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Vi

RESUMEN

El objetivo fundamental de este trabajo fue la busqueda de una nueva fuente
natural de sustancias esteroidales y cumarinas en las hojas de la especie

colombiana Pentacalia vaccinioides (Kunth) Cuatr.

La separacion de los extractos por los métodos de cromatografia en columna y
cromatografia en capa delgada permitieron el aislamiento y la posterior
identificacion de algunos metabolitos secundarios presentes en la especie
Pentacalia vaccinioides, los cuales son las cumarinas 2H-1-Benzopiren-2-ona
(Cumarina);  7-Hidroxi-6-metoxi-2H-1-benzopiren-2-ona  (Escopoletina); 6,7
dimetoxi-2H-1-benzopiren-2-ona (Escoporona); los esteroides Estigmasterol;
7,16-dien-3-estigmasterol y gamma sitosterol. Estas sustancias fueron
identificadas con base en sus propiedades fisicas (punto de fusion y valor de Rf)
reacciones quimicas cualitativas y técnicas espectroscépicas como Cromatografia
de Gases acoplada a Masas, y Resonancia Magnética Nuclear de *H y **C en una

dimensién, dependiendo de la complejidad de cada una.



Vii

ABSTRAC

The aim of this work was the search of a new natural source of substances the
sterols and cumarin the Colombian vegetal specie Pentacalia vaccinioides
(Kunth) Cuatr.

The separation of extracts by column chromatography and thin layer
chromatography methods let the isolation of the secondary metabolites presents in
the specie which are the cumarin: 2-H-1-Benzopyran-2-one (Cumarina); 7-hidroxi-
6-metoxi-2H-1-benzopyran-2-ona (Escopoletina); 6,7-dimetoxi-2H-1-benzopyran-2-
ona (Escoporona); the sterols Estigmasterol; 7,16-dien-3-estigmasterol; gamma
sitosterol..

These compounds were identified based on their physical properties (melting point
and Rf value), qualitative chemical reactions and the spectroscopic techniques of,
GC -MS, and NMR, according to the complexity of each them.
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INTRODUCCION

Durante mucho tiempo las plantas fueron los Unicos medicamentos utilizados por
los seres humanos, las primeras culturas en su afan de bienestar y prosperidad
empezaron a adquirir conocimientos empiricos sobre la utilizacion de plantas para
curar enfermedades, para la elaboracion de redes para la pesca, fibras para
cuerdas para arcos y vestidos. Con el desarrollo de las primeras civilizaciones y
del lenguaje estos conocimientos empezaron a trasmitirse de generacién en
generacion con el fin de prolongarse, de esta manera se empez6 a acumular
conocimientos sobre la naturaleza que los rodeaba.

El hombre en la actualidad busca obtener productos vegetales con fines
alimenticios, medicinales e industriales para ello introduce en sus lugares de
asentamiento numerosas especies exoticas, y con ellas, sus plagas Yy
enfermedades. Por esta razon, los equilibrios naturales entre las plantas y sus
enemigos, se han visto afectados a tal punto que algunas plagas consiguen
proliferarse de forma alarmante, obligando al hombre a una continua lucha contra
estas enfermedades y plagas*’. Ejemplo dramatico de ello fue el caso de la
filoxera (Daktulosphaira vitifoliae), que se introdujo en Europa procedente de
América a finales del siglo XIX y arraso todos los vifiedos.®°

El uso de plaguicidas, insecticidas o fungicidas ha sido el mecanismo de control
usado por los agricultores debido a su gran eficacia, sin embargo el alto grado de
toxicidad y acumulacion de estos en los suelos hace que la ciencia busque en los
productos naturales una alternativa amigable con el medio ambiente

Las plantas poseen una gran cantidad de sustancias producto de su metabolismo
secundario, las mdultiples funciones que presentan estas sustancias en los
vegetales permiten la busqueda de nuevas sustancias quimicas naturales, como
insecticidas, herbicidas o reguladores de crecimiento, entre otras. En vista de que
los farmacos ya existentes pueden exhibir resistencia a microorganismos, los
productos naturales cobran importancia en medicina no solamente por sus efectos
farmacolégicos 0 quimioterapéuticos sino en la posibilidad que ofrecen de
desarrollar, a partir de sus estructuras, nuevos medicamentos.

La busqueda, identificacién, extraccion y uso de metabolitos secundarios de
origen vegetal se ha perfeccionado con la ayuda de otras ciencias y el avance



tecnoldgico, hoy en dia se trabaja en la biosintesis y estructura molecular de
drogas naturales que permiten sintetizar compuestos analogos con una mayor
actividad biologica y potencial terapéutico. Por ejemplo diversos anestésicos
locales como la procaina, la benzocaina y la lidocaina, se sintetizaron tomando
como modelo estructural a la cocaina, un alcaloide natural contenido en las hojas
de Erythroxylon coca.’®

Esta investigacion esta incluida dentro del proyecto “Aislamiento e identificacion de
glicosidos transportadores de principios activos presentes en los extractos de
hojas y flores presentes en Pentacalia ledifolia y Pentacalia corymbosa
(Asteraceae Senecioneas)” del Departamento de Quimica de la Facultad de
Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana, que tiene como objetivo la
basqueda de nuevas fuentes naturales de metabolitos secundarios de interés
bioldgico en plantas autéctonas del territorio Colombiano.

Colombia es el segundo pais en el mundo con mayor cantidad de especies
vegetales las cuales han sido investigadas en un bajo porcentaje ademas el rapido
crecimiento urbano amenaza con desaparecer especies endémicas antes de ser
investigadas.

El género Pentacalia incluye un total de 217 especies, de las cuales casi la mitad
estan representadas en Colombia las cuales han sido poco estudiadas, so6lo se
reportan en la literatura los estudios de aceites esenciales de P. ephiphytica,
P.andicola, P. firmipes y P. archieri, de los cuales se aislaron nerolidol, humuleno,
farneseno, curcumeno, santaleno, germacreno D, varios cadinenos, cicloartenol,
friedelina y 5-metoxieugenol®®*>. El grupo de investigacion GIFUJ (Grupo de
Investigacion Fitoquimica Universidad Javeriana), ha trabajado con los extractos
en éter de petroleo y etanol de hojas de P. corymbosa y P. ledifolia, obteniendo
sitosterol, eicosanol, friedelina, dos quinoles (jacaranona y metiljacaranona), dos
cumarinas (escopoletina y 7-geraniloxilescopletina) y dos flavonoides (quercetina y
rutina)®*.

Después de un analisis cromatografico y de pruebas quimicas preliminares para
algunas especies del género Pentacalia (P. nitida, P, abietina y P. vaccinioides) y
cotejando con la informacion obtenida por el grupo de investigacion GIFUJ de la
Universidad Javeriana en otras especies del mismo género se ha encontrado



en la especie Pentacalia vaccinioides (Kunth) Cuatr. la presencia de cumarinas
y esteroles en cantidades representativas

En esta investigacion se tiene como objetivo principal reconocer la especie
Pentacalia vaccinioides (Kunth) Cuatr como una nueva fuente natural de
sustancias esteroidales y cumarinas, y contribuir al estudio quimiotaxonémico del
genero Pentacalia.

Como obijetivos especificos

Identificar los grupos de metabolitos secundarios presentes en la especie
Pentacalia vaccinioidespor medio de pruebas quimicas preliminares.

Obtener extractos y fracciones de diferente polaridad en los cuales se presenten
sustancias esteroidales y cumarinas.

Aislar sustancias esteroidales y cumarinas por medio de diferentes técnicas
cromatograficas.

Identificar los compuestos por técnicas espectroscépicas como (GC-MS, RMN *H,
RMN *3C).



1. ESTADO ACTUAL

1.1 Generalidades de |la familia Asteraceae

Las Asteraceas (Asteraceae Bercht. & J. Presl), también conocidas como
compuestas, cuentan con aproximadamente 1.620 géneros y 23.600 especies, es
la familia mas grande de Angiospermas™.

Las Asteraceas en su gran mayoria de especies son plantas herbdceas muy pocas
veces se encuentran como arbustos, arboles o lianas. Existen varias especies
que presentan aceites esenciales y también latex. Pueden o no ser resinosas. En
general, las hojas estan bien desarrolladas, en algunos casos se hallan muy
reducidas. No son plantas comestibles aunque existen algunos ejemplos de
Asteraceas con esa caracteristica. Pueden ser anuales, bienales o perennes, con
una agregacion basal de hojas (una "roseta" basal) o sin ella. Existen especies
hidrofiticas (ciertas especies de Bidens o Cotula), que presentan hojas sumergidas

y emergentes. Por otro lado, existen especies helofiticas, mesofiticas y xerofiticas
24

La familia esta distribuida en todo el mundo menos en la Antardida, pero se
encuentra especialmente en las regiones tropicales y subtropicales de
Norteamérica, los Andes, Brasil Oriental, el sur de Africa, Asia Central, y China
del sudoeste. La mayoria de las especies de las Asteraceae es herbacea aunque
un componente significativo de la familia esta constituido por arbustos y arboles
gue se encuentran principalmente en la region de Norte y Sudamérica, Africa y
Madagascar y en islas del Oceano Atlantico y Pacifico.

En muchas regiones del mundo las Compuestas llegan a integrar hasta el 10% de
la flora vernacula. La familia contiene algunos géneros con una gran cantidad de
especies, como es el caso de Senecio (con 1250 especies), Hieracium (1000
especies) y Helichrysum (600 especies) 2.

Los miembros de varios géneros de la familia son muy conocidos por su valor
horticola y popular en jardines a través del mundo e incluyen las zinnias, las
maravillas, las dalias, y los crisantemos. El género comercial del girasol Helianthus
ha sido utilizado como un modelo en el estudio de hibridacién y su papel en la
evolucion de las especies®.

1.2 Tribu Senecioneae


http://es.wikipedia.org/wiki/Herb%C3%A1ceas
http://es.wikipedia.org/wiki/Arbusto
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81rbol
http://es.wikipedia.org/wiki/Liana
http://es.wikipedia.org/wiki/Aceite_esencial
http://es.wikipedia.org/wiki/Resina
http://es.wikipedia.org/wiki/Planta_anual
http://es.wikipedia.org/wiki/Bienal
http://es.wikipedia.org/wiki/Planta_perenne
http://es.wikipedia.org/wiki/Bidens
http://es.wikipedia.org/wiki/Cotula
http://es.wikipedia.org/wiki/Heli%C3%B3filo
http://es.wikipedia.org/wiki/Mes%C3%B3filo
http://es.wikipedia.org/wiki/Xer%C3%B3fito
http://es.wikipedia.org/wiki/Senecio
http://es.wikipedia.org/wiki/Hieracium
http://es.wikipedia.org/wiki/Helichrysum

Teniendo en cuenta el nimero de géneros y de especies que la integran, la tribu
Senecionea es una de las més grandes dentro de la familia Asteracea; a su vez el
género tipo (Senecio) es el mas rico de la familia, debido al nimero de especies
que agrupa. Dentro de la tribu, el mayor problema sistemético corresponde a la
clasificacion de Senecio, género gigante y polifilético, entidad que se ha reducido
progresivamente al ser separado COmMO nuevos Qgeneros en varios grupos
monofiléticos, quedando integrado por un grupo parafilético y mas homogéneo,
basado en caracteres pleimorficos.

La descripcion botéanica del género Pentacalia fue propuesto de manera casual por
Cassini en 1827, ligando tal concepto con una caracteristica poco comun en la
tribu Senecioneae, pero muy marcada en la especie tipica Cecalia arbérea H.B.K,
donde los aquenios son gruesos y pentagonales. La primera mencién al mismo
aparece en el Diccionario de Ciencias Naturales, cuando el botanico francés
Cassini, redefine la tribu de las Senecioneas como décima cuarta del orden de las
Sinantereas. Dentro de los arqueotipos o los prototipos de la segunda seccién, el
distinguido con el numero 24, corresponde a Pentacalia H.Cass=Cacalia arborea
Kunth.?

Méas adelante Cassini describe el prototipo con las siguientes palabras; “En
combinacion con la descripcion y la figura de la Cacalia arbérea del Sr.Kunth,
parece gue tal especie no es similar a la verdadera Cacalia, y que puede formar,
bajo el nombre de Pentacalia, un género o subgénero caracterizado
principalmente por los frutos pentagonos”®*

Si los estigmatoéforos, la corola y el ovario estdn correctamente representados, se
puede conjeturar con alguna certeza que el arbol en cuestion pertenece mas bien
a las Adenostiléas que a las Senecionéas.

La tribu Senecioneae cuenta con una mayoria de especies perennes, aunque
algunas son anuales; unas pocas son arbustivas pero la gran mayoria son hierbas
erectas; todas carecen de latex aunque algunas contienen esencias.

1.3 Descripcion botanica y taxonoémica del género Pentacalia

El género Pentacalia fue propuesto de manera casual por Cassini en 1827 ligando
tal concepto con una caracteristica poco comun en la tribu Senecioneae, pero muy
marcada en la especie tipica Cacalia arbérea H.B.K., donde los aquenios son
gruesos y pentagonales *°.



