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Objetivos

Si analizamos las fuentes naturales que han dado lugar a nuevos principios activos utilizados
para el tratamiento de enfermedades infecciosas, podemos observar que los productos
naturales juegan un papel significante en los procesos de descubrimiento y desarrollo de estos
nuevos medicamentos. De los 1.010 productos aprobados entre 1981-2006, el 44 % fueron
productos de origen natural o derivados a partir de ellos y, concretando, entre el 62-67 % de
los medicamentos antibacterianos o anticancerigenos se derivaron, igualmente, a partir de
sustancias de origen natural (Newman & Cragg, 2007). La busqueda de nuevas fuentes de
productos naturales activos, como por ejemplo antiparasitarios, es mas productiva cuando la
recoleccidon tiene lugar en areas donde la diversidad bioldgica es elevada, como en los
ecosistemas tropicales y subtropicales, debido a las caracteristicas ecoldgicas unicas de estas
regiones. Basandose en estos principios, se han realizado tamizajes para determinar la
actividad antiparasitaria en plantas de diversos paises sudamericanos, tales como Bolivia
(Mufioz et al., 2000), Brasil (Botsaris, 2007), Colombia (Weniger ef al., 2001; Osorio et al.,
2007), y Pert (Kvist et al., 2006).

Entre los principales factores que han favorecido la investigacion en el campo de los
productos naturales, se encuentran los avances en la tecnologia de los ensayos bioldgicos.
Debido fundamentalmente al progreso de la biologia molecular, se ha pasado de la utilizaciéon
de modelos animales ‘in vivo’ a la realizacion de pruebas ‘in vitro’, basadas en el mecanismo
de accioén, que hacen factible el ‘screening’ de un gran nimero de muestras de manera
sencilla, rapida, reproducible, economica y lo suficientemente sensibles para detectar, de
forma selectiva, moléculas biolégicamente activas a niveles relativamente bajos. Ademas, los
avances en la quimica y en la instrumentacidn, que se han producido de forma paralela, son de
igual importancia. En este sentido, el advenimiento y el subsiguiente desarrollo de la
Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC), la Espectrometria de Masas de Alta
Resoluciéon (HR-EIMS), la Espectrometria de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y la
Cristalografia de Rayos X, han permitido el aislamiento y la caracterizacion estructural, de

forma rapida y eficiente, de compuestos que se encuentran en pequeflas cantidades.

El presente trabajo tiene como objetivo buscar sustancias bioactivas en dos especies de la
flora colombiana. Se pretende aislar y caracterizar los metabolitos secundarios sintetizados
por Phaedranassa dubia (Amaryllidaceae) y Garcinia madruno (Clusiaceae), ademds de
estudiar la actividad antiprotozoaria in vitro y de evaluar la actividad antioxidante de los

metabolitos aislados.



Sustancias bioactivas a partir de la flora colombiana

El objetivo propuesto en el parrafo anterior se pretende alcanzar por medio de una serie de

actividades que se describen a continuacion:

e Extraer, separar y purificar los alcaloides de la especie Phaedranassa dubia.

e Extraer, aislar y purificar los biflavonoides de la especie Garcinia madruno.

e (aracterizar los alcaloides y los biflavonoides mediante técnicas espectroscopicas
(RMN 'H, RMN "*C, COSY, NOESY, HSQC, HMBC, IR, EM) y por medio de sus
propiedades fisicas.

e Evaluar la actividad antiprotozoaria in vitro de los alcaloides y de los biflavonoides
aislados frente a los pardsitos protozoos: Trypanosoma brucei rhodesiense,
Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani'y Plasmodium falciparum.

e Evaluar la actividad inhibitoria de la formacion de la P-hematina de aquellos
compuestos que presenten una potente actividad frente a Plasmodium falciparum.
Ensayo orientado a la determinacion de su posible mecanismo de accidn.

e Evaluar la actividad antioxidante de los biflavonoides aprovechando sus propiedades
como fenoles. Para ello, se utiliza la actividad captadora de radicales libres por el
método del DPPH’ y la inhibicion de la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad

(LDL) por el método de TBARS.
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2.1. Introduccion
2.1.1. Generalidades sobre los alcaloides presentes en la familia Amaryllidaceae

La familia Amaryllidaceae presenta entre sus metabolitos secundarios un grupo de alcaloides,
que tienen como caracteristica principal la de ser exclusivos de esta familia de plantas, lo que
les confiere valor quimiotaxondmico. Se han reportado algunas excepciones que confirman la
regla. Asi, el alcaloide crinamina ha sido aislado de Dioscorea dregeana (Dioscoreaceae),
siendo éste el primer alcaloide isoquinolinico aislado de la familia Dioscoreaceae
(Mulholland et al., 2002). Por otro lado, no es habitual encontrar otro tipo de alcaloides en las
especies de la familia Amaryllidaceae; aunque, hasta el momento, se han identificado cuatro
alcaloides de tipo mesembrano (Sceletium), que generalmente estan presentes en la familia
Aizoaceae (Jeffs, 1981) y dos alcaloides de tipo isoquinolinico, hallados principalmente en las
familias Fumariaceae, Lauraceae y Papaveraceae (Kaya et al., 2004). Estos alcaloides son:
amisina, aislado de Hymenocallis arenicola (Dopke et al., 1980), mesembrenol de Crinum
oliganthum (Dopke et al., 1981), mesembrenona, de Narcissus pallidulus (Bastida et al.,
1989), egonina de Hippeastrum equestre (Pham et al., 1999), y los alcaloides capnoidina y

bulbocapnina, aislados de Galanthus nivalis subsp. cilicicus (Kaya et al., 2004).

N(Me),
0/\/

N(Me),

Amisina Egonina

Capnoidina Bulbocapnina
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Las caracteristicas quimicas mas importantes de los alcaloides de la familia Amaryllidaceae

son:

Tienen una estructura base Cs-C;-N-C,-Cs. En la que, la fraccion Cq-C; deriva de
L-fenilalanina (L-Phe) y la N-C,-C¢ deriva de L-tirosina (L-Tyr).

Son bases moderadamente débiles, con un pKa entre 6 y 9.

Contienen un solo atomo de nitrégeno, que puede ser secundario, terciario o incluso
cuaternario, y generalmente el nimero de dtomos de carbono oscila entre 16 y 20,

dependiendo de los sustituyentes del sistema anillado.

2.1.2. Clasificacion de los alcaloides tipo Amaryllidaceae

La clasificacion de los alcaloides de la familia Amaryllidaceae ha ido variando en funcion del

conocimiento de sus relaciones biosintéticas. Aunque todos ellos provienen de L-Phe y L-Tyr,

su diversidad estructural es consecuencia de los diferentes tipos de acoplamientos fenol

oxidativos. En base al sistema heterociclico que presentan, se pueden diferenciar los

esqueletos tipo: norbelladina, licorina, homolicorina, crinina, hemantamina, narciclasina,

tazetina, montanina y galantamina (Figura 1).

Otro aspecto importante es la numeracion, que no sigue estrictamente las reglas de la IUPAC.

De hecho, la numeracion quimica de los distintos esqueletos tipo sigue la propuesta de Ghosal

y colaboradores (Ghosal et al., 1985) que prioriza la ruta biosintética. Asi:

La enumeracién del anillo aromatico A es siempre la misma, independientemente del
tipo de esqueleto.

La posicion bencilica en a con respecto al heterodtomo, es siempre 6.

La posicion vecinal del N en el anillo pirrolidinico no comprometida con los anillos B
o C, es siempre 12.

La enumeracion en el anillo C es siempre en el sentido de las agujas del reloj, excepto
para los alcaloides de tipo homolicorina, debido a su proceso biosintético.

En los alcaloides de tipo norbelladina, la notacion [’] hace referencia al anillo que

procede biosintéticamente de L-Phe.
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Figura 1. Esqueletos tipo de los alcaloides de Amaryllidaceae.

2.1.2.1. Esqueleto tipo norbelladina: Estos alcaloides son los tnicos que no se derivan de
una reacciéon de acoplamiento fenol oxidativo y presentan una estructura N-bencil-N-
feniletilamina. Poseen funciones oxigenadas (grupos hidroxilo o metoxilo) en los carbonos 4,

3’ y 4’. También pueden presentar un grupo NMe y un sustituyente oxigenado en 3.

Tipo Norbelladina
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2.1.2.2. Esqueleto tipo licorina: Este grupo de alcaloides esta constituido por un ntimero
importante de alcaloides derivados de una estructura base pirrolo[d,e]fenantridina, originados
por un acoplamiento fenol oxidativo orfo-para’. Las posiciones 8 y 9 estan sustituidas
(generalmente por un grupo metilendioxo). Presentan una insaturacion en las posiciones 3-4 y

la fusion de los anillos B y C es, generalmente, en trans.

Tipo Licorina

Si la insaturacion se encuentra entre las pociones 4 y 11, en el carbono 3 puede encontrarse un
sustituyente oxigenado, como es el caso de la narcisidina (Fuganti et al., 1974). En el caso de

la nartazina (Boit & Do6pke, 1956), los anillos C y D estan saturados.

OMe OAc

Narcisidina Nartazina

Se aprecian algunas variantes mas en la estructura de estos alcaloides como en el caso de la
oxoassoanina y la hippacina, ambos con un sustituyente oxigenado en la posicidon 6. Ademas,
estos dos alcaloides, junto con la assoanina y la 11,12-dehidroanhidrolicorina, presentan el
anillo C completamente insaturado (Llabrés et al., 1986; Ramadan et al., 2000; Ngoc Tram et
al., 2002). A su vez, el alcaloide roserina tiene tres grupos metoxilos en el anillo A, y un
anillo B completamente insaturado (Bastida ez al., 1992). Por su parte, el estudio de la
constante de acoplamiento entre los protones H-4a y H-10b demuestra que el alcaloide kirkina
es una excepcion a la regla, al ser coherente con una fusion cis entre los anillos B y C (Bastida

et al., 1995a).



MeO

MeO
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Hippacina R; + R,=0
11,12-dehidroanhidrolicorina R; =R,=H

HO/,/,',

MeO

HO

Kirkina

2.1.2.3. Esqueleto tipo homolicorina: Los alcaloides de este grupo derivan directamente de
los de tipo licorina, es decir, provienen de un acoplamiento fenol oxidativo orto-para’, con

reestructuracion posterior, presentando un esqueleto base 2-benzopirano[3,4-g]indol.

Tipo Homolicorina

Con excepcion de la normasonina (Kreh & Matush, 1995), todos los alcaloides de este tipo
aislados hasta ahora, poseen un grupo NMe. A su vez, en este tipo de alcaloides, la fusion de
los anillos B 'y C es cis y el anillo del pirano puede encontrarse en forma de lactona,

hemiacetal o éter ciclico, siendo este ultimo poco frecuente.

En las posiciones 8 y 9 encontramos sustituyentes oxigenados y la posicion 2 puede estar
igualmente sustituida. Estos alcaloides presentan ademas una insaturacion entre los carbonos

3 y 4, aunque hay excepciones como en el caso de la clivonina, que ademads tiene la
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peculiaridad de presentar una fusion trans entre los anillos B y C (Kobayashi et al., 1980),
contrariamente a lo observado para el resto de alcaloides de este tipo. La insaturacidon en el
anillo C también puede presentarse entre las posiciones 2 y 3, como en el caso de la
clivonidina (Ali et al., 1983). La sustitucién en la posicidon 7 es inusual, aunque existe algin

ejemplo como en el caso del alcaloide candimina (Dopke, 1962).

Normasonina R, =R, =R; =H Clivonina Clivonidina
Candimina R; = OH, R, = OMe, R; = Me

2.1.2.4. Esqueleto tipo crinina: Este tipo de alcaloides con una estructura base
5,10b-etanofenantridina, provienen de un acoplamiento fenol oxidativo para-para’, y son
muy comunes en las especies del género Crinum (Viladomat et al., 1997). El protén de la
posicion 4a es siempre axial y en disposicion trams con relacion al puente etano existente

entre el N y la posicidon 10b, de manera que la fusion entre los anillos B y C es siempre trans.

Tipo Crinina

Entre las posiciones 8 y 9, normalmente se encuentra un grupo metilendioxo, existiendo
ademas un grupo oxigenado en la posicion 3. En el caso de (-) powellamina y
(+) powellamina (cripalina), el grupo metilendioxo se encuentra entre las posiciones 9 y 10
(Ngoc Tram et al., 2002). Ademas, es posible encontrar sustituciones oxigenadas en las
posiciones 6, 7 (generalmente metoxilo) y en la posicion 11, donde el sustituyente puede estar

orientado tanto en disposicion endo como en exo predominatemente (Viladomat ez al., 1997).
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Es comun la existencia de un doble enlace entre las posiciones 1 y 2, aunque pueden existir
variaciones al respecto. Asi, en los alcaloides augustina (Ali ef al., 1981), flexinina (Boit e?
al., 1957), 11-O-acetil-1,2-B-epoxiambellina, 6-hidroxicrinamidina y undulatina (Ngoc Tram
et al., 2002) se encuentra un grupo epoxido entre dichas posiciones. En otros casos, el anillo
C puede estar completamente saturado. Asi, en los alcaloides como la elwesina (Capo & Saa,
1989) y dihidrocrinidina (Ngoc Tram ef al., 2002), la insaturacion esta hidrogenada. A su vez,
la amabilina (Likhitwitayawuid et al., 1993) y la 4a-dehidroxicrinamabina (Nair ef al., 2000)
son ejemplos donde se observan sustituciones oxigenadas en las posiciones 1 y 2. En otros
casos, como en el alcaloide nerbowdina (Lyle ef al., 1960), solo se observan sustituciones en
la posicidon 1. Finalmente, en muy pocos casos la posicion 3 no estd oxigenada, tal seria el
caso de los alcaloides josefinina (Viladomat et al., 1994) y crinamabina (Pham et al., 1998),

que sin embargo presentan sustituciones en las posiciones 1y 2.

(-) powellamina Augustina R; =0OMe, R,=R;=R,;=H

(+) powellamina Flexinina R;=OH, R,=R;=R,=H
11-O-Acetil-1,2-B-epoxiambellina R; = R;=0Me, R,=H, R, =OAc
6-Hidroxicrinamidina R; = R, =H, R,= OH, R; = OMe
Undulatina R; =R;=0Me, R,=R;=H

Elwesina R; =R,=R4;=Rs=H, R;=aOH
Dihidrocrinidina R; =R,=R;=H, R; = OH, Rs=OMe
Amabilina R; =R, =0aOH, R;=R;=Rs=H
4a-dehidroxicrinamabina R; =R, =BOH, R;=R;=Rs=H
Nerbowdina R; =R3;=aOH, R, =Rs;=H, R;=0Me
Josefinina R; = aOH, R,=BOAc,R; =R,=Rs=H
Crinamabina R; =R, =pOH, R; =Rs;=H, R;=OH

2.1.2.5. Esqueleto tipo hemantamina: Los alcaloides tipo hemantamina proceden de una
reaccion de acoplamiento fenol oxidativo para-para’. Presentan un puente etano con
configuracién a entre el d&tomo de nitrogeno y la posicion 10b, siendo esta la caracteristica
distintiva entre este grupo y los alcaloides tipo crinina. En general, presentan un doble enlace

entre las posiciones 1y 2, y sustituyentes oxigenados en las posiciones 3, 8 y 9.
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Tipo Hemantamina

Al igual que los alcaloides tipo crinina, en ocasiones pueden presentar sustituyentes
oxigenados en las posiciones 6 y 11, y a diferencian de ellos, la posicion 7, hasta el momento,
no se ha encontrado sustituida. Pueden existir variaciones que involucran el anillo C, como es
el caso del alcaloide cantabricina (Bastida et al., 1995b), en el cual éste anillo se encuentra
completamente saturado. Albiflomantina (Baudouin et al., 1994) es un ejemplo en el cual se

observa un grupo hidroxilo adicional en la posicion 4.

Hasta el momento, también se han aislado siete alcaloides con variaciones en el puente etano.
Delagoensina y degaloenina (Nair et al., 1998) presentan sustituida la posicion 12, mientras
que bujeina (Labrafia ef al., 1999) es el primer alcaloide de este tipo con un puente de tres
miembros. A su vez, cuatro alcaloides derivados de hamaina, obtenidos de Galanthus nivalis,
presentaron sustituciones en la posicion 11 (Berkov et al., 2007), entre ellos, el 3,11-O-(3°,3”-

dihidroxibutanoil) hamaina.

OAc

HO. R

OH

MeO Ry

Cantabricina Albiflomantina Delagoensina R; + R,= OCH,0
Delagoenina R; =R,=0OMe

OMe

MeOOCH,C--.

Nl

Bujeina 3,11-0-(3’,3”-dihidroxibutanoil) hamaina
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2.1.2.6. Esqueleto tipo narciclasina: Este grupo reducido de alcaloides tiene como esqueleto

base la fenantridina. Se originan a partir de un acoplamiento fenol oxidativo para-para’, con

una reestructuracion posterior a partir de los alcaloides de tipo crinina - hemantamina.

B

Tipo Narciclasina

Entre las posiciones 8 y 9 se encuentra un grupo metilendioxo, con algunas excepciones como
la narcicrinina (Ngoc Tram et al., 2002). A su vez, las posiciones 2, 3, 4, 6 y 7 pueden
encontrarse sustituidas. Las variaciones mas frecuentes se encuentran en el anillo C, el cual
puede estar completamente insaturado, como en los alcaloides trisferidina (Suau et al., 1990)

y bicolorina (Viladomat ef al., 1990).

OH
OH
MeO. (0] (0]
< N < N-

NH o = o N "

HO e
o
Narcicrinina Trisferidina Bicolorina

2.1.2.7. Esqueleto tipo tazetina: Este grupo de alcaloides, que presentan una estructura base
2-benzopirano|3,4-c]indol, provienen igualmente de un acoplamiento fenol oxidativo para-

para’, aunque con reestructuracion posterior a partir de los de tipo hemantamina.

Tipo Tazetina
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Generalmente poseen una insaturacion entre las posiciones 1 y 2, y todos los alcaloides de
este tipo presentan posiciones oxigenadas en los carbonos 8 y 9 (generalmente un grupo
metilendioxo) y en el carbono 3, con excepcion de ornazidina, ornazamina y ornamina,
aislados de Crinum ornatum (Onyiriuka & Jackson, 1978). Ademas, la posibilidad de
presentar sustituyentes en las posiciones 6 y 11 y un grupo NMe. Algunas publicaciones
reportan alcaloides 6a y 6B-etoxi sustituidos: N-demetil-6-etoxipretazetina, aislados de
Crinum bispermum y la N-demetilmacronina (Ngoc-tram et al., 2002). Sin embargo, los
derivados etoxilados en Amaryllidaceae son probablemente artefactos procedentes de la

extraccion con EtOH.

