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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion, tuvo como objetivo cuantificar B-sitosterol y lupeolen las
fracciones solubles en metanol-agua e insolubles en acetona de Ruellia tuberosa L. por densitometria
Optica sobre placas de HPTLCy evaluar la inhibicién de estas sobre el sistema enziméatico glucosa-6-
fosfatasa (G6Pasa). Para ello, se sometieron a extraccion y separacién los extractos metandlicos de las

partes aéreas (tallos/hojas) y raices de la planta por separado.

La metodologia para la cuantificacion de estos compuestos se basé en preparar soluciones de
concentraciones conocidas de los extractos de la especie estudiada y patrones, en placas de
Cromatografia de Capa Fina de Alta Eficiencia (HPTLC), utilizandoanisaldehido-acido sulfarico como
agente de coloracién. Luego, se desarrollé cada placa utilizando como fase movil, la mezcla de solventes
mas idénea que permitiese la identificacibn comparativa del metabolito a ser cuantificado. La
cuantificacion se realiz6 a través de la digitalizacion de la imagen en el visiblede la placa desarrollada por
medio de un escaner. Estas imagenes se analizaron con un programa denominado en este trabajo como
UCV-Matlabrealizado por el Laboratorio de Espectroscopia Laser de la Escuela de Quimica de la
Universidad Central de Venezuela, a través del programa MATLAB 7.5.0., el cual genera densitogramas
que permiten relacionar la densidad 6ptica de cada mancha en la placa con la concentracion relativa de
un determinado compuesto en el extracto y cuantificar por comparacion con una curvade calibracion del

patrén puro del compuesto que se desea cuantificar.

Los resultados mostraron que las raices deRuellia tuberosa L., posee (167,416,8) ppm del
esterol, B-sitosterol y (129,36+0,69) ppm del triterpeno, lupeol. Ademas, el método de cuantificacion
desarrollado es preciso (%CV<5%), lineal (R2>O,99) y con limites de deteccion de 6,3-31,1ppm y 13,1-
16,3ppm; y de cuantificacion de 21,1-103,5ppmy 43,7-54,3ppm. Por otra parte, el método resulto ser
simple, econdmico y rapido, en comparacion con otras técnicas cromatograficas.

Adicionalmente, se realizaron estudios de inhibicion sobre el sistema glucosa-6-fosfatasa en
microsomas intactos, sin histonas (-H), y en microsomas permeabilizados con histonas (+H).Las
fracciones que se obtuvieron a partir de los extractos metandlicos de las raices y partes aéreas de Ruellia
tuberosa L.,presentaron mayor porcentaje de inhibicibn sobre el sistema enzimatico G6Pasa en
microsomas intactos, es decir, son inhibidores del transportador T1. Las fracciones pertenecientes a las

raices presentaron mayor porcentaje de inhibicién sobre la G6Pasa en comparacién con las provenientes



de las partes aéreas. Por otro lado, las fracciones de mayor polaridad mostraronun porcentaje de
inhibicion considerable (>50% a 400 mg/L), atribuido a los derivados de acidos fenilpropenoides,
detectados por HPLC-UV/Vis. Dicho comportamiento también fue observado en las fracciones polares

tanto de raices como de partes aéreas.

Palabras clave: Ruellia tuberosa L., CCFAF, HPTLC, Ruellia, sitosterol, Lupeol, Betulina,

Densitometria Optica, Cuantificacion, G-6-Pasa, Glucosa-6-Fosfatasa, Inhibicion.
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1.-INTRODUCCION

Desde la antigiiedad, las plantas han proporcionado recursos medicinales a la humanidad.
Hasta el momento, el hombre solo ha podido identificar poco mas de 20.000 especies de plantas con
importancia medicinal de las aproximadamente 600.000 especies de plantas que habitan en nuestro
planeta. Finalizando el siglo diecinueve, los farmacos provenientes de las plantas monopolizaban la
terapéutica de la época. Hoy en dia, se confia menos en las plantas medicinales,muchas de las cuales
han sido descartadas por profesionales de la medicina porque es posible conseguir el principio o
principios activos en formulaciones purificadas o de origen sintético. La estrategia de aislar los principios
activos de las plantas y luego la fabricacion de un procedimiento farmacolégico se convirtié en algo
popularm. Luego del conocimiento de las estructuras quimicas de algunos principios activos, se realizaron
numerosos intentos por sintetizarlos. Asi, las moléculas de productos naturales fueron usadas como
plantillas base para el desarrollo de agentes terapéuticos clinicos. En el presente, muchas plantas son
utilizadas en la medicina occidental, siendo un cuarto de los ingredientes de las prescripciones dadas.
Las drogas derivadas de plantas utilizadas actualmente contienen alcaloides, antraquinonas, iridoides,
lignanos, terpenoides, entre otros muchos tipos de compuestos.[l]VaIe la pena acotar que la mayoria de
estos compuestos naturales siguen siendo aislados de plantas,puesto que sintetizarlos no siempre es

viable econémicamente.™

Para realizar estas formulaciones, se realizan procesos de extraccion y fraccionamiento de la
planta. Dependiendo de los objetivos que se deseen, varia el método de aislamiento; si se persigue el
aislamiento de materiales sensibles al calor, deberan emplearse métodos frios de extraccion y
purificacion, pero si el trabajo va dirigido al aislamiento de sustancias para la comprobacion de actividad
biolégica, la extraccion del material vegetal debe ser en agua o con solucién isoténica (0,9% NacCl) y

evitarse cualquier elevacion de la temperatura.®?

De los métodos mas empleados, tanto para la separacion como para la purificacion de los

extractos y finalmente de los compuestos, la cromatografia tiene lugar prioritario. Asimismo, es utilizada

como monitor de las estrategias de aislamiento en su variante analitica.””



1.1.-Tipos de cromatografia utilizados como método de separacion.

1.1.1.-Cromatografia de intercambio iénico.

Un intercambiador es un material insoluble en agua que tiene grupos funcionales capaces de
intercambiar iones de carga similar de la solucion circundante. Hay materiales sintéticos y naturales,
organicos e inorganicos; entre estos Ultimos se encuentran zeolitas, 6xidos y fosfatos de metales del
grupo IV. El proceso es un simple equilibrio acido-base, donde la reversibilidad depende de la

concentracion y de la fuerza de los iones.?

1.1.2.-Cromatografia de gel.

El principio de esta técnica es la separacion de las moléculas por su tamafio y forma. Tiene su
principal aplicacién en el estudio de polimeros, pues cubre un amplio rango de peso molecular. Se
conoce a veces como filtracién de gel; los geles que se usan como material filtrante tienen poros y
canales y sélo seran retenidas dentro de éstos las moléculas cuyo peso molecular tenga hasta un cierto

valor, aquellas mayores pasarén.[z]

1.1.3.-Cromatografia de contracorriente.

Es un método liquido-liquido, sin fases solidas, esta técnica se basa en la particion de una
mezcla de sustancias en un sistema de solventes inmiscibles, para obtener la separacion. Este tipo de

cromatografia tiene un gran numero ventajas sobre los métodos tradicionales de separacion liquido-

sélido:
> no existe adsorcion irreversible,
» recuperacion de la inyeccidn total de la mezcla,
» bajo consumo de solventes,
> bajo riesgo de desnaturalizacion de la mezcla,



> econdmicamente favorable ya que no requiere columnas costosas y los solventes son los usados
comunmente,
» oftra ventaja de la cromatografia en contracorriente es la habilidad para revertir la direccion del

flujo e intercambiar las fases movil y estacionaria (lo que llamamos fase reversa).

Esta técnica es una excelente alternativa para solucionar los problemas asociados con los
adsorbentes usados en la fase sélida y preservar la integridad quimica de las mezclas sujetas a
fraccionamiento. Con estas ventajas la cromatografia en contra-corriente es popular para la purificacion
de productos naturales, y especialmente en el fraccionamiento de compuestos aislados de las plantas
que se someten a bioensayos.”?

El tipo de cromatografia mas utilizada para el aislamiento y purificacién de compuestos es la de
adsorcién, la fase movil que contiene los solutos disueltos pasa por la fase estacionaria. La retencion de
los componentes y su consiguiente separacion dependen de la capacidad de los atomos que se
encuentran en la superficie para remover los solutos de la fase mévil y adsorberlos de manera temporal
por medio de fuerzas electrostaticas.”Este tipo de cromatografia se realiza, principalmente, a través de
dos modalidades; en columna o en capa fina. La diferencia se encuentra en la forma de soportar el
adsorbente; en la cromatografia en columna la fase estacionaria se introduce en un tubo o columna
(generalmente de vidrio), mientras que en la cromatografia de capa fina el adsorbente se deposita en

forma de capa delgada sobre una placa de vidrio, aluminio o pléstico.[‘”

1.1.4.-Cromatografia de adsorcion.

En esta técnica la distribucién tiene lugar entre un adsorbente sélido (fase estacionaria) y un
eluyente liquido (fase mdavil) en la cromatografia liquida, o entre un adsorbente sélido o liquido y un
eluyente gaseoso, en el caso de la cromatografia de gases. Dependiendo de la naturaleza del adsorbente

la técnica puede ser en fase normal o reversa. Entre los tipos de adsorbentes mas usados se tiene: 5

» Silica gel: destinado para separar compuestos no polares o poco polares.

» Alumina (6xido de aluminio): para compuestos menos polares, tiene mayor poder de
adsorcidn, y permite a veces separar isbmeros.

» Silicato de magnesio: adsorbancia intermedia, para separar lipidos, glicosidos,

azlcares.



» Carbon activado: de naturaleza no polar, generalmente se usa mezclado en una
relacion 1:1 con celita y separa azlcares, polifenoles y poliaromaticos.

» Poliamida: usada para compuestos que pueden formar puentes de hidrogeno, tales
como aminoacidos y polihidroxilicos.

» RP-8 y RP-18: el término RP se refiere a fase reversa (Reversed Phase), el adsorbente
es un derivado de la silica gel donde los enlaces SiOH han sido modificado a SIiOR,
siendo R una cadena carbonada de 8 6 18 atomosde carbonos. Es Util para separar
compuestos polares de los menos polares, ya que estos Ultimos quedaran mas

facilmente retenidos en el adsorbente.”?

1.1.5.-Cromatografia de particion.

Es fundamentalmente una distribucién entre dos liquidos: fase movil y fase estacionaria y esta
Gltima puede o no estar anclada sobre un soporte sélido. Dependiendo de la naturaleza apolar o polar de
la fase estacionaria, la cromatografia de particion puede ser tratada como fase normal o de fase reversa,

respectivamente.”

1.1.6.-Cromatografia en papel.

En esta técnica la muestra a separar es adsorbida sobre el punto de aplicacion del soporte:
papel, el cual retiene el agua (fase estacionaria), pero se puede saturar con otra fase estacionaria. Y en
aquello casos donde la muestra se disuelve mucho mejor en solventes no polares que polares, el soporte
se impregna con la fase organica (fase estacionaria) y el cromatograma se desarrolla con la fase acuosa.
[2

Para la deteccion de los componentes en el cromatograma, existen muchos reactivos especificos,

y aqui solo se indicaran los mas generales que son utilizados:?

Acidos carboxilicos: solucion de indicadores, azul de bromofenol, verde de bromocresol.
Fenoles y flavonoides: cloruro férrico 0,1%; acido picrico en etanol al 1%, (después de secar se
rocia con una solucién al 5% de KOH en etanol al 80%) y anisaldehido-acido sulfarico

Azlcares: p-anisidina en butanol humedo al 3%, seguido de calentamiento.



Terpenos y esteroles: solucion saturada de pentacloruro de antimonio en cloroformo y vainillina-
acido sulfdrico.
Aminoacidos y péptidos: ninhidrina al 0,1%; 8-hidroxiquinolina en acetona.

Alcaloides: reactivo de Dragendorff; acido yodoplatinico.[zl

1.1.7.-Cromatografia en capa fina.

Es una variante de la cromatografia en columna o en papel, por lo que se aplican los mismos
principios. Tiene como ventaja la rapidez del desarrollo y la versatilidad de las operaciones que sobre el
estrato fino puede hacerse. La fase fija se adhiere a una placa rigida, generalmente de vidrio, aluminio o

plastico. El espesor normal del estrato de absorbente es de 0,1-0,2mm.®

Basicamente, la cromatografia en capa fina se realiza de la siguiente manera: una pequefa
alicuota de la muestra se coloca cerca de un extremo de la placa en fase estacionaria, compuesta por
una fina capa de adsorbente, para formar la zona inicial. La muestra se seca. El extremo de la fase
estacionaria con la zona inicial se coloca en la fase mévil evitando que ésta toque la muestra, por lo
general una mezcla de dos a cuatro disolventes puros, dentro de un recipiente cerrado. Si la fase
estacionaria y la fase movil fueron elegidas correctamente, los componentes de la mezcla van a migrar a
diferentes velocidades durante el movimiento de la fase movil a través de la fase estacionaria. A través de
lo que se llama desarrollo cromatografico. Cuando la fase movil se ha desplazado una distancia
apropiada, la placa con la fase estacionaria es removida de la fase mévil la cual se seca rapidamente, y
las zonas se detectan en luz visible o con luz ultravioleta (UV 254 y 365 nm) con o sin la aplicacién de un

reactivo de revelado.”

Generalmente, se utilizan placas de CCF que contienen un indicador fluorescente que permiten la
deteccion con luz ultravioleta de longitud de onda de 254nm."®! Al incidir la radiacién UV en este tipo de
placas, se observa una fluorescencia verde, mientras que las zonas que contienen la muestra presentan
tonalidades oscuras, debido a que las moléculas de la muestra absorben la luz impidiendo su llegada al
indicador. A medida que la concentracion de la muestra aumenta, mas oscura es la zona en la que se

encuentra.l”



Este tipo de técnica posee la capacidad de analizar varias muestras en paralelo y permite una
mayor flexibilidad y simplicidad en la evaluacién de la muestra debido a la posibilidad de deteccion
secuencial mediante técnicas complementarias, derivatizacion post-cromatografica para la identificacion y
cuantificacion, archivo de una separaciébn para su evaluacibn en un momento posterior, y a la
accesibilidad de la muestra debido al formato en plano. Ademas, la CCF es una técnica ampliamente

utilizada como un método rentable para el andlisis rapido de mezclas simples.[B]

La CCF (TLC por sus siglas en Inglés) se utiliza a menudo como método cualitativo. Con esta se
puede determinar el nUmero de componentes en una mezcla, verificar la identidad de sustancias,
monitorear el progreso de una reaccion o determinar la eficacia de una purificacion. La identificacion de
compuestos en CCF se basa inicialmente en una comparacion con los valores de Rf (factor de retencion)

de patrones de referencia.”

Este factor es el cociente de la distancia de la zona de la muestra (Zs) entre
la distancia recorrida por la fase mavil (Zf), medidas desde la zona de aplicacion y se determina por la

ecuacion 1.°

Z,
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Los andlisis cuantitativos por CCF son tipicos de la CCFAE (CCF de alta eficiencia). Las placas
de CCFAE poseen particulas mas finas que las placas habituales de CCF y, en consecuencia, son mas
adecuadas para andlisis cuantitativos.Sin embargo, son mas costosas. Las muestras en CCFAE son
sembradas en las placas utilizando aplicadores mecéanicos (dosimetros) y analizadas con equipos

automaticos, tales como un escaner de ccr.l”

Una de las técnicas empleadas para la evaluacidon cuantitativa por CCF es la densitometria,
usualmente realizada con escaneres para CCF. Esta técnica permite medir la cantidad de radiacién
absorbida (o densidad 6ptica), ya sea visible, ultravioleta o fluorescente, directamente sobre la placa. La
diferencia entre la densidad oOptica de las zonas con muestra y de las zonas sin muestra en la placa, se
relaciona con la concentracion de los estandares por medio de una curva de calibracion. Como regla
general, la muestra y los estandares deben estar en condiciones similares, es decir, en la misma placa

cromatografica. El método ofrece una alternativa para un analisis mas simple y econémico que otras



técnicas cromatograficas. Ademas permite realizar el analisis de los componentes directamente en las

placas, sin tener que recurrir a la elucion o al raspado.[B]

Aun asi, los equipos para analisis cuantitativos por CCF son costosos. Por ejemplo, un CAMAG'’s
TLC Scanner 3 cuesta alrededor de 30.000 ddlares con el software necesario para el trabajo analitico. El
sistema de documentacidn, Digistore 2, de CAMAG cuesta 17.500 délares pero necesita el software
Videoscan (6.300 ddlares) para realizar el analisis. Este equipo cubre una necesidad especifica en el
mercado de los sistemas orientados a la produccién (principalmente grandes compafiias que necesitan
equipos automaticos para procesos tales como andlisis de alimentos); sin embargo, no es practico para

pequefias compafiias y laboratorios."”

Algunos de los ambitos en donde se emplea la CCF se muestran a continuacion:

Cosmetologia:Analisis de las materias primas para tintes, conservantes, surfactantes, acidos
grasos, y constituyentes de perfumes. el

Andlisis de Alimentos Determinacion de pesticidas y fungicidas en agua potable, residuos en
verduras, ensaladas y carnes, vitaminas en los refrescos y margarina, evaluacion del cumplimiento de los
valores limite (por ejemplo, compuestos policiclicos en agua potable, aflatoxinas en leche y productos
lacteos).”

Analisis Ambiental: Andlisis de las aguas subterraneas, determinacion de contaminantes en el
suelo y aguas superficiales, andlisis de los productos de la descomposicion de los colorantes azoicos
utilizados en la industria textil. ©°

Andlisis de sustancias inorganicas: Determinacion de iones inorganicos (metales).[gl

Quimica clinica, quimica forense y bioquimica: Determinacion de sustancias activas y sus
metabolitos en matrices bioldgicas, diagnéstico de trastornos metabdlicos como la fenilcetonuria (PKU), la
cistinuria y la enfermedad de jarabe de arce en los bebés.”

Productos farmacéuticos y medicamentos: Identificacion, pruebas de pureza y determinacion
de la concentracidon de ingredientes activos, sustancias auxiliares, conservantes en medicamentos,

preparacion de drogas y procesos de control de fabricacion sintética.””

Para la cuantificacion de los metabolitos secundarios que se extraerdn de la especieRuellia

tuberosal. se utilizard un software, el cual permite relacionar la intensidad del color de un determinado



compuesto o grupo de compuestos sobre una placa de cromatografia de capa fina, conla concentracién
de este en la matriz desarrollada en la placa, por ejemplo, un extracto Este software se encuentra dentro
del programa de MATLAB 7.5.0 y registra la densidad Optica de la imagen en funcién de la posicion de
cada sefial, obteniendo un densitograma de la placa (figura 6). Con el area de los picos de los patrones
se crearon las curvas de calibracion que permitieron la cuantificaciéon de los metabolitos secundarios
(Véase el modelo de la placa empleada en la figura 1).
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Figura 1. Modelo de las placas empleadas para la cuantificacion de los metabolitos estudiados.™

Figura 2. Montaje experimental para la captura de las imagenes con la camara fotogréfica.[w]



Uso del UCV-Software.

El funcionamiento del software se basa en las caracteristicas que poseen las imagenes digitales.
Cada una de estas imagenes esta compuesta de filas y columnas de “puntos” llamados pixeles. Cada

I”! a través de un modelo

pixel almacena informacién que representan las cantidades de rojo, verde y azu
conocido como RGB (Red (rojo), Green (Verde) y Blue (azul)). Todos los demas colores se definen como
una mezcla de estos tres. Para indicar un color se prescriben tres numeros entre 0 y 255, cada uno de
ellos indicando la intensidad de un color.™ Cuando todos los ntimeros estan en su valor maximo, el pixel
es de color blanco. Cuando todos los nimeros estan en su valor minimo, el pixel es negro.mPor ejemplo,

blanco=RGB [255,255,255], negro=RGB [0,0,0,], amarillo= RGB [255,255,0], azul=RGB [0,0,255]. 44)

Las imagenes en blanco y negro estan hechas de un promedio de los componentes rojos, verde y
azul.”si un pixel en una imagen a color esta representado por RGB [20,30.40], al cambiarlo a una
imagen en blanco y negro pasaria a tener el siguiente cédigo RGB [30,30,30], es decir, estaria en la
escala de grises con una intensidad de color igual a 30.M pentro de esta escala, la intensidad de cada
pixel se le denomina densidad 6ptica, donde el blanco corresponde con el valor de maxima densidad y el
negro con el valor de menor densidad.*?El UCV-Software utiliza estas caracteristicas de las imagenes

digitales para crear los densitogramas necesarios para el andlisis de las placas de CCF.

