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Recibido: 05/12/2017 los flavonoides y alcaloides aislados de extractos etandlicos de las hojas de Erythroxylum coca Lam y
Aprobado: 27/12/2017 Erythroxylum novogranatense (Morris) Hieron. Materiales y métodos. La capacidad antioxidante de los

flavonoides y alcaloides aislados fue evaluada mediante el ensayo de DPPH, utilizando como control
positivo a la vitamina C, y la actividad antibacteriana mediante el célculo del halo de inhibicion (mm) ante
S. epidermidis, P. aeruginosa, S. aureus y E. coli. Resultados. Los alcaloides de E. coca presentaron mayor
actividad antibacteriana frente a S. epidermidis y P. aeruginosa, y los flavonoides de E. novogranatense
tuvieron mayor actividad frente a S. epidermidis, P. aeruginosa y S. aureus. E. novogranatense mostro
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present6 un EC50 de 172,59 pg/mL para extracto crudo y 611,29 pug/mL para flavonoides. Conclusion.
Financiamiento En ambas especies se identificaron alcaloides (cocaina y benzoilecgonina), flavonoides (chalconas y
Autofinanciado flavonoles), fenoles y carbohidratos. Los flavonoides de Erythroxylum novogranatense (Morris) Hieron,

y el extracto de Erythroxylum coca Lam presentaron mayor actividad antioxidante. El extracto de
Conflictos de interés Erythroxylum coca Lam mostrd mayor actividad antibacteriana frente a S. aureus, S. epidermidis y E.
Ninguno coli, excepto para P. aeruginosa. Los alcaloides de Erythroxylum coca Lam, exhibieron buena actividad

frente a S. epidermidis y P. aeruginosa; excepto para E. coli, donde Erythroxylum novogranatense (Morris)
Hieron tuvo mejor desempefio. Los flavonoides aislados de Erythroxylum novogranatense (Morris)
Hieron mostraron actividad frente a S. epidermidis.
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Objective. To carry out phytochemical screening, to determine the antioxidant and antibacterial
activity of the flavonoids and alkaloids isolated from ethanolic extracts of leaves of Erythroxylum
coca Lam and Erythroxylum novogranatense (Morris) Hieron. Materials and Methods. The
antioxidant capacity of isolated flavonoids and alkaloids was assessed by the DPPH assay, using
vitamin C as the positive control; and the antibacterial activity was assessed by calculating the
inhibition halo (mm) against S. epidermidis, P. aeruginosa, S. aureus and E. coli. Results. The
alkaloids of E. coca showed greater antibacterial activity against S. epidermidis and P. aeruginosa,
and the flavonoids of E. novogranatense had greater activity against S. epidermidis, P. aeruginosa
and S. aureus. E. novogranatense showed an EC_ of 271.20 pg/mL for crude extract and 250.29 g/
mL for flavonoids, while E. coca showed an EC, o 172.59 pg/mL for crude extract and 611.29 pg/mL
for flavonoids. Conclusion. In both species were identified alkaloids (cocaine and benzoylecgonine),
flavonoids (chalcones and flavonols), phenols and carbohydrates. The flavonoids of Erythroxylum
novogranatense (Morris) Hieron, and the extract of Erythroxylum coca Lam showed greater
antioxidant activity. The extract of Erythroxylum coca Lam showed greater antibacterial activity
against S. aureus, S. epidermidis and E. coli, except for P. aeruginosa. The alkaloids of Erythroxylum
coca Lam exhibited good activity against S. epidermidis and P. aeruginosa; except for E. coli, while
Erythroxylum novogranatense (Morris) Hieron performed better. The isolated flavonoids from
Erythroxylum novogranatense (Morris) Hieron showed activity against S. epidermidis.
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Introduccion

Se estima que en los paises desarrollados mueren
anualmente 25 000 pacientes debido a infecciones causadas
por bacterias multidrogorresistentes *?; con costos
adicionales estimados entre 21-34 billones de ddlares ©.
En Per, si bien no se tienen aun indicadores especificos, se
reconoce que la resistencia antimicrobiana es un problema
creciente, especialmente en el caso de bacterias Gram
negativas “; sin embargo, las alternativas de prevencion,
como estrategias educativas o elaboracion de un marco
legal regulatorio, atin son escasas ©.

