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20. Productos Naturales Bioactivos y sus aplicaciones
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Resumen

Maytenus ilicifolia es una planta medicinal ampliamente distribuida en Uruguay. Una fraccién
purificada a partir de extracto etandlico de hojas presenta actividad antiparasitaria contra
nematodos gastrointestinales de bovinos. El objetivo del presente trabajo es realizar una
caracterizacion estructural preliminar de dicha fraccion mediante LC-ESI-IT-MS".

El extracto fue sometido a fraccionamiento bioguiado mediante VLC y Cis SPE. Se realiz6 la
actividad antiparasitaria por el ensayo de eclosién de huevos. La fraccion bioactiva se
investigd por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tdndem con
ionizacion por electrospray en modo negativo y trampa de iones lineal como analizador.

La fraccion purificada del extracto etandélico fue adecuadamente separada por cromatografia
y el espectrometro de masas fue seteado para monitorear, seleccionar y fragmentar los
iones [M-H]" mas abundantes en el rango m/z 200-1500. De acuerdo a sus iones [M-HJ,
iones producto caracteristicos y tiempos de retencion, varios constituyentes fueron
identificados. Se encontraron catequinia y epicatequina; glicosidos flavonoides
principalmente con quercetina y kaempferol como agliconas; taninos compuestos por
catequina/epicatequina y afzelequina/epiafzelequina.

LC-ESI-IT-MS" es un método rapido y facil que puede transferirse a otras fracciones
purificadas bioactivas, permitiendo una caracterizacion preliminar de sus principales

compuestos.
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Introduccion

Maytenus ilicifolia es una importante planta
medicinal, ampliamente distribuida en
Uruguay, Paraguay, Argentina y Brasil. Se
han reportado varias actividades biolégicas
para dicha especie (Souza et al, 1991; Leite
et al, 2001; Jorge et al, 2004; Duarte y
Debur, 2005; Capriani et al, 2006; Souza et
al, 2008?; Santos-Olivera et al, 2009).
Muchos metabolitos secundarios con
potenciales actividades biologicas estan
presentes en extractos de Maytenus spp.,
incluyendo flavonoides, triterpenos y
sesquiterpenos (Souza et al, 2008°).

Los flavonoides son importantes consti-
tuyentes de las plantas, encontrandose en
hojas, frutos y raices. Estan formados por 2
anillos bencénicos (A y B), conectados
mediante un anillo heterociclico C que
puede ser pirano o pirona (si tiene un doble
enlace en la posicion 4). Presentan por lo
tanto un esqueleto carbonado 6-3-6.
Basados en la saturacion y oxidacion del
anillo heterociclo C, los flavonoides se
subdividen en: 1) hidroxiflavonoides, pre-
sentan un grupo hidroxilo en C-3 del anillo
C, e incluyen flavonoles, catequinas o
flavan-3-oles, flavan-3,4-dioles y 2) 3-
desoxyflavonoides, no presentan el grupo
hidroxilo en C-3, e incluyen flavanonas vy
flavonas. Los flavonoides bien conocidos,
pertenecientes a la clase flavan-3-oles,
incluyen catequina (trans) y epicatequina

(cis), los cuales difieren en la configuracion

:\n”= Asociacién de Universidades
&ﬂ S GRUPO MONTEVIDEO

A)

" NACIONAL DE CUYO

S

17, 18 y 19 de octubre de 2018

del C-2 y C-3, y estan sustituidos por al
anillo catecol (B) y el grupo hidroxilo,
respectivamente. Otros flavonoides estruc-
turalmente relacionados a los anteriores
son afzelequina y epiafzelequina (Fig. 1).
Estos compuestos forman oligdmeros entre
ellos, dando Ilugar a proantocianidinas,
conocidas como taninos condensados.

Las infecciones por nematodos gastro-
intestinales en ovinos y bovinos causan
gran preocupacion, generando problemas

importantes a nivel sanitario y econémico

para la ganaderia en todo el mundo. El uso
incorrecto y continuo de las drogas
antihelminticas ha conducido al desarrollo
de resistencia a nivel mundial y Uruguay no
es la excepcion (Coles et al,1992). En este
contexto, es necesaria la busqueda de
nuevas estrategias para el control de la
parasitosis. Una de ellas lo constituye el
uso de metabolitos secundarios de las
plantas, con el objetivo no solo de encontrar
nuevas moléculas con actividad
antihelmintica, sino que también por su
aplicabilidad como suplemento en raciones,
usando extractos o el material vegetal tal

cual.
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OH

R; R4=H: Ry R3 = OH-—»(+)-Catechin

R; Ry Ry=H: R3 = OH —»=(+)-Afzelechin
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R; R4=H: Ry R3=OH-—»(-)-Epicatechin

R; R, Ry=H: Rj; = OH-—»(-)-Epiafzelechin

Figura 1. Estructuras representativas de flavan-3-oles.

Objetivo

El objetivo del presente trabajo es realizar
una caracterizacion preliminar de una
fraccion purificada bioactiva a partir de
hojas de Maytenus ilicifolia mediante LC-

ESI-IT-MS".