Para realizar el analisis de las fotografias, en primer lugar, se carga la imagen de cada placa en
el UCV-Software, al realizar esto, el programa detecta los valores RGB de los pixeles de la fotografia y
los promedia, transformando la imagen de color a una en blanco y negro (véase figura 3). Luego se

invertiran los colores de la imagen a una escala de grises, en la opcién “Imagen Invertida”.
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Figura 3. Captura de pantalla del UCV-Software al cargar la imagen de la placa 1 correspondiente a un

analisis por CCF."

Posteriormente, con “Seleccionar Fondo” se elegird una zona de la placa adyacente al lugar en

donde se encuentra la muestra y patrones, tal como se muestra en la figura 4. Posteriormente, se escoge

la zona en la que se encontraba la muestra y patrones con la opcion “Seleccionar perfil’”, como se

observa en la figura 5. Hecho esto, el programa automaticamente resta los valores de densidad de los

pixeles de la seccion cercana a la muestra con los valores de densidad 6ptica de los pixeles del perfil de

la muestra y patrones. Esto se hace para eliminar las posibles sefiales causadas por las zonas sin

muestras en la placa.

Figura 4.Captura de pantalla de la seleccién del fondo en la imagen de la placa 1 correspondiente a un

analisis por CC

F.1e
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Figura 5.Captura de pantalla de la seleccion del perfil de la muestra y patrones de la imagen de la placa

1 correspondiente a un analisis por cce.t

El programa grafica el resultado de esta resta en funcién de la posicion de la sefial, dando como
resultado un densitograma (véase figura 6), semejante a los obtenidos mediante otras técnicas

densitométricas, como las mostradas en la figura 7.

At

8 ; v i

Figura 6.Captura de pantalla del densitograma generado por el UCV-Software de la imagen de la placa 1

correspondiente a un analisis por ccr.
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Figura 7.Densitogramas de las soluciones metandlicas de Saraca asoca (A) y de (+)-catequina (B)

publicado por Rathe y col. 2010.13

En el caso de no invertir los colores de las imagenes blanco y negro de las placas desarrolladas
en los experimentos de esta investigacion, el programa reporta los resultados de manera tal que los picos
obtenidos mostraban valores negativos (véase figura 8). Para obtener una imagen adecuada, se tuvo que

invertir dichos valores para obtener, en contraste, picos con pendientes positivas.
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Figura 8. Captura de pantalla de la ventana que muestra el area de los picos del densitograma de la

imagen en blanco y negro sin invertir de una placa de cuantificacién de un analisis de ccr.

1.2.-Reproducibilidad.

La reproducibilidad es la expresién de la precision de una medida, es decir la concordancia entre
varias medidas sobre alguna propiedad, hechas a una poblacién o muestra."La precision indica la
medida del error aleatorio, o indeterminado, de un analisis. Los paradmetros de calidad de la precisién son
la desviacion estandar absoluta, la desviacion estandar relativa, el coeficiente de variacion (CV) y la
varianza.™ En esta investigacién, se considerara el coeficiente de variacion como medida de la

reproducibilidad. Este parametro se calculara por medio de la ecuacion 2;

£V == .100 2 [

2| wn

Donde ses la desviacion estandar absoluta y X la media de las medidas.?

1.3.-Linealidad del método.

La linealidad de un método analitico es su habilidad para proporcionar resultados que sean

proporcionales a la concentraciébn de analito presente en la muestra, directamente o mediante

transformacion matematica.®

La linealidad se medira utilizando el coeficiente de correlacion (RZ) de cada curva de calibracion

trazada, pues este indica el grado en que dos magnitudes estan relacionadas linealmente, donde 1

representa una total linealidad.™”
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1.4.-Limites de deteccidén y cuantificacion.

El limite de deteccion (LOD) se puede definir como la concentracion mas baja de analito que
puede ser detectable en una muestra, no necesariamente cuantificable, en las condiciones

experimentales de trabajo.[l3]

El limite de cuantificacion (LOQ) se define como la concentracion mas baja de analito presente en
una muestra que puede ser determinada con una precision y exactitud aceptable en las condiciones

experimentales de trabajo.*?

Ambos se expresan normalmente en términos de concentracién o masa de analito en la muestra
y, en un método instrumental se pueden determinar de varias formas. En este trabajo, para estimar los
limites LOD y LOQ se aplicaran las ecuaciones 3 y 4, respectivamente, empleando los datos

correspondientes de cada curva de calibracion trazada.*31*8!

5
LOD =322 3 113

m

Sh
N [13]
Lagd =10 . 4

Donde s, corresponde a la desviacién estandar del intercepto de la curva en la ordenada y m es

la pendiente de la recta de calibrado.™?

1.5.-Exactitud.

La exactitud es la cercania de una variable a su valor verdadero. Generalmente, la exactitud de
un método se calcula mediante estudios de recuperacion, que consisten en aplicar el método a una
cantidad conocida del analito y se expresa como el porcentaje de analito recuperado tras el

ensayo,[lﬁ]relacionando el valor medido (¥) respecto al valor teérico (Xr) a través de la ecuacion 5,20



15

Rec. % =—=100 5 [17]

3| >

1.6.-Metabolitos aislados de Ruellia tuberosa L.

Ruellia tuberosa L. (Acanthaceae) es una planta perenne tropical que se encuentra distribuida
extensamente en el sureste de Asia incluyendo Tailandia y Laos. En la medicina popular, esta especie ha
sido utilizada como diurético, anti-diabético, anti-pirético, analgésico, y anti-hipertensivo. Recientemente

ha sido introducido en bebidas a base de hierbas en Taiwan.?"

De la especie R. tuberosa se han aislado varios tipos de compuestos que son los responsables

de las actividades bioldgicas antes mencionadas:

1.6.1.-Flavonoides.

La estructura general de este tipo de compuestos comprende un anillo A derivado de la cadena
policétido (sigue el patron metade oxigenacion del floroglucinol o del resorcinol), un anillo B, derivado del
acido shikimico, con sustitucion en orto, como en los acidos cumarico, caféico y galico, y tres atomos de
carbono que unen los anillos A yB, correspondientes a la parte alquilica del fenilpropano. Es por ello que

se les conoce como unidades C15, C6-C3-C6 y el esqueleto recibe el nombre de nicleo de flavano.?

1.6.2.-Quinonas.

Este tipo de compuestos son aislados como nucleo principal de una estructura o formando parte
de moléculas complejas arométicas o aromaticas-alifaticas y a veces diméricas. Su origen biogenético
esta distribuido entre los metabolitos fundamentales principales: acido acético, shikimico y mevaldnico.
Como criterio general, se acepta que las quinonas provenientes de vegetales superiores como es este

caso, lo hacen del acido shikimico.”



16

1.6.3.-Alcaloides.

La variedad estructural de este tipo de compuestos es muy grande, tanto en su esqueleto carbonado
como en el tipo y numero de sustituyentes. El nitrdgeno, que debe estar presente para que una molécula
sea catalogada como alcaloide, puede estar como una amina primaria, secundaria, terciaria, o sal
cuaternaria de amonio, amida y N-6xidos, o puede haber mas de un nitrégeno con diferente funcionalidad
en la misma molécula. Los aminoacidos no son alcaloides, pero son sus precursores. Pueden ser anillos
simples, derivados de piridina, pirrolidina y piperidina; compuestos biciclicos derivados de tropano;
pirrolizidinas, indolizidinas y quinolizidinas; isoquinolinas, alcaloides bencilisoquinolinicos, de eritrina,

alcaloides quinolinicos; indoles, incluye betalainas y alcaloides esteroidales y terpenoidales.m

1.6.4.-Terpenos.

La gran variedad estructural de los terpenos dificulta el resumen de las caracteristicas comunes
de estos compuestos, pues no solamente se trata de la variedad en los grupos funcionales, sino ademas,
del nimero de atomos de carbono que conforman los esqueletos. Entre los primeros, los oxigenados
ocupan un lugar prioritario (alcoholes, ésteres, éteres, acidos carboxilicos, aldehidos, cetonas, cetales,
etc.) y le siguen funciones con azufre, haldgenos (principalmente encontrados en compuestos de origen
marino) y nitrégeno, en cuyo caso la molécula se le clasifica como alcaloide. Los terpenos estan
ampliamente distribuidos en el reino vegetal y su frecuencia y abundancia estan intimamente ligados a

factores genéticos y climaticos.”

Una de las principales actividades bioldgicas relacionadas a especies del género Ruellia, es sobre la
Diabetes Millitus, haciéndola blanco de numerosos estudios para aislar e identificar los metabolitos

responsables de esta actividad®?

1.7.-Diabetes Mellitus.

Diabetes mellitus (DM) es el mayor desorden endocrino y probablemente la enfermedad
metabdlica con mayor crecimiento en el mundo. La DM esta afectando severamente a aproximadamente

el 5% de la poblaciéon del mundo. Las proyecciones mundiales sugieren que mas de 300 millones de
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personas tendran diabetes en el 2025. Segln la Informacion Etnobotanica del Mundo de las plantas
medicinales casi 800 plantas fueron usadas para controlar la DM. Sin embargo, solo unas pocas de estas
plantas han sido estudiadas. Medicamentos tradicionales de origen vegetal, juegan un papel fundamental
en la cura de DM.[™

La organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en Inglés) en 1998,recomendo6 la
evaluacion de plantas tradicionales en el tratamiento de la diabetes porque son efectivas, no téxicas,
tienen menos o no poseen efectos secundarios y son considerados buenos candidatos para una terapia
oral. En esta consideracion, varios cientificos llevaron a cabo ensayos experimentales y clinicos en
plantas medicinales y encontraron actividad anti-diabética significativa. Complicaciones diabéticas han
sido controladas mundialmente con el uso de medicamentos a base de plantas tradicionales. Drogas
aisladas de fuentes naturales corresponden a 78% de nuevos farmacos aprobados por Food and Drugs
Administration (FDA) entre 1983 y 1994. Ademas, las limitaciones de agentes farmacologicos disponibles
para el control de la hipoglicemia han estimulado la bUsqueda un nuevo agente anti-diabético con
diferentes mecanismos de accién. En la literatura los datos indican que algunos flavonoides vy triterpenos

aislados de plantas medicinales han reducido significativamente el nivel de glucosa en la sangre.[m]

Uno de los blancos mas utilizados para la evaluacién de la actividad hipoglicemiante es el
sistema glucosa-6-fosfatasa, encargado de clivar la molécula Glucosa-6-fosfato para liberar glucosa en
sangre.

1.8.-Glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa)

La enzima glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa; EC 3.1.3.9, por sus siglas en inglés, Glucose-6-
Phosphatase), es un sistema multicomponente constituido por una subunidad catalitica (G6PC, antigua
SUC) vy tres transportadores: G6PT (antiguo T1) para glucosa-6-fosfato (G6P, por sus siglas en Inglés,
glucose-6-phosphate), T2 para fosfato/pirofosfato y GLUT7 (antiguo T3) para glucosa,[23] de modo que la
enzima y sus transportadores son blancos potenciales para terapias antidiabéticas.”” Esta enzima, se
encuentra localizada en el reticulo endoplasmaético (RE) y en la envoltura nuclear del higado, rifion y en
los islotes de células pancreéticas. Se ha reportado que fracciones provenientes del extracto metandlico

[25]

de R. tuberosa L. han presentado efectos inhibitorios sobre el sistema enzimatico G6Pasa“™, por lo que



18

este trabajo se basara en la separacion de metabolitos secundarios las raices y las partes areas de ésta
especie mediante una técnica cromatografica para luego someterlas a un ensayo biol6gico con la enzima
G6Pasa.

Sangre
Glucogenolisis

e GG

G-6-P

Neoglucogénesis

Célula Hepatica

Figura 9. Diagrama esquematico del metabolismo de la glucosa hepética“g]

Como la enzima G6Pasa cataliza el paso final de los procesos de neoglucogénesis y
glucogenoalisis, produciendo glucosa y fosfato inorganico; la reaccion se puede medir su inhibicion
mediante la desaparicion del sustrato (glucosa-6-fosfato, G6P) o la aparicion de los productos (glucosa o
Pi).

G6Pasa

G6P > Glucosa + Pi (6)

La actividad de la G6Pasa se determiné siguiendo la formacién de fosfato (Pi), en medio acido y
heptamolibdato de amonio, para formar un complejo azul, cuya absorbancia se midié a una longitud de
onda de 820 nm.

12(NH2)2M0704 + 27H+ + 12804: + PO4:[H§PO4(MOO3)12] + 12H20 + 12(NH4)2804 ( 7)
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La ventaja del uso de este método es que, ademas de ser econémico y rapido, el reactivo que se

usa para formar el complejo coloreado también detiene la reaccion.

Para diferenciar si el inhibidor actué sobre G6PT o directamente sobre G6PC, se utilizaron
microsomas intactos (—H) y microsomas rotos (+H); los primeros son vesiculas en las cuales la
membrana limitante actia como una barrera de permeabilidad selectiva, mientras que los segundos
carecen de dicha selectividad y el sustrato tiene libre acceso a G6PC. Los microsomas rotos se obtienen
mediante la incorporacion de histonas durante el ensayo; estas son proteinas basicas que rompen la

integridad de las estructuras microsomales.
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2.-REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.- Revision fitoquimica y farmacolégica del género Ruellia.

La especieRuellia tuberosa L., la cual debe su nombre en honor a Jean Ruelle, herborista y
meédico de Francisco | de Francia y traductor de varios trabajos de Dioscorides,presenta la siguiente

clasificacion taxonémica:

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnolipsida
Orden: Lamiales
Familia: Acanthaceae
Geénero: Ruellia

Especie: Ruellia tuberosa L.

El género Ruelliaes un grupo extenso y diverso con aproximadamente 250 especies de hierbas perennes
y arbustos y con una distribucién pantropical en tropicos ysubtropicos distribuidas a lo largo de Asia,
México, Brasil y Venezuela donde existen alrededor de 30 especies.[ZB] Muchas de sus especies han sido
ampliamente estudiadas, ya que en algunas culturas son utilizadas como medicinas tradicionales, con
una gran variedad de metabolitos secundarios como: aztcares'™, betainas, glucésidos cianogénicos,

iridoides, alcaloides, flavonoides, lignanos, terpenos, entre otros.

Se han realizado muchos estudios sobre las actividades fitoquimicas y farmacoldgicas de las
especies de Ruellia estudiadas, a continuacién un breve resumen de las diferentes especies y los tipos

de metabolitos aislados y las actividades bioldgicas que éstos presentan.
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2.1.1.-Ruellia brittoniana.

Farid (1993) aislé de la fraccion n-BuOH de la especie Ruellia brittonianael hexaacetato del
glicésido 2-O-a-D-galactopiranosilglicerol. Este compuesto fue sometido a un analisis farmacolégico y se
encontrd que poseia un efecto cardiodepresor con una caida maxima del flujo sanguineo del 50,8% a una
dosis maxima de 64 mg/Kg. El ritmo cardiaco disminuyé un 41,62% y la fuerza contractil disminuyé un

19,45% todos estos efectos se obtuvieron a la misma dosis.

w
Yg oo Y

CHj3
(o]

o

Figura 10.Hexaacetato del glicésido 2-O-or-D-gaIactopiranosilglicerolm

La o-etilgalactosa también fue aislada de la fraccion de n-BuOH; en el ensayo farmacoldgico se
observé un incremento en la presidon sanguinea en las ratas anestesiadas para tres diferentes dosis:
22,13% para 50 pg/Kg; 67,7% para 1 mg/Kg; 6,06% para 25 mg/Kg.

OH_OH
O

HO OH

O

~

CH,

Figura 11. cx-etilgalactosa[l]

En dichotrabajo se reportaronestudios in vivo en donde se observé el comportamiento de la
presion sanguinea en ratas anestesiadas para el compuesto hexaacetato 2-O-a-galactopiranosilglicerol y

se obtuvo que para una dosis de 50 pg/Kg no hubo un efecto significativo mientras que para una dosis de
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100 pg/Kg aumento la presion a 23,63% vy, luego de 5 minutos de administrada la dosis, las ratas

murieron.

Adicionalmente, el dimero del ésterel 2,4-hexandiato de metilo y el &cido p-metoxibenzoico fueron

aislados de la fraccién de acetato de etilo, pero no se reportaron estudios farmacoldgicos para ellos.

o\ /o o\ OH
MeO \ / OMe
b\
MeO OMe OMe
dimero de 2,4-diene hexanoato de dimetilo acido p-metoxibenzoico

Figura 12. Compuestos aislados de la fraccion de acetato de etilo Ruellia brittonianal™

2.1.2.- Ruellia menthoides.

Esta especie es un arbusto de 3 m de alto con hojas que poseen un aroma alcanforado y

picante.[zs]

Facundo y colaboradores (2005),utilizaron la técnica de destilacion por arrastre con vaporpara
extraer una mezcla de aceites esenciales de los cuales, el 1,8-cineol,se encontraba presente en un 42%
con respecto a la mezcla total, segun el analisis de dilucién del extracto de aroma (AEDA). En este
analisis se encontr6 que el factor FD (dilucién del sabor, siglas en inglés, este factor hace referencia a la
intensidad del olor de los aceites esenciales que componen esta especie y que le otorga su olor
caracteristico) para este aceite es de 215, mientras que para el segundo compuesto mayoritario
encontrado, el S-alcanfor,fue de 28. Se asocid el olor a ese enantiomero porque se comparé por GC con
una mezcla racémica y el enantiomero R, y se comprobd que el Unico isémero aislado de la especie

eraS-alcanfor.?”!
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CHa H,C CHs

CHjy

H,C CH,
Figura 13.1,8-Cineol*” Figura 14.(S)-(-)-Alcanfor®®

Los otros compuestos encontrados en la mezcla de aceites esenciales se encuentran en la Tabla

2.1.

Tabla 2.1. Aceites esenciales encontrados en Ruellia menthoides, cromatografia de gases.[zz]
Sustancia Factor FD 2n Retencion Area relativa(%)
o-Pineno 940 2,1
Canfeno 955 1,8

Mirceno 990 0,6
Limoneno 1035 0,9
1,8-Cineol 15 (picante) 1037 41,8

2-Nonanona 1094 0,4
2-Nonanol 1100 1,0
S-(-)-Alcanfor 8 (alcanforado) 1146 18,2
Isoborneol 1160 4,0
Borneol 1170 14
a-Terpineol 1186 39
B-Elemeno 1345 1.4
trans-fB-Farneseno 1460 0,9
[B-Selineno 1480 0,8
o-Selineno 1500 0,7
cis-Calameneno 1520 0,3
Curzeroneno 1610 12,7

Patchoulanol 1665 0,9
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2.1.3.-Ruellia patula Jacq.

Farid (1993),luego de tratar toda la planta con metanol y concentrar al vacio, disolvio el residuo
en agua y la parte insoluble fue removida por filtracion. El filtrado se extrajo con éter de petréleo, el
solvente organico se descarto, la solucion remanente se extrajo con acetato de etilo (Fraccién AcOEt)
luego con n-BuOH (Fraccion n-BuOH), quedando por ultima la fraccion acuosa. Estas tres fracciones

fueron sometidas a técnicas de cromatografia para aislar los componentes presentes en esta especie.

De la fraccion AcOEt se aislaron: B-sitosterol, lupeol y apigenina-7-O-rutindsido.

