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RESUMEN

En el presente trabajo se investigd la caracterizacion de triterpenos y/o
esteroides mayoritarios presentes en la corteza de Ficus pertusa. La especie
botanica fue colectada en la region Loreto y fue transportada a Lima donde se
ejecuto la investigacion. El extracto fue obtenido a partir del macerado con una
mezcla de etanol-agua del polvo seco de la corteza de Ficus pertusa. El
extracto seco fue fraccionado por particion con éter de petréleo (EP),
cloroformo (CFM) y acetato de etilo (AE). Después del analisis cromatografico
con el revelador &cido fosforico-vainillina se selecciond la fraccion AE para ser
purificada por cromatografia en columna en gradiente, con disolventes de
polaridad creciente. Mediante un analisis cromatografico se seleccioné la sub
fraccion AEs para luego ser purificada en una segunda columna por
cromatografia en columna en gradiente, con disolventes de polaridad creciente
dando como producto la fraccion AEs2. La fraccion AEs2 fue analizada por
espectroscopia de resonancia magnética nuclear mono y bidimensional e
infrarrojo y se obtuvo como resultado espectros monodimensionales RMN de
'H y 3C y bidimensionales de HMBC y HSQC !H - 13C. Se identific6 un

triterpeno pentaciclico con esqueleto oleanano, el acetato de p-amirina.

Palabras clave: Ficus pertusa, corteza, triterpeno, oleanano, resonancia

magnética nuclear.



ABSTRACT

In the present research, the characterization of the triterpenes and/or major
steroids present in the bark of Ficus pertusa was investigated. The botanical
species was collected in the Loreto region and transported to Lima where the
investigation was carried out. The extract was obtained from the macerated with
a mixture of ethanol-water of the dry powder of the bark of Ficus pertusa. The
dried extract was fractionated by partition with petroleum ether (EP), chloroform
(CFEM) and ethyl acetate (AE). After the chromatographic analysis with the
phosphoric acid-vanillin developer, the AE fraction was selected to be purified
by gradient column chromatography, with solvents of increasing polarity. By
means of a chromatographic analysis, the sub fraction AEs was selected and
then purified in a second column by gradient column chromatography, with
solvents of increasing polarity, yielding the fraction AEs2 as a product. Fraction
AEs2 was analyzed by mono- and two-dimensional and infrared nuclear
magnetic resonance spectroscopy and obtained as a result 1-D NMR spectra of
'H and 3C and 2-D NMR spectra of HMBC and HSQC !H - 13C. A pentacyclic

triterpene with oleanan skeleton, 3-amyrin acetate was identified.

Key words: Ficus pertusa, bark, triterpene, oleanane, nuclear magnetic
resonance.



INTRODUCCION

En la constante basqueda de nuevas alternativas terapéuticas el hombre
recurre a la medicina tradicional herbaria y la fitoquimica, ciencia importante
gue se ocupa del estudio quimico de las plantas, es relevante en el proceso del
descubrimiento de farmacéforos, medicamentos y marcadores quimicos de
calidad. (1) El interés de un investigador por estudiar una especie botanica
nace principalmente porque la planta podria ser fuente de compuestos
bioactivos y se conoce que la corteza de Ficus pertusa tiene efecto
antiinflamatorio. (2) En este sentido la presente investigacion pretendié aislar
triterpenos y/o esteroides y estos podrian ser posteriormente evaluados como
antiinflamatorios bioactivos con una mejor relacién eficacia-seguridad que los

triterpenos con efecto bioldgico aislados hasta la fecha.

En esta investigacion se fraccioné el extracto etandlico de la corteza de Ficus
pertusa, se aislo e identificd el triterpeno acetato de B-amirina, con esqueleto
oleanano. Este podria ser un resultado relevante como marcador quimico de la
especie y/o familia que pueda aportar al conocimiento quimiotaxonémico y ser
marcador quimico de calidad de la especie y hasta marcador quimico de la

actividad bioldgica.



CAPITULO I: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Descripcion de larealidad problematica

Los triterpenos son metabolitos secundarios de amplio interés terapéutico.
Existen mas de 3 800 publicaciones (articulos, tesis, libros y patentes)
cientificas desde el afio 1990 sobre triterpenos (3), pero el repositorio mas
grande de documentos cientificos del Perd, ALICIA (Acceso Libre a
Informacién Cientifica para la Innovacion), solo registra 2 tesis de pregrado

sobre triterpenos. (4)

Las especies del género Ficus son plantas que pueden tener diversos usos
medicinales 0 econdmicos. (5) Muchas de ellas contienen agentes
antiinflamatorios y hasta anticancerigenos (6) pero otras son usadas solo como
recurso maderable (7-9). Ficus pertusa es una especie con usos tradicionales
terapéuticos (5,10,11) y maderables. (12) Pero es una especie que carece de
estudios que hayan logrado elucidar estructuras quimicas. La ausencia de
estudios quimicos muestra que no se da la importancia debida a una especie

promisoria como el Ficus pertusa.

Existe registro de mas de 800 especies de Ficus en todo el mundo. (5) Trece
especies de este género son nativas del Perd y una de ellas es Ficus pertusa.
(12)

El sistema inmunolégico comprende moléculas, células y tejidos especializados
en la defensa del cuerpo contra agentes que alteran el equilibrio bioquimico,
incluidos los microorganismos. (13) La inflamacion es la reaccion de este
sistema inmunolégico, como una respuesta reparadora que al volverse cronica
puede originar enfermedades como artritis, arteriosclerosis o incluso cancer.
(14)

La aterosclerosis, un tipo de arterioesclerosis, es una enfermedad inflamatoria,
cuyos principales factores de riesgos son la alta concentracion de colesterol y
las lipoproteinas de baja densidad (LDL).(15) ElI tabaquismo, la mala
alimentacion (alimentos ricos en grasas saturadas, azucar y sal) y el

sedentarismo facilitan la propagacion de esta, ademas de la generalizacion de



otras enfermedades cardiovasculares en la poblacién, (16) las cuales son la
tercera causa principal de muerte en el Peru desde el afio 2007 al 2011 segun
el Ministerio de Salud (MINSA) pero son las principales causas de muerte a
nivel mundial desde el afio 2000 al 2015 segun la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS). (17)

La obesidad es un problema de salud publica y se estima que 500 millones de
adultos son considerados obesos y 1.5 billones con sobrepeso y obesidad en el
mundo. (18) El sistema inmune en el tejido adiposo promueve la produccion y
liberacion de citoquinas proinflamatorias, en este sentido, la inflamacion cronica
es una caracteristica de diversas enfermedades crénicas como el sindrome
metabdlico, enfermedad cardiovascular, diabetes, hipertension, enfermedad del
higado graso no alcohdlica, y algunos canceres, entre otros, que también se

caracterizan por la condicion de la obesidad. (19)

El asma es una de las principales enfermedades no transmisibles,
caracterizada por patrones inflamatorios mediados por eosindfilos y neutrofilos.
(20) Hay unos 235 millones de personas con asma, que es una enfermedad
frecuente en los nifilos. Segun las estimaciones mas recientes de la OMS,
publicadas en diciembre de 2016, en 2015 hubo 383 000 muertes por asma.
(21)

La inflamacién aguda local provoca una reaccidon organica generalizada
denominada sindrome de respuesta inflamatoria sistémica que, en una
secuencia de reacciones a modo de espiral sin control conduce al fracaso
funcional de los diferentes érganos y sistemas llamado fracaso multiorganico vy,

tras ello, a la muerte del individuo. (14)

Actualmente existe una amplia variedad de antiinflamatorios de origen
esteroideo, pero la cantidad de triterpenos con actividad antiinflamatoria es
proporcionalmente menor. (22—24) Desde el afio 1981 hasta el afio 2014 no se
han descubierto medicamentos antiinflamatorios de origen vegetal. (25)

Esta tesis tuvo un financiamiento parcial, por parte de la Universidad Inca
Garcilaso de la Vega que buscaba investigar actividades biologicas de los
extractos de las cortezas de diversas especies, entre ellas el efecto

antiinflamatorio del extracto etanélico de la especie Ficus pertusa. (2)
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La presente investigacion pretendid aislar triterpenos y/o esteroides bioactivos
antiinflamatorios mas seguros y eficaces que los triterpenos con efecto

bioldgico aislados hasta el momento.

1.2 Formulacion del problema

1.2.1 Problema general
¢, Cuales son los metabolitos secundarios mayoritarios de la ruta biogenética del

mevalonato presentes en la corteza de Ficus pertusa?

1.2.2 Problemas especificos

1. ¢Cuales son los nucleos de los triterpenos y/o esteroides mayoritarios
presentes en la corteza de Ficus pertusa?

2. ¢Cuales son los triterpenos y/o esteroides, de los nucleos mayoritarios

presentes en la corteza de Ficus pertusa?

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general
Identificar triterpenos y/o esteroides mayoritarios presentes en la corteza de

Ficus pertusa.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Identificar el nacleo de los triterpenos y/o esteroides mayoritarios presentes
en la corteza de Ficus pertusa.

2. Identificar y elucidar estructuralmente los triterpenos y/o esteroides, de los
ndcleos mayoritarios, aislados por técnicas espectroscopicas Yy

espectrométricas.

1.4  Justificacion e importancia del estudio

La medicina tradicional es importante en muchos sistemas de salud en el
mundo y su practica aumenta con el tiempo. (26) Pero la medicina tradicional
herbaria requiere de una validacion del conocimiento popular y sobre todo de
meétodos para evaluar la calidad de su practica, (27) ya que mucha de esta
practica no esta validada. Ficus pertusa podria ser fuente de nuevas drogas por

su uso tradicional contra hernias, fracturas, reumatismo y dolores. (10,11,28)



Es ampliamente conocido que el conocimiento popular sobre plantas
medicinales ha sido fuente constante de drogas en el mundo. (29) Mas del 50%
de los medicamentos aprobados por la Food and Drug Administration (FDA)
tienen un origen directo o indirecto de los productos naturales y el 9 % de ellos
tiene un origen vegetal desde el afio 1981 hasta el 2014. (25) Ademas de lo
importante que es la fitoquimica en el proceso de descubrimiento de un
farmacoforo, medicamentos y marcadores quimicos de calidad. (1) El
aislamiento y caracterizacion quimica de nuevos metabolitos secundarios
podria dar origen a un marcador quimico de la especie y/o familia que pueda
aportar al conocimiento quimiotaxonémico y ser marcador quimico de calidad

de la especie y hasta marcador quimico de la actividad biolégica.

