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RESUMEN

En la presente investigacion se realizo el estudio fitoquimico de las partes aéreas de la
especie Lepechinia radula, la misma que fue recolectada en el cantén Celica, provincia de
Loja. Se obtuvo extractos de acetato de etilo y metanol. Mediante técnicas espectroscopicas
NMR, CG-EM y corroborando con literatura del extracto desclorofilado de AcOEt se
identific6 un sesquiterpeno oxigenado llamado spathulenol (1), un diterpeno abiatane
Acido Angustanoico E (2) y un flavonoide 5-hydroxy-4’,7-dimethoxy flavone (3). La
actividad antimicrobiana se determind mediante Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). Los
extractos obtenidos fueron inactivos contra Candida albicans, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli y Micrococcus luteus. El extracto de acetato de etilo
presentd una actividad inhibitoria buena sobre a-glucosidasa con un valor de I1Cs, de 35,47
pug/mL, mientras que el extracto de Metanol presenta una actividad inhibitoria débil con un
valor de I1Csode 149,43 pg/mL.

Palabras claves: Lepechinia radula, Spathulenol, Acido Angustanoico E, 5-hydroxy-4’,7-

dimethoxy flavone, CMI.



ABSTRACT

In the present investigation, the phytochemical study of the aerial parts of the species
Lepechinia radula collected in Celica, Loja province. Ethyl acetate and methanol extracts
were obtained. The structures out the compounds were identified by spectroscopic
techniqgues NMR, GC-MS data and corroborated by literature. The AcOEt extract were
identified an oxygenated sesquiterpene spathulenol (1), a diterpene abiatane Angustanoic
acid E (2) and a flavonoid 5-hydroxy-4', 7-dimethoxy flavone (3). The antibacterial
activities was determined by Minimum Inhibition Concentration (MIC). The total extracts were
inactive against Candida albicans, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli and Micrococcus luteus. The ethyl acetate extract showed good inhibitory
activity on a-glucosidasa with an ICsq value of 35.47 ug/mL, while the Methanol extract

showed weak inhibitory activity with an 1Cs, value of 149.43 ug/mL.

Keywords: Lepechinia radula, Spathulenol, Angustanoic acid E, 5-hydroxy-4’, 7-dimethoxy

flavone, MIC.



INTRODUCCION

Una de las mayores preocupaciones para la humanidad ha sido mantener la salud, el
descubrimiento de nuevas enfermedades ha motivado al hombre a buscar una solucion para
estas dolencias y ha sido a través del ensayo con plantas, empezando asi con el estudio
cientifico de las plantas y sus componentes quimicos con propiedades medicinales (Butler,
2004). Para el estudio de plantas medicinales se debe comprender una serie de
investigaciones: etnobotanicas y etnofarmacoldgicas para conocer el uso tradicional y los
efectos de las plantas que poseen propiedades medicinales, actividad biologica para
comprobar cientificamente el uso terapéutico por ensayos in vitro o in vivo, estudio
fitoquimico para determinar cualitativamente los principales grupos quimicos presentes en la
planta a partir del fraccionamiento de extractos de la planta, estudio de toxicidad y
citotoxicidad de posibles efectos toxicos, y el desarrollo de un producto fitoterapéutico a

partir de los extractos o compuestos activos (Butler, 2004; Dominguez, 1988).

Segun la OMS, el 80% de la poblacibn mundial utiliza remedios naturales y medicina
tradicional, y Ecuador no es la excepcién (Roy, 1992). Ecuador se considera uno de los
paises con mayor diversidad en el mundo y donde la poblaciéon local mantiene sus
tradiciones ancestrales en el uso de remedios naturales. Cuenta con mas de 17.000
especies de plantas vasculares de las cuales 5.172 son Utiles, de estas 3.118 son usadas
con fines medicinales de las cuales el 75% de estas son especies nativas y el 11% son
plantas introducidas (Vasconez & Hofstede, 2006). Por este motivo en nuestro pais se estan
desarrollando estudios fitoquimicos y farmacolégicos de productos naturales a base de
plantas medicinales, las cuales son utilizadas como materia prima para la producciéon de

extractos o el aislamiento de sustancias naturales puras (Hart, 2015).

La familia Lamiaceae son ampliamente utilizadas en medicina, son de interés farmacolégico
como agentes espasmoliticos, expectorantes, antipiréticos y bactericidas. Flavonoides,
terpenoides y alcaloides han sido extraidos de esta familia (Milevskaya, Temerdashev,
Butylskaya, & Kiseleva, 2017). Previas investigaciones farmacolégicos del género
Lepechinia y se ha reportado efectos hipoglucémicos, vasorelaxantes, actividad antioxidante
y antibacteriana (Morocho et al., 2017). Tanto sesquiterpenos, diterpenos y flavonoides han
sido aislados de diferentes especies de este género (Delgado et al., 2014). La especie
Lepechinia radula es un arbusto nativo de la region andina del Ecuador, se encuentra en las

provincias de Azuay y Loja (Jorgensen, 2003).

El propdsito de este estudio es contribuir al conocimiento de la composicion fitoquimica, las
propiedades fisicas y la actividad biologica de la parte no volatil de la especie Lepechinia

radula (Benth.) Epling.
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1.1. Medicina Tradicional

La medicina tradicional hace referencia a cualquier practica del cuidado de la salud antigua y
culturalmente diferente de la medicina cientifica, es considerada como practica indigena, no
ortodoxa o alternativa y en gran parte utilizada por comunidades de diferentes culturas
(Dery, Otsyina, & Ng’atigwa, 1999).

El uso de la medicina tradicional en el tratamiento de enfermedades, se ha llevado a cabo
desde tiempos ancestrales y ha demostrado que es una de las mejores opciones para
beneficiar a las personas y comunidades que conservan su valor y uso cultural de las

plantas medicinales (Ginebra, 2005).

La OMS define medicina tradicional como précticas, enfoques, conocimientos y creencias
que incorporan medicamentos basados en plantas, animales y minerales, terapias
espirituales, técnicas manuales y ejercicios aplicados para tratar, diagnosticar y prevenir
enfermedades o mantener el bienestar (WHO, 2003). Ecuador por su alta diversidad
biol6gica y cultural se ha constituido en uno de los paises con un gran potencial en la
medicina tradicional, por ende es muy importante crear diferentes aspectos de valor, como
formas de uso de cada planta y beneficios curativos que brinda en las diferentes
comunidades del pais (Zambrano, et al., 2015).

1.2. Plantas Medicinales

La busqueda de la actividad biolégica en sus extractos, aislar e identificar los metabolitos
secundarios presentes y encontrar el o los principios activos el principal objetivo de la
fitoquimica, a partir de estudios cientificos de plantas téxicas, medicinales y aun las que

hasta ahora no han sido utilizadas con fines terapéuticos (Lagos, 2007).