Unaalternativa en lalucha contra la resistencia antimicrobiana,
es el desarrollo de nuevos compuestos basados en principios
activos de las especies vegetales, aceites esenciales y extractos
vegetales ©7), Los compuestos activos aislados de plantas se
pueden usar como tal, modificados por semisintesis quimica;
o intentar obtenerlos por la via de sintesis ©. En los Ultimos
afios se ha apreciado un incremento en el interés en productos
naturales con efectos antibacterianos, basicamente, debido a
gue no han desarrollado mecanismos de resistencia conocidos
y estan apoyados por su uso tradicional ancestral, con relativo
éxito ©.

El Perd es el principal productor de coca del mundo vy
su consumo es una costumbre ancestral “?. El género
Erythroxylum estd formado por unas 250 especies que
proliferan en la zona tropical, especialmente en el continente
americano. Solo dos especies son cultivadas en el Peru:
Erythroxylum coca var. Coca, en el sur y centro del Pery,
principalmente en el departamento de Hudnuco y Cusco,
y Erythroxylum novogranatense (Morris) var. Truxillense
(Rusby) Plowman, en el norte del pais, sobre todo en el
departamento de La Libertad “%*Y. Ambas se diferencian
en su distribucion geografica, ecoldgica, sus relaciones de
cultivo, morfologia, anatomia y composicion quimica *2),

Las hojas de Erythroxylum coca, son particularmente grandes
y gruesas, con forma oblonga eliptica y de color verde oscuro;
rinde un promedio de cocaina de 1,1% y tiene un olor
parecido al heno, té de China y a vainilla *®. Por otro lado,
Erythroxylum novogranatense, posee hojas mas pequefias,
estrechas y delgadas, muy brillantes y de color verde
amarillento, redondeadas en el apice. Produce elevadas
cantidades de salicilato de metilo en sus hojas y flores y
contiene un promedio de 0,17 — 0,76 de cocaina >4,

Estudios previos han mostrado que la hoja de coca contiene
metabolitos primarios como proteinas, carbohidratos
y lipidos; y metabolitos secundarios como alcaloides

(p. ejemplo, cocaina), flavonoides y taninos ®%. Si bien
se han demostrado que los extractos alcohdlicos de
Erythroxylum coca “5*"'y Erythroxylum novogranatense *%1°)
han probado tener cierta actividad antibacteriana, no se ha
evaluado a profundidad qué componentes pueden ser los
responsables de estos efectos.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la composicion
quimica, la actividad antioxidante y antibacteriana in vitro de
los flavonoides y alcaloides del extracto etandlico de las hojas
de Erythroxylum coca Lam y Erythroxylum novogranatense
(Morris) Hieron.

Materiales y métodos

Material vegetal

Las hojas de coca de Erythroxylum coca Lamy Erythroxylum
novogranatense (Morris) Hieron, fueron proporcionadas
por la Empresa Nacional de la Coca S.A., y la clasificacion
taxondmica de ambas especies se realizd en el Museo
de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos (UNMSM). Los ensayos se realizaron en los
laboratorios del Instituto de Ciencias Farmacéuticas y
Recursos Naturales “Juan de Dios Guevara” de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la UNMSM contando con el apoyo
del Centro de Control Analitico (CCA) de la misma facultad,
para las pruebas microbioldgicas.

Preparacion de los extractos

Los extractos fueron preparados a partir de las hojas
secas pulverizadas de las especies de coca seleccionadas.
Se utilizaron 500 g de muestra en polvo y 3 L de alcohol
comercial de 96° para elaborar un macerado que,
posteriormente, fue filtrado e introducido en un evaporador
rotatorio para luego ser desecado en una estufa a 37 °C.

Screening fitoquimico %

Se realizd un screening fitoquimico para identificar los
metabolitos contenidos en los extractos con los reactivos de
Molish (polisacaridos), cloruro de fierro-lil (fenoles), Shinoda
(flavonoides), Dragendorff, Popoff y Mayer (alcaloides),
Bertrand (saponinas), Rosenhelm y Liebermann-Burchard
(esteroides); y finalmente ninhidrina (aminodacidos libres).

Aislamiento de alcaloides !