El aislamiento y caracterizacion quimica de productos naturales ha formado
parte de la evolucion de la quimica organica como desarrollo de metodologia
de sintesis, aportes a la teoria orbital de frontera (frontier orbital theory),
bioguimica del metabolismo primario y secundario, avances asombrosos en el
desarrollo de farmacos y avances en biologia quimica. (30) El aislamiento y
caracterizacion quimica de nuevos metabolitos secundarios de la corteza de
Ficus pertusa podria aportar al conocimiento de varias areas de las Ciencias

Farmacéuticas.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

2.1.1 Nacionales

Entre las investigaciones fitoquimicas ejecutadas o las que usan especies
vegetales colectadas en el pais del género Ficus solo se encuentran las que
involucran compuestos fenolicos. Marquez G (2011) publicé en su tesis “La
extraccion e identificacion de antocianinas de los frutos de Ficus carica L,
Prunus domestica L y Vitis vinifera L provenientes de Cafiete, Yauyos e Ica
respectivamente”. Entre los resultados mas relevantes se encuentra que la
antocianinas aisladas (por extraccibn en fase sdlida) y presuntamente
identificada, en Ficus carica por cromatografia en capa fina del extracto
metandlico y confirmado por comparacion de los tiempos de retencion y
espectros ultravioleta (UV) obtenidos con un equipo de cromatografia liquida de
alta presion (HPLC) es la cianidina, ademas de cianidina 3-glucésido y
cianidina 3-ramnoglucésido. También se determiné que Prunus domeéstica
contiene 30.09 de antocianinas monomeéricas totales (expresado en mg
cianidina 3-glucdsido/100g), asimismo se demostré el efecto antioxidante con
una concentracion inhibitoria media de 8.50 pg/mL por el método

espectrofotométrico UV. (31)

Carranza J. (2018). En su tesis titulada “Evaluacién del efecto antiinflamatorio
del gel con extracto etandlico de Ficus pertusa en ratas albinas”. Evalud y
evidencio efecto antiinflamatorio del gel del extracto etandlico de la corteza de
la especie Ficus pertusa proveniente de Loreto. Evidencié la ausencia de
triterpenos y esteroides en las fracciones solubles en metanol y cloroformo del
extracto etandlico de Ficus pertusa mediante el ensayo de coloracion

Liebermann-Burchard. (2)

Hinostroza M. (2018). En su tesis titulada “Efecto analgésico del extracto
etandlico y fracciones de acetato de etilo y acetona de la corteza Ficus pertusa
en ratones albinos”. Evalué y evidencié efecto analgésico del extracto
etandlico, fracciones de acetato de etilo y acetona de la corteza Ficus pertusa
proveniente de Loreto. Evidencio la presencia de triterpenos y esteroides en

extracto etandlico de Ficus pertusa mediante el revelado con acido fosforico-



vainillina de un cromatograma obtenido a partir de un ensayo de cromatografia

en capa fina. (32)

Rojas et al. (2006). En el articulo titulado “Aegicerin the first oleanane triterpene
with potent antimycobacterial activity isolated from Clavija procera” aislaron
mediante  técnicas cromatograficas e identificaron por  técnicas
espectroscopicas dos triterpenos con esqueleto oleanano a partir de un
extracto etanolico de la corteza del tallo de Clavija procera proveniente de la
comunidad Sukutim, provincia de Bagua, region Amazonas. Los triterpenos con
esqueleto oleanano identificados nombrados por los autores, aegicerina y
protoprimulagenina A, fueron aislados mediante estudios biodirigidos por la
actividad antibacteriana frente a cepas de Mycobacterium tuberculosis
multidrogo resistentes obtenidas de muestras clinicas. (33)

Dietrich et al. (2014). En el articulo titulado “Quinovic acid glycosides purified
fraction from Uncaria tomentosa induces cell death by apoptosis in the T24
human bladder cancer cell line” identificaron, mediante técnicas
cromatograficas acopladas a espectroscopia UV y espectrometria de masas en
tandem y purificaron una fraccion que contiene una mezcla de triterpenos
glicosilados del acido quinévico con actividad inhibidora del crecimiento de dos
lineas celulares de cancer a la vejiga. El material vegetal de donde se obtuvo el
extracto que dio origen a la fraccion con triterpenos glicosilados derivados de
acido quinévico fue corteza del tallo de Uncaria tomentosa proveniente de
Ucayali. (34)

2.1.2 Internacionales

Terpenos en el Género Ficus

Segun Mawa S et al. (2013) En el articulo titulado “Ficus carica L. (Moraceae):
Phytochemistry, traditional uses and biological activities”. La especie de este
género con mayor cantidad de antecedentes es Ficus carica que presenta
fenilpropanoides y fenilpropanoides glicosilados, flavonoides, cumarinas,
monoterpenos, diterpenos y triterpenos, acidos fendlicos y otros alcanos
volatiles de cadena corta. (35) Esta especie como muchas otras del mismo
género es usada en la medicina tradicional herbaria en diversas partes del
mundo. (6,10,28,36—38)



Subramanian SS, Nair AG (1970) En el articulo titulado “Sterols and flavonols
of Ficus bengalensis” publicaron el aislamiento e identificacién del triterpeno
con esqueleto pseudotaraxasterano, W-taraxasteril éster y un esteroide tipo
estigmastano, 3-sitosterol a partir del extracto hexanico de la madera de Ficus
bengalensis y otros compuestos no terpénicos de la madera y hojas de Ficus

bengalensis obtenida en la India. (39)

Kuo YH, Li YC (1997) En el articulo titulado “Constituents of the Bark of Ficus
microcarpa L.f.” a partir del extracto metanolico de la corteza de Ficus
microcarpa proveniente de Taiwan aislaron e identificaron 28 componentes
incluyendo 14 triterpenos entre ellos tres friedelanos como friedelina, friedelinol
y canofillol; cuatro ursanos como acetato de a-amirina, 3p-acetoxi-12-ursen-
3,11-diona, 12-urseno-3,11-diona y acido ursolico; dos oleananos como 3[3-
acetoxi-12-oleanen-11-ona y 12-oleanen-3,11-diona; dos lupanos como lupeol
y &cido betulinico; dos cicloartanos como cicloart-23-en-33,25-diol y cicloart-25-
en-33,24-diol; un taraxasterano como taraxerona y ocho esteroides entre ellos
ocho estigmastanos como [-sitosterona, [-sitostenona, [-sitosterol,
estigmasterol, 6[B-hidroxiestigmast-4-en-3-ona, ,6’-(B-sitosteril-3-O-[3-
glucopiranosidil) hexadecanoato, [-sitosteril-3-O-B-glucopiranésido y un
ergostano como ergosterol peréxido ademas de otros compuestos no

terpénicos. (40)

Z
Z
Z

canofilol
friedelina o HO friedelinol o

3-friedelanone epifriedelanol

Figura 1. Tres triterpenos pentaciclicos con esqueleto friedelano presentes en algunas especies
del género Ficus.
Fuente: Elaboracion propia.

Yueh-Hsiung K, Yi-Ming C. (1999) En el articulo titulado “Five new taraxastane-
type triterpenes from the aerial roots of Ficus microcarpa” publicaron el
aislamiento y caracterizacion de cinco nuevos triterpenos con esqueletos

taraxasterano y son el 22-oxo-20-taraxasten-33-ol, 20(30)-taraxasten-3[3,21a-



diol, 20a,21a-epoxitaraxastan-3f3-ol, 20-taraxasten-33,223-diol y 3p3-acetoxi-20-
taraxasten-22-ona, ademas del aislamiento e identificacion de dos
taraxasteranos como el 20-taraxasten-33-ol y ptiloepdxido a partir del extracto
metandlico de las raices aéreas de Ficus microcarpa proveniente de Taiwan.
(41)

Uo YK, Haiang YC. (2000) En el articulo titulado “Five New Taraxastane-Type
Triterpenes from the Aerial Roots of Ficus microcarpa” publicaron el aislamiento
y caracterizacion de cinco nuevos triterpenos con esqueletos taraxastano y
son: 20-taraxasten-3B,22a-diol, 3B-acetoxi-20-taraxasten-22a-ol, 3p-acetoxi-
22a-metoxi-20-taraxasteno, 3B-acetoxi-20a,21a-epoxitaraxastan-22a-ol y 3p-
acetoxi-19a-metoxi-20-taraxasteno, ademas del aislamiento e identificacion de
dos triterpenos tipo taraxastano como 3B-acetoxy-19a-hidroperoxi-20-
taraxasteno, 3B-acetoxi- 20a,2la-epoxitaraxastano a partir del extracto
metandlico de las raices aéreas de Ficus microcarpa proveniente de Taiwan.
(42)

Figura 2. Ocho triterpenos pentaciclicos con esqueleto ursano presentes en algunas especies
del género Ficus.
Fuente: Elaboracion propia.

En el 2001 Chiang YM et al, en el articulo titulado “New cyclopropyl-
triterpenoids from the aerial roots of Ficus microcarpa” publicaron el aislamiento
y la caracterizacién quimica de cuatro nuevos triterpenos, dos cicloartanos
como 27-nor-3B-hidroxi-25-oxicicloartano y (22E)-25,26,27-trinor-33-
hidroxicicloart-22-en-24-al junto a dos cicloursanos denominados 3p-acetoxi-
15a-hidroxi-13,27-ciclours-11-eno y 3B-acetoxi-12a-formiloxi-13,27-cicloursan-

11a-ol, ademas del aislamiento e identificacién de un triterpeno con esqueleto
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cicloartano como (22E)-27-nor-3B-hidroxicicloart-23-en-25-ona desde el
extracto metandlico de las raices aéreas de Ficus microcarpa proveniente de
Taiwan. (43)

Kuo P, Chio C-C, Shi L-S, Li C-Y, Wu S-J, Damu AG etal. En el 2002 en el
articulo titulado “Non-alkaloidal Constituents from the Stem of Ficus septica”
publicaron el aislamiento y caracterizaron quimicamente un nuevo triterpeno
con un raro esqueleto 13,27-cicloursano llamado 13,27-cicloursan-3B-il acetato,
ademas del aislamiento e identificacion de seis triterpenos entre ellos uno con
esqueleto adianano como simiarenol, un lupano como lupeol, dos ursanos
como a-amirina y acetato de a-amirina, dos oleananos como B-amirina y
acetato de B-amirina, tres esteroides tipo estigmastano como estigmasterol, -
sitosterol y B-sitosteril glucosido y otros compuestos no terpénicos a partir del

extracto metandlico del tallo fresco de Ficus septica. (44)

2 3p-acetoxi-12-oleanen  ©
B H -11-ona

COOH

3-acetoxi-1la- HO

hidroxi-12-oleaneno

3p-hidroxiolean-
12-en-27-6ico

acido (9,11),(18,19)-
disecoolean-12-en-28-6ico

Figura 3. Ocho triterpenos pentaciclicos con esqueleto oleanano presentes en algunas
especies del género Ficus.
Fuente: Elaboracion propia.

Chiang YM y Kuo YH (2002) En el articulo titulado “Novel triterpenoids from the
aerial roots of Ficus microcarpa” publicaron el aislamiento y la caracterizacion
guimica de tres nuevos triterpenos y uno de ellos con esqueletos abeooleanano
como 3B-acetoxi-11a-hidroxi-11(12->13)abeooleanan-12-al, un abeolupano
como 3[3-hidroxi-20-0x0-29 (20->19) abeolupano y un secolupano como 29,30-
dinor-3p-acetoxi-18,19-dioxo-18,19-secolupano, ademas del aislamiento e
identificacion de dos triterpenos uno con esqueleto oleanano como 3B-acetoxi-

11a-hidroxi-12-oleaneno y un lupano como 3B-acetoxilupano del extracto
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metandlico de las raices aéreas secas de Ficus microcarpa proveniente de
Taiwan. (45)

3B-hidroxi-20-oxo-
29(20->19)abeolupano

29(20->9)abeolupano-
3,20-diona

1227

Figura 4. Dos triterpenos pentaciclicos con esqueleto abeolupano presentes en algunas
especies del género Ficus.
Fuente: Elaboracion propia.