En el reino vegetal s6lo una parte de la planta radica su actividad farmacol6gica, puede
tratarse de la raiz, la corteza del tronco del arbol o de las hojas de un arbol o arbusto, como
también se puede localizar en las semillas, flores, frutos de la planta. Las drogas vegetales
gue provienen de la recoleccién de plantas nativas, presentan una gran variabilidad en
contenidos de componentes activos (Aguirre, et al., 2006). Considerando el término droga
como cada una de las partes activas del vegetal responsable de su utilizaciébn en
terapéutica, siendo los principios activos aquellas sustancias de composicion quimica
establecida, responsables de la accién farmacoldgica de las drogas. La mayoria de los
principios activos que se obtienen de las plantas medicinales proceden del metabolismo

secundario (Cortes, Andreu, Bermejo, & Zafra, 2003).



Actualmente la literatura cientifica garantiza el uso de las plantas, sus extractos 0 sus
compuestos activos frente a numerosas enfermedades como diabetes, hipertension, cancer,
0 con propiedades antimicrobianas, antibacterianas, antimicéticas, relajantes y sedativas
(Huerta, 1997)

1.3. Familia Lamiaceae

Las labiadas en botéanica son conocidas con los nombres latinos de Labiatae o Lamiaceae
(Ferndndez & Rivera, 2006). Son una familia de plantas arométicas constituidas
fundamentalmente por hierbas o arbustos, todas sus partes estan dotadas de glandulas
secretoras de aceites esenciales volatiles, las hojas son bilabiadas, de diferentes tamafios,
solitarias 0 unidas en inflorescencias terminales o axiales. Muchas de las especies se usan
como plantas ornamentales, como hierbas medicinales o aromaticas en las industrias como

los cosméticos, los alimentos, los productos higiénicos y la perfumeria (Lawrence, 1992).

Las lamiaceae en el reino vegetal estan representadas por 220 géneros y alrededor de 3500
a 4000 especies alrededor del mundo (Almeida & Albuquerque, 2002; Castrillo, Vizcaino,
Moreno, & Latorraca, 2005). Los metabolitos secundarios encontrados normalmente en esta
familia son los terpenoides especialmente los de tipo sesqui, di y tri terpenos y flavonoides
(Cole, 1992), los alcaloides, los iridoides y el &cido ursélico (Watson & Dallwitz, 1991).

1.4. Género Lepechinia

Lepechinia es un género de la familia Lamiaceae presenta aproximadamente 43 especies
distribuidas desde el norte de California en el oeste de los Estados Unidos hasta Argentina
Central en el Sur de América. De las 43 especies de Lepechinia 30 se producen en América
del Sur, la mayoria de las especies se encuentran en altas altitudes de 1500 a 4000m a nivel
del mar, se localizan en sitios relativamente himedos en los bordes de los bosques y en el
paramo. Cuando esta presente Lepechinia es abundante a lo largo de caminos, en campos
perturbados y vegetacién secundaria (Drew & Sytsma, 2013). En Ecuador el género
Lepechinia comprende 9 especies, algunas de las cuales se utilizan en etnomedicina

(Joergensen & Ledn, 1999).

Debido a su alta diversidad morfolégica varias especies de Lepechinia se valoran en el
comercio de horticola, los grupos indigenas norteamericanos y sudamericanos usan
comunmente Lepechinia con fines medicinales y antisépticos. Los compuestos quimicos de
este género dan un olor caracteristico y también pueden ser responsables de sus
propiedades medicinales y de limpieza (Harley et al., 2004). Las propiedades de algunas

especies del género Lepechinia han sido demostradas con estudios farmacoldgicos tales



como hipoglucémicos, vasorelaxantes, actividad antioxidante, antibacteriana, antitumorales,
insulino-miméticas, para tratar infecciones urinarias o calmar dolores de estomago (Drew &
Sytsma, 2013; Vargas, Consiglio, Jgrgensen, & Croat, 2004). Se ha logrado aislar
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos y flavanoides de diferentes especies de este género
(Delgado et al., 2014; Drew & Sytsma, 2013).

1.5. Especie Lepechiniaradula

Lepechinia radula es un arbusto nativo que se encuentra en la regién andina del Ecuador, se
encuentra en las provincias de Azuay y Loja a 2000 - 2500 m a nivel del mar (Drew &
Sytsma, 2013; Joergensen & Ledn, 1999).

L. radula es un arbusto aromatico, los tallos presentan una altura de 20 a 40 cm de largo, las
hojas son elongadas, deltoides, agudas teniendo cada una de estas un largo de 4 a 6 cm de
largo por 2 cm de ancho, (figura 1) (Joergensen & Ledn, 1999).

En la provincia de Loja L. radula tradicionalmente se usa para tratar el espanto una
enfermedad que se produce por experiencias desagradables, accidentes, episodios
violentos 0 momentos de angustia que producen un impacto emocional en el paciente
(Armijos, Cota, & Gonzalez, 2014; Tene et al., 2007).

En un estudio realizado del aceite esencial de la parte aérea de Lepechinia radula se ha
encontrado componentes mayoritarios como Hidrocarburos monoterpenos (49.6%),
Monoterpenos oxigenados (2.3%), Hidrocarburos sesquiterpénicos (37.1%), Sesquiterpenos
oxigenados (4.4%), con un total de componentes identificados del 93.4% (Morocho et al.,
2017).

Figura 1. Lepechinia radula
Fuente: Autora, 2018
Elaboracién: Autora, 2108



1.5.1. Clasificacion Taxondmica.

Tabla 1. Taxonomia de la especie Lepechinia radula.

Reino Plantae
Phylum Magnoleophyta

Clase Magnoleopsida
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Género Lepechinia
Especie radula

Fuente: (Hart, 1983)
Elaboracién: Autora, 2018

1.6. Metabolitos Secundarios de las plantas

Los metabolitos secundarios son compuestos organicos de bajo peso molecular, tienen una
distribucién restringida en el reino vegetal. Una de las funciones mas importantes de los
metabolitos secundarios es proteger a las plantas de la ingestién por herbivoros y de la
infeccidn por patdbgenos microbianos (Taiz & Zeiger, 2002), como también contribuyen a los
olor, sabor y color especifico de la planta, son una fuente Gnica de aditivos alimentarios y

productos farmacéuticos importantes desde el punto de vista industrial (Akula, et al., 2011).

Los metabolitos secundarios se dividen segln su estructura quimica, composicion,
solubilidad en diversos disolventes o la via por la cual se sintetizan. Estos metabolitos
comprenden una gran variedad de Terpenos, Compuestos fendlicos, Glicésidos y Alcaloides
(Shilpa, et al., 2010).