OMe

—unilliNMe ~uliNMe

R, MeO

HO MeO

2,
2,
0,
2

R R
Ornazidina R= OH Ornamina N-demetil-60-etoxipretazetina R, = OEt, R,=H
Ornazamina R = OAc N-demetil-6B-etoxipretazetina R; = H, R,= OEt

N-demetilmacronina R; + R,= 0O

2.1.2.8. Esqueleto tipo montanina: Constituye un grupo de alcaloides poco frecuente que
proviene de un acoplamiento fenol oxidativo para-para’ y reestructuracién a partir del
esqueleto de la crinina. Presentan una estructura 5,11-metanomorfantridina. Como
caracteristica distintiva presentan un anillo de siete miembros y un puente 5,11-metano con

configuracién a, excepto montabufina (Viladomat ez al., 1995).

R

\\O
")
s

Tipo Montanina

El grupo metilendioxo entre las posiciones 8 y 9 est4 presente en todos los alcaloides de este
grupo hasta ahora descritos, asi como una insaturacién entre las posiciones 1 y 1la y un
sustituyente oxigenado en las posiciones 2 y 3, constituyendo una excepcioén la nangustina

(Labrafa et al., 2002) donde los sustituyentes se ubican en las posiciones 3 y 4.
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Montabufina Nangustina

2.1.2.9. Esqueleto tipo galantamina: Este grupo de alcaloides es considerado uno de los mas

importantes desde el punto de vista farmacoldgico (Thomsen & Kewitz, 1990). Proceden de

un acoplamiento fenol oxidativo para-orto’ y tienen como estructura base un esqueleto

dibenzofurano.

Tipo Galantamina

Suelen presentar sustituciones oxigenadas en las posiciones 3 y 9 y una insaturacion entre los

carbonos 4 y 4a. No obstante, licoramina y sus derivados (Li et al., 1987; Kihara et al., 1987,

Bastida et al., 1993; Youssef & Frahm, 1998) muestran un anillo C completamente saturado.

Inusualmente, el alcaloide habrantina (Vasquez-Tato ef al., 1988) presenta una sustitucion

oxigenada en la posicion 11.

MeO MeO

Licoramina

“\\\\\o H

MeO MeO

Epinorlicoramina Habrantina
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2.1.3. Biosintesis de los alcaloides de la familia Amaryllidaceae

A pesar de las diferencias estructurales existentes en los alcaloides de las Amaryllidaceae,
todos ellos proceden de una molécula matriz, la norbelladina, la cual, por diferentes
acoplamientos de tipo fenol oxidativo y las subsecuentes transformaciones, da lugar a los
alcaloides del tipo licorina / homolicorina (acoplamiento orfo-para’), crinina / hemantamina /
tazetina / narciclasina / montanina (acoplamiento para-para’), o a los alcaloides del tipo

galantamina (acoplamiento para-orto’).
Si bien estos alcaloides pueden estar agrupados en funcion del tipo de acoplamiento fenol
oxidativo del que proceden, también es frecuente agruparlos en funcion del sistema

heterociclico (Tabla 1).

Tabla 1. Grupos estructurales en los que se pueden clasificar los alcaloides de las

Amaryllidaceae.

Grupo estructural Esqueleto tipo Tipo de acoplamiento
N-bencil-N-feniletilamina Norbelladina Sin acoplamiento
Pirrolo[d,e]fenantridina Licorina orto-para’
2-benzopirano[3,4-g]indol Homolicorina orto-para’
5,10b-etanofenantridina Crinina / Hemantamina para-para’
Fenantridina Narciclasina para-para’
2-benzopirano[3,4-c]indol Tazetina para-para’
5,11-metanomorfantridina Montanina para-para’
Dibenzofurano Galantamina para-orto’

En los alcaloides de las Amaryllidaceae, la L-Phe es el precursor primario del fragmento
Cs-Cy, correspondiente al anillo A, mientras que L-Tyr es el precursor del fragmento C¢-C;-N,
que incluye el anillo C, los dos carbonos de las posiciones 11 y 12 y el nitrégeno (Figura 2).
Aunque la L-Phe y la L-Tyr estan estructuralmente relacionados, en las plantas se forman
independientemente a partir de prefenato y no son interconvertibles. La formacion de la
unidad C¢-C; a partir de L-Phe, implica la pérdida de dos adtomos de carbono de la cadena

lateral, asi como la introduccidon de dos sustituyentes oxigenados en el anillo aromatico, lo
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cual se lleva a cabo a través de la enzima PAL (del inglés: “Phenylalanine ammonia lyase”) y
de los 4cidos cindmicos. Mediante la enzima PAL se produce la desaminacion oxidativa de la
L-Phe de forma antiperiplanar para dar lugar al acido trans-cindmico, con la pérdida del H
pro-S de la posicion B (Wightman et al., 1972). Por ello, podria suponerse que L-Phe se
incorporaria a los alcaloides de tipo Amaryllidaceae con retencion del H pro-R de la posicion
B. Sin embargo, experimentos con marcadores radioactivos realizados en Narcissus cv. 'Kind
Alfred’ demostraron que el tritio originalmente presente en los protones del carbono 3 de la
L-Phe, se perdia en la formacion de alcaloides del tipo hemantamina y homolicorina, lo cual
llevaba a la conclusiéon de que la fragmentacion de los acidos cindmicos involucra la
oxidacion del carbono [ a nivel de carbonilo o carboxilo, siendo el producto final el aldehido

protocatéquico o sus derivados (Figura 2).

R4 5
PAL

IS
=)

NH,

w

R; Z cooH > ; M coomH

L-fenilalanina (L-Phe)

/:\cido trans-cinamico: R; =R, =H COOH
Acido para-cumarico: R, = OH, R, = H L.
Acido cafeico: R, =R, = OH L-tirosina (L-Tyr)

Tyr—descarboxllasa

o_,jgéjj_

Aldehido protocatéquico: R=H

Isovanillina: R = Me Base de Schiff Tiramina

(estructuras isémericas en solucién)

7/ N\

HO HO
H N
RO RO =
N :©\/NH
HO = HO
Y Norbelladina: R=H HO
O-metilnorbelladina: R = Me Or

Figura 2. Biosintesis de los precursores norbelladina y O-metilnorbelladina.
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La L-Tyr, por su parte, se incorpora como tiramina, previa descarboxilacion. La condensacion
del aldehido (protocatéquico o isovanillina) y la amina (tiramina) da lugar a una base de
Schiff, dos de las cuales han sido aisladas, hasta el momento, del género Crinum: craugsodina
(Ghosal et al., 1986a) e isocraugsodina (Ghosal et al., 1988). Por reduccién de la base de
Schiff se obtiene el precursor norbelladina, o O-metilnorbelladina, atendiendo al aldehido que
se condensa. Los pasos posteriores son propios para cada grupo de alcaloides, en funciéon del
tipo de acoplamiento fenol oxidativo (Figura 3). Esta reaccion ocupa una posicidn clave en el
proceso biosintético, ya que representa la transicion entre el metabolismo primario y

secundario.
HO OH OH
= | OH
MeO. MeO. N MeO
:©\/NH :©\/NH >
HO HO
l 0-p |

RO
RO. ‘
O N
RO

Licorina Crinina Galantamina
Homolicorina Hemantamina

Narciclasina

Tazetina

Montanina

Figura 3. Tipos de acoplamiento fenol oxidativo en la biosintesis de los alcaloides del tipo

Amaryllidaceae.

2.1.3.1. Acoplamiento fenol oxidativo orto-para’: Como se ha mencionado anteriormente,
en este grupo se encuentran los alcaloides tipo licorina y homolicorina. Estudios realizados
sobre la biosintesis de los derivados de este tipo de alcaloides han mostrado que la
norpluviina es precursor de la caranina, licorina, metilpseudolicorina, galantina y narcisidina.
El grupo metoxilo de la posiciéon 9 de la norpluviina, situado en orfo respecto al grupo
hidroxilo del anillo aromadtico, dard lugar al grupo metilendioxo, obteniéndose la caranina.
Por otra parte, el grupo hidroxilo de la posicion 8 de la norpluviina puede sufrir una

metilacion, dando lugar a la pluviina (Harken et al., 1976), que por hidroxilacion en la
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posicidn 2 forma la metilpseudolicorina, la cual a su vez se metila para dar la galantina (Kirby
& Tiwari, 1966). Finalmente, la galantina por una hidroxilacién estereoespecifica puede dar
lugar a la narcisidina. La ruta biosintética seguida por la norpluviina para originar los
alcaloides tipo homolicorina comienza por una oxidacion en la posicion 6 seguida por la
rotura del enlace C¢-N formandose una amina y un aldehido. Tras un giro de 180°, la
formacidon de un hemiacetal y la metilacion del hidroxilo de la posiciéon 8 y del nitrogeno, se
obtiene la licorenina, y posteriormente, por oxidacion de la posicion 6, se forma la

homolicorina (Bowman et al., 1969; Harken et al., 1976) (Figura 4).

HO o
MeO \% E MeO.
D\/NH N
HO

O-Metilnorbelladina

Homolicorina

MeN
MeO
o
MeO e
Caranina Norpluviina (%H
Licorenina
OH

MeO.

MeO
Pluviina Metilpseudolicorina

Licorina

OMe OMe

MeO

MeO

Narcisidina Galantina

Figura 4. Biosintesis de alcaloides del tipo licorina y homolicorina.
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2.1.3.2. Acoplamiento fenol oxidativo para-para’: A este grupo pertenecen los alcaloides
tipo crinina, hemantamina, tazetina, narciclasina y montanina. La ruta biosintética de los
alcaloides de tipo crinina - hemantamina se divide en dos series enantioméricas atendiendo a
la configuracion a o B del puente etano entre el nitrogeno y el carbono 10b. Asi, la
noroxomaritidina da lugar a los alcaloides de la serie a crinano, como la vitatina,
hemantamina y hemantidina; por otro lado, la 2-oxocrinina da lugar a los alcaloides de la serie

B crinano, como la crinina (Figura 5).

La incorporacion de O-metilnorbelladina marcada a hemantamina puso de manifiesto que la
hidroxilacidn de la posicion 11 tiene lugar estereoespecificamente, con pérdida del hidrégeno
pro-R del carbono B de la mitad procedente de la L-Tyr y con retencion de la configuracion
(Battersby et al., 1971), ademas mostré como intermediarios a la noroxomaritidina y a la
vitatina. Los resultados experimentales utilizando crinina marcada indicaron que las dos series

enantiomericas no son interconvertibles.

En la biosintesis del alcaloide narciclasina, la pérdida de los dos carbonos del puente etano
puede ocurrir mediante una reaccidn retro-Prins sobre la 11-hidroxivitatina, que también ha
sido propuesta como intermediario en la biosintesis de hemantamina y montanina, siguiendo
la incorporacién especifica observada del alcaloide vitatina a estos dos alcaloides en
Rhodophiala bifida (Feinstein & Wildman, 1976). Asi mismo, se ha constatado que el
alcaloide oxocrinina es el compuesto clave en la biosintesis de la narciclasina, pasando por un
intermediario que presenta un grupo hidroxilo pseudoaxial en la posicion 3 (Fuganti &

Mazza, 1972).

La noroxomaritidina estd igualmente implicada en la biosintesis de la narciclasina y es,
ademas, el precursor de la ismina, la cual ha demostrado ser un producto de la transformacion
de la serie crinina — hemantamina (Fuganti & Mazza, 1972). El precursor oxocrinina marcado
con tritio en las posiciones 2 y 4 se administrd a Sprekelia formosissima, y la ismina aislada

presentaba el marcaje en las mismas posiciones.

La ruta biosintética de los alcaloides tipo tazetina transcurre a través de hemantamina que, por
oxidacidn bencilica, da lugar a la formacion de una mezcla de epimeros (6-epihemantidina y
hemantidina), y posteriormente a la pretazetina, previa rotura del enlace Cg¢-N, rotacion,

formacidn de un hemiacetal y N-metilacion (Fales & Wildman, 1964).
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Figura 5. Biosintesis de los alcaloides con acoplamiento fenol oxidativo para-para’ (tipos

crinina, hemantamina, tazetina, narciclasina y montanina).
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Para los alcaloides tipo montanina se ha propuesto una ruta biosintética a partir de
11-hidroxivitatina, con una incorporacidon especifica en el alcaloide montanina, todo ello
observado en Rhodophiala bifida (Feinstein & Wildman, 1976). Esta propuesta ha sido
corroborada por los resultados obtenidos con el marcaje realizado en Haemanthus coccineus
donde se observa la conversion de O-metilnorbelladina en montanina (Fuganti & Mazza,

1972).

2.1.3.3. Acoplamiento fenol oxidativo para-orto’: A este grupo pertenecen los alcaloides del
tipo galantamina. Mediante experimentos realizados en Leucojum vernum se ha demostrado
que la ruta biosintética de la galantamina implica un acoplamiento fenol oxidativo de la
O-metilnorbelladina en las posiciones para-orto’ dando lugar a una dienona conjugada, la
cual se cierra espontaneamente formando un puente éter, originando la nornarwedina, que se
convertird en norgalantamina tras una reduccidn estereoselectiva. Se ha demostrado que la
norgalantamina se N-metila a galantamina en el paso final de la biosintesis (Eichhorn ef al.,
1998). De acuerdo con Eichhorn y colaboradores (1998), la narwedina no es el precursor
directo de la galantamina y podria existir en equilibrio con ésta, mediante una reaccidon

catalizada hipotéticamente por una oxido-reductasa reversible (Figura 6).

OH o
OH @/ OH Q
MeO
> espontanea
—_ >

O-Metilnorbelladina Nornarwedina

MeO.

Narwedina Galantamina

Norgalantamina

Figura 6. Biosintesis de galantamina segun Eichhorn ef al., 1998.
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2.1.4. Caracteristicas botanicas de la familia Amaryllidaceae

La familia Amaryllidaceae estd integrada por plantas bulbosas, aunque algunos géneros
(Clivia, Scadoxus y Cryptostephanus) presentan rizoma. En su mayoria son gedfitas, perennes
o bianuales, ocasionalmente acudticas o epifitas. Los bulbos son tunicados. Sus hojas, anuales
o persistentes, son basales y no verticiladas, envainadas en la base, pueden ser sésiles y
lineares o pecioladas y lanceoladas. Las flores son muy vistosas, se presentan solas o
agrupadas en umbelas, envueltas por una vaina membranosa o espata mientras no florecen,
rompiéndose en uno o dos segmentos papiraceos al iniciarse la floracion. Las flores presentan
simetria radial, periantio de piezas petaloides mas o menos soldadas en la base y en la parte
superior se proyectan en forma de copa, denominada corona. Los estambres raramente se
presentan en cantidades mayores de seis. Tienen el ovario sincarpo, tricarpelado, inferior,
trilocular (rara vez unilocular). El fruto es una cépsula loculicidal, generalmente dehiscente
(Dahlgren et al., 1985; Meerow & Snijman, 1998). En los ultimos afios, el cultivo de estas
plantas para jardineria ha cobrado gran importancia habiéndose obtenido hibridos de gran

belleza y diversidad de color (Ising, 1997).

Para realizar una clasificacion sistematica de los géneros y especies de la familia
Amaryllidaceae, en muchos casos se ha tenido que recurrir a estudios histoldgicos,
citogenéticos o quimiosistematicos, de mayor profundidad que los que normalmente suelen

utilizarse (Dahlgren et al., 1985).

2.1.4.1. Distribuciéon y habitat: La familia Amaryllidaceae incluye un grupo de plantas
distribuido en zonas tropicales, subtropicales y de clima templado, con una notable variedad
en Sudamérica (28 géneros) y Africa (19 géneros). En los dos centros de mayor diversidad,
los cambios geologicos en Sudamérica y los climéticos en Sudafrica, han representado
factores importantes en la heterogeneidad de estas plantas (Meerow & Snijman, 1998). Solo
el género Crinum (Tribu Amaryllideae) presenta semillas aparentemente bien adaptadas para

dispersarse por el agua, y estd representado en los dos continentes mencionados y en Asia.

2.1.4.2. Aspecto botanico del género Phaedranassa: La clasificacion mas reciente (Meerow
& Snijman, 1998) contempla la divisiéon de esta familia en 15 tribus y 59 géneros. La

clasificacion del género objeto de estudio corresponde a:
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Familia Amaryllidaceae
Tribu Stenomesseae Traub.
Género Phaedranassa Herb.

El género Phaedranassa presenta hojas pecioladas con ldminas lanceoladas a elipticas,
algunas veces cubiertas con una pelusilla blanca azulada. Escapo sélido, aunque desarrollando
un lumen de didmetro estrecho en el medio distal. Los bulbos se caracterizan por tener un
color verde grisaceo. Flores actinomorficas, mayoritariamente tubulares, colgantes, con
fragancia, de color rosado o rojo proximalmente y apicalmente verdes (Figura 7). Presentan
un conducto estrecho y su unidén con el ovario es mas corto que los sépalos. Sépalos
concéntricos en la mayor parte de su longitud. Estambres fasciculados y cercanos al
perigonio, libres y de cuatro longitudes diferentes. Estigmas capitados. De cinco hasta quince

flores por umbela. Semillas con testa de color negro o castafio. 2n = 46.

Se han descrito once especies, algunas de ellas endémicas, que se distribuyen en Ecuador (P.
brevifolia, P. cinerea, P. dubia, P. glauciflora, P. lehmanni, P. schizantha, P. tunguraguae, P.
viridiflora), Colombia (P. carmiolii, P. dubia, P. schizantha y P. ventricosa), Costa Rica (P.
carmiolii), y Pera (P. megistophylla) (W* Tropicos, 2008). Muchas son conocidas inicamente
en una localidad especifica, formando poblaciones muy localizadas pero amplias, en las
orillas de los caminos y en otras areas perturbadas, principalmente por encima de los 2.000 m.

de altura (Meerow & Snijman, 1998).

Figura 7. Aspecto de la flor de Phaedranassa dubia (Humboldt, Bonpland & Kunth) J.F.
Macbride.
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2.2. Material y Métodos

2.2.1. Procedimientos experimentales generales

Rotacién Optica: polarimetro Perkin-Elmer 241. Espectro IR: espectrémetro Perkin-Elmer
modelo 1430, en pelicula, empleando pastillas de NaCl de 1 cm de espesor. Espectro UV: los
espectros se tomaron en un espectrometro UV-Vis Varian Cary 50-Bio. Dicroismo circular
(CD): espectropolarimetro Jasco J-810, expresando los valores en elipticidad molar [@)].
Espectrometria de masas (EIMS y CIMS): espectrometro Hewlet-Packard modelo 5989 A,
con inyeccidn directa de la muestra y con energia de ionizacidén de 70 eV. La espectroscopia
de RMN ('H y "C) se realiz6 en instrumentos Varian modelos Gemini-300, Mercury-400 y
VXR-500, usando CD;0D o CDCl3 como solventes y TMS como patrdn interno. Los valores
de los desplazamientos quimicos se indican en unidades & (ppm) y las constantes de
acoplamiento (J) en Hz. Los espectros de correlacion homo y heteronuclear (COSY, NOESY,
HSQC y HMBC) se obtuvieron en los equipos Mercury-400 y VXR-500, usando las
secuencias estandar. La visualizacion de las manchas se realizé empleando el reactivo de

Dragendorff en solucion pulverizable (Munier & Macheboeuf, 1951).
2.2.2. Material vegetal

La recoleccion de los bulbos de Phaedranassa dubia (Amaryllidaceae) se realizd en el
municipio de la Sierra (1.833 msnm), departamento del Cauca-Colombia (Figura 8) en
septiembre de 2003. Las muestras fueron autentificadas por el Dr. Bernardo Ramirez.
Ejemplares de esta especie (pliego niimero 17-169) se encuentran en el Museo de Historia

Natural, Seccidon Herbario, Universidad del Cauca (Colombia).
2.2.3. Extraccion, fraccionamiento y purificacion de alcaloides

El material vegetal seco (771.3 g de bulbos) se troced y posteriormente se macerd con etanol
agitando periodicamente. El extracto se evaporo a presion reducida y el residuo resultante se
acidificd con H,SO4 al 5 %. La solucidn acida, una vez filtrada, se extrajo con Et,O para
eliminar el material neutro (clorofilas y otros compuestos apolares). Posteriormente, se
basifico con NH4OH (pH = 8-9), y se extrajo con AcOEt en repetidas ocasiones. La solucion

de AcOEt se concentro al vacio, obteniéndose asi el extracto A (2.03 g).
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Municipio de Medellin,
Departamento de Antioquia-Colombia

Municipio de la Sierra,
Departamento del Cauca-Colombia

Figura 8. Mapa Politico de Colombia.