Se caracteriza por ser arboles, frictices o fruticulos erectos o escandentes; tallos
cilindricos o sub cilindricos, a veces reducidos a un carpopodio subterrdneo;
ramas cilindricas, hojas generalmente alternas y casi siempre pecioladas, lamina
eliptica ovalada, oblonga o linear, coriacea o subcoriacea, a veces crasidscula
margen mas o menos dentada, denticulada o entera, a veces revoluta, nerviacion
pinada, prominente o impresa e inconspicua; inflorescencias terminales o
laterales, corimboso — paniculadas, tirsoideas, raras veces racemiformes,
multicéfalas o paucicéfalas, casi excepcionalmente monocéfalas; capitulos
discoideos o radiados, normalmente erectos y pedicelados, a veces aglomerados,
generalmente pequefios o medianos raras veces grandes; involucro cilindrico o
acompafiado y con (5-) 8-13 (-21) filarias sub uniseriadas, eliptico-oblongas vy
crasilsculas, glabras, a veces vestidas dorsalmente; receptaculo plano o
ligeramente convexo, alveolado, liso o escarioso, fimbriado, a veces escuamifero
(escrobiculado) o hirsuto; flores radiales cuando presentan liguladas y excertas, a
veces tubulosas y lobuladas, generalmente amarillas o blanquecinas, raras veces
blancas y que enrojecen al madurar, glabras y brevemente denticuladas; flores del
disco tubulosas, glabras, limbo tubuloso o ligeramente infundibuliforme, 5-
lobulado-dentado, I6bulos triangular-oblongos®. (Figura 1)

La clasificacion taxonémica del género Pentacalia es la siguiente:

REINO: Plantae
SUBREINO: Tracheobinta
FILUM: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida
ORDEN: Asterales
FAMILIA: Asteraceae
TRIBU: Senecioneae
GENERO: Pentacalia

ESPECIE: P. vaccinioides




Figura 1. Pentacalia vaccinioides (Kunth) Cuatr
Tomado de: http://www.efloras.org/florataxon.aspx

1.4 Distribucion geogréfica del género Pentacalia

Este género es propio del norte de los andes, donde se ha formado el mayor
namero de especies, desde donde han irradiado hacia el norte y el este. En
Centroamérica el género esta representado por trece especies que crecen en
Panama, Costa Rica, Honduras, Nicaragua y Guatemala. Por el este irradia la
regién andina de Venezuela, alcanzando unas pocas especies la zona amazonica
de tal pais; para el territorio venezolano han sido registradas 32 especies, algunas
de las cuales son comunes con Colombia; de las especies venezolanas 11
pertenecen al subgénero Pentacalia y 21 caben en el subgénero Microchaete. En
Ecuador han sido registradas 42 especies, algunas de las cuales se extienden al
Perd o a Colombia; la mayoria de ellas quedan bien ubicadas en el género
Pentacalia. En Peru se han registrado 60 especies, lo que convierte al oriente
peruano en el Segundo centro de especiacion y diversificacion.

En Bolivia han sido registradas 15 especies y en Colombia un total de 94
especies, con 4 subespecies y 3 variedades; de tales especies, 50 pertenecen al
género Pentacalia y 44 al subgénero Microchaete considerado asi el género
incluye un total de 217 especies, de las cuales casi la mitad estan representadas
en Colombia®*.

En Colombia el género se encuentra distribuido principalmente en los
departamentos de Antioquia, Arauca, Boyaca, Caldas, Cauca, Cundinamarca,
Huila, Norte de Santander, Putumayo, Quindio, Risaralda, Santander, Tolima,
Valle (figura 2).

1.5 Usos Etnobotanicos de algunas especies pertenecientes al género
Pentacalia

Las partes aéreas en decoccién se usan como desinfectantes y cicatrizantes en
heridas de dificil curacién®: Los campesinos cundiboyacenses las han utilizado
como vulnerarias y contra la sifilis, para curar granos y forinculos rebeldes, contra
dolores de garganta y contra ulceras.



Colombia
H Pentacalia Vaccinioides

Figura 2. Distribucién geografica en Colombia de Pentacalia vaccinioides (Kunth) Cuatr.
Fuente: www.geografiacolombiana.com y modificado por el Autor



1.6 Fitoguimica del género Pentacalia

Existen pocos reportes de estudios fitoquimicos del género Pentacalia; se aislaron
friedelina, cicloartenol y un aceite esencial constituido principalmente por a-
humuleno, B-farneseno, santaleno, isocumeno y otros serquiterpenos altamente
oxigenados derivados del bisaboleno y del cadineno de las especies P.andicola,
P.archeri y P.epiphytica’. Los estudios realizados se han hecho en su gran
mayoria por el grupo de investigacion GIFUJ de la Pontificia Universidad Javeriana
en Bogota, las Pentacalias se caracterizan por presentar un alto contenido de

cumarinas y quinoles

(ver tabla 1).

31,65

y algunos otros compuestos como flavonoides,
esteroides y cicloartenol en P.nitida®, eicosanol y estigmasterol en

P. pulchella®

Tabla 1. Algunos compuestos aislados del género Pentacalia. Fuente: el Autor.

ESPECIE

COMPUESTOS

Pentacalia andicola®

Cicloartenol, 5-metoxieugenol

Pentacalia epiphytica™

Escualeno, Nerodiol

Pentacalia archeri**

Triterpenos, Germacranos Oxidados

Pentacalia nitida®®

Flavoniodes de tipo flavonas, mezcla de acidos grasos,
hidrocarburos alifaticos y tipo triacontano y un esteroide
cicloartano

Pentacalia pulchella®

Terpenos, compuestos fendlicos, estigmasterol,
eicosanol.

Pentacalia corymbosa*® *°

Acetato de B-Amirina, el B-Sitosterol, rutina, Quinoles,
flavonoides, Acidos Grasos, Quercetina y
7-0-Geranilescopoletina

Pentacalia ledifolia®®'’

Eicosanol, Acetato de 8- Amirina, el B-Sitosterol, Rutina,
Quercetina, Escopoletina.

Pentacalia firmipes™®

a-Humeleno, B Farneseno, Santaleno, Cicloartenol,
Isocomeno, friedelina




Tabla 2. Algunos metabolitos caracteristico del género Pentacalia. Fuente: el Autor.

HO
S

1.7 Actividad biolégica de algunos metabolitos aislados del género
Pentacalia

Se han encontrado varias especies del género Pentacalia que presentan actividad
biolégica como en la Pentacalia tolimensis se comprobd su actividad antifingica
frente al hongo fitopatogeno Fusarium oxysporumy hongos dermatofitos como
Candida albicans, Trichophyton mentographytes y Microsporum gyseum en el
extracto éter de petrleo y la fracciéon diclorometano del extracto etanolico®®,
también se ha encontrado que una cumarina la Escopoletina identificada en la
Pentacalia ledifolia presenta gran actividad contra hongos fitopatogenos que
atacan principalmente los cultivos de rosas, tomates, frijol y claveles (Botrytis



cinérea, Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporoides, Alternaria solani,
Rhizoctonia solani y Trichoderma viride)*"-3*:¢®

Quimicamente se ha comprobado que la 7-0-geranilescopoletina se encontré en
mayor concentracion en el extracto de diclorometano de hojas y raices de
Pentacalia corymbosa mientras que la escopoletina es el mayoritario de Pentacalia
ledifolia®® Estudios comprobaron que la 7,0-geranilescopoletina es méas activa que
la Escopoletina frente a Fusarium oxysporum f. sp. dianthi y Botrytis cinérea.

En Pentacalia spp, se ha reportado actividad antifingica debido a la presencia de
quinoles y cumarinas®® ademas de algunas propiedades farmacolégicas que se
utilizan en la medicina popular como el uso de emplastos para curar heridas**.

La cumarina mas representativa de las plantas del género Pentacalia es la
Escopoletina que se expresa sobre todo en las hojas para protegerse del ataque
de insectos y hongos.”’Ademas de las propiedades antifingicas de la
escopoletina, se han reportado usos farmacologicos importantes en la activacion y
modulacién del sistema inmune>*.

Los compuestos de interés farmacoldgico, antifiingico y antimicrobiano (quinoles y
cumarinas) se reportan en las fracciones cloroférmicas y diclorometano, de
mediana polaridad ' 3% 22,

En la Pentacalia Corymbosa se identific6 que ademas de compuestos activos
como los quinoles, la planta posee cumarinas identificadas como 7-hidroxi-6-
metoxicumarina (Escopoletina) y su derivado prenilado, 7,0-geranilescopoletina,
resultando estas también responsables de la accién actividad contra hongos
fitopatogenos como: Botrytis cinérea, Fusarium oxysporum Yy Trichoderma
viride®(tabla 3).

Tabla 3. Actividad bioldgica de algunos compuestos aislados del género Pentacalia.
Fuente: el Autor.

ESPECIE SUSTANCIA O EXTRACTO ACCION BIOLOGICA
Extracto éter de petréleoy la
Pentacalia tolimensis fraccion diclorometano del
extracto etanolico

Actividad antifungica
Actividad antibacterial®

Actividad antifungica
Pentacalia ledifolia Escopoletina Activacion y modulacion del
sistema inmune®




Pentacalia corymbosa

7-0 geranilescopoletina Actividad antifangica®

Actividad antifungica

Pentacalia spp, uinoles y cumarinas . .
PP Q y Cicatrizante®

1.8 Generalidades de las Cumarinas.

Las cumarinas constituyen un grupo importante de compuestos naturales; se les
considera derivados de la lactona del &cido o-hidroxicinAmico, usualmente llamado
cumarina.

La mayoria de las cumarinas conocidas, se encuentran libres en las plantas; pero
se conocen glicosidos del psoraleno y otras cumarinas. Las mas abundante es la
umbeliferina. Las cumarinas se encuentran con frecuencia en los extractos de
leguminosas, Orchidaceae, Rutaceae y Umbeliferae, y en cualquiera de los
6rganos vegetales, desde raices hasta flores y frutos?®®. Las cumarinas son
substancias fluorescentes, comunmente fotosensibles. Hay muchas cumarinas
con una o varias cadenas de isopreno, como la suberosina y colombianetina, o
con un anillo de furano (furanocoumarinas), también es comun la o-metilacion
como la xantiletina, en la que se ha formado un anillo de cromano.

Pese a su abundancia en la naturaleza y a su diversidad estructural, su papel
fisiolégico soOlo se conoce parcialmente. Se ha encontrado que pueden ser
anticuagulantes como el dicumarol y la cumarina, espasmoliticas e
hipercolesterémicas o inhibidoras del crecimiento vegetal®.

1.8.1 Actividad Bioldgica de Cumarinas.

La relacion entre las cumarinas y la fitopatologia no es nueva, ha sido motivo de
estudio desde la segunda mitad del siglo pasado y, en todo este tiempo, se ha
acumulado un buen namero de evidencias que permitieron reconocer la relaciéon
entre estos productos naturales con la resistencia a enfermedades e inmunidad en
vegetales. Best>®en 1944, fue el primero en descubrir y aislar un compuesto
fluorescente (bajo la luz U.V) en plantas de tomate infectadas con un virus que les
produce manchas y marchitamiento, sustancia que posteriormente se identifico
como la Escopoletina. Unos afios mas tarde Andreae®descubrié también la
presencia de esta cumarina en tubérculos y hojas de plantas de papa infectadas
con otro virus.



Se demostré que otros hongos fitopatégenos pueden también inducir la formacion
de cumarinas; estudios realizados por Uritani y Hoshiya®® en los que infectaron
plantas de papa con Ceratosto mellafimbriata que les produce pudricidon negra,
pudieron aislar e identificar Escopoletina y Umbeliferona. Fueron muchos los
estudios posteriores encaminados a la identificacibn de cumarinas en los tejidos

de plantas infectadas, en la tabla 4 se incluyen algunos de los resultados
obtenidos.

Tabla 4. Cumarinas aisladas de tejidos vegetales infectados con hongos. Fuente: el Autor.

Compuesto .
. Hongo patogeno Planta hospedera
Cumarinico go patog P
Cumarina Piricularia oryzae Arroz
Umbeliferona Helicobasidium mompa Papa
Herniarina Septoria apii Apio
Bergapteno Sclerotinias clerotiorum Apio
Aesculetina Ceratosystis fimbriata Papa
Virus del mosaico del tabaco Tabaco
Esconoletina Helicobasidium mompa Papa
P Phytophthorain festans Papa
Pseudomonas morsprunorum Tabaco
Escopolina Ceratosys tisfimbriata Papa
Collectotri chiumtrifolii Alfalfa
cumestrol Phytophthora megasperma Soya
Pseudomonas glycinea Soya
Pseudomonas morsprunorum Frijol
Sativol Ascochyta imperfecta Alfalfa
Xanthotoxina Rhl;ogtonlasolgnl Ap!o
Sclerotinias clerotiorum Apio
Trifoliol Pseudopeziza trifolli Trébol blanco




1.9 Generalidades de los Esteroles.

Los esteroles se encuentran ampliamente distribuidos en los reinos animal y
vegetal; y se les encuentra en forma libre (También Illamados agliconas
esteroides), como ésteres o como glicosidos. Todos contienen un nucleo
ciclopentanoperhidrofenantreno y presentan un grupo hidroxilo en el carbono 3. La
mayoria de esteroles naturales poseen una cadena lateral de 8 a 10 atomos de
carbono y un enlace doble en el C-5

En las plantas superiores se encuentran principalmente los denominados
fitosteroles: b-Sitosterol, Campesterol y Estigmasterol. Un esterol menos comun es
el Fucosterol, el cual es el esteroide principal de muchas algas pardas y también
se le ha detectado en el coco (Cocusnuciferal.)®.

La gran mayoria de esteroles conocidos son sélidos cristalinos incoloros, solubles
en solventes organicos relativamente apolares (Cloroformo, Benceno, etc.), menos
solubles en alcoholes de bajo peso molecular, y que funden sin descomponerse
(En forma libre o esterificada). Presentan ademas actividad éptica debido a los
carbonos asimétricos que poseen. Los esteroles se pueden recristalizar en
metanol caliente o en la mezcla metanol-tetrahidrofurano 10:1, formando cristales
en forma de agujas brillantes incoloras. Los que presentan dobles enlaces
conjugados son de color amarillento y tienden a descomponerse por accion de la
luz como por ejemplo los esteroles con insaturaciones en C-5 y C-7, los cuales
son susceptibles a la reaccién de oxidacién fotoquimica®.