Se realizd en 5 g de extracto seco, al cual se le afiadié 100
mL de cloroformo y se extrajo con 2x50 mL de acido citrico
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al 1,5% (p/v) en embudo de decantacién. A esta mezcla se
le elimind la capa cloroférmica y la capa acuosa se ajusto a
pH 8,2 con solucidn de carbonato de sodio. Se realizo una
segunda extraccién con 2x50 mL de cloroformo; en donde
se elimind la capa acuosa y removié el solvente de la capa
cloroférmica haciendo uso del evaporador rotatorio. El
residuo cloroférmico, el cual contiene los alcaloides totales,
se concentré dejandolo en campana de extraccion y fue
al que se le realizd una prueba rapida con el reactivo de
Dragendorff para corroborar la presencia de alcaloides.

Aislamiento de flavonoides *?

Primero se procedid a remover la clorofila en 5 g de extracto ?).
Aello se agregd 25 mL de acido clorhidrico 1M hasta llegar a
un pH=2, y se realizé una primera extraccion con 3x10 mL de
éter etilico en embudo de decantacion. Con ello, la clorofila
quedd aislada en la capa etérea, por lo que se procedio a su
eliminacion. La capa acuosa se ajusté a pH 8,2 adicionando
una solucion de carbonato de sodio y se realizd una
segunda extraccion con 3x10 mL con éter etilico. La capa
etérea con los alcaloides se separd, y la capa acuosa rica
en compuestos fendlicos y flavonoides, se ajusté a pH =5
con acido clorhidrico; luego se filtré y colocé bajo campana
de extraccion para eliminar algin remanente de solvente.
Finalmente, las muestras fueron liofilizadas.

Actividad antioxidante mediante el ensayo de DPPH

Se preparé una solucién de DPPH al 2% en metanol. En
caso de las muestras, para ambos extractos crudos se
prepararon diluciones de 800, 600, 400, 200 y 100 pg/mL;
para los flavonoides totales de Erythroxylum coca Lam se
trabajé con 3000, 2000, 1500, 1000 y 500 pug/mL, y para los
flavonoides totales de Erythroxylum novogranatense (Morris)
Hieron, se elaboraron soluciones con concentraciones de
1000, 750, 500, 250, 125 pg/mL; utilizando como control
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positivo a la vitamina C. Los resultados se leyeron en un
espectrofotometro de UV-Vis a 517 nm.

Actividad antibacteriana®

Las muestras probadas en el ensayo fueron extractos
crudos, alcaloides y flavonoides totales. Se usé el método
de difusidn en placa Petri, frente a bacterias Gram positivas
(Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis) y
Gram negativas (Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa)
en agar Miller-Hinton. Se usé como controles positivos
ciprofloxacino1l0 pg y gentamicina 5 pg y como control
negativo agua destilada mas dimetilsulféxido (DMSO). Las
muestras fueron disueltas en 1,5 mL de agua destilada y 0,5
mL de DMSO, de esa solucion, se tomo 400 pL y se procedid
a la medicion de halos de inhibicién a las 48 h posteriores a
la aplicacién en la placa Petri.

Resultados

Los resultados obtenidos del screening fitoquimico de los
extractos secos de las hojas de Erythroxylum coca Lam y
Erythroxylum novogranatense (Morris) Hieron, mostraron
gran cantidad de alcaloides, fenoles y flavonoides. Cabe
destacar que entre los alcaloides visualizados se encontré
cocaina y benzoilecgonina en el perfil cromatogréfico.
Asimismo, se encontré que el extracto de Erythroxylum
novogranatense (Morris) Hieron tenia una menor cantidad
de carbohidratos (Tabla 1).

Asimismo, se puede observar que, si bien el extracto de
Erythroxylum novogranatense (Morris) Hieron fue en
donde se pudo determinar mayor cantidad de flavonoides
y alcaloides, fue en el extracto de Erythroxylum coca Lam de
donde se pudo extraer un mayor porcentaje de alcaloides
(Tabla 2).