Lee C, Lu C-H et al. (2004) En el articulo titulado “New Prenylated Flavones
from the Roots of Ficus beecheyana” publicaron el aislamiento e identificacion
de cuatro esteroides con esqueleto estigmastano y ellos son el B3-sitosterol, 5-
estigmasten-3[3,7a-diol, 5-estigmasten-33,73-diol, 3B-hidroxiestigmast-5-en-7-
ona ademas de otros compuestos no terpénicos a partir del extracto etandlico

de las raices de Ficus beecheyana proveniente de Taiwan. (46)

,

lupenona

3-acetoxilupa-
12,20(29)-dieno

Figura 5. Siete triterpenos pentaciclicos con esqueleto lupano presentes en algunas especies
del género Ficus.
Fuente: Elaboracion propia.

Kuo YH, Lin HY. (2004), en el articulo titulado “Two novel triterpenes from the
leaves of Ficus microcarpa” publicaron el aislamiento y la caracterizacion
quimica de 2 triterpenos uno con esqueleto abeolupano como

29(20->9)abeolupano-3,20-diona y otro con esqueleto secoursano como 19,20-
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secoursano-3,19,20 triona, ademas del aislamiento e identificacion de cinco
triterpenos y entre ellos estan dos abeolupano como (3[)-3-hidroxi-
29(20>19)abeolupan-20-ona y (3B,11a)-3-(acetiloxi)-11-hidroxi-
11(12->13)abeooleanan-12-al, un lupano como lupenona, un ursano como a-
amirona y un secolupano como (3[)-3-acetoxi-29,30-dinor-29,30-secolupano-
18,19-diona a partir del extracto metandlico de las hojas de Ficus microcarpa.
(47)
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Figura 6. Un triterpeno pentaciclico con esqueleto abeooleanano llamado 33-acetoxi-11a-
hidroxi-11(12->13) abeooleanan-12-al.
Fuente: Elaboracion propia.

Poumale HMP et al (2008), en el articulo titulado “Pentacyclic triterpenes and
other constituents from Ficus cordata (Moraceae)” publicaron el aislamiento y
la caracterizacion quimica de 2 triterpenos con esqueletos 8,26-cicloursanos
como 8,26-ciclours-21-en-33,20B-diol y 3B-acetoxi-8,26-cicloursan-203-ol,
ademas del aislamiento e identificacion de seis triterpenos entre ellos un
friedelano como 3-friedelanona, dos oleananos como acido oleandico y B-
amirina, dos lupanos como el acido betulinico y acetato de lupeol, un ursano
como a-amirina y otros compuestos no triterpénicos a partir del extracto
metanol:diclorometano (1:1) de la corteza de Ficus cordata proveniente de
Camerun. (48)
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19,20-secoursano-3,19,20-triona

Figura 7. Un triterpeno pentaciclico con esqueleto secoursano llamado 19,20-secoursano-3,
19,20-triona.
Fuente: Elaboracion propia.

Kuete V, Ngameni B, Simo CCF, Tankeu RK, Ngadjui BT, Meyer JJM, et al
(2008), en el articulo titulado “Antimicrobial activity of the crude extracts and
compounds from Ficus chlamydocarpa and Ficus cordata (Moraceae)”
publicaron el aislamiento bioguiado por el efecto antimicrobiano e identificacion
de un triterpeno con esqueleto oleanano como B-amirina y un esteroide tipo
estigmastano como [-sitosterol-3-O-B-D-glucopiranésido y otros compuestos
no terpénicos a partir de los extractos metandlicos de las cortezas de Ficus

chlamydocarpa y Ficus cordata colectadas en Camerun. (49)

gy

.://// , 7

simiarenol
HO

Figura 8. Un triterpeno pentaciclico con esqueleto adianano llamado simiarenol.
Fuente: Elaboracion propia.

En el 2009 Kuete V, Nana F, Ngameni B, Mbaveng AT, Keumedjio F, Ngadjui
BT et al, en el articulo titulado “Antimicrobial activity of the crude extract,
fractions and compounds from stem bark of Ficus ovata (Moraceae)” publicaron
el aislamiento bioguiado por el efecto antimicrobiano e identificacion de cuatro
triterpenos, uno ellos con esqueleto friedelano como 3-friedelanona, un
taraxasterano como acetato de taraxerilo, un lupano como acido betulinico, un
oleanano como acido oleanoico y otros compuestos no terpénicos del extracto

metanolico de la corteza de Ficus ovata colectada en Camerun. (50)
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Figura 9. Seis esteroides con esqueleto estigmastano presentes en algunas especies del
género Ficus.
Fuente: Elaboracion propia.

Parveen M et al (2009), en el articulo titulado “A novel antimicrobial triterpenic
acid from the leaves of Ficus benjamina (var. comosa)” lograron el aislamiento,
caracterizacion quimica y efecto antimicrobiano de un nuevo triterpeno con
esqueleto (9,11), (18,19) disecooleanano como el acido (9,11),(18,19)-
disecoolean-12-en-28-oico y el aislamiento, identificacion y efecto
antimicrobiano de un triterpeno con esqueleto oleanano como B-amirina a partir
del extracto éter de petréleo de las hojas secas de Ficus benjamina colectada
en la India. (51)

En el 2010 Bankeu JJK, Mustafa SAA, Gojayev AS, Lenta BD, Noungoue DT,
Ngouela SA etal, en el articulo titulado “Ceramide and cerebroside from the
stem bark of Ficus mucuso (Moraceae)” aislaron e identificaron dos esteroides
glicosilados con esqueleto estigmastano como cellobiosilesterol y B-sitosterol 3-
O-B-D-glucopirandsido, dos esteroides con esqueleto estigmastano como [3-
sitosterol y estigmasterol, dos triterpenos con esqueleto lupano como acetato
de lupeol y un ursano como &cido ursélico ademas de otros compuestos no
terpénicos a partir del extracto metanolico de la corteza de Ficus mucoso. (52)
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Figura 10. Cinco esteroides con esqueleto estigmastano presentes en algunas especies del
género Ficus.
Fuente: Elaboracion propia.

Chen LW et al (2010) En el articulo titulado “Secondary metabolites and
antimycobacterial activities from the roots of Ficus nervosa” publicaron el
fraccionamiento bioguiado por el efecto antimicobacterial, el aislamiento e
identificacion de cinco esteroides uno con esqueleto ergostano como ergosterol
peréxido y cuatro estigmastanos como 6B-hidroxiestigmast-4-en-3-ona, 6f3-
hidroxiestigmasta-4,22-dien-3-ona, [-sitosterol y estigmasterol, un triterpeno
con esqueleto oleanano como el acido oleanoico y otros compuestos no

terpénicos a partir del extracto metandlico de la raiz seca de Ficus nervosa

colectada en Taiwan. (53)

ergosterol peroxido
de Ficus nervosa

campesterol

HO'

Figura 11. Tres esteroides con esqueleto ergostano presentes en algunas especies del género
Ficus.
Fuente: Elaboracion propia.

Ebrahimzadeh MA et al (2011). En el articulo titulado “Antioxidant activity of a
new c-glycosylflavones from leaves of Ficus microcarpa” publicaron el
fraccionamiento bioguiado por el efecto antioxidante, el aislamiento e
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identificacion de tres esteroides con esqueleto estigmastano como B-sitosterol,
daucosterol y B-sitosterol 3-O-(6'-octadecanoil)-B-D-glucopirandsido ademas de
otros compuestos no terpénicos a partir del extracto metandlico de las hojas

secas de Ficus microcarpa colectada en Vietnam. (54)

Kengap RT et al (2011). En el articulo titulado “Isoprenoids and flavonoids with
antimicrobial activity from Ficus conraui Warburg (Moraceae)” publicaron el
fraccionamiento biodirigido por el efecto antimicrobiano, aislamiento y
caracterizacion quimica de un nuevo triterpeno con esqueleto A°1112 yrsano
denominado por el autor como conrauidienol. Ademas del aislamiento e
identificacion de tres triterpenos y dos esteroides y entre ellos un oleanano
como acetato de B-amirina, un lupano como acido betulinico y un ursano como
acido ursdlico, dos esteroides con esqueleto estigmastano como 6-
hidroxiestigmasta-4,22-dien-3-ona y [-sitosterol glucésido ademas de otros
compuestos no terpénicos a partir del extracto metandlico del tallo de Ficus

conraui colectada en Camerun. (55)

Kuete V et al (2011). En el articulo titulado “Antimicrobial activities of the
methanol extract, fractions and compounds from Ficus polita Vahl. (Moraceae)”
publicaron el aislamiento biodirigido por el efecto antimicrobiano e identificacion
de cinco triterpenos entre ellos uno con esqueleto eufano como eufol-3-O-
cinnamato, dos lupanos como lupeol y acido betulinico, un taraxasterano como
taraxar-14-eno y un ursano como acido ursolico y dos esteroides con esqueleto
estigmastano como B-sitosterol y sitosterol-3-O-B-D-glucopiranésido a partir del

extracto metandlico de la raiz de Ficus polita colectada en Cameruan. (56)
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Figura 12. Un triterpeno tetraciclico con esqueleto eufano llamado eufol-3-O-cinnamato.
Fuente: Elaboracion propia.

El-Hawary SS et al (2012). En el articulo titulado “Antitumor and antioxidant
activity of Ficus elastica roxb and Ficus bengalensis linn family Moraceae”.
realizaron el fraccionamiento bioguiado por el efecto citotoxico contra células
de cancer hepatico y de mama, el aislamiento e identificacion de dos
triterpenos, uno de ellos con esqueleto friedelano como friedelina un hopano
como fernenol y un esteroide con esqueleto estigmastano como B-sitosterol
ademas de la identificacibn por cromatografia de gases de una fraccion
insaponificable, entre ellos tres esteroides con esqueleto estigmastano como
campesterol, estigmasterol y (B-sitosterol y un triterpeno con esqueleto ursano
como a-amirina. Todos los mencionados fueron a partir del extracto metandlico
de las hojas y ramas de Ficus bengalensis y Ficus elastica colectadas en
Egipto. (57)

Mbosso EJT et al (2012). En el articulo titulado “Ceramide, cerebroside and
triterpenoid saponin from the bark of aerial roots of Ficus elastica (Moraceae)”
publicaron el aislamiento e identificaciébn de cuatro triterpenos entre ellos dos
friedelanos como friedelina y friedenol, un lupano como acido betulinico y un
ursano como acido ursolico y tres esteroides con esqueleto estigmastano como
estigmasterol, B-sitosterol y sitosteril 3-O-B-D-glucopirandsido ademas de otros
compuestos no terpénicos. Todos provenientes del extracto metandlico de la

corteza seca de Ficus elastica colectado en Cameruan. (58)
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Figura 13. Ocho triterpenos pentaciclicos con esqueleto taraxasterano presentes en algunas
especies del género Ficus.
Fuente: Elaboracion propia.

Somwong P et al (2013). En el articulo titulado “New sesquiterpenes and
phenolic compound from Ficus foveolata”. Aislaron y caracterizaron
quimicamente dos nuevos sesquiterpenos con esqueleto eudesmano
denominados por el autor como fovedlido A y foveoeudesmenona ademas del
aislamiento e identificacion de tres triterpenos y entre ellos uno con esqueleto
friedelano como friedelina, un taraxasterano como taraxasterol y un lupano
como betulina junto a otros compuestos no terpénicos. Todos los mencionados
a partir del extracto etandlico del tallo seco de Ficus foveolata colectada en
Tailandia. (59)
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Figura 14. Ocho triterpenos pentaciclicos con esqueleto taraxasterano presentes en algunas
especies del género Ficus.
Fuente: Elaboracion propia.