Los esteroles se derivan biogenéticamente de la AcetilCoA (Ruta del Acetato) via
mevalonato y escualeno. Los esteroles vegetales tienen como precursor inmediato
al cicloartenol, mientras que los animales tienen al lanosterol.

Los esteroles se pueden reconocer facilmente en los analisis fitoquimicos
preliminares de muestras vegetales y animales mediante el ensayo de
Liebermann-Burchard. Diversos estudios epidemiol6gicos a menudo demuestran
una estrecha correlacion en el consumo de dietas ricas en vegetales y frutas con
la reduccién de la incidencia de diversas enfermedades entre las que se pueden
citar, el cancer y otras enfermedades crénicas. La mayor parte de las
investigaciones se han concentrado en los efectos protectores de sustancias con
conocidos efectos beneficiosos sobre la salud, entre las que se encuentran el 3-
caroteno, tocoferoles, vitamina C y los fitoestrogenos.”*? En general, se ha
ignorado la importancia relativa de los fitosteroles, probablemente por los
reconocidos efectos perjudiciales que presentan algunos tipos de grasas para la
salud o quizas porque los fitosteroles se encuentran normalmente presentes en los
aceites vegetales y en las frutas y vegetales pero en cantidades que generalmente



no son significativas como para manifestar sus efectos terapéuticos. Por ejemplo,
para reducir entre un 8% y un 15% el colesterol sérico, se requieren dosis
relativamente elevadas de fitosteroles (de 1,5 a 3 g diarios) *>**,

Aungque a la mayoria de los fitosteroles no se le conocen actividades biolégicas
especificas en la naturaleza, excepto como componentes de las membranas
celulares, se han reportado diversas acciones al ser ingeridos en determinadas
dosis, entre ellas, reduccién del colesterol sérico **°®, inhibicién del crecimiento en

células de cancer ***° antinflamacion %%, antipirética *?, liberacién de insulina 3°,
e inmunomodulacién®®?’.

Investigadores de la Universidad de British Columbia, Canada han desarrollado
procesos de extraccion de los fitosteroles a partir del tall oil o licor negro **?, asi
como una tecnologia para la conversion microbiolégica de estos fitosteroles en
androstendiona (AD) y androstadiendiona (ADD)*. Los precursores esteroidales
asi obtenidos, son empleados posteriormente en la sintesis quimica convencional
de principios activos. En Cuba, en el centro Nacional de Investigaciones
Cientificas, se desarroll6 un proceso de fermentacion similar, partiendo de los
fitosteroles obtenidos del aceite de cera de cafia de azlcar para producir AD y
ADD *,

Los fitosteroles estan siendo investigados como componentes anticancerosos de
la dieta. De Stefani et al, en un estudio epidemiolégico encontraron una relacién
directa entre la reduccion del riesgo de padecer cancer del estdbmago y la
presencia de un elevado contenido de fitosteroles en la dieta. Se han podido
comprobar sus efectos en el laboratorio, tanto in vitro (cultivo de lineas celulares)
como en animales, sobre algunos de los tipos de cancer de mayor recurrencia en
la poblacién, como el de colon™, préstata’?, y mama 2, con fuertes evidencias de la
inhibicion del crecimiento y la apoptosis de células tumorales, asi como de la
metéstasis. Se reportd una reduccion de hasta un 80 % del crecimiento y de hasta
un 30% de metéstasis, siendo el b-sitosterol el fitosterol de mayor efectividad. El
mecanismo de accion contra el cancer no se conoce, aunque existen varias
hipétesis 3, Aln no se han reportado ensayos concluyentes de su eficacia en
humanos.

Varios estudios preclinicos y clinicos realizados han demostrado que el b-sitosterol
mejora algunos sintomas clinicos en el hombre en el tratamiento de la hiperplasia
prostatica benigna, tales como el volumen vy frecuencia de la orina ®. Esta
aplicacion ha sido una de las mas estudiadas usando los fitosteroles o sus
derivados como nutracéuticos, sin profundizar en su mecanismo de accion. Los
estudios en ensayos controlados en humanos, se han dirigido principalmente a



verificar los efectos en los pacientes aquejados de esta enfermedad al emplear
formulaciones nutracéuticas que contienen fitosteroles.

Se encontré un efecto antiulceroso en ulcera inducida en ratas, producido por el
extracto lipidico de la fruta de M. azedarach (nombre asiatico de un arbol
maderable, conocido con el nombre comun de Paraiso), atribuido a la presencia
de fitosteroles.**Este efecto también ha sido estudiado en otras fuentes *°, Se han
encontrado evidencias del efecto inmunomodulador de los fitosteroles usando una
mezcla de beta-sitosterol/sitosterolina'***, Se plantea que el mecanismo de accion
posiblemente esta relacionado con un efecto sobre el control de las citocinas
inflamatorias. Esta modulacién en la produccién y actividad de citocinas, ayuda a
controlar las alergias y ejerce efectos beneficiosos en pacientes con
enfermedades infecciosas y autoinmunes, entre otras.

Investigadores de la Universidad de Stellenbosch, en Sudafrica, encontraron un
efecto inmunomodulado de los fitosteroles al ser administrados a pacientes con
VIH, en los que se produjo una respuesta positiva en la proliferacion de las células
TH1, responsables de la liberacidén de las citocinas IL2 e IFN-g, simultaneamente
con una estabilizacion del conteo de linfocitos CD4. De esta forma, se detuvo el
desarrollo de la enfermedad y se estabilizd el estado clinico de los sujetos
tratados.'® 1% °7,

En otros ensayos clinicos de ese mismo grupo de investigacion, al administrar b-
sitosterol a un grupo de atletas bajo entrenamiento intenso, se encontré una
disminucién de la respuesta inflamatoria y de la supresion inmune que se produce
después de esfuerzos fisicos prolongados, reduciéndose la incidencia de
enfermedades infecciosas oportunistas™*.

En el caso de pacientes con tuberculosis pulmonar a los que adicionalmente se les
administré fitosteroles durante seis meses, se produjo un aumento de peso y
recuentos mas elevados de linfocitos y eosindfilos ’.

El efecto inmunomodulador encontrado en los fitosterol es amplia sus perspectivas
de aplicacion terapéutica. De igual forma, estos compuestos pueden resultar muy
efectivos en el tratamiento de enfermedades infecciosas. En este caso, su accion
no se ejerce directamente sobre los microorganismos causantes de ellas, sino que
al regular el funcionamiento del sistema inmune, mejoran la capacidad del
organismo para combatirlas. Los estudios preclinicos y clinicos realizados hasta el
momento han demostrado la ausencia de efectos adversos por la ingestion de
fitosteroles, aunque aun se impone la necesidad de ensayos sobre sus efectos a
largo plazo. Por todo lo anterior, el reto de encontrar nuevas aplicaciones,
constituye un tema de creciente interés y actualidad para la comunidad cientifica
internacional.



2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Ensayos Preliminares

Los ensayos preliminares (andlisis cromatograficos y pruebas quimicas) se
realizaron con el &nimo de identificar en cual de las tres especies vegetales del
género Pentacalia (P. nitida, P. abietina y P. vaccinioides) existe mayor
probabilidad de encontrar esteroles y cumarinas. Ademas, estos resultados se
comparan con la informacion que posee el grupo de investigacion GIFUJ de otras
especies del género Pentacalia (P. corymbosa, P. tolimensis, P. pulchella, P.
ledifolia).

2.1.1 Andlisis Cromatogréficos

Se pesaron 50g de material vegetal de Pentacalia nitida, Pentacalia abietina y
Pentacalia vaccinioides se prepararon los extractos éter de petréleo y etandlico
con equipo Soxhlet se realizaron cromatografias de los extractos éter de petroleo
y etandlico con diferentes mezclas de solventes buscando la presencia de los
metabolitos de interés (ver figura 3).

50g Material Vegetal

P. abieting
P. nitida
P. vaccinioides

Extraccion Soxleht

Extracto Eter Extracto
de Petroleo Etandlico

Pruebas Quimicas
Preliminares
CCD

Figura 3. Diagrama general de la metodologia desarrollada en los ensayos preliminares.
Fuente: el Autor.



2.1.2 Pruebas Quimicas

Se siguio el protocolo establecido por la Universidad de Antioquia en el Manual de
practicas de laboratorio de farmacognosia y Fitoquimica (ver figura 4 y 5) con el fin
de detectar varias clases de sustancias vegetales como son los alcaloides, los
flavonoides, las quinonas, las saponinas, los taninos, los compuestos fendlicos, los
triterpenoides, los esteroides, los cardiotdnicos y las leucoantocianinas , las que
con mayor frecuencia se ha comprobado estan relacionadas con actividades
biolégicas especificas, o se utilizan como materias primas para el desarrollo de
productos farmacéuticos comerciales.**

2.2 Preparacion de los extractos

Las técnicas de extraccion mas comunes son las de maceracion, extraccion
Soxhlet y reflujo, con solventes de diferentes polaridades (éter de petréleo, etanol
y acetato de etilo) y posterior concentracién a presién reducida’®. El extracto
etandlico fue fraccionado liquido/liquido (FL/L) con  éter de petrdleo y
Diclorometano (CH,Cly).

2.3 Purificacioén

La purificacion se efectio mediante métodos cromatograficos, como cromatografia
en capa delgada (CCD), cromatografia en capa preparativa (CCDP),
cromatografia en columna (CC), cromatografia liquida de vacio (CLV). Las
fracciones de baja polaridad se separan con Silica gel 60 GF 254 (Kiesel gel
Merck 0.2-0.060 mm).

2.3.1 Cromatografia en capa delgada (CCD)

Se usaron placas de Silica gel para monitorear los extractos crudos y las
fracciones obtenidas de las columnas. Permitiendo monitorear y comprobar la
pureza de los compuestos aislados ademas de identificar compuestos por medio
de comparacion con patrones de las sustancias de interés suministrados por el
Grupo de Investigacion en Fitoguimica de la Universidad Javeriana (GIFUJ).Se
utilizaron diferentes mezclas de solventes como fase movil los mas frecuentes
fueron:

Eter de Petroleo- Acetona (MeCO,) (9:1), (8:2), (7:3)

Cloroformo- MeCO, (9:1)

Clorofomo-Metanol (9:1), (8:2)

Después de desarrolladas las placas fueron llevadas a secar a 50°C por 3 minutos
y las compuestos fueron visualizados bajo la luz UV o usando un reactivo en
spray, generalmente Vainillina en H,SO4 al 1%.



OBTENCION ¥ ANALISIS DE LA FACCION A

ESTRA (S0 g) SECA Y PULVERLZADA

1. Macerar con etanol 70%, 24 horas
2. Reflujar 1 hora
3. Filtrar caliente
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Figura 4. Metodologia desarrollada en las pruebas preliminares*.
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2.3.2 Cromatografia en capa preparativa (CCDP)

Se utilizaron cromatoplacas 20 x 20 de silica gel 60 Fs4, espesor de capa 1mm,
con zona de concentracion de 4cm x 20 cm para la separacion y purificacion final
de los compuestos.

2.3.3 Cromatografia en columna (CC)

Se utilizé para separar compuestos de los extractos y fracciones obtenidas con
columnas de vidrio empacada con gel de silice 60 G tamafio de grano 0.063-
0.200 mm. Se cargaron aproximadamente 30 mg de muestra por gramo de
soporte y la muestra fue cargada por llenado mediante papilla®’.Las columnas
fueron eluidas con diferentes mezclas de solventes.

2.4 Agentes de deteccién y visualizacion de compuestos

En las placas de CCD o CCDP con Silica gel se utiliza luz UV de 254 nm (onda
corta) y 366 nm (onda larga), que permite la deteccion de puntos o bandas de
algunos compuestos fluorescentes. Algunas veces las placas se colocan en
atmosfera de amoniaco (NH3) y se observan luego a la luz UV; ademas se utilizan
reactivos que se aplican en spray, que permiten visualizar o detectar los
compuestos sobre placas de CCD o CCDP. En el caso de CCDP, el reactivo se
rocio solo en uno de los bordes de la placa, los reactivos mas utilizados son unas
soluciones de vainillina al 1% en H,SO,4 concentrado, y CoCl, en H,SO,4 10%, que
permite la detecciébn de varios tipos de metabolitos como son los esteroides,
terpenos, entre otros. Las placas cromatograficas se impregnan con el reactivo y
luego se calientan para visualizar los puntos o bandas®.

2.5 ldentificacién

Las sustancias organicas se reconocen por identificacion o deduccién de su
estructura. Algunos métodos de identificacion se basan en la comparacion de las
propiedades fisicas y espectroscépicas de las sustancias a identificar con los
patrones que se encuentran en tablas o bases de datos digitalizadas. La técnica
mas utilizada es la comparacion de espectros de masas.

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) es muy
atil para identificar compuestos principalmente en mezclas. Con esta técnica,
primero se separan los compuestos y para cada uno de ellos se obtienen
espectros de masas que luego se comparan con una base de datos que contiene
espectros patrones (NIST -05). El reconocimiento por deduccién estructural utiliza
principalmente la resonancia magnética nuclear proténica RMN-'H y de carbono
13, RMN-3C, mediante lo cual se llega a deducir la férmula estructural.



3. EXPERIMENTACION

3.1 Pruebas quimicas preliminares y analisis cromatogréaficos.

Los analisis cromatograficos permiten establecer la presencia de cumarinas y
sustancias esteroidales en mayor cantidad en la Pentacalia vaccinioides y a su
vez identificar la presencia en los extractos con los que se va a trabajar y la
metodologia que se llevara a cabo.