11

Figura 15.p-sitosterol™" Figura 16. Lupeol

/
FroX2 0 |
w Ho © X
HO OH
4 |
OH
OH (@]

Figura 17.Apigenina-7-O-rutinésido'™
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Por otro lado, de la fraccion n-BuOH se aislaron: rupasido, lioniresinol-9-O-B-D-glicopirandsido y

S-5,5-dimetoxi-larici-resinol-9-O-B-D-glicopiranésido.

HeCO
OH
OH

HO
OH

rupasido lioniresinol-9-O-B-D-glucopiranésido
(lignano) (lignano)

Figura 18. Rupasido y lioniresinol-9-O-B-D-glucopiranosido

OCH,

Figura 19.S-5,5-dimetoxi-Iarici-resinol-9-O-B-D-glicopiranésido[l]

Por dltimo de la fraccion acuosa se aislarona-etilgalactosa, B-D-fructuosa, B-D-glucosa y a-D-

glucosa.



26

OH OH HO o, OH OH
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[1]

Figura 20.0-etilgalactosa Figura 21.p-D-fructuosa'™ Figura 22.p-D-Glucosa'

Para este estudio se realizaron evaluaciones farmacolégicas in vitro para el extracto crudo y las
fracciones trabajadas de la planta.La investigacion mostré que el extracto crudo produjo un incremento
gradual de la fuerza contractil desde 1 mg/Kg a 8 mg/Kg (la dosis media efectiva fue de 8 mg) en el
corazoén aislado de la rata,con lo cual se experimentd un aumento de 19,16% * 1,85. La velocidad del
corazén revelo un efecto cronotropico en todas las dosis, y el efecto maximo se observé a 64 mg/Kg con
(-26,81 + 7,51)%. En el flujo coronario se observé que a 8 mg/Kg se registré un decrecimiento maximo del
flujo de (-10,00 + 1,73)%, mientras que entre (16 y 64) mg/Kg aumentoé el flujo hasta un maximo de (12,90
+ 0,46)%.Adicionalmente, la fraccién acuosa mostr6 un efecto inotrépico positivo a todas las dosis, siendo
maximo a 16 mg con un resultado de (48,60 + 10,63)%. Asi mismo, se observé una respuesta bifasica en
la velocidad del ritmo cardiaco, pues para dosis iniciales la rapidez incrementaba pero a partir de 4 a 64
mg decrecio, siendo el maximo de (-62,65 + 4,73)%. Se observo un efecto negativo en el flujo sanguineo,
mostrando un decrecimiento constante alcanzando el maximo a 64 mg con (-67,65 + 1,06)%.Finalmente,
para la fraccion n-BuOH se observé un efecto inotrépico con un maximo a 64 menos en la Ultima dosis,
con un decrecimiento significativo en la velocidad del ritmo cardiaco de (-48,28 + 3,13) %. El flujo

sanguineo mostré un efecto negativo, siendo el maximo del decrecimiento a 8 mg con (-34,93 +5,93) %.

Los estudios destacan que la fraccion acuosa mostré un efecto mas pronunciado que el de n-
BuOH en todos los parametros, lo cual se explica porque son los azlcares y otros compuestos presentes

en esta fraccion, muchos de ellos glicosidos, los responsables de esta respuesta.[”
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2.1.4.-Ruellia praetermissa Sceinf.ex.Lindau.

Es una hierba silvestre que se encuentra en el centro de Africa y en el sureste de Asia. En

Camerun se usa como remedio para dolores de estdbmago y es efectivo para tratar problemas digestivos.

Salah y colaboradores (2000), realizaron un andlisis quimico donde se demostré que los
extractos de acetato de etilo y metanol contenian flavonoides (luteolina, apigenina y sus respectivos
glucosidos),e iridoides glicésidados como el acido 8-epi-desxiloganico y glucosidos cianogénicos como la
taxifilina. Asi mismo, el extracto acuoso poseia Unicamente iridoides glicosidados. Estas sustancias o

compuestos quimicos son los responsables del efecto purgativo encontrado en esta especie.[zsl

OH
OH
HO 0
HO, (@)
OH o)
OH O
Figura 23.Luteolina*” Figura 24.Apigenina®®”
LI A OH 1
HO OH
R _O O
HO
CN
Taxifilina (configuracion R) OH
OH
O
HO
Figura 25.Taxifilina” Figura 26.Acido 8-epi-deoxiloganico'’

Adicionalmente, se evalué el extracto metandlico de la planta y se observd que posee una
influencia directa en la fisiologia del Utero durante la gestaciéon en ratas. El extracto parece activar las

células miométricas de la membrana muscarinica de los receptores, resultando en un efecto uterotépico
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producido por una posible accién via sistema colinérgico. Este efecto es observado in vivo e in vitro,

Unicamente cuando es aplicado el extracto en la segunda parte de la gestacion.

Los efectos observados pueden deberse, en parte, a la presencia dep-sitosterol y estigmasterol
(esteroles naturales conocidos por generar sintesis de hormonas esteroideas in vivo) que podrian ser
responsable del efecto estrogénico del extracto lo cual facilita la sintesis de estrégeno end6geno. Los
flavonoides luteolina y apigenina poseen bajo efecto estrogénico. Por otro lado, los iridoides glicésidados
poseen un efecto colinérgico que contribuye a la actividad contractil del extracto en los Uteros aislados de

las ratas.

En la medicina tradicional de Africa se ha usado Ruellia praetermissa para regularizar embarazos
con amenazas de aborto involuntariodurante los primerosmeses. Esto es explicado por su habilidad para
estimular el crecimiento del endometrio del Utero en las primeras etapas de gestacion. También explica el
uso frecuente de esta planta antes del nacimiento para acelerar el parto y la expulsion de la placenta, por

la fuerza contractil del utero.?

2.1.5.-Ruellia prostrata Poir.

Es una planta herbacea silvestre que se encuentra distribuidaen la India. Es utilizado como
medicamento por los indigenas para tratar estados de animoy para el tratamiento de la gonorrea.[3°]
Andhiwal y colaboradores (1985) mostraron que los extractos acuoso y alcohdlico poseen una actividad
antifertilidad de 60 y 40% en ratas femeninas en dosis de 500 mg/Kg y 100 mg/Kg de peso corporal,

respectivamente.”®

Banerjee (1984),logro separar e identificar una mezcla de esteroles de un extracto de éter de petroleo de
la parte aérea de la planta por medio de analisis quimico y cromatografia de gases en grado
analiticoaislando17,61% de acetato de sitosterol, 75,33% de acetato de estigmasterol, 7,04% de 24-
metilcolesterol, y trazas de colesterol y brassicasterol. También, en dichainvestigacion se hace referencia
a que en trabajos anteriores se reporta el aislamiento delas hojas de esta especie de tres flavonoides

glicosidados, 7-glucésidoluteolina, 7-glucésidoapigenina y 7[3—gIucurc')nidoapigenina.[31]
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Figura 27.Estigmasterol*” Figura 28.24-metilcolesterol*”!

Figura 29.Colesterol*® Figura 30.Brassicasterol*”
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2.1.6.-Ruellia rosea.

Johne y colaboradores (1975),reportaron el aislamiento del alcaloide tetrametilputrescina, con

una mezcla cloroformo-metanol de la especie Ruellia rosea.*?

H3C

CH
N\/\/\ .
Hae” '\\'

CH,

Figura 34.Tetrametilputrescina'®”

2.1.7.-Ruellia tuberosa L.

2.1.7.1.-Descripcion Botanica:

Esta planta es una hierba perenne de unos 30-50cm de alto, con raices parcialmente gruesas y
fusiformes, con tallos erguidos, agudamente cuadrangulares y surcados. Sus hojas son obaovadas u
oblanceoladas, 6-12cm de largo y de 1 a 5cm de ancho, de apice agudo o ligeramente acuminado
largamente cuneiforme, casi glabras; sus peciolos tienen un largo de 5 mm. Inflorescencia ramificada a
modo de dicasias, bracteas filiformes de 5-8 mm de largo. Caliz glabro o brevemente pubescente, 5
lobulados profundos, los lébulos filiformes de 15 a 20 mm de largo. Carola acampanada, de color azul-
violaceo o raras veces blanco, en su exterior la pubérula de 3 a 5 cm de largo con 5 l|6bulos
suborbiculares y con un didmetro de 13 a 15 mm; con 4 estambres didinamos. Ovario bilocular con varios
Ovulos en cada celda, estigma con 2 lobulos desiguales. Capsula cilindrica, estipitada, glabra. En
Venezuela frecuentemente se encuentra en sitios asoleados de tierras calientes. Otros nombres que

posee esta especie son: Raiz de barreto, Oreja de raton, Escopetilla y Peonilla[34](Figura 35).
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Figura. 35.Ruellia tuberosa L."*

En el sistema médico mas antiguo de la india, el Siddha, las hojas son utilizadas como remedio
contra la gonorrea,enfermedades del oido y contra el cancer de estdmago. Las raices secas y molidas en
dosis de 2 onzas provocan el aborto y es usado también contra el dolor de ojos. La decoccién de las
hojas es usada en el tratamiento de bronquitis. En la medicina tradicional de Surinam se utilizan como
vermifugo y también se administra contra el dolor y tensién de musculos. También es usado con

enfriamiento en problemas urinarios y fiboromas en el atero®®®,

[37],[38],[39][40]

La potencialidad terapéutica de Ruellia tuberosa L. ha sido explorada y varios grupos

de investigacién han realizado diversos estudios fitoquimicos de la misma, reportando el aislamiento e

identificacion de metabolitos del tipo flavonoidal, alcaloidal y terpenoidal. Las actividades biolégicas

reportadas para esta especie son: antioxidante, antiplasmédical*?, anticancerigena*®*4H3

[34] [34] [34] [21]

analgésica, antiinflamatoria®¥, diurética®”, antihipertensiva®®*, antidiabética

En numerosos reportes asociados a Ruellia tuberosa L. no se determind si un metabolito en
particular, o un conjunto de ellos, fueron los responsables de las actividades asociadas. Entre los
metabolitos reportados se encuentran aminoacidos, azucares, hidrocarburos lineales, terpenos,

alcaloides, flavonoides y quinonas, entre otros y se describen en las siguientes secciones de este trabajo.
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2.1.7.2.- Tipos de metabolitos aislados:

2.1.7.2.1.-Flavonoides.

Subramanian y colaboradores (1974) reportaron la presencia de la antocianina malvidin-3,5-
diglucosido en las flores (color violeta oscuro) de R. tuberosa; de los capullos de las flores se han aislado
apigenin-7-O-glucorénido como flavonoide mayoritario (maximo 3%), apigenin-7-O-glucopirandsido,
apigenin-7-O-rutindsido y luteolin-7-O-glucopiranésido, mientras que de las hojas se han aislado

[46]

apigenina, luteolina.”™, pedalitina, cirsimaritin, cirsimarin, cirsiliol-4'-glucosidado, sorbifolin Por otra parte,

acacetina fue obtenido a partir de las raices de R. tuberosa L.l

R R

2 3

CH, H H circimaritin
CH, H Glu circimarin

CH; OH Glu circilol 4'-0-Glu
H H H sorbifolin

H OH H pedalatin

Figura 36. Compuestos de tipo flavonoides reportados

para Ruellia tuberosa L.l

O -©OH o
O
HO
Mo ©
OH
OH O

Figura 37.Apigenina-7-O-D-glucuronido"*”! Figura 38.Malvidin-3,5-diglucopiranosido
)[46]

OGlu

(antocianina
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Por otra parte, Graham y colaboradores (2000), aislaron del extracto metandlico de la parte aérea
seca de R. tuberosa, los flavonoides cirsimaritin, cirsimarin, circiliol 4-O-glucopiranésido, sorbifolin y
pedalatin junto con el triterpeno betulina, el alcaloide indol-3-carboxaldehido y el acido vanillico. Los
flavonoides aislados fueron citotdxicos sobre las células cancerosas de KB (cancer de piel) y HepG2
(cancer de higado). En células KB, Cirsimaritin presenté un ICsp= 30,05 pg/mL vy circiliol 4-O-
glucopirandsido un ICso= 17,91 pg/mL. Por otra parte, cirsimarin fue citotéxico contra células HepG2 con
un ICso= 38,83 pg/mL.*3

Las cantidades de extracto y fracciones que mostraron un efecto hipoglicemiante significativo
fueron: la fraccion de acetato de etilo (EF) con 100 mg/Kgpeso corporal, y fraccion de n-hexano (HF) con
150 mg/Kg de peso corporal, donde esta ultima fraccidbn mostr6 un efecto moderado. Estas dosis
mostraron una reduccién en porcentaje de (7,58 + 1,04)% en ratas normales y (15,17 + 0,58)% en ratas
diabéticaspara HF y (16,70 + 0,73)% y (28,64 + 0,28)% para EF en animales normales y diabéticos,

respectivamente.

Los resultados de Ruellia tuberosa mostraron una fuerte actividad del extracto de acetato de
etilocon un IC5y= (28,6 = 0,7) pg/mL lo cual concuerda con la literatura (Wagner y colaboradores en
1971)[48]. El hecho de que EaF (fraccién de acetato de etilo) posea mas actividad antioxidante tal vez se
deba a que esta fraccion tiene la mayor presencia de flavonoides en comparacion con el resto de las

fracciones de la plantal*®.

2.1.7.2.2.-Quinonas.

Ghosal y colaboradores (1974), reportaron que el extracto de éter de petroleo de las raices de R.
tuberosa fue tratado con carbonato de sodio al 1%, luego, fue acidificado y tratado con CHCI; y de ésta
fraccion cloroférmica se aisl6 2,6-dimetoxiquinona, acacetina (flavonoide), y una quinona-C16 con
caracteristicas muy similares a cartamona, una quinona-C15. El exudado de las raices, obtenido por
maceracion de las raices en agua durante 12 horas, también presentd los mismos componentes que la
fraccion de CHCI; antes descrita. Estos tres compuestos mostraron una accién curativa y protectiva
significativa contra las sustancias téxicas emitidas por Fusarium oxysporum en el crecimiento y desarrollo
de las semillas del falso azafran (safflower, Carthamus tinctorius L.). Estos resultados revelaron las

propiedades fungicidas de R. tuberosa.*”!
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Figura 39.2,6-dimetoxiquinona Figura 40. Cartamona (quinona-C15)

2.1.7.2.3.-Alcaloides.

Arun y colaboradores (2008), aislaron de las partes aéreas frescas de la especie el alcaloide
tylocrebrina. Este compuesto mostré un ICsq que varié entre 0,35-1 puM para diferentes células
cancerosas, resultando ser menos toxica para las células normales de pulmén WI-38. Ademas, resultd
ser un potente agente antiinflamatorio en células monociticas THP-1(células humanas de pacientes con

leucemia monocitica aguda).'*®!

wunig

OCH,

N OCH,4

OCH,

Figura 41.Tylocebrina*”

Graham y colaboradores (2000), aislaronde la fraccion AcOEt proveniente del extracto metandlico
de las partes aéreas secas,el alcaloide Indol-3-carboxaldehido. Este compuesto fue evaluado como
agente anticancerigeno, con un ICso= (3,5-1,9) pg/mL en las células cancerosas H460 (cancer de pulman)

y MDA-MB231 (cancer de mama), respectivamente.*?!
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Figura 42.Indol-3-carboxaldehido!*®

2.1.7.2.4.-Terpenos e hidrocarburos lineales.

Singh y colaboradores (2002), obtuvieron de la parte aérea de R. tuberosa el compuesto21-
metildammaran-ZZ-en-BB,18,27-trio|,[49]mientras que,Chwan-Fwuy colaboradores (2006), aislaron
betulina*lde la fraccion de AcOEt proveniente del extracto metandlico de la parte aérea seca. Por otro
lado, estigmasterol, B-sitosterol, lupeol y campesterol han sido obtenidos de diferentes partes de la
planta. Misra y colaboradores (1997), aislaron los hidrocarburos lineales n-triacontano, n-triancontan-6-

ona y 5-hidroxitetratriacontan-9-ona de esta especie.[sol

Figura 43.21-metildammaran-22-en-3p,18,27- Figura 44.Betulina*"

triol™®!
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Figura 47.Triacontan-6-ona'™” Figura 48.5-hidroxitetratriacontan-9-ona'™”

Figura 46.n-triacontan

2.1.7.2.5. Feniletanoides

Chiobouaphong y colaboradores (2012),trataron el extracto metandlico de las partes aéreas de R.
tuberosacon agua seguido de dietilétery purificacion en una columna empacada con Danion HP-20
empleando los eluentes H,O, MeOH y acetona, sucesivamente. De la fraccion metandlica se aislé e

identifico la siguiente serie de feniletansides.™
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Figura 49. Compuestos feniletanéides encontrados en R. tuberosa®!

2.2.- Cuantificacion de metabolitos secundarios por densitometria opticasobre placas

deCromatografia de Capa Fina de Alta Eficiencia (HPTLC, siglas en inglés).

Chothani y colaboradores (2011), cuantificaron un compuesto terpenico que se identific6 como un
marcador del perfil fitoquimico de Ruellia tuberosa, denominado RT-F2. Este metabolito se cuantifico
utilizando el método de HPTLC y para ello, se prepard una solucion madre de 500 pg/mL de un estandar
de B-sitosterolen cloroformo. Se analizaron los extractos de acetato de etilo y éter de petrdleo (que
resultaronser los extractos de la planta en donde se observé por TLC que contenian el compuesto de
interés en mayor concentracion, se puede observar en la figura 1) de concentracion de 2 mg/mL y

1mg/mL, respectivamente ¢,
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Figura50. Primera huella de izquierda a derecha pertenece al extracto de éter de petrc’)leo.[36]

Se realizé una curva de calibraciéon utilizando unas soluciones del estandar donde se aplicaron
entre 2,5-12,5uL sobre la placa de silica gel G. para producir un rango de 1,25-6,25ug def3-sitosterolpor
punto de aplicacion.

Se aplico 10 pL de cada extracto, la fase movil utilizada fue cloroformo-tolueno-acetato de etilo
(6:3:1; viviv), la fase estacionaria fue una placa cubierta de silica gel G 60 F254. Se utilizé un aplicador
de marca CAMAG LINOMATS. La placa fue desarrollada en un recipiente de doble camara. La deteccién
se realizd con anisaldehido- acido sulfarico y se calento la placa por 5 minutos a 110°C. La misma fue
escaneada antes de rociar con el agente de deteccion a 366nm y luego de rociada a 600nm. La
coloracion que se observé con el agente de tincion fue un purpura-violeta con un valor de Rf de 0,56 y se

determind que pertenecia al grupo de los terpenos.

En la cuantificacion, se encontré que el compuesto (3-sitosterol esta en un rango de porcentaje de
40,0% a 44,6% en los extractos de éter de petrdleo y acetato de etilo respectivamente, como se puede

observar en la Tabla 2.25°:
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Tabla 2.2. Resultados del andlisis estadistico del método HPTLC.®

) Calculado ) Calculado

Concentracién de  Altura del Area del
Huella Rf _ _ de B- _ de B-
B-sitosterol pico ) pico )

sitosterol sitosterol
1 0,57 1,250ug 51,72 641,96
2 0,56 2,500 ug 48,37 1005,73
3 0,56 3,750 ug 71,26 1446,38

4 0,56 Desconocido* 73,75 3,758 ug 1558,45 4,006 ug

5 0,57 Desconocido** 158,38 >6,875 ug 3246,91 >6,875 ug
6 0,57 5,000 pg 86,79 1945,75
7 0,58 6,250 ug 110,10 2313,74

*Extracto de éter de petréleo; ** Extracto de acetato de etilo

De Freitas (2012), logré cuantificar en las raices de la especie Hydrastis canadensis,el alcaloide
berberina;de los frutos de Crataegus oxycantha,el flavonoide rutina,y de las raices de Echinacea
purpurea,rutina. Para ello, se prepararon soluciones madres de las plantas en metanol con las siguientes
concentraciones: 5833,3ppm para Hydrastis canadensis; 59800,0ppm Crataegus oxycantha vy
19800,0ppm Echinacea purpurea. La concentracion de las soluciones madres de los estandares

utilizados fue 2000 ppm para ambos estandares.