18

r,/// H 20,21 a-epoxitaraxastan-3p-ol

3-acetoxi- 20,21~



Awolola G V et al (2014). En el articulo titulado “Antibacterial and anti-biofilm
activity of flavonoids and triterpenes isolated from the extract of Ficus
sansibarica warb subsp sansibarica (Moraceae) extract”  publicaron el
aislamiento e identificacién de dos triterpenos y entre ellos un esqueleto lupano
como acetato de lupeol y un cicloartano como cicloart-23-eno-3(3,25-diol y un
esteroide con esqueleto estigmastano como [B-sitosterol a partir del extracto
metandlico de los frutos frescos, hojas y corteza seca de Ficus sansibarica

colectada en Sudafrica. (60)
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Figura 15. Cinco triterpenos con esqueleto cicloartano presentes en algunas especies del
género Ficus.
Fuente: Elaboracion propia.

Parveen M et al (2014). En el articulo titulado “Two new phenolic compounds
from Ficus rumphii and their antiproliferative activity” aislaron e identificaron un
esteroide tipo estigmastano denominado B-acetoxisitosterol a partir del extracto

etandlico de las hojas secas de Ficus rumphii colectada en la India. (61)

Wang Y et al (2014). En el articulo titulado “Phytochemical and
chemotaxonomic study on Ficus tsiangii Merr. ex Corner” publicaron el
aislamiento e identificacion de siete triterpenos y entre ellos dos con esqueleto
taraxasterano como taraxasterol y taraxasterona, dos lupanos como acetato de
lupeol y 3-acetoxilupa-12,20(29)-dieno, dos oleananos como 3-acetoxi-12-
oleanan-11- cetona, un ursano como acido ursélico y otros compuestos no
terpénicos a partir del extracto etandlico del tallo seco de Ficus tsiangii

colectada en China. (62)
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En el 2015 Fongang YSF, Bankeu JJK et al, en el articulo titulado “Flavonoids
and other bioactive constituents from Ficus thonningii Blume (Moraceae)”
aislaron e identificaron cuatro triterpenos y entre ellos un oleanano como [-
amirina, un friedelano como friedelina y dos lupanos como lupeol hexanoato y
acetato de lupeol ademas de dos esteroides con esqueleto estigmastano como
B-sitosterol y B-sitosterol 3-O-B-D-glucopirandsido junto a otros compuestos no
terpénicos a partir del extracto metandlico de los frutos y raices secas de Ficus

thonningii colectada en Camerudn. (63)

6pB-hidroxiestigmasta-

6B-hidroxiestigmast- 4,22-dien-3-ona

4-en-3-ona o

acido 3B-acetoxiestigmast-
22-en-26-6ico [¢]

OH OH

Figura 16. Seis esteroides con esqueleto estigmastano presentes en algunas especies del
género Ficus.
Fuente: Elaboracion propia.

En el 2015 Jing L, Zhang Y-M, Luo J-G, Kong L-Y en el articulo titulado
“Tirucallane-Type Triterpenoids from the Fruit of Ficus carica and Their
Cytotoxic Activity” publicaron el aislamiento y caracterizacion quimica de nueve
nuevos triterpenos con esqueleto tirucalano denominados por el autor como
ficutirucina A, B, C, D, E, F, G, H e | ademas de determinar el efecto citotoxico
de ficutirucina A, B, C, F, G e | contra células con cancer hepatico y de mama.
Todos los mencionados a partir del extracto de frutos secos de Ficus carica

colectada en China. (64)
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Figura 17. Nueve triterpenos tetraciclicos con esqueleto tirucalano presentes en algunas
especies del género Ficus.
Fuente: Elaboracion propia.

En el 2015 Kushwaha PS, Raj V, Singh AK, Keshari AK, Saraf S, Mandal SC,
et al, en el articulo titulado “Antidiabetic effects of isolated sterols from Ficus
racemosa leaves” aislaron e identificaron dos esteroides con esqueleto
estigmastano como [-sitosterol y estigmasterol y un triterpeno con esqueleto
lanostano como lanosterol a partir del extracto éter de petréleo de las hojas

secas de Ficus racemosa colectada en la India, (65)

Naquvi KJ, et al (2015). En el articulo titulado “Two new phytosterols from the
stem bark of Ficus bengalensis L” publicaron el aislamiento y caracterizacion
quimica de un triterpeno con esqueleto lanostano como lanost-5,24-dien-33-il-
B-D-glucopiranosid-2’-O-il-docos-11"-enoato y un estigmastano como acido 33-
acetoxiestigmast-22-en-26-6ico ademas del aislamiento e identificacion de dos
triterpenos de los cuales uno tiene esqueleto ursano como a-amirina y un
lupano como lupeol. Todos a partir del extracto metandlico de la corteza de

Ficus bengalensis colectada en la India. (66)
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Figura 18. Dos esteroides con esqueleto lanostano presentes en algunas especies del género
Ficus.
Fuente: Elaboracion propia.

Wangkheirakpam SD et al (2015). En el articulo titulado “Cytotoxic triterpenoids
from Ficus pomifera Wall”, aislaron e identificaron cinco triterpenos, tres de los
cuales tienen esqueleto ursano denominados como 3B-acetoxiurs-12-eno, 3p3-
hidroxiurs-12-eno y acido 3B-hidroxiurs-12-en-27-6ico y dos oleananos como
acido 3[B-hidroxiolean-12-en-27-6ico y acido 3a-acetoxiolean-12-en-27-6ico a
partir del extracto metandlico de las hojas de Ficus pomifera colectada en la
India (67)

En el 2015 Yessoufou K, Elansary HO et al, en el articulo titulado “Antifungal,
antibacterial and anticancer activities of Ficus drupacea L” publicaron el
aislamiento e identificacion de cinco triterpenos entre ellos dos con esqueleto
oleanano como B-amirina y acido oleandlico, friedelanos como epifriedelanol y
friedelina y un lupano como acetato de epilupeol y un esteroide con esqueleto
estigmastano como [-sitosterol-3-O-B-D-glucopiranésido ademas del efecto
antimicrobiano y citotéxico de algunos de ellos, entre los que destaca el efecto
antifingico del acetato de epilupeol y efecto citotoxico del acido oleandlico,
friedelina y acetato de epilupeol. Todos los mencionados a partir del extracto
metanolico de la corteza de Ficus drupacea colectada en Egipto. (68)

Ango PY et al (2016). En el articulo titulado “Thonningiiflavanonol A and
thonningiiflavanonol B, two novel flavonoids, and other constituents of Ficus
thonningii Blume (Moraceae)” publicaron el aislamiento e identificacion de dos
triterpenos y uno de ellos con esqueleto lupano como acetato de lupeol y otro

con esqueleto taraxasterano como taraxasterol y dos esteroides con esqueleto
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estigmastano como [-sitosterol y -sitosterol glicosido ademéas de otros
compuestos no terpénicos. Todos los mencionados a partir del extracto
metanol: diclorometano (1:1) de la raiz y corteza seca de Ficus thonningii

colectada en Camerudn. (69)

El-Sakhawy F et al (2016). En el articulo titulado “Phytochemical investigation
of the bioactive extracts of the leaves of Ficus cyathistipula Warb” publicaron el
aislamiento e identificacion de tres triterpenos y entre ellos uno con esqueleto
ursano como a-amirina, un lupano como acetato de lupeol y un taraxasterano
como taraxasterol y un esteroide con esqueleto estigmastano como [3-sitosterol
ademas de otros compuestos volatiles por cromatografia de gases y otros no
terpénicos por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas.
Todos los mencionados a partir del extracto metandlico de las hojas secas de

Ficus cyathistipula colectadas en Egipto. (70)

2.2 Bases teoricas

2.2.1 DESCRIPCION DE LA ESPECIE

En Tacana, pueblo de la Amazonia de Bolivia, es conocida como shite midha o
matapalo negro. (10) En la Amazonia peruana es conocida como renaquilla
(28) vy en el valle de Chazuta también perteneciente a la Amazonia Peruana,

es conocido como Pishcu renaco. (71)

2.2.1.1 Morfologia y Habitat

Arbol, estrangulador y epifito, de trece a quince metros de alto. Corteza externa
color marrén grisaceo, agrietada y lenticelada. Corteza interna en dos estratos,
el estrato exterior de un milimetro de espesor, homogéneo, de color naranja, el
estrato interior de medio milimetro de espesor, consistencia arenosa; latex
blanco, con flujo rapido, sabor amargo. Ramitas terminales con seccion
circular, de tres a seis milimetros de diametro; en fresco la superficie de color
gris, lenticelada y medianamente agrietada. Hojas simples, alternas vy
dispuestas en espiral, con tendencia a agruparse al extremo de la ramita,

glabras; peciolos, caniculados de 1 a 2 cm de longitud, las laminas elipticas de
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6 a 13 cm de longitud y 3 a 5 cm de ancho, la base aguda; nervios secundarios,

impresos en la haz y casi planos en el envés, anastomosados. (12)

En América Central encontramos esta especie en Belice, Costa Rica, El
Salvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua y Panama. En América del Sur en
Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Guyana, Paraguay, Perd, Surinam vy

Venezuela. En el Caribe en Jamaica, Republica Dominicana y Puerto Rico.

En el Perd, en los departamentos de Amazonas, Huanuco, Loreto, Madre de
Dios, Pasco, San Martin y Ucayali, entre 100-1800 metros sobre el nivel del
mar. (12)

2.2.1.2 Usos tradicionales
La corteza machacada y aplicada como vendaje es usada en hernias y
fracturas. (10) La resina es usada contra los malestares de la mujer (women’s

ailments). (28) La decoccién de la corteza es usada contra el reumatismo. (11)

2.2.2 EXTRACCION Y AISLAMIENTO

La extraccion es el proceso en el que se pretende sustraer sustancias de
interés a partir de una matriz conocida como droga vegetal para obtener una

mezcla denominada extracto.

La maceracion es, una técnica de extraccion que consiste en sumergir el
material vegetal en un volumen determinado de disolvente por un tiempo

determinado.

El proceso de aislamiento en los productos naturales suele ser muy diverso y

puede comprender técnicas cromatogréaficas y otros procesos fisicoquimicos.

Existen muchas técnicas cromatograficas pero todas comprenden el siguiente
fundamento, la migracién de la mezcla por accion de un solvente en fase
liquida, gaseosa o fluido supercritico conocido como fase maévil que se hace
pasar por un liquido o soélido que intenta retener a los componentes de la
mezcla a diferentes tiempos segun su afinidad a este, conocido como fase

estacionaria. (72)
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2.2.2.1 Clasificacién de técnicas cromatograficas
Una de las clasificaciones se basa en los medios fisicos por medio de los
cuales las fases estacionarias y moéviles se ponen en contacto: Cromatografia

en columna y cromatografia en plano.