La ejecucion de la marcha fitoquimica preliminar se realizé en los dos extractos
(éter de petréleo y etanol), se obtuvieron los siguientes resultados mostrados en la
tabla 5, los resultados obtenidos se compararon con patrones de cada una de las

pruebas.

Tabla 5. Resultados de los ensayos preliminares en extractos totales de Pentacalia
vaccinioides (Kunth) Cuatr. Fuente: el Autor.

FRACCION A
ACUOSO
Pentacalia AA | CF TA | FL | R LE TA CF
vaccinioides
- + + +/- - + + +
FRACCION B
Pentacalia TE FA ‘ CA QU
vaccinioides + - - -
FRACCION C
Szl CA TE ‘ AL/Mayer AL/Dragendorff
vaccinioides > +/- - -
FRACCION D; FRACCION D, FRACCION Dj
Pentacalia FL ‘ CA ‘ LE ‘ Pentacalia ‘ TE ‘ Pentacalia AL
vaccinioides - - +/- Vaccinioides - Vaccinioides -
FRACCION E
Pentacalia FL | LE | AL/Dragendorff | CF
vaccinioides + + - +

(+) Resultado positivo

(-) Resultado negativo

(+/-) Resultado dudoso



3.2 Metodologia General

La metodologia desarrollada en este trabajo incluye varias etapas. Recoleccion del
material vegetal para su posterior identificacién, luego se separaron las hojas
de flores y tallos para trabajar solo con las hojas, se secé el material y se trituro,
posteriormente se procedié a obtener los extractos y fracciones de diferente
polaridad con diversos métodos cromatograficos, realizando un monitoreo con
pruebas preliminares y CCD en extractos y fracciones, finalmente se identificaron
los compuestos aislados por diferentes técnicas como RMN 'H, RMN**C y CG-
EM. Este procedimiento se resume en la figura 6.

Material vegetal
Hojas

p ——— Elucidacion estructural
Becolle_ccm_n' e de metabolitos
(_identificacion ) secundarios

( SecadoaT )
___ambiente )

Constantes fisicas
~ Monitero Pruebas quimicas

o ofin Pruebas Quimicas-CCD Analisis con RMN"H,
\ SO RMN*C CG-EM

Sustancias
Purificadas

(" Triturado en

Soxhlet

A 4

( Extractos J7—>( Fracciones )——»[CCD, CC, CCDPJ—»

Figura 6. Diagrama general de la metodologia desarrollada.
Fuente: el Autor

3.3 Material Vegetal

El material vegetal (hojas) de la especie Pentacalia vaccinioides fue colectado el
7 de febrero del 2009 en el paramo de Cruz Verde. Este paramo se encuentra en
el kilbmetro 10 al sureste de Bogotéa (carretera que de ésta conduce al municipio
de Choachi, Cundinamarca), a 3.300-3.500 m.s.n.m (4°, 45’ latitud N y 74° longitud
W). Posee temperatura media de 8,4°C y una precipitacion de 1.200 mm/afio. Un
espécimen reposa en el Herbario Nacional Colombiano con el COL 531037.



3.4 Obtencion de extractos y fracciones
3.4.1 Preparacion del extracto en éter de petroleo

El material vegetal se dejé secar a la sombra se separaron las hojas de flores y
tallos, para posteriormente someter solo las hojas a un proceso de molienda y
pesada, obteniéndose 670 g de material molido. Se realizé una extraccién con
equipo soxhlet, con éter de petroleo durante 72 horas al cabo de los cuales el
extracto se concentré a presion reducida en un equipo Buchi RE 111 a una
temperatura maxima de 40°C y hasta un volumen minimo; el extracto obtenido
(120 mL) se flocula con 300 mL de Me,CO (Acetona) y se refrigero por una
noche. El floculo producido (constituido casi exclusivamente por ceras y grasas)
fue removido por filtracién al vacio y el filtrado resultante, se concentré a presion
reducida en el evaporador rotatorio y secado al ambiente (figura 7). Este extracto
se rotulo como 1p.

( Material vegetal )

Extracto
éter de petroleo

X

{ R}

Extracto Etanolico

;
G

¢
Fraccion éter de

N
Fraccion
Diclorometano

Figura 7. Diagrama general preparacion de extractos y fracciones de Pentacalia
vaccinioides (Kunth) Cuatr. Fuente: el Autor

petroleo




3.4.2 Preparacion del extracto etandlico

El material desengrasado (Marco 1) se le realiz6 una extraccion con equipo
soxhlet, con EtOH durante 72 horas al cabo de los cuales el extracto se concentrd
a presion reducida en un equipo Buchi RE 111 a una temperatura maxima de 40°C
y hasta un volumen minimo; el extracto obtenido (100 mL) se flocula con 100 mL
de agua destilada (para remover sustancias grasas) y se refrigeraron por una
noche. El floculo producido fue removido por filtracion al vacio y el filtrado
resultante, se concentrd a presion reducida en el evaporador rotatorio y secado al
ambiente. Este extracto se rotulo como le.

El filtrado 1e fue fraccionado mediante extraccion continua liquido/liquido primero
con éter de petréleo (identificada como 2e) y luego con Diclorometano CHCl,
(identificada como 3e) (figura 7). Estas fracciones fueron concentradas al vacio en
un evaporador rotatorio y secadas al ambiente.

3.4.3 Preparacion del extracto acetato de etilo

De acuerdo a los resultados de las pruebas quimicas preliminares y el analisis
cromatografico en este extracto no se encuentran las sustancias de interés
(cumarinas y esteroles), por lo tanto no se realiz6 este extracto.

3.5 Aislamiento de metabolitos secundarios.

Los extractos y fracciones se separaron por diferentes tecnicas cromatograficas.
Extracto éter de petrdleo (1p) se prepara una papilla con 3g de muestra que
posteriormente fue cromatografiada en una columna, (6 cm de didmetro por 40cm
de alto) con Silica Gel (Kiesel gel Merck 0.2-0.060 mm). La elucién se realiz6 con
mezclas de polaridad creciente empezando con éter de petréleo, mezclas éter de
petréleo:Me,CO (9,5-0,5) de polaridad creciente hasta (6-4) y EtOH puro. Se
recolectaron 57 fracciones de 50 mL, las cuales se monitorearon con CCD se
revelaron con luz U.V onda corta y larga y Vainillina/H,SO, y se agruparon las que
tenian composicion similar en 13 grupos marcados como 1Pv-13Pv.

Del grupo denominado como 11Pv utilizando una columna con Silica gel 60 H y
eluida con éter de petrdleo, se obtuvo un soélido blanco con peso 18,3 mg que fue
purificado mediante CCDP y su pureza fue seguida mediante CCD el cual se
denominé como Pv-1. Del grupo denominado como 10Pv y 11Pv utilizando una
columna con Silica ge 60H y eluida con éter de petréleo: Me,CO (8:2), se obtuvo
un solido amarillo con peso de 6,8 mg que fue purificado mediante CCDP y su
pureza fue seguida mediante CCD el cual se denominé como Pv-2. Del grupo
denominado como 4Pv fue purificado un soélido amarillo por columna utilizando



Silica gel 60H y eluida con éter de petrdleo: Me,CO (7,5:2,5) y su pureza fue
seguida mediante CCD con peso 7,1 mg que se denomindé como Pv-3. El grupo
denominado como 3Pv fue purificado por cromatografia en columna utilizando
Silica gel 60H y eluida con éter de petréleo: Me,CO (6,5:3,5) y su pureza fue
seguida mediante CCD, se obtuvo un solido blanco con peso 7,5 mg al que se
denomind Pv-4. (Ver Figura 8).

Se calcularon los valores de Rf sobre CCD en gel de silice y se observd
comportamiento ante reveladores como Vainillina/H,SOg4. Luz U.V. onda corta.

Material Vegetal
6709

Extraccion Soxleth
Eter de Petrdleo

Flocular Me,CO

erraco erde

Petroleo
desengrasado 1p

Cromatografia en columna Silica gel. Eter de
Petroleo:Me,CO Polaridad creciente

57 fracciones

13 Fracciones
1Pv-13Pv

Monitoreo con CCD.Eter de Petroleo:Me,CO (8:2)

Separacion y purificacion por diferentes técnicas

cromatograficas
C'o.lumna con Columna con Silica gel Columna con Silica gel Columna con Silica gel
Silica gel 60 y . : h . ) :
™ eluida con éter | ©° y eluida con éter de 60){eIU|da con éter de — 60 y eluida con éter de
de petréleo petroleo:Me,CO (8,5:1,5) petroleo:Me,CO(7,5:2,5) petroleo:Me,CO(6,5:3,5)

Pv-1 Pv-2 Pv-3 Pv-4
18,3mg 6,8 mg 7,1 Mg 7,5 Mg

Figura 8. Diagrama de obtencién de metabolitos secundarios a partir del extracto éter de
petroleo de Pentacalia vaccinioides (Kunth) Cuatr. Fuente: el Autor.



El extracto etandlico (1e) fue sometido a un fraccionamiento FL/L con éter de
petrdleo (2e) y CH.ClI, (3e), seguido de una floculacién con 100 mL de H,O (para
remover sustancias de baja polaridad).

A la fraccion éter de petroleo del extracto petrol se le realiz6 una CCD con fase
movil éter de petréleo-Me,CO (8:2) con el objetivo de verificar la presencia de
sustancias poco polares aun presentes, se revelaron con luz U.V onda corta y
larga y Vainillina/H,SOy4,

La fraccion CH,ClI, del extracto etandlico se sometié a una separacion en columna,
(6 cm de diametro por 40cm de alto) con fase estacionaria Silica Gel
(KieselgelMerck0.2-0.060 mm). La elucion se realizé con éter de petroleo,
diclorometano (CH,Cl,) acetato de etilo (AcOEt), etanol (EtOH). Se recolectaron
20 fracciones de 50 mL, las cuales se monitorearon con CCD con fase movil
CH,Cl,-MeOH (9:1), se revelaron con luz U.V onda corta y larga y Vainillina/H,SO,4
y se agruparon las que tenian composicion similar en 5 grupos marcados como
1'Pv-5'Pv.

Del grupo denominado como 2'Pv se obtuvo un soélido amarillo (5,6mg)
denominado Pv5, utilizando Silica gel 60H y eluida con éter de petréleo:Me,CO
(8,5:1,5) y su pureza fue seguida mediante CCD (Ver Figura 9).

Se calcularon los valores de Rf sobre CCD en gel de silice y se observo
comportamiento ante reveladores como Vainillina/H,SO4. Luz U.V. onda corta.
Extraccion

Soxleth Etanol
1e

Flocular H,O

l

{

FL/L CH,ClI, F';:tlee;:e
3e 2e

Cromatografia en columna J

Silica gel. Eter de Petrdleo,
CH,Cl,, acetato de etilo
(AcOEt), EtOH

20 fracciones )
Monitoreo con CCD.CH,Cl,-
MeOH (9:1)

4
5 Fracciones
1'Pv-5'Pv

{Columna con Silica gej

60 y eluida con éter de
petréleo:Me,CO (9:1)

Pv-5
Figura 9. Diagr itiat de obtencion de metabolitos secundarios a partir del extracto
etandlico de Pentacalia vaccinioides (Kunth) Cuatr. Fuente: el Autor.



3.6 Identificacion de metabolitos secundarios.
En la identificacion de las sustancias aisladas se utilizaron los siguientes equipos.

Fusiémetro
Los puntos de fusion (pf) se determinan en un fusibmetro MEL-TEMP, laboratory
Devices. Mass 02139. Las temperaturas medidas fueron expresadas en °C.

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica RMN-'H y de carbono
13 RMN-*3C, fueron tomados en un instrumento Bruker AM 400 de 400 Mega
Hertz, en la Universidad Nacional de Colombia.

Cromatégrafo de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM)

Los espectros de masas fueron obtenidos en un cromatografo de gases AGILENT
TECHNOLOGIES GC 6850 Il acoplado a un detector de masas AGILENT
TECHNOLOGIES MS 5975B en la Pontificia Universidad Javeriana.



4. RESULTADOS

4.1 Porcentajes de rendimiento

Después de obtener los extractos se tomo el peso seco de cada extracto (PS), se
calcul6 su porcentaje en peso seco (%PS), de acuerdo a la siguiente formula:

%PS = (PS / Peso total del material vegetal) * 100

Los resultados de los porcentajes en peso seco de los extractos se muestran a
continuacion.

Tabla 6. Cantidades y porcentajes en peso seco de los extractos obtenidos de Pentacalia
vaccinioides (Kunth) Cuatr. Fuente: el Autor

Material vegetal Extracto PS (g9) % PS

Eter de Petroleo | 39,2572 | 5,8543

6709
EtOH 26,0385 | 3,8947

Después de realizar el fraccionamiento liquido/ liquido (FL/L) al extracto
etandlico, se obtuvieron dos fracciones, la fraccion éter de petrdleo y CH,Cl,, se
tomd su peso seco (PF) y se determind su porcentaje respecto al extracto total
(%PET).

Los resultados de los porcentajes en peso seco de las fracciones en los extractos
se muestran a continuacion:

Tabla 7. Cantidades y porcentajes respecto a extractos de diferente polaridad obtenidas
Pentacalia vaccinioides (Kunth) Cuatr. Fuente: el Autor.