Se realizaron las curvas de calibracion con las soluciones estandar aplicandolplL de solucién
sobre la silica Gel para cualquiera de los estandares para obtener entre 0,1-0,6pg de berberina en el
analisis en Hydrastis canadensis; 0,3-0,7ug de rutina para el analisis en Crataegus oxycantha y por

ultimo, 0,2-0,6ug del flavonoide en Echinacea purpurea.

Posteriormente, se aplicé 1L de solucién de los extractos de las plantas sobre la placa de silica gel, y se
utiliz6 como fase movil, isopropanol- acido acético- agua, 90:1:9(v/v/v) para la determinacion de
berberina y para la determinacién de rutina, acetato de etilo-acido acético- acido férmico-agua,
100:10:10:10 (v/viv); se dejo secar al aire y su deteccion se realizé utilizando una lampara UV a la
longitud de 254nm, obteniéndose manchas a Rf= 0,14 para berberina en Hydrastis canadensis; Rf= 0,53

para rutina en Crataegus oxycantha y Rf= 0,63 para rutina en Echinacea purpurea.

Los resultados de la cuantificacion mostraron un (4,23+0,09 - 4,98+0,20)% de berberinaen Hydrastis

canadensis. Asi mismo, Crataegus oxycantha mostr6 un (0,75+0,02 - 0,794+0,03)% de rutina y Echinacea
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purpureaun(0,44+0,03 - 0,52+0,02)% de rutina. Ademas, el método mostrd ser preciso (CV<5%), exacto
(%Recuperacion=96,63-105,58%) y lineal (R*>0,99).1%

A

Figura 51. Fotografia de las placas a)Crataegus oxycantha, b)Echinacea purpurea, c) Hydrastis

canadensis™”

Kamboj y colaboradores (2013), desarrollaron y validaron un método para cuantificar

estigmasterol en las hojas y tallos de la especie Bryophyllum pinnatum utilizando HPTLCPZ,

Para esta cuantificacion se realizé una solucion madre de estigmasterol de concentracion 1mg/
100mL en cloroformo, mientras que,para las muestras de la planta, se utilizé 1g de las hojas y tallos
secos y pulverizados en reflujo en un bafio de agua con éter de petréleo a (60-80)°C por 5 o 6 horas. El
extracto final fue concentrado bajo presién reducida a (50-60)°C y por ultimo disuelto en 10mL de
cloroformo. Se asignaron los nombres de B6 para el extracto de las hojas de la especie en éter de
petréleo y B7 para el extracto de los tallos en éter de petroleo?.

La curva de calibracion utilizada para la cuantificacion se realizé preparando disoluciones de la
solucién madre del estandar de estigmasterol con concentraciones dentro de un rango entre 50 a 300 ng
por punto de aplicacion. La regresion lineal obtenida fue de 0,990 + 5,05%. Por otro lado, 1g de polvo de
las hojas y el tallo de la especie Bryophyllum pinnatum,fue tratadocon 50 mL de éter de petréleo que se
concentré y tratd6 con cloroformo, la solucion resultante se centrifugé a 3000rpm por 15min y el
sobrenadante se utilizd para el analisis). La fase movil utilizada fue la mezcla de cloroformo-etanol
(9,8:0,2 v/v) y el agente revelador para la placa fue una solucién de acido sulfarico al 5% en metanol y fue
escaneada a una longitud de onda 490nm. El porcentaje de estigmasterol encontradoen la especie B.
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pinnatumfue de 0,1545 + 0,005 mg/100mg para las hojas y 0,1383 + 0,002 mg/100mg para los tallos con

un CV del 2% para ambos casos. °%

2.3.- Justificacion.

Ruellia tuberosa es una especie ampliamente estudiada de la cual se han aislado e identificado
metabolitos secundarios conocidos por sus propiedades medicinales, es por esto que el presente trabajo
se enfoc6 en cuantificar los metabolitos mayoritarios presente en las fracciones solubles en metanol-
agua, insolubles en acetona, por la técnica de densitometria Optica utilizando placas deHPTLC.
Adicionalmente, se realizd la evaluacion de la actividad sobre glucosa-6-fosfatasa de las fracciones en las
cuales se determind la presencia de estos metabolitos con el fin de determinar si existe una relaciéon entre

la presencia de estos y una posible actividad hipoglicemiante.
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3.-OBJETIVOS

3.1.-Objetivo general

Cuantificar 3-sitosterol, lupeol y rutina por densitometria 6ptica mediante HPTLC en las fracciones
C (solubles en metanol-agua, insolubles en acetona) de Ruellia tuberosa L. y evaluar la inhibicién de la

actividad enzimatica de G6Pasa.

3.2.-Objetivos especificos

» Separar la fraccion flavonoidal y terpenoidal de las raices y parte aérea de Ruellia tuberosa.

» Cuantificar los marcadores flavonoidales y terpenoidales presentes en las fracciones por HPTLC.

» Cuantificar los terpenos totales como miliequivalentes de B-sitosterol y lupeol, presentes en la
fraccion terpenoidal de Ruellia tuberosa L. por HPTLC.

» Evaluar la actividad sobre glucosa-6-fosfatasa de las fracciones y sub-fracciones de Ruellia

tuberosa de raices y parte aérea.
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4.-METODO EXPERIMENTAL

4.1.- Materiales

4.1.1.- Material Vegetal:

Para éste trabajo se seleccioné la parte aérea y raices de Ruellia tuberosa L.Los ejemplares a
trabajar de esta planta se recolectaron en junio de 2008, en la Ciudad Universitaria, al lado de la
biblioteca de Ingenieria Ambiental de la Universidad Central de Venezuela, en la ciudad de Caracas,
Distrito Capital. Un espécimen de la planta fue depositado en el Herbario Ovalles de la Facultad de
Farmacia, Universidad Central de Venezuela. La identificacion y almacenamiento, de una muestra testigo
(MYF 26390), fue realizada por el Dr. Stephen Tillett del Herbario Dr. Victor Manuel Ovalles de la
Facultad de Farmacia de la Universidad Central de Venezuela.

4.1.2.- Solventes y reactivos utilizados en la realizacién de esta investigacion:

Solventes
» Acetona P.A > Acido trifluoroacético
» n-Butanol P.A. » Metanol (P.A y grado técnico)
> t-Butilmetiléter P.A. » Agua destilada
» Tetrahidrofurano P.A. » Hexano
> Acetato de etilo P.A. » Acetato de etilo
> Cloroformo P.A. > Acido
» Etanol P.A.
» Foérmico
Reactivos
> Yodo » Anisaldehido
» Silica gel » Sulfatocérico

» Vainillina » Ac.sulftrico
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4.1.3.-Reactivos para bioensayos:

> Acido ascorbico. » Fosfato diacido de potasio.

> Acido sulftrico. » Glucosa-6-fosfato.

> Alblmina bovina. » HEPES.

» Carbonato de sodio. » Heptamolibdato de amonio.

» Cloruro de sodio. » Hidréxido de sodio.

» Cloruro de magnesio. » Histona llI-A

> Dimetilsulféxido. » Kit para la determinacién enzimatica de
» Dodecilsulfato de sodio. glucosa (Glucosa oxidasa, Peroxidasa,
> EDTA. Antipirina y Fenol)

> Floricina. » Sacarosa.

» Folin Ciocalteus.

» Tartrato de sodio y potasio.

» Sulfato cuprico

4.2.- Preparacion del extracto metandlico:

Las partes aéreas y raices de la especie Ruellia tuberosa, se secaron al aire por varios dias,
luego se molieron para obtener, por separado,la parte aérea y las raices del material vegetal a
trabajar.Después que el material vegetal fue secado y molido se sometioé a una percolacién, con metanol
por unasemana, este proceso se repitid por triplicado. Se concentr6é al vacio, para obtener elextracto

metanolico de las raices y las partes aéreas.

4.3.- Fraccionamiento propuesto del material vegetal:

El fraccionamiento inicial que se realizéen esta investigacion ha sido empleado exitosamente en
nuestro laboratorio para la obtencion de metabolitos secundarios de diferentes polaridades que se

sospecha inhiben el sistema enzimatico G6Pasa.
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Este fraccionamiento fue el que dio origen a las fracciones C tanto de las partes aéreas
(Esquema 4.1) como para las raices (Esquema 4.2 y Esquema 4.4) de Ruellia tuberosa L. Luego, se
realizo la purificacion de estas fracciones para obtener las sub-fracciones enriquecidas de los metabolitos

de interés que permitieron su cuantificacion.
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22,159
80,8 % (18,2 %)

MeOH-H,0 (1:1; v/v)
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insoluble soluble
Fr-1 Fr-2
Acetona Acetona
insoluble soluble insoluble soluble
RtA RtB RtC RtD
1,019 2,049 16,40 g 0,08 g
4,6 % (0,83 %) 9,2 % (1,7 %) 74,0 % (13,5 %) 0,36 % (0,07 %)
MeOH
insoluble soluble
RtE RtF
1,6993 g 10,1851 g
10,4 % (1,4 %) 62,1 % (8,4 %)
t-BuOMe-BuOH-THF-0,2%TFA
(2:2:1:5; viv)
organica acuosa
RtJ Rtl
2,6392¢g 8,0791¢g
25,9 % (2,2 %) 74,1 % (6,2 %)
t-BuOMe-BuOH-THF-0,2%TFA
- (5:2:3:5; viv)
orgéanica acuosa
RtS RtQ
1,3794 g 1,0511¢g
56,8 % (1,2 %) 43,2 % (0,94 %)
MeOH-H,0-CH,CI, (3:7:10; v/v) MeOH-H,0-CH,Cl, (3:7:10; viv)
organica acuosa orgénica acuosa
RS, RtS, . RtQu,q RtQ .
0,0922 g 0,7142 g 0,0532 g 0,7240 g

11,4 % (0,14 %)

88,6 % (1,1 %)

5,7 % (0,054 %) 77,8 % (0,73 %)
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Esquema 4.1.Fraccionamiento del extracto metandlico de las partes aéreas de Ruellia tuberosa L. (Los

valores de porcentajes representan el fraccionamiento con respecto al extracto metandlico y los valores porcentaje dentro de () se

refieren al material vegetal inicial.)
RtR
22,159
80,8 % (18,2 %)

MeOH-H,0 (1:1; viv)

Acetona

soluble

insoluble soluble
RtR-1 Er-2
0,29115¢g
1,1 % (0,31 %)
insoluble
RtRC
21,409

81,2 % (22,9 %)

t-BuOMe-BuOH-THF-0,2%TFA

(2:2:1:5; viv)
acuosa organica
RtRG RtRH
13,4868 g 1,9175¢g
63,0 % (14,4 %) 9,0 % (2,1 %)

!

RtRD
0,12 ¢
0,46 % (0,13 %)

Esquema 4.2. Fraccionamiento del extracto metandlico de las raices de Ruellia tuberosa L.(Los valores de

porcentajes representan el fraccionamiento con respecto al extracto metandlico y los valores porcentaje dentro de () se refieren al

material vegetal inicial.)



RtR
57,209

80,8 % (18,2 %)

acuoso

t-BuOMe-BuOH-THF-0,2%TFA

(2:2:1:5; viv)

organica

:

RtRG
43,2838 g
84,4 % (23,8 %)

organica

!

RtRH
5,8417 g
10,2 % (2,9 %)

n-Hex-MeOH (1:1; v/v)

n-Hexano MeOH
RtRK RtRL
0,5206 g 467769

8,9 % (0,26 %)

organica

80,1 % (2,3 %)
ACOEt-EtOH-0,2%TFA
(5:1:5; viv)

48

acuosa

!

RtRN
2,8304 g
60,5 % (1,4 %)

MeOH-

H,O-CH,CI, (3:7:10; v/v)

!

RIRN,,

0,1637 g
6,8 % (0,10 %)

!

RtRM
1,6780 g
35,9 % (0,83 %)

MeOH-H,0-CH,CI, (3:7:10; v/v)

acuosa organica acuosa
RtRN, RtRMg,, RtRM,
2,2347¢g 0,0204 g 1,3707 g

93,2 % (1,3 %) 1,4 % (0,011 %)

77,8 % (0,73 %)

Esquema 4.3. Fraccionamiento mejorado del extracto metandlico de las raices deRuellia tuberosa L.(Los

valores de porcentajes representan el fraccionamiento con respecto al extracto metandlico y los valores porcentaje dentro de () se

refieren al material vegetal inicial.)
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4.4.-Analisis cualitativo del fraccionamiento de las partes aéreas y raices de Ruellia tuberosa L.

Fracciones RtR-C y RtC (insolubles en MeOH-H,0, insolubles en acetona)

Conociendo que las fracciones RtR-C y RtC estan conformadas basicamente por azlcares,
terpenos aromaticos y polifenoles en diferentes proporciones, se desarrollé un esquema de separacion

para cada una de ellas (Esquemas 4.1y 4.2).

Inicialmente, el contenido glicosidico fue eliminado por particion en el sistema de solventes t-
BuOMe-n-BuOH-THF-0,2%TFA (2:2:1:5; v/vivlv) favoreciendo la distribucion en la fase organica delos
metabolitos secundarios presentes en el extracto metandlico y en las fracciones C de las diferentes
partes de la planta, mientras que el contenido glicosidico permanece en la fase acuosa. Otra forma en
que se eliminé el contenido glicosidico fue por el tratamiento con MeOH de la fraccion RtC, obteniéndose

un solido y una pasta higroscépica denominados RtE y RtF, respectivamente (Esquema 4.1).

La fraccion RtF fue particionada con el sistema de solventes t-BuOMe-n-BuOH-THF-0,2%TFA
(2:2:1:5; vlviviv) donde la fase organica denominada RtJ presentd el mismo patron cromatografico por
HPLC que el extracto metandlico Rt (Figura 52); es decir, el fraccionamiento de Rt para la obtencion de
RtJ fue eficiente para obtener una fraccién enriquecida en los metabolitos secundarios mayoritarios

presentes en el extracto metandlico Rt. Ademas, se eliminé el contenido glicosidico presente en Rt.

-1 Rt en Eluente UV_VIS_3
1 258 RtJ Uv_Vis_3
: mAU WVL:330 nm
J I ﬂ
1.000-] /\ ‘H‘
4 ‘ ‘
] RLJ / 1
800 l \ / ‘
1 I ‘
1 |
600 }“ Uf
4 i
2/
400/
4 Rt
200
T
A

0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 22,0
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Figura 52.Cromatogramas de HPLC del extracto metandlico Rt y la fraccion RtJ, deteccion: 330 nm.

La fraccion RtJ fue rica en metabolitos secundarios polarescuyo comportamiento por CCF fue

comparable al obtenido con RtD (Esquema 4.1).

El fraccionamiento de RtJ fue seguido por CCF y HPLC. Inicialmente, las fracciones RtS y RtQ
presentan ligeras diferencias en cuanto al nimero de picos obtenidos por HPLC (Figura 54), mientras que
por CCF se observd que la fraccion RtS (carril 6), presentd mayor nimero de manchas terpenoidales
(placas reveladas con anisaldehido-acido sulfdrico con coloracion moradas) que RtQ (carril 5), (Figura
53). El tratamiento de particion para ambas fracciones en el sistema MeOH-H,O-CH,Cl, (3:7:10; v/viv),
fue Util para obtener fracciones enriquecidas en terpenos aromaticos (RtSqq, RtQqrg), Y polifenoles (RtS,,
RtQ..).Las caracteristicas terpenoidales y polifendlicas fueron determinadas por CCF usando el reactivo
de anisaldehido-acido sulfdrico, mientras que las caracteristicas aromaticas a través de los espectros de

UV-Vis obtenidos por HPLC para cada pico cromatografico(Figura 55).

T

Figura 53. Placa de CCF en donde se evidencia la separacién de las fracciones RtQ y RtS.
Donde 1: RtR-N(fraccion de la fase organica proveniente de RtR-L luego de separarla con el
sistema de solvente (AcOEt-EtOH-0,2xTFA (5:1:5 v/v)); 2: RtR-Ng(fracciébn acuosa de la
separacion de RtR-N con la mezcla MeOH-Hex (1:1 v/v)); 3: RtR-N,, fraccién organica de la
separacion de RtR-N con la mezcla MeOH-Hex (1:1 v/v)); 4: Rt)(fraccion proveniente del
fraccionamiento de RtC la parte soluble y luego fraccionar la misma con el sistema t-BuOMe-n-
BuOH-THF-0,2xTFA (2:2:1:5 v/v) la fase organica); 5: RtQ (fraccionamiento de la parte aérea
proveniente de la separacion RtJ en la fase acuosa); 6: RtS (fraccionamiento de la parte aérea
proveniente de la separacién RtJ en la fase organica). Sistema de solvente empleado para CCF:
AcOEt-HCOOH-MeOH-H,0 (100:10:10:10 v/v). Agente revelador: Acido sulfdrico-Anisaldehido.
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Figura 54. Cromatograma HPLC comparativo de RtS y RtQ y espectros de UV de los compuestos en

las fracciones.
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Las fracciones RtS y RtQ fueron tratadas con un sistema de solventes MeOH-H,0 (3:7; v/v) de
manera de separar en dos subfracciones los dos tipos de metabolitos encontrados en cada una de ellas y
asi obtener fracciones enriquecidas en un solo tipo de metabolito. Las subfracciones pertenecientes a la
capa organica se denominaron RtS,4 y RtQqq,mientras que, las subfracciones que pertenecen a la capa
acuosa se denotaron RtS,. y RtQ,.. LasFiguras 55 y 56 muestran los cromatogramas comparativos por
HPLC de las fracciones organicas y acuosas provenientes de RtS y RtQ, asi como sus espectros UV
mostrando el perfil de las composiciones de las fracciones y el enriquecimiento de estas en los

componentes durante su separacion evidenciando la efectividad de la separacion.

1 RtSac UV_VIS_3

60042 RtSorg UV VIS 3

mAU WVL:330 nm
500-| 3 ro8

9 12

RtSorg

W

min
-100—+— — — — — — — — —
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 22,0

Figura 55. Cromatograma HPLC de las fracciones polifenolica (RtS,.) y terpenoidal (RtS)

provenientes de RtS. Asi como los espectros UV-Vis de los distintos picos cromatograficos
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Figura 56. Cromatogramas HPLC comparativo para las fracciones RtS,. y RtQ,., enriquecidas en

polifenoles.
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Utilizando el mismo protocolo de fraccionamiento de RtJ a partir de RtF, se realiz6 la particion de
la fraccion RtR-C (raices) con el sistema de solventes t-BuOMe-n-BuOH-THF-0,2%TFA (2:2:1:5; viviviv),

para obtener una fase acuosa como una pasta higroscopica rica en azlcares denominada RtR-I, mientras

gue la fase organica se denomindé RtR-J (Esquema 4.2). La fraccion RtR-J fue rica en metabolitos

secundarios polares cuyo comportamiento por CCF fue comparable al obtenido en la fraccion RtR-D.

La obtencién de la fraccién RtR-J (Esquema 4.2), condujo al fraccionamiento directo del extracto

metandlico de las raices (RtR)permitiendo la eliminacién del contenido glicosidico en un sélo paso a

través de la particiébn con el sistema de solventes conformado por (t-BuOMe-n-BuOH-THF-0,2%TFA:

2:2:1:5; viviviv), obteniendo la fase acuosa como una pasta higroscoépica rica en azlcares la cual fue
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rotulada como RtR-G, mientras que la fase organica,enriquecida en metabolitos secundarios polares y no

polares, fue rotulada como RtR-H (Esquema 4.2).

El fraccionamiento de RtR-H en metabolitos polares y no polares sesometié a una particiéon en la
mezcla n-Hex-MeOH (1:1; v/v). Asi, la fase de n-hexano produjo una fraccion rica en metabolitos no-
polares, nombrada como RtR-K, resultando una pasta higroscopica de color rojiza constituida
principalmente por lupeol yB-sitosterol, y en menor proporcion, betulina (Figura 57),(ver resultados de
cuantificacion en la seccién 4.4.2). Los compuestos fueron identificados por CCF comparativo con
muestras auténticas con valores de Rf de 0,55, 0,42 y 0,37, respectivamente. Por otra parte, la fase
metanolica fue denominada como RtR-L y resulto ser rica en metabolitos polares (mayormente terpenos

aromaticos y polifenoles).