2.2.2.2 Cromatografia en columna

Consiste en eluir una mezcla a través de un tubo relleno con un soélido inerte
finamente dividido que mantiene la fase estacionaria en la superficie, llamado
columna, con la fase movil que se introduce en la parte superior de la columna
por los espacios abiertos entre las particulas del material de empaque.
Entonces los componentes de la mezcla, denominados comunmente como
analitos, se distribuyen entre la fase movil y estacionaria; dando lugar a un
reparto o distribucion entre ambas fases. A medida que la fase movil fluye por
la columna, transporta moléculas de soluto hacia abajo de la columna en una
serie continua de transferencias entre las dos fases y pretende separar la
mezcla. El aislamiento de las especies separadas se logra haciendo pasar una
cantidad suficiente de fase moévil por la columna hasta que las bandas

individuales llegan al extremo, en donde se detectan o se recogen. (72)

2.2.2.3 Cromatografia en plano
Este método cromatografico consiste en que la fase estacionaria se encuentra
en una superficie plana y la fase movil se desplaza sobre ella por capilaridad,

hasta lograr separar una mezcla de interés. (72)

2.2.2.4 Detectores

Parte fundamental del equipo de cromatografia de liquidos para diferenciar los
analitos separados. Para la cromatografia de liquidos existen dos tipos basicos
de detectores.

2.2.2.5 Detectores basados en una propiedad de la fase movil

Son sensibles a una propiedad de la fase mévil, como el indice de refraccion,
constante dieléctrica o densidad, la cual es modulada por la presencia de
solutos. (72)

2.2.2.6 Detectores basados en una propiedad del soluto
Estos responden a una propiedad relacionada al soluto como, absorbancia,

fluorescencia o corriente de difusion, que no son inherentes a la fase moévil. La
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cromatografia de liquidos puede usar diversos detectores por su alto grado de
hifenacion ejemplo de ellos es los detectores basados en espectroscopia y

espectrometria. (72)

2.2.3 METODOS PARA LA DETERMINACION DE ESTRUCTURAS
QUIMICAS

La elucidacion estructural de un producto natural se logra generalmente
mediante espectroscopia ultravioleta, infrarroja, de resonancia magnética
nuclear y espectrometria de masas. Si es un compuesto quiral puede requerir
ademas de dicroismo circular y difraccion de rayos-X para lograr determinar su

estereoquimica y configuracion absoluta. (73)

2.2.3.1 Espectrometria de masas

Técnica espectrométrica fundamentada en la medicién de las masas atdmicas
y moleculares, de muestras previamente ionizadas, expresadas como sefiales
segun su relacion masa/carga en un espectro. Esta técnica permite determinar
la masa molecular y dar informacion estructural mediante los patrones de

fraccionamiento mostrados en el espectro. (74)
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Figura 19. Espectro de masas de la propanona que muestra el ion molecular, el pico base y un
fragmento idnico de la propanona.
Fuente: Skoog DA, Holler FJ, Crouch SR. Principios de analisis intrumental. 6a ed. Mexico:

Cengage learning; 2008. 1038 p.
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Figura 20. Espectro de masas de de acetato de B-amirina
Fuente: Japan Chemical Information Link Center. 12-oleanen-3beta-yl acetate [Internet].
Spectra database for organic compounds SDBS. 2019 [citado 23 de junio de 2019]. p. 1.

2.2.3.2 Espectroscopia

Es una ciencia experimental que estudia la interaccion de la radiacion
electromagnética y la materia, usada para identificar y determinar especies
quimicas. (72)

2.2.3.3 Espectroscopia infrarroja

Esta técnica espectroscopica esta fundamentada en la absorcion de
radiaciones electromagnéticas comprendidas desde 0,78 a 1000 pum, por el
analito, lo que ocasiona vibracién de los atomos, estiramiento y dobles de los
enlaces, con frecuencias dependientes de las masas atémicas y rigidez de

enlace. (72)
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Figura 21. Espectro IR de acetato de p-amirina.

Fuente: Japan Chemical Information Link Center. 12-oleanen-3beta-yl acetate [Internet].
Spectra database for organic compounds SDBS. 2019 [citado 23 de junio de 2019]. p. 1.
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Figura 22. Espectro infrarrojo de 24-acetato de 16-ox0-11-anhidroalisol A.

Fuente: Ma Q, Han L, Bi X, Wang X, Mu Y, Guan P, et al. Structures and biological activities of
the triterpenoids and sesquiterpenoids from Alisma orientale. Phytochemistry [Internet].

2016;131:150-7. Disponible en: https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2016.08.015

2.2.3.4 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Técnica espectroscopica fundamentada en

la absorcion de radiacion

electromagnética, en la region de radiofrecuencia comprendida entre 4 a 900
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mega Hertz, por los nucleos de los atomos. Para que los nucleos de los atomos
puedan absorber, los espines nucleares deben formar estados de energia
inducidos por un campo magnético intenso; se orientan de forma paralela

(estado de espin a) o antiparalela (estado de espin ) al campo. (74)

2.2.3.5 Resonancia magnética nuclear 'H
Esta técnica registra la absorcién de cada isétopo 'H con entorno quimico

diferente y el resultado de esta lectura es un espectro.
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Figura 23. Espectro de resonancia magnética nuclear de 'H de 24-acetato de 16-ox0-11-
anhidroalisol A en DMSO ds a 600 MHz. (75)

Fuente: Ma Q, Han L, Bi X, Wang X, Mu Y, Guan P, et al. Structures and biological activities of
the triterpenoids and sesquiterpenoids from Alisma orientale. Phytochemistry [Internet].
2016;131:150-7. Disponible en: https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2016.08.015
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Figura 24. Espectro de resonancia magnética nuclear de 'H de acetato de $-amirina. (76)

Fuente: Fukushi E. Advanced NMR approaches for a detailed structure analysis of natural
products. Biosci Biotechnol Biochem. 2006;70(8):1803-12.

2.2.3.6 Resonancia magnética nuclear 3C
Esta técnica espectroscopica hace posible contar el nimero de atomos de 3C

diferentes en una molécula. (74)
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Figura 25. Espectro de resonancia magnética nuclear de 'H de 24-acetato de 16-0x0-11-
anhidroalisol A en DMSO ds a 150 MHz. (75)

Fuente: Ma Q, Han L, Bi X, Wang X, Mu Y, Guan P, et al. Structures and biological activities of
the triterpenoids and sesquiterpenoids from Alisma orientale. Phytochemistry [Internet].
2016;131:150-7. Disponible en: https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2016.08.015
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Figura 26. Espectro de resonancia magnética nuclear de 13C de acetato de B-amirina.

Fuente: Fukushi E. Advanced NMR approaches for a detailed structure analysis of natural
products. Biosci Biotechnol Biochem. 2006;70(8):1803-12.

2.2.3.7 Resonancia magnética nuclear bidimensional

Comprende un conjunto de experimentos de resonancia magnética nuclear a
los que relaciona los espectros comunes con acoplamientos mediante enlaces,
interacciones espaciales o intercambio quimico. Los mas comunes en
elucidacion estructural de productos naturales son los que se basan en la
transferencia de coherencia, como: espectroscopia de correlacion homonuclear
(COSY), espectroscopia total de correlacion (TOCSY), el increible experimento
de transferencia de quantum doble natural (INADEQUATE), espectroscopia de
correlacion heteronuclear (HETCOR) vy espectroscopia de correlacion

heteronuclear de quantum multiple (HMQC). (77)
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2.2.3.8 HSQC

Muestra resonancias (correlaciones heteronucleares) que surgen como
resultado de acoplamientos *Jcn entre nucleos '3C y protones unidos a los
atomos correspondientes. Esto permite detectar todos los grupos CH, CHz y

CHzs correspondientes a los desplazamientos asignados. (78)
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Figura 27. Espectro de resonancia magnética nuclear HSQC de 24-acetato de 16-oxo-11-
anhidroalisol A en DMSO de.
Fuente: Ma Q, Han L, Bi X, Wang X, Mu Y, Guan P, et al. Structures and biological activities of
the triterpenoids and sesquiterpenoids from Alisma orientale. Phytochemistry [Internet].
2016;131:150-7. Disponible en: https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2016.08.015

2.2.3.9 HMBC
Este experimento muestra correlaciones heteronucleares de dos y tres enlaces
quimicos de distancia entre protones y 2C, pero no permite distinguir la

diferencia entre ellos. (79)
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Figura 28. Espectro de resonancia magnética nuclear HMBC de 24-acetato de 16-0x0-11-
anhidroalisol A en DMSO de.

Fuente: Ma Q, Han L, Bi X, Wang X, Mu Y, Guan P, et al. Structures and biological activities of
the triterpenoids and sesquiterpenoids from Alisma orientale. Phytochemistry [Internet].
2016;131:150-7. Disponible en: https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2016.08.015

2.3 Hipotesis

2.3.1 Hipotesis general

Los metabolitos secundarios mayoritarios de la ruta biogenética del
mevalonato, triterpenos y/o esteroides estan presentes en la corteza de Ficus

pertusa.

2.3.2 Hipotesis especificas
1. Los triterpenos y/o esteroides del ndcleo oleanano y/o estigmastano son

ndcleos mayoritarios presentes en la corteza de Ficus pertusa.

2. La B-amirina es el triterpeno y/o B-sitosterol es el esteroide mayoritario

presente en la corteza de Ficus pertusa.
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2.4 Variables

2.4.1 Tabla de operacionalizacion de variables

Tabla 1. Tabla de operacionalizacion de variables

VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES ITEMS INSTRUMENTO
v. independiente Rendimiento del ¢,Cudl es la relacion | Ficha de
Extracto y fracciones | Fitoquimica extracto y porcentual entre la | observacién

de la corteza de fracciones droga, el extracto y

Ficus pertusa. fracciones?

V. dependiente Espectrometria Sefiales & 5.13, | ¢Cudles son los Interpretacion de
Estructura quimica Espectrofotometria 5.19 y 4.51 ppm en | oleananos y/o espectros

de triterpenos y/o de RMN RMN estigmastanos que

esteroides presenta?

Fuente: Elaboracion propia

2.5 Marco conceptual

Extracto: Producto sélido o espeso obtenido por evaporacion de un zumo o de

una disolucién de sustancias vegetales o animales. (80)

Droga: Es todo material de origen natural que contiene principios activos con
actividad farmacologica para su uso directo o para la elaboracion de
medicamentos. (81)

Fraccion: En el contexto de aislamiento de metabolitos secundarios, las
fracciones son, fragmentos o partes separadas a partir del extracto crudo. Se
obtienen por técnicas cromatograficas o procesos fisicoquimicos.(82)

Medicina tradicional: La medicina tradicional es todo el conjunto de
conocimientos, aptitudes y practicas basados en teorias, creencias y
experiencias indigenas de las diferentes culturas, sean o no explicables,
usados para el mantenimiento de la salud, asi como para la prevencion, el
diagnéstico, la mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas 0 mentales.
(26)

Espectroscopia: Ciencia experimental que estudia la medicion de interaccion

de radiacion electromagnética y otras formas de energia con las especies
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qguimicas (materia), tanto atomos, como moléculas, usados para identificar y

determinar los elementos presentes en varias formas de la materia. (72)

Elucidacién estructural: Es la determinacion o identificacién de la estructura

quimica de una sustancia de interés. (83)

Metabolito primario: Son aquellos compuestos que intervienen directamente
con procesos fundamentales de un organismo como metabolismo de los

carbohidratos, fotosintesis, etc. (83)

Metabolito secundario: Término usado para los compuestos que difieren de
los metabolitos primarios. (84)

Terpeno: Grupo de metabolitos secundarios que tienen como precursor
biogenético al &cido mevaldnico, siguen la regla del isopreno (cinco carbonos).
(82)

Triterpenos: Son terpenos, metabolitos secundarios provenientes de la ruta
biogenética del &cido mevaldnico, constituidos por 30 carbonos. (85)

Esteroide: Terpeno con esqueleto ciclico base de

ciclopentanoperhidrofenantreno con 27-29 carbonos. (82)
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CAPITULO IIl: METODO

3.1 Tipo de estudio

Basica, ya que es una investigacion original cuya finalidad es el progreso del

conocimiento cientifico. (86)

Prospectivo, porque comienza a realizarse en el presente, pero los datos se

analizan transcurrido un determinado tiempo, en el futuro. (87)

Transversal, porque las variables solo se miden en un determinado momento y

no se pretende medir algin cambio a través del tiempo. (87)

3.2 Disefio a utilizar

3.2.1 Recoleccidn y extraccion

La especie botanica fue colectada en el distrito de Pebas, provincia de Mariscal
Ramoén Castilla en la regidon Loreto. El érgano de interés para esta investigacion
fue la corteza de Ficus pertusa. La corteza de esta especie se colecté en forma
de lonjas a partir de diez arboles comprendidos en un area de 20 m2. La

corteza fresca fue transportada a Lima en un recipiente de carton.