Tabla 1. Screening fitoquimico de los extractos secos de las hojas de Erythroxylum coca Lam y Erythroxylum novogranatense

(Morris) Hieron

Erythroxylum novogranatense (Morris)

Compuestos Erythroxylum coca Lam Hieron
Alcaloides ++ 4
Flavonoides ++ 4+
Esteroides y quinonas - -
Fenoles +++ +++
Carbohidratos ++ 4+

Ausencia: - / Ligera presencia: + / Moderadamente: ++ / Abundante: +++
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Tabla 2. Metabolitos aislados de los extractos secos de las hojas de Erythroxylum coca Lam y Erythroxylum novograna-
tense (Morris) Hieron

Especie Flavonoides totales (mg/g) Alcaloides totales (mg/g) Alcaloides extraidos (%)

Erythroxylum coca Lam 590,0 70-80 2,694

Erythroxylum novogranatense

. . 610,0 95-100 1,677
(Morris) Hieron
Se encontré que en todos los grupos de estudio hubo comparacion con la accién del extracto crudo y de los
una relacion directamente proporcional entre el alcaloides totales. Sin embargo, los controles positivos
porcentaje de inhibicidn y la dosis administrada. En el mostraron halos de inhibicion frecuentemente mayores
caso del extracto total de Erythroxylum coca Lam, se a los grupos de estudio. Por ejemplo, el grupo de
encontré un EC, de 172,6 pg/mL (R*=0,999), mientras ciprofloxacino 10 pg desarrollé un halo de 68 mm en el
que los flavonoides extraidos alcanzaron un EC, de cultivo de Staphylococcus epidermidis, y de 48 mm en el
611,3 pug/mL (R?=0,966). Por otro lado, el extracto total cultivo de Pseudomonas aeruginosa. Por otro lado, el grupo
de Erythroxylum novogranatense (Morris) Hieron mostrd que recibié gentamicina 5 pg mostré halos de inhibicion de
un EC., de 271 pg/mL (R’=0,988), en contraste con 30 mm y 16 mm en los cultivos de Staphylococcus aureus
los flavonoides extraidos con un EC, de 250,3 pg/mL y Pseudomonas aeruginosa, respectivamente. En el Unico
(R?=0,999). Esto fue similar al desempefio mostrado por caso en que los grupos de estudio obtuvieron mayores
el control (EC.=1,6 ug/mL; R*=0,990) (Figura 1). halos de inhibicion fue en los que se aplicé extracto crudo,
alcaloides totales y flavonoides totales de Erythroxylum
Se encontré un mayor halo de inhibiciéon en el grupo de coca Lam comparados con gentamicina contra Pseudomona
flavonoides totales en ambas especies en estudio, en aeruginosa.
A 100 B 100
90 90
a 80 T 80
o o
S 70 S 70
c c
S 60 2 60
L2 =
2 50 8 50
= -
€ 40 < 40
S 30 S 30
= 20 = 20
10 10
0 0
0 100 200 300 400 500 600 700 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Concentracion (pg/mL) Concentracion (pg/mL)
c 100 D 100
90 - 90
I 80 & 80
a [a)
a 70 o 70
c o
© 60 S 60
2 el
2 50 g 50
£ 40 < 40
> =
c 30 2 30
20 X 20
10 10
0 0
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 0 100 200 300 400 500 600
Concentracion (ug/mL) Concentracion (ug/mL)

Figura 1. Porcentaje de inhibicién de DPPH en diferentes concentraciones de extracto total de Erythroxylum coca Lam (A), alcaloides extraidos
de este (B), y extracto total de Erythroxylum novogranatense (Morris) Hieron (C) y alcaloides extraidos (D).
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Tabla 3. Actividad antibacteriana por difusion en agar para Erythroxylum coca Lam y Erythroxylum novogranatense
(Morris) Hieron tomando como indicador el diametro del halo

Halo de Inhibicién (mm)