Figura 57. Placa de CCF en donde se identificaron los compuestos existentes en
mayor proporcion en la fraccion RtR-K. Donde, 1: RtR-K; 2: B-sitosterol; 3: betulina; 4:
lupeol. Sistema de solvente: Hex-AcOEt-HCOOH (75:25:1 v/v). Agente revelador:

Anisaldehido- Acido sulfarico
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RtRL
46776 g
80,1 % (2,3 %)

AcOEt-EtOH-0,2%TFA

(5:1:5; viv)
orgénica acuosa
RtRN RtRM
2,8304 9 1,6780¢g
60,5 % (1,4 %) 35,9 % (0,83 %)
MeOH-H,0 (3:7; v/v)-CH,CI, MeOH-H,0 (3:7; v/v)-CH,Cl,
orgéanica acuosa orgénica acuosa

RtRNyq RtRN, . RtRM, RtRM,,

0,1637 g 2,2347 g 0,0204 g 1,3707 g
6,8 % (0,10 %) 93,2 % (1,3 %) 1,4 % (0,011 %) 77,8 % (0,73 %)

Esquema 4.5. Fraccionamiento de RtR-L de las raices de Ruellia tuberosa L.(Los valores de porcentajes

representan el fraccionamiento con respecto al extracto metandlico y los valores porcentaje dentro de () se refieren al material

vegetal inicial.)

La fraccion RtR-L (Esquemas 4.2 y 4.3), presentd basicamente la misma composicion que la
fraccion RtR-J (Esquema 4.2),por lo que su separacion preliminar entre los metabolitos terpenoidales
aromaticos y los polifenoles (Esquema 4.3), se realizé de forma analoga al fraccionamiento de RtJ
anteriormente descrito. Este fraccionamiento produjo fracciones enriquecidas en: terpenos aromaticos
(RtR-Morg, RtR-Norg) que mostro, al desarrollar la CCF con AN-6 y revelada con anisaldehido-acido
sulfdrico, la coloracion morada, caracteristica de terpenos,mientras que, en los espectros de UV
correspondientes a los picos cromatogréaficos obtenidos por HPLC, se observan sefiales caracteristicas
de anillos en sefales de 330 nm aproximadamente que corresponden a las bandas | de anillos
aromaticos conjugados, y polifenoles (RtR-Mac, RtR-Nac). Las fracciones terpenoidales arométicas
representaron el 1,4 y 6,8 % respecto de las fracciones RtR-M y RtR-N, respectivamente (Esquema 4.5).
Mientras que, las fracciones polifendlicas (RtR-Mac, RtR-Nac) representaron el 91,3 y 93,2 % respecto de

sus fracciones de origen. Adicionalmente, presentaron ligeras diferencias por HPLC (Figura 52b.).
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a) b)
« RIR-Nac uv_vis_3 -« RIR-Nac uv_vis_3

2 RtR-Norg UV VIS 3 o> RtR-Mac uv_ VIS 3
80ﬁmAU WVL:330 nn 100 mAU WVL:330 nm|

600 8067
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4004 1

400
2004 |

200+

00— B . .
00 25 50 75 100 125 150 175 220 00 25 50 75 100 125 150 175 20

Figura 58. Cromatograma por HPLC-sistema-1 de fracciones provenientes de las raices de
R. tuberosa L. (Esquema 4.5, pag., 81), A= 330 nm:a) RtR-Nac, RtR-Norg; b) RtR-Mac, RtR-

Nac.

Durante el fraccionamiento de las partes areas de Ruellia tuberosa L., se obtuvieron fracciones
conformadas por: clorofila y terpenoides alifaticos (RtB); terpenoides aromaticos (RtQqqg, RtSey),
polifenoles (RtQ,., RtS,.) Y glicosidos (RtE y Rtl). Mientras que, en el fraccionamiento de las raices de R.
tuberosa L., se obtuvieron fracciones conformadas por terpenoides alifaticos (RtR-1 y RtR-K); terpenoides
aromaticos y polifenoles (RtR-J); terpenoides aromaticos (RtR-Mqg, RtR-Ng) y polifenoles (RtR-M,., RtR-
Na.o)y glicosidos (RtR-I y RtR-G).

4.5.-Andlisis cuantitativo de los metabolitos existentes en las raices de Ruellia tuberosa L.

4.5.1.- Preparacion de la soluciéon madre de B-sitosterol y lupeol.

Se prepararon soluciones madres de los estandares para la cuantificacion, utilizando muestras
comerciales purificadasen el Laboratorio de Productos Naturales de la Escuela de Quimica de la
Universidad Central de Venezuela. LaTabla 4.1 muestra las concentraciones utilizadas para la

cuantificacion.
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Tabla 4.1.- Disoluciones madres utilizadas en la cuantificacion de lupeol y B-sitosterol por densitometria

Optica en la fraccion RtR-K.

Muestra Masa (+ 0,01* mg) VAinal (L) [M]c (mgL™h)P CV (%)°
Lupeol 2,11 5000 + 25 422 + 4 0,84
[B-sitosterol 3,50 4000,0+0,4 875+ 4 0,40
RtR-K 1,89 5000 *+ 25 378+ 4 0,96
RtR-K 2,00 2000,0 £ 0,3 1000 £ 7 0,71

a) Error real 0,002 mg (5); b) Los célculos para las concentraciones y su error se realizaron empleando
las ecuaciones (8) y (9), respectivamente, pag. 1, anexos; c) Se calculd a través de la ecuacion (2) pag.,
30.

Se prepararon dos soluciones de la fraccion RtR-K ya que para ambos metabolitos a cuantificar no se

pudo encontrar una sola concentracién de trabajo que permitiera la cuantificacion de buenos resultados.

4.5.2.- Metodologia para el desarrollo cromatografico.

Las soluciones de la muestra y patrones se aplicaron en la parte inferior de la placa en forma de
puntos, manteniendo una distancia aproximada de 5 mm entre ellos. La siembra se realiz6 mediante una
microjeringa de 10 yL. La placa se introdujo verticalmente en una camara de CCF saturada previamente
con los vapores de la fase moévil seleccionada. Cuandoel frente del eluyente recorrié una distancia de
aproximadamente 5cm desde el punto de aplicacion, se retird la placa y se dejo secar al aire libre, se
aplicé un agente revelador (anisaldehido-acido sulfurico) con ayuda de un rociador y luego se calent6 en
una estufa a una temperatura controlada de 110 °C, durante 2 minutos. Posteriormente, se digitalizo la

imagen de la placa utilizando un escaner marca EPSON.

4.5.3.-Metodologia para la cuantificacion de los metabolitos.

Se aplicé 3 y 5 pL de muestra y patrones en la placa de CCF, respectivamente. Posteriormente,
se efectud el desarrollo cromatogréfico correspondiente. Hecho esto, se procedid a digitalizar la imagen
de la placa para los diferentes metabolitos y réplicas de cada andlisis, la cuales se almacenaron en un

ordenador yse realiz6 el analisis a través de un software desarrollado por el Laboratorio de
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Espectroscopia Laser de la Escuela de Quimica de la Universidad Central de Venezuela a través del

programa MATLAB 7.5.0 (en este trabajo se denominara UCV-Software, por razones de simplicidad).

4.5.4.- Metodologia para la determinaciéon de la reproducibilidad del método de cuantificacion de

desarrollado.

La metodologia para la determinacion de la reproducibilidad fue semejante a la empleada para la
cuantificacion de los metabolitos, con algunas modificaciones. Para el estudio de Ruellia tuberosaL., se
aplicé en la placa 3 y 5 pL de la solucion de la muestra y patrones , respectivamente. Se desarroll6 la
placa utilizando la fase mévil denominada AN-6 (n-Hex-AcOEt-HCOOH; 75:25:1; v/viv), se dejé secar al
aire libre y se reveld utilizando como agente de coloraciéon una solucién de anisaldehido en acido
sulfdrico. Se digitalizé la imagen y se analizé con el UCV-software. Una vez que se obtuvo el area de los
picos de los metabolitos de interés en cada placa cromatografica, se procedié a determinar el coeficiente
de variacién. La reproducibilidad fue medida empleando 4 y 3 placas para [-sitosterol y lupeol,
respectivamente.Las tablas 4.3 y 4.7, muestran los resultados de reproducibilidad para la cuantificacién

de lupeol y B-sitosterol, respectivamente. El modelo de la placa que se utilizé se muestra en la Figura 59.

Frente del
eluyenis

Leyenda:
= Muestras
= Patran=s

1 s — g

B.Bam 0.Azm

Zona de
F2em AL Tal_ Tl T& i =)
| ey @plicacion

O &cm
Figura 59. Modelo de placa a emplear para la determinaciéon de la reproducibilidad del método de

cuantificaciéon desarrollado.*®
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4.5.5.- Determinacion de la exactitud del método.

En este trabajo, se determind la recuperacion midiendo la concentracion del patréon 3 de las
curvas de calibracion utilizadas para la cuantificacion del metabolito (patron de 62,6 ppm del andlisis de
B-sitosterol enRuellia tuberosa L). Este patréonfue seleccionado ya que corresponde a uno de puntos
intermedios de la curva de calibracion. Con los datos de los otros patrones de cuantificacion, se
realizaron nuevas curvas de calibracion (4 réplicas por placa y 4 placas de CCF por metabolito),
excluyendo el patrén 2 (las curvas de calibracion se muestran en el anexo). Con estas curvas, se
interpol6 el valor del area del pico del patron seleccionado para obtener la concentracion que indica el
método, la cual se relaciond con la concentracién real del patrén mediante la ecuacién 5, dando como

resultado el porcentaje de recuperacion.

El rango de porcentaje de recuperacion obtenido por este método para B-sitosterol en Ruellia
tuberosa L., fue (98,3-102)% (véase Tabla 4.2). Estos valores son comparables a los reportados en otras
investigaciones con CCFAE (Tabla 4.3), demostrando que el método permite la cuantificacién de estos
metabolitos con una buena exactitud. Vale la pena acotar que, porcentajes de recuperacion mayores a
100% indican interferencias debido a la matriz o errores determinados; recuperaciones menores indican

pérdidas de analito durante las fases de preparacion y andlisis de la muestra 31,

Tabla 4.2.Exactitud del método de cuantificacién desarrollado.

Error
Concentracion Concentracion ) Recuperacion®
Placa relativo
real (ppm) Método (ppm) (%)
(%)

A 64,3+0,9 -2,72 102
B 61,9 +0,3 1,12 98,3

62,6 +0,5
C 63,4 +0,6 -1,28 100,7
D 62,2+0,4 0,64 98,6

a) n=4



Tabla 4.3: Exactitud reportada por otros autores en sus investigaciones sobre CCFAE.

» Metabolito
Autor Recuperacion (%) .
cuantificado
98,06 - 101,94 Berberina
De Freitas y colaboradores (2010) *° 98,18-105,58 Rutina
97,80 - 102,43 Rutina
Kamboj y colaboradores (2013) % 96,77 - 99,74 Estigmasterol
Kamal y colaboradores (2013)[54] 98,84 - 102,59 Podofilot(.)xina
97,66 — 102,51 Etopésido
99,22 - 100,81 Estimasterol
Rathee y colaboradores (2011)[55]
99,42 - 100,11 Lupeol
B-sitosterol
Al-Massarani y colaboradores (2016)° 98,57 — 99,64 o
glicosidado

4.5.6.-Cuantificacion de lupeol en la fraccién RtR-K proveniente del extracto metandlico de las

raices de Ruellia tuberosa L.

Las soluciones madre de lupeol y RtR-K fueron preparadas por disolucién en THF (Tabla 4.1,
pag. 79). A partir de la solucion madre de lupeol se prepararon los patrones para realizar la curva de
calibraciéon (Tabla 4.2), la concentracion y su error fueron determinados a través de las ecuaciones (13) y
(14), pagina 2 del anexo de este trabajo. Para realizar la curva de calibracién directa, se determiné el
area por cuadruplicado (Tabla 4.3), de tres placas cromatogréaficas desarrolladas con AN-6 y reveladas

con AS (Figura 60). Cada placa contiene 3 uL de la muestra RtR-K de (378 = 4) ppm y 5 uL de los

patrones de lupeol indicados en la Tabla 4.4.
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Tabla 4.4.- Concentracion de los patrones empleados en la curva de calibracién para la determinacion de

lupeol y B-sitosterol, usando alicuotas de sus respectivas soluciones madres reportadas en la Tabla 4.1.

Alicuota Volumen de Concentracion del Error
Patrones tomada (uL) dilucién (uL) patrén (ppm)a propagado Cv (%)b
(+ppm)*
Lupeol
246,0£ 0,2 1754 £ 0,2c 51,9 0,5 0,903
498,0 £ 0,2 1502,0 + 0,2c 105 1 0,902
1000,0 £ 0,2 1000,0 £+ 0,2 211 2 0,900
[B-sitosterol
72,0+0,2 1928,0 + 0,2° 31,5 0,3 0,896
143,0+£0,2 1857,0 + 0,2° 62,6 0,5 0,863
286,0 £ 0,2 1714,0+0,2° 125 1 0,855
572,0 £ 0,2° 1428,0 + 0,2° 250 2 0,853

a) El volumen final fue de (2000,00 + 0,2) uL, los calculos para las concentraciones y su error se
realizaron empleando las ecuaciones (13) y (14), respectivamente. b) CV se calculé a través de la
ecuacion (5). c) Alicuota obtenida en dos porciones con una micropipeta volumétrica de (1000,0 + 0,2)

uL. d) error real v0,08 mg (11)

a) b) c)

i i I i i i
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

Figura 60. Placas cromatogréficas utilizadas en la cuantificaciéon de lupeol en la fraccion RtR-K
de (378 £ 4) ppm. 1) RtR-K; 2), 3) y 4) [Lupeol] de 51,9; 105 y 211 ppm, respectivamente.
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Tabla 4.5. Areas de los patrones de lupeol y la solucién de RtR-K de (378 + 4) ppm para la cuantificacion
de lupeol por densitometria éptica.

. I N Areas (u.a)® A cv
[Lupeol] (mg/L) : A ™ A (u.a) %)
Figura 60a
51,9+0,5 4632+1  4983+5 4637 +4 4589+ 3 4710 + 183 4
105+1 5603+1 5627 +2 5697 +3 5616 +4 5636 + 42 1
211+ 2 7161+4 728616 7359+1 7114 +3 7230 + 113 2
RtR-K 5904 +1 6084 +17 6010+1 59010 5975 + 89 1
Figura 60b
51,9+0,5 5263 +20 5543+ 44 5751+42 5515+19 5518+ 200 4
105+1 6906 +4 721011 7148+ 12 7206+4 7117 + 144 2
211+ 2 9291+1 9737+3 9400+1 9645+2 9518 + 208 2
RtR-K 7351 +10 7626 =10 7566 +42 7621+1 7541 + 130 2
Figura 60c
51,9+0,5 5596 +4 5682 +7 5085+2 58635 5781 + 175 3
1051 7245+2 7277 %2 7362 +23 72073 7273 + 66 1
211+ 2 9606 +0 9892+5 9806 +4 9462+ 3 9692 + 194 2
RtR-K 7651 +31 7786+2 7875+8 7661 +2 7743 + 107 1

a) n=4

Cada una de las réplicas de las areas tomadas para cada una de las placas fue realizada

utilizando un fondo diferente, siguiendo lo descrito en el punto de “Uso de UCV-Software” que se

encuentra en la pagina 9 de este trabajo. Los densitogramas obtenidos para la CCF de la Figura 60,

pueden ser consultados en la seccién B de los anexos. La curva de calibracion fue construida utilizando

la metodologia de minimos cuadrados, se graficé el area de los picos en funcion de la concentracion de

los patrones de lupeol para obtener la ecuacion de la recta para cada placa, como se muestra en
lastablas de B-1 a B-4.

La determinacion del contenido de lupeol en la fraccion RtR-K se realizd a través de las

ecuaciones (17) y (18) en mg/L, y (19) y (20) para el porcentaje de lupeol en la fraccién; los resultados

pueden observarse en las Tablas 4.6 y 4.7; las ecuaciones se encuentran en el anexo B, pagina 16.
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Tabla 4.6.- Determinacion de la concentracion de lupeol (mgL-1) en una solucidn de RtR-K de (378 + 4)
ppm.

CCFen Lupeol gk (MgL-1)* b .
_ Lupeol mgL™! CV (%)
Figura X1 X2 X3 X4
60a 125,52 + 0,09 137,02+1,1 132,26 + 0,08 125,38 + 0,03 130,0 £ 5,7 4,30
60b 121,32+0,39 132,41+0,4 130+1,7 132,21+0,03 129,0+ 5,2 4,10
60c 125,5+1,3 131,06 + 0,06 134,72 + 0,34 125,89 + 0,07 129,3+4,4 3,40

129,44 + 0,55 0,42

a) Valores determinados a través de las ecuaciones (17) y (18), empleando los datos de areas mostrados
en la tabla 4.5; b) Se utilizé el promedio de las medidas y la desviacién estandar; c) CV se calculé a
través de la ecuacion (5).

Tabla 4.7.- Determinacion del contenido porcentual de lupeol (%) en una solucién de RtR-K de (378 + 4)
ppm.

%Lupeolyp-k (%)
X1 X2 X3 X4 %Lupeol % °  CV (%)°

CCFen
Figura

60a 33,21+0,03 36,25+0,29 34,99+0,02 33,17+0,01 34,40 + 1,50 4,30

60b 32,1+0,1 3503%0,11 34,39+0,45 34,98+0,01 34,12 +1,38 4,10

60c 33,2+0,34 34,67+0,02 3564+0,09 33,31+0,02 34,20 +1,17 3,40

34,24 £ 0,14 0,42

a) Valores determinados a través de las ecuaciones (19) y (20), empleando los valores reportados en la
tabla 4.6; b) Se utilizé el promedio de las medidas y la desviacion estandar; c) Se calcul6 a través de
la ecuacion (5).

Posteriormente, se calcularon los limites de deteccion y cuantificacién (Tabla 4.8), empleando
las ecuaciones (3) y (4)de la pagina 18, usando las ecuaciones de recta obtenidas con todas las medidas

de areas.
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Tabla 4.8. Limites de deteccién y cuantificacion de lupeol en RtR-K.

Parametros de la recta

Goue perdiente Puntode .  LODppm®  LOQppm®
corte
59 1573:055  3930:77 0,988 14,7 29.0
59b 24794097 4343135 0,985 16,3 54,3
59¢ 2433+0,76 4597106 0,990 13,1 437

13,1-16,3 43,7 - 54,3
a) Valores determinados a través de las ecuaciones (3) y (4).

El metabolito lupeol se encuentra en la fraccién RtR-K proveniente del extracto metandlico de las
raices de Ruellia tuberosa L. en (34,12 + 1,38)—(34,40 £ 1,50)%, con un coeficiente de varianza entre
(3,40 — 4,30)%.Estos resultados indican que el método desarrollado para la cuantificacién de este

principio activo es Util para aplicarlo en otras plantas con caracteristicas similares.

4.5.7.- Cuantificacion de [ sitosterol en la fraccion RtR-K proveniente del extracto metanolico de

las raices de Ruellia tuberosa L.

Analogamente a la cuantificacién de lupeol, se realizé la cuantificacion de B-sitosterol en las
raices de Ruellia tuberosa. Las soluciones madre de B-sitosterol y RtR-K fueron preparadas por
disolucion en THF (Tabla 4.1). A partir de la solucion madre de B-sitosterol se prepararon los patrones
para realizar la curva de calibracién por dilucion de la solucion madre en THF (Tabla 4.2), utilizando las
ecuaciones (21) y (22) que se encuentran en la seccion C de los anexos de esta investigacion. Cada
placa cromatografica contiene 3 pL de la muestra RtR-K de (1000 + 7) ppm y 5 ulL de los patrones de B-
sitosterol (Tabla 4.2). Al igual que en la cuantificacion de lupeol, las placas fueron desarrolladas
utilizando el sistema AN-6, secadas al aire libre y reveladas con anisaldehido-acido sulfirico y posterior
calentamiento a 110°C por 2 min. Las imagenes fueron digitalizadas utilizando un escaner y las mismas

se muestran a continuacion:
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Figura 61. Placas cromatogréficas utilizadas en la cuantificacion de B-sitosterol en la fraccion RtR-K de

(1000 = 7) ppm. 1) RtR-K; 2), 3), 4) y 5) [B-sitosterol] de 31,5; 62,6; 125 y 250 ppm, respectivamente.