Para realizar una primera separacion del extracto alcaloidico, se empaquetaron columnas
cromatograficas liquidas al vaciéo (CLV) (Coll & Bowdem, 1986; Pelletier et al., 1986) y
columnas cromatograficas abiertas (CC), empleando como soporte silica gel 60 A con una
granulometria de 6-35 micras para la CLV y de 70-200 micras para la CC, respectivamente.
Durante todo el proceso, se realizaron comprobaciones mediante cromatografia en capa fina,
utilizando cromatofolios comerciales de silica gel Alugram SIL G/UVjss, 0.25 mm.
(Macherey-Nagel), y como eluyentes, los mismos utilizados para la cromatografia en
columna, aunque variando las proporciones. En algunos casos, las placas de seguimiento se

eluyeron expuestas a vapores de amoniaco o afiadiendo gotas del mismo al medio. Asi, se
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colectaron las fracciones que contenian el mismo alcaloide o mezclas de estos, que
posteriormente se sometieron a un proceso de separacion-purificacion mediante cromatografia
en capa fina preparativa (CCF prep.), utilizando placas comerciales de silica gel, UV,s4 (SDS,
Art. CCM121354) y CC Sephadex LH20 (Amersham Biocience, 17-0090-01). Como sistema

eluyente se utilizo el predeterminado por cromatografia analitica.

El extracto A se sometid a una separacion cromatografica CLV, comenzando la elucion con
hexano, 100 %, luego se incrementd progresivamente la cantidad de AcOEt hasta 100 %.
Posteriormente, se adicion6 MeOH, progresivamente, hasta completar la elucién con una
proporcion final de (4:1). Se obtuvieron tres fracciones principales. La fraccion 1 se
cromatografio utilizando CCF prep., eluyendo con AcOEt-MeOH (7:3), y Sephadex LH20,
eluyendo con MeOH; asi se obtuvieron los alcaloides pseudolicorina (22 mg), fedranamina
(18 mg) y sanguinina (5 mg). La fraccion II se obtuvo utilizando repetidamente CCF prep.,
eluyendo con Acetona-MeOH (7:3), y Sephadex LH20, eluyendo con MeOH, de esta forma,
se aisld sanguinina adicional (6 mg), galantamina (5 mg), epinorgalantamina (4 mg) y
hemantamina (4 mg). La fraccion III se cromatografio nuevamente por CC en silica gel 60
mediante sucesivas CCF prep., eluyendo con BuOH-AcOH-H,0O saturado con NH4OH,

obteniéndose asi los alcaloides del tipo betaina: zefbetaina (8 mg) y ungeremina (6 mg).
2.2.4. Caracterizacion de los alcaloides

A continuacidn se relacionan las técnicas que se emplearon para determinar la estructura de
los alcaloides aislados de la especie Phaedranassa dubia, técnicas que también se utilizaron

para la caracterizacion de los biflavonoides de Garcinia madruno.

2.2.4.1. Espectroscopia ultravioleta (UV) y de infrarrojo (IR): La espectroscopia UV es
una técnica que permite detectar la presencia de grupos funcionales en los compuestos
analizados, siendo de gran utilidad para los analisis quimicos, tanto desde el punto de vista
cuantitativo como cualitativo (Aguilar, 2003). En nuestro caso, el trabajo rutinario en
ultravioleta fue llevado a cabo en la region UV cercano. Por su parte, la espectroscopia IR
proporciona cambios en la energia rotacional y vibracional de los compuestos orgénicos, los
cuales son representados como un espectro de sefiales caracteristico que ayudan a la

identificacion de los grupos funcionales de las moléculas.
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2.2.4.2. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN): La espectroscopia de
RMN es una técnica que proporciona informacidn estructural y estereoquimica de gran intercs
en un espacio de tiempo muy reducido. Se trata de una técnica no destructiva que estudia el
comportamiento de ciertos nucleos atomicos (aquéllos que poseen spin nuclear distinto de
cero) en presencia de un campo magnético externo. EI campo magnético aplicado produce un
desdoblamiento de los niveles de energia del spin nuclear (en este caso 'H y °C), de modo
que pueden inducirse transiciones entre ellos como consecuencia de la absorciéon de una
radicacion electromagnética adecuada (Heinrich et al., 2004). En este momento, los espines,
comportandose como pequefios imanes polarizados, comienzan a presionar con su frecuencia
caracteristica en torno al campo magnético externo, induciendo una pequefia corriente
oscilante de radiofrecuencia (RF) en una bobina receptora situada en las inmediaciones de la
muestra. A medida que los nucleos van regresando poco a poco a la situacion inicial de
equilibrio alineados con en el campo magnético principal, la sefial detectada va disminuyendo
de intensidad hasta hacerse cero. Esta caida de la sefial se conoce como caida libre de la
induccion (FID, del inglés “free induction decay”) y da lugar al espectro de RMN (Heinrich e?
al., 2004).

Para la elucidacion estructural de las moléculas aisladas se han efectuado distintos

experimentos de RMN tales como:
2.2.4.2.1. Experimentos monodimensionales

RMN 'H: El espectro de protdn revela el valor del desplazamiento quimico dependiendo del
ambiente quimico de cada protén (en ppm), la multiplicidad de cada sefial, y la constante de
acoplamiento para cada hidrégeno, lo cual permite relacionar estrechamente cada protéon con

los atomos de carbono adyacentes (Heinrich ez al., 2004).

RMN ®C: Esta técnica permite poner en evidencia todos los carbonos de la molécula
mediante una sefial Gnica por atomo de carbono. El analisis se basa en los desplazamientos
quimicos observados en funcion del entorno de cada uno de los atomos de carbono (Heinrich
et al., 2004). El experimento DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer)
representa una forma especial de RMN "°C, la cual permite la distincion de los diferentes
carbonos dentro de la molécula: -CH, -CH; y -CH; (Duddeck & Dietrich, 1992; Heinrich et
al., 2004).
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2.2.4.2.2. Experimentos bidimensionales (RMN -2D): La posibilidad de excitar la muestra
con uno o mas pulsos de RF (con las cuales se obtiene el espectros de RMN), cada uno de
ellos aplicado con una potencia, duracidn, frecuencia, forma y fase particulares, e
introducirlos en momentos especificos de tiempo durante el experimento de RMN,
generalmente antes de que el sistema haya regresado al equilibrio por relajacion, permite
disefiar toda una gama de secuencias de pulsos de las que se puede extraer informacion

molecular muy variada.

En un experimento de RMN bidimensional, la secuencia de pulsos debe constar de al menos
dos pulsos y éstos deben estar separados por un periodo de espera incrementable. La
secuencia de pulsos se repite un nimero de veces adquiriéndose una FID en cada ocasion. La
fase de alguno de los pulsos puede alterarse en cada repeticién asi como incrementarse la
duracién de uno o mas tiempos de espera variables. Si la secuencia de pulsos tiene un tiempo
de espera incrementable el experimento tendra dos dimensiones, si tiene dos sera de tres
dimensiones, si tiene tres el experimento serd de cuatro dimensiones. Aunque en teoria no
existe limite en el nimero de dimensiones de un experimento, experimentalmente hay
limitaciones impuestas por la consiguiente pérdida de sefial por relajacion que conlleva la
deteccion de las distintas dimensiones. A grosso modo, las interacciones que pueden

detectarse por RMN se pueden clasificar en dos tipos:

e Las interacciones a través de enlaces, las cuales se basan en el acoplamiento escalar.

e Las interacciones a través del espacio, las cuales se basan en el acoplamiento dipolar.

Dependiendo del tipo de experimento y del nimero de nucleos involucrados pueden darse los

siguientes casos de correlacion en RMN bidimensional.
Correlacion homonuclear:

e COSY (Correlation Spectroscopy 'H-'H): En COSY, la transferencia de magnetizacion
ocurre a través de enlaces. Esta técnica proporciona informacién acerca de los
acoplamientos homonucleares 2/ y 3J entre los protones adyacentes. Entre las diferentes
aplicaciones de los experimentos COSY, se encuentra la elucidacion de los datos
estructurales de moléculas, que no son satisfactoriamente representadas en un espectro de

RMN monodimensional.
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NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy): Ademas de los desplazamientos
quimicos y de los acoplamientos escalares existe un efecto muy importante para la
determinacion de estructuras mediante RMN, el llamado Efecto Nuclear Overhauser
(NOE). Es una interaccion a través del espacio mediante la cual cambia la intensidad de la
sefial de un determinado nucleo cuando se irradia otro nucleo vecino (cercano en el
espacio). El NOE es una interaccion dipolo-dipolo que nos permite medir distancias

interatomicas de pocos A.

Correlacion Heteronuclear:

HSQC. (Heteronuclear Single Quantum Coherence): Este experimento es utilizado
frecuentemente en RMN de moléculas orgéanicas y es de particular significancia en el
campo de la RMN de proteinas. El espectro HSQC es bidimensional y presenta un eje
para 'H y el otro para °C o "N, los cuales son los heteronficleos mayoritariamente
utilizados. Los espectros contienen una sefial para cada tUnico protén unido al
heteronticleo considerado (‘Ji.c 0 'Jin). Asi, si el desplazamiento quimico de un protén
especifico es conocido, el desplazamiento quimico del heteronucleo acoplado puede ser
determinado, y viceversa.

HMBC (Heteronuclear Multibond Coherence): Los experimentos HMBC se
encuentran entre las principales herramientas de RMN bidimensional para realizar
elucidacion estructural. Las principales aplicaciones incluyen la asignacién de las
resonancias de los nucleos carbono o nitrogeno no protonados y la correlacion a larga
distancia (2 y 3 enlaces) de carbonos protonados que estan separados por carbonos no
protonados o por otros heteronticleos. Asi, este método muestra la deteccion de los

. . 2 2
acoplamientos de tipo ***Ji.c 0 Jyn.

2.2.4.3. Espectrometria de masas (EM): La espectrometria de masas es una poderosa

técnica microanalitica usada para identificar compuestos desconocidos, para cuantificar

compuestos conocidos, y para elucidar la estructura y propiedades quimicas de moléculas. La

deteccion de compuestos puede ser llevada a cabo con cantidades realmente pequefias

(algunos pmoles) de muestra y obtener informacidn caracteristica como el peso y algunas

veces la estructura del analito. En todos los casos, alguna forma de energia es transferida a las

moléculas a analizar para afectar la ionizacion. En la técnica clésica de impacto electronico

(ED), algunas de las moléculas ionizadas del analito “explotan” en una variedad de fragmentos
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ionizados, el patron de fragmentacion resultante asi como los iones residuales constituyen el
espectro de masas. En principio, el espectro de masas de cada compuesto es tnico y puede ser

usado como su “huella quimica” para caracterizar el analito.

La espectrometria de masas se fundamenta en la separacién de particulas moleculares o
atomicas en funcidén de su relacion masa-carga (m/z). El proceso comprende basicamente

cuatro etapas:

. Ionizacion de la muestra.
. Aceleracion de los iones por un campo eléctrico.
. Dispersion de los iones segun su masa/carga.

. Deteccion de los iones y produccion de la correspondiente sefial eléctrica.

2.2.4.4. Dicroismo circular (CD): Un rayo de luz polarizada se considera formado por dos
componentes polarizados circularmente, uno a la derecha y el otro a la izquierda. Estos
componentes estan en fase y son de la misma amplitud. Al pasar por un medio Optimamente
activo, cada componente interactia de manera diferente con los centros quirales de las
moléculas presentes. La interaccion de la radiacion con la muestra induce un desfasamiento y
un cambio de magnitud diferenciales en ambos componentes circularmente polarizados de la
luz, y estos fendmenos provocan una rotacién del plano de polarizacién en un angulo a y la
distorsion de este plano genera una elipse. La rotacidon del plano y la diferente absorcidon de
los componentes circularmente polarizados (CD) varian de acuerdo con la longitud de onda,
pudiéndose obtener espectros de estos fendomenos, esto es, graficas de la rotacion o elipticidad
contra la longitud de onda. Los espectros de CD se obtienen generalmente en las regiones del

UV cercano (250 a 350 nm) y lejano (180 a 250 nm) de la radiacion electromagnética.
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2.3. Resultados y Discusion
2.3.1. Caracterizacion de los alcaloides

Los bulbos de Phaedranassa dubia presentaron un nuevo alcaloide, fedranamina (1), ademas
de siete alcaloides ya conocidos, pseudolicorina (2), sanguinina (3), galantamina (4),
epinorgalantamina (5), hemantamina (6), ungeremina (7) y zefbetaina (8). Los compuestos se
identificaron por comparacidén de sus datos fisicos y espectrales (CCF, CD, [a]p, IR, EM,

RMN 'H y Bc y RMN-2D) con los reportados para estos compuestos en la literatura.

2.3.1.1. Fedranamina (1). El compuesto de estructura C;7H;9NO,4 se cristalizo utilizando
acetato de etilo, dando cristales de color blanco, pf 176-178°C. [a]p>" + 172° (¢ 0.82, MeOH).
Su espectro IR mostré una banda de absorcion ancha centrada a 3.200 cm™, asi como una
banda a 936 cm’, asociadas a grupos hidroxilo y metilendioxo, respectivamente. Otras
sefiales en el IRvy,, corresponden a 2.886, 1.735, 1.619, 1.476, 1.079, 1.045, 977, 753 em’™.
Su EIMS mostré un pico base a m/z a 301, el cual representa el ién molecular [M]". Otros
picos corresponden a: m/z (int rel.) 300 [M-H]" (19), 284 (16), 282 (18), 272 (13), 256 (20),
231 (20), 218 (16), 204 (20), 77 (21). El HR-EIMS present6 un pico a m/z a 302.1390
[M+H]", el cual esta en concordancia con un peso molecular calculado de 302.1392 para la
formula C;7H;0NO,4. Para facilitar la asignacion de las sefiales de RMN 'H y BC de
fedranamina (Figura 9 y 10; Tabla 2), se realizaron experimentos de RMN-2D incluyendo
COSY, NOESY (Figuras 11 y 12; Tabla 3) y HMBC (Figura 13). En el espectro de RMN H'
(400 MHz, CD;0D), las constantes de acoplamiento entre H-1 y H-2 (J = 5.6 Hz), H-2 y H-3
(/=10.0 Hz), H-3 y H-4 (J = 3.4 Hz), y la constante geminal de 19.2 Hz entre H-4a y H-4p3,
permiten asignar el grupo hidroxilo en la posiciéon C-1 y la insaturacion entre las posiciones
C-2 y C-3. La multiplicidad de H-4a confirma la asignacion del doble enlace, por presentar
una notable diferencia con el proton H-4a axial en los alcaloides tipo hemantamina con el
doble enlace entre las posiciones 1 y 2, en los cuales se aprecia, generalmente, una sefial de
tipo doble doblete (Bastida et al., 2006). Los dos protones H-6 forman un sistema AB con una
constante geminal alrededor de 16.6 Hz. El proton H-6a se asign6 a campos mas altos como
consecuencia de la correlacion NOE con el H-12endo. Ademas, H-4a mostrd correlacion
espacial con H-12exo y H-6p con H-4a, lo que confirmé la asignacidon propuesta. El proton
aromatico a 0 = 6.67 se asignd a H-10, en base a la correlacion a tres enlaces HMBC con C-

6a, C-8 y C10b, todo ello corroborado ademas por la proximidad espacial entre H-10 y H-1,
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segun el experimento NOESY. La posicion del grupo metilendioxo como dos dobletes a 6 =
5.90 se establecié por experimentos de correlacion HMBC, indicando que los carbonos
aromaticos C-8 y C-9 a ¢ = 133.81 y 148.47, respectivamente, soportan el grupo OCH,0. De
esta forma se infirié que el grupo metoxilo a 0 = 4.00, se encontraba unido a la posicién C-7,
confirmado ademds por la conectividad a tres enlaces segin el espectro HMBC y la

proximidad espacial con el proton H-6a, segun el experimento NOESY.

La asignacion de las sefales de '>C (Tabla 2) reportadas para 1 se confirmaron por medio del
experimento HMBC. La localizacion del grupo hidroxilo en C-1 (a 6 = 63.89), se confirmé
por el pronunciado desapantallamiento en esta posicion, asi como la del carbono C-4, los
cuales difieren de las sefiales correspondientes para los alcaloides 1,2-insaturados (Viladomat
et al., 1996; Bastida et al., 2006). Adicionalmente, el proton H-1 aparece apantallado
marcadamente, debido al grupo hidroxilo vecinal. Los carbonos cuaternarios C-6a y C-10a se
asignaron gracias a su correlacion a tres enlaces con el proton H-10 y con el protéon H-1,
respectivamente. El singulete a 48.96 se asignd al C-10b teniendo en cuenta su conectividad a
tres enlaces con H-10 y con el proton H-4f. La configuracion absoluta del puente 5,10b-etano
fue determinada por dicroismo circular (CD). El compuesto 1 presentd un espectro
cualitativamente similar a los alcaloides del tipo hemantamina (con un puente 5,10b-etano en
posicién o), con un maximo alrededor de 280 nm y un minimo de 245 nm (Wagner et al.,
1996, Pham et al., 1998) (Figura 14). Por analogia, se sugiere la misma orientacién o del
puente 5,10b para el compuesto 1, el cual muestra un espectro CD con leves variaciones,
probablemente debidas al efecto de los sustituyentes (Nair et al., 2005). Entonces, el alcaloide
1 se identificé por medio de métodos espectroscopicos y se designd como fedranamina, un

nuevo producto natural.
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Tabla 2. Datos de RMN-"H, RMN-"C, HSQC y HMBC de Fedranamina.

