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Resumen

Se evaluÃ³ el contenido de Ã¡cido oleanÃ³lico (AO), Ã¡cido ursÃ³lico (AU) y Ã¡cido rosmarÃ­nico
(AR) en 4 muestras de tres especies peruanas de Clinopodium (Lamiaceae); dos de estas muestras

de Puno corresponde a Clinopodium bolivianum y una Ãºltima muestra de HuÃ¡nuco es Clinopodium
revolutum "Flor de Arena" Ã³ "TÃ© Indio". Se observÃ³ que en estas plantas a mayor contenido de Ã¡cidos
triterpÃ©nicos (AO, AU), el contenido de AR es menor y viceversa. La especie mÃ¡s prometedora como
fuente de AU es Clinopodium revolutum.
Palabras clave: Clinopodium, Lamiaceae, Ã¡cidos triterpenicos, Ã¡cidos fenÃ³licos, cromatografÃ­a.

It was evaluated the contenÃ­ of oleanolic acid (AO), ursolic acid (AU) and rosmarinic acid (AR)
in four samples of three Peruvian species of Clinopodium (Lamiaceae), two samples are Clinopodium
sericeum from Amazonas department, other sample from Puno corresponds to Clinopodium
bolivianum and the last from HuÃ¡nuco is Clinopodium revolutum "Flor de Arena or TÃ© Indio". In those
plants when triterpenic acids (AO, AU) have higher contents, the rosmarinic acid (AR) contenÃ­ is
lower and viceversa. The more expectant plant like source of ursolic acid is Clinopodium revolutum.
Keywords: Clinopodium, Lamiaceae, triterpenic acids, phenolics acids, chromatography.

IntroducciÃ³n

La familia Lamiaceae tiene una
distribuciÃ³n mundial y comprende mÃ¡s
de 7200 especies en aproximadamente 240
gÃ©neros los cuales estÃ¡n clasificados en 7
sub familias: Ajugoideae Kostel, Lamoideae
Harley, Nepetoideae (Dumort.) Luerss.,
Prostantheroideae Luerss., Scutellaroideae
(Dumort.) Caruel, Symphorematoideae
Briq. y Viticoideae Briq. Dentro de estas
subfamilias, Nepetoideae es una de las
mÃ¡s claramente definidas, caracterizadas
por el polen trinucleado hexacolpado,
embriÃ³n invertido y la presencia de Ã¡cido
rosmarÃ­nico. La sub familia Nepetoideae a
su vez tiene 4 tribus: Elsholtzieae, Ocimeae,
Lavanduleae y Mentheae. Hay un gran
nÃºmero de gÃ©neros y especies en la tribu
Mentheae que se subdivide en tres sub
tribus: Salviinae, Nepetinae y Menthinae
(Brauchler et al., 2010). Precisamente, el
gÃ©nero Clinopodium L. (antes Satureja L.) que
ahora trataremos pertenece a la sub tribu

presencia de AR sino tambiÃ©n por contener
Ã¡cidos triterpÃ©nicos como el AO y el AU y
usualmente tambiÃ©n aceite esencial (Viturro
et al., 2000).

El Ã¡cido ursÃ³lico (AU) y su isÃ³mero el
Ã¡cido oleanÃ³lico (AO) pertenecen a una
categorÃ­a de compuestos fitoquÃ­micos
que se llaman triterpenoides, mÃ¡s
especÃ­ficamente son Ã¡cidos triterpÃ©nicos.
Estos estÃ¡n ampliamente distribuidos en
el reino vegetal y han sido frecuentemente
aislados como mezclas (fig. 1).