Materiales y Métodos
Reactivos y materiales
Se utilizaron &cido férmico y acetonitrilo
grado HPLC de J.T.Baker (Phillipsburg, NJ,

USA). El agua destilada fue purificada
usando un sistema de purificaciéon Milli-Q
(Millipore, Bedford, MS, USA). Los

cartuchos de extraccion en fase sélida
(SPE) utilizados fueron Hypersep® C-18
500 mg de Thermo Scientific (USA). Se
realiz6 cromatografia en capa fina (TLC)
con placas de silica gel 60, F2s4, 0.2 mm de

Merck (Darmstadt, Alemania).

\nﬂ Asociacién de Universidades ,_,
Z, .S GRUPO MONTEVIDEO 1 »\

Instrumentacién general
LC-ESI-IT-MS?  se

realizaron en un equipo Ultimate 3000

Los analisis de

Rapid Separation Liquid Chromatography
(RSLC)
Alemania), equipado con un desgaseador,

systems (Dionex, Germering,

bomba binaria de alta presion 'y
autosampler acoplado a un espectrometro
de masas con trampa lineal como
analizador LTQ XL de Thermo Scientific
(San José, CA, USA) y con ESI como
interfase. El control del instrumento y la
adquisicion de datos fue realizado usando
el software Xcalibur (v3.0.63).

Material vegetal y preparacion de la
fraccion bioactiva

Las hojas de M.ilicifolia se colectaron en
Julio de 2016 en la region norte de

Uruguay, en el departamento de
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El material vegetal fresco fue secado a
40°C en estufa durante 48 horas vy
posteriormente fue molido. Al material
molido y seco (50 g) se le realizébn una
(200 ml) por

maceracion durante 24 horas, en la

extraccion con etanol
oscuridad y a temperatura ambiente. Luego
de la filtracién y de la evaporacion a vacio
una porciébn del residuo obtenido fue
sometido a cromatografia al vacio (VLC)
usando silica gel 40 (0.2-0.5 mm, Merck,
Darmstad). El extracto fue separado en 10
fracciones usando como fase movil
diferentes mezclas de solventes (CH:Cly,
CH30H, H;0) de forma de ir aumentando la
polaridad. Las fracciones fueron analizadas
usando TLC con CH2Cl.:CH30OH (80:20 v/v)
como fase mévil, deteccion con lampara UV
a 254 nm vy anisaldehido como reactivo
revelador seguido de calentamiento
(Wagner, 1996). Se juntaron las fracciones
desde la 5 a la 7 y se rotaevaporaron (Fs.7).
Luego se retomaron en agua con &cido
0.1%,

alicuota del sobrenadante fue sometido a

férmico al se centrifugd y una
purificacion mediante SPE. La fraccion
purificada obtenida fue ensayada mediante
el ensayo de eclosibn de huevos vy
analizada por LC-ESI-IT-MS".
Determinacion in vitro de la actividad
antiparasitaria

Se realiza mediante el ensayo de eclosion
de huevos (egg hatching assay) realizado

de acuerdo a las guias WAAVP (Coles et

al,1992). Los huevos usados fueron
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colectados de las heces de bovinos de la
region norte de Uruguay (Tacuarembo)

infectados naturalmente.

LC-ESI-IT-MS"
La separacion cromaotgrafica fue realizada
en una columna Hypersil Gold RP C18 (50
mm x 2.1 mm ID, 1.9 um) de Thermo
Scientific (USA). Una alicuota de 10 ul de la
fraccion purificada fue inyectada en el
UHPLC-MS. La

consisti6 en un gradiente de agua y

Sistema fase  movil
acetonitrilo, ambos con 0.1% de A&acido
férmico. Las condiciones iniciales fueron
5% acetonitrilo alcanzando hasta 95 % de
acetonitrilo en 25 minutos, luego se
mantuvo en esa composicion por 5
minutos. En los siguientes 12 minutos se
retorn6é a las condiciones iniciales. El flujo
de trabajo fue de 0.25 ml/min y la columna
se mantuvo a 35°C. El LTQ XL fue operado
en modo negativo escaneando en el rango
de m/z 200-1500 y se programé un método
data-dependent MS? para lograr la completa
identificacion de los metabolitos. Los
parametros de ESI, que fueron optimizados
en la fraccion purificada, se detallan a
continuaciéon: voltaje del capilar -45 V,
voltaje tube lens offset -245 V, flujo sheath
gas (nitrogeno) 20 (unidades arbitradas,
a.u.), flujo de gas auxiliar (nitrégeno) 20
a.u., temperatura del capilar 300 °C. La

energia de colision usada fue de 35 %.

Resultados y Discusion

La fraccion purificada, mediante VLC vy
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SPE, del extracto etandlico de hojas de
Maytenus ilicifolia, fue estudiada por LC-
ESI-IT-MS? en modo negativo. En este
modo sb6lo se  observaron iones
monocargados, todos deficientes en un
proton [M-H].