Especie Muestra (500 pL) Extracto crudo Alcaloides totales Flavonoides totales
(1g/mL) (40 mg/mL) (0,5g/mL)
Staphylococcus aureus 23 NP 21
s . . .
Erythroxylum coca Lam
Escherichia coli 18 18 20
e . . .
Staphylococcus aureus 22 20 23
Erythroxylum 2;75:{,:3;0; s 28 23 35
novogranatense
(Morris) Hieron Escherichia coli 24 22 20
e . v 0
NP: no presentd
. .y Por ejemplo, el trabajo de Johnson y Emche ?” monitored
Dlsc“s“,n el contenido de alcaloides de la hoja de coca, desde el
brote hasta hoja seca, en un periodo de 36 semanas. Asi,
Segun trabajos publicados por la Oficina de las Naciones se observé que el contenido de alcaloides fue aumentado
Unidas contra la Droga y el Delito (UNODC) “9, Galindo y hasta los 7 dias en promedio, al llegar al periodo de hoja
Fernandez ©®; y Johnson y Emche ?”, en la hoja de coca se seca y su posterior desprendimiento de la planta, los niveles
encuentran compuestos principalescomola cocaina (>1%en peso), de alcaloides presentan un decaimiento.
compuestos accesorios (<1% en peso) y compuestos en trazas
(<1% en peso); entre los compuestos principales y accesorios estan Por el método de captacion del radical DPPH, expresado
la cinamoilcocaina, metilecgonina, benzoilecgonina, ecgonina, en EC,, se obtuvo para la especie Erythroxylum
norcocaina, N-formilnorcocaina  °%  higrina, tropinona, novogranatense (Morris) Hieron 271,20 ug/mL para el
trans-cinnamoilcocaina,  cis-cinnamoilcocaina, cuscohigrina extracto crudo y 250,29 pg/mL para flavonoides totales,
y tropacocaina ?. Esto se confirmé en nuestro estudio al mientras que para Erythroxylum coca Lam, los valores
encontrarse cocaina y benzoilecgonina en la determinacién de como extracto crudo y flavonoides aislados fueron 172,59y
alcaloides. 611,29 pg/mL, respectivamente. Se conoce que las flavonas
y flavonoles tienen actividad frente a los radicales libres @8
La extraccién de alcaloides totales se hizo por el método Estos resultados son similares a lo encontrado por Castro
establecido de Turner @y para la cuantificacion se llevd a Luna et al. ", donde el aceite esencial de Erythroxylum
cabo por el método estandarizado de la USP-34-2011 @, E| novogranatense (Morris) “coca” var. Truxillense mostré una
contenido de alcaloides totales presentes en el extracto actividad antioxidante similar al referente usando el método

crudo fue de 2,69% para Erythroxylum coca Lam y de de DPPH.
1,67 % para Erythroxylum novogranatense (Morris) Hieron.

Segun los datos de la UNODC 9, |a especie Erythroxylum En cuanto a la actividad antibacteriana, se encontraron
novogranatense var. Truxillense tiene un contenido normal resultados destacables en los grupos de flavonoides y
de 0,42 — 1,02 %, Erythroxylum novogranatense var. alcaloides totales pertenecientes a la Erythroxylum coca
Novogranatense 0,17 —0,76 % la E. coca var. Ipadu contiene Lam comparado con la gentamicina frente a la P. aeruginosa.
0,11 - 0,41 %. Por su parte, para Galindo y Fernandez @ De forma similar, en los cultivos de E. coli la mayor actividad
las hojas de coca de la especie coca cv. Lambran contiene fue de Erythroxylum novogranatense (Morris) Hieron, en
1,12% y coca cv. Mollecoca 0,86%. Todos estos valores extracto crudo, seguido por los alcaloides de la mencionada,
son inferiores a los hallados en el presente estudio, para pero no superior al halo de inhibicién producido por el
explicar ello se puede apelar a otros factores que afectan el ciprofloxacino, como control positivo. Estos resultados
contenido de alcaloides durante el desarrollo de la planta. difieren de lo encontrado por Negrete Zavala et al. *
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y Ventura et al. ®® quienes no encontraron actividad
antibacteriana, haciendo uso de extractos acuosos,
alcohdlicos y aceite esencial de Erythroxylum coca Lam en
los cultivos de estas dos especies.

Frente a las bacterias Gram positivas, destacaron los
flavonoides de Erythroxylum novogranatense (Morris)
Hieron, seguido por el extracto crudo de Erythroxylum coca
Lam frente a S. epidermidis. Para S. aureus, el extracto de
Erythroxylum coca Lam vy los flavonoides de Erythroxylum
novogranatense (Morris) Hieron destacan frente a las otras
muestras. Minaya “® y Borrovic ® encontraron resultados
similares al evaluar el efecto del extracto etandlico
de Erythroxylum novogranatense var. truxillense ante
cepas de Streptocococcus mutans y Lactobacillus casei,
con halos de inhibicion promedio de 34,4 y 33,74 mm
respectivamente. Castro et al. “®, también encontraron
efectos similares a nuestro estudio, usando aceite esencial
de Erythroxylum novogranatense (Morris) Hieron ante
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