Material vegetal | Extracto Fraccion PF (g) (%PET)

Eter de Petréleo | 5,6897 | 21,7808

6709 EtOH
CH,Cl, 12,7436 | 48,9352




Para cada una de los sélidos obtenidos (Pv:1; Pv:2; Pv:3; Pv:4; Pv:5) se tomo
su peso seco (PSo) y se determiné su porcentaje respecto al extracto total
(%PSo0) se tiene en cuenta que para la obtencidn experimental de PSo se
utilizaron 3g de PS en la separacion por CC

Tabla 8. Cantidades y porcentajes se sustancias obtenidas respecto a extractos y
fracciones de diferente polaridad obtenidas Pentacalia vaccinioides (Kunth) Cuatr. Fuente:
el Autor.

Material vegetal Extracto PS (9) Fraccion PF (9) PSo (mg) % PSo
Pv-1: 18,3 0,6108

Eter de Pv-2 :6,8 0,2245

6709 Petréleo | 392272 Pv-3:7,1 0,2490
Pv-4.7,5 0,2512
EoH | 26.0385 Eter | 56742 - | e

’ CH,Cl, | 12,7478 Pv-5: 5,6 0,1808




4.2 Purificacion de metabolitos secundarios.

A partir del extracto éter de petréleo por medio de técnicas cromatograficas, se
obtuvieron 4 sustancias, del mismo modo se obtuvo una sustancia de la fracciéon
acetato de etilo del extracto etandlico. Las fracciones fueron rotuladas como Pv-1
hasta Pv-5 en orden de obtencidn.

4.2.1 Compuesto Pv-1

El compuesto Pv-1 es un sélido blanco con peso 18,3mg el cual presento un p.f
de 68°C,el cual coincide con el reportado en la literatura para la 2H-1-Benzopiran-
2-ona (Cumarina), (p.f lit. 67°C)*®=® tenue fluorescencia celeste bajo la luz U.V de
onda larga, un Rf de 0,75 en placas de Silica gel corridas con CHCIl3-MeOH
9,5:0,5. Se obtuvo a patrtir del extracto petrol, utilizando una columna con Silica gel
60H y eluida con éter de petrdleo y su pureza fue seguida mediante CCD. (Figura
10)

Figura 10. Cromatograma de Pv-1. Fase estacionaria Silica gel. CHCIl;-MeOH (9,5:0,5).
Observada bajo la luz U.V de onda larga. Fuente: el Autor

El andlisis se llevo a cabo por CG-MS en un equipo Agilent 6850 serie I, acoplado
a un detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5975B, equipado con
un puerto de inyeccion split/splitess (260°C, relacién de split 15:1), y un inyector
automatico Agilent 6850 series. Se utiliz6 una columna capilar de silice fundida
TR-50MS de 30 m x 0,25 mm (d.i) x 0,25 um (d.f.), con fase estacionaria 50%
fenilpolisilfenilenesiloxano. La programacion de temperatura del horno fue de 80°C
(1 min), luego se incrementd hasta 310°C (2min) a 10°C/min.

Los espectros de masas se obtuvieron por impacto de electrones (El) de energia
70 eV, las temperaturas de la camara de ionizacion y de la linea de transferencia



fueron de 230 y 285°C respectivamente. El gas de arrastre utilizado fue helio
(99,995%, Aga Fano, S.A), con flujo constante de 1mL/min. Los espectros de
masa y corrientes idnicas reconstruidas (TIC) fueron adquiridos usando un
analizador cuadrupolar, por medio de barrido automatico de frecuencia (full scan),
a 4,75 scan s-1 en el rango de masas m/z 20-300 uma.

El reconocimiento de los compuestos presentes en las fracciones se realizé con
base en la comparacion de espectros adquiridos, confrontados con los reportados
en la base de datos NIST-05. EL cromatograma obtenido (ver figura 11) indica que
este solido es el 2H-1-Benzopiren-2-ona (Cumarina), con un tiempo de retencién
de 13,118 min, lon molecular [M*] m/z 146 de alta intensidad (70%), el pico base
m/z 118 (100%) caracteristico de este compuesto, se observa un pico de
mediana intensidad m/z 90 (40%) y el resto de picos de baja intensidad. El
cromatograma se encuentra en la figura 11, y el espectro de masas se encuentra
en la figura 12.
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Figura 11. Cromatograma de la sustancia Pv-1.
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Figura 12. Espectro de masas de la 2-H-1- Benzopiren -2-ona (Cumarina). Pv-1.
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Figura 13. Esquema de fragmentacion de la Cumarina.

En el espectro de masas de la figura 12, se observa el ibn molecular m/z146 que
corresponde con la formula CyHgO>, El fragmento m/z 118 indica la pérdida de un
grupo carbonilo (a partir del ion molecular), el fragmento a m/z 90 indica la pérdida
de un grupo carbonilo, el fragmento a m/z 89 indica la pérdida de un radical H’

(figura 13).

Con el animo de corroborar la identidad de la sustancia se realizé un analisis de la
sustancia por Resonancia Magnética Nuclear, tomando el siguiente espectro de
H*, (RMN- HY) (figura 14), en el que se pueden ver las sefiales referenciadas en la

tabla 9.



Tabla 9. Desplazamientos & (ppm) del espectro de RMN H' disuelta en CD;Cl a 400 MHz
dl compuesto Pv-1. Fuente: el Autor.

Hidroge & (ppm) Multiplicidad J(H2) Estructura

no

3 6,45 d 9,5

4 7,73 d 9,5

10 7,52 d 7,84;1,71; 0,53

7 7,35 d 8,12; 1,45; 0,53

8 7,56 t 8,12; 7,68; 1,71

9 7,31 t 7,84; 7,68; 1,45

El compuesto Pv-1 fue identificado como 2-H-1- Benzopiran -2-ona (Cumarina);
RMN-"H (400 MHz, CD4Cl, 5): 6,45 (1H, d, J=9,5 Hz), 7,73 (1H, d, J=9,5 Hz), 7,52
(1H, d, J1=7,84 Hz; J»=1,71 Hz; J5=0,53 Hz ), 7,35 (1H, d, J1=8,12 Hz; J,=1,45 Hz;
J3=0,53 Hz ), 7,56 (1H, t, J1=8,12 Hz; J1=7,68 Hz; J,=1,71 Hz ), 7,31 (1H, t,
J1=7,84 Hz; J1=7,68 Hz; J,=1,45 Hz ).

Para poder ver mejor estas sefiales se realiza una ampliacion del espectro del
compuesto Pv-1 (figura 15) se muestran dos sefiales de hidrégenos olefinicos
gue estan acoplando entre si, debido a que cada uno se muestra como un doblete
bien definido y con el mismo valor de constante de acoplamiento 6:6,45 (1H, d,
J=9,5 Hz), 6:7,73 (1H, d, J=9,5 Hz) asignadas estas sefales para el hidrogeno
numerado como 3 y 4 respectivamente. Se observan también dos dobletes
correspondientes a hidrogenos aromaticos, para el hidrogeno numerado como 10;
0:7,52 (1H, d, J1=7,84 Hz; J,=1,71 Hz; J3=0,53 Hz) y para el hidrogeno numerado
como 7; 6:7,35 (1H, d, J1=8,12 Hz; J,=1,45 Hz; J3=0,53 Hz), los cuales muestran
tres constantes de acoplamiento, la primera (J1) es para hidrégenos en posicion
orto, la segunda (J2) para hidrogenos en posicion meta y la tercera (J3) para
hidrégenos en posicidén para. Estas dos sefiales muestran el mismo valor de la
constante de acoplamiento J3=0,53 Hz por lo que estas senales son atribuibles a
dos protones en posicidon meta sobre un anillo aromatico. Ademas, se ven dos
tripletes correspondientes a hidrogenos aromaticos, para el hidrégeno numerado
como 8; 6:7,56 (1H, t, J1=8,12 Hz; J1=7,68 Hz; J,=1,71 Hz ) y para el hidrégeno
numerado como 9; &: 7,31 (1H, t, J1=7,84 Hz; J1=7,68 Hz; J,=1,45 Hz ) los cuales



muestran tres constantes de acoplamiento, la primera (J4) es para
hidrogenos en posicion orto, la segunda (J¢) también para hidrégenos en posicion
orto y la tercera (J2) para hidrogenos en posicién meta.
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Figura 14. Espectro RMN H' de la sustancia Pv-1, disuelta en CDsCl a 400 MHz.
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stas dos senales muestran el mismo valor de la constante de acoplamiento
J1=7,68 Hz por lo que estas sefales son atribuibles a dos protones en posicién
orto sobre un anillo aromatico.

Se confirman picos y desplazamientos del espectro RMN H' de la sustancia Pv-1,
disuelta en CD3Cl a 400 MHz con articulos encontrados en la literatura mostrando
completa concordancia con los datos obtenidos por Valdir A. Facundo; Amanda
L% y Danielle S. Pinto; Anna Claudia de A™.

4.2.2 Compuesto Pv-2

El compuesto Pv-2 es un solido amarillo claro con peso 6,8 mg el cual present6
un p.f de 203°C, el cual coincide con el reportado en la literatura (p.f lit. 204°C)*#%
para la 7-hidroxi-6-metoxi-2H-1-benzopiran-2-ona  (Escopoletina) presenta
fluorescencia celeste bajo la luz U.V de onda larga, un Rf de 0,70 en placas de
Silica gel corridas con CHCI3-MeOH 10:1.

Se obtuvo a partir del extracto petrol, utilizando una columna con Silica gel 60H y
eluida con petrol:Me,CO (8,5:1,5) y su pureza fue seguida mediante CCD. (Ver
Figura 16)

Figura 16. Cromatograma de Pv-2. Fase estacionaria Silica gel. CHCl;-Me,CO (10:1).
Observada bajo la luz U.V de onda larga. Fuente: el Autor.



El andlisis se llevo a cabo por CG-MS en un equipo Agilent 6850 serie I, acoplado
a un detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5975B, equipado con
un puerto de inyeccion split/splitess (260°C, relacion de split 15:1), y un inyector
automatico Agilent 6850 series. Se utilizé6 una columna capilar de silice fundida
TR-50MS de 30 m x 0,25 mm (d.i)) x 0,25 um (df), con fase estacionaria 50%
fenilpolisilfenilenesiloxano. La programacion de temperatura del horno fue de 80°C
(1 min), luego se increment6 hasta 310°C (2min) a 10°C/min.

Los espectros de masas se obtuvieron por impacto de electrones (El) de energia
70eV. Las temperaturas de la camara de ionizacién y de la linea de transferencia
fueron de 230 y 285°C respectivamente. El gas de arrastre utilizado fue helio
(99,995%, Aga Fano, S.A), con flujo constante de 1mL/min. Los espectros de
masa Yy corrientes ionicas reconstruidas (TIC) fueron adquiridos usando un
analizador cuadrupolar, por medio de barrido automatico de frecuencia (full scan),
a 4,75 scan s-1 en el rango de masas m/z 20-300uma. El reconocimiento de los
compuestos presentes en las fracciones se realiz6 con base en la comparacion de
espectros adquiridos, confrontados con los reportados en la base de datos NIST-
05

El cromatograma indica la presencia de tres compuestos (Figura 17), solo se
identificaron los picos con mas del 90% de coincidencia con la libreria NIST. Se
realiza la comparacion del espectro de masas del compuesto 2 con el espectro
de la base de datos NIST-05 (Figura 18); 7-Hidroxi-6-metoxi-2H-1-benzopiren-2-
ona (Escopoletina) con un tiempo de retencion de 18,997 min, lon molecular [M*]
m/z 192 (100%), m/z 177(60%) de mediana intensidad caracteristico de este
compuesto, m/z 164 (20%) de baja intensidad, m/z 149 (40%) y el resto de picos
de baja intensidad.

Se compar6é ademas con una muestra patron de Escopoletina, suministrada por el
grupo de Investigacién Fitoquimica de la Universidad Javeriana (GIFUJ).
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Figura 19. Esquema de fragmentacién de la Escopoletina.

En el espectro de masa de la figura 19, se observa el ibn molecular m/z192 que
corresponde con la formula C1oHgO4. El fragmento m/z 177 indica la pérdida de un
grupo metilo (a partir del idbn molecular), el fragmento a m/z 164 indica la pérdida
de un carbonilo, el fragmento a m/z 149 corresponde a la pérdida de un fragmento
de metilo (CH3) °*.




4.2.3 Compuesto Pv-3

Es un solido amarillo (7,1 mg), obtenido a partir del extracto éter de petroleo;
utilizando una columna utilizando con Silica gel 60H y eluida con petrol: Me,CO
(7,5:2,5)unto de fusion de 142° - 146°C, un Rf de 0,68 en Silica gel, éter: Me,CO
8:2, (Ver Figura 20) positivo a la prueba de Lieberman—Burchard, lo que permite
suponer que se trata de uno o mas esteroides.

Figura 20. Cromatograma de Pv-3. Fase estacionaria Silica gel. Eter de petroleo-Me,CO
(8:2). Revelada con vainillina. Fuente: el Autor.

El andlisis se llevo a cabo por CG-MS en un equipo Agilent 6850 serie I, acoplado
a un detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5975B, equipado con
un puerto de inyeccion split/splitess (260°C, relacion de split 15:1), y un inyector
automatico Agilent 6850 series.

Se utilizé una columna capilar de silice fundida TR-50MS de 30 m x 0,25 mm (d.i)
x 0,25 pum (df), con fase estacionaria 50% fenilpolisilfenilenesiloxano. La
programacion de temperatura del horno fue de 80°C (1 min), luego se increment6
hasta 310°C (2min) a 10°C/min.