Correlacion con atomos de C

Protén  'H(6) m (J Hz) HSQC (m, DEPT) HMBC
H-1 4.65 d(5.6) 63.89 (d) C-3, C-4a, C-10a
H-2 5.99  dd(10.0,5.6) 126.32 (d) C-4
H-3 578  ddd (10.0, 4.4,3.4) 126.32 (d) C-4
H-40 2.04  ddd(19.2,7.8,4.4) 28.00 (1) C-2
H-4p 2.64  ddd(19.2,7.4,3.4) 28.00 (1) C-2, C-10b
H-4a 375  1(7.6) 59.25 (d) C-6, C-10a, C-11, C-12
H-60 4.05 d(16.8) 56.38 (1) C-4a, C-7, C-10a, C-12
H-6f 433 d(16.4) 56.38 (1) C-10a, C-12
116.24 (s, C-6a)
140.22 (s, C-7)
133.81 (s, C-8)
148.47 (s, C-9)
H-10 6.67 s 100.01 (d) C-6a, C-8, C-10b
137.92 (s, C-10a)
48.96 (s, C-10b)
H-llendo 197 m 38.93 (1)
H-1lexo 2.10 m 38.93 (1) C-10a
H-12endo 3.05  ddd (12.8, 8.4, 8.0) 51.12 (¢) C-4a, C-6
H-12exo  3.64  ddd(12.5,9.5,4.5) 51.12 (¢) C-4a
OMe 4.00 s 58.26 (q) C-7
OCH,0 590 2d(1.2) 101.16 (9) C-8,C-9
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Tabla 3. Datos COSY y NOESY de Fedranamina.

Proton COSY NOESY

H-1 H-2 H-10, H-11endo, H-11exo0
H-2 H-1, H-3

H-3 H-2, H-40, H-4

H-4a H-3, H-4p, H-4a H-12exo0

H-4B H-3, H-4a, H-4a

H-4a H-40, H-4p H-6

H-6a H-6f3 H-12endo, OMe
H-6 H-6a H-4a, OMe
H-10 H-1

H-11endo H-11exo, H-12endo, H-12exo0 H-1

H-11exo0 H-11endo, H-12endo, H-12ex0 H-1

H-12endo H-11endo, H-11exo0, H-12ex0 H-6a

H-12exo0 H-11endo, H-11exo, H-12endo H-4a

OMe H-60, H-6

OCH,O
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2.3.1.2. Pseudolicorina (2). El compuesto (2), C;cH;oNO4, fue identificado como
pseudolicorina por comparacion de sus datos fisicos y espectrales con los reportados para este
compuesto en la literatura (Ghosal et al., 1984; Llabrés et al., 1986) y con los de una muestra
patrén. Se aislé como cristales de color amarillento, pf 237-240°C. [a]p™’ — 57.8° (EtOH; ¢
0.3). IRVmax cm™': 3.400, 1.580, 1.510, 1.460, 1.260. EM 70 eV m/z (int rel.): 289 [M]" (39),
288 (16), 270 (24), 252 (13), 230 (15), 229 (82), 228 (100). RMN 'H (500 MHz, CD;0D): &
6.85 (1H, s, H-10), 6.70 (1H, s, H-7), 5.53 (1H, sa, H-3), 4.46 (1H, s, H-1), 4.15 (1H, d,
J=1.5Hz, H-2),4.11 (1H, d, J = 14.0 Hz, H-6P), 3.81 (3H, s, 8-OMe), 3.56 (1H, d, J = 14.0
Hz, H-60), 3.32 (1H, m, H-12pB), 2.87 (1H, d, J = 11.0 Hz, H-4a), 2.71 (1H, d, J = 11.0 Hz,
H-10b), 2.63 (1H, m, H-11a), 2.58 (1H, ddd, J = 17.0; 9.0; 2.0 Hz, H-11pB), 2.45 (1H, dd,
J = 18.0; 9.0 Hz, H-120) (Figura 15). RMN °C (125 MHz, CD;OD): & 145.74 (s, C-8),
144.96 (s, C-9), 139.41 (s, C-4), 126.63 (s, C-6a), 124.12 (s, C-10a) 118.51 (d, C-3), 110.66
(d, C-10), 109.66 (d, C-7), 70.64 (d, C-2), 69.25 (d, C-1), 60.40 (d, C-4a), 54.47 (¢, 8-OMe),
54.25 (¢, C-6), 52.74 (1, C-12), 37.88 (d, C-10b), 27.39 (¢, C-11) (Figura 16).

2.3.1.3. Sanguinina (3). El compuesto (3) fue aislado como un sélido amarillo claro, pf 210-
213°C. [a]p™ - 133° (MeOH; ¢ 0.45). IRvmax cm™: 3.500, 1.600, 1.503, 1.460, 1.290, 1.260,
1.040, 750. EM 70 eV m/z (int rel.): 273 [M]" (80), 272 [M-H]" (66), 256 (19), 230 (16), 216
(21), 212 (25), 202 (40), 160 (70). RMN 'H (300 MHz, CD;OD): § 6.58 (1H, d, J = 8.0 Hz,
H-8), 6.53 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-7), 6.07 (1H, d, J = 10.2 Hz, H-4a), 5.96 (1H, dd, J = 10.2;
4.5 Hz, H-4), 4.51 (1H, sa, H-1), 4.09 (1H, m, H-3), 4.02 (1H, d, J = 15.0 Hz, H-6p), 3.67
(1H, d, J = 15.0 Hz, H-6a), 3.32 (1H, ¢, J = 13.5 Hz, H-12P), 3.07 (1H, da, J = 13.5 Hz,
H-12a), 2.55 (1H, ddd, J = 16.0; 2.5; 2.0 Hz, H-2P), 2.37 (3H, s, NMe), 2.00 (2H, m, H-11),
1.75 (1H, dda, J = 16.0; 3.0 Hz, H-20) (Figura 17). RMN *C (75 MHz, CDCls): & 145.07 (s,
C-9), 141.30 (s, C-10), 132.58 (s, C-10a), 127.16 (d, C-4a), 126.97 (d, C-4), 126.39 (s, C-6a),
122.48 (d, C-7), 116.11 (d, C-8), 88.04 (d, C-1), 61.92 (d, C-3), 60.03 (¢, C-6), 53.33 (1,
C-12), 48.29 (s, C-10b), 41.02 (¢, NMe), 33.03 (¢, C-11), 29.95 (¢, C-2) (Figura 18). En base a
estos datos espectroscopicos, el compuesto (3) se identificé como sanguinina (C;sH9NOs3)

(Kobayashi et al., 1976; Capo & Saa, 1989; Kobayashi et al., 1991; Kihara et al., 1994).
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Alcaloides de Phaedranassa dubia (Amaryllidaceae)

2.3.1.4. Galantamina (4). El compuesto (4), C;7H,;NOs, se identifico como galantamina
(Bastida et al., 1987). Tanto los datos fisicos como espectroscdpicos del compuesto aislado,
estan en concordancia con los datos reportados. pf 124-126°C. [a]p™ - 115° (EtOH; ¢ 0.50).
IRVmax cm™': 3.270, 1.625, 1.510, 1.440, 1.280, 1.040. EM 70 eV m/z (int rel.): 287 [M]"
(100), 286 [M-H]" (98), 244 (53), 230 (33), 216 (97), 174 (90), 44 (83). RMN 'H (300 MHz,
CDCls): 6 6.66 (1H, d, J= 8.2 Hz, H-8), 6.64 (1H, d, J= 8.2 Hz, H-7), 6.04 (1H, dd, J=10.3;
1.0 Hz, H-4a), 6.00 (1H, ddd, J = 10.3; 4.5; 1.4 Hz, H-4), 4.61 (1H, m, H-1), 4.13 (1H, m,
H-3),4.11 (1H, d, J=15.2 Hz, H-6P), 3.83 (3H, s, 9-OMe), 3.72 (1H, d, J = 15.2, H-60), 3.30
(1H, ddd, J = 14.4; 12.2; 2.1 Hz, H-12p), 3.10 (1H, dt, J = 14.4; 3.5 Hz, H-12a), 2.70 (1H,
ddt, J = 15.7; 3.7; 1.4 Hz, H-2f), 2.40 (3H, s, NMe), 2.04 (1H, ddd, J = 13.5, 12.2; 3.5 Hz,
H-11a), 2.00 (1H, ddd, J = 15.7; 5.0; 2.5 Hz, H-2a), 1.60 (1H, ddd, J = 13.5, 3.5; 2.2 Hz,
H-11p) (Figura 19). RMN "°C (75 MHz, CDCls): & 145.52 (s, C-9), 144.06 (s, C-10), 132.87
(s, C-10a), 128.54 (s, C-6a), 127.62 (d, C-4a), 126.68 (d, C-4), 122.18 (d, C-7), 111.02 (d,
C-8), 88.61 (d, C-1), 61.06 (d, C-3), 60.13 (¢, C-6), 55.79 (g, 9-OMe), 53.41 (¢, C-12), 48.01
(s, C-10b), 41.42 (¢, NMe), 33.38 (t, C-11), 29.91 (¢, C-2) (Figura 20).

2.3.1.5. Epinorgalantamina (5). El compuesto (5), C;¢H;9NO;, se identific6 como
epinorgalantamina por comparacion de sus datos fisicos y espectrales con los reportados para
este compuesto en la literatura (Bastida ez al., 1993). pf 150-152°C. [a]p> -62° (CHCls; ¢
0.73). IRVpmay cm’': 3.550, 2.930, 1.630, 1.507, 1.270, 1.058. EM 70 eV m/z (int rel.): 273 [M]"
(71), 272 [M-H]" (57), 230 (27), 202 (17), 167 (10), 149 (22), 81 (38), 69 (80), 57 (45), 55
(43), 33 (76), 41 (100). RMN 'H (400 MHz, CD;0D): § 6.72 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-7), 6.64
(IH, d, J = 8.0 Hz, H-8), 6.13 (1H, d, J = 10.4 Hz, H-4a), 5.92 (1H, dd, J = 10.4; 4.8 Hz,
H-4), 4.54 (1H, br s, H-1), 4.15 (1H, m, H-3), 4.06 (1H, d, J = 15.2 Hz, H-6P), 3.90 (1H, d,
J=15.2 Hz, H-6a), 3.79 (3H, s, 9-OMe), 3.26 (2H, m, H-12), 2.50 (1H, dd, J = 15.6; 2.0 Hz,
H-2p), 2.12 (1H, ddd, J = 15.8, 4.8, 2.8 Hz, H-2a), 1.85 (2H, m, H-11) (Figura 21). RMN "*C
(100 MHz, CDCl3): 6 146.10 (s, C-9), 143.76 (s, C-10), 133.07 (s, C-10a), 132.90 (s, C-6a),
127.52 (d, C-4), 126.94 (d, C-4a), 120.41 (d, C-7), 110.72 (d, C-8), 88.19 (d, C-1), 61.45 (d,
C-3), 55.47 (g, 9-OMe), 53.42 (t, C-6), 48.33 (s, C-10b), 46.59 (¢, C-12), 39.98 (¢, C-11),
29.64 (1, C-2) (Figura 22).
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Figura 20. Galantamina (4). Espectro RMN C, DEPT.
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Figura 22. Epinorgalantamina (5). Espectro RMN °C, DEPT.
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2.3.1.6. Hemantamina (6). El compuesto fue aislado como un solido cristalino anaranjado, pf
195-198°C. [a]p™® + 38° (CHCls; ¢ 0.45). El EM mostré un pico base a m/z 301
correspondiente con la formula C17H;9NO4. CD [@]284 +1.624, CD [O],59 -3.436. IRVyax cm:
3.400, 2.960, 1.470, 1.320, 1.225, 1.025. RMN 'H (300 MHz, CD;0D): & 6.84 (1H, s, H-10),
6.48 (1H, s, H-7), 6.42 (1H, d, J = 15.0 Hz, H-1), 6.18 (1H, dd, J = 15.0; 5.0 Hz, H-2), 5.82
(2H, s, OCH,0), 4.17 (1H, d, J = 16.8 Hz, H-6B), 3.90 (1H, dd, J = 6.7; 3.3 Hz, H-11), 3.82
(1H, m, H-3), 3.72 (1H, d, J = 16.8 Hz, H-6a), 3.38 (1H, dd, J = 13.9, 6.7 Hz, H-12endo),
3.30 (3H, s, 3-OMe), 3.20 (1H, dd, J = 13.6, 4.6 Hz, H-4a), 3.10 (1H, dd, J = 13.9, 3.3 Hz,
H-12ex0), 2.08 (1H, ddd, J = 13.7, 13.6; 4.2 Hz, H-40), 1.90 (1H, m, H-4p) (Figura 23). RMN
C (75 MHz, CDCls): & 147.00 (s, C-9), 146.92 (s, C-8), 135.01 (s, C-10a), 132.36 (d, C-1),
126.82 (d, C-2), 126.04 (s, C-6a), 106.88 (d, C-7), 103.27 (d, C-10), 100.82 (¢, OCH,0),
79.76 (d, C-11), 72.40 (d, C-3), 62.83 (¢, C-6), 62.49 (d, C-4a), 60.79 (¢, C-12), 56.06 (q,
3-OMe), 50.06 (s, C-10b), 27.76 (z, C-4) (Figura 24). En base a estos datos espectroscopicos,
el compuesto (6) se identific6 como hemantamina (Frahm ef al., 1985; Bastida et al., 1987,

Pabuccuoglu et al., 1989; Bastida ef al., 1998).

2.3.1.7. Ungeremina (7). El compuesto (7) fue aislado como un polvo de color amarillo, pf
208°C. El EM mostr6 un pico base a m/z 265 correspondiente con la formula C;¢H;NO;.
Otros fragmentos corresponden a 266 [M+H]" (20), 264 (100), 236 (10), 207 (12), 206 (18).
RMN 'H (400 MHz, CD;OD): & 8.85 (1H, s, H-6), 7.86 (1H, s, H-10), 7.49 (1H, s, H-7), 7.15
(1H, d, J= 1.2 Hz, H-1), 7.06 (1H, d, J = 1.2 Hz, H-3), 6.28 (2H, 5, OCH,0), 5.07 (2H, dd, J
=7.2; 6.8 Hz, H-12), 3.60 (2H, dd, J = 7.2; 6.8 Hz, H-11) (Figura 25). RMN *C (100 MHz,
CD;0D): 6 163.82 (s, C-2), 158.34 (s, C-8), 152.75 (s, C-9), 143.07 (d, C-6), 141.33 (s, C-4),
134.28 (s, C-4a), 132.80 (s, C-10b), 127.98 (s, C-6a), 125.75 (s, C-10a), 119.11 (d, C-3),
112.29 (d, C-7), 109.15 (d, C-10), 106.38 (¢, OCH,0), 105.35 (d, C-1), 58.03 (¢, C-12), 29.38
(z, C-11) (Figura 26). El compuesto (7) se identificé como ungeremina (Ghosal ef al., 1986a,
Abou-Donia et al., 1992). Tanto los datos fisicos como espectroscopicos del compuesto

aislado, estan en concordancia con los datos reportados.
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Figura 24. Hemantamina (6). Espectro RMN 13C, DEPT.
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Figura 26. Ungeremina (7). Espectro RMN °C, DEPT.
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2.3.1.8. Zefbetaina (8). El compuesto fue cristalizado a partir de EtOH como un polvo de
color café claro, pf 208°C. IRVyax em’™: 1.618, 1.600, 1.510, 938. EM 70 eV m/z (int rel.): 295
[M]" (100), 294 [M-H]" (84), 278 (12), 267 (17), 266 (15), 250 (14), 206 (7), 205 (7). RMN
'H (400 MHz, CD;0D): & 8.46 (1H, s, H-6), 7.32 (1H, s, H-10), 7.16 (1H, s, H-7), 7.13 (1H,
d,J=1.6 Hz, H-1), 6.94 (1H, d, J = 1.6 Hz, H-3), 4.82 (2H, m, H-12), 3.90 (3H, s, 8-OMe),
3.50 (2H, 1, J = 7.2 Hz, H-11) (Figura 27). RMN "C (100 MHz, CD;OD): 5 163.87 (s, C-2),
158.62 (s, C-8), 153.96 (s, C-9), 142.86 (d, C-6), 137.48 (s, C-4), 130.75 (s, C-4a), 130.23 (s,
C-10b), 127.93 (s, C-6a), 124.54 (s, C-10a), 119.24 (d, C-3), 109.15 (d, C-7), 106.38 (d, C-
10), 103.13 (d, C-1), 58.03 (¢, C-12), 56.09 (¢, OMe), 29.36 (¢, C-11) (Figura 28). En base a
estos datos espectroscopicos, el compuesto (8) se identifico como zefbetaina (Ghosal ef al.,

1986b, Abou-Donia et al., 1992).
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Figura 28. Zefbetaina (8). Espectro RMN C, DEPT.
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Introduccion

3.1. Introduccion

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales que protegen al organismo
del dafio producido por agentes oxidantes, tales como los rayos ultravioletas, la polucion
ambiental, sustancias quimicas presentes en los alimentos, entre otras. El organismo humano
no puede producir estas sustancias quimicas protectoras, por lo que deben obtenerse mediante
la alimentacion o en forma de suplementos. Estan ampliamente distribuidos en plantas, frutas,
verduras y en diversas bebidas y representan componentes sustanciales de la parte no

energética de la dieta humana (Martinez-Florez et al., 2002).

Estos compuestos contienen en su estructura quimica un nimero variable de grupos hidroxilo
fenolicos, lo cual les confiere una gran capacidad antioxidante y excelentes propiedades de
quelacion del hierro y otros metales de transicion. En las plantas, los flavonoides se
encuentran como O o C-glucésidos. Los O-glucosidos presentan sustituciones a nivel del
azlcar, las cuales estdn unidas a los grupos hidroxilo de las agliconas, generalmente, los
ubicados en posicidén C-3 o C-7, mientras que en los C-glucosidos, los grupos del azicar estan
unidos a carbonos de la aglicona, usualmente C-6 o C-8. Los carbohidratos mas comunes son
ramnosa, glucosa, galactosa y arabinosa. Por todo ello, estos compuestos presentan una gran
variedad estructural. De hecho, no deberia sorprender el gran nimero de flavonoides
presentes en la naturaleza. Son conocidos alrededor de 6.500 flavonoides, entre los cuales se
incluyen mas de 3.000 flavonas y aproximadamente 700 isoflavonas (Rijke et al., 2006). La
notable diversidad estructural y funcional de los flavonoides presentes en las plantas, ha
proporcionado las bases para la investigacion en areas que van desde la genética y la
bioquimica a la ecologia, la evolucién y la salud humana. Ademas, desempefian un papel
esencial en la proteccion frente a los fendomenos de dafio oxidativo, y tienen efectos
terapéuticos en un elevado numero de patologias. Es asi como son reconocidas sus actividades
antialérgicas, antiinflamatorias, antiviricas, anticancerosas y antioxidantes. Igualmente,
afectan a una gran cantidad de enzimas y proteinas asociadas a la fotofosforilacion (Winkel-

Shirley, 2006).
3.1.1. Clasificacion de los flavonoides

El término “flavonoide” se utiliza normalmente para describir una amplia coleccion de

productos naturales que presentan una estructura difenilpropano (sistema C¢-C3-Cg), formado
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por dos anillos aromaticos (A y B) unidos por una unidad Cs;, la cual puede estar ciclada
formando un O-heterociclo (anillo C). La mayoria de los flavonoides presentan, por tanto, una
funcionalidad fenilbenzopirano. Dependiendo de la unidén del anillo aromatico con la
fragmento benzopirano (cromano), este grupo de productos naturales puede dividirse en tres
tipos fundamentales: Los flavonoides propiamente dichos (2-fenilbenzopiranos) (1), los
isoflavanoides (3-fenilbenzopiranos) (2), y los neoflavonoides (4-fenilbenzopiranos) (3)
(Marais et al., 2006). Estos, a su vez, pueden presentarse como monoémeros, dimeros y
oligobmeros. Los biflavonoides (4), que se presentan de forma natural como dimeros de
flavonoides, pueden unirse por enlaces de tipo C-C o C-O-C (4a y 4b, respectivamente)
(Figura 29) (Yamaguchi et al., 2005). Los polimeros (oligobmeros) mas importantes
constituyen el grupo de los taninos condensados. Todos estos grupos de compuestos
comparten un precursor comun, una chalcona; por consiguiente, estan biogenética y

estructuralmente relacionados (Marais et al., 20006).