LaTabla 4.9 muestralas areas obtenidasen los densitogramas de las placas que se muestran en
la Figura 61, estas areas fueron utilizadas para realizar la curva de calibracion directa. Los densitogramas
obtenidos para la CCF de la Figura 61, pueden ser revisados en la seccion C, en anexos.Se determino el
area por cuadruplicado; la curva, al igual que la cuantificacion de lupeol, se determiné para cada placa
por el método de minimos cuadrados utilizando la ecuacion (23) que se encuentra en la pagina 20 de los
anexos.Se graficé las areas en funcién de la concentracién de los patrones y se obtuvo la curva de
calibracion para cada una de las placas que se muestran en la figura 61. Los datos de las curvas de

calibracion asi como los gréaficos se encuentran en la seccion C de los anexos.
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Tabla 4.9. Areas de los patrones de B-sitosterol y la solucion de RtR-K de (1000 + 7) ppm para la

cuantificacion de B-sitosterol por densitometria 6ptica.

[B-sitosterol] Areas en cada réplica (u.a)®

A (u.a) CV (%)
(mg/L) Ag A Ag Ay
Figura 61a
31,5+0,3° 4503+10 5079 +52 5152+ 6 5638 + 22 5093 * 465 6,3
62,6 +0,5 5244 +11 5079 + 7 5152 +9 5638 + 15 5278 + 249 7,9
125+1 5655+7 6132+ 6 6324+ 8 6842 +5 6238 +491 4,7
250+2 6200+3 6472 + 14 6738+ 6 7187 +13 6649 + 421 9,1
RtR-K 5868 + 8 6244 +29 6368+20 6879120 6340+418 6,6
Figura 61b
315+0,3 4128+5 4311 5 4605 + 5 4911 +4 4489 + 343 5,0
62,6 £05 43292 4311 + 13 4605 * 6 4911 +4 4539 + 282 6,9
125+1° 5841+5 6083 = 10 6446 =9 6837 + 13 6302 £ 435 6,2
250+2 7027 £12 7248+ 6 7566 + 7 7880+9 7430+ 372 7,6
RtR-K 5839 +5 6018 + 2 6223+ 0 6489 +4 6142 + 280 4,6
Figura 61c
315+0,3 540615 5393 +9 4626 + 4 5131+ 13 5139+ 365 3,1
62,6 +05 5888+21 539335 4626 + 4 5131+ 16 5259 * 527 51
125+1° 7193+9 7276 £ 6 6497 + 4 7121 +5 7022 £ 355 10
250+2 7786+21 800113 7514 7 8059 + 14 7840 * 247 7,1
RtR-K 6997 +11 706117 634911 6907 +9 6828 + 326 4,8
Figura 61d
315+0,3 5411+10 4494+10 5670+18 5071+5 5161 + 508 53
62,6 +05 6045+6 4494 + 8 5670+ 9 5071+6 5320 + 682 6,7
125+1° 67675 5913+ 6 6900 + 10 6551+6 6533 +437 13
2502 7378+12 6616 + 8 7452 +14 7214 +18 7165+ 379 9,8
RtR-K 6776 +6 5901 +5 6993 + 15 6497 +8 6542 + 473 7,2

a) n=4; b) Datos anémalos en el comportamiento de r*.
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La concentracion del metabolito en la fraccion RtR-K fue determinada a partir de los valores de
las curvas de calibracion de para cada placa de CCF, tablas C-1 a C-4 en los anexos Yy los valores de las
areas de la fraccidn que se encuentran en la tabla 4.9(tabla 4.10). El porcentaje del metabolito B-sitosterol
en la fraccion se muestra en la tabla 4.11. Estos resultados fueron obtenidos utilizando las ecuaciones
(24), (25), (26) y (27) en anexos de esta investigacion.

Tabla 4.10.- Determinacién de la concentracién de B-sitosterol (mgL™) en una solucién de RtR-K de
(1000 £ 7) ppm.

CCFen Sitosterol g (MgL™)* Sitosterol " .

. CV (%)
Figura X1 X2 X3 X4 mgL™"

61a 169,40 168,91 172,86 169,67 170,21+1,79 1,05
61b 158,33 158,40 158,10 158,20 158,25+0,13 0,08
61c 166,36 166,21 165,39 165,68 165,91+0,46 0,27
61d 173,50 173,50 173,76 174,20 173,74+0,33 0,19
167,0 + 6,7 3,99

a) Valores determinados a través de las ecuaciones (23) y (24), empleando los datos de areas mostrados
en la tabla (4.7). b) Se utilizé el promedio de las medidas y la desviacién estandar; c) Se calcul6 a través
de la ecuacion (5).

Tabla 4.11.- Determinacion del contenido porcentual de B-sitosterol (%) en una solucién de RtR-K de
(1000 £ 7) ppm.

C.CF en %p-Sitosterols  (%)* YoB-Sitosterol % b CV (%)°
Figura X1 X5 X3 X4
6la 16,94 16,89 17,29 16,97 17,02 £0,18 1,05
61b 15,83 15,84 15,81 15,82 15,83+ 0,01 0,08
6lc 16,64 16,62 16,54 16,57 16,59 £ 0,05 0,27
61d 17,35 17,35 17,38 17,42 17,37 £0,03 0,19

16,70 £ 0,67 3,99

a) Determinados a través de las ecuaciones (25) y (26) empleando los valores reportados en la Tabla 4.8;
b) Se utilizé el promedio de las medidas y la desviacién estandar; ¢) Se calcul6 a través de la ecuacién

(®)

También se determinaron los limites de cuantificacion (LOD) y de deteccién (LOQ) del método

utilizado para la cuantificacién del principio activo (Tabla 4.12). La variacion que se observan de los
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valores de LOD y LOQ entre placas se debe a que, si bien las placas fueron tratadas con las mismas
condiciones, al realizar cada una por separado existe un rango de error por la manipulaciéon durante la
ejecucién del método en cada una de placas, como lo es, el tiempo exacto de saturacién de la camara de
elucion, la cantidad de agente revelador utilizado y el tiempo de exposicién al calentamiento la placa para
revelar las manchas, esto puede ser corregido realizando las réplicas para la cuantificacién dentro de una

misma placa cromatogréfica.

Tabla 4.12. Limites de deteccién y cuantificacion de B-sitosterol en RtR-K.

CCF en Parametros de la recta
figura Pendiente  Punto de corte r? LOD (ppm)”  LOQ (ppm)*
6la 4,26 + 0,27 5615 + 44 0,962 31,1 103,5
61b 13,85+ 0,30 3950 + 45 0,995 9,7 32,4
6lc 12,14 + 0,17 4814 + 26 0,998 6,3 21,1
61d 8,53+0,49 5059 + 73 0,968 25,7 85,6

63-31,1 21,1-103,5

a) n=4 Valores determinados a través de las ecuaciones (3) y (4).

Asi, el metabolito B-sitosterol se encuentra en el extracto metandlico de las raices de la especie Ruellia
tuberosa L. entre un (15,83 + 0,01)-(17,37 + 0,03) %, el coeficiente de varianza obtenido para este

ensayo estuvo entre (0,08 - 1,05) %,en concordancia con valores reportados para este método%

, esto
significa que el método es Util para la determinacién del contenido de este principio activo y puede ser

utilizado en sucuantificacién para otras plantas de caracteristicas similares.

4.5.8.-Estimacion de betulina en la fraccion RtR-K proveniente del extracto metandlico de las

raices de Ruellia tuberosa L.

Se realizé la estimacién de betulina en la fraccion RtR-K de (1000 + 7) ppm; para ello se
determind el area por triplicado en cuatro placas de CCF desarrolladas con AN-6 (Figura, 62, Tabla 4.13).
Los densitogramas obtenidos para la CCF de la Figura 62, pueden ser consultados en los anexos de esta

investigacion, en la seccion D.
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ad)

. @R =098
L] o~ =080

@R =069

. @1 =055
L R; = 0,42
@R =037

@R =018

i R; = 0,03

Figura 62. Placas cromatograficas utilizadas en la cuantificacion de lupeol, B-sitosterol y betulina
en la fraccion RtR-K de (1000 + 7) ppm. Sistema de solvente: Hex-AcOEt-HCOOH (75:25:1 v/v).

Agente revelador: Anisaldehido- Acido sulfarico.

Tabla 4.13. Areas obtenidas por densitometria dptica en la muestra RtR-K de (1000 + 7) ppm

para la cuantificacion porcentual de cada valor de Rf mostrado en la Figura 62

Area por triplicado para cada valor de Rf (u.a)

CCF .
042 Area total
en 0,55 ; 0,37 (u.a)
Figura 0,93 0,80 0,69 (B- ) 0,18 0,03 :
(lupeol) . (betulina)
sitosterol)
5872+ 4078+ 2943+ 11512+ 4707 % 1230+ 1547+ 1322+ 33210%
62a 32 64 63 75 27 90 127 16 104
6251+ 4732+ 2683+ 11801% 4494+ 1391+ 1631+ 1215+ 34199%
62b 4 35 154 31 31 64 10 1 58
7127+ 5122+ 3570+ 13432+ 6023+ 1678 + 2111+ 41382+
62c 45 160 73 1 113 86 2319+1 29 363
7505+ 5965+ 3278+ 12679+ 5655+ 2334+ 3190+ 2273+ 42878+
62d 63 96 43 252 45 115 27 68 302




Tabla 4.14.Composicion porcentual calculada en la muestra RtR-K de (1000 % 7) ppm para

cada valor de Rf mostrado en la Figura 65.

Composicion porcentual por triplicado para cada valor de Rf (%)

CeF 0,42
en )
figura 0,93 0,80 0,69 (h?bisol) (B- (bgtf’l;a) 0,18 0,03
sitosterol)

17,68 + 12,28 + 8,86 + 34,66 + 14,17 + 3,70 + 4,66 + 3,98 +

62a 0,08 0,21 0,17 0,28 0,12 0,27 0,37 0,04
18,28 + 13,84 + 7,85+ 34,51 + 13,14 + 4,07 + 4,77 + 3,55+

62b 0,02 0,13 0,44 0,07 0,11 0,19 0,04 0,01
17,22 + 12,38 + 8,63 + 32,46 + 14,55 + 4,05+ 56+ 5,10 +

62c 0,2 0,28 0,10 0,28 0,24 0,18 0,05 0,07
17,5+ 13,91 + 7,65+ 29,57 + 13,19 + 5,44 + 7,44 + 5,30+

62d 0,17 0,16 0,14 0,38 0,16 0,28 0,09 0,15

La composicién porcentual mostrada en la Tabla 4.14 fue calculada a través de la
ecuacion (28, anexo c), utilizando el area obtenida por cada valor de Rf y el area total en cada

réplica.

La cuantificacion del metabolismoBetulina no pudo realizarse de la misma forma que
en el caso de lupeol y B-sitosterol, ya que el mismo se encuentra en muy poca concentracion
dentro de la fraccién de la planta estudiada, por lo que se calcul6 el contenido porcentual de
betulina utilizando el valor del area obtenido de las areas bajo la curva de Rf perteneciente a
betulina y a los otros metabolitos contenidos en la fraccion RtR-K, conociendo que los
metabolitos cuantificados tienen Rf determinados bajo condiciones conocidas.El resultado
obtenido es similar al reportado en la literatura, por lo que es posible reportar un estimado del

contenido de betulina entre (3,70£0,27)-(5,44+0,28) % en el extracto metandlico de la planta.
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4.6.-Metodologia para la determinacién de inhibicion sobre la enzima glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa)
de las fracciones y subfracciones del extracto metandlico de las partes aéreas y raices de la

especie Ruellia tuberosa L .

4.6.1.- Preparacion de los microsomas.

Para la preparacién de los microsomas, fuente de la enzima, se utilizod el procedimiento descrito

por Marcucci y colaboradores (1983), Esquema 4.6.°"

Ratas Sprague Dawley
(180-200g9)

Higado
v

Homogenato de higado en
sacarosa 0,32M*

v
Centrifigar 20.000g
T=4-8°C, t=20min

I
v v

Liguido sobrenadante Sedimento

v
Ultracentrifuga 105.000g
T=4-8°C, t= 60min
l

v v
Sedimento Liquido
(microsomas) sobrenadante

\

Suspender en sacarosa 0,25 M**

\

Repartir en eppendorf y
almacenar a -80°C

*Sacarosa 0,32 M; MgCI2 3 Mm.
**Sacarosa 0,25 M; HEPES 5 Mm; MgCI2 1 Mm pH 6,5

Esquema 4.6. Procedimiento para el aislamiento de los Microsomas.?”!
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4.6.2.- Ensayo general sobre la G6Pasa.

Para determinar la actividad de las fracciones estudiadas sobre la enzima G6Pasa se utilizo la
metodologia descrita por Burchell y colaboradores (1991).[58] A continuacién se describe brevemente la

metodologia seguidadurante el ensayo sobreG6Pasa.

» Se utilizaron cuatro tubos de ensayo por cada fraccién que se probé (blanco, y triplicados), tanto
con histonas (+H) como sin ellas (—H).

> Para los ensayos Control se colocaron en cada tubo 40 pL del sustrato (G6P) mas 40 pL de agua
(o del solvente en que fue disuelto la fraccion a ensayar). Para los ensayos con la fraccion
analizada, se afiadio 40 uL de la solucion problema a la concentracion deseada en lugar de agua.

> Los microsomas se diluyeron hasta una concentracion final de 1 mg de proteina/mL, en sacarosa
0,25 M; 5 mM HEPES y 1mM de MgCl, (pH= 6,5).

» Los tubos de ensayo se colocaron en un bafio de temperatura controlada a 30°C.

» Posteriormente, se adicionaron 20 L de los microsomas a los triplicados y se incubé por 10 min.

» La reaccion se detuvo tubo por tubo, en el orden e intervalo de tiempo en que se colocaron los
microsomas, agregando 0,9 mL del reactivo de parada (heptamolibdato de amonio al 0,42% en
H,SO, 0,5M: SDS 5%: Acido ascorbico 10% en una proporcion de 6:2:1), incluyendo a los
blancos. Luego se afiadio 20 pL de los microsomas a los blancos.

» Se incubaron por unos 20 min, en un bafio de temperatura controlada a 46°C.

» Se determind la absorbancia a una longitud de onda de 820 nm.

> La actividad enziméatica se expresé en umoles de Pi/min/mg de proteina.

Para determinar la cantidad de fosfato liberado en la reaccion, se realizé una curva de calibracién
con un rango de concentracion de 0 a 75 nmol de Pi tomando alicuotas correspondientes de una solucion
madre de KH2PO4 1 mM, en un volumen final de 100 pL.
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Sustrato (G-6-P)

-H +H
v v v
Blanco Control Muestra a ensayar
-H +H -H +H -H +H
v
Incubacion: Microsomas
T=30 °C, t=10 min
Reactivo de Incubacion: Incubacion:
parada* T=30 °C, t=10 min T=30 °C, t=10 min
— Microsomas Reactivo de Reactivo de
parada* parada*

v l l
Incubacion: Incubacion: Incubacion:
T=46 °C, t=20 min T=46 °C, t=20 min T=46 °C, t=20 min
Medir absorbancia a Medir absorbancia a 820 Medir absorbancia a
820 nm nm 820 nm

-H: sin histonas

+H: con histonas

*Reactivo de parada: (NH4)sM07024 0,42% en H,SO4 0,5 M: SDS 5%: Acido Ascérbico 10% en una proporcion de
6:2:1.

Esquema 4.7. Ensayo general de inhibicion sobre la enzima G6Pasa.”

4.6.3.- Determinacioén de proteinas.

La cantidad de proteinas se determind siguiendo el procedimiento de Lowry y colaboradores
(1951),” modificado por Markwell y colaboradores (1978),°” que combina la reaccién de Biuret basada

en la unién de los enlaces peptidicos de las proteinas con los iones de cobre en medio alcalino y la
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reduccién del reactivo de Folin-Ciocalteus por los residuos de tirosina y triptéfano de las proteinas, ésta

reaccion intensifica el color del complejo cobre-proteina. (6]

En la determinacién de la concentracion de proteinas presentes en cada ensayo se elabor6é una
curva de calibracién con un rango de concentracién entre 25 y 100 ug/mL en un volumen final de 500 pL.
La cantidad de proteinas se estimd en base a una curva de calibraciéon usando albimina como proteina

patron de acuerdo al siguiente esquema:

Microsomas (20 uL)

480 pL de H,0

1,5 uL del reactivo de Lowry*
Reposo t=10 min

150 uL Folin-Ciocalteus/Agua (1:1)

Reposo t=40 min

!

Medir absorbancia a 660 nm

*Reactivo de Lowry: A+B (100:1)
A = NazCO3 2%, NaOH 0,4%, KNaC4H40s 0,16%, SDS 1%.
B= CUSO4'5H20 4%.

Esquema 4.8. Procedimiento para la cuantificacion de proteinas.lﬁo]
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4.6.4. Resultados de los ensayos de inhibicidon de las fracciones y subfracciones del extracto

metandlico de las partes aéreas y raices de la especie Ruellia tuberosa L.

Tabla 4.15.-Inhibicién de G6Pasa de las fracciones de Ruellia tuberosa L a 400 ppm.

Microsomas intactos (-H)

Microsomas rotos (+H)

Fraccién Tipo de compuesto ACE pb % Inh ACE pb % Inh
Control 4,36 + 0,79 8,48 £ 0,98

Rt Extracto metandlico 1,53 65 6,28 26
RtA Terpenos alifaticos 401+0 8 3,05+0 64
RtB Clorofilas/Terpenos 3,880 11 780 8
RtC Flavonoides 1,480 66 4920 42
RtD Flavonoides 1,26 £0 71 3,990 53
RtS Polifenoles/terpenos 2,18+ 0,48 0,038 50 4,83 £ 0,03 0,002 43
RtSac Terpenos aromaticos 1,83 +0,03 0,012 58 5,09 + 0,66 0,021 40
RtR Extracto metandlico 1,40 68 4,49 47
RtR-C Flavonoides/terpenos 1,66 £ 0 62 6,020 29
RtR-D Flavonoides/terpenos 1,57 £ 0 68 6,440 24
RtR-K Terpenos/esteroles 2,40 £ 0,22 0,026 45 6,44 + 0,02 0,008 24
RtR-N Flavonoides/terpenos 3,40 +£ 0,30 0,111 22 5,85+ 0,82 0,049 31
RtR-Nac Polifenoles 2,09 +0,48 0,037 52 4,92 +0,11 0,003 42
RtR-Norg Terpenos aromaticos 1,87 £ 0,01 0,013 57 4,92 +£1,02 0,042 42

Todos los ensayos se realizaron por triplicado. a) Actividad expresada en ,umolesPOi'/h/mg proteinas, b)

p es la significancia estadistica de los resultados y se interpreta entre mas pequefio el valor, mas

diferente son los resultados de las muestras con respecto a los resultados obtenidos por el control.

El extracto metandlico de las partes aéreas(Rt)presento una inhibicion de 65 y 26% de la

actividad de la enzima G6Pasa en microsomas intactos y rotos, respectivamente (Tabla 4.15), es decir, Rt

es 2,5 veces mas selectivo a inhibir a G6PT (conocido como el transportador T1 de G6Pasa), que a
G6PC (subunidad catalilica de G6Pasa), dicha selectividad en la inhibicion de G6PT disminuye a 1,45 al

utilizar el extracto metandlico de las raices (RtR).