Los espectros de masas se obtuvieron por impacto de electrones (El) de energia
70eV. Las temperaturas de la cAmara de ionizacién y de la linea de transferencia
fueron de 230 y 285°C respectivamente. El gas de arrastre utilizado fue helio
(99,995%, Aga Fano, S.A), con flujo constante de 1mL/min. Los espectros de
masa Yy corrientes ionicas reconstruidas (TIC) fueron adquiridos usando un
analizador cuadrupolar, por medio de barrido automatico de frecuencia (full scan),
a 4,75 scan s-1 en el rango de masas m/z 20-300uma. El reconocimiento de los



compuestos presentes en las fracciones se realizé con base en la comparacion de
espectros adquiridos, confrontados con los reportados en la base de datos NIST-
05

El cromatograma indica la presencia de una mezcla de compuestos (Figura 21),
solo se asignan los picos con mas del 90% de coincidencia. Estigmasterol, con un
tiempo de retencion de 15.260 min, con una coincidencia del 95%; 7,16-dien-3-ol-
Estigmasterol con un tiempo de retencién de 15,567 min, con una coincidencia del
93%; Gamma sitosterol, con un tiempo de retencion de 15.627 min, con un
porcentaje de coincidencia del 99 %.

El cromatograma se encuentra en la figura 21, y los espectros de masas se
encuentran en las figura 22 a 24.
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Figura 21. Cromatograma de la fraccion Pv-3.

1. Estigmasterol (coincidencia con la libreria del 95%).
2. Gamma Sitosterol (coincidencia con la libreria del 99%).
3. 7,16-dien-3-ol-estigmasterol (coincidencia con la libreria del 93%).
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Los espectros de masas obtenidos a partir de la muestra Pv-3 indican con un
elevado porcentaje de coincidencia, que se trata de compuestos tipo esteroide, lo
gue concuerda con la polaridad con que fueron obtenidas estas sustancias de las
columnas de separacion.

En los espectros de masas (figura 22, figura 23 y figura 24) se puede observar la
secuencia caracteristica de fragmentacién de esteroides®®*, en la cual se
obtienen fragmentos m/z 396, correspondientes a un fragmento del esteroide con
una pérdida de 18 unidades debida a una molécula de agua, (proveniente del
grupo OH de la posicion 3), este fragmento sufre una nueva fragmentacion dando
origen al fragmento de m/z 255, el cual se forma por la pérdida de la cadena
lateral unida al ciclo pentano perhidrofenanatreno (Figura 25); por otra parte, se
ven claramente los fragmentos del esteroide obtenidos a partir de la pérdida de la
cadena lateral por parte del esteroide original, sin pérdida atn de agua, 273 m/z®®
y la posterior perdida de 18 unidades debida a la molécula de agua , (proveniente

del grupo OH de la posicién 3), (Figura 26).
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Figura 26. Esquema de fragmentacion para el Gama Sitosterol.
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4.2.4 Compuesto Pv-4

Es un sélido blanco (15.2 mg), obtenido a partir del extracto éter de petréleo; fue
obtenido a partir de una columna utilizando Silica gel 60H y eluida con
petrol:Me,CO (8:2). Punto de fusion de 139° - 143°C, un Rf de 0,56 en Silica gel,
éter:Me,CO 8: 2, (Figura 27) positivo a la prueba de Lieberman—Burchard, lo que
permite suponer que se trata de uno o0 mas esteroides.

:

Figura 27. Cromatograma de Pv-4. Fase estacionaria Silica gel. Eter de petroleo-Me,CO
(8:2). Revelada con vainillina. Fuente: el Autor.

El andlisis se llevo a cabo por CG-MS en un equipo Agilent 6850 serie I, acoplado
a un detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5975B, equipado con
un puerto de inyeccion split/splitess (260°C, relacién de split 15:1), y un inyector
automatico Agilent 6850 series.

Se utilizé una columna capilar de silice fundida TR-50MS de 30 m x 0,25 mm (d.i)
x 0,25 pm (df), con fase estacionaria 50% fenilpolisilfenilenesiloxano. La
programacion de temperatura del horno fue de 80°C (1 min), luego se incrementé
hasta 310°C (2min) a 10°C/min.

Los espectros de masas se obtuvieron por impacto de electrones (El) de energia
70eV. Las temperaturas de la camara de ionizacién y de la linea de transferencia
fueron de 230 y 285°C respectivamente. El gas de arrastre utilizado fue helio
(99,995%, Aga Fano, S.A), con flujo constante de 1mL/min. Los espectros de



masa Yy corrientes ionicas reconstruidas (TIC) fueron adquiridos usando un
analizador cuadrupolar, por medio de barrido automatico de frecuencia (full scan),
a 4,75 scan s-1 en el rango de masas m/z 20-300uma. El reconocimiento de los
compuestos presentes en las fracciones se realiz6 con base en la comparacion de
espectros adquiridos, confrontados con los reportados en la base de datos NIST-
05

El cromatograma indica la presencia de una mezcla de compuestos (Figura 28),
solo se identificaron los picos con mas del 90% de coincidencia con la libreria.
Estigmasterol, con un tiempo de retencion de 15.269 min., m/z 412 (M), m/z 255,
m/z 93, con una coincidencia del 95%; gama Sitosterol, con un tiempo de
retencion de 15.624 min., m/z 414 (M™), m/z 145, m/z 43, con una coincidencia de
99%. El cromatograma se encuentra en la figura 28 y los efpectros de masas se
encuentran en las figura 29 y 30.
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Figura 28. Cromatograma CG de la fraccion Pv-4.
1. No identificado
2. Gamma Sitosterol (coincidencia con la libreria del 99%)
3. Estigmasterol (coincidencia con la libreria del 95%).
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Los espectros de masas obtenidos a partir de la muestra Pv-4 indican con un
elevado porcentaje de coincidencia, que se trata de compuestos tipo esteroide, lo
gue concuerda con la polaridad con que fueron obtenidas estas sustancias,.

En los espectros de masas (figura 29, y figura 30) se puede observar la secuencia
caracteristica de fragmentacién de esteroides®®*®, en la cual se obtienen
fragmentos de m/z de 396, correspondientes a un fragmento del esteroide con una
pérdida de 18 unidades debida a una molécula de agua, (proveniente del grupo
OH de la posicion 3), este fragmento sufre una nueva fragmentacion dando origen
al fragmento de m/z 255, el cual se forma por la pérdida de la cadena lateral unida
al ciclopentanoperhidrofenanatreno (Figura 25); por otra parte, se ven claramente
los fragmentos del esteroide obtenidos a partir de la pérdida de la cadena lateral
por parte del esteroide original, sin pérdida aun de agua, 273 m/z®® y la posterior

pérdida de 18 unidades debida a la molécula de agua, m/z255, (Figura 26).

Luego de un proceso de cristalizacion con el que se intentd separar estos
compuestos, se efectu6 un analisis por resonancia magnética nuclear,
experimentos de H' y C'3, de una de las sustancias obtenidas, logrando los
espectros que se muestran a continuacion en las figuras 31y 32.

Se confirman picos y desplazamientos de los espectros de RMN H' en CD;Cl a
400 MHz y de C™ en CD3Cl a 100 MHz de la sustancia Pv-4 con articulos
encontrados en la literatura mostrando concordancia con los datos obtenidos por
Andréa M; Dionéia C. R.° y Pollyanna L >*,
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Figura 31. Espectro de resonancia magnética nuclear H*, disuelta en CD;Cl a 400 MHz
de Pv-4 tras la cristalizacion.
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Figura 32. Espectro de resonancia magnética nuclear C*3, disuelta en CD;Cl a 100 MHz
de Pv-4 tras la cristalizacion.



En forma general en un espectro RMN *H de esteroides se observan las sefiales
de protones metilicos en la regién de 0-1 ppm con constantes de acoplamiento de
6-7 Hz cuando tienen carbonos saturados vecinos. El proton ligado al carbono 3
se observa como un multiplete alrededor de 3.53 ppm. En el caso de los esteroles
con enlace doble entre los carbonos 5 y 6, el proton del carbono 6 se observa
como un "doblete" ancho alrededor de 5.35 ppm. En el espectro de RMN H* de la
sustancia proveniente de la fraccion Pv-4, se pueden apreciar las sefales
caracteristicas de los esteroles; aparecen sefiales entre 0, 7 y 1,3 ppm, las cuales
se deben a los hidrégenos unidos a carbonos sp®, tanto los que forman parte de
los anillos como los que conforman la cadena lateral del esteroide, se destacan,
ademas, unas sefales que aparecen en la zona cercana a 5,1 ppm, que tienen
una intensidad minima, pero que sin embargo son apreciables.

Si se tratara del espectro de resonancia de una sustancia pura la integracion de
dichas sefiales no corresponderia con el espectro obtenido, la baja intensidad de
esas sefiales permite afirmar que la sustancia no se encuentra totalmente pura,
gue efectivamente son esteroles mezclados — gamma sitosterol y estigmasterol-,
sin embargo son mucho mas intensas las sefiales correspondientes al gamma
Sitosterol, el cual no tiene doble enlace entre los carbonos 22 y 23 de la cadena
lateral.

El espectro de resonancia de 'C muestra de igual forma sefiales que
corresponden a una mezcla de esteroles, de igual manera aparecen en mayor
intensidad las sefiales correspondientes al gamma sitosterol, pero aparecen
también sefales correspondientes a los carbonos que forman el doble enlace en la
cadena lateral del estigmasterol (129 y 138 ppm).

Teniendo en cuenta esto, se puede afirmar que el proceso de purificacion dio
como resultado una mezcla, en la cual el componente mayoritario es el gamma
sitosterol.

22
CH, 23

Estigmasterol Gama Sitosterol

HO

Figura 33. Estructura quimica del Estigmasterol y Gama Sitosterol. Fuente: el Autor.




4.2.5 Compuesto Pv-5

El compuesto Pv-5 es un s6lido amarillo claro con peso 5,6 mg el cual presentd un
p.f de 144°C el cual coincide con el reportado en la literatura para la 6,7-
dimetoxicumarina (p.f lit. 142°C)*®=® fluorescencia celeste bajo la luz U.V de onda
larga, un Rf de 0,75 en placas de Silica gel corridas con CHCI;-MeOH 9,5:0,5.

Se obtuvo a partir del extracto etandlico, utilizando una columna con Silica gel 60H
y eluida con éter de petroleo:Me,CO (8,5:1,5) y su pureza fue seguida mediante
CCD. (Figura 34)

Figura 34. Cromatograma de Pv-5. Fase estacionaria Silica gel. Eter de petroleo-Me,CO
(8:2). Observada bajo la luz U.V de onda larga. Fuente: el Autor.

El analisis se llevé a cabo por CG-MS en un equipo Agilent 6850 serie I, acoplado
a un detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5975B, equipado con
un puerto de inyeccion split/splitess (260°C, relacién de split 15:1), y un inyector
automatico Agilent 6850 series.

Se utilizé una columna capilar de silice fundida TR-50MS de 30 m x 0,25 mm (d.i)
x 0,25 um (df), con fase estacionaria 50% fenilpolisilfenilenesiloxano. La
programacion de temperatura del horno fue de 80°C (1 min), luego se incremento
hasta 310°C (2min) a 10°C/min.

Los espectros de masas se obtuvieron por impacto de electrones (El) de energia
70eV. Las temperaturas de la camara de ionizacion y de la linea de transferencia
fueron de 230 y 285°C respectivamente. El gas de arrastre utilizado fue helio
(99,995%, Aga Fano, S.A), con flujo constante de 1mL/min. Los espectros de
masa Yy corrientes ionicas reconstruidas (TIC) fueron adquiridos usando un
analizador cuadrupolar, por medio de barrido automético de frecuencia a 4,75
scan s-1 en el rango de masas m/z 20-300 uma. El reconocimiento de los



compuestos presentes en las fracciones se realizé con base en la comparacion de
espectros adquiridos, confrontados con los reportados en la base de datos NIST-

05

El cromatograma indica que este sélido es 6,7 dimetoxi-2H-1-benzopyran-2-ona
(Escoporona), con un tiempo de retencion de 19,150 min, lon molecular [M™] m/z
206 (100%), m/z 191 (40%) de mediana intensidad caracteristico de este
compuesto, m/z 163 (20%) de baja intensidad.

El cromatograma se encuentra en la figura 35, y el espectro de masas se
encuentra en la figura 36. Se compar6é ademas con una muestra patron de

cumarina, suministrada por el
Universidad Javeriana (GIFUJ).
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Figura 37. Esquema de fragmentacion de la Escoporona.

En el espectro de masa de la figura 36, se observa el ibn molecular a m/z 206 que
corresponde con la férmula C11H1004. El fragmento a m/z 191 indica la pérdida de
un grupo metilo (a partir del ibn molecular), el fragmento a m/z 163 indica la
pérdida de mondxido de carbono? (figura 37).



4. DISCUSION

Teniendo en cuenta las tres especies de Pentacalia (P. nitida, P. abietina y P.
vaccinioides) estudiadas en los ensayos preliminares y cotejando con la
informacion obtenida por el grupo de investigacion GIFUJ en otras especies del
mismo género se puede aseverar que las sustancias esteroidales y cumarinicas
son comunes en el género Pentacalia y que es en la especie P. vaccinioides
donde se presenta mayor concentracion de estos metabolitos. De acuerdo a lo
anterior los compuestos encontrados en las hojas de la especie Pentacalia
vaccinioides representan un gran aporte al estudio fitoquimico de esta especie
vegetal, de la cual no se conocen estudios, se realiza también un gran aporte
quimiotaxondémico a la familia Asteraceae y en especial al género Pentacalia en

cuanto a sustancias esteroidales y cumarinas.

Cumarinas

Se aislaron e identificaron tres Cumarinas y dos mezclas de esteroles, dos de las
cumarinas (Cumarina y Escopoletina) y las mezclas de esteroles se aislaron del
extracto etéreo, la otra cumarina (Escoporona) del extracto etandlico de la
fraccion diclorometano, es el extracto etéreo con un rendimiento 5,85% de
donde se aislaron la gran mayoria de los metabolitos secundarios de interés en

esta investigacion (cumarinas y esteroles).