1.6.1. Terpenos.

Los terpenos o terpenoides constituyen el mayor grupo de metabolitos secundarios. Los
diferentes compuestos de esta clase son basicamente insolubles en agua. Todos los
terpenos derivan de la union de cinco carbonos que tienen el esqueleto carbonado
ramificado del isopentano, a elevadas temperaturas pueden descomponerse dando
isopreso, y es asi como en ocasiones se los llama también isoprenoides (Taiz & Zeiger,
2002). Se clasifican por el nimero de unidades de cinco carbonos por diez (monoterpenos),
quince (sesquiterpenos), veinte (diterpenos), treinta (triterpenos) o cuarenta atomos de

carbono (tetraterpenos o carotenoides). Los compuestos terpenoides tienen gran



importancia medicinal debido a sus propiedades anticarcinogénicas, antiulcerosas,
antimicrobianas, etc., usados en la comercializacion de productos cosméticos y alimenticios

tanto en el aroma y fragancia de los mismos (Avalos & Elena, 2009).

1.6.2. Compuestos Fendlicos.

Compuestos fendlicos son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en todas las
clases de plantas que se producen como pare de mecanismo de defensa. En su estructura
posee un anillo aromatico con un radical hidroxilo. Los compuestos fendlicos incluyen
fenoles simples, flavonoides, cumarinas, taninos, &cidos benzoicos y lignina. Poseen una
gran variedad de bioactividad significativa y un impacto positivo a la salud humana, tales
como antioxidante, anticancerigeno, neuroprotectoras, antidiabético, etc. (Kumar & Pruthi,
2014; Kwon, Barve, Yu, Huang, & Kong, 2007).

1.6.3. Glicosidos.

Glicosidos hace referencia al enlace glicosidico formado por la condensacién de una
molécula de azlcar con otra que contiene un grupo carboxilo. En los glicésidos se encuentra
saponinas, glicésidos cardiacos, glicésidos cianogénicos y glucosinolatos. Ligeramente
solubles en agua, y mayor solubilidad en etanol y metanol. Intervienen en fenébmenos de
oxido-reduccion, en el desarrollo y fecundacion de las plantas. Se caracterizan por ser
mecanismo de defensa para la planta. (Avalos & Elena, 2009).

1.6.4. Alcaloides.

Los alcaloides son compuestos nitrogenados heterociclicos, se disuelven con dificultad en
agua, pero reaccionan con acidos para formar sales muy solubles, son considerados
principios toxicos que forman parte del mecanismo de defensa de la planta, (Yeransian,
Kadin, Borker, & Stefanucci, 1963), son producidos y almacenados en cualquier parte de la
planta (Dias, Urban, & Roessner, 2012). A altas dosis los alcaloides son muy téxicos, sin
embargo a dosis controladas actian como relajante muscular, tranquilizante o analgésico
(Avalos & Elena, 2009).

1.7. Técnicas Espectroscopicas
1.7.1. Cromatografia en columna (CC).

Es una técnica de separacion que permite aislar los compuestos deseados en una mezcla.
Donde la fase estacionaria esta contenida dentro de un tubo de vidrio o de plastico vertical,

la muestra liquida o solida se coloca en la fase estacionaria para su adsorcion. A este



sistema por la parte superior del tubo cromatografico se agrega la fase mévil o eluyente y se
recogen volumenes de eluato establecidos por el analista, donde la muestra esta separada
en sus componentes (Martinez, Valencia, Mesa, Jimenez, & Galeando, 2008). La separacion
se fundamenta en las diferencias de reparticion de los solutos entre el adsorbente (Méndez,
2011).

1.7.2. Cromatografia en capa fina (CCF).

Es una técnica analitica cuantitativa, de separacion cromatografico para el analisis de
drogas vegetales. Consiste en la separacién de componentes de una mezcla a través de la
migracién diferencial sobre una capa fina de adsorbente, retenida sobre una superficie
plana. En esta técnica, un soluciéon de la muestra que va a ser analizada, se aplica por
medio de un tubo capilar sobre una superficie de un adsorbente inerte (silice, albimina, etc.)
distribuido uniformemente. La lectura de una placa puede ser llevada a cabo por
transmitencia o reflectancia en la region ultravioleta y visible o por fluorescencia. Esta
técnica permite proporcionar informacion de homogeneidad de los componentes quimicos
del producto y asi garantizar que las sustancias responsables de la actividad farmacolégica
estén presentes en los niveles adecuados. Escoger el eluyente apropiado es de gran
importancia para la buena separacion de las sustancias, debe ser seleccionado en funcion
de la fase estacionaria empleada y en funcién de la naturaleza de las sustancias que van a

ser separadas (Sharapin, 2000).

1.7.3. Cromatografia de Gases-Espectroscopia de Masas (CG-EM).

Cromatografia de Gases acoplado a Espectroscopia de Masas (CG-EM) es una
combinacién de dos principales herramientas: la Cromatografia de Gases (CG) para la
separacion de componentes de gases en una mezcla compleja altamente eficiente y la
Espectrometria de Masas (EM) confirma la identidad de estos componentes, por ende esta
técnica permite identificar, determinar la estructura y propiedades quimicas de las
moléculas. Es una técnica que permite el andlisis cuantitativo y cualitativo de una gran

variedad de compuestos volatiles (Niessen, 2001).

1.7.4. Resonancia magnética nuclear (RMN).

El analisis del espectro RMN emite caracteristicas magnéticas de nucleos que conforman
una molécula, con frecuencia se examinan atomos de 'H, “C, N, “F y *P. Los
desplazamientos quimicos de las sefiales de RMN de 'H (0-20ppm) y de **C (0-200ppm)
informan acerca de la naturaleza de hidrogenos y de carbonos. (Marcano & Hasegawa,
2002).
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La resonancia magnética nuclear tiene la capacidad para investigar la estructura molecular
primaria y la dinamica estructural de las biomoléculas a una resolucion atémica,
convirtiétndose en una herramienta principal para la investigacion de estructuras de
biomoléculas, generando un subcampo cientifico completo dedicado al sujeto (Kiss, Fizil, &
Szantay, 2017).

1.8. Actividad Biolégica

La medicina tradicional ha sido mejorada en paises desarrollados, no s6lo como una forma
de rescatar antiguas tradiciones, sino también como una solucién alternativa a los
problemas de salud. La investigacion de medicina tradicional incluye las actividades de las
plantas de uso comun y seleccionar plantas medicinales para la actividad biologica
(Martinez, Betancourt, Gonzélez, & Jauregui, 1996).