(0]
(0]
3 4
2
3
OH
HO. 0}
O
OH o
4a HO. (0]
OH o 4b

Figura 29. Tipos fundamentales de flavonoides y biflavonoides.
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3.1.1.1. 2-Fenilbenzopiranos: Segun el grado de oxidacion y de saturacion de la fraccion Cs;

(anillo C), los flavonoides se clasifican en diferentes grupos, los mas significativos de los

cuales son:
o o o}
C
o o}
Flavanos Flavanonas Flavonas
o o o
* *
* *
OH OH OH
o] o
Flavonoles 2,3-dihidroflavonoles 3-hidroxiflavanos
o N
* X
v 7 OH
OH
4-hidroxiflavanos 3,4-dihidroxiflavanos Antocianidinas

* Estereocentros

3.1.1.2. Isoflavonoides: Los isoflavonoides poseen un esqueleto 3-fenilcromano que se
origina a partir de un precursor 2-fenilcromano por migraciéon de la fraccion fenilica desde la
posicién 2 a la posicion 3. A pesar de su limitada distribucion en el reino vegetal, los
isoflavonoides son notablemente diversos, lo cual se deriva no solo en el numero y
complejidad de los sustituyentes, sino también de los diferentes niveles de oxidacion y en la
presencia de anillos heterociclicos adicionales. Los isoflavonoides mas significativos (Veitch,

2007) pueden dividirse en:
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(0] (0} (0]
: | :
o o

Isoflavanos Isoflavonas Isoflavanonas
o o
/ S
OH

Isoflav-3-enos 4-hidroxiisoflavanos Rotenoides

3-arilcumarinas Cumaronocromenos

Cumaronocromonas Pterocarpanos

* Estereocentros

3.1.1.3. Neoflavonoides: Los neoflavonoides son estructural y biogeneticamente relacionados

con los flavonoides y los isoflavonoides y comprenden las 4-arilcumarinas, las 3,4-dihidro-4-

arilcumarinas y los neoflavenos:

Me

o o o o) o
Me
? ‘%‘T (L

4-arilcumarinas 3,4-dihidro-4-arilcumarinas neoflavenos

* Estereocentros
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3.1.1.4. Biflavonoides: Los biflavonoides se caracterizan por la union covalente de dos
unidades monoméricas de flavonoides. Estas unidades pueden ser del mismo o diferente tipo

estructural, por ejemplo, flavona—flavona, flavanona—flavona y flavanona-flavanona:

OH o
Flavona-Flavona (Amentoflavona)

OH o)
Flavanona-Flavona (Volkensiflavona)

Flavanona-Flavanona (Rhusflavanona)

* Estereocentros
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3.1.1.5. Otros flavonoides: Productos naturales tales como chalconas y auronas también
contienen un esqueleto Ce-C3-Cg y son considerados como flavonoides sencillos. Estos grupos
de compuestos incluyen las 2-hidroxichalconas, las 2-hidroxidihidrochalconas, las 2-hidroxi-

retro-chalconas, las auronas y los auronoles:

2 ~OH , OH
1 X 1
o) o
2-hidroxichalconas 2-hidroxidihidrochalconas

, OH
N
o
2-hidroxi-retro-chalconas Auronas

0]

Auronoles

* Estereocentros

3.1.2. Biosintesis de flavonoides

La ruta biosintética de los flavonoides es una de las vias metabdlicas mds estudiadas del reino
vegetal. Los caminos que llevan a su sintesis han sido caracterizados en detalle en numerosas
especies vegetales (Dixon & Steele, 1999; Harborne & Williams, 2000; Winkel-Shirley,
2001; Springob et al., 2003). De hecho, existen evidencias de que esta ruta deriva del
metabolismo primario y que utiliza una gran variedad de enzimas, incluyendo miembros de
las hidroxilasas dependientes del citocromo P450, dioxigenasas dependientes de
2-oxoglutarato, dehidrogenasas | reductasas de cadena corta (SDR), O-metiltransferasas

(OMT), y miembros de la familia de las glicosiltransferasas (GT) (Winkel-Shirley, 2006).
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Biosintéticamente, los flavonoides pueden considerarse como tetracétidos de sintesis mixta,
ya que utilizan el p-cumaroil-CoA como molécula iniciadora, a la cual se unen tres moléculas
de malonil-CoA. El p-cumaroil-CoA proviene de la ruta del siquimato-fenilpropanoides, y el
malonil-CoA implica a la ruta del acetato-malonato. La via del siquimato se utiliza para
sintetizar compuestos aromaticos a partir de glicidos. De hecho, proporciona los elementos
basicos para la sintesis de los aminodcidos aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptéfano), asi
como de muchos otros compuestos aromaticos de gran importancia para los organismos
productores. Esta via solamente se lleva a cabo en plantas y microorganismos. En las plantas
superiores se origina en los cloroplastos a partir de fosfoenolpiruvato y eritrosa-4-fosfato. La
entrada en la ruta de los fenilpropanoides se produce por la accion de la fenilalanina amonio
liasa (PAL). Este enzima, mediante un proceso de desaminacion oxidativa, actiia sobre la
L-fenilalanina (L-Phe) dando lugar al acido cindmico. Posteriormente, mediante la accioén de
la cinamato-4-hidroxilasa (C4H), el 4cido cindmico es convertido al 4cido p-cumarico, el cual
es activado en forma de p-cumaroil-CoA gracias a la 4-cumaroil-CoA-ligasa (4CL) (Julsing et
al., 2006; Green, 2007). A su vez, la ruta del acetato-malonato se inicia con la formacion de

malonil-CoA, a partir de acetil-CoA, mediante la acetil-CoA-carboxilasa (ACC).

El primer paso en la biosintesis de flavonoides es una condensacién secuencial del
p-cumaroil-CoA, como molécula iniciadora, con tres moléculas de malonil-CoA y posterior
condensacidn intramolecular de Claisen, catalizado todo por la chalcona sintasa (CHS), que
da lugar a la naringerinchalcona (familia de las chalconas), molécula de estructura Cgs-Cs-Ce,
precursora de todos los flavonoides hallados en el reino vegetal (Springob et al., 2003; Green,
2007). En las plantas, la naringeninchalcona, de color amarillo, es convertida
estéreoespecificamente a la flavanona incolora (2S)-naringenina por medio de la
chalcona-flavanona isomerasa (CHI) (Figura 30) (Springob et al., 2003). En la ausencia de
CHI, la isomerizaciébn ocurre espontaneamente produciendo la mezcla racémica
(2R/S)-naringenina. Es habitual la asociacion de la CHS y la CHI en un complejo que
garantiza la direccionalidad y la especificidad estereoquimica que requieren las siguientes
enzimas del camino metabdlico (Dewick, 2002). Por su parte, los estilbenos, como el
resveratrol, se sintetizan mediante la accion de la estilbeno sintasa (STS), que actua de forma
similar a la CHS, de manera que a una molécula de p-cumaroil-CoA se unen 3 moléculas de
malonil-CoA; pero, en este caso, el proceso de ciclacion se produce mediante una
condensacion alddlica, dando lugar a una estructura basica de tipo C¢-C,-Cs, a partir de la cual

se forman los estilbenos (Figura 30) (Dewick, 2002).
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Figura 30. Biosintesis parcial de flavonoides tipo flavanona. PAL, fenilalanina amonio liasa; C4H,

cinamato-4-hidroxilasa; 4CL, 4-cumaroil-CoA-ligasa; STS, estilbeno sintasa; CHS, chalcona sintasa; ACC,

acetil-CoA-carboxilasa, CHI, chalcona-flavanona isomerasa (Adaptado de Dewick, 2002; Green, 2007).



Introduccion

Las flavonas se forman por accion de la flavona sintasa (FNS), que crea un doble enlace entre
las posiciones 2 y 3. La mayoria de las flavonas estan glucosidadas, constituyendo uno de los
grupos de flavonoides mds numerosos (Martens & Mithofer, 2005). Los 4-hidroxiflavanos se
originan mediante la dihidroflavonol-4-reductasa (DFR), la misma enzima que convertira los
dihidroflavonoles en leucoantocianidinas. Las isoflavonas se forman gracias a la actividad del
complejo de la isoflavona sintasa (IFS), y a partir de ellas se origina el resto de
isoflavonoides. Debido a que la /F'S es un complejo enzimatico de distribucion restringida, los
isoflavonoides, se presentan practicamente solo en la familia de las Fabaceae (Ayabe &

Akashi, 2006).

Los dihidroflavonoles (3-hidroxiflavanonas) se sintetizan por accion de la flavanona-3-
hidroxilasa (F3H), y a partir de ellos pueden formarse los flavonoles (por accidon de la
flavonol sintasa, FLS) y las leucoantocianidinas (por accion de la dihidroflavonol-4-
reductasa, DFR). A partir de las leucoantocianidinas pueden formarse antocianinas (previa
formacién de antocianidinas) y taninos condensados (previa formacidén de catequinas o
epicatequinas). Las antocianinas se forman previa conversion de las leuocoantocianidinas en
antocianidinas por accion de la antocianidina sintasa (ANS), las cuales dan lugar a las
antocianinas mediante las antocianidina-3-glucosiltransferasas (3GT) (Xie & Dixon, 2005).
Los taninos condensados constituyen el grupo de polimeros de flavonoides mas significativo.
Son productos de polimerizacion (cadenas de 4 a 8 unidades) de 3-hidroxiflavanos
(catequinas y epicatequinas) y de 3,4-dihidroxiflavanos (leucoantocianidinas). Las catequinas
(2,3-trans-) se originan a partir de las leucoantocianidinas por accidn de la leucoantocianidina
reductasa (LAR), mientras que las epicatequinas (2,3-cis-) se forman a partir de las
antocianidinas mediante la antocianidina reductasa (ANR) (Figura 31) (Dixon et al., 2005;

Xie & Dixon, 2005).

Pueden presentarse modificaciones en el patron de hidroxilacion en los dos sistemas
aromaticos de los diferentes tipos de flavonoides, también es posible encontrar
modificaciones debidas a metilaciones, glicosilaciones y alquilaciones, incrementando
enormemente el rango de compuestos. Realmente, la mayoria de flavonoides estan
glucosidados, siendo los mds abundantes los glucdsidos de flavonas, flavonoles y
antocianidisnas. La glucosidacion puede incluir, ademas de monosacaridos, una gran variedad
de disacaridos y trisacaridos, que suelen acumularse en las vacuolas o en las secreciones

hidrofilicas.
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3.1.2.1. Biosintesis de biflavonoides: El conocimiento de la bioquimica de los biflavonoides
(p-e. su distribucion en la planta, su biosintesis y factores que controlan su acumulaciéon y
formacion) es limitado (Lobstein ef al., 1999). Sin embargo, algunos datos sugieren que en la
biosintesis de biflavonoides intervienen reacciones de acoplamiento fenol oxidativo entre dos
unidades, principalmente, flavonas, flavanonas y auronas (Carneiro et al., 2000; Fonseca et
al., 2000; Ferreira et al., 2005; Green, 2007). El biflavonoide resultante presenta un grupo
carbonilo en la posicion C-4, y como resultado de la presencia de este grupo, los
biflavonoides no producen antocianidinas bajo condiciones acidas fuertes (Bennie ef al.,
2000; 2001). Una propuesta para el acoplamiento fenol oxidativo, tal como se produce en el
compuesto licoagrona, la primera biaurona prenilada identificada (Asada et al., 1999), se
iniciaria con la generacién de radicales libres a partir de flavonas, que se estabilizarian
formando enlaces covalentes entre dos unidades (acoplamiento fenol oxidativo),
posteriormente, la molécula resultante se equilibraria mediante un proceso de tautomeria
ceto-endlica (Figura 32). Otro mecanismo propuesto, involucra la generacién de radicales
electrofilicos a partir de chalconas sustituidas (Li et al., 2002). Los intermediarios podrian
seguir procesos de dimerizacion y/o sustitucion por diferentes unidades de flavonoides, y
finalmente, procesos de ciclizacion, algunos de las cuales, de forma no estéreo-selectiva,
produciendo asi, mezclas de compuestos racémicos. El aislamiento de chamaejasmina y sus
derivados con diferente configuracion en los C-2 y C-3, apoya esta hipdtesis (Figura 33) (Li et

al.,2002).
3.1.3. Caracteristicas botanicas de la Familia Clusiaceae

Se trata de una familia formada por arboles, arbustos y raras veces hierbas. Sus miembros
presentan hojas opuestas o verticiladas, simples, a menudo engrosadas, generalmente verdes,
y sin estipulas. Tanto hojas como tallo y otras piezas estan provistas de glandulas aceitosas.
Flores regulares, bisexuales o unisexuales en plantas separadas; solitarias o en inflorescencias
cimosas. Tienen entre 2-14 sépalos, 2-14 pétalos y numerosos estambres libres o ligeramente
unidos en la base o en 2-5 haces. Fruto bacciforme, drupaceo o capsular, con semillas a veces
aladas. En ocasiones, la subfamilia Hypericoideae es considerada como una familia aparte

(Hypericaceae).

3.1.3.1. Distribucion y habitat: La familia Clusiaceae, también conocida como Guttiferae, la

forman unos 50 géneros y alrededor de 1.200 especies distribuidas en zonas tropicales, salvo
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Figura 32. Mecanismo propuesto para la biosintesis de biflavonoides tipo amentoflavona.
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Figura 33. Mecanismo propuesto para la formacion de morelloflavona, chamaejasmina y sus

derivados (Li et al., 2002).

algunas especies de climas templados (Ulloa & Jorgensen, 2004). Engloba especies de interés
econdmico por la produccioén de frutos comestibles, maderas, drogas y tintes. Se cultivan

especies de los géneros Clusia, Calophyllum, Garcinia y Mammea.

3.1.3.2. Aspectos botanicos del género Garcinia: Se trata de un género que engloba
numerosas especies (alrededor de 200) de arboles o arbustos poligamos, distribuidos en Asia,
Africa y Centro y Sudamérica. (Jena et al., 2002; Mbwambo et al., 2006). Alrededor de 20
especies se encuentran en Colombia. Presentan hojas opuestas o verticiladas, enteras,
coriaceas, con la nervadura lateral paralela, muy reticulada entre los nervios, con punteaduras
translucidas y glandulas rojas o negras en las venas laterales. Flores poligamas, terminales o
axilares, solitarias o en racimos. Caliz con 2-4 sépalos, a menudo imbricados; corola con 2-4

pétalos, blancos, amarillos o rojos, decusados o imbricados, a menudo de diferentes tamafio.
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Flores masculinas con numerosos estambres libres, fasciculados o unidos en una masa central.
Ovario con 2-12 l6culos, con 1 6vulo por l6culo. Estilo corto o ausente. Fruto en baya dura o

carnosa, que contiene entre 1 y 13 semillas.

3.1.3.3. Garcinia madruno (Kunth) Hammel (Figura 34): Presenta una distribucion
restringida a Costa Rica, Panama y el norte de Sudamérica. En Colombia, es conocida
tradicionalmente como madrofio. Es un arbol dioico, de tamafio mediano, que alcanza de 10 a
15 m de altura, tronco recto, corteza grisacea, copa simétrica. Hojas opuestas, de color verde
oscuro, elipticas a oblongas, de 5 a 20 cm de largo y de 0.5 a 6 cm de ancho, que contienen un
latex amarillo. Flores amarillentas, en grupos de 1 a 15 en los nudos de las ramas. Fruta
esférica, ovoide o elipsoide, de 5 a 10 cm de largo, con céscara gruesa, amarilla y cubierta de
protuberancias; pulpa blanca, aromatica, jugosa, de sabor agridulce, y que contiene de 1 a 3

semillas (Rivero & Brunner, 2006).

Figura 34. Garcinia madruno (Kunth) Hammel.
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La fruta se consume principalmente al natural, también se utiliza en la elaboracion de jaleas y
jugos. Es un arbol vistoso, resistente a plagas y enfermedades y adaptable a diferentes
condiciones ambientales. Estas cualidades, también lo hacen ideal como arbol ornamental.
G. madruno esta relacionado con el mangostan (G. mangostana) y con especies americanas
de Garcinia, como G. macrophylla, G. brasiliensis y G. magnifolia (a la que también se la
llama madrofio). No se conocen variedades; sin embargo, existe variabilidad en caracteristicas
de interés, como por ejemplo, el tamafio y la calidad de la fruta, y la productividad de los
arboles, entre otras. G. madruno también es conocido como Rheedia madruno, R. acuminata
y Calophyllum madruno. En el pasado, se consideraba que el género Garcinia existia en el
Viejo Mundo y Rheedia en el Nuevo, pero hoy esta aceptado que no hay una distincion

taxonomica verdadera, y todas se ubican en el género Garcinia (Rivero & Brunner, 2006).

3.1.4. Biflavonoides del género Garcinia

Estudios fitoquimicos de plantas pertenecientes al género Garcinia han revelado la presencia
de xantonas, benzofenonas y biflavonoides (Ampofo & Waterman, 1986; Cao et al., 1998b;
Baggett et al., 2005). En el caso concreto de los biflavonoides y tal como se muestra la Tabla
4, pueden clasificarse en 4 tipos: Tipo morelloflavona (flavanona-(3—8”)-flavona); Tipo GB1
(flavanona-(3—8”)-flavanonol); Tipo GB-la (flavanona-(3—8”)-flavanona) y tipo
amentoflavona (flavona-(3’—8”)-flavona). El primer biflavonoide del tipo flavanona-(3—8”)-
flavona, aislado e identificado en 1967 de las semillas de G. morella, correspondié a
morelloflavona (Karanjgaokar et al., 1967). Esta clase de compuestos presentan una sustancial
complejidad espectral en el nivel dimérico debido a la rotacidn de las estructuras flavanona y
flavona alrededor del eje C3—C8” (Li et al., 2002; Han et al., 2005). Por su parte, GB1 (de:
Garcinia biflavonoide 1) es uno de los biflavonoides de la especie que mas se ha estudiado
dentro del género, especificamente G. kola (Iwu et al., 1990a). Esta especie medicinal es
ampliamente utilizada en Africa para el tratamiento de la laringitis, enfermedades hepéticas,
contra la tos y la pérdida de la voz (Farombi ez al., 2000). Los biflavonoides de tipo GB-1a,
también denominados por I-3,II-8-binaringenina (Mbwambo et al., 2006), se han aislado de
12 especies del género Garcinia (Duddeck et al., 1978). Por ultimo, los biflavonoides del tipo
amentoflavona presentan una unién inter-flavonoide (3’—8”) diferente a las vistas hasta el
momento, no obstante, son igualmente abundantes dentro del género. También es de
mencionar la presencia de biflavonoides que no pertenecen a ninguno de los 4 grupos

principales; sin embargo, su distribucién es mucho mas limitada.
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Tabla 4. Biflavonoides del género Garcinia.