Liu (1995) publicÃ³ una revisiÃ³n de
los estudios farmacolÃ³gicos con estos
triterpenoides, resaltÃ¡ndose su potencial
en el Ã¡rea de la oncologÃ­a en funciÃ³n a sus
actividades citotÃ³xicas, antimutagÃ©nicas,
antivirales y antiinvasivas. El primer trabajo
que registra el contenido de estas sustancias
en plantas andinas es aquel publicado
por Almanza et al. (2004). Son notables los
siguientes trabajos: AnÃ¡lisis de AO y AU
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Fig. 2. El Ã¡cido rosmarÃ­nico (AR) (C18H1608,peso fÃ³rmula 360.31) pertenece a la categorÃ­a de los Ã¡cidos fenÃ³licos.
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por hplc en "llantÃ©n" (Zacchigna et al, 2009),
efecto del AO y AU en cÃ¡ncer de colon (Li,
2002); AU como antichagÃ¡sico (Okabe et
al., 2002); AU como antituberculoso (Pauli,
2008), (JimÃ©nez- Arellanez, 2013); AU en
el cÃ¡ncer de prÃ³stata (Kassi et al., 2007);
tamizaje cromatogrÃ¡fico de AO y AU en
39 plantas (JÃ¡ger et al., 2009); AO como
antiurolitiÃ¡sico (Vyas, 2013); AO y AU en
hepatitis C (Li, 2013); AU en regeneraciÃ³n
neural (Liu, 2013); AO en esclerosis mÃºltiple
(Nieto, 2010). Recientemente, se ha dado
a conocer una revisiÃ³n de los posibles
mecanismos de acciÃ³n del AU responsables
de sus efectos terapÃ©uticos (Hardeep et al.,
2016).

El Ã¡cido rosmarÃ­nico (AR) es un Ã©ster del
Ã¡cido cafeico y del Ã¡cido 3,4-diihidroxifenil
lÃ¡ctico al cual se le han demostrado varias
actividades biolÃ³gicas: AntitrombÃ³tico
(Zou et al., 1993), antioxidante (Lamien-
Meda, 2010), antiinflamatorio (Swarup etal.,
2007), antimutÃ¡geno (Tavares et al, 2008),

(Tavares et al., 2008), antiviral (Swarup et
al., 2007), anticancerÃ­geno (Namasivayam
et al, 2012) e incluso anti HIV-1 (Hooker
et al., 2001). Y tambiÃ©n, recientemente se
ha estudiado el mejor procedimiento de
extracciÃ³n simultanea de AO, AU y AR
a partir de hojas de Rosmarinus officinalis
(Bernatoniene et al., 2016).

En la presente comunicaciÃ³n, nuestro
objetivo consiste en cuantificar estas tres
importantes sustancias bioactivas en tres
especies peruanas del gÃ©nero Clinopodium.

Materiales y MÃ©todos

Especies estudiadas

Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze
se colectÃ³ en el departamento de Puno,
localidad de Cucuraya a orillas del lago
Titicaca, 3800 m, IX-2014, C. Serrano s.n.

(HUT!-58330). Fig. 4.

Clinopodium revolutum (Ruiz &Pav.)
Govaerts fuÃ© colectado en el departamento
de HuÃ¡nuco, cerro Sullcapunta, 3770 m, VII-
2014, C. Serrano s.n. (HUTI-58329). Fig. 6.

Clinopodium sericeum (C. Presl ex Benth.)
Govaerts se colectÃ³ en el departamento
Amazonas, alrededores del sitio
arqueolÃ³gico de Kuelap, 3025 m, 11-2016,
C. Serrano s.n. (HUTÃ•-58331) (Fig. 5); dpto.
Ã­dem anterior, camino de las cataratas de
Gocta, 1970 m, 11-2016, C. Serrano s.n. (HUT!-
58332). Fig. 3.