1.9. Actividad antimicrobiana

En la actualidad, la investigaciéon y el desarrollo de nuevos medicamentos a partir de
recursos naturales de manera sistematica y estratégica se han convertido en la tendencia
mundial. Los medicamentos derivados de productos naturales son ampliamente utilizados y
representan mas del 30% de los agentes terapéuticos actualmente prescritos en clinicas
(Yang, Li, & Tang, 2008). Las actividades han sido seleccionadas debido a su gran
relevancia medicinal. En los ultimos afos, las infecciones han aumentado en gran medida y
la resistencia a los antibiéticos se convierte en un problema terapéutico en constante
aumento (Austin, Kristinsson, & Anderson, 1999). La necesidad de desarrollar nuevos
agentes antimicrobianos y estrategias en el tratamiento de infecciones causadas por
bacterias Gram negativas y Gram positivas es evidente y mayor ya que se enfrenta a la
resistencia a mdultiples farmacos en patdégenos comunes, la rapida aparicion de nuevas

infecciones y el potencial de uso de agentes resistentes a multiples farmacos (Shah, 2005).

1.10. Bacterias

Las bacterias son microorganismos unicelulares que presentan un tamafo entre 0,5y 5 pm,
de diversas formas como esferas, barras y hélices. Las bacterias son procariotas no tienen
nucleo ni organulos internos. Poseen una pared celular compuesta de peptidoglucanos, en
funcion a la estructura de la pared celular se clasifican en 2 grupos bacterias Gram positivas
y Bacterias Gram negativas. Las bacterias son responsables de millones de muertes de

personas a nivel mundial (Hobbie, Daley, & Jasper, 1977).

11



1.10.1. Bacterias Gram Positivas.
1.10.1.1. Sthaphylococcus aereus.

Es una bacteria anaerobia facultativa, responsable de un gran nimero de patologias en el
ser humano, que va desde cutaneas, mucosas, infeccion en el SNC y tracto genital urinario.
S. aereus ha desarrollado varios mecanismos de resistencia a los antibiéticos (Mandel,
Bennett, & Dolin, 1997).

1.10.1.2. Micrococcus luteus.

Es una bacteria aerobia obligada, se encuentra en la tierra, polvo, aire y agua. Posee una
forma esférica y una agrupacién en tétradas. Esta bacteria vive sobre la piel humana
transformando el sudor en compuestos de olor desagradable. Pueden crecer bien en
ambientes con poca agua 0 con altas concentraciones de sal (Zhuang, Tay, Maszenan,
Krumholz, & Tay, 2003).

1.10.1.3. Enterococcus faecalis.

Es una bacteria comensal, habita en el tracto gastrointestinal, adquieren resistencia a los
antibiéticos. Son indicadores de contaminacion fecal, la presencia de estas bacterias en los
alimentos demuestra falta de higiene en los alimentos (Ryan K & C, 2004).

1.10.2. Bacterias Gram Negativas.
1.10.2.1. Escherichia coli.

Es una bacteria que se encuentra frecuentemente en el intestino del ser humano y de
animales. E. coli es productora de la toxina Shiga que puede causar graves intoxicaciones a
través del consumo de alimentos contaminados con materia fecal, como productos de carne

cruda o poco cocida, leche, ensalada de vegetales, queso, etc. (Romero, 2007).

1.11. Hongos

Los hongos son organismos eucariotas y cada uno tiene al menos un nudcleo y una
membrana nuclear, un reticulo endoplasmatico, mitocondrias y un aparato secretor, muchos
son aerobios o facultativos. Las micosis son infecciones causadas por hongos. Muchos de
estos organismos patégenos son exdégenos y su habitat natural se sitla en el agua, tierra 'y
restos organicos. La micosis que aparecen con mayor incidencia son candidosis y

dermatofitosis, son causadas por hongos que forma parte de la flora microbiana normal o
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que estdn muy adaptados a sobrevivir en el hospedador humano (Brooks, Carroll, Butel,
Morse, & Mietzner, 2010).

1.11.1. Candida albicans.

Es la especie mas frecuente y causa del 85 al 90% de los casos de diferentes tipos de
infecciones en pacientes sanos e inmunodeprimidos (Forbes, Sahm, & Weissfeld, 2007). C.
albicans se desarrolla a menudo en las mucosas de la boca, tubo digestivo y aparato
genitourinario, es la causa de candidiasis bucal (Tortora, Funke, & Case, 2007).

1.12. Enzima a-glucosidasa

La a-glucosidasa es una subclase de enzima de los glucésidos hidrolasas. Esta presente en
una amplia gama de seres vivos como microorganismos, hongos, plantas y animales
(Yamamoto et al., 2004). El estudio del mecanismo de inhibicion de la a-glucosidasa es
aplicable en el tratamiento de enfermedades en seres vivos (Ryu et al., 2009). La inhibicién
de la a-glucosidasa esta asociada a diferentes actividades biolégicas como anti-alimentaria
en animales herbivoros, anti-cancer, anti-viral y anti-hiperglicemia convirtiéndose en objeto
de investigacién en distintas areas a nivel farmacologico y a nivel ambiental. En la actividad
anti-hiperlgicemia, los inhibidores de las a-glucosidasa retrasan la absorcion de
carbohidratos, tienen un papel en el estado prediabético reduciendo la progresién de la
prediabetes y obesidad (Liu, Deseo, Morris, Winter, & Leach, 2011).
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS
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2.1.

Metodologia empleada

Recoleccién de la
especie

Celica

Proceso de Secado
32°C

Obtencién de
extractos totales

(maceracién)
Acetato de Etilo,

Metanol

Fraccionamiento y

Purificaciéon de Aislamiento de

metabolitos metabolitos Desclorofilacion
secundarios scundarios
CC,CCF

Elucidacion de Actividad biolégica
metabolitos
secundarios

aislados
RF, CG-EM, NMR

-Antimicrobiana

-enzima a-glucosidasa

Figura 2. Esquema de Metodologia empleada en la presente investigacion
Fuente: Autora 2018
Elaboracion: Autora, 2018

2.2. Recoleccién de la especie

Las partes aéreas de la especie Lepechinia radula, fueron recolectadas en estado de
floracion en el cantén Celica, provincia de Loja, en julio de 2015 a una altitud de
2450m.s.n.m. en las siguientes coordenadas: 618850E y 9549674N.

La planta fue identificada taxon6micamente en el "Herbario de la Universidad Nacional de
Loja" por Bolivar Merino. La muestra botanica con un voucher PPN-la-034 ha sido

depositada en el Herbario de la "Universidad Técnica Particular de Loja".

2.3. Proceso de secado del material vegetal

La especie recolectada se coloc6é en un cuarto de secado a una temperatura de 32°C
durante 3 dias para reducir el contenido de humedad de la planta, evitar el desarrollo de
microorganismos y procesos de degradacion. Luego se llevé a cabo el proceso de molienda
para disminuir el tamafio de particulas del vegetal para adecuarla a la siguiente etapa del

proceso de extraccion.
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2.4. Obtencion de Extractos Totales
2.4.1. Maceracion.