Estructura Nombre / Fuente Ref.
Tipo morelloflavona Morelloflavona, Fukugetin,
(flavanona-(3—8”)-flavona). (3-8”-naringenilluteolina).

R;=R,=0H.

G. morella Karanjgaokar et al., 1967

G. spicata Konoshima et al., 1969

G. linii Konoshima et al., 1970

G. multiflora Konoshima et al., 1970; Chen
etal., 1975a; Lin et al., 1997,
2001

G. talboti Joshi et al., 1970

G. volkensii Herbin et al., 1970

G. xanthochymus Konoshima et al., 1970

G. livingstonii Pelter et al., 1971

G. densivenia Waterman & Crichton, 1980

G. quadrifaria Waterman & Hussain, 1982

G. scortechinii. Sukpondma et al., 2005

G. subelliptica Masuda et al., 2005

G. xanthochymus Baggett et al., 2005

G. dulcis Deachathai et al., 2005; 2006;
Hutadilok-Towatana et al.,
2007

G. livingstonei Mbwambo ef al., 2006

Rheedia acuminata Lietal., 2002

R. gardneriana Verdi et al., 2004

Volkensiflavona, talbotaflavone,
(3-8”-naringenilapigenina).
Rl = OH, R2 =H.

G. multiflora Konoshima et al., 1970; Chen
et al., 1975a; Lin et al., 1999;
2001

G. spicata Konoshima et al., 1970

G. talboti Joshi et al., 1970

G. volkensii Herbin et al., 1970

G. xanthochymus Konoshima et al., 1970;
Baggett ef al., 2005

G. livingstonii Pelter et al., 1971

G. scortechinii Sukpondma et al., 2005

G. dulcis Deachathai et al., 2006

G. livingstonei Mbwambo ef al., 2006

R. gardneriana Verdi et al., 2004

O-metil fukugetin,

(3’”-0O-metilmorelloflavona).

R1 = OH, R2 = OCH3

G. spicata Konoshima et al., 1969

G. densivenia Waterman & Crichton, 1980
G. quadrifaria Waterman & Hussain, 1982
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Continuacion Tabla 4. Biflavonoides del género Garcinia.

Fukugiside,
(Morelloflavona-7”-0-glucdsido).
R, = O-Glc, R, = OH.

G. spicata

G. xanthochymus

G. multiflora
G. dulcis

R. gardneriana

Morelloflavona-7”-sulfato.
R| = OH, R2: SO3H

R. acuminata

Spicataside,
(volkensiflavona-7-0-glucésido).
R; = 0-Glc, R, =H.

G. spicata

G. multiflora

Volkensiflavona-7-sulfato.
R| = H, R2: SO3H

R. acuminata

Konoshima & Ikeshiro, 1970
Konoshima et al., 1970,
Baggett et al., 2005

Chen et al., 1975b
Deachathai et al., 2006

Verdi et al., 2004

Lietal., 2002

Konoshima et al., 1970
Chen et al., 1975b;
Lin et al., 2001

Lietal., 2002

Tipo GB-1
(flavanona-(3—8”)-flavanonol)

GB-1.
R1:R3:R4:OH,R2:R5:H.
G. buchananii

G. eugeniifolia

G. linii

G. multiflora

G. kola

GB-2.
R1:R3:R4:R5:OH,R2:H.
G. buchananii

G. eugeniifolia

G. linii

G. multiflora

G. xanthochymus

G. kola

Kolaflavanona.
Rl = R3 = R5 = OH, R2 = H, R4: OCH3
G. kola

GB-3.
RIZOCH3,R2:R3:R4:R5:OH.
G. kola.

Jackson et al., 1967; 1971
Jackson et al., 1969; 1971
Konoshima et al., 1970
Konoshima et al., 1970

Iwu & Igboko, 1982;
Kabangu et al., 1987; Iwu et
al., 1990a; 1990b; Han et al.,
2005; Okunji et al., 2007

Jackson et al., 1967; 1971
Jackson et al., 1969; 1971
Konoshima et al., 1970
Konoshima et al., 1970
Konoshima et al., 1970
Kabangu et al., 1987; Iwu et
al., 1990a; 1990b; Okunji et
al., 2007

Iwu & Igboko, 1982; Hussain
et al., 1982; Kabangu et al.,
1987; Iwu et al., 1990a;
1990b; Okunji et al., 2007

Kabangu et al., 1987
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Continuacion Tabla 4. Biflavonoides del género Garcinia.

Manniflavanona.

Rl :R2:R3 :R4:R5:OH.

G. mannii Crichton & Waterman, 1979
G. kola Iwu, 1982; Iwu et al., 1990a

3”’-metoximanniflavanona.
R| = R2 = R3 = R4: OH, R5: OCH3
G. kola Iwu, 1982

GB-2-7”-0-glucosido.
R;=R4=Rs5=0H, R, =H, R; = O-Glc.
G. kola Iwu, 1982

Manniflavanona-7”-0-glucésido
Rl = R2 = R4: R5: OH, R3 = 0-Glc

G. kola Iwu, 1982

Garciniflavona.

G. kola Iwu et al., 1990a
Tipo GB-1a GB-1a,

(3-8”-binaringenina).
Rl:R2:R3:OH,R4:H.

(flavanona-(3—8”)-flavanona)

G. buchananii
G. eugeniifolia
G. linii

Jackson et al., 1967; 1971
Jackson et al., 1969; 1971
Konoshima et al., 1970

G. multiflora Konoshima et al., 1970; Chen
et al., 1975a; Lin et al., 1997,

2001

G. spicata Konoshima ef al., 1970

G. volkensii Herbin et al., 1970

G. xanthochymus Konoshima ef al., 1970

G. kola Kabangu et al., 1987; Okunji et
al., 2007

GB-2a,

(3-8”-naringenileriodictiol).

R1 = R2: R3: R4 = OH.

G. eugeniifolia Jackson et al., 1969; 1971

G. linii Konoshima et al., 1970

G. multiflora Konoshima et al., 1970; Chen
et al., 1975a; Lin et al., 1997,
2001

Konoshima et al., 1970

Herbin et al., 1970

Konoshima et al., 1970

G. buchananii Jackson et al., 1971

G. subelliptica Masuda et al., 2005

G. dulcis Deachathai et al., 2006

G. spicata
G. volkensii
G. xanthochymus
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Continuacion Tabla 4. Biflavonoides del género Garcinia.

GB-1a-7"-0-f-glucésido,

(3-8”-binaringenin-7"-0-f-glucésido).

R; =R;=OH, R,= O-Glc, R,= H.
G. multiflora.

G. kola

Xantochimuside,
(GB-2a-77-0-p-glucosido).

Rl = R3 = R4 = OH, R2 = 0-Glc.
G. xanthochymus

G. multiflora

GB-2a-7-0-glucosido,
Rl = GlC, R2: R3: R4 = OH.
R. gardneriana

Ent-naringeninil-(I-3a,11-8)-4'-0O-
metilnaringenina,

R] = R2: OH, R3: OMC, R4 =H.
G. livingstonei

Chen et al., 1975b; Lin et al.,
1997; 2001
Okunyji et al., 2007

Konoshima & Ikeshiro, 1970;
Konoshima et al., 1970

Chen et al., 1975b; Lin et al.,
2001

Verdi et al., 2004

Mbwambo et al., 2006

Tipo Amentoflavona
(flavona-(3’—8”)-flavona)

Amentoflavona,
(3’-8”-biapigenina).
Rl = R2 = OH.

G. livingstonii

G. kola

G. intermedia
G. xanthochymus
R. acuminata

Podocarpusflavona A.
R;=OH, R, = OMe.
G. livingstonii

G. intermedia

7-0-metilamentoflavona.
R, = OMe, R, = OH.
G. xanthochymus

Pelter et al., 1971

Iwu & Igboko, 1982; Iwu et
al., 1990a

Abe et al., 2004

Baggett et al., 2005

Liet al., 2002

Pelter et al., 1971
Abe et al., 2004

Parveen et al., 1994

Otros biflavonoides

Garcinianina
G. kola

Terashima et al., 1995
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Continuacion Tabla 4. Biflavonoides del género Garcinia.

3-8’’-biapigenina.

G. xanthochymus Baggett er al., 2005
Agathisflavona

6-8”-biapigenina.

G. xanthochymus Parveen et al., 1994

2°-2”’-biflavonol.
G. nervosa Parveen et al., 2004
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3.2. Material y Métodos
3.2.1. Procedimientos experimentales generales

Rotacién optica: polarimetro Perkin-Elmer 241. Espectro IR: espectrometro Perkin-Elmer
modelo 1430, en pelicula, empleando pastillas de NaCl de 1 cm de espesor. Espectro UV: los
espectros se tomaron en un espectrometro UV-Vis Varian Cary 50-Bio. Dicroismo circular
(CD): espectropolarimetro Jasco J-810, expresando los valores en elipticidad molar [&].
Espectrometria de masas (EIMS y CIMS): espectrometro Hewlett Packard modelo 5989A, con
inyeccion directa de la muestra y con energia de ionizacion de 70 eV. Los espectros de RMN
'H y "C se midieron en instrumentos Varian modelos Gemini-300, Mercury-400 y VXR-500,
usando CD;0OD o DMSO-d como solventes. Los valores de desplazamiento quimicos se
indican en unidades o (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en Hz. Los espectros de
correlacién homo y heteronuclear (COSY, NOESY, HSQC y HMBC), se obtuvieron en los
equipos Mercury-400 y VXR-500, usando las secuencias estdndar. La visualizacion de las
manchas se realizé6 empleando luz UV (254 nm) y aspersion con una solucion de tricloruro

férrico al 1 % en metanol.
3.2.2. Material vegetal

Las partes aéreas (hojas y ramas) de G. madruno se recolectaron en Julio de 2004 en predios
de la Universidad de Antioquia (Medellin, Colombia) (Figura 8). Las muestras se
identificaron por M.Sc Fernando Alzate y un espécimen (pliego niimero Alzate-3030) se

deposito en el Herbario de la Universidad de Antioquia (HUA).
3.2.3. Extraccion, fraccionamiento y purificacion de biflavonoides

Las partes aéreas secas de G. madruno (1.8 kg) fueron extraidas a temperatura ambiente con
hexano (3 x 8 L), AcOEt (3 x 8 L) y MeOH (3 x 8 L), sucesivamente. Los extractos AcOEt y
metanolico se llevaron a sequedad, obteniendo 104 y 120 g, respectivamente. Una porcion del
extracto de AcOEt (50 g) se fracciond por CLV (Silica gel SDS cromagel 60A CC, 6-35 um),
comenzando la elucion con hexano, 100 %, luego incrementando progresivamente la cantidad
de AcOEt hasta 100 % y entonces se adicion6 MeOH progresivamente hasta completar la

elucion (3:1). De esta forma se obtuvieron ocho fracciones marcadas como A-H en base a su
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perfil cromatografico en CCF (Silica gel 60 F254, Macherey-Nagel). La fraccion C (7.72 g)
se sometio a CC utilizando Sephadex LH-20 (Amersham Bioscience) eluyendo con MeOH y
posteriormente a CC utilizando silica gel como soporte, y un gradiente de hexano-AcOEt para
dar cinco fracciones (C 1-5). Los compuestos puros se obtuvieron por cristalizacion directa o
después de purificaciones adicionales por procesos cromatograficos. La combinacion de las
fracciones 1-3 se cristalizd con una mezcla hexano—AcOEt (3:1), obteniendo amentoflavona
(1) (0.27 g). A partir de la fraccion D (9.36 g), se realizd un proceso de separacion liquido-
solido utilizando hexano. La fraccion insoluble fue sometida a un proceso de separacion en
CC utilizando el sistema Hexano-AcOEt-MeOH (6:3:1) y obteniendo 4 fracciones finales en
relacidn a su comportamiento cromatografico en CCF. La fraccion 3 (0.45 g) fue denominada
fraccion biflavonoide (FB) debido a su relativa pureza. Una porcion de FB (80 mg) se separd
por CCF prep. eluyendo con CH,Cl,-MeOH (9:1) para dar morelloflavona (2) (0.51 mg),
volkensiflavona (3) (12.73 mg) y amentoflavona (1) (6.36 mg). La fracciéon H (3.89 g) fue
primero cromatografiaza con Sephadex LH-20 eluyendo con MeOH y entonces por CC con
silica gel como fase estacionaria, utilizando AcOEt-Eter-BuOH (7:2:1) como eluente, para dar
tres fracciones (H 1-3). El compuesto puro fukugisido (4) (0.40 g) se obtuvo por cristalizacion

directa con hexano-AcOEt (2:1) a partir de la fraccién H-1.

El extracto metanolico se sometio a una separacidon liquido-liquido en hexano para dar una
fraccion soluble (71.5 g) y una fraccion insoluble (48.2 g). Con la fraccion soluble se llevo a
cabo una CLV utilizando el gradiente de solventes ya descrito en este apartado para el
extracto obtenido mediante AcOEt. De esta forma se obtuvieron seis fracciones principales,
las cuales fueron rotuladas como M 1-6. La combinacién de las fracciones M 2-4 (5.36 g) se
cromatografié en Sephadex LH-20 eluyendo con MeOH y mediante CCF prep. eluyendo con
CH,CI1,-MeOH (9:1). Se obtuvo fukugisido (4) (82 mg), madrunoudeasido (5) (6 mg) y
spicatasido (6) (8 mg).

3.2.4. Caracterizacion de biflavonoides

Las técnicas empleadas en la caracterizacion de los biflavonoides son las ya descritas en la

seccidon 2.2.4.
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3.3. Resultados y Discusion
3.3.1. Caracterizacion de biflavonoides

Extensivos procesos cromatograficos de los extractos AcOEt y MeOH de las hojas y ramas de
Garcinia madruno permitieron la separacion de un nuevo biflavonoide glucosiloado tipo
flavanona-(3—8)-flavona, madrunoudeasido (5), ademas de cinco biflavonoides conocidos,
amentoflavona (1), morelloflavona (2), volkensiflavona (3), fukugisido (4) y spicatasido
(volkensiflavona-7"-O-glucosido) (6). Los biflavonoides conocidos se identificaron por
comparacién de sus datos fisicos y espectroscopicos (CD, [a]p, IR, EM, RMN 'Hy “Cy
RMN 2D) con los reportados para estos compuestos en la literatura. A continuacion se
presentan los biflavonoides aislados con énfasis especial sobre madrunoudeasido y su

aglicona, morelloflavona.

3.3.1.1. Amentoflavona (1). El compuesto de estructura C3;oH ;3019 se precipitd a partir de
una solucion de hexano-acetato de etilo (2:1) como un polvo de color amarillo, pf 254-256°C.
[a]p> + 9 (MeOH; ¢ 0.50). UV (MeOH) A0 (log €): 205 (4.76), 235 (3.80), 270 (4.48), 340
(4.12) nm. TRV cm™: 3.250, 1.645, 1.670, 1.645, 1.080, 960, 740. EM 70 eV m/z (int rel.):
539 [M+1]" (6), 538 [M]" (4), 431 (11), 391 (19), 279 (41), 248 (13), 223 (21), 180 (61), 152
(38), 144 (30), 127 (100). La determinacién del compuesto 1 se baso en el analisis de los
datos espectroscopicos de RMN 'H y "°C (Figura 35, 36). El espectro de RMN 'H (400 MHz),
tomado en CD3;0D, mostrd dos sefiales a 6 = 6.15 (d, J=2.0 Hz) y 6.36 (d, J = 2.0 Hz), cuya
constante de acoplamiento nos indica una disposicién meta, se asignaron a H-6 y H-8,
respectivamente, en concordancia con el experimento COSY. Al no presentarse un doblete
similar para H-6" y H-8", el anclaje entre las unidades flavonoides podria involucrar a C-6" o
C-8". Un patrén ABX consistente en un doblete a 6 = 7.08 (d, J = 8.8 Hz), un doble doblete a
0=7.85(dd,J=2.0,8.8 Hz) y un doblete a 0 = 7.95 (d, J = 2.0 Hz) se asign6 a H-5', H-6' y
H-2', respectivamente. Se observd también un sistema A,B; asignados a los cuatro protones
aromaticos, H-2"'/H-6"-H-3""/H-5"", como dos dobletes a 6 = 7.50 (d, /= 8.8 Hz) y a 0 = 6.69
(d, J = 8.8 Hz), respectivamente. Ademas la presencia de tres singuletes a 6 = 6.57, 6.56 y
6.34 asignables a H-3, H-3" y H-6" excluyo la posibilidad de cualquier union entre las
unidades flavonas en C-3" o C-6" con C-3'. La posicion de unidon de las dos unidades de
flavonas se confirmo por el experimento HMBC como (3'—8") en base a la correlacién a tres

enlaces HMBC entre el H-2'y el C-8" (Figura 37).



Biflavonoides de Garcinia madruno (Clusiaceae)

SEZ"E
pOE"E
R
BOE"E
TIEE

';I.-' ,

BST4
Ty

orEty

69E°% *H

. 1359
«£°H ripsn

&l

whoH LEH  PERTR
oL %
ELOTL
SE0°L
SEFTL
. LTE" L
wiH "wi*H sege
L

i-H  BERCL
TIRTL
ERE"L
PEE°L

Figura 35. Amentoflavona (1). Espectro RMN "H.

W e e e

.00

14

5 1]

2.02

F

Z.01



Liade 1)
Teceay
BREC AR

EEE"ED
0T &
(44 a4 ]

Gl BEE"OT
0 [LO"E0T
ST BIETELT
wF K L0 rERTITY
470 BTITLYT

&+ TEETTET
=0 LPLTEET
=12 vrotEEt
A EESTRET

WA e umotRET

OH

Figura 36. Amentoflavona (1).

Resultados y Discusion m

20

40

2 ETE" Y6
W TEHTEE

43 ezt
JE EEECEON \

) RTLUEOT

&0

80

N

J BLETEAT

Espectro RMN B,

=
(% |
e
i ELETIET o
—
47 EAE'SET
[ ) EST 68T
3 09T TET
£0 EPT EST
(=]
-3 METTeT @
0 TEAERT i
b L BBT —
0 [ {78111 2
0 MELUERT
§P0CBET "
@
o BESTCET p




m Biflavonoides de Garcinia madruno (Clusiaceae)

8 )
mld

4]

o
a....
>

(ppm)
6.2
6.4
6.6
6.8
7.0
T23
7.4
7.8
7.8
8.0
8.2
8.4 -

o M»JWNL—J-JJMMM*-

Figura 37. Amentoflavona (1). Importantes correlaciones HMBC (400 MHz, CD;OD).