Los compuestos de dicha fraccion fueron
adecuadamente separados por croma-
tografia en fase reversa usando una
columna UHPLC y cdmo fase movil un
gradiente de acetonitriio y agua en
condiciones &cidas. El espectrémetro de

masas fue seteado para monitorear,

Tabla 1.
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seleccionar y fragmentar los iones [M-HJ]
mas abundantes en el rango de masas de
m/z 200-1500. La energia de colisién fue
seteada de tal manera que produzca
abundantes iones producto, para asi lograr
informacion  estructural adecuada. Los
valores de m/z de los iones [M-H] y sus
tiempos de retencion son listados en la
Tabla 1. Diecisiete compuestos fueron
tentativamente identificados de acuerdo a
sus espectros de masas, tiempos de

retencién y comparaciéon con la literatura.

Datos cromatogréaficos y espectrales obtenidos de la fraccion bioactiva purificada por VLC y
SPE de Maytenus ilicifolia mediante analisis LC-ESI-IT-MS?

N° tr (Min) [M-H] Principales Fragmentos Identificacion
(m/z) (m/z)
1 2.95 289 271, 245, 231, 205, 179, 165, Catequina
137,109
2 4.10 289 271, 245, 231, 205, 179, 165, Epicatequina
137, 109
3 5.70 463 301, 271, 255, 179, 151 Hiperdésido/lsoquercitrina
(Quercetina-hexosido)
4 3.50 561 543, 435, 407, 289, 271, 245 (E)Afz-(E)Cat
5 4,50 561 543, 435, 407, 289, 271, 245 (E)Afz-(E)Cat
6 6.50 561 543, 435, 407, 289, 271, 245 (E)Afz-(E)Cat
7 2.27 577 451, 425, 407, 289, 245, 161 (E)Cat-(E)Cat
8 3.70 577 451, 425, 407, 289, 245, 161 (E)Cat-(E)Cat
9 5.50 609 301, 289 Quercetina-desoxihexosil-
hexosido
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10 4.30 833 815, 707, 561, 543, 289, 271 (E)Afz-(E)Afz-(E)Cat
1 4.70 833 815, 707, 561, 543, 289, 271 (E)Afz-(E)Afz-(E)Cat
12 6.90 833 815, 707, 561, 543, 289, 271 (E)Afz-(E)Afz-(E)Cat
13 4.80 847 575, 289 (E)Afz-(E)Cat-(E)Cat
14 3.60 849 577, 289 (E)Afz-(E)Cat-(E)Cat
15 4.40 849 577,289 (E)Afz-(E)Cat-(E)Cat
16 5.30 871 285, 447,593, 739, 725 Ara-Rha-Rha-Hex-Kaemp
17 4.90 887 301, 463, 609, 741, 755 Ara-Rha-Rha-Hex-Quer

(E) Afz: afzelequina o epiafzelequina; (E) Cat: catequina o epicatequina; Kaemp: kaempferol; Quer:
quercetina.

Catequina y epicatequina desprotonadas aparecen a m/z 289 [M-H], presentan el mismo
espectro MS? y logran resolverse adecuadamente por el método cromato-grafico usado.
Catequina presenta un tiempo de retencion de 2.95 minutos y epicatequina de 4.10 minutos.
Se identificaron glicosidos flavonoides con unidades de monosacaridos de 1 a 4,
presentando principalmente quercetina y kaempferol como agliconas. El ion a m/z 463 [M-H]
puede representar una mezcla de hiperésido e isoquercitrina, que son hexosidos de
quercetina y el ion a m/z 609 [M-H] puede ser una mezcla de flavonoides-diglicésidos, tal
como rutina u otro quercetina-desoxihexosil-hexésido. Flavonoides-triglicésidos fueron
observados por infusion directa (DI-ESI-IT-MS?) de la fraccién formando iones negativos a
m/z 739 y 755 [M-H].. Cuando se estudi6é por LC-ESI-IT-MS? no alcanz6 la sensibilidad para
fragmentarlos y obtener sus espectros de masas (MS?), probablemente porque no eran
abundantes o quizds porque coeluyeron con algin otro compuesto. Flavonoides-
tetraglicésidos fueron identifi-cados a m/z 871 y 887 [M-H]J-.

Los principales taninos encontrados estan compuestos por catequina/epicatequina y por
afzelequina/epiafzelequina, tal como se observa a m/z 561 y 577 [M-H], consistentes con
dimeros, mientras que los iones a m/z 833, 847, 849 son consistentes con trimeros. Fue
posible identificar varios de estos taninos isdmeros.

Esta fracciéon purificada analizada por LC-ESI-IT-MS" presentd actividad antiparasita-ria in
vitro contra nematodos gastro-intestinales de bovinos. La misma presenta una inhibicion de

la eclosion de huevos del 80 % a una concentracién de 10 mg/ml.
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Conclusiones

LC-ESI-IT-MS" es un método rpido y facil que puede transferirse a otras fracciones
purificadas bioactivas, permitiendo una caracterizacion preliminar de sus princi-pales
compuestos. En este caso la estructura de los compuestos puede relacionarse con la

actividad bilogica.
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