A partir de 300g de material molido en un recipiente de vidrio se macero6 en disolventes de
polaridad creciente iniciando con Acetato de etilo y luego Metanol durante una hora, a
temperatura ambiente. Este proceso se repitid tres veces.

Posteriormente se procedio a filtrar a vacio cada extracto obtenido y se concentré6 mediante
rota-evaporacion a presion reducida a una temperatura de 35°C para evitar la degradacion

de compuestos termolabiles, obteniendo 2 extractos totales (figura 3).

Figura 3 Obtencion de extractos totales. a) Maceracion, b) Filtracion al vacio, ¢) Rotaevaporacion
a presion reducida, d) Extractos Totales

Fuente: Autora, 2018
Elaboracién: Autora, 2018

2.5. Desclorofilacion

Para la desclorofilacién, se empleé las columnas SPE marca Discovery DSC-18, tubo de
60ml, que contienen 10g de fase inversa. Para ello se peso6 1g de extracto total, eluyendo en
polaridad isocratica MeOH:H20 en proporcién 98:2, este proceso se lo repitid por 3 veces
con cada extracto (figura 4). Luego se procedio a filtrar a vacio y rota-evaporar a presion

reducida.

Figura 4. Proceso de desclorofilacién
Fuente: Autora, 2018
Elaboracion: Autora, 2018
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2.6.

A partir de 1g de extracto desclorofilado de AcOEt se realizO un fraccionamiento en
cromatografia en columna, empleando silica gel 60F254 en una relacion 1:100. Se eluyo en
polaridad creciente iniciando con 95:5 Hex: AcOEt hasta 100% ACOEt. Se obtuvo un total
de 400 fracciones unidas en 18 fracciones (JL1/7-JL21). Posteriormente cada fraccion se

rotaevaporo y se realizdé el CCF para analizar los compuestos separados. El esquema de

aislamiento se detalla en la figura 5.

Fracciones

1g de extracto
desclorofilado de AcOEt
L. radula

columna cromatografico

Fraccionamiento y aislamiento de metabolitos secundarios

JL AT

Columna cromatografica
Silice gel 60 F254
Hex/AcOEL 87:3 (Isocratica)

JLTIT
25mg

JLAOT-JL1IT
JL10/17
354mg

Silice gel 60 F254

Columna cromatografico

JL 21407

Hex/AcOEL 8:2 (Isocratica)

JL 22111

JL25/M1-
26/11
Compuesto
JL25/11
1.5mg
Spathulenol

JL 29/11

JL30M2

Compuesto
JL31H2
&mg
Acido
Angustanoico E

JL32/12

Silice gel 60 F254
MezclaHex/AcOEL 8:2

Compuesto

Figura 5. Aislamiento de compuestos en el extracto de AcOEt

Fuente: Autora, 2018

Elaboracion: Autora, 2018

2.6.1. Cromatografia en Capa Fina.

Para observar la separacion de compuestos se realiz6 la cromatografia en capa fina,
haciendo el uso de la placa silice gel, se sembrd las fracciones obtenidas anteriormente de
la cromatografia en columna, corridas en diferentes polaridades (Hex, AcOEt, MeOH, H,O y

mezclas respectivas). Se observé el perfil cromatogréfico de cada fraccion por medio de la

JLaesn27
1mg
5-hidroxy, 4-
Tdimethoxyflavone

luz UV en 254 y 365 nm, revelandolas con &cido sulfurico 5% y vainillina 12%. Figura 6
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Figura 6. CCF de las fracciones obtenidas extracto de AcOEt. a) Luz UV 254 nm, b) CCF
revelada.

Fuente: Autora, 2018

Elaboracion: Autora, 2018

2.7. Purificacion de metabolitos secundarios
2.7.1. Purificacion de la fraccion JL7/7.

De la fraccién JL7/7 se realiz6 una columna cromatogréafica con 85 mg de muestra y 10g de
silice gel 60F,s,4 (fase directa). La columna se eluyd en polaridad isocratica 97:3 Hex:AcOEt,
obteniendo un total de 113 fracciones unidas en 8 fracciones (JL22/11-JL29/11). Para el
aislamiento e identificacion del metabolito secundario se unié de acuerdo a la visualizacion
de la CCF y su RF obteniendo la fraccion JL25/11.

2.7.2. Purificacion de la fracciéon JL10-11/7.

Segun la similitud del perfil cromatografico de las fracciones JL10/7 y JL11/7 se procedi6 a
unirlas y se realiz6 una ocolumna cromatografica a partir de 196,7mg de muestra y 35g de
silice gel fase directa, eluyendo en una polaridad isocratica 9:1 Hex:AcOEt, de la cual se
obtuvo 174 fracciones unidas en 5 fracciones (JL30/12-JL34/12). De estas se obtuvo una
fraccion purificada JL31/12. De la fraccion JL32/12 se realizd6 columna crpmatogréafica con
3mg de muestra y 3 g de silica gel fase directa, con una elucién isocratica 8:2 Hex:AcoEt

obteniendo 3 fracciones totales de la cual se obtuvo la fraccion purificada JL88/27.

2.8. Elucidaciéon de metabolitos secundarios aislados
2.8.1. Factor de Retencion.

El factor de retencion de los compuestos se calculd entre la distancia que recorre el
compuesto desde la linea de siembra y la distancia que recorre el solvente desde la linea de

siembra hasta el limite superior, mediante la siguiente formula:

distancia recorrida muestra

distancia recorrida solvente
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2.8.2. Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Mediante el equipo RMN marca Varian N° de serie 21953 bajo condiciones de 400 MHz para
'H y 100 MHz *3C. Los desplazamientos quimicos son expresados en d ppm en relacion
tetrametil-silano (TMS) y las constantes de acoplamiento son expresados en Hz. Para la
lectura se utilizé cloroformo deuterado (CDCI3).

2.8.3. Cromatografia de Gases acoplado a Espectroscopia de Masas (CG-EM).

La identificacion de metabolitos secundarios de la especie Lepechinia radula, se realizé a
través del cromatdgrafo de gases acoplado a espectroscopia de masas. Las inyecciones se
realizaron en columnas capilares DB-5MS (5%-Fenil-metilpollisiloxano). En la tabla 2 se
detallan las condiciones de operacion del equipo CG/EM

Tabla 2. Caracteristicas de la columna capilar

Fraccién Columna Temperatura Pelicula Diametro Longitud
(°C) (um) interno (mm) (m)
JL25/11 DB-5MS 300 0.25 0.25 30

Fuente: Autora, 2018
Elaboracién: Autora, 2018

2.9. Determinacién de la actividad bioldgica de los extractos
2.9.1. Determinacién de la concentracion minima inhibitoria.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) se determin6é mediante la técnica de Microdilucién

en caldo, utilizando placas de 96 pocillos.

