo. Luego de colocar la muestra (1C1026.3), se

recogieron fracciones de 5 mL siguiendo el siguiente sistema de elucion:




Sistema de elucion para el MPLC 2

Muestra Ene’lsg(; Fase movil , Proporcion V(Z:Tl:gen Flujo
Acet,ato de etilo: Eter de 91 500
petréleo
1C1026. 610 Acetato de etilo 100% 100 5
3 Acetato de etilo: metanol 9:1 100 mL/min
Acetato de etilo: metanol 5:5 100
Metanol 100% 100

El agrupamiento de las fracciones fue realizado de acuerdo a su perfil obtenido en

TLC. Ademas estas fracciones fueron concentradas a presion reducida, obteniéndose

nueve muestras tal como se describe a continuacion:

MPLC 3

Fracciones obtenidas del MPLC 2

Tubos | Peso (mg) Cddigo
1-4 7 1C1027. 1
5-11 6 1C1027. 2

12-20 8 1C1027. 3

21-27 12 1C1027. 4

28-43 71 1C1027.5

44-78 120 1C1027. 6

79-139 164 1C1027. 7

140-147 36 1C1027. 8
148-156 78 1C1027. 9

La columna de vidrio fue empacada por via seca con 15 g de silica gel y luego

compactada con diclorometano. Luego de colocar la muestra (IC1026.4), se recogieron

fracciones de 5 mL siguiendo el siguiente sistema de elucion:




Sistema de elucion para el MPLC 3

Peso ., Volumen .
Muestra Solventes Proporcion Flujo
(mg) | P (mL) :
Diclorometano: 9.5:0.5 500 8 mL/min
metanol
IC1026.4 | 470 | Diclorometano: 911 200
metanol .
Diclorometano: 10 mL/min
' 8:2 200
metanol

El agrupamiento de las fracciones fue realizado de acuerdo a su perfil obtenido en

TLC. Estas fracciones fueron concentradas a presion reducida, obteniéndose nueve

muestras tal y como se describe a continuacion.

MPLC 45y 6
La columna de vidrio utilizada en cada caso fue empacada por via seca con 8 g de silica

Fracciones obtenidas del MPLC 3

Tubos | Peso (mg) Caodigo
1-34 7 1C1028. 1
35-43 3 1C1028. 2
44-75 66 1C1028. 3
76-83 18 1C1028. 4
84-107 22 1C1028. 5
108-118 11 1C1028. 6
119-157 79 1C1028. 7
158-247 61 1C1028. 8
248-265 114 1C1028. 9

gel y luego compactada con éter de petréleo. Luego de colocar las respectivas muestras,

se recogieron fracciones de 5 mL siguiendo el siguiente sistema de elucion:

Sistema de elucion para MPLC 4,5y 6

MPLC Muestra Peso Fase movil Proporcion Volumen Flujo
(mg) (mL)
MPLC4 |IC10275 | 71 .
MPLC5 | 1C1027.6 | 120 | “octato de etilo 8:2 00 | 0
MPLC6 | 1C1027.7 | 164 P




El agrupamiento de las fracciones fue realizado de acuerdo a su perfil obtenido en
TLC. Ademaés estas fracciones fueron concentradas a presion reducida, obteniéndose

las siguientes fracciones.

Fracciones obtenidas del MPLC 4,5y 6

MPLC | Tubos | Peso (mg) Caodigo
1-17 18 1C1029. 1
MPLC4 18-50 36 1C1029. 2
1-8 3 1C1029. 3
9-13 22 1C1029. 4
MPLCS 14-17 24 1C1029. 5
18-36 34 1C1029. 6
1-11 4 1C1029. 7
12-18 21 1C1029. 8
MPLC® 19-25 38 1C1029. 9
26-53 63 1C1029. 10

MPLC 7,8y 9
La columna de vidrio utilizada en cada caso fue empacada por via seca con 8 g de silica
gel y luego compactada con acetato de etilo. Luego de colocar las respectivas muestras,

se recogieron fracciones de 5 mL siguiendo el siguiente sistema de elucion:

Sistema de elucion para MPLC 7,8y 9

MPLC Muestra Peso Fase movil | Proporcion Volumen Flujo
(mg) (mL)
MPLC 7 | 1C1028.7 79
1C1028.8+
MPLC8 | |c1o0g5 | 83 | A0 | 409, 300 | 5mL/min
1C1028.9 + de etilo
MPLC 9 1C01030.1 129

El agrupamiento de las fracciones fue realizado de acuerdo a su perfil obtenido en
TLC. Ademas estas fracciones fueron concentradas a presion reducida, obteniéndose

las siguientes muestras.



MPLC 10

La columna de vidrio utilizada en cada caso fue empacada por via seca con 8 g de silica
gel y luego compactada con acetato de etilo. Luego de colocar las respectivas muestras,

Fracciones obtenidas del MPLC 7,8 y 9

MPLC | Tubos | Peso (mg) Caodigo
2-13 16 1C1029. 11
MPLC? 14-28 21 1C1029.12
1-12 15 1C1030.1
MPLCS 318 | 25 [1C1030.2
1-10 23 1C1030.3
MPLC9 | 11-13 22 1C1030.4
14-18 7 1C1030.5
19-22 11 1C1030.6

se recogieron fracciones de 5 mL siguiendo el siguiente sistema de elucion:

El

TLC. Estas fracciones fueron concentradas a presion reducida, obteniéndose las

siguientes muestras:

Sistema de elucién para MPLC 10

Muestra PesO | Fase movil Proporcion Volumen Flujo
(mg) (mL)
IC1027.8 +
1C01029.10 + Acetato de . _
IC1020.11 + | 1° stilo 100% 300 | 5mL/min
1C1030.5

agrupamiento de las fracciones fue realizado de acuerdo a su perfil obtenido en

Fracciones obtenidas del MPLC 10

Tubos | Cddigo
1-16 | 1C1030.7
17 1C1030.8
18-20 | 1C1030.9
21 1C1030.10
22-40 | 1C1030.11




MPLC 11,12y 13
A partir de los perfiles cromatogréficos de las fracciones obtenidas hasta ahora se

identificaron 3 fracciones mayoritarias las cuales fueron denominadas SC1, SC2 y SC3.

Estas fracciones fueron purificadas a través de los MPLC 11, 12 y 13 respectivamente.

La columna de vidrio utilizada en cada caso fue empacada por via seca con 6 g de silica

gel. Luego de colocar las respectivas muestras, se recogieron fracciones de 5 mL

siguiendo el siguiente sistema de elucion:

Sistema de elucion para MPLC 11,12y 13

MPLC Muestras zﬁzc)) nﬁgf/?l Proporcion VC()rITl]JIr_T;en Flujo

1C1029. 2 +
IC 1029.4 + Acetato

MPLCIL | Z, et [ =100 | deetilo: | 9.8:0.2 200
IC 1030. 3 metanol
1C1029. 6 + Acetato

MPLCI2 | 1C 10209+ | ~100 | A8 100% 200 5
1C1030. 7 mL/min
1C1029. 12 +
IC 1030.4 + g‘ecgfﬁf

MPLCI3 | IC 1030.9 + |~100 | &0 8:2 200
1C1030.10 + ,
IC 1030.11 petroleo

Estas fracciones fueron concentradas a presion reducida, obteniéndose las siguientes

muestras:



Fracciones obtenidas del MPLC 11,12y 13

MPLC | Tubos | Peso (mg) | Cédigo | Nombre
1-11 5 1C1032.1 -
MPLC11 12-24 60 1C1032.2 SC1
5-9 2 1C1032.3 -
MPLC12 | 12-14 26 1C1032.4 -
15-40 73 1C1032.5 SC2
1-16 14 1C1032.6 -
MPLCI3 M9035 T 46 [IC1032.7 | SC3
33-38 3 1C1032.8 -




