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Cuantificacion de acido oleanolico, acido
ursolico y acido rosmarinico en tres especies
peruanas de Clinopodium (Lamiaceae,
Nepetoideae, Mentheae)

Quantification of oleanolic acid, ursolic acid
and rosmarinic acid in three Peruvian species of
Clinopodium (Lamiaceae, Nepetoideae, Mentheae)
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Resumen

Se evalué el contenido de acido oleandlico (AO), dcido ursélico (AU) y acido rosmarinico
(AR) en 4 muestras de tres especies peruanas de Clinopodium (Lamiaceae); dos de estas muestras
corresponden a Clinopodium sericeum pertenecientes al departamento de Amazonas, otra muestra
de Puno corresponde a Clinopodium bolivianum y una tltima muestra de Huanuco es Clinopodium
revolutum “Flor de Arena” 6 “Té Indio”. Se observé que en estas plantas a mayor contenido de acidos
triterpénicos (AO, AU), el contenido de AR es menor y viceversa. La especie més prometedora como
fuente de AU es Clinopodium revolutum.

Palabras clave: Clinopodium, Lamiaceae, dcidos triterpenicos, acidos fendlicos, cromatografia.

Abstract

It was evaluated the content 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 Hudnuco is Clinopodium revolutum “Flor de Arena or Té Indio”. In those
plants when triterpenic acids (AO, AU) have higher contents, the rosmarinic acid (AR) content is
lower and viceversa. The more expectant plant like source of ursolic acid is Clinopodium revolutum.

Keywords: Clinopodium, Lamiaceae, triterpenic acids, phenolics acids, chromatography.

Introduccion Menthinae y se caracteriza no solo por la

L presencia de AR sino también por contener
a

distribucion mundial y comprende mas

familia Lamiaceae tiene wuna

acidos triterpénicos como el AOy el AUy
usualmente también aceite esencial (Viturro

de 7200 especies en aproximadamente 240 et al., 2000).

géneros los cuales estan clasificados en 7

sub familias: Ajugoideae Kostel, Lamoideae
Harley, Nepetoideae (Dumort.) Luerss.,
Prostantheroideae Luerss., Scutellaroideae
(Dumort.)
Briq. y Viticoideae Briq. Dentro de estas
subfamilias, Nepetoideae es una de las
mdas claramente definidas, caracterizadas

Caruel, Symphorematoideae

por el polen trinucleado hexacolpado,
embrion invertido y la presencia de acido
rosmarinico. La sub familia Nepetoideae a
su vez tiene 4 tribus: Elsholtzieae, Ocimeae,
Lavanduleae y Mentheae. Hay un gran
ntumero de géneros y especies en la tribu
Mentheae que se subdivide en tres sub
tribus: Salviinae, Nepetinae y Menthinae
(Brauchler et al., 2010). Precisamente, el
género Clinopodium L. (antes Satureja L.) que
ahora trataremos pertenece a la sub tribu
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El acido ursélico (AU) y su isémero el
acido oleandlico (AO) pertenecen a una
de
llaman

categoria
que se
especificamente son &cidos triterpénicos.

compuestos fitoquimicos

triterpenoides, mas
Estos estan ampliamente distribuidos en
el reino vegetal y han sido frecuentemente
aislados como mezclas (fig. 1).

Liu (1995) public6 una revision de
los estudios farmacolégicos con estos
triterpenoides, resaltandose su potencial
en el area de la oncologia en funcién a sus
actividades citotoxicas, antimutagénicas,
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: Analisis de AO y AU
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HsC' TCH,

acido oleandlico acido ursolico

Fig. 1. Las estructuras del acido oleandlico y ursolico (C30H4803, peso formula 456.7). Estas dos sustancias se
encuentran en la naturaleza tanto como acidos libres o como agliconas en las saponinas triterpénicas.