2.9.2. Microorganismos de prueba.

Para la evaluacién de la actividad bioldgica se utilizaron 4 cepas bacterianas y 1 fungica
como se detallan a continuacion: cepas bacterianas Gram Positivas: Staphylococcus aureus
(ATCC® 25923), Enterococcus faecalis (ATCC® 19433) y Micrococcus luteus (ATCC® 10240);
1 Cepa bacteriana Gram Negativa: Escherichia coli (ATCC® 43888), 1 Cepa fungica:
Candida albicans (ATCC®10231).
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2.9.3. Preparacion de la muestra.

Para la dilucién se us6 100mg de los extractos de Acetato de etilo y Metanol en 1000ul de
Dimetilsulféxido (DMSO), esta dilucion se realizé tanto para la determinacion de la CMI
frente a bacterias y hongos.

2.9.4. Preparacion del cultivo overnight.

Para la preparacibn del cultivo overnight se utilizaron las siguientes bacterias:
Staphylococcus aureus y Escherichia coli en el medio de cultivo tripticasa soya y para
Enterococcus faecalis infusion cerebro corazén, ambos a una temperatura de 37 °C. Por
otro lado para Micrococcus luteus se utilizd el caldo nutritivo y para la levadura Candida
albicans caldo Sabouraud, incubados a una temperatura de 35°C. Finalmente todos los
microorganismos fueron incubados de 14 a 16 horas y se encuentran en reserva criogénica
a -80°C.

2.9.5. Preparacion de la suspension del inoculo para microorganismos.
2.9.5.1. Inéculo para bacterias.

Se toman 10 pL del cultivo overnight con la bacteria a utilizar y se colocan en 10mL del
caldo Muller Hinton, de esta dilucién se toman 100ul para completar el volumen final 200pl

de la placa de cultivo.

2.9.5.2. Inéculo paralevaduras.

Se toman 10 pL del cultivo overnight con la bacteria a utilizar y se colocan en 10mL del
caldo Sabouraud, de esta dilucién se toman 100ul para completar el volumen final 200 L de

la placa de cultivo.

2.10. Concentracion minima inhibitoria (CMI)
2.10.1. Concentracion minima inhibitoria antimicrobiana.

Para determinar la CMI se realizd6 en placas estériles de 96 pocillos: Primero, se colocé
180pl de caldo Muller Hinton (o Sabouraud) en la primera fila y 100pl en los pocillos
restantes. Posteriormente, se adiciona 20pul del extracto diluido, en los pocillos de la fila A.
Realizamos el procedimiento de dilucion doble seriada, tomando 100ul de los pocillos de la
fila A y diluimos en los pocillos de la fila B, continuamos con esta dilucion hasta llegar a los
pocillos de la fila H y desechamos los 100 uL sobrante, con lo que aseguramos diluciones
desde 5000 hasta 39,06 pg/mL.
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Para el control de esterilidad se usé la columna A10 — H10, colocando 200pl del caldo Muller
Hinton (o Sabouraud). Para el control negativo en la columna A1l se coloca 180pl de caldo
+ 20pl de DMSO vy para el control positivo en la columna Al12 se coloca: 180ul de caldo +
20ul de una solucién de gentamicina de 1mg/mL para Staphylococcus aureus, Micrococcus
luteus y Escherichia coli, tetraciclina de 5mg/mL para Enterococcus faecalis e Itraconazol de
1lmg/mL para Candida albicans. Preparadas las placas se inoculan con 100ul de la
suspension del in6culo completando el volumen final, ajustando asi la poblacion bacteriana
a 5x10° UFC/mL para bacterias y 5X10* UFC/mL para levaduras. Finalmente se sellan las

placas, incubandose a 35°C durante 24 horas.

2.11. Actividad enzimatica
2.11.1. Ensayo de a-glucosidasa.

Se determinoé la actividad inhibidora de a-glucosidasa usando una placa de microtitulacion
de 96 pocillos con p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido (PNPG, SIGMA N1377) como sustrato,
basados en el método descrito por Tao, Zhang, Cheng, & Wang, 2013, con ligeras
modificaciones, utilizando acarbosa como control positivo. Las soluciones de muestra se
prepararon usando 10mg de extracto en 210 pl de MeOH de manera que obtengamos como
concentracion final 2mg/mL. En el ensayo, en caso de conseguir la inhibicion completa de la
enzima se prepararon varias diluciones en PBS. En primer lugar se tomé 75ul de PBS
(SIGMA-P4417), se mezclé con Sul de la muestra y 20l de la solucién de enzima (SIGMA
G5003, 0,15Ul/mL en PBS pH 7.4), y se preincubé a 37°C durante 5 min antes de la
iniciacion de la reaccién por la adicion del sustrato. Posteriormente se afadié 20ul de una
solucion de PNPG (tampén fosfato 5mM, pH 7.4) a cada pocillo y se incubé durante 60 min
a 37°C. La cantidad de para-nitrofenol (p-NP) liberado, se midi6é en un lector de microplacas
EPOCH 2 (BIOTEK®) a 405nm, registrando la absorbancia cada 5 minutos.
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CAPITULO 1Nl

RESULTADOS Y ANALISIS
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3.1. Extractos Obtenidos de Lepechinia radula

En la tabla 3 se muestra el peso y el rendimiento del extracto de Acetato de Etilo y Metanol a
partir de 300g de la muestra vegetal seca.

Tabla 3. Peso y Rendimiento de los extractos de Lepechinia radula

Extracto Total

Extracto Peso(g) Peso Extracto Total Rendimiento (%)
Acetato de Etilo 19.0946 6.36
300
Metanol 25.1469 8.38

Extracto Desclorofilado

Extracto Peso(g) Peso desclorofilado (g) Rendimiento (%)
Acetato de Etilo 1,0180 33,93
3
Metanol 1,9430 64,76

Fuente: Autora, 2018.
Elaboracién: Autora, 2018

3.2. Anaélisis de Metabolitos Secundarios
3.2.1. Fracci6én JL25/11.

Se obtuvo 1.4mg de un sélido blanquecino, soluble en diclorometano y cloroformo, con un
RF 0.71 eluida en una mezcla 9:1 Hex:AcOEt. La CCF presenta una caracteristica de

compuesto puro (figura?).

El compuesto fue identificado como Spathulenol, el cual fue corroborado por su Espectro
de Masas y su IR calculado. Ademas con el 'H (Anexo 1), y comparando con literatura
(Ragasa, Ganzon, Hofilena, Tamboong, & Rideout, 2003) se puede confirmar el compuesto
analizado. El compuesto es un alcohol sesquiterpénico triciclico (figura 8), con férmula

molecular C,5H,40, (tabla 4).