Se secaron, trozaron y molieron 5.3 kg de corteza con una estufa, cuchillo y
molino de cuchillas respectivamente. Luego 2.5 kg del polvo obtenido se
macero con una mezcla de etanol al 80 % durante tres semanas y el disolvente
usado se cambid cada semana. El liquido resultante se concentré a presion
reducida en un rotavapor hasta disminuir el volumen que se llevé a sequedad

en una estufa a 40° C. Se obtuvieron 85.4 g de extracto seco. (2)

3.2.2 Analisis cromatogréfico del extracto

Se tomaron porciones pequefias del extracto etandlico disueltas en etanol y se
aplicaron con un capilar sobre la superficie de algunos cromatofolios de
silicagel 60 F2s4 cortados a 2 x 5 cm para luego ser eluidas con éter de
petréleo, cloroformo y acetato de etilo en diferentes proporciones en camaras
cromatograficas. Los cromatogramas resultantes se observaron al visible, con
una lampara UV a 254 y 365 nm antes y después de ser revelado con acido

fosforico-vainillina, se observé a 365 nm. (88)

36



3.2.3 Fraccionamiento

Luego del analisis cromatografico del extracto mediante cromatografia en capa
fina se realizé un fraccionamiento liquido-liquido por particion de la suspension
acuosa (8 g de extracto en 50 mL de agua) con 70 mL de éter de petréleo, la
particion se realiz6 tres veces. Se continud el reparto por triplicado con igual
volumen de cloroformo y luego con acetato de etilo como se describe en la

siguiene figura.

8 g de extracto seco

Se dispersé en 50 mL agua y
se extrajo con 70 mL éter de
petréleo x 3 veces

Suspension

1.24 g de Fraccion
acuosa

éter de petrdleo
(EP)

Se extrajo con 70
mL de cloroformo x
3 veces

Suspension 1.84 g Fraccion
acuosa cloroformo
(CFM)

Se extrajo con 70
mL de acetato de
etilo x 3 veces

Suspensién 1.79 g Fraccion

acuosa acetato de etilo
(AE)

Figura 29. Diagrama de flujo del proceso de fraccionamiento del extracto de la corteza de Ficus
pertusa.

Fuente: Elaboracién propia
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3.2.4 Aislamiento y purificacion

Mediante un analisis por cromatografia en capa fina de las fracciones EP, CFM
y AE en cromatofolios de silicagel 60 F2s4 cortados a 2 x 5 cm, empleando
como fase movil éter de petroleo, cloroformo y acetato de etilo en diferentes
proporciones y mediante el revelado de los cromatogramas con acido fosférico-
vainillina, luego de ser calentados y observados al visible y con lampara UV a
365 nm de longitud de onda, se evidencidé la presencia de terpenos yl/o

esteroides en la fraccion de AE.

Luego se realizé una Cromatografia en Columna de la fraccion de AE, la
muestra se prepar6é con 0.744 g de la fraccion y se adsorbi6 en silicagel para
columna (230 - 400 mesh) con algunos mililitros de acetato de etilo. Se empled
como fase estacionaria 35 g de silicagel (230 - 400 mesh) en una columna de 3
X 60 cm y la elusion se realizé empleando como Fase mdvil disolventes de
polaridad creciente (éter de petroleo, cloroformo y acetato de etilo) como se

muestra en la siguiente tabla.

Tabla 2. Fases moéviles usadas en la cromatografia en columna en AE.

Orden de | Volumen | Fase movil Proporcion
la fase | (mL) de la fase
movil movil

1 100 mL | Eter de petréleo 1

2 100 mL Eter de petroleo - cloroformo 98:2

3 100 mL Eter de petroleo - cloroformo 96:4

4 100 mL Eter de petroleo - cloroformo 94.6

5 100 mL Eter de petroleo - cloroformo 92:8

6 100 mL Eter de petroleo - cloroformo 90:10

32 100 mL Eter de petroleo - cloroformo 30:70
33 100 mL Eter de petroleo - cloroformo 20:80
34 100 mL Eter de petroleo - cloroformo 10:90
35 100 mL Cloroformo 1

36 100 mL Cloroformo-acetato de etilo 95:5
37 100 mL Cloroformo-acetato de etilo 90:10
38 100 mL Cloroformo-acetato de etilo 85:15
54 100 mL Cloroformo-acetato de etilo 5:95
55 100 mL Acetato de etilo 1

Fuente: Elaboracion propia.
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Se colectaron 270 eluatos y estos a su vez fueron agrupados mediante un

analisis por cromatografia en capa fina en siete subfracciones (AE1-7).

Se obtuvieron 110 mg de la sub fraccion AEs obtenida al unir los eluatos (82-
156).

La sub fraccion AEs se purifico por otra Cromatografia en Columna, empleando
como fase estacionaria 10 g de silicagel (230 - 400 mesh) en una columna de
1.5 x 60 cm. Las fases moviles empleadas contenian éter de petroleo,
cloroformo y acetato de etilo en las proporciones descritas a detalle en la

siguiente tabla.

Tabla 3. Fases moviles usadas en la cromatografia en columna en AEs.

Orden de | Volumen | Fase movil Proporcion

la fase | (mL) de la fase

movil movil
1 10 mL Eter de petroleo 1
2 10 mL Eter de petroleo - cloroformo 98:2
3 10 mL Eter de petroleo - cloroformo 96:4
4 10 mL Eter de petroleo - cloroformo 94.6
5 10 mL Eter de petroleo - cloroformo 92:8
6 10 mL Eter de petroleo - cloroformo 90:10
26 10 mL Eter de petroleo - cloroformo 50:50
27 10 mL Eter de petroleo - cloroformo | 40:60
28 10 mL Eter de petroleo - cloroformo 30:70
29 10 mL Eter de petroleo - cloroformo 20:80
30 10 mL Eter de petroleo - cloroformo 95:5
31 10 mL Eter de petroleo - cloroformo 15:85
32 10 mL Cloroformo 1
33 10 mL Cloroformo-acetato de etilo 90:10
34 10 mL Cloroformo-acetato de etilo 80:20
35 10 mL Cloroformo-acetato de etilo 70:30
36 10 mL Cloroformo-acetato de etilo 60:40
37 10 mL Cloroformo-acetato de etilo 50:50
38 10 mL Acetato de etilo 1
39 10 mL Acetato de etilo-metanol 80:20

Fuente: Elaboracion propia

Se colectaron 100 eluatos y estos a su vez fueron agrupados mediante un
analisis por cromatografia en capa fina en siete sub fracciones (AEs.1-7). Como

resultado del analisis cromatografico, se identificaron terpenos y/o esteroides
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en AEs2 mediante el revelado con &cido fosférico-vainillina observado al visible

y a una longitud de onda de 365 nm.

AEs2 fue analizado por técnicas de espectroscopia IR y de RMN
monodimensional de H y 13C y bidimensional HMBC y HSQC.

3.2.5 Espectroscopia IR

Se elabord una pastilla de bromuro de potasio mezclando 20 mg de AEs.2 con
un prensador (pastillador) de metal. Esta pastilla fue usada para analisis
espectroscopico con un espectrofotometro infrarrojo FT-IR, marca Nicolet
modelo 1S10 de la Universidad Nacional Federico Villarreal, Escuela
Profesional de Quimica, Facultad de Ciencias Naturales y Matemaética.

3.2.6 Espectroscopia de RMN

Se disolvieron 47 mg de AEs.2 en 600 puL de CDCls y se vertié en un tubo para
analisis espectroscopico RMN !H y ¥C en el espectrometro Bruker Avance |l
HD 500 MHz (11.75 T) de la Pontificia Universidad Catdlica del Perq,

departamento de Ciencias, Seccion Quimica.

3.3 Poblacion

Poblacion: Estuvo conformada por 10 arboles de la especie Ficus pertusa que
se encuentran en un area de 20 m? de la regién Loreto, provincia Mariscal

Ramoén Castilla en el distrito de Pebas.

3.4 Muestra

Muestra: 5.3 kg corteza de Ficus pertusa.

3.5 Técnicas e instrumentos de recoleccidon de datos

3.5.1 Espectroscopia IR
Espectrometro infrarrojo con transformada de fourier, marca Nicolet modelo
iIS10 de la Universidad Nacional Federico Villarreal, Escuela Profesional de

Quimica, Facultad de Ciencias Naturales y Matematica.

3.5.2 Espectroscopia de RMN
Espectrometro Bruker Avance Il HD 500 MHz (11.75 T) del Pontificia

Universidad Catdlica del Peru, departamento de Ciencias, Seccién Quimica.
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3.6 Procesamiento de datos

Los espectros de IR se procesaron con el programa Thermo Scientific OMNIC®

Los espectros de RMN se procesaron con el programa ACD/Spec Manager ®
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 Presentacion de resultados

4.1.1 Extraccién y fraccionamiento

Como resultado de la extraccidon por maceracion de 2.5 kg de corteza
pulverizada y seca de Ficus pertusa se obtuvieron 85.4 g de extracto seco. El
rendimiento de la extraccion fue de 3.4 %.

El fraccionamiento por particion de 8 g del extracto seco de la corteza de Ficus
pertusa logr6é 1.24 g de EP, 1.84 de CFM y 1.79 g de AE. Con porcentajes de
rendimiento de 15.5%, 23.0% y 22.4 % respectivamente en relacion al extracto

seco.
4.1.2 Purificacion y aislamiento

El andlisis por cromatografia en capa fina de las fracciones EP, CFM y AE
evidencid, una entre las varias manchas, en el cromatograma de la fraccion de
AE, de color morado al visible después de ser revelada con acido fosforico-
vainillina y una fluorescencia azul al UV a 365 nm y estos colores son
caracteristicos para triterpenos. (89) La fraccion de AE luego fue eluida por
cromatografia en columna porque mostré triterpenos segun el analisis por TLC
revelado con &cido fosforico-vainillina y al UV a 365 nm.

De la Cromatografia en Columna de la fraccién de AE luego del andlisis por
cromatografia en capa fina, conseguidos por agrupar eluatos con
cromatogramas similares, se obtuvieron siete subfracciones (AEi-7),
obteniéndose 110 mg de la subfraccién AEs, que en el cromatograma evidencio
color morado al visible después de ser revelada con &cido fosforico-vainillina y
una fluorescencia azul en el UV a 365 nm, estos colores son caracteristicos

para triterpenos. (89).