OH
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Fig. 2. El acido rosmarinico (AR) (C18H1608,peso formula 360.31) pertenece a la categoria de los acidos fenolicos.
Abajo la molécula calculada seginMariappan et al. (2012).
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por hplcen “llantén” (Zacchigna et al., 2009),
efecto del AO y AU en céncer de colon (Li,
2002); AU como antichagasico (Okabe et
al., 2002); AU como antituberculoso (Pauli,
2008), (Jimenez-Arellanez, 2013); AU en
el cancer de prostata (Kassi et al., 2007);
tamizaje cromatografico de AO y AU en
39 plantas (Jager et al., 2009); AO como
antiurolitiasico (Vyas, 2013); AO y AU en
hepatitis C (Li, 2013); AU en regeneracion
neural (Liu, 2013); AO en esclerosis multiple
(Nieto, 2010). Recientemente, se ha dado
a conocer una revision de los posibles
mecanismos de accién del AU responsables
de sus efectos terapéuticos (Hardeep et al.,
2016).

El 4cido rosmarinico (AR) es un éster del
acido cafeico y del acido 3,4-diihidroxifenil
lactico al cual se le han demostrado varias
biolégicas:
(Zou et al,1993), antioxidante (Lamien-
Meda, 2010), antiinflamatorio (Swarup et al.,
2007), antimutageno (Tavares et al., 2008),
antiofidico (Takaya et al., 2010), antitumoral
(Tavares et al., 2008), antiviral (Swarup et
al., 2007), anticancerigeno (Namasivayam
et al., 2012) e incluso anti HIV-1 (Hooker
et al, 2001).Y también, recientemente se

actividades Antitrombotico

ha estudiado el mejor procedimiento de
extraccion simultanea de AO, AU y AR
a partir de hojas de Rosmarinus officinalis
(Bernatoniene et al., 2016).

En la presente comunicacién, nuestro
objetivo consiste en cuantificar estas tres
importantes sustancias bioactivas en tres
especies peruanas del género Clinopodium.

Materiales y Métodos
Especies estudiadas

Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze
se colecté en el departamento de Puno,
localidad de Cucuraya a orillas del lago
Titicaca, 3800 m, IX-2014, C. Serrano s.n.
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(HUT!-58330). Fig. 4.

Clinopodium  revolutum (Ruiz &Pav.)
Govaerts fué colectado en el departamento
de Huanuco, cerro Sullcapunta, 3770 m, VII-

2014, C. Serrano s.n. (HUT!-58329). Fig. 6.

Clinopodium sericeum (C. Presl ex Benth.)
Govaerts se colectd en el departamento
Amazonas, del
arqueoldgico de Kuelap, 3025 m, II-2016,
C. Serrano s.n. (HUT!-58331) (Fig. 5); dpto.
idem anterior, camino de las cataratas de
Gocta, 1970 m, I1-2016, C. Serrano s.n. (HUT!-
58332). Fig. 3.

alrededores sitio

Analisis cualitativo hptlc del AO/AU

Se trabajé con prederivatizacién con
solucién cloroférmica de iodo al 1% segtin lo
describe (Mucaji & Nagy, 2011). El extracto
etandlico de la planta i/o soluciones de
AO/AU estandar (de 2 a 4 pL) se aplica en
cromatoplaca Merck hptlc Kieselgel G 60 de
tamafo adecuado y sobre esta aplicacion
se coloca igual volumen de la solucién
de iodo al 1%. Se abandona en oscuridad
por 10 minutos y luego se desarrolla con
CHCI3: MeOH (48:2). La placa se revela
por inmersiéon en éacido sulftrico al 10% y
aplicacion de calor. Los acidos triterpénicos
se muestran como zonas de color rojo.

Analisis cualitativo hptlc del AR

Se trabaj6 como estd descrito en (Janicsdk
& Mathé, 1997): el extracto etanélico de la
planta i/ o soluciones de AR estdndar (de 2
a 4 pL) se aplican en cromatoplaca Merck
hptlc Kieselgel G 60 de tamafo adecuado y
se desarrolla con tolueno: acetato de etilo:
acido férmico (15:12:3). La placa se revela
por pulverizacion con solucién metandlica
de difenilborinato de etanolamina al 1%
y luz ultravioleta de 365 nm (Angenot &
Brasseur, 1986). El &acido rosmarinico se
muestra como zona celeste brillante.
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Fig. 3. Clinopodium sericeum en Gocta a 1970 m, departamento de Amazonas.