La Cumarina es considerada el miembro mas simple y el precursor, a su vez de
las otras cumarinas 7-oxigenadas como la Escopoletina y la Escoporona, es la
primera vez que se aisla la Cumarina en el género Pentacalia constituyéndose
esto como uno de los aportes principales de esta investigacion. La funcion
principal de las cumarinas en las especies vegetales pertenecientes al género
Pentacalia es actuar como un excelente mecanismo de defensa natural al ataque
de bacterias, hongos e insectos®, es por esto que se encontrd en gran proporcion

en las hojas de la Pentacalia vaccinioides.



Las cumarinas son utilizadas como principios activos de algunos medicamentos
como el Acenocumarol o Acenocumarina que es un anticoagulante que actla
inhibiendo la accién de la vitamina K o el Venalot que es utilizado en el tratamiento
del edema vascular y/o linfatico, ademas son utilizadas en la industria de la
sintesis de aromatizantes y tiene una accién bioldgica reconocida como
fotosensibilizadoras de la piel, antiespasmaddica y vasodilatadora de coronarias,
accion antiinflamatoria, antibacteriana, hipotérmica, analgésica y anticoagulante

entre otras, de aqui su importancia a nivel econémico y terapéutico®’.

La especie colombiana Pentacalia vaccinioides presenta tres cumarinas la
Cumarina, Escopoletina y Escoporona en cantidades significativas todas con
actividad biolégica comprobada™ y con gran importancia econémica, permitiendo
catalogar esta especie como una nueva fuente natural de cumarinas, ademas
estos resultados aportan informacibn que enriquecen los  criterios

quimiotaxondémicos del género Pentacalia.
Esteroles

Los esteroles son sustancias que estan ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, se han reportado la presencia de diferentes sustancias esteroidales tales
como estigmasterol en P. pulchella®®, B-sitosterol en P. Corymbosa y Cicloartanol
en P.nitida®®. Los esteroles identificados en esta investigacion fueron
Estigmasterol, 7,16-dien-3-ol-Estigmasterol y Gamma sitosterol contribuyendo
con estos resultados al estudio fitoquimico y quimiotaxonémico del género

Pentacalia.

En general, se ha ignorado la importancia relativa de los esteroles de origen
vegetal, aunque a la mayoria no se les conoce actividad biolégica especifica en la
naturaleza, excepto como componentes de las membranas celulares, se han

reportado diversas acciones al ser ingeridos en determinadas dosis, entre ellas,



reduccion del colesterol sérico®®®, inhibicion del crecimiento en células de

cancer”®, antiinflamacion®*®®,  antipirética®’, liberacion de insulina®***, e

inmunomodulacion®?’.

Los esteroles son ampliamente utilizados en la industria alimenticia, cosmética y
farmacéutica por sus propiedades fisico-quimicas y farmacoldgicas, se
comercializan en varias formas, segun sus aplicaciones. En la industria
farmacéutica para la sintesis de principios activos como hormonas, corticoides,
anticonceptivo, en la industria alimentaria se usan como nutracéuticos y como
aditivos, en la industria de cosméticos en productos de tocador. Actualmente solo
en Europa se comercializan con 3.000 toneladas de esteroles al afio.

La especie colombiana Pentacalia vaccinioides presenta dos mezclas de esteroles
compuestas por los esteroles Estigmasterol, 7,16-dien-3-ol-Estigmasterol y
Gamma Sitosterol en cantidades significativas comparadas con las fuentes
naturales que se utilizan actualmente en la industria, permitiendo catalogar esta
especie como una nueva fuente natural de sustancias esteroidales, ademas estos
resultados aportan informacion que enriquecen los criterios quimiotaxonémicos del

género Pentacalia.



6. CONCLUSIONES

Se encontraron dos nuevas sustancias 2-H-1- Benzopiren -2-ona (Cumarina) y 7,16-
dien-3-Estigmasterol las cuales aportan informacion que enriquecen los criterios
guimiotaxonomicos del género Pentacalia. Por lo tanto permite, catalogar a la
especie Pentacalia vaccinioides como una nueva fuente natural de cumarinas y

sustancias esteroidales.

Se logré identificar por diferentes técnicas cromatograficas y espectroscoépicas,
dos compuestos cumarinicos conocidos como 2-H-1- Benzopiren -2-ona
(Cumarina) y 7-Hidroxi-6-metoxi-2H-1-benzopiren-2-ona (Escopoletina) junto con
tres compuestos esteroidales conocidos como Estigmasterol, 7,16-dien-3-ol-
Estigmasterol y Gamma Sitosterol a partir del extracto éter de petroleo de la

especie Pentacalia vaccinioides.

Del extracto etanolico de la especie Pentacalia vaccinioides y por diferentes
técnicas cromatograficas y espectroscopicas, se logré identificar un compuesto

Cumarinico conocido como 6,7-dimetoxi-2H-1-benzopiren-2-ona (escoporona).
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Resumen

Objetivo. Reconocer la especie Pentacalia vaccinioides (Kunth) Cuatr como una
nueva fuente natural de sustancias esteroidales y cumarinas, contribuir al estudio
guimiotaxondmico del genero Pentacalia. Materiales y métodos. ElI material
vegetal (hojas) se colecto en el paramo de Cruz Verde-Cundinamarca (Colombia).
Se prepararon dos extractos uno en éter de petréleo y el otro en etanol (EtOH),
al extracto etandlico se le realizaron dos fraccionamiento liquido-liquido (FL/L) uno
con éter de petroleo y el otro con diclorometano (CH,Cl,), extractos y fracciones
fueron trabajados con diferentes técnicas cromatograficas, los metabolitos
aislados fueron identificados con base en sus propiedades fisicas (punto de fusién
y valor de Rf) reacciones quimicas cualitativas y técnicas como Cromatografia de
Gases acoplada a Masas (CG-MS), y Resonancia Magnética Nuclear de *H y *C
en una dimension, dependiendo de la complejidad de cada una. Resultados. Del
extracto éter de petréleo se aislaron dos cumarinas y dos mezclas de esteroles,
las cumarinas 2-H-1-Benzopiren-2-ona (Cumarina) y 7-Hidroxi-6-metoxi-2-H-1-
benzopiren-2-ona (Escopoletina) y las mezclas de esteroles Estigmasterol-7,16-
dien-3-ol-Estigmasterol-Gamma sitosterol y Estigmasterol-Gamma sitosterol, de la
fraccion CH,Cl, del extracto EtOH se aislo la Cumarina 6,7-dimetoxi-2-H-1-
benzopiren-2-ona (Escoporona). Conclusiones. Se identificaron dos sustancias la
Cumarina y el 7,16-dien-3-ol-Estigmasterol de las cuales no existen reportes de su
presencia en la especie Pentacalia. De acuerdo con los resultados obtenidos se
puede catalogar a la especie Pentacalia vaccinioides como una nueva fuente
natural de cumarinas y sustancias esteroidales. Estos resultados aportan
informacion que enriquecen los criterios quimiotaxonémicos del género Pentacalia.

Palabras clave: Cumarinas, Esteroles, Pentacalia vaccinioides (Kunth) Cuatr.

Abstract

Aim. To recognize the Pentacalia vaccinioides specie (Kunth) Cuatr as a new
natural source of steroidal and cumarine substances, to contribute to the chemical
taxonomical study of the Pentacalia type. Materials and Methods. The plant
material (Leaves) was collected in the “cruz verde” moor in Cundinamarca
(Colombia) two extracts were prepared one in petroleum ether and other in ethanol



(EtOH) two liquid divisions (LD-L) were applied to the ethanolic extracts. One with
petroleum ether and the other with dichroline methane (CH.Cl,), extracts and
divisions were worked with different chromatography techniques, the isolated
metabolites identification was recognized based on their physical properties
(melting point and Rf value) qualitative and chemical reactions and techniques like
gas chromatography fitted in doughs (CG-MS) and the nuclear magnetic
resonance of 'H y °C in a dimension depending on the complexity of each one.
Results. From the petroleum ether extract two cumarine and sterol cumarine
mixtures were isolated the cumarine ones 2-H-1-Benzopyren-2-ona (Cumarine)
and 7-hidroxi-6-metoxi-2H-1-Benzopyren-2-ona (scopoletine) and the sterol
mixtures stigmasterol; 7,16-dien-3-ol-stigmasterol; gamma sitosterol and
stigmasterol- gamma Sitosterol, from the division CH,Cl| from EtOH extract was
isolated the cumarin  6,7-dimetoxi-2-H-1-benzopyran-2-ona  (scoporona).
Conclusions. Were identified two substances, the 2-H-1-Benzopyren-2-ona
(Cumarine) and 7,16-dien-3-ol-stigmasterol dine in which there are no reports of
their presence in the Pentacalia vaccinioides specie can be catalogued a new
natural source of cumarines and steroidal substances. These results support
information than enrich the chemical taxonomical criteria of the Pentacalia type.

Key Words: Cumarines, Esterols, Pentacalia vaccionoides (Kunth) Cuatr.

corymbosa y P. ledifolia, obteniendo

Introduccién sitosterol, eicosanol, friedelina,

quinoles (jacaranona y metiljacaranona),
dos cumarinas (escopoletina y 7-
geraniloxilescopletina) y dos flavonoides

Pentacalia vaccinioides (Kunth) Cuatr.
(Asteraceae-Senecioneae), son arbustos
autoctonos de los paramos andinos

(quercetina y rutina).

Después de un analisis cromatografico y

colombianos (altitudes entre 2900-3100
m.s.n.m).

El género Pentacalia incluye un total
de 217 especies, de las cuales casi la
mitad estan representadas en Colombia
las cuales han sido poco estudiadas, sélo
se reportan en la literatura los estudios
de aceites esenciales de P. ephiphytica,
P.andicola, P. firmipes y P. archieri, de

los cuales se aislaron nerolidol,
humuleno, farneseno, curcumeno,
santaleno, germacreno D, varios

cadinenos, cicloartenol, friedelina y 5-
metoxieugenol. El grupo de investigacion
GIFUJ, ha trabajado con los extractos en
éter de petréleo y etanol de hojas de P.

de pruebas quimicas preliminares para
algunas especies del género Pentacalia
(P. nitida, P, abietina y P. vaccinioides) y
cotejando con la informacion obtenida por
el grupo de investigacion GIFUJ de la
Universidad Javeriana en otras especies
del mismo género se ha encontrado en
la especie Pentacalia vaccinioides
(Kunth) Cuatr. la presencia de cumarinas
y esteroles en cantidades
representativas.

En esta investigacion se tiene como
objetivo principal reconocer la especie
Pentacalia vaccinioides (Kunth) Cuatr
como una nueva fuente natural de
sustancias esteroidales y cumarinas, y



contribuir al estudio quimiotaxonémico
del genero Pentacalia.

Materiales y métodos

Se tomaron 640 g del material vegetal
(partes aéreas) seco que fueron
extraidos mediante sistema continuo tipo
soxlhet con éter de petréleo y etanol. El
extracto etanolico se fraccioné por el
método de separacion liquido-liquido
continuo con éter de petrdleo vy
diclorometano. Extractos y fracciones a
su vez fueron trabajadas  mediante
cromatografia en columna (silica gel
60G) con éter de petroleo, diclorometano
y acetato de etilo, puros y en mezclas de
polaridad creciente; monitoreados
mediante cromatografia en capa delgada.

Del extracto éter de petrdleo de aislaron
4 solidos Pv-1, Pv-2, Pv-3 y Pv-4, de la
fraccion diclorometano del extracto
etandlico se aislé un sélido denominado
como Pv-5.

El andlisis se llevd a cabo por CG-MS en
un equipo Agilent 6850 serie I, acoplado
a un detector selectivo de masas Agilent
Technologies MSD 5975B, en la
pontificia Universidad Javeriana,
equipado con un puerto de inyeccidn
split/splitess (260°C, relacion de split
15:1), y un inyector automatico Agilent
6850 series. Se utiliz6 una columna
capilar de silice fundida TR-50MS de 30
m x 0,25 mm (d.i) x 0,25 pm (df), con fase
estacionaria 50%
fenilpolisilfenilenesiloxano. La
programacion de temperatura del horno
fue de 80°C (1 min), luego se incremento
hasta 310°C (2min) a 10°C/min.

Los espectros de masas se obtuvieron
por impacto de electrones (El) de energia

70eV. Las temperaturas de la camara de
ionizacion y de la linea de transferencia
fueron de 230 y 285°C respectivamente.
El gas de arrastre utlizado fue helio
(99,995%, Aga Fano, S.A), con flujo
constante de 1mL/min. Los espectros de
masa Yy corrientes ionicas reconstruidas
(TIC) fueron adquiridos usando un
analizador cuadrupolar, por medio de
barrido automético de frecuencia a 4,75
scan s-1 en el rango de masas m/z 20-
300 uma.

El reconocimiento de los compuestos
presentes en las fracciones se realiz6
con base en la comparaciéon de espectros
adquiridos,  confrontados con los
reportados en la base de datos NIST-05

Los espectros de resonancia magnética
nuclear proténica RMN-'H y de carbono
13 RMN-'3C, fueron tomados en un
instrumento Bruker AM 400 de 400 Mega
Hertz utilizando como solvente CD3Cl en
la Universidad Nacional de Colombia

RESULTADOS
Compuesto Pv-1

El compuesto Pv-1 es un solido blanco
con peso 18,3mg el cual presento un p.f
de 68°C,el cual coincide con el reportado
en la literatura para la 2H-1-Benzopiran-
2-ona (Cumarina), (p.f lit. 67°C) tenue
fluorescencia celeste bajo la luz U.V de
onda larga, un Rf de 0,75 en placas de
Silica gel corridas con CHCI3-MeOH
9,5:0,5. Se obtuvo a partir del extracto
petrol, utilizando una columna con Silica
gel 60H y eluida con éter de petréleo y
su pureza fue seguida mediante CCD.