AnÃ¡lisis cualitativo hptlc del AO/AU

Se trabajÃ³ con prederivatizaciÃ³n con
soluciÃ³n clorofÃ³rmica de iodo al 1 % segÃºn lo
describe (Mucaji & Nagy, 2011). El extracto
etanÃ³lico de la planta i/o soluciones de
AO/AU estÃ¡ndar (de 2 a 4 pL) se aplica en
cromatoplaca Merck hptlc Kieselgel G 60 de
tamaÃ±o adecuado y sobre esta aplicaciÃ³n
se coloca igual volumen de la soluciÃ³n
de iodo al 1%. Se abandona en oscuridad
por 10 minutos y luego se desarrolla con
CHC13: MeOH (48:2). La placa se revela
por inmersiÃ³n en Ã¡cido sulfÃºrico al 10% y
aplicaciÃ³n de calor. Los Ã¡cidos triterpÃ©nicos
se muestran como zonas de color rojo.

AnÃ¡lisis cualitativo hptlc del AR

Se trabajÃ³ como estÃ¡ descrito en (JanicsÃ¡k
& MathÃ©, 1997): el extracto etanÃ³lico de la
planta i/ o soluciones de AR estÃ¡ndar (de 2
a 4 gL) se aplican en cromatoplaca Merck
hptlc Kieselgel G 60 de tamaÃ±o adecuado y
se desarrolla con tolueno: acetato de etilo:
Ã¡cido fÃ³rmico (15:12:3). La placa se revela
por pulverizaciÃ³n con soluciÃ³n metanÃ³lica
de difenilborinato de etanolamina al 1%
y luz ultravioleta de 365 nm (Angenot &
Brasseur, 1986). El Ã¡cido rosmarÃ­nico se
muestra como zona celeste brillante.
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AnÃ¡lisis cuantitativo dad-hplc de AO/
AU

lg de vegetal pulverizado se extrae con
10 mL de EtOH x 10 minutos en ultrasonido
x 10 veces.

El extracto etanÃ³lico seco se desengrasa
con 10 mL de Eter de PetrÃ³leo x 5 minutos

El residuo se redisuelve en 25 mL de
etanol y se filtra a 0.45 gm.

El anÃ¡lisis cromatogrÃ¡fico se ejecutÃ³
segÃºn Srivastava (2010):

CromatÃ³grafo uhplc UltÃ­mate 3000 de
Thermoscientific con detecciÃ³n por arreglo
de diodos.

Se utilizÃ³ AU obtenido a partir de
Clinopodium revolutum con pureza no menor
del 95%. El AO se obtuvo por extracciÃ³n
superficial de hojas de "olivo" ( Olea europaea
L.) sin purificaciÃ³n cromatogrÃ¡fica dando
un material de no menos del 95% de pureza.
Para el anÃ¡lisis hplc estos estÃ¡ndares se
preparan a una concentraciÃ³n de 1 mg/mL
en etanol.

MÃ©todo:

Columna Phenomenex RPC18 de 250
x 4,6 mm y 5 gm, eluciÃ³n isocrÃ¡tica con
acetonitrilo: agua (8:2), tiempo de anÃ¡lisis 35

minutos a 30Â°C, flujo: lmL/min y detecciÃ³n
a 210 nm.

Se trabajÃ³ por separado para AU y luego
para AO.

AnÃ¡lisis cuantitativo dad-hplc del AR

Se utiliza el mismo extracto etanÃ³lico de
planta tal como estÃ¡ descrito para el caso de
AO/AU.

El anÃ¡lisis cromatogrÃ¡fico se ejecutÃ³
segÃºn Venskutonis et al. (2005):

CromatÃ³grafo uhplc UltÃ­mate 3000 de
Thermoscientific con detecciÃ³n por arreglo
de diodos.

EstÃ¡ndar:

Se utilizÃ³ AR obtenido a partir
de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling
(Lamiaceae) procedente del Cusco, segÃºn
mÃ©todo descrito por Serrano (2012) y
recristalizado de agua con pureza no menor
del 96%. La sustancia se disuelve en etanol
para hacer una concentraciÃ³n de 1 mg/mL.