G6PT es un polipéptido hidrofilico no glicosiladode 429 aminoacidos que forma parte del sistema

de la G6Pasa®®.La inhibicion de G6PTpor parte de Rt y RtR es equivalente,

con 65 vy
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68%,respectivamente, lo cual puede significar que el contenido hidrofilico polar en Rt y RtR, es
porcentualmente similar. Adicionalmente, Rt y RtR difieren en la afinidad para la inhibicion de G6PC,
siendo RtR 1,8 veces mas selectiva a inhibir G6PC que Rt. Sabiendo que G6PC es una glicoproteina
hidrofébical®®

de Rt.

,se puede inferir que el contenidoalifatico de RtR es mas afin a la inhibicion de G6PC que el

Por otro lado, a excepcién de RtA y RtR-N, los extractos metandlicos deRuellia tuberosa y sus

subfracciones tienen mayor selectividad (=1,24) a la inhibicion de G6PT que G6PC.

Se puede observar que las fracciones de Ruellia tuberosa L., provenientes de las partes aéreas
(RtC, RtD, RtS y RtSac), presentan un porcentaje de inhibicidn ligeramente mayor sin histonas que con
histonas, a excepcién de las fracciones RtC y RtD, en las cuales la diferencia es notable. Lo anterior
parece indicar que los compuestos que se encuentran en estas fracciones (flavonoides), son mas
efectivos para elinhibir G6PT que G6PC.

Las fracciones provenientes de las raices (RtR-C, RtR-D, RtR-K, RtR-N, RtR-Norg y RtR-Nac), se
encuentran divididas en cuanto a su porcentaje de inhibicién para G6PT y G6PC. Observandose asi que
gue, para las fracciones RtR-C, RtR-D y RtR-K, la inhibicion es selectiva hacia G6PT ya que los

porcentajes de inhibicidn para la G6PCson porcentajes bajos (<24%).

Por otro lado, las fracciones RtD y RtR-Dmostraron mayor porcentaje inhibicion de G6PT,
mientras que para la G6PC solo la fraccion proveniente de las partes aéreas posee una actividad
importante; ambas fracciones se obtuvieron de la porcion soluble en metanol-agua del extracto
metanolico, el cual fue posteriormente tratado con acetona, siendo la parte soluble de este
fraccionamiento la que dié lugar a RtD y RtR-D; esta separacion permitid obtener en fraccion enriquecida
en flavonoides posibles responsables de esta importante inhibicién de la actividad del sistema enzimatico
G6Pasa.

Adicionalmente, a 400 ppm, la fracciébn RtR-K, conformada mayoritariamente por triterpenos
(lupeol, betulina) y esteroles (B-sitosterol), presentd una inhibicion moderada sobre los transportadores
del sistema enzimatico G6Pasa(-H: 45%). Por otra parte, la fraccion RtB también contiene la misma
composicién triterpénica y esteroidal que RtR-K, ademas de clorofila, sin embargo, la inhibicion
observada para RtB de -H: 11% puede sugerir que las clorofilas que son la composicion mayoritaria,es

inactiva sobre laG6Pasa. Por otra parte, la actividad biol6gica de cada compuesto puro (muestras
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comerciales de lupeol, betulina y B-sitosterol) no se logré determinar, basicamente porque €stos no son

solubles en el medio de reaccién enzimatico, el cual consiste en soluciones acuosas de pH acido.

La fraccion RtR-C present6 una inhibicién importante del sistema enzimatico G6Pasa (-H: 62%),
los metabolitos secundarios en dicha fraccion fueron concentrados en la fraccion RtR-J (Esquema
4.4péag., 68) la cual presento el mismo comportamiento por HPLC que la fraccién RtR-L, ésta a su vez fue
fraccionada hasta obtener las fracciones RtR-Nac (-H: 52 %; +H: 42 %) y RtR-Norg (-H: 57 %; +H: 42
%)Esquema 4.5, las cuales presentaron una inhibicion similar entre si y ligeramente menor que RtR-C. La
actividad asociada a las fracciones RtR-Nac y RtR-Norg esta ligada a la composicién en comin entre

ambas los cuales son compuestos del tipo terpenos aromaticos.

Mediante andlisis por HPLC, se observd que la fraccién RtSac (Figura 54), contiene basicamente
la misma composicion polifendlica que RtS (Figura 53).Sin embargo, difieren en el contenido terpenos
aromaticos, lo cual se ve reflejado en el porcentaje de inhibicion determinado para cada una. Siendo 1,2
veces mas selectivo RtSac (-H: 58 %) para la inhibicion de G6PTque RtS (-H: 50%).

Las fracciones acuosas y organicas de las partes aéreas (RtSac) y de las raices (RtR-Nac y RtR-
Norg(Tabla 4.15), poseen porcentajes de inhibicion muy similares, tanto con histonas como sin histonas.
Las fracciones RtSac y RtR-Nac,obtenidas poruna separacién proveniente de la capa acuosa de los
sistemas de mezclas utilizados para el fraccionamiento, muestran porcentajes de inhibicion similares
(RtR-Nac -H: 52 %; +H: 42 % y RtSac -H: 58%; +H: 40%), lo que se puede indicar que ambas fracciones
se muestran 1,2 veces mas selectivas para la inhibicion de G6PT que para la inhibicién de G6PC. Por
HPLC, las fracciones RtR-Norg y RtR-Nac muestran composiciones distintas (Figura 52a), es decir, se
detectan terpenos aromaticos al igual que RtSac, por lo que no es extrafio encontrar que sus porcentajes
de inhibicién sean similares, mostrando mayor selectividad a la actividad sobre el transportador T1 que

sobre la subunidad catalitica.

Los extractos y fracciones de Ruellia tuberosa L. que fueron analizadas en este trabajo

muestraninhibicion de la G6Pasa, siendo mas selectiva hacia G6PT que G6PC, con lo cual se puede

confirmar el uso tradicional de esta planta para el tratamiento de la Diabetes Mellitus'?".
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5.- CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos y de la discusion de los mismos se plantean

las siguientes conclusiones:

1. El fraccionamiento realizado en las raices de Ruellia tuberosa L. para obtener
una fraccion enriguecida en compuestosterpenoidales fue efectivo, pues se
encontraron en la fraccion RtR-K los compuestos (3-sitosterol y lupeol como

compuestos mayoritarios.

2. El fraccionamiento realizado en las partes aéreas de Ruellia tuberosa L.
demostré que existen compuestos de tipo polifenoles y especificamente,

flavonoidales.

3. Los resultados del andlisis de reproducibilidad indican que el método es
preciso (%CV<5%). Los coeficientes de variacion de las medidas realizadas
son semejantes a los reportados en otros métodos de cuantificacion por
HPTLC.

4. El porcentaje de recuperacion del método para B-sitosterol en las raices de
Ruellia tuberosa L. se encuentra entre (98,3-102)% y es comparable a los
reportados en otras investigacionessobre CCFAE e indican que el método
permite cuantificar estos metabolitos con una exactitud relativamente alta.

5. La linealidad del método es alta (R? aproximadamente a 0,99), comparable a
otros métodos de CCFAE.

6. El método permitié determinar el porcentaje de B-sitosterol en (15,83+0,01-
17,37+£0,03)%, lupeol en (34,12+1,38 - 34,40+1,50)% vy betulina en
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(3,70+0,27 — 5,44+0,28) % en raices de Ruellia tuberosa L. de forma rapida,
econdémica y sencilla, en comparacion a otras técnicas cromatograficas como
HPLC.

. Se encontr6 que la fraccion RtR-K a 400ppm, presenté una inhibicion
moderada de: -H: 45%; +H: 24%. La fraccion RtR-C, a 400ppm present6 una
inhibicion importante deG6PTen el sistema G6Pasa (-H: 62%), indicando que
los metabolitos secundarios presentes en esta inhiben el paso de glucosa-6-

fosfato hacia el lumen del reticulo endoplasmatico.

. Las sub-fracciones de RtS se diferencia en que RtS,. se encuentra
enriquecida de compuestos de tipo polifenoles mientras que RtSyq, posee
compuestos de tipo terpenos aromaticos, esta diferencia se evidencia aun

mas porque RtS,. es 1,2 veces mas efectiva para inhibir G6PT que RtS.
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6. ANEXOS

A. Determinacioén de exactitud del método

La exactitud del método fue comprobado utilizando las placas de CCF realizadas
para la cuantificacion de B-sitosterol.Para esta determinacion, se utilizaron las

concentraciones de los patrones que se encuentran en la Tabla 4.4 de la pagina 89.

La concentracion experimental del patron [B-sitosterol]paren fue calculada

utilizando la siguiente ecuacion:

B-sitosterol parsn = = (8)

Siendo A, el area cada del patron a determinar su concentracion experimental,
obtenida en los densitogramas de la Figura;b, el punto de corte de la ecuaciéon de la

recta obtenido en la curva de calibracién para cada placa y;m la pendiente de la curva.

Luego de obtenida la concentracion experimental para cada placa de CCF que
se utilizé en la cuantificacion del metabolito se compar6 con la concentracion real del

mismo mediante la ecuacion (5) de la pagina 31 de esta trabajo de investigacion.

Los valores de las areas obtenidos en los densitogramas se observan en la

siguiente tabla A-1, asi como los valores de las curvas de calibracién obtenidas.



Tabla A-1. Réplicas de las areas obtenidas en los densitogramas para la determinacion
de la exactitud.

Patrones Area (UA)

(mg/L) A B c D
250 11290,740 11312,376 10941,790 12043,154
250 11518,447 11454,083 11306,205 11940,276
250 11158,447 11343,376 11199,790 12085,861
250 11513,861 11601,326 11394,033 11840,861

125 9861,790 9221,790 9120,962 9500,548
125 9996,083 9309,669 9297,255 9798,205
125 9742,255 9181,790 9210,376 9858,497
125 9808,962 9398,083 9554,790 9727,790
32 7927,083 6827,134 6664,134 8250,740
32 7983,255 6604,305 7244,598 7493,255
32 7592,134 6378,305 6903,012 7537,841
32 7924,962 6709,891 6725,548 7575,669

Parametros de la recta en cada réplica

m 15,896 21,741 20,675 19,472
b 7536,636 6162,365 6241,908 7162,699
r’ 0,9753 0,9792 0,9689 0,9899

Calculo de B-sitosterol (mg/L) a partir de la ecuacion de recta

X1 8599,841 7624,426 7509,010 8641,497
X2 8688,255 7508,134 7624,598 8267,962
X3 8370,841 7300,144 7383,012 8299,255
X4 8574,841 7599,719 7699,305 8282,719
Promedio 64,3 61,9 63,4 62,1
Error 0,9 0,3 0,6 0,4
Cv 1,4 0,5 0,9 0,6

A continuacion, se muestran las curvas de calibracion obtenidas con las areas de

los densitogramas utilizados para la determinacion de la exactitud.



14000 - Curvas de Calibracion de las Réplicas 1 de cada Placa
y = 15,251x + 7590,8
R?=0,9814
12000 - y = 20,36x + 6358,3
R?=0,9848
] y =19,341x + 6285,1
10000 R?=0,9713
y = 17,56x + 7549,1
8000 -~ R2=0,988
¢ PlacaA
6000 1 B PlacaB
Placa C
4000 - X PlacaD
——Lineal (Placa A)
2000 + —Lineal (Placa B)
——Lineal (Placa C)
0 ' ' ' ' ' ——Lineal (Placa D)
0 50 100 150 200 250 300
14000 - Curvas de Calibracion de las Réplicas 2 de cada Placa
12000 - y = 15,992x + 7663,1
10000 - v=5138873%143
v= B 0301807
8000 - y= 2'51519)(917 01,1
2 R? = 0,9889
6000 - ¢ PlacaA
4000 -
M PlacaB
2000 -
Placa C
O T T T T T 1
X PlacaD

0 50 100 150 200 250 300




14000 ~ Curva de Calibracion de las Réplicas 3 de cada Placa
12000 - y = 16,079x + 7316,2
- R?=0,9594
10000 - y =22,47x +5919,4
R?=0,9749
i y =21,727x + 5985,4
8000 R2 = 0,9665
y = 20,693x + 7020,1
6000 - = R2 = 0,9907
4000 - & PlacaA
2000 - B PlacaB
0 T T T T T 1
Placa C
0 50 100 150 200 250 300
Curva de Calibracion de las Réplicas 4 de cada Placa
14000 - y = 16,306x + 7537,1
R?=0,9872
12000 - y=22,17x + 6228,7
R?=0,98
10000 - y =21,042x + 6370,1
R?= 0,958
y = 19,417x + 7080,6
8000 - R?=0,992
6000 - o & PlacaA
4000 - B PlacaB
2000 - Placa C
0 T T T T T 1
X PlacaD
0 50 100 150 200 250 300

A continuacion, se muestran los graficos donde se comparan las réplicas
porplaca de CCF para esta determinacion. Asi, es posible observar la reproducibilidad

de los resultados para una determinacion cuantitativa.



200.000

180.000
160.000
140.000
120.000 @ Replica 1 de Placa A
100.000 M Replica 2 de Placa A
80.000 A Replica 3 de Placa A
60.000
40.000 X Replica 4 de Placa A
20.000
0 T T 1
0 200 400 600
180.000
160.000
140.000
120.000
@ Replica 1de Placa B
100.000
80.000 M Replica 2 de Placa B
60.000 A Replica3 dePlacaB
40.000 X Replica 4 de Placa B
20.000
0 T T 1
0 200 400 600
250.000
200.000 -
150.000 - @ ReplicaldePlacaC
M Replica 2 de Placa C
100.000 + A Replica 3 de Placa C
50.000 X Replica 4 de Placa C
0 T T 1

0 200 400 600




200.000
180.000
160.000
140.000
120.000
100.000
80.000
60.000
40.000
20.000
0 T T 1

@ Replica 1 de PlacaD
M Replica 2 de Placa D
A Replica 3 dePlacaD
X Replica 4 de Placa D

B. Cuantificacion de lupeol en RtR-K

Las soluciones madres de lupeol y RtR-K fueron preparadas utilizando los datos
gue se encuentran en la Tabla 4.1 de la pagina 68.

La concentracion M . de las soluciones madres, el error propagado s y; . y el

coeficiente de variacion (CV) fueron calculados utilizando las ecuaciones (9), (10) y

(11), respectivamente.

1 1000mL
x
Vafnrn{m]-‘) 1L

m
M ¢ Tg =mg Mx (9)

mg S"'"amru " Smt’-muustra -
g = Mg — % + 10
ME% * L Vasoro MEmuestra { )
5 mg
] C T



La masa de las muestras fue calculada por diferencia de masas (al 0,1 mg mas
cercano), de modo que el error en la determinacion de la masa viene dado por la

ecuacion (12).

2 2
S"'Hrnuf:&:lru - S""E'-"‘afirl-ﬂl * S"”a-“‘?inir;iu] (12)

Sabiendo que las medidas de masas (inicial y final) se realizaron en una balanza
analitica de precisién + 0,1 mg, al sustituir estos valores en la ecuacion [A4], se tiene

que el error de la masa obtenida esta representado por la ecuacion (13):

S = 01mg?*+ 01mg?*= 0,02mg (13)

MEmuestra

Las concentraciones de las soluciones preparadas para construir la curva
de calibracién, se calcularon utilizando la ecuacion (14), y para el calculo de su
desviacion estandar, se utilizo la ecuacion (15). Los resultados se observan en la tabla

4.4, pagina 73.
mg Vall’cuota {mL}
Lupeol yjjusda= Lupeol  — ——-—— (14
p diluida p L L Varoro (ML) (14)
5 = Lupeol diluida mg b, SVatura I SVaticuats o+ S Lupeol concentrade ’ (15)
F Lupeol diluida p L Vators TA— Lupeol concentrada



A continuacién, se muestran las réplicas de los densitogramas obtenidos para la
placa de la Figura 60(pag. 73), utilizada en la cuantificacién de lupeol. En la Tabla 4.5,
(pag. 74), se aprecian las areas de los picos de los densitogramas para cada placa. Se
realizaron 4 réplicas por cada placa, para obtener 4 resultados de areas por cada
concentracion del estandar utilizado al igual que para la muestra, obteniéndose las
Figuras B-1, B-2 y B-3.

a) b)

c) d)

Figura B-1 .- Replicas de los densitogramas obtenidos para la placa 60a, pag. 73. Con los

diferentes fondos de placa.
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Figura B-2.- Réplicas de los densitogramas obtenidos para la placa 60b, pag. 73. Con los diferentes

fondos de placa
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Figura B-3.- Replicas de los densitogramas obtenidos para la figura 60c, pag. 73 con diferentes fondos

de placa.

Empleando el método de minimos cuadrados en el programa Microsoft Excel, se
graficé el area en funcién de la concentracion de los patrones de lupeol para cada placa
cromatografica. Usando todos los valores de area (Figuras B-1 al B-3) y el promedio de

los valores del area, se obtuvo la siguiente ecuacion de recta en ambos casos:

mg
A =m- Lupeol T +b (16)

Dénde A, es el area bajo la curva medida en unidades de area (ua), m, es la

pendiente de la curva expresada en (ua/ppm), y b, el punto de corte expresado en ua.
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En cada serie de medidas se determiné los pardmetros de la linea recta, por minimos
cuadrados, que cumple con la ecuacion (16), los cuales varian entre si sélo en los
errores de la pendiente y el punto de corte asi como en el valor de R?. Al utilizar los
valores promedios, se obtuvo un R* mas cercano a la unidad que alutilizar los valores

de cada réplica, TablaB-4.

Tabla B-1: Resultados de la placa a de los parametros de la curva de calibracion y

concentracion obtenida de lupeol en la fraccion RtR-K.

Parametros de la recta en cada réplica

m 15,73 14,66 16,91 15,63
b 3869 4168 3823 3855
r2 0,9968 0,9965 0,9960 0,9932

Calculo de Lupeol (mg/L) a partir de la ecuacién de recta

X1 129,35 129,01 129,23 130,85
X2 129,41 131,38 129,23 130,91
X3 129,19 131,38 129,36 130,92
X4 129,35 131,38 129,34 130,91
Promedio 129,33 130,79 129,29 130,90
Error 0,09 1,18 0,07 0,03

CV (%) 0,07 0,90 0,05 0,02
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Tabla B-2: Resultados de la placa 2 de los parametros de la curva de calibracion y

concentracion obtenida de lupeol en la fraccion RtR-K.

Parametros de la recta en cada réplica

m 24,93 26,01 22,71 25,55

b 4095 4306 4647 4321

r’ 0,9929 0,9946 0,9967 0,9926
Calculo de Lupeol (mg/L) a partir de la ecuacién de recta

X1 130,30 127,98 129,48 129,13
Xz 131,17 127,98 129,48 129,13
X3 130,49 127,31 125,77 129,15
X4 130,49 127,31 129,48 129,19
Promedio 130,61 127,64 128,55 129,15
Error 0,38 0,38 1,86 0,03
CV (%) 0,29 0,30 1,44 0,02
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Tabla B-3: Resultados de la placa 3 de los parametros de la curva de calibracion y

concentracion obtenida de lupeol en la fraccion RtR-K.

Parametros de la recta en cada réplica

m 24,80 26,22 23,90
b 4440 4401 4787
r2 0,9923 0,9974 0,9990

Calculo de Lupeol (mg/L) a partir de la ecuacioén de recta

X1 131,08 129,10 128,84
X2 128,04 129,10 129,25
X3 129,65 129,22 129,25
X4 129,09 129,10 129,67
Promedio 129,46 129,13 129,25
Error 1,27 0,06 0,34

CV (%) 0,98 0,04 0,26

22,44
4757

0,9980

129,36
129,40
129,24
129,40
129,35
0,07

0,06
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Tabla B-4. Parametros de las rectas obtenidas durante la cuantificacion de lupeol en

RtR-K por densitometria Optica.