La sub fraccion AEs se separ6 por cromatografia en columna, los eluatos
fueron analizados por cromatografia en capa fina al visible y con una lampara a
365 nm antes y después de ser revelado con acido fosforico-vainillina. Se

obtuvieron siete fracciones (AEs.1-7) de las cuales la subfraccion AEs2 (50 mg)
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en el cromatograma evidencié color morado al visible después de ser revelada
con acido fosforico-vainillina y una fluorescencia azul en el UV a 365 nm,

estos colores son caracteristicos para triterpenos. (89)

4.1.3 Espectroscopia IR

Mediante el espectrometro IR se obtuvo un espectro a partir de una pastilla de
bromuro de potasio mezclado 20 mg de AEs..
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Figura 30. Espectro IR de AEs2

Fuente: Elaboracion propia

El espectro IR de AEs. (figura 30) mostré las sefales descritas en la siguiente

tabla.
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Tabla 4. Numero de onda de las sefiales que se evidenciaron en el espectro IR de AEs.2

Orden | Niamero de onda (cm™)
1 902.97
2 968.95
3 985.82
4 1003.72
5 1096.18
6 1147.51
7 1243.11
8 1365.64
9 1378.48
10 1453.53
11 1732.43
12 1950.15
13 2162.39
14 2274.05
15 2925.48

Fuente: Elaboracion propia

4.1.4 Espectroscopia RMN

Mediante el espectrometro de RMN se obtuvo el espectro H y 13C
sucesivamente (figuras 31 y 32) ademas de HMBC y HSQC *H - 13C (figuras 33
y 34) a partir de 47 mg de los cristales blancos AEs.2 disueltos en 600 uL de

CDCl3 conteniendo como estandar de referencia al TMS.

2.05

Normalized Intensity
2.05

249
U MU
5.00 4.75 4.50 4.25
Chemical Shift (ppm)

T LI B e L R R AR e e e e
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 05
Chemical Shift {ppm)

Figura 31. Espectro *H de RMN a 500.13 MHz en CDClz de AEs.
Fuente: Elaboracion propia
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Figura 32. Espectro 13C de RMN a 125,7 MHz en CDCls de AEs.

Fuente: Elaboracion propia
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1572

Los principales desplazamientos quimicos mostrados en los espectros RMN *H

y 13C (figuras 31 y 32) de AEs.2se muestran en las tablas 5y 6.

Tabla 5. Desplazamientos quimicos principales del espectro RMN H de AEs...

Orden

Desplazamientos quimicos (5)

4.51m

5.18

0.89

0.89

0.98s

1.01s

1.07s

0.80s

0.88

PO NOO|OAWINIEF

0

0.88

[
[

2.05

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 6. Desplazamientos quimicos principales del espectro RMN 13C de AEs.2.

Orden | Desplazamientos quimicos (&)
1 38.44
2 23.58
3 80.91
4 37.68
5 55.23
6 18.22
7 32.84
8 38.44
9 47.62

10 36.76
11 23.58
12 121.61
13 145.16
14 42.04
15 28.04
16 26.58
17 32.46
18 47.20
19 40.00
20 31.22
21 37.06
22 32.84
23 28.73
24 16.84
25 15.72
26 16.85
27 25.93
28 28.73
29 33.72
30 23.21
31 23.21
CO 170.95 h

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 33. Espectro H-13C HSQC-RMN a 500.13, 125.77MHz en CDCls de AEs..
Fuente: Elaboracion propia
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Fuente: Elaboracion propia

47

F1 Chemical Shift (ppm})

F1 Chemical Shift {(ppm)



4.2 Contrastacion de hipotesis

4.2.1 Hipotesis general

Ho: Los metabolitos secundarios mayoritarios de la ruta biogenética del
mevalonato, triterpenos y/o esteroides no estan presentes en la corteza de
Ficus pertusa

Hi: Los metabolitos secundarios mayoritarios de la ruta biogenética del
mevalonato, triterpenos y/o esteroides estan presentes en la corteza de Ficus
pertusa.

El andlisis de los cromatogramas revelados con acido fosforico-vainillina del
extracto etandlico, la fraccion AE, AEs y AEs.2 evidenciaron caracteristicas de
triterpenos. El andlisis de los espectros IR y *H y 13C (figuras 31 y 32) ademas
de HMBC y HSQC *H - 3C (figuras 33 y 34) evidenciaron que AEs.2 contiene
acetato de B-amirina, un triterpeno proveniente de la ruta biogenética del

mevalonato. Por tanto se rechaza la hipotesis nula.

4.2.2 Hipétesis especifica 1

Ho: Los triterpenos y/o esteroides del ndcleo oleanano y/o estigmastano no son

ndcleos mayoritarios presentes en la corteza de Ficus pertusa.

Hi: Los triterpenos y/o esteroides del nucleo oleanano y/o estigmastano son

ndcleos mayoritarios presentes en la corteza de Ficus pertusa.

El analisis de los cromatogramas revelados con &cido fosférico-vainillina del
extracto etandlico, la fraccibn AE, AEs y AEs2 evidenciaron caracteristicas de

triterpenos del ndcleo oleanano. Por tanto se rechaza la hipétesis nula.

4.2.3 Hipotesis especifica 2

Ho: La B-amirina no es el triterpeno y/o [B-sitosterol no es el esteroide

mayoritario presente en la corteza de Ficus pertusa.

Hi: La B-amirina es el triterpeno y/o B-sitosterol es el esteroide mayoritario

presente en la corteza de Ficus pertusa.

El andlisis de los espectros IR y 'H y 13C (figuras 31 y 32) ademas de HMBC y
HSQC 'H - 13C (figuras 33 y 34) evidenciaron que AEs.2 contiene acetato de -
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amirina, un triterpeno proveniente de la ruta biogenética del mevalonato. Mas
no se evidencio presencia de B-amirina ni B-sitosterol. Por tanto se rechaza la

hipotesis alternativa.

4.3 Discusion de resultados

Del fraccionamiento:

Del macerado etandlico de la corteza del tallo de Gambeya boiviniana
Rasoanaivo L, Wadouachi A et al 2014, obtuvieron un extracto que fue
particionado con hexano, dicloromatano, acetato de etilo y butanol; la fraccion
acetato de etilo fue eluida con ciclohexano, diclorometano, acetato de etilo y
metanol en gradiente a través de una columna cromatogréfica con silicagel y
una de las primeras fracciones se eluyé con una mezcla de ciclohexano y
diclorometano (9:1) para obtener acetato de B-amirina. (90) Mientras que Gupta
RS, Sharma R, Sharma A et al 2014, lavaron con éter de petréleo y luego
particionaron con benceno el extracto etandlico obtenido por maceracion de la
corteza de Alstonia scholaris. La fraccion final obtenida se eluyé con una
mezcla éter de petréleo y benceno (3:1) para finalmente obtener acetato de (3-
amirina. (91) Ambas rutas de aislamiento usan al etanol como disolvente
extractor al igual que la presente investigacion mientras que en el
fraccionamiento, coinciden en el uso de un disolvente apolar como hexano o
éter de petréleo. En la siguiente etapa de aislamiento ambos coinciden en el
uso de cromatografia en columna abierta con silicagel como fase estacionaria

pero diferente fase movil.

Kengap RT et al 2011 del macerado metandlico de la corteza de Ficus conraui
particionado con hexano, AcOEt, BUOH y MeOH/H20 (1:9) seleccionando la
fraccion hexano para ser eluida por dos columnas cromatograficas sucesivas,
con silicagel como fase estacionaria, con una fase mévil compuesta de mezclas
de hexano, acetato de etilo, diclorometano y metanol en gradiente obtuvieron
acetato de B-amirina. (55) Ramadan MA et al 2009 publicaron una investigacion
diferente donde el macerado con metanol 85 % de la corteza de Ficus
pandurata se particion6é con hexano, cloroformo, acetato de etilo y agua; la

fraccidn hexano fue eluida por cromatografia en columna con silicagel como
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fase estacionaria y hexano-acetato de etilo en gradiente, obteniéndose también
acetato de B-amirina. (92) Ambas rutas de aislamiento coinciden en el uso de
hexano y acetato de etilo en gradiente como fase movil para aislar acetato de
B-amirina mientras que en la presente tesis se usaron éter de petréleo,
cloroformo y acetato de etilo como disolventes en gradiente sobre silicagel

como fase estacionaria.

Del analisis espectroscopico:

El espectro IR (figura 30) mostrd principalmente las sefiales que se comparan
en la siguiente tabla con los espectros IR de acetato de beta B-amirina

provenientes de especies botanicas de otras familias.

Tabla 7. Sefiales principales del espectro IR de AEs.2 comparado con los espectros de acetato
de B-amirina proveniente de especies botanicas de otras familias.

Sefiales de espectro IR Comentario
(cm™)
AEs (93) (94)
2925.48 2949 - 2900-2850 y 2930-2915 C-C de cadena ciclica de 6

miembros. (95)

1732.43 1735 1740 | Ester alifatico a 1750-1730 y C=0 a 1670-1780. (95)
(ancho)

1732.43 1654 - 1780-1610 C=C aliciclico. (95)

(ancho)

1365.64 1370 - 1395-1365 por metilos unidos a carbonos geminales.
(95)

1243.11 1247 1250 | CHsy CH:

1023.72 1025 -

Fuente: Elaboracion propia

El espectro de 'H mostré (Figura 31) una gran cantidad de sefiales con
integrales muy variadas, esto es evidencia de que AEs2 contiene una mezcla
de compuestos. Sin embargo este espectro muestra dos desplazamientos
quimicos a & 5.13 y 5.18, ambos tripletes con la misma constante de
acoplamiento (J= 3.5 Hz) y caracteristicos de triterpenos pentaciclicos con

esqueleto A'? ursano y oleanano respectivamente, qué podria ser un hidrégeno
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alilico (H-12), de dos o mas compuestos diferentes, porque evidencian
abundancias diferentes. (96) El espectro (figura 31) también muestra un
multiplete a & 4.51 con J= 10.38 y 7.63 asignado al H-3, que evidencia
acoplamientos de hidrégenos Js en cis y trans alifaticos, con H-2. (96) No es
posible asignar todos los desplazamientos quimicos por la complejidad de la
estructura, existen muchos acoplamientos y solapamiento de los multipletes.
Se compararon desplazamientos quimicos de algunos hidrégenos de interés

analitico de acetato de B-amirina obtenido por otros autores (Tabla 8).

El espectro HMBC (figura 34) evidencia correlacion entre el desplazamiento a
80.91 ppm y 0.85-0.90 ppm, este dato evidencia el acoplamiento del C-3 con
los H-23 y H-24. Los desplazamientos 5.18-5.21 acoplan con 23.58 y 145.16
que evidencia acoplamiento de H-12 con C-11 y C-13. Los desplazamientos
5.18-5.21 con 42.04 que evidencia acoplamiento de H-12 con C-14. En la figura
35 se evidencian los acoplamiento mas importantes que mostrd el espectro
HMBC.