170 160 150 140 130 120 110 100

180



Resultados y Discusion

RMN "*C (400 MHz, CD;0D): ¢ 183.97 (s, C-4"), 183.59 (s, C-4), 166.04 (s, C-2), 165.79 (s,
C-2"), 165.73 (s, C-7), 164.47 (s, C-7"), 162.95 (s, C-5), 162.33 (s, C-4™), 162.26 (s, C-5"),
161.16 (s, C-4"), 159.16 (s, C-9), 156.28 (s, C-9"), 132.57 (d, C-2"), 129.08 (d, C-2"), 129.08
(d, C-6"), 128.53 (d, C-6"), 123.01 (s, C-1"), 122.74 (s, C-1"), 121.80 (s, C-3"), 117.61 (d,
C-5"), 116.60 (d, C-3"), 116.60 (d, C-5"), 105.56 (s, C-10"), 105.07 (s, C-8"), 104.98 (s, C-
10), 103.71 (d, C-3), 103.12 (d, C-3"), 100.24 (d, C-6"), 99.95 (d, C-6), 94.91 (d, C-8).
Acorde con los resultados, el compuesto (1) fue determinado como amentoflavona, un
biflavonoide con anclaje (3’—8”)-interflavonoide en concordancia con previas

investigaciones (Chari et al., 1977; Markham et al., 1987; Fonseca et al., 2000).

3.3.1.2. Morelloflavona (2). El compuesto fue aislado como un polvo cristalino de color
amarillo rojizo, pf 280-282°C. [a]p®® + 188° (MeOH; ¢ 0.1). UV (MeOH) Apax (log €): 210
(4.56), 235 (sh, 4.54), 285 (sh, 4.30), 345 (4.16) nm. IR vyay: 3.400 (br), 1.642, 1.610, 1.515,
1.365, 1.260, 1.162, 1.088, 840 cm™. EM 70 eV m/z (int rel.): 557 [M+1]" (2), 556 [M]" (4),
430 (11), 326 (20), 125.9 (95), 94 (100). En el espectro de RMN 'H tomado en DMSO-dj a
temperatura ambiente, los picos principales estuvieron acompafiados por picos de menor
intensidad con similares desplazamientos quimicos. El espectro de RMN °C en CD;OD a
temperatura ambiente fue igualmente complejo. La pobre resolucion en el espectro de RMN
'H de biflavonoides tipo flavanona-(3—8")-flavanonas a temperatura ambiente ya fue
observada por Jackson ef al. (1971). Tal fendmeno se atribuyd a la existencia de varias
conformaciones de las moléculas a temperatura ambiente o inferiores, que resultaban de los
puentes de hidrogeno tanto intra- como intermoleculares de varios grupos hidroxilos. Es asi
como se reportd la presencia de confoérmeros en dos biflavonoides tipo flavanona-(3—8")-
flavonol: garcinianina y pancibiflavonol (Terashima et al., 1995), y recientemente, en
flavanona-(3—8")-flavanonol (Han et al., 2005) y en diferentes biflavonoides flavanona-
(3—8")-flavona (Li et al., 2002). La duplicacion de sefales en el compuesto 2, en la
proporcion 1:0.5 y 1:0.3 en el espectro de RMN 'H en CD;0D y DMSO-ds respectivamente,
sugiere la existencia de dos conféormeros a temperatura ambiente. La principal razon de la
existencia de tales conférmeros son las restricciones de rotacion alrededor del enlace
C3—C8". El aumento de la temperatura revela cambios en el espectro tal como muestra la
Figura 38. A 100 °C (temperatura maxima utilizada en este experimento), se observo un grupo
simple de sefiales a partir de un unico conférmero. Los desplazamientos quimicos de las
sefiales de 2 a 100 °C son aproximadamente, el promedio de los desplazamientos quimicos de

los dos conféormeros a temperatura ambiente (Li efal., 2002). Pasada una hora, y
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utilizando la misma muestra a 25 °C, el espectro de RMN 'H mostré el mismo ratio de los dos
conférmeros. Este experimento de RMN a temperatura variable confirmo6 la presencia de dos

conformeros distintos del compuesto 2 en solucion a temperatura ambiente.

Para facilitar la asignacion de las sefiales de RMN '"H y "°C a temperatura ambiente de los dos
conférmeros del compuesto 2 (a y b) en solucién, fueron utilizados experimentos de RMN 2D
incluyendo COSY, HMQC y HMBC. Las sefiales de RMN 'H (Figura 39 y 40) y RMN "°C
(Figura 41) del conférmero principal (2a) fueron inequivocamente asignadas y listadas en la
Tabla 5. Para el conférmero minoritario (2b), se asigné solamente las sefiales de RMN 'H ya
que las sefiales de RMN "°C fueron, generalmente, de baja intensidad. El espectro "H mostr6
la presencia de un protdn aromatico a 0 = 6.16 asignado a H-6". El singulete ancho para dos
protones a o = 5.95, se asignd a los protones H-6 y H-8. El proton H-3" mostrd un singulete a
d = 6.52. Basandonos en la correlacion 'H-'H (COSY), en la conectividad heteronuclear a
larga distancia (HMBC) y en las constante de acoplamiento, los dos dobletes que integran
para cuatro protones aromaticos a 0 = 7.14 (d, J = 9.0) y 6.38 (d, J = 8.5) se asignaron al
sistema A;B, (H-2'/6' y H-3'/5', respectivamente). Los protones del anillo E muestran un
patron ABX consistente con un doblete orfo como o = 6.89 (d, J = 8.5) asignado a H-5"', un
doblete ancho a 0 = 7.39 (brd, J = 8.5) correspondiente a H-6"' y un singulete ancho a 0 = 7.40
correspondiente con H-2". Este sistema fue confirmado por HMBC. La estéreo-estructura
relativa del compuesto 2 fue identificada por poseer una relacion frans entre las posiciones 2
y 3 debido a la constante de acoplamiento de J>3 = 11.5 Hz. La correlacion a larga distancia
(HMBC) fue ttil en la asignacion de los carbonos cuaternarios tal como muestra la Figura 42.
Entre las principales correlaciones a tres enlaces, estan la del H-2 con los correspondientes
C-4, C-2', C-6'y C-8", las cuales fueron ttiles para designar una unioén inter-flavonoide de

tipo 3—8".

La configuraciéon absoluta del compuesto 2 se confirmoé por su curva de dicroismo circular
(CD) como 2R,3S (Li et al., 2002). La inspeccion en la curva de CD (Figura 43) de los
compuestos 2 y S indican efectos Cotton positivos para las transiciones n — n* y n1 — n*
alrededor de 345 y 285 nm, respectivamente. La alta amplitud del efecto Cotton positivo
sobre 285 indica una orientacion B del anillo B y por lo tanto una configuracion absoluta 2R
(Li et al., 2002). Teniendo en cuenta los datos de CD y las constantes de acoplamiento del
espectro de RMN 'H del compuesto 2 (J23, ca. 11.5 Hz), se facilita la asignaciéon de una

configuracion relativa de las posiciones 2,3 en frans y una configuracion absoluta 3S.
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Tabla 5. Datos de RMN '"H y RMN-">C a 25°C de Morelloflavona (2) (6 en ppm).

'"H en DMSO-ds (J en Hz) 'H en CD;0D (J en Hz) C en CD;0D

Protén 2a 2b 2a 2b 2a

H-2 574d(11.5)  5.58d(12.5) 572d(123)  5.60d(12.0) 82.62d

H-3 4.84d(11.5)  5.00d(12.0) 478d(12.00 ™ 48.41d
197.89 5 (C-4)
164.81 s (C-5)

H-6 5.95 brs 5.99 brs 5.95 brs 6.01 brs 96.62 d
165.65 s (C-7)

H-8 5.95 brs 5.96 brs 5.93 brs" 5.97 brs 96.94 d
168.88 5 (C-9)
103.07 s (C-10)
130.60 s (C-1')

H-2' 7.14d(9.0)  7.09d(8.5) 7.08 d (8.1) 7.06 d (8.1) 129.26 d

H-3' 6.38d(8.5)  6.60d(8.5) 6.40 d (8.1) 6.62d(8.1) 115.52d
158.49 5 (C-4")

H-5' 6.38d(8.5)  6.60d(8.5) 6.40 d (8.1) 6.62 d (8.1) 115.52 d

H-6' 7.14d(9.0)  7.09d(8.5) 7.08 d (8.1) 7.06 d (8.1) 129.26 d

HO-5 122835 12.16 s
165.70 s C-2")

H-3" 6.52 s 6.58 s 6.34 s 6.49 s 103.26 d
183.74 s (C-4")
162.50 5 (C-5")

H-6" 6.16 s 6.03 s 6.22 s 6.03 s 100.08 d
164.07 s (C-7")
102.16 s (C-8")
157.44 5 (C-9")
104.72 s (C-10")
123.31 5 (C-1")

H-2"  7.40 brs 7.23 d (2.0) 7.30 brs 7.20 brs 114.12d
146.85 5 (C-3")
151.04 5 (C-4™)

H-5"  6.89d(85)  6.49d(8.0) 6.86 d (8.4) 6.54 d (7.8) 116.84 d

H-6"  7.39brd (8.5) 6.96dd(2.0,8.0) 725brd(8.1)  7.08d(8.1) 120.51 d

OH-5" 13.03 s 12.96 s

La serie a representa el conférmero principal a 25°C; la serie b representa el conférmero

minoritario a 25°C.

* - . .
Sefiales intercambiables.

" Solapamiento con sefial del solvente.
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Figura 43. Espectro CD de los compuestos 2 y 5.

En concordancia con lo anterior, fue utilizado el experimento NOESY a temperatura ambiente
en DMSO-d; para determinar la correlacion espacial entre protones relacionados de los dos
conformeros en solucidon (Figura 44). Una sefial fue observada entre los protones H-3 del
anillo C y H-6" del anillo E del conférmero principal. Esto indica claramente que la unidad
flavona DEF esta extendida por encima del plano A/C de la unidad flavanona. Dicha
correlacion NOE no fue observada en el conférmero minoritario. Para explorar la
conformacién del conférmero principal, se utilizd6 célculos computacionales usando el
software Spartan Pro. La optimizacion final indicé que la estructura mdas estable del
compuesto 2a, presentaba una entalpia de —311,389 Kcal/mol. El calculo de la distancia entre
H-3 y H-6" en la estructura de este conformero fue de 2.63 A, explicando la presencia de la
correlacion NOE entre los dos protones en el espectro NOESY (Figura 45). A partir de los
datos espectroscopicos mostrados, el compuesto 2 fue hallado por ser estructuralmente

idéntico con el biflavonoide (+)-morelloflavona (Li et al., 2002; Masuda et al., 2005).
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Figura 45. Conférmero principal de morelloflavona (2a).
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3.3.1.3. Volkensiflavona (3): El compuesto 3 se identific6 como volkensiflavona por
comparacion de sus datos fisicos y espectrales con los reportados para este compuesto en la
literatura (Herbin et al., 1970; Chari et al., 1977). Se aislé como cristales amarillos, pf 290-
292°C. [0]p™* + 2° (MeOH; ¢ 0.10). UV, (MeOH) nm (log €): 215 (2.15), 275 (2.02), 290
(2.42), 350 (2.29). IRV cm™': 3.545, 1.640, 1.610, 1.495. E1 EM (70 eV) mostré un pico
base a m/z 540 correspondiente con la formula Cs;oH00,¢. Otros picos correspondieron a (int
rel.): 414 (14), 310 (19), 127 (17), 126 (91), 94 (100). El compuesto 3 mostré similar
complejidad en el espectro de RMN 'H que el compuesto 2, fendmeno caracteristico de
biflavonoides con enlace inter-flavonoide C3—C8". Sin embargo, mientras que 2 presento un
simple sistema A,B,, los espectros de RMN 'H y '*C del compuesto 3 (Figuras 46, 47 y 48)
mostraron dos sets de sefiales aromaticas debido al sistema A,B, adicional del anillo E. RMN
'H (400 MHz, DMSO-d) J: conférmero principal (3a), 7.88 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-2"', H-6""),
7.09 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-2', H-6"), 6.93 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-3", H-5"), 6.57 (1H, s, H-6"),
6.35 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-3', H-5"), 6.18 (1H, s, H-3"), 5.92 (2H, brs, H-6, H-8), 5.71 (1H, d,
J=12.4 Hz, H-2), 490 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-3). Conféormero menor (3b), 7.59 (2H, d, J =
8.8 Hz, H-2"', H-6"), 7.08 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-2', H-6"), 6.72 (1H, s, H-6"), 6.62 (2H, d, J =
8.8 Hz, H-3", H-5"), 6.58 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-3', H-5"), 6.03 (1H, s, H-3"), 6.01 (1H, s,
H-6), 5.96 (1H, s, H-8), 5.53 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-2), 4.98 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-3). Los
protones H-6 y H-8 pueden ser intercambiables. Solo se muestran las sefiales de RMN °C
para el conférmero principal, las sefiales de 3b fueron de baja intensidad. RMN *C (400
MHz, DMSO-dg): 0 198.47 (s, C-4), 183.42 (s, C-4"), 168.85 (s, C-9), 165.84 (s, C-2"),
165.10 (s, C-7), 164.78 (s, C-7"), 163.25 (s, C-4"), 162.44 (s, C-5), 159.21 (s, C-5"), 157.38
(s, C-4"), 156.49 (s, C-9"), 130.62 (d, C-2"), 130.62 (d, C-6"), 130.43 (d, C-2"), 130.43 (d,
C-6"), 130.04 (s, C-1"), 122.80 (s, C-1"), 117.95 (d, C-3"), 117.95 (d, C-5"), 116.36 (d, C-3"),
116.36 (d, C-5"), 104.82 (s, C-10"), 104.03 (d, C-3"), 103.44 (s, C-10), 102.91 (s, C-8"),
100.98 (d, C-6"), 98.12 (d, C-6), 97.22 (d, C-8), 82.79 (d, C-2), 50.16 (d, C-3).
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3.3.1.4. Fukugisido (4). El compuesto se aisl6 como un polvo de color blanco grisaceo, pf
242-243°C. [o]p™" + 25° (MeOH; ¢ 0.1). UV (MeOH) Ay (log €): 215 (3.44), 234 (3.96), 275
(sh, 4.22), 359 (3.98) nm. IR Vpay: 3300 (br), 1.640, 1.600, 1.520, 1.160 cm™. EM 70 eV m/z
(int rel.): 719 [M+1]" (6), 718 [M]" (8), 430 (11), 326 (20), 125.9 (95), 94 (100). Los
espectros de RMN 'H y "*C en CD3;0D a temperatura ambiente sugirieron la existencia de dos
conférmeros debido a su comportamiento rotamérico (atropisomerismo). El espectro de RMN
'H presentd una gran similitud con el compuesto 2, ademas de las sefiales caracteristicas para
un compuesto glucosidado (Figura 49). RMN 'H (400 MHz, CD;0D) ¢: conférmero principal
(4a), 7.33 (1H, brs, H-2"), 7.28 (1H, brd, J = 8.0 Hz, H-6"), 7.11 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-2', H-
6'), 6.88 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-5"), 6.65 (1H, s, H-6"), 6.41 (1H, s, H-3"), 6.36 (2H, d, J = 8.0
Hz, H-3', H-5"), 5.98 (1H, d, J = 1.2 Hz, H-8), 5.93 (1H, d, J = 1.2 Hz, H-6), 5.76 (1H, d, J =
12.0 Hz, H-2), 5.16 (1H, d, J = 7.6 Hz, H-1""), 4.86 para H-3 present6 solapamiento con
sefiales del solvente [en DMSO-ds: 5.39 (1H, d, J = 12.5 Hz, H-3)], 3.91 (1H, d, J=11.6 Hz,
H-6a™), 3.72 (1H, dd, J = 5.6, 11.8 Hz, H-6b™), 3.47 (1H, m, H-2""), 3.35 (1H, m, H-3""),
3.30 (1H, m, H-4""), 3.28 (1H, m, H-5""). Conférmero menor (4b), 7.23 (1H, brs, H-2"), 7.10
(1H, dd, H-6"") (solapamiento con otras sefiales), 7.10 (2H, d, H-2', H-6") (solapamiento con
otras sefiales), 6.61 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-5"), 6.59 (1H, s, H-6"), 6.59 (1H, s, H-3"), 6.55 (2H,
d,J=17.6 Hz, H-3', H-5"), 6.03 (1H, brs, H-8), 5.98 (1H, brs, H-6), 5.76 (1H, d, J = 12.0 Hz,
H-2), 4.72 (1H, d, J = 7.6 Hz, H-1""), 4.86 para H-3 presentd solapamiento con sefiales del
solvente [en DMSO-ds: 4.90 (1H, d, J = 12.0 Hz, H-3)], 3.91 (1H, m, H-6a""), 3.72 (1H, m,
H-6b"), 3.47 (1H, m, H-2""), 3.35 (1H, m, H-3""), 3.30 (1H, m, H-4""), 3.28 (1H, m, H-5"").
Las sefiales de RMN °C para el conférmero minoritario fueron de baja intensidad (Figura
50), por tal razon, solo se asignan las de 4a. RMN C (400 MHz, CD;0D): 6 196.40 (s, C-
4), 182.75 (s, C-4"), 167.131 (s, C-9), 164.95 (s, C-2"), 164.58 (s, C-5), 163.66 (s, C-7),
161.58 (s, C-5"), 160.51 (s, C-7"), 157.32 (s, C-4"), 155.48 (s, C-9"), 149.98 (s, C-4"), 145.60
(s, C-3"), 129.20 (s, C-1"), 128.25 (d, C-2"), 128.25 (d, C-6'), 121.89 (s, C-1"), 119.62 (d,
C-6"), 115.70 (d, C-5"), 114.26 (d, C-3"), 114.26 (d, C-5"), 113.13 (d, C-2"), 105.28 (s,
C-10"), 102.94 (s, C-8"), 102.40 (d, C-3"), 102.12 (s, C-10), 100.35 (d, C-1""), 98.36 (d,
C-6"), 96.45 (d, C-6), 95.27 (d, C-8), 81.63 (d, C-2), 77.36 (d, C-2""), 77.16 (d, C-5""), 74.00
(d, C-3""), 69.89 (d, C-4"), 61.27 (d, C-6""), 49.83 (d, C-3). La union del grupo glucosilo con
el nucleo biflavonoide fue identificado por la correlacion HMBC del proton H-3 y el
anomérico H-1"" con el carbono C-7" (Figura 51). A partir de los datos espectroscopicos
mostrados, el compuesto 4 corresponde a fukugisido o 7"-O-glucosil-morelloflavona

(Konoshima & Ikeshiro, 1970).
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3.3.1.5. Madrunoudeasido (5): El compuesto de estructura C;sH3,0;7, se obtuvo como un
polvo de color castafio claro, p.f. 268-270 °C. En CCF dio un color verde oscuro cuando se
reveld con tricloruro férrico en metanol, indicando su naturaleza fendlica. UV (MeOH) A
(log €): 215 (3.61), 225 (4.09), 240 (4.11), 270 (4.04), 335 (sh 3.51) nm. El espectro UV de 5
mostro cambios batocrémicos con NaOMe en la banda I y en la banda II con AICl; y NaOAc,
soportando la presencia de grupos hidroxilos libres en las posiciones 4°, 5y 7 (Mabry et al.,
1970). En el espectro de RMN 'H tomado con CD;0D a temperatura ambiente (Figura 52),
las sefiales principales estuvieron acompafiadas por sefiales de menor intensidad con similares
desplazamientos quimicos. El espectro de RMN °C en CD;0D a temperatura ambiente fue
igualmente complejo (Figura 53). La duplicacion de sefiales en los espectros de RMN 'H y
BC de 5, sugiere la existencia de dos conférmeros a temperatura ambiente debido a su
comportamiento rotamérico (atropisomerismo). Esta clase de compuestos presenta una
complejidad a nivel dimérico debido al diferente grado de rotaciéon entre las unidades
flavanona y flavona alrededor del eje C-3/C-8" (Li et al., 2002; Han et al., 2005). EI mismo

fendmeno fue observado en todos los biflavonoides flavanona-(3—8")-flavona aislados.