Este compuesto ha sido aislado de las especies del género Lepechinia como es el caso del
extracto de hexano de las hojas de L. caulescens, presenta propiedades espasmoliticos
(Perez, Ponce, Medina, & Joseph, 2008), también est4 presente en L. chamaedryoides
(Areche, Schmeda, Theoduloz, & Rodriguez, 2009), ademas este compuesto se ha
identificado en el aceite esencial de L. radula y ha demostrado ser antimicrobiano (Oliva,
Demo, Lopez, Lopez, & Zygadlo, 2005; Schwob, Viano, Jann, Bessiere, & Dherbomez,

2006), antiulceroso (Esteves et al., 2005) y actividades antiinflamatorias (Chao et al., 2005).
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Figura 7. CCF de la fraccion JL25/11
Fuente: Autora, 2018
Elaboracion: Autora, 2018

Figura 8. Estructura quimica del Spathulenol
Fuente: Autora, 2018
Elaboracién: Autora, 2018

Tabla 4. Sesquiterpeno identificado en la fraccion JL25/11
DATOS EXPERIMENTALES
Compuesto PM TR IR? IR®
Spathulenol 220 13,94 min 1583 1577

PM: Peso Molecular; TR: Tiempo de Retencién; IR%: indice de retencién experimental; IR": indice de retencién
de literatura

Fuente: Autora, 2018
Elaboracién: Autora, 2018

Tabla 5 Datos espectroscépicos de 'H RMN del Spathulenol.

Referencia Bibliogréfica

Datos Experimentales (Ragasa et al., 2003)
(400 MHz 'H, CDCL,) (400 MHz *H, CDCLs)
0.47 (H-1, dd, J=9.6, 11.6 Hz), 0.47 (H-1, dd, J=9.6, 11.6 Hz),
0.71 (H-2) 0.71 (H-2)
1.00 (H-3a) 1.01 (H-3a)
1.96 (H-3b) 1.96 (H-3b)
2.05 (H-4a) 2.05 (H-4a)
2.43 (H-4b, dd, J=5.2,13.6 Hz) 2.42 (H-4b, dd, J=5.2,13.6 Hz)
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2.21 (H-6) 2.20 (H-6)
1.64 (H-7a) 1.64 (H-7a)
1.91 (H-7b) 1.91 (H-7b)
1.55 (H-8a) 1.54 (H-8a)
1.76 (H-8b) 1.77 (H-8b)
1.30 (H-10) 1.31 (H-10)
1.05 (H-12) 1.05 (H-12)
1.04 (H-13) 1.04 (H-13)
4.66 (H-14a) 4.66 (H-14a)
4.69 (H-14b) 4.68 (H-14b)
1.25 (H-15) 1.28 (H-15)

Fuente: Autora, 2018
Elaboracién: Autora, 2018

3.2.2. Fracci6én JL31/12.

Se obtuvo 8mg de un compuesto cristalino, soluble en diclorometano y cloroformo, con un
RF 0.71 eluida en una mezcla 9:1 Hex:AcOEt, y se realiz6 CCF (figura 9). EI compuesto se
identific6 mediante RMN *H, *C y DEPT (Anexo 2) un diterpeno abiatane llamado Acido
Angustanoico E (figura 10), con formula molecular CyH,:0, y peso molecular 298g/mol.
Los datos experimenales se compararon con los datos espectroscépicos de la literatura (Say

& Brown, 2015) confirmando asi el compuesto (Tabla 6), (Tabla 7).

Acido Angustanoico E posee propiedades antivirales y una buena actividad antiinflamatoria
(IC50 = 2,47 pM) (zZhang et al., 2013). Este compuesto es el primer reporte del género
Lepechinia, pero indica su presencia en el género lllicium de la familia llliciaceae, se
caracteriza como un diterpeno aromatico abietane, inusual porque estan oxigenados en la

posicion axial (Say & Brown, 2015).

Figura 9. CCF de la fraccion JL31/12
Fuente: Autora, 2018
Elaboracion: Autora, 2018
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Figura 10. Estructura quimica de Acido Angustanoico E
Fuente: Autora, 2018
Elaboracién: Autora, 2018

Tabla 6 Datos espectroscopicos de 'H RMN del Acido Angustanoico E

Datos Experimentales Referencia Bibliogréfica
(400 MHz 'H, CDCL,) (Say & Brown, 2015)
(500 MHz *H, CHCl,)
1.38(a) 1.38 (10a)
2.28 (1B) 2.28 (1B)
1.62(2a) 1.62(2a)
2.03 (2B) 2.03 (2B)
1.09 (3a) 1.09 (3a)
2.26 (3B) 2.26 (3B)
1.57 (5H) 1.57 (5H)
2.19 (6a) 2.19 (6a)
2.06 (6B) 2.06 (6B)
2.80 (7a) 2.80 (7a)
2.94 (dd, J=16.3, 4.1) 2.92 (dd, J=16.3, 4.1)
7.21d,J=8.4 7.20 (d, J=8.4)
7.24 (dd, J= 2 Hz) 7.25 (dd, J=8.4, 1.7)
7.14 7.14
5.32 (s) 5.32 (s)
5.02 (t, J=1.6) 5.02 (t, 1.4)
2.12(3H, s) 2.12 (3H, s)
1.34 (3H, s) 1.33 (3H, s)
1.12 (3H, s) 1.12 (3H, s)

Fuente: Autora, 2018
Elaboracién: Autora, 2018

Tabla 7 Datos espectroscépicos de 3C RMN del Acido Angustanoico E

Numero de Datos Experimentales Referencia Bibliografica

C (CDCLs,) (Say & Brown, 2015)
(100 MHz *3C,CHCI,)
Ci1 39.3 39.3
Cc2 20.0 19.9
C3 37.5 37.4
C4 44.0 43.9
C5 52.9 52.9
C6 21.0 20.9
C7 32.2 32.1
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C8
C9
C10
Cl1
C12
C13
Cl4
C15
C16
C17
C18
C19

C20
Fuente: Autora, 2018

Elaboracion: Autora, 2018

3.2.3. Fraccién JL88/27.

Se obtuvo 1mg de un sélido blanquecino, soluble en cloroformo, con un RF 0.67 eluida en
una mezcla 6:4 Hex:AcOEt, y se procedio a realizar CCF (figura 11). El compuesto se
identific6 mediante RMN *H (Anexo 5) un flavonoide llamado 5-hydroxy-4’,7-dimethoxy
flavone (figura 12), con férmula molecular C;;H140:s.
compararon con los datos espectroscépicos de la literatura (Sutthanut, Sripanidkulchai,

Yenjai, & Jay, 2007) confirmando el compuesto, (Tabla 8).

Este compuesto es un flavonoide con actividad antibacteriana, ha demostrado que tiene
buena actividad contra Vibrio cholerae y Enterococcus faecalis, es potencialmente toxico

para las células humanas y presenté una actividad antioxidante muy pobre (Martini,

Katerere, & Eloff, 2004).