EL cromatograma obtenido indica que
este solido es el 2H-1-Benzopiren-2-ona
(Cumarina), con un tiempo de retencion
de 13,118 min, lon molecular [M™] m/z
146 de alta intensidad (70%), el pico
base m/z 118 (100%) caracteristico de
este compuesto, se observa un pico de
mediana intensidad m/z 90 (40%) y el
resto de picos de baja intensidad.

El fragmento m/z 118 indica la pérdida
de un grupo carbonilo (a partir del i6n
molecular), el fragmento a m/z 90 indica
la pérdida de un grupo carbonilo, el
fragmento a m/z 89 indica la pérdida de
un radical H’

Con el animo de corroborar la identidad
de la sustancia se realizd6 un andlisis de
la sustancia por Resonancia Magnética
Nuclear, tomando el siguiente espectro
de H, (RMN- HY).

El compuesto Pv-1 fue identificado como
2-H-1- Benzopiran -2-ona (Cumarina);
RMN-'H (400 MHz, CDsCl, 5): 6,45 (1H,
d, J=9,5 Hz), 7,73 (1H, d, J=9,5 Hz), 7,52
(1H, d, J41=7,84 Hz; J»=1,71 Hz; J3=0,53
Hz ), 7,35 (1H, d, J1=8,12 Hz; J,=1,45 Hz;
J3=0,53 Hz ), 7,56 (1H, t, J1=8,12 Hz;
J1=7,68 Hz; J,=1,71 Hz ), 7,31 (1H, t,
J1=7,84 Hz; J4=7,68 Hz; J,=1,45 Hz ).

Compuesto Pv-2

El compuesto Pv-2 es un solido amarillo
claro con peso 6,8 mg el cual presentd
un p.f de 203°C, el cual coincide con el
reportado en la literatura (p.f lit. 204°C)
para la 7-hidroxi-6-metoxi-2H-1-
benzopiran-2-ona (Escopoletina)
presenta fluorescencia celeste bajo la luz

U.V de onda larga, un Rf de 0,70 en
placas de Silica gel corridas con CHCIs-
MeOH 10:1.

Se obtuvo a partir del extracto petrol,
utilizando una columna con Silica gel 60H
y eluida con petrol:Me,CO (8,5:1,5) y su
pureza fue seguida mediante CCD.

Escopoletina con un tiempo de retencion
de 18,997 min, lon molecular [M™] m/z
192 (100%), m/z 177(60%) de mediana
intensidad  caracteristico de  este
compuesto, m/z 164 (20%) de baja
intensidad, m/z 149 (40%) y el resto de
picos de baja intensidad.

En el espectro de masa se observa el
ion molecular Mm/z192 que corresponde
con la formula C1oHgO4. El fragmento m/z
177 indica la pérdida de un grupo metilo
(a partir del idbn molecular), el fragmento a
m/z 164 indica la pérdida de un carbonilo,
el fragmento a m/z 149 corresponde a la
pérdida de un fragmento de metilo (CHs).

Compuesto Pv-3

Es un sdlido amarillo (7,1 mg), obtenido
a partir del extracto éter de petrdleo;
utiizando una columna utilizando con
Silica gel 60H y eluida con petrol: Me,CO
(7,5:2,5). Punto de fusion de 142° -
146°C, un Rf de 0,68 en Silica gel, éter:
Me,CO 8:2, (Ver Figura 20) positivo a la
prueba de Lieberman—Burchard, lo que
permite suponer que se trata de uno o
mas esteroides.

Se obtuvo a partir del extracto éter de
petréleo; utilizando una columna con
Silica gel 60 y eluida con éter de
petréleo: Me,CO (7,5:2,5).



Estigmasterol, con un tiempo de
retencion de 15.260 min, con una
coincidencia del 95%; 7,16-dien-3-ol-
Estigmasterol con un tiempo de retencion
de 15,567 min, con una coincidencia del
93%; Gamma sitosterol, con un tiempo
de retencion de 15.627 min, con un
porcentaje de coincidencia del 99 %.

En los espectros de masas se puede
observar la secuencia caracteristica de
fragmentacion de esteroides, en la cual
se obtienen fragmentos m/z 396,
correspondientes a un fragmento del
esteroide con wuna pérdida de 18
unidades debida a una molécula de agua,
(proveniente del grupo OH de la posicién
3), este fragmento sufre una nueva
fragmentacién dando origen al fragmento
de m/z 255, el cual se forma por la
pérdida de la cadena lateral unida al ciclo
pentano perhidrofenanatreno; por otra
parte, se ven claramente los fragmentos
del esteroide obtenidos a partir de la
pérdida de la cadena lateral por parte del
esteroide original, sin pérdida aun de
agua, 273 m/z y la posterior perdida de
18 unidades debida a la molécula de
agua , (proveniente del grupo OH de la
posicion 3),

Compuesto Pv-4

Es un soélido blanco (15.2 mg), obtenido
a partir del extracto éter de petroleo; fue
obtenido a partir de una columna
utilizando Silica gel 60H y eluida con
petrol:Me,CO (8:2). Punto de fusién de
139° - 143°C, un Rf de 0,56 en Silica gel,
éter:Me,CO 8: 2, (Figura 27) positivo a la

prueba de Lieberman-Burchard, lo que
permite suponer que se trata de uno o
mas esteroides.

Se obtuvo a partir del extracto éter de
petrédleo; utilizando una columna con
Silica gel 60 y eluida con éter de
petrdleo:Me,CO (6,5:3,5).

Estigmasterol, con un tiempo de
retencion de 15.269 min., m/z 412 (M™),
m/z 255, m/z 93, con una coincidencia
del 95%; gama Sitosterol, con un tiempo
de retencion de 15.624 min., m/z 414
(M™), m/z 145, m/z 43, con una
coincidencia de 99%.

Compuesto Pv-5

El compuesto Pv-5 es un sélido amarillo
claro con peso 5,6 mg el cual presentd un
p.f de 144°C el cual coincide con el
reportado en la literatura para la 6,7-
dimetoxicumarina  (p.f lit.  142°C)
fluorescencia celeste bajo la luz U.V de
onda larga, un Rf de 0,75 en placas de
Silica gel corridas con CHCI3-MeOH
9,5:0,5.

Se obtuvo a partir del extracto etandlico,
utilizando una columna con Silica gel 60H
y eluida con éter de petroleo:Me,CO
(8,5:15 y su pureza fue seguida
mediante CCD

El cromatograma indica que este solido
es 6,7 dimetoxi-2H-1-benzopyran-2-ona
(Escoporona), con un tiempo de
retenciéon de 19,150 min, lon molecular
[M™] m/z 206 (100%), m/z 191 (40%) de
mediana intensidad caracteristico de este
compuesto, m/z 163 (20%) de baja
intensidad.



En el espectro de masa se observa el
i6n molecular a m/z 206 que corresponde
con la formula C;;H1004, El fragmento a
m/z 191 indica la pérdida de un grupo
metilo (a partir del i6n molecular), el
fragmento a m/z 163 indica la pérdida de
monoxido de carbono.

DISCUSION

Teniendo en cuenta las tres especies de
Pentacalia (P. nitida, P. abietina y P.
vaccinioides) estudiadas en los ensayos
preliminares y cotejando con la
informacion obtenida por el grupo de
investigacion GIFUJ en otras especies
del mismo género se puede aseverar
que las sustancias esteroidales y
cumarinicas son comunes en el género
Pentacalia y que es en la especie P.
vaccinioides donde se presenta mayor
concentracion de estos metabolitos. De
acuerdo a lo anterior los compuestos
encontrados en las hojas de la especie
Pentacalia vaccinioides representan un
gran aporte al estudio fitoquimico de esta
especie vegetal, de la cual no se conocen
estudios, se realiza también un gran
aporte quimiotaxonémico a la familia
Asteraceae y en especial al género
Pentacalia en cuanto a sustancias
esteroidales y cumarinas.

Cumarinas

Se aislaron e identificaron tres Cumarinas
y dos mezclas de esteroles, dos de las
cumarinas (Cumarina y Escopoletina) y
las mezclas de esteroles se aislaron del
extracto etéreo, la otra cumarina
(Escoporona) del extracto etandlico de

la fraccion diclorometano, es el extracto
etéreo con un rendimiento 5,85% de
donde se aislaron la gran mayoria de los
metabolitos secundarios de interés en
esta investigacion (cumarinas vy
esteroles).

La Cumarina es considerada el miembro
mas simple y el precursor, a su vez de
las otras cumarinas 7-oxigenadas como
la Escopoletina y la Escoporona, es la
primera vez que se aisla la Cumarina en
el género Pentacalia constituyéndose
esto como uno de los aportes principales
de esta investigacion. La funcion principal
de las cumarinas en las especies
vegetales pertenecientes al género
Pentacalia es actuar como un excelente
mecanismo de defensa natural al ataque
de bacterias, hongos e insectos, es por
esto que se encontré en gran proporcion
en las hojas de la Pentacalia
vaccinioides.

Las cumarinas son utilizadas como

principios activos de algunos
medicamentos como el Acenocumarol o
Acenocumarina que es un

anticoagulante que actua inhibiendo la
accion de la vitamina K o el Venalot que
es utilizado en el tratamiento del edema
vascular y/o linfatico, ademas son
utilizadas en la industria de la sintesis de
aromatizantes y tiene una accién
biolégica reconocida como
fotosensibilizadoras de la piel,
antiespasmodica y vasodilatadora de
coronarias, accion antiinflamatoria,
antibacteriana, hipotérmica, analgésica y
anticoagulante entre otras, de aqui su
importancia a nivel econdmico vy
terapéutico.



La especie colombiana Pentacalia
vaccinioides presenta tres cumarinas la
Cumarina, Escopoletina y Escoporona
en cantidades significativas todas con
actividad biolégica comprobada y con
gran importancia econdémica, permitiendo
catalogar esta especie como una nueva
fuente natural de cumarinas, ademas
estos resultados aportan informacion que

enriquecen los criterios
guimiotaxondmicos del género
Pentacalia.

Esteroles

Los esteroles son sustancias que estan
ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, se han reportado la presencia de
diferentes sustancias esteroidales tales
como estigmasterol en P. pulchella, B-
sitosterol en P. Corymbosa y Cicloartanol
en P.nitida. Los esteroles identificados en
esta investigacion fueron Estigmasterol,
7,16-dien-3-ol-Estigmasterol y Gamma
sitosterol contribuyendo con estos
resultados al estudio fitoquimico vy
quimiotaxonémico del género Pentacalia.

En general, se ha ignorado la importancia
relativa de los esteroles de origen
vegetal, aunque a la mayoria no se les
conoce actividad biolégica especifica en
la naturaleza, excepto como
componentes de las membranas
celulares, se han reportado diversas
acciones al ser ingeridos en
determinadas  dosis, entre ellas,
reduccion del colesterol sérico, inhibicion
del crecimiento en células de cancer,
antiinflamacion, antipirética, liberacion
de insulina, e inmunomodulacion.

Los esteroles son ampliamente utilizados
en la industria alimenticia, cosmética y

farmacéutica por sus propiedades fisico-
guimicas y farmacoldgicas, se
comercializan en varias formas, segun
sus aplicaciones. En la industria
farmacéutica para la sintesis de
principios activos como hormonas,
corticoides, anticonceptivo, en la industria
alimentaria se usan como nutracéuticos
y como aditivos, en la industria de
cosméticos en productos de tocador.
Actualmente solo en Europa se
comercializan con 3.000 toneladas de
esteroles al afo.

La especie colombiana Pentacalia
vaccinioides presenta dos mezclas de
esteroles compuestas por los esteroles
Estigmasterol, 7,16-dien-3-ol-
Estigmasterol y Gamma Sitosterol en
cantidades significativas comparadas con
las fuentes naturales que se utilizan
actualmente en la industria, permitiendo
catalogar esta especie como una nueva
fuente natural de sustancias esteroidales,

ademas estos resultados aportan
informacion que enriquecen los criterios
guimiotaxonémicos del género
Pentacalia.

CONCLUSIONES

Se encontraron dos nuevas sustancias 2-
H-1- Benzopiren -2-ona (Cumarina) y
7,16-dien-3-Estigmasterol las cuales
aportan informacion que enriquecen los
criterios quimiotaxonomicos del género
Pentacalia. Por lo tanto permite,
catalogar a la especie Pentacalia
vaccinioides como una nueva fuente
natural de cumarinas y sustancias
esteroidales.

Se logr6 identificar por diferentes
técnicas cromatograficas y
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espectroscopicas, dos  compuestos
cumarinicos conocidos como 2-H-1-
Benzopiren -2-ona (Cumarina) y 7-
Hidroxi-6-metoxi-2H-1-benzopiren-2-ona
(Escopoletina) junto con tres compuestos
esteroidales conocidos como
Estigmasterol, 7,16-dien-3-ol-
Estigmasterol y Gamma Sitosterol a partir
del extracto éter de petrdleo de la
especie Pentacalia vaccinioides.

Del extracto etandlico de la especie
Pentacalia vaccinioides y por diferentes
técnicas cromatograficas y
espectroscopicas, se logré identificar un
compuesto Cumarinico conocido como
6,7-dimetoxi-2H-1-benzopiren-2-ona
(escoporona).
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