Figura 35. Acetato de B-amirina con los acoplamientos HMBC (H->C)
Fuente: Elaboracion propia

Los espectros bidimensionales (figuras 33 y 34) corroboran las correlaciones
heteronucleares que proponen que AEs.2 contiene una mezcla de acetato de (-

amirina con otros compuestos.
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Tabla 8. Desplazamientos quimicos (9, ppm), multiplicidad y constantes de acoplamiento (J, Hz)
de 'H RMN (s6lo de interés analitico) de AEs> comparado con la literatura citada de acetato de

B-amirina
H 300MHz 100MHz 90MHz 500.13 MHz
CDCIz (97) | CDClIs(98) | CDCls (99) CDCl3
Experimental
3 1H 4.47dd 1Ha 4.54dd 4.51m
Jo.1y7.4 J11.6 J10.38 y
7.63
12 1H 5.11t J3 5.181t 1H 5.21t 1H 5.18t
J3.4 J3.5 J3.5Hz
23 3H 0.89s 0.872 12H 0.88s 0.89
24 3H 0.89s 0.872 12H 0.88s 0.89
25 3H 0.98s 0.970 6H 0.98s 0.98s
26 3H 0.95s 0.970 6H 0.98s 1.01s
27 3H 1.04s 1.132 3H 1.14s 1.07s
28 3H0.77s 0.830 3H 0.84s 0.80s
29 3H 0.89s 0.872 12H 0.88s 0.88
30 3H 0.89s 0.872 12H 0.88s 0.88
COMe 3H 2.02s 3H 2.07s 2.05

S: singlete, d: doblete, dd: doble doblete, m: multiplete
Fuente: Elaboracion propia

En la figura 32 se muestra dos desplazamiento quimicos que podrian
corresponder al carbono metinico de posicion 12 (6 121.61 ppm) y al carbono
olefinico de posiciéon 13 (& 145.16 ppm) comunmente encontrados entre &
121.0-125.5 y 140.0-145.2 en el (100) Los
desplazamientos quimicos 37.68 y 31.22 , pueden corresponder a los gem-

esqueleto A% oleanano.

dimetilos del C-4 y C-20 del acetato de $-amirina que otros autores asignaron a
0 37.6; 39.5y 37.71 para C-4 y 31.1; 31.4 y 31.07 para C-20, (101-103) que
comunmente se encuentran entre & 37.3-39.5 y 31.0-32.0 en los esqueletos A*?

oleananos respectivamente. (100)
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Tabla 9. Desplazamientos quimicos de 3C RMN de AEs> comparado con la literatura citada de
acetato de B-amirina.

C 15.09MHz CDCls; 100MHz 100MHz 125.77 MHz
(201) CDCl3(102) CDCI5(103) CDCls
Experimental

1 38.2 39.6 38.2 38.44
2 23.6 27.9 26.96 23.58
3 80.7 80.8 80.99 80.91
4 37.6 39.5 37.71 37.68
5 55.3 55.1 55.31 55.23
6 18.3 18.1 18.31 18.22
7 32.6 33.6 32.64 32.84
8 39.7 38.3 38.80 38.44
9 47.6 47.4 47.61 47.62
10 36.8 35.0 36.85 36.76
11 23.4 23.5 23.58 23.58
12 121.5 121.5 121.69 121.61
13 144.9 145.1 145.21 145.16
14 41.7 42.0 41.72 42.04
15 28.3 28.2 23.62 28.04
16 26.2 27.9 26.14 26.58
17 32.5 32.5 46.86 32.46
18 47.2 59.0 47.40 47.20
19 46.8 40.2 46.80 40.00
20 31.1 314 31.07 31.22
21 34.8 31.0 37.15 37.06
22 37.1 42.0 32.74 32.84
23 28.1 29.5 28.08 28.73
24 16.8 15.8 16.85 16.84
25 15.7 15.8 15.60 15.72
26 16.8 16.8 16.73 16.85
27 26.0 23.5 25.73 25.93
28 27.0 28.8 28.43 28.73
29 33.4 17.6 33.73 33.72
30 23.6 21.2 25.99 23.21
COMe 21.2 21.2 21.34 23.21

CO 170.4 170.8 170.99 170.95 h

Fuente: Elaboracion propia
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

e La corteza de Ficus pertusa contiene un triterpeno pentaciclico con
nacleo oleanano, no se identificaron esteroides.

e La corteza de Ficus pertusa contiene, acetato de B-amirina.

5.2 Recomendaciones

e Ejecutar ensayos biolégicos para determinar bioactividad del triterpeno
identificado.

e Separar los compuestos presentes en la mezcla para mayor profundidad
en posteriores estudios farmacolégicos.

e Realizar estudios de toxicidad para verificar la inocuidad de un posible

fitofarmaco.
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Anexo 1. Matriz de consistencia

PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA

GENERAL GENERAL GENERAL

¢ Cuéles son Identificar Los Independiente | Dimensién Indicador

los metabolitos | triterpenos y/o metabolitos Extracto de la Fitoquimica % de Tipo de

secundarios esteroides secundarios corteza de rendimiento investigacion

mayoritarios mayoritarios mayoritarios Ficus pertusa. de extractoy | Bésica

de la ruta presentes en la de la ruta fracciones Transversal

biogenética del | corteza de Ficus biogenética Prospectivo

mevalonato pertusa del Disefio

presentes en mevalonato, No experimental

la corteza de triterpenos y/o Técnicade

Ficus pertusa? esteroides procesamiento de
estan resultados
presentes en Tablas y gréaficos
la corteza de analizados por el
Ficus pertusa. procesador de

Dependiente Dimensién Indicador espectros ADC
PROBLEMAS OBJETIVOS HIPOTESIS Estructura Espectrometria y Sefiales d Labs® y Thermo
ESPECIFICOS ESPECIFICOS ESPECIFICAS | quimica de Espectrofotometria | 5.13,5.19y Scientific OMNIC®
triterpenos y/o de RMN 4.51 ppm

1. ¢,Cudles son | 1. Identificar el 1. Los esteroides (1H RMN)

los nucleos de ndcleo de los triterpenos y/o

los triterpenos triterpenos y/o esteroides del

ylo esteroides esteroides nucleo Espectro

mayoritarios
presentes en
la corteza de
Ficus pertusa?
2. ¢Cuéles son
los triterpenos
ylo esteroides,
de los nucleos
mayoritarios
presentes en
la corteza de

Ficus pertusa?

mayoritarios
presentes en la
corteza de Ficus
pertusa.

2. |dentificar y
elucidar
estructuralmente
los triterpenos y/o
esteroides, de los
nucleos
mayoritarios,
aislados por
técnicas
espectroscopicas
y
espectrométricas.

oleanano y/o
estigmastano
son nucleos
mayoritarios
presentes en
la corteza de
Ficus pertusa.
2.LaB-
amirina es el
triterpeno y/o
B-sitosterol es
el esteroide
mayoritario
presente en la
corteza de

Ficus pertusa.

caracteristico
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Anexo 2. Certificado de identificacion botanica del Ficus pertusa

José Ricardo Campos de la Cruz @“ W&
CONSULTOR BOTANICO X o 3
C. B. P.N23796 ;
Tel: 4692651. RPM 963689079 @ N
i

E-mail: jocamde@gmail.com

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

JOSE RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ. BIGLOGO COLEGIADO- N2 3796 — INSCRITO CON EL N° 36 EN EL REGISTRO DE
PROFESIONALES QUE REALIZAN CERTIFICACION DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE ESPECIMENES Y PRODUCTOS DE
FLORA - RESOLUCION DIRECTORAL Ne 0311-2013- MINAGRI-DGFFS-DGEFFS.

Certifica:

Que, la Universidad Inca Garcilaso de la Vega, con RUC: N° 20108383471, con
direccién en AV. Arequipa N° 1841 — Lince — Lima — Lima. Con fines de investigacion ha
solicitado la determinacién y certificacion botanica de la planta conocida con el nombre
vulgar de “renaco blanco”. La muestra fértil con flores y frutos, procedente del departamento
de Loreto, Provincia de Mariscal Ramoén Castilla. Distrito de Pebas, se ha determinado como

Ficus pertusa L. f. Y segin ¢l Sistema de Clasificacién Botanica de Arthur Cronquist, ocupa

las siguientes categorias taxonOmicas.

REINO : Plantae
DIVISION . Magnoliophyta
CLASE : Magnoliopsida
SUBCLASE : Hammelididae
ORDEN : Urticales
FAMILIA : Moraceae
GENERO . Ficus

ESPECIE . Ficus pertusa L. f

Se expide la presente certificacion para los fines que estime conveniente.

Lima, 11 de noviembre del 201 5

4 -BIOLOGO
C.B.P. 3796

Jr. Sanchez Silva # 156 — Urb. Santa Luzmila - Lima 07 / e-mail: jocamde@gmai.com
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Anexo 3. Espectro IR de AEs.2
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Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 4. Informe de ensayo de RMN de AEs.2

AA-T71176
LU

PUCP Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear

CERMN-Seccion Quimica

INFORME DE ENSAYO N° 007-2018

Pagina 1 de 4

Fecha de emision: 19/09/2018

Solicitante : _Gustavo Mostacero

Atencion : _Gustavo Mostacero

RUC S

Direccién : _Jr. Rio Tambo 470, Pueblo Libre
Correo electrénico : _gmostacerpo@gmail.com
Teléfono/Fax : 945944990

Expediente : 009 09-2018

Referencia : _PROFORMA N° 009/09-2018
Otros datos : _Tesista Externo

1. DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS RECIBIDAS

Se recibié una (01) muestra entregada por el Sr. Gustavo Mostacero, el dia 13-09-2018. La
muestra fue recibida por la Dra. Helena Maruenda en las instalaciones PUCP.

ID-

Cédigo del 3
o | Muestra I < Peso aprox. dado por Tipo de fetiooc(2)
N dada por La de rRantno':m cliente muestra(! Caracteristicas
el cliente
Triterpeno o "
1 AES52 | RMN-I-5-1 50 mg eatomide Sélido blanco

('Nombre del analito(s) o clasificacion quimica.
@ndicar estado fisico de la muestra recibida.

2. EQUIPO
El espectrometro utilizado en el ensayo fue el espectrometro Bruker Ascend (11.75 T)
Avance Il HD 500 MHz (1H) y 125.75 MHz (13C) equipado con la criosonda Bruker CP TCI
500S1 H-C/N-D-05-Z.

3. ENSAYOS REALIZADOS

Tipo de ensayo Método de ensayo Analisis
Adaquisicién de espectros
Mono-Dimensionales por RMN-Lab-3.02 Rev.02 i g
resonancia magnética (2018) THERMN, J3C-RMN

nuclear (Cualitativo)

e Los ensayos se realizaron a 25°C
e El peso utilizado de la muestra fue de 47 mg.

e El material fue disuelto en 600 uL de solucién de CDCls conteniendo estandar de
referencia interna TMS.

Direccién: Av. Universitaria 1801 - San Miguel - Lima — Peru
Teléfono: (01) 626 2000 Anexos: 4250, 4226, 4242 °

RMN-Lab-4.03 Rev.01
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Anexo 5. Testimonios fotograficos

Extraccion por particion del extracto etandlico de la corteza de Ficus pertusa.
Fuente: Elaboracion propia

Concentracion de las fracciones con rotavapor y sobre una cocinilla
Fuente: Elaboracién propia
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Primera y segunda columna cromatogréfica de la AE y AEs
Fuente: Elaboracion propia
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Andlisis cromatogréfico de AEs.2 y su analito consecutivo del mismo por
cromatografia en capa fina.
Fuente: Elaboracion propia

Instrumento infrarrojo FT-IR, marca Nicolet modelo iS10.
Fuente: Elaboracion propia
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