MÃ©todo: Columna Phenomenex RPC18
de 250 x 4,6 mm y 5 gm, eluciÃ³n en gradiente
con a) Ã¡cido acÃ©tico al 2 % en agua y b)
acetonitrilo, tiempo de anÃ¡lisis 35 minutos
a 30Â°C, flujo: 0,3mL/min y detecciÃ³n a 280
y 330 nm.

Gradiente:

Tiempo (minutos)
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Tabla 1. Contenidos de AO, AU y AR en las muestras estudiadas.

Muestra (especie)

DiscusiÃ³n

Notablemente, la muestra mÃ¡s rica en
AU corresponde a Clinopodium revolutum y,
por eso esta planta podrÃ­a utilizarse como
materia prima para preparar esta sustancia.
El porcentaje total de Ã¡cidos triterpÃ©nicos en
esta muestra son casi iguales a los publicados
por Serrano et al. (2014) y ademÃ¡s, como se
ve el porcentaje de AR es muy pequeÃ±o.
En estas plantas siempre el porcentaje de
Ã¡cidos triterpÃ©nicos sobre el porcentaje de
AR es mayor a 2 unidades - en el caso de C.
revolutum llega a 82 (ver tabla 1.- fig. 12.).

Es interesante, ver que de las tres
especies de Clinopodium estudiados, C.
revolutum es la que tiene mayor difusiÃ³n
en su aplicaciÃ³n en terapeÃºtica tradicional.
Probablemente, su efecto depende de su
gran concentraciÃ³n en AU (ver fig. 12). Por
el contrario, hay otras Mentheaes como por
ejemplo Lepechinia meyenii "Puna Salvia"
(sub tribu Salvinae) (Serrano, 2014) con
altos contenidos en AR y bajos en Ã¡cidos
triterpÃ©nicos, en este caso el efecto mÃ¡s bien
se debe probablemente al AR (ver fig. 13 y
14).

Fig. 12. Los porcentajes de AU, AO y AR en las cuatro muestras estudiadas.
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Por otro lado, C. revolutum "Flor de
Arena" o "TÃ© Indio" es propia del pÃ¡ramo
pluvial- Subalpino Tropical (pp-SaT)
(ONERN, 1976; LÃ³pez, 1998; Mostacero,
2009), y se comercializa intensamente en el
PerÃº y tambiÃ©n para exportaciÃ³n (Ministerio
de Agricultura, 2011). Por ejemplo en el
aÃ±o 2011, el Departamento de HuÃ¡nuco
oficialmente exportÃ³ una tonelada de esta
planta, el mismo aÃ±o Ancash exportÃ³ 150
Kg. Obviamente, ademÃ¡s esto significa que
podrÃ­a estar depredÃ¡ndose la especie (ver
fig.15).

El nombre "flor de arena" se aplica
tambiÃ©n a otra especie: Tiquilia paronychioides

(Phil.) A. T. Richardson (Boraginaceae) que
crece en toda la costa del PerÃº, y usualmente
se confunden ambas (Brack, 1999, Bussmann
& Sharon, 1997; VÃ¡squez, 2010) (ver fig.
16). Tiquilia tiene aplicaciÃ³n medicinal
menor a C. revolutum. No contiene AO/AU,
pero como toda Boraginaceae (Petersen&
Simmons, 2003; (Petersen, 2013), sÃ­ contiene
AR.

Las especies de Clinopodium y en general
las Mentheae peruanas son plantas muy
importantes para conservarlas, cultivarlas y
hacer fitoquÃ­mica y farmacognosia con ellas.
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Fig. 16. Tiquilia paronychioides (Boraginaceae) â€œflor de arenaâ€•.

Al Vicerrectorado de InvestigaciÃ³n de
UNSAAC por la aprobaciÃ³n y subvenciÃ³n
del Proyecto Canon denominado:
"Desarrollo de MÃ©todos Preparativos de
Cuatro MolÃ©culas Bioactivas".
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