Los espectros de RMN de 'H y °C (Tabla 6) mostraron para el conférmero principal (5a), la
presencia de dos carbonilos a 6 197.36 (s, C-4) y 184.04 (s, C-4") y un grupo carbonilo
adicional a ¢ 172.75 (s, OCOCH3;), en comparacion con el espectro de RMN de '"H de
fukugisido (4); ademas, un protén aromatico aislado J 6.66, asignado a la posicion H-6"
debido a la correlacién a larga distancia con los carbonos C-8" y C-10" (Figura 54); un
singulete ancho para dos protones a 0 5.96, los cuales se asignaron a H-6 y H-8 por la
correlacion HMBC con C-8 y C-10 y un singulete a 0 6.41 ubicado en la posicion H-3".
Basado en la correlacion 'H-'H (COSY), el espectro de conectividad heteronuclear a larga
distancia (HMBC) y las constantes de acoplamiento, los dos dobletes para cuatro protones
aromaticos a 6 7.05 (2H, d, J = 8.8) y 6.35 (2H, d, J = 8.4) se asignaron al sistema A;B, [H-
2'/6' y H-3'/5', respectivamente; 0 129.33 (d, C-2'/6"), 115.51 (d, C-3'/5")]. Los protones del
anillo E muestran un patrén ABX consistente con un doblete con constante de acoplamiento
orto a 0 6.88 (1H, d, J = 8.4) asignado para H-5"" [0 116.97 (d, C-5")], un doblete ancho a ¢
7.27 (1H, brd, J = 8.0) correspondiente a H-6"" [0 120.89 (d, C-6"")] y un singulete ancho a o
7.31 (1H, brs) correspondiente a H-2"' [0 114.38 (d, C-2")]. Este sistema se confirmd por
HMBC, al presentarse correlacion HMBC entre el protén H-6" y los carbonos C-2", C-2" y
C-4". Las sefiales de RMN "*C para el conférmero minoritario fueron de baja intensidad, por

tal razdn, en la tabla 6 solo se muestran las sefiales del conféormero Sa.
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Tabla 6. Datos de RMN-"H (400.11 MHz), RMN-"*C (100.60 MHz) y HMBC de 5.

'H en CD;0D (J en Hz) BCenCD;OD  HMBC

S5a 5b S5a S5a
2 5.76 d (12.0) 576d" 82.87 d -l
3 481" 5.33 d (12.0) 5121d C-1', C-7", C-9"
4 197.36 s
5 165.84 s
6 5.96 brs 5.96 brs 99.61 d C-8, C-10
7 164.92 s
8 5.96 brs 5.96 brs 96.65 d C-10
9 168.51 s
10 103.65 s
1’ 130.55 s
2! 7.05 d (8.8) 7.11d (8.0) 129.33 d C-2, C-4', C-6'
3 6.35 d (8.4) 6.35 d (8.4) 11551 d C-1', C-5'
4 158.53 5
5 6.35 d (8.4) 6.35 d (8.4) 115.51d c-1', C-3'
6' 7.05 d (8.8) 7.11 d (8.0) 129.33 d C-2,C-2', C-4'
2" 166.28 s
3" 6.41 s 6.52s 104.49 d c-1"
4" 184.04 s
5" 162.75 s
6" 6.66 s 6.56 s 100.01 d C-8", C-10"
7" 161.62 s
8" 104.94 s
9" 156.80 s
10" 106.74 s
1" 123.09 s
2 7.31 brs 7.26 brs 114.38 d C-6"
3m 146.92 s
4 151.35 s
5 6.88 d (8.4) 6.61 d (8.4) 116.97 d c-3"
6" 7.27 brd (8.0) 7.10 brd™ 120.89 d C-2", C-2", C-4"
" 5.24 d (7.6) 5.17 d (8.0) 101.32 d c-7"
P 3.34m 3.34m"” 75.24 d
3m 3.38 dd (9.2, 8.8) 338m" 78.22d
4 3.82m 3.82m"” 75.73 d
5 3.60 ddd (11.2,62,23) 3.60m" 7136 d
6"'a 4.27 dd (12.0, 2.3) 427 m"” 64.54 t OCOMe
6"'b 4.13 dd (12.0, 6.4) 4.13m™
OCOMe 172.75 s
Me 1.95 2.03s 20.77 ¢ OCOMe

La serie a y b representan el conférmero principal y minoritario, respectivamente.
* . ~
Solapamiento con sefial del solvente.

ek . o
Solapamiento con otras sefiales.
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La presencia de un derivado O-B-D-glucosilo fue confirmada por la sefial 'H del protén
anomérico a 0 5.24 (d, J = 7.6 Hz) (Pauli, 2000; Svehlikova et al., 2004). Otras sefiales para la
unidad B-D-glucosilo correspondieron a ¢ 3.34 (m, H-2""), 3.38 (dd, J = 9.2, 8.8; H-3""), 3.82
(m, H-4""), 3.60 (ddd, J=11.2, 6.2, 2.3; H-5""), 4.27 (dd, J = 12.0, 2.3; H-6"a) y 4.13 (dd, J
=6.4, 12.0; H-6""b). La union de la unidad glucosilo y el nucleo biflavonoide se identific por
la correlacion HMBC del protén anomérico H-1"" y el C-7". Este tltimo carbono presento,
igualmente, correlacidn a tres y a dos enlaces con los protones H-3 y H-6", respectivamente.
Otras importantes correlaciones HMBC se presentan entre H-3 y el carbono C-9" y entre el
protéon H-6" y el carbono C-10". Estas evidencias experimentales demuestran la unién inter-
flavonoide de tipo C3—C8" y el anclaje de de la unidad glucosil en C-7". La presencia de un
grupo acetilo se confirmé para 5 por los espectros de RMN 'H y "°C, los cuales revelaron un
singulete para tres protones a J 1.95 y un carbono carbonilo adicional a ¢ 172.75,
respectivamente. En adicion, el cambio hacia campo bajo de las sefiales H-6"", requiere que el
grupo acetilo este atado al grupo 6-hidroxilo de la glucosa (Markham & Geiger, 1994;
Svehlikova et al., 2004). Los datos de RMN "*C disponibles confirman lo anterior. La sefial
del C-6 de la glucosa aparece a 0 64.54, 3.2 ppm a campo bajo en comparacion de fukugisido
(4), biflavonoide glucésido sin grupo acetilo. La unidn del acetilo a la posicion 6 del residuo
7"-O-glucosil se confirmd ademds por el experimento HMBC, en donde, se aprecia una
correlacion a tres enlaces entre el protén H-6""a y los protones del grupo Me, con el carbonilo

ao172.75 ppm.

La estéreo-estructura relativa del compuesto 5 se identifico por poseer una relacion trans entre
las posiciones 2 y 3 debido a la constante de acoplamiento J>3 = 12 Hz. La estereoquimica
absoluta fue deducida como 2R,3S por consideracion de la rotacidn dptica positiva observada
([o]p> + 155°) y su curva de Dicroismo Circular (CD) con un maximo alrededor de 350 y 287
nm, cualitativamente similar a la curva de CD del compuesto morelloflavona (2) (Figura 43)
(Li et al., 2002; Masuda et al., 2005). A partir de los datos espectroscopicos mostrados, su
comparacion con los datos obtenidos para su aglicona morelloflavona (2) y con los del
biflavonoide glucdsido sin grupo acetilo, fukugisido (4), el compuesto 5 definido como
7"-O-(6""-acetil)glucdsido de morelloflavona, se designé como madrunoudeasido, un nuevo

producto natural.
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3.3.1.6. Spicatasido (6): El compuesto se aislo como un so6lido blanco amarillento, pf 235-
237°C. [a]p™ + 16° (MeOH; ¢ 0.50). UV,er (MeOH) nm (log €): 210 (2.28), 230 (3.09), 290
(3.11), 345 (2.71). IRV cm™: 3.350, 1.643, 1.605, 1.580, 1.520, 1.070, 1.040. E1 EM (70
eV) mostrd un pico base a m/z 702 correspondiente con la formula C3sH30O;5. E1 compuesto 6
mostré similar complejidad en el espectro de RMN 'H que los compuestos con unién inter-
flavanoide C3—C8". El espectro de RMN 'H presenté una gran similitud con el espectro del
compuesto 3 tomado en metanol-ds (datos no mostrados), sin embargo, mientas que este
Gltimo presentd un patrén de sefiales caracteristicos de aglicona, los espectros de RMN 'H y
C del compuesto 6 mostraron sefiales adicionales debidas a una unidad B-glucosilo (Figura
55y 56). RMN 'H (400 MHz, CD;OD) J: conférmero principal (6a), 7.67 (2H, d, J = 8.4 Hz,
H-2", H-6"), 7.09 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-2', H-6"), 6.70 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-3", H-5"), 6.63
(1H, s, H-6"), 6.60 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-3', H-5"), 6.53 (1H, s, H-3"), 5.81 (2H, s, H-6, H-8),
5.64 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-2), 5.21 (1H, d, J = 7.6 Hz, H-1""), 4.85 para H-3 presento
solapamiento con sefial del solvente, 3.91 (1H, m, H-6a""), 3.80 (1H, m, Hz, H-6b""), 3.72
(1H, m, H-5""), 3.64 (1H, m, H-4"), 3.43 (1H, m, H-3"), 3.35 (1H, m, Hz, H-2"").
Conférmero minoritario (6b), 7.73 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-2"', H-6"), 7.09 (2H, d, J = 8.8 Hz,
H-2', H-6"), 6.90 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-3", H-5"), 6.68 (1H, s, H-6"), 6.36 (2H, d, J = 8.4 Hz,
H-3', H-5"), 6.45 (1H, s, H-3"), 5.82 (2H, s, H-6, H-8), 5.68 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-2), 5.19
(1H, d, J = 7.6 Hz, H-1""), 4.85 para H-3 present6 solapamiento con sefial del solvente, 3.91
(1H, m, H-6a""), 3.80 (1H, m, Hz, H-6b""), 3.72 (1H, m, H-5""), 3.64 (1H, m, H-4"™), 3.43
(1H, m, H-3""), 3.35 (1H, m, Hz, H-2""). Las sefiales de RMN Bc para el conférmero
minoritario fueron de baja intensidad, por tal razon, solo se muestran las del conféormero
mayoritario (6a). RMN "*C (400 MHz, CD;0D): § 195.60 (s, C-4), 183.01 (s, C-4"), 165.80
(s, C-2"), 165.64 (s, C-7"), 163.53 (s, C-4™), 161.56 (s, C-5"), 157.93 (s, C-4"), 157.60 (s,
C-5), 154.61 (s, C-9"), 135.14 (s, C-1"), 128.99 (d, C-2"), 128.99 (d, C-6"), 128.51 (d, C-2"),
128.51 (d, C-6"), 120.63 (s, C-1"), 116.49 (d, C-3"), 116.49 (d, C-5"), 114.81 (d, C-3"),
114.81 (d, C-5"), 102.57 (s, C-8"), 101.79 (s, C-10), 101.14 (d, C-1"), 100.16 (d, C-6"),
100.00 (d, C-3"), 97.42 (d, C-6), 97.27 (d, C-8), 82.22 (d, C-2), 77.05 (d, C-5""), 76.83 (d,
C-3"), 73.56 (d, C-2""), 70.02 (d, C-4""), 61.21 (d, C-6"), 50.01 (d, C-3). El anclaje de la
unidad glucosilo y el nucleo biflavonoide se identificod por la correlacion HMBC entre el
protén anomérico H-1"" y el C-7", ademas de la correlacion a tres enlaces entre el H-2 y el
C-8" (Figura 57). El compuesto 6 se identifico como spicatasido (volkensiflavona-7"-O-
glucosido) por comparacion de sus datos fisicos y espectrales con los reportados para este

compuesto en la literatura (Chen et al., 1975b).

113




Biflavonoides de Garcinia madruno (Clusiaceae)

——— T

SHAwH LIR°E —

=r'H TEF"¥F—
oucen 259\ ——

SrHLERTS =
R / =S HALEH
I
o (i8]
WL B AN
Ll LR
- 0L

88 L—,

(o}

T
o]
T

Figura 55. Spicatasido (6). Espectro RMN 'H en CD;0D.

ewsti— I H A=t H #:

|_1 DN e D




Resultados y Discusion [R5

SETLF—,
sOw- LY
EES* LY
SEE"LY

THEEr—
Ly ar—'

OE&" 6%
0 FToCoE—
&2 8TZ°TH

I TH /

Lo 85—

- srotoL—
et | TS EL

BS0"WL-

. BER"IL
" TEOTLL

VI < 3 B s
. —

Lig E00"00T-

S E9T 00T —4

a ] FFTTOT —

I

01-3  @6L-TOT
40 GLETEOT
SEE°¥IT

TIE MIT P —

WEOR LD TERSTT
168 TT—" II,""II

=l DEFTOET—

OTT EIT

AT PTSTRET—
YOETEET

WA LD #86TEET

I

/

']
J0 ereERr— / .
LA LTRCRET f

I
o

0 TORCLET
40 PEETLST
w50 LSS THT

3 e
20 goetEeT—

alud ¥IOEAT

(o}

T
o]
T

Figura 56. Spicatasido (6). Espectro RMN "°C.



Biflavonoides de Garcinia madruno (Clusiaceae)

o L

-
-

LI L CL N B Y [ L B L I B B R B B |

o
100

T

LN [ L Y B

— r'l -

w3 a0
L]
1
- —H4
i_B 4
¥ L]
T T I T - T T T
i o -~ o

HA=y -4

(o}

T
o]
T

Figura 57. Spicatasido (6). Importantes correlaciones HMBC (400 MHz, CD;0OD).

80 70 60 50

20

150 140 130 120 110

160

Fl (ppm)



4. Ensayos de Actividad
Biologica






Introduccion

4.1. Introduccion a la actividad bioldgica antiparasitaria

4.1.1. Enfermedades parasitarias

4.1.1.1. Leishmaniosis: La leishmaniosis es una enfermedad infecciosa producida por
al menos 17 especies de parasitos protozoos del género Leishmania (familia
Trypanosomatidae). Tradicionalmente, ha sido clasificada en tres diferentes formas
clinicas, leishmaniosis visceral (LV), leishmaniosis cutdnea (LC) y leishmaniosis
mucocutanea (LMC), las cuales presentan diferentes inmunopatologias y grados de
morbilidad y mortalidad (Croft & Coombs, 2003). Se distribuye alrededor del mundo,
principalmente en los tropicos y subtrdpicos, con una prevalencia de 12 millones de
casos y una incidencia anual aproximada de 0,5 y 1,5 millones de casos de LV y de

formas cutaneas (LC y LMC), respectivamente (Croft & Coombs, 2003).

En relacion a la quimioterapia (Figura 58), las drogas actualmente recomendadas para el
tratamiento de la leishmaniosis incluyen los derivados de antimonio pentavalente (Sb")
estibogluconato de sodio (Pentostame®, GlaxoSmithKline) y antimoniato de
meglumina (Glucantime®, Aventis), la amfotericina B (Bristol-Myers Squibb) y su
formulacion lipidica AmBisomew® (Gilead), y la pentamidina (Aventis) (Croft &
Coombs, 2003). Los Sb" fueron introducidos por primera vez en 1945 y han sido
efectivos para algunas formas de leishmaniosis; sin embargo, los requerimientos de
administracion parenteral de un minimo de 28 dias, la eficacia variable frente a las
diferentes formas de la enfermedad, los efectos adversos que generalmente se producen
y la aparicidon de pardasitos resistentes, son factores que hacen poco atractivos a estos
medicamentos (Borst & Ouellette, 1995; Hardman et al., 1996; Croft & Coombs, 2003;
Singh & Sivakumar, 2004). El uso de la diamina pentamidina y del antibidtico
amfotericina B como agentes leishmanicidas esta limitado debido a su toxicidad; sin
embargo, desde su introduccién en 1952, la pentamidina ha sido valorada como un
farmaco de segunda linea, cuando los agentes antimoniales no son efectivos. De igual
forma, la quimioterapia antileishmania se beneficié con el desarrollo de la formulacion
lipidica de la amfotericina B, que es menos tdxica y presenta un tiempo de vida media
mayor; aunque su elevado costo limita su utilizacién masiva (Croft & Coombs, 2003).

Otros medicamentos potencialmente efectivos son el alopurinol y la mefloquina (Batista
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et al., 2000; Berman, 2001; Sundar et al., 2002; Davies et al., 2003). Estos pueden
presentar eficacias similares a las obtenidas con los Sb", aunque los resultados varian en
funcion de la forma clinica de la enfermedad y de la especie de Leishmania involucrada
(Baum & Berens, 1994; Vélez et al., 1997; Hendrikcx et al., 1998; Laguna-Torres et al.,
1999). Actualmente el mejor candidato es la miltefosina, que ha mostrado buenas tasas
de curacion en la India y recientemente en Colombia (Sundar et al., 2002; Soto et al.,
2001; 2004). Al ser un medicamento de administracion oral representa una buena
opcidn; sin embargo, se requieren estudios adicionales debido a las variaciones que
presenta en cuanto a su eficacia, dependiendo de la especie de Leishmania implicada.
Por lo tanto, mientras ello ocurre, los medicamentos mas utilizados se basan en los
derivados Sb". Desafortunadamente, el valor clinico de la terapia con los derivados Sb"¥
esta amenazado por la aparicidon cada vez mas frecuente de fallas en el tratamiento. Esta
ineficacia terapéutica puede deberse a variaciones no sélo en el contenido de Sb" en los
lotes del medicamento como se ha evidenciado previamente (Jackson et al., 1990) sino
también a la aparicidn de pardsitos resistentes (Farault-Gambarelli et al., 1997