Datos Pendiente Punto de corte R*
Figura 63a
Réplicas 15,73 £ 0,55 3930 + 77 0,9877
Promedio 15,73 £ 0,58 3930 + 81 0,9986
Figura 63b
Réplicas 24,79 £ 0,97 4343 + 135 0,9851
Promedio 24,79+1,84 4343 + 256 0,9945
Figura 63c
Réplicas 24,33+ 0,76 4597 + 106 0,9902
Promedio 24,33 + 1,29 4597 + 180 0,9972

Debido a que el andlisis de residuales (Figura B-4), produce una distribucion de

los residuos alrededor del eje horizontal, se concluye que los errores cometidos durante

la adquisicion de la data de area (Tabla 4.3, pag., 85), son aleatorios, lo cual implica

gue no hay errores asociados al analista u operador.

a) Datos de la CCF en Fig., 63a

A =15,73¢[Lupeol] + 3930

7000 R2=0,9877
<
3 6000 -
«
<
<

5000 - (o]

Anedia = 15,73¢[Lupeol]egia + 3930
R2=0,9986
4000

0 50 100 150 200 250

[Lupeol] (mg/L)

Residuos

b) Andlisis de residuales en CCF de

Fig., 63a
300 -
*
200 -
100 - L g *

0 ‘ < .
1000 o 1({) 200 300
* *

-200 -

[Lupeol] (mg/L)
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C) Datos de la CCF en Fig., 63b d) Analisis de residuales en CCF de

Fig., 63b
200 :
9000 1 A =24,79¢[Lupeol] + 4343 ¢
_ R2=0,9851 Y TS
©
3 g 0 T T T &
o 2 # 1% 150 200
£ 7000 - 4
< © 200 -
Aot = 26 79[LUPEOI], ogia + 4343 *
Rz = 0,9945 400 *
5000 T T T T ) [Lupeol] (mg/L)
0 50 100 150 200 250
[Lupeol] (mg/L)
€) Datos de la CCF en Fig., 63¢ f) Analisis de residuales en CCF de
Fig., 63c
A = 24,33¢[Lupeol] + 4597
9000 - R?=0,9902 200 - R *
L 4
< g &
3 E 0 ¢ . . r
o @ 50 100 150 200
£ 7000 - e
200 4 @
Annedia = 24,33[LUPEOI], ogi + 4597 .
R2=0,9972 2
-400 -
5000 T T T T ) Lupeol] (mg/L)
0 50 100 150 200 250

[Lupeol] (mg/L)

Figura B-4. Curvas de calibracién y analisis de residuales de los datos obtenidos en la cuantificacion

de lupeol en la muestra RtR-K de (378 + 4) ppm.

La concentracion de lupeol (Tabla 4.5) en la muestra RtR-K, de (378 + 4) ppm,
fue calculada a través de la ecuacion (17), proveniente de la ecuacion (16). Para ello,
se utilizaron los valores de area de RtR-K obtenidos en las placas cromatograficas de la

Figura 63, reportadas en laTabla 4.3.
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mg Agip-x —b mg
L ] — = ——— — (17
upeo L - L (17)

Seguidamente, se calculé el error propagado de la concentracion de lupeol

empleando la ecuacion (18).

2

mg SI:."i.mH_H bl “ Sm
| — = Lupeol — ~ SREE 4 T 18
SLupr_ui L upeo L ARLH K_b I: }

Por otra parte, se determind el contenido porcentual de lupeol a través de las

ecuaciones (19) y (20) (Tabla 4.5).

Lupeol gip-k

% Lupeol gip-x % = RIR—K *100% (19)
- SlLUFH’.‘UilRLH-H s S Hii=K s
Sop[Lupeollpipk 70 = % Lupeol gip-g % X Lupeol g x RIR—K (20)

Los resultados de los calculos para los valores de porcentaje de lupeol en la

fraccion RtR-K se muestran en la Tabla 4.7, de la pagina 75.
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C. Cuantificacion de B-sitosterol

Analogamente a la cuantificacién de lupeol, se realiz6 la cuantificacion de (-
sitosterol;las soluciones madre de [-sitosterol y RtR-K, fueron preparadas por
disolucion en THF (Tabla 4.1, pag. 68). A partir de la solucion madre de (-sitosterol se
prepararon los patrones, para realizar la curva de calibracién, por dilucién de la solucion
madre en THF (Tabla 4.4, pag. 73), donde la concentraciébn y su error fueron
determinados a través de las ecuaciones (21) y (22). Para realizar la curva de
calibracion directa, se determind el area por cuadruplicado (Tabla 4.9, pag. 78) de
cuatro placas cromatograficas desarrolladas con AN-6 (Figura 61, pag. 77) y reveladas
con anisaldehido- 4cido sulfurico. En las figuras C-1 a C-4, se muestra un densitograma
obtenido para las placas cromatogréaficas de la figura 61. Cada placa cromatografica
contiene 3 pL de la muestra RtR-K de (1000 + 7) ppm y 5 pL de los patrones de [3-

sitosterol indicados en la tabla 4.4.

mg Valicuota (md})

-sitosterol diluida=[B — sitosteroljy — —— (21
B [B IL L \/}]rﬂl'll{m]-‘} { }

2

. o mg SWala : Swaileine : S Lupesl concentrada
=F P-sitosterel diluida = B-SltOSteI‘Ol diluida ] = o I I : ':223
L Varars Valeiota Lupeol concentrada
a) b)
250 6201.0135 250
5664.8288 5237.8874 6479.0789 137,489

| 4490.2568 5726.6651

200 5871.5405 200

5153.5203 g971 2261

33
S
P
Q
3

o
S

Densidad Optica

Densidad Optica

o
o
«
S

P4 P3 P2 P1 RtR-K P4 P3 P2 P1 RtR-K

c) d)
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Figura C-1.- Replicas de los densitogramas obtenidos para la placa 1a de la Figura 64, diferentes

fondos
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4912.9444

Figura C-2.- Replicas de los densitogramas obtenidos

P4 P3 P2 P1 RtR-K

para la placa 1b de la Figura 64: con
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diferentes fondos de placa.
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b)

5942.7201
5403.2286 7068.9594
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7119.0455

P2 P1 RtR-K

d)

5638.3427
5136.2028

6899.2692

P4

P2 P1 RtR-K

Figura C-3.- Replicas de los densitogramas obtenidos para la placa 1c de la Figura 64: con

diferentes fondos de placa.

a)

b)
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Figura C-4.- Replicas de los densitogramas obtenidos para la placa 1d de la Figura 64: con

diferentes fondos de placa.

Empleando el método de minimos cuadrados en el programa Microsoft
Excel, se grafico el area en funcion de la concentracion de los patrones de B-
sitosterol para cada placa cromatografica. Usando todos los valores de éarea
(Figuras C-1 al C-4), y el promedio de los valores de esas area,se obtuvo la

ecuacion de recta en ambos casos que se muestra en la Tabla C-5:

m
A =m- B-sitosterol Tg +b (23]
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Dénde: A es el area bajo la curva medida en unidades de area (ua); m es la
pendiente de la curva expresada en (ua/ppm); b es el punto de corte expresada en
ua.En cada serie de medidas se determino los parametros de la linea recta por
minimos cuadrados que cumple con la ecuacion (23), los cuales varian entre si
sélo en los errores de la pendiente y el punto de corte. Los valores de r? fueron
practicamente iguales en ambos casos y son cercanos a la unidad, tabla C-5.

Debido a que el andlisis de residuales (Figura C-5) produce una distribucion
de los residuos alrededor del eje horizontal, se concluye que los errores cometidos
durante la adquisicion de la data de area (Tabla 4.7) son aleatorios, lo cual implica

gue no hay errores asociados al analista u operador.
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Tabla C-1. Réplicas para una misma placa cromatogréfica, Figura6la.

Patrones

(mg/L)

RtR-K
RtR-K
RtR-K
RtR-K

m
b
r2

X1
X2
X3
X4

250
250
250
250
125
125
125
125
63
63
63
63
32
32
32
32

Promedio

Error

Area (UA)

Al A2 A3 Ad
6201,0135 6479,0789 6731,4381 7176,6295
6201,0135 6479,0789 6736,9714 7193,2308
6195,7973 6451,1411 6745,4476 7176,6295
6201,0135 6479,0789 6736,9714 7203,1667
5664,8288 6137,4892 6324,1976 6839,1731
5651,6306 6137,4892 6333,3357 6848,7500
5651,6306 6127,3122 6324,1976 6839,1731
5651,6306 6127,3122 6314,6167 6839,1731
5237,8874 5726,6651 5895,4714 6449,6179
5234,0450 5716,4809 5885,0571 6439,9615
5259,1532 5713,4043 5885,0571 6414,7641
5246,3739 5726,6651 5873,4714 6428,1436
4490,2568 5153,5203 5142,4000 5614,0615
4515,2297 5043,4258 5154,9616 5667,6795
4499,9865 5076,2416 5154,9616 5634,9833
4505,5000 5043,4258 5154,9619 5634,9833
5871,5405 6271,2261 6338,5857 6863,8936
5871,5405 6202,3469 6378,7667 6884,2333
5871,5405 6251,1974 6376,4667 6904,8949
5856,0135 6251,1974 6378,7667 6863,8936

Parametros de la recta en cada réplica

4,98 3,82 4,37 3,84
4972 5551 5678 6260
0,9878 0,9403 0,9572 0,9434

Calculo de B-sitosterol (mg/L) a partir de la ecuacién de recta
180,46 188,61 151,26 157,23
180,46 170,57 160,46 162,53
180,46 183,36 159,93 167,91
177,34 183,36 160,46 157,23
179,7 181,5 158,0 161,2
1,6 7,7 4,5 51
0,87 4,23 2,86 3,17

Cv
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a) el patrén P1 de 32 ppm representd un dato anémalo en el comportamiento de
r2Tabla C-2. Réplicas para una misma placa cromatografica, Figura61b.

Patrones Area (UA)
(mg/L.) Al A2 A3 A4
250 7044,5277 7243,1115 7566,7649 7880,0709
250 7021,2785 7253,6368 7566,7649 7880,0709
250 7027,1482 7253,6368 7556,6609 7868,9157
250 7017,0441 7243,1115 7572,3015 7889,8027
125 5846,8846 6082,7128 6441,1102 6841,9119
125 5841,2205 6081,4527 6453,1301 6851,8467
125 5835,0067 6071,9595 6435,2581 6820,5575
125 5841,2205 6095,2027 6453,1301 6833,8563
63 4329,5503 4523,7551 4814,1557 5137,4176

63 4332,3687 4538,3834 4801,3501 5132,705
63 4327,6892 4507,223 4801,3501 5141,9291
63 4327,6892 4514,625 4801,3501 5132,705
32 4121,8841 4309,5051 4600,4728 4912,9444
32 4127,4026 4308,397 4608,0183 4905,0843
32 4127,4026 4308,397 4600,4728 4912,9444
32 4135,2349 4317,8159 4610,6907 4912,9444
RtR-K 5840,9682 6016,1410 6223,1181 6492,9320
RtR-K 5840,9682 6020,1157 6223,1181 6492,9320
RtR-K 5831,3636 6020,1157 6223,1181 6485,9914
RtR-K 5840,9682 6016,1410 6223,1181 6485,9914

Parametros de la recta en cada réplica

m 13,65 13,81 13,95 13,94
b 3595 3775 4058 4376
r2 0,9952 0,9954 0,9949 0,9960

Calculo de B-sitosterol (mg/L) a partir de la ecuacién de recta

X1 164,55 162,26 155,27 151,89
X2 164,55 162,55 155,27 151,89
X3 163,85 162,55 155,27 151,39
X4 164,55 162,26 155,27 151,39
Promedio 164,4 162,4 155,3 151,6
Error 0,4 0,2 0,0 0,3

Cv 0,21 0,10 0,00 0,19




el patrén P3; de125 ppm representé un dato anémalo en el comportamiento de r?
Tabla C-3. Réplicas para una misma placa cromatogréfica, Fig 61c

Patrones Area (UA)
(mg/L.) Al A2 A3 A4
250 7807,4236 8010,7714 7511,8738 8070,9388
250 7768,0148 7983,9808 7508,6595 8049,4948
250 7768,0148 8010,7714 7511,8738 8043,278
250 7802,1182 7997,9338 7524,6786 8070,9388
7196,9483 7273,1838 6502,4857 7119,0455
7179,1626 7273,1838 6494,5667 7128,7063
7196,9483 7284,5812 6494,5667 7119,0455
7196,9483 7273,1838 6496,8119 7119,0455
63 5870,1823 5942,7201 5100,5238 5638,3427
63 5869,7118 5899,1538 5100,5238 5662,4336
63 5906,9212 5956,1624 5097,1167 5676,3042
63 5906,9212 5883,4466 5092,7881 5650,6573
32 5417,5222 5403,2286 4622,4714 5136,2028
32 5386,234 5393,0791 4622,8095 5115,3986
32 5402,5099 5381,5641 4626,5857 5126,7832
32 5417,5222 5393,0791 4630,4048 5146,5105

RtR-K 7002,7044 7086,9594 6346,7048 6899,2692
RtR-K 7002,7044 7051,9637 6357,7452 6916,1311
RtR-K 7002,7044 7051,9637 6334,3881 6899,2692
RtR-K 6979,7118 7051,9637 6357,7452 6913,1503

Parametros de la recta en cada réplicaa

m 10,61 11,63 13,09 13,18
b 5142 5103 4244 4770
r2 0,9960 0,9960 0,9995 0,9985

Calculo de B-sitosterol (mg/L) a partir de la ecuacién de recta

X1 175,31 170,57 160,67 161,59
X2 175,31 167,56 161,52 162,87
X3 175,31 167,56 159,73 161,59
X4 173,14 167,56 161,52 162,65
Promedio 174,8 168,3 160,9 162,2
Error 1,1 15 0,9 0,7

Cv 0,62 0,89 0,53 0,42




a) el patrén P3de 125 ppm representé un dato anémalo en el comportamiento de r?
Tabla C-4. Réplicas para una misma placa cromatografica, Fig 61d

Patrones Area (UA)
(mg/L.) Al A2 A3 A4
250 7394,3008 6605,9132 7441,6989 7187,2486
250 7374,9945 6614,1725 7441,6989 7223,5302
250 7374,9945 6621,9890 7471,6837 7223,5302
250 7366,3132 6621,9890 7451,1004 7223,5302
125 6770,8049 5911,4868 6905,4621 6557,7888
125 6766,1951 5905,7973 6897,8598 6543,7823
125 6770,8049 5914,6544 6909,5871 6551,4555
125 6759,8049 5920,3440 6885,7992 6551,4555
63 6042,5632 5106,8313 6238,9621 5757,6667
63 6042,5632 5097,4451 6238,9621 5747,5797
63 6042,5632 5106,867 6254,2765 5746,2371
63 6053,8970 5116,2533 6254,2765 5757,4274
32 5406,4396 4484,1967 5678,8371 5070,5374
32 5399,8049 4485,9209 5678,8371 5064,7385
32 5423,4258 4502,5253 5678,8371 5077,2040
32 5413,0330 4502,5253 5643,4394 5070,5374

RtR-K 6780,9093 5905,1956 6984,8636 6487,9741
RtR-K 6775,2692 5894,7484 6993,3049 6495,6236
RtR-K 6780,9093 5899,8956 6979,7197 6507,4684
RtR-K 6768,4890 5905,1956 7013,5417 6495,6236

Parametros de la recta en cada réplica

m 8,33 9,12 7,54 9,10
b 5322 4359 5591 4968
r2 0,9642 0,9767 0,9637 0,9661

Calculo de B-sitosterol (mg/L) a partir de la ecuacién de recta

X1 175,16 169,55 184,89 167,04
X2 174,48 168,41 186,01 167,88
X3 175,16 168,97 184,21 169,18
X4 173,67 169,55 188,70 167,88
Promedio 174,6 169,1 186,0 168,0
Error 0,7 0,5 2,0 0,9

Cv 0,41 0,32 1,06 0,53
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a) el patrdén P; de 125 ppm representé un dato anémalo en el comportamiento de r’

Tabla C-5. Parametros de las rectas obtenidas durante la cuantificacion de [3-

sitosterol en RtR-K por densitometria Optica.

Datos Pendiente Punto de corte R*
Figura 61a
Réplicas 4,26 + 0,27 5615 + 44 0,9623
Promedio 4,26 +£0,84 5615 + 139 0,9624
Figura 61b
Réplicas 13,85 + 0,30 3950 * 45 0,9953
Promedio 13,85+ 0,95 3950 + 142 0,9954
Figura 61c
Réplicas 12,14 £ 0,17 4814 + 26 0,9980
Promedio 12,14 £ 0,53 4814 + 80 0,9981
Figura 61d
Réplica 8,53 + 0,49 5059 + 73 0,9684
Promedio 8,53+1,54 5059 + 231 0,9684

a) Datos de la CCF en la Fig., A-20a
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Figura C-5. Curvas de calibracién y analisis de residuales de los datos obtenidos en la

cuantificacion dep-sitosterol en la muestra RtR-K de (1000 + 7) ppm. (continda).
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Figura C-5.Continuacién

La concentracion de B-sitosterol (Tabla 4.10, pag. 79) en la muestra RtR-K,
de (1000 = 7) ppm, fue calculada a través de la ecuaciéon (24), proveniente de la
ecuacion (23). Para ello, se utilizaron los valores de area de RtR-K obtenidos en las

placas cromatograficas de la Figura 61 reportadas en la Tabla 4.9.

. mg Apip-g —b mg
-sitosterol — = ——— — (24
[B-sitostero T T (24

Seguidamente, se calculdé el error propagado de la concentracion de -

sitosterol empleando la ecuacion (25).

me i mg S(Artr-k—h) . Sm o
S f-sitosteral T = B‘SltOSteI'Ol T ﬁ -4 E (25)
RtR—-K

Por otra parte, se determind el contenido porcentual de B-sitosterol a traves
de las ecuaciones (26) y (27) (Tabla 4.11, pag. 79).

] B — sitosterol gip-g
% B — sitosterol gip-x % = RIR—K % 100% (26)

S||I-s'i1|_|1.'l;¢|'r|l!mﬂ K . S Rti-K
B-sitosterol gk RtR —K

Soo|-sitosterelpen e 70 = % P-sitosterol pip-g % * (27}
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D. Cuantificacion de Betulina en las fracciéon RtR-K

La cuantificacion de este metabolito se realiz6 a partir de las areas obtenidas
de las placas que se observan en la Figura 62(pag., 81). El céalculo de la
concentracion de betulina en la fraccion se realizé apartir de la siguiente ecuacion
(28):

manchag,

% manchag, = % 100% (28)

Area total

Los datos de las &reas de cada una de las manchas observadas en las
placas de la figura 62 se encuentran reportadas en la Tabla 4.13(pag., 82) y los
porcentajes de betulina en la fraccion RtR-K se encuentra documentada en la Tabla
4.13.

A continuacion, se muestran los densitogramas de donde se obtuvieron los
valores de las areas que fueron utilizadas para calcular la concentracién de betulina

en la fraccion RtR-K.
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b) Réplica 2

a) Réplica 1

6SSL°TCET o
&
LY9T'T9ST
eulmag
6201069 |oJ2150315-¢
[0oadn] 5:
S9LL°6TSTT ©
€G€9'STOE
S9L6'9T0%
6208°7/L8S
=ealy o
—
o o o o o o
wn Q N o n
~ ~ — —
edl3do pepisuaq
88SY'8EET 10
8TTL S99T
T8B8S'0ETT
eulmag
6SSE°T69Y
|043150215-¢
16adnq 1w
9LTT'6THTT c
90£6°S06T
9LTE VYTV
9LLL tUbS
=ealy iK=}
. —
o o o o
LN o N o o
~ ~ — — n o

eondo pepisuag

Rf

c¢) Réplica 3

TvT90eT

V6L8°CTVT

8T9T'SSTT eulniag

8TITT'LELY |o1a350315-¢|
|oadni
CT66'SLSTT
9046°S06C
Y81 vLOY
o o o
wn o n
o~ N —

eondo pepisuag

0,5

1,0

Rf

, B-sitosterol y

-1. Densitogramas obtenidos para la cuantificacién porcentual de lupeol

Figura D

betulina en la CCF de la Figura 63a.