135.2
147.4
38.6
125.5
123.1
138.3
126.1
143.0
111.8
21.9
28.8
183.1
23.2

Figura 11. CCF Luz UV 254nm de la fraccion JL88/27
Fuente: Autora, 2018
Elaboracién: Autora, 2018
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OH

Figura 12. Estructura quimica del 5-hydroxy-4’,7-dimethoxy flavone.

Fuente: Autora, 2018
Elaboracion: Autora, 2018

Tabla 8 Datos espectroscopicos de "H RMN del 5—hidroxy—7—4'-dimethoxyflavone

Datos Experimentales
(400 MHz 'H, CDCLj)
12.82(1H, s, OH-5)

7.85 (2H, d, J= 9.2 Hz, H-2’,6))
7.02 (2H, d, J= 9.2 Hz, H-3,5)
6.56 (1H, s, H-3)

6.46 (1H, d, J= 2.2 Hz, H-6)
6.36 (1H, d, J= 4 Hz, H-8)
3.89 (3H, s, Me-7)

3.88 (3H, s, Me-4’)

Referencia Bibliogréfica
(Sutthanut et al., 2007)
(400 MHz *H, CDCL,)
12.81 (1H, s, OH-5)

7.84 (2H, d, J= 8 Hz, H-2",6’)
7.01 (2H, d, J= 8 Hz, H-3,5’)
6.57 (1H, s, H-3)

6.48 (1H, d, J= 2.2 Hz, H-6)
6.36 (1H, d, J= 4 Hz, H-8)
3.89 (3H, s, Me-7)

3.88 (3H, s, Me-4)

Fuente: Autora, 2018
Elaboracién: Autora, 2018

3.3.  Determinacién de actividad biolégica de los extractos totales desclorofilados

de Lepechinia radula
3.3.1. Actividad antimicrobiana de extractos totales.

Los extractos desclorofilados de Acetato de Etilo y Metanol no presentaron actividad
antimicrobiana para ninguna de las cepas empleadas en la prueba como se detallan en la
tabla 9.

Tabla 9. CMI antimicrobiana de los extractos totales desclorofilados de L. radula

Microorganismos AcOEt MeOH
Staphylococcus aureus NA NA
Escherichia coli NA NA
Micrococcus luteus NA NA
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Enterococcus faecalis NA NA

Candida albicans NA NA

NA: No Activo

Fuente: Autora, 2018
Elaboracion: Autora, 2018

Estudios realizados en el aceite esencial de la Lepechinia radula no mostré actividad
antimicrobiana pero demostré actividad contra dos hongos dermatofitos, en T. rubrum y T.

mentagrophytes con 31.25 ug/mL y 62.50 ug/mL, respectivamente (Morocho et al., 2017).

Estudios anteriores sobre el género Lepechinia han demostrado tener buena actividad
antimicrobiana, como el caso del aceite esencial de la especie L. caulescens, demostré
tener una actividad contra Vibrio cholerae con un valor CMI de 4 ug/mL (Correa, Tangarife,
& Duran, 2010; Tangarife et al., 2012). Ademas, el extracto de etanol de L. hastata demostré
una CIM de 87,50 ug/ml contra S. aureus. Segun (Holetz et al., 2002) si el extracto muestra
una CMI inferior a 100 ug/mL, la actividad antimicrobiana se considera buena, de 100 a 500
pg/mL la actividad antimicrobiana se considera moderada, y de 500 a 1000 pg/mL la

actividad antimicrobiana es débil y mas de 1000 pg/mL la extracto se considera inactivo.

3.3.2. Actividad enziméatica de extractos totales.

La actividad inhibitoria en a-glucosidasa de extractos totales desclorofilados en Acetato de

Etilo y Metanol se presenta en la tabla 10.

Tabla 10. Actividad inhibitoria en a-glucosidasa en extractos totales desclorofilados

Extractos Totales ICso pg/mL
AcOEt 35,47
MeOH 149,43

El valor IC50=concentracion de inhibidor para inhibir 50% de su actividad bajo las condiciones ensayadas.

Fuente: Autora, 2018
Elaboracién: Autora, 2018

En el ensayo realizado de a-glucosidasa el extracto de Acetato de etilo presenta una
actividad inhibitoria buena con un valor de ICso de 35,47 pg/mL, mientras que el extracto de

Metanol presenta una actividad inhibitoria media con un valor de 1Cs, de 149,43 pg/mL.

Los valores de ICsq inferiores a 50 uM tienen una fuerte actividad inhibitoria contra a-
glucosidasa, mientras que valores de ICsy superior a 50 PyM presentan una actividad
inhibidora débil (Wang et al., 2015). La inhibicién enzimatica de a-glucosidasa de la especie
L. radula hasta el momento no se ha reportado, en el presente estudio se informa por
primera vez.
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CONCLUSIONES

En esta investigacion se reporta por primera vez el aislamiento de metabolitos secundarios a
partir de la especie Lepechinia radula. Se logré aislar e identificar un sesquiterpeno
oxigenado el spathulenol, un diterpeno abiatane llamado &cido angustanoico E y un
flavonoide 5-hydroxy-4’,7-dimethoxy flavone.

El rendimiento del extracto desclorofilado de AcOEt fue de 6.36% y EIl extracto de MeOH
tuvo mayor rendimiento de 8.38%.

Los extractos han sido evaluados contra actividad antimicrobiana contra Candida albicans,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli y Micrococcus luteus dando

resultados negativos con estas bacterias.

En el ensayo realizado de la inhibicion de a-glucosidasa el extracto de Acetato de etilo
presenta una buena actividad inhibitoria, mientras que el extracto de Metanol presenta una

débil actividad inhibitoria.
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RECOMENDACIONES

Continuar con el aislamiento e identificacibn de compuestos quimicos de la especie
Lepechinia radula utilizando extractos de diferentes solventes, ya que no existen otros
estudios fitoquimicos de esta especie.

Obtener mayor cantidad de muestra para aislar, identificar metabolitos secundarios y
analizar actividad biolégica de estos, ya que en este estudio no se pudo realizar debido a la
insuficiente cantidad de muestra de estos.

Seguir desarrollando estudios fitoquimicos de las plantas, medicinales y las que aun no han
sido utilizadas investigadas quimicamente
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Anexo 1. Espectro de *H del sphatulenol (CDCL; 400 MHz)
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Anexo 2. Espectro de 'H del acido angustanoico E (CDCL3 400 MHz)
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Espectro de **C del acido angustanoico E (CDCL; 100 MHz)
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DEPT del a&cido angustanoico E (CDCL3; 400 MHz)
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Anexo 3. Espectro de 'H de 5-hydroxy-4’,7-dimethoxy flavone (CDCL3 400 MHz)
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