Fig. 4. Clinopodium bolivianum, poblado de Cucuraya en el Departamento de Puno a 3800 m.

ARNALDOA 23(1): Enero - Junio, 2016 |

337



C. Serrano ¢/ a/: Cuantificacion de acidos oleandlico, ursolico y rosmarinico en tres especies de C/ngpodiium

Fig. 6. Clinopodium revolutum en Sullcapunta (3770 msnm), departamento de Huanuco.
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Analisis cuantitativo dad-hplc de AO/
AU

1g de vegetal pulverizado se extrae con
10 mL de EtOH x 10 minutos en ultrasonido
x 10 veces.

El extracto etandlico seco se desengrasa
con 10 mL de Eter de Petréleo x 5 minutos
X una vez.

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

El analisis cromatografico se ejecuto
segun Srivastava (2010):

Instrumentacion:

Cromatoégrafo uhplc Ultimate 3000 de
Thermoscientific con deteccion por arreglo

de diodos.
Estandares:

Se utiliz6 AU obtenido a partir de
Clinopodium revolutum con pureza no menor
del 95%. El AO se obtuvo por extraccion
superficial de hojas de “olivo” (Olea europaea
L.) sin purificacién cromatografica dando
un material de no menos del 95% de pureza.
Para el analisis hplc estos estindares se
preparan a una concentracion de 1 mg/mL

minutos a 30°C, flujo: ImL/min y deteccién
a 210 nm.

Se trabajo por separado para AU y luego
para AO.

Anilisis cuantitativo dad-hplc del AR

Se utiliza el mismo extracto etanélico de
planta tal como esta descrito para el caso de
AO/AU.

El analisis cromatografico se ejecut6
segun Venskutonis et al. (2005):

Instrumentacion:

Cromatoégrafo uhplc Ultimate 3000 de
Thermoscientific con deteccién por arreglo
de diodos.

Estandar:
Se utiliz6 AR obtenido a partir
de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling

(Lamiaceae) procedente del Cusco, segin
método descrito por Serrano (2012) y
recristalizado de agua con pureza no menor
del 96%. La sustancia se disuelve en etanol
para hacer una concentraciéon de 1 mg/mL.

Método: Columna Phenomenex RPC18
de 250 x4,6 mm y 5 um, elucién en gradiente
con a) 4cido acético al 2 % en agua y b)

en efanol. acetonitrilo, tiempo de andlisis 35 minutos
Método: a 30°C, flujo: 0,3mL/min y deteccion a 280
Columna Phenomenex RPC18 de 250 7 330 nm.
x 46 mm y 5 pm, elucion isocrdtica con Gradiente:
acetonitrilo: agua (8:2), tiempo de anélisis 35
Tiempo (minutos) % b)
0 10
20 80
25 100
30 100
35 10
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Resultados

El andlisis hptle de AO/AU por
prederivatizacién con iodo, es la dnica
manera de resolverlos en capa fina, con el
sistema cromatografico empleado AU tiene
un Rf de 0,64 y AO un Rf de 0,90. Todas
las muestras analizadas muestran ambos

acidos triterpénicos (fig. 7).

En la fig. 8 se muestra el AR en las 4

muestras.

Los cromatogramas hplc del anélisis de
AU aparecen en la fig. 9. En la fig. 10 estdn
los cromatogramas para el analisis de AO'y
enla fig. 11, los correspondientes al analisis
de AR.

Y asi, en la tabla 1. se muestran los
porcentajes de estas 3 sustancias en las

muestras analizadas:

Fig. 7. hptlc de AO (Rf 0.90) y AU (Rf 0.64). La aplicacion 1 es C. sericeum de Gocta (izq.), 1a 2 es C. bolivianum
de Cucuraya, la 3 es C. sericeum de Kuelap y la 4 es C. revolutum de Sullcapunta (der.). En todos los casos hay un
predominio de AU sobre AO. Las cuatro ultimas aplicaciones corresponden a los estandares.

Fig. 8. Las muestras se han aplicado tal cual la imagen anterior, las dos ultimas aplicaciones son estandares de AR. El
Rf del AR es 0.52. Notar la baja concentracién de AR en la muestra de C. revolutum.
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Tabla 1. Contenidos de AO, AU y AR en las muestras estudiadas.

Muestra (especie) % AU % AO % AR (%AU+%A0)/%AR
Gocta (C. sericeum) 0.621 0.284 0.192 4.714
Kuelap (C. sericeum) 1.321 0.378 0.559 2.836
Cucuraya (C. bolivianum) 0.475 0.241 0.196 3.653
Sullcapunta (C. revolutum) 4.224 1.025 0.064 82.016

Discusion

Notablemente, la muestra més rica en
AU corresponde a Clinopodium revolutum 'y,
por eso esta planta podria utilizarse como
materia prima para preparar esta sustancia.
El porcentaje total de acidos triterpénicos en
esta muestra son casiiguales a los publicados
por Serrano et al. (2014) y ademads, como se
ve el porcentaje de AR es muy pequetio.
En estas plantas siempre el porcentaje de
acidos triterpénicos 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 difusién
en su aplicacion en terapetitica tradicional.
Probablemente, su efecto depende de su
gran concentracion 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 &cidos
triterpénicos, en este caso el efecto mas bien
se debe probablemente al AR (ver fig. 13 y
14).

Sullcapunta
Cucuraya = %AR
il H %A0
Kuelap B %AU
Gocta
Z Z & £ 7
0 1 2 3 4 5

Fig. 12. Los porcentajes de AU, AO y AR en las cuatro muestras estudiadas.
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Fig. 13. Lepechinia meyenii, en Tambomachay, Cusco a 3700 msnm. En tiempos antiguos esta planta medicinal
tendria otro nombre, porque -Salvia- implica un sustituto americano de la planta europea Salvia officinalis, lo que
significa, que los farmaceuticos-médicos de la conquista, en su afan de encontrar sustitutos a sus agotadas provisiones
de plantas medicinales, adoptaron a L. meyenii como “Puna Salvia”- su alto contenido en AR valida parcialmente
este hecho.

1.2

1 4

0.8 -

0.6 - :
M Seriesl

0.4 -

0.2

% AR % AO % AU

Fig. 14. En el caso de Lepechinia meyenii (Serrano, 2014), tiene 1.114 % AR, 0.223 % AO y 0.419% AU) y la relacién
% acidos triterpénicos/ % AR es igual a 0.6. Tanto en Clinopodium como en esta Lepechinia se ve que a mayor
contenido en acidos triterpénicos, menor es la concentracion en AR y viceversa.
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Por otro lado, C. revolutum “Flor de
Arena” o “Té Indio” es propia del paramo
pluvial- Subalpino Tropical (pp-SaT)
(ONERN, 1976; Lopez, 1998; Mostacero,
2009), y se comercializa intensamente en el
Perti y también para exportacion (Ministerio
de Agricultura, 2011). Por ejemplo en el
aho 2011, el Departamento de Huéanuco
oficialmente exporté una tonelada de esta
planta, el mismo afio Ancash exporté 150
Kg. Obviamente, ademas esto significa que
podria estar depredandose la especie (ver
fig. 15).

El nombre “flor de arena” se aplica
también a otra especie: Tiquilia paronychioides

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

Las especies de Clinopodium y en general
las Mentheae peruanas son plantas muy
importantes para conservarlas, cultivarlas y
hacer fitoquimica y farmacognosia con ellas.

7 RAYITO AZUL * RAYITO AZUL * RAYITO AZUL *RAYITO AZUL *RAYITO AZi‘.IL 3

FLOR DE E ARENA

UL * RAYITO AZUL

INZV OLIAVY « INZV OLIAVY 5 TNZV OLIAVY »

2 atmal de nuestra serrania, es excelente para el hammen!u -
culos a la vesicula, elimina el deido

Fig. 15. Forma de presentacién de Clinopodium revolutum. Etiqueta de una bolsa.
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Fig. 16. Tiquilia paronychioides (Boraginaceae) “flor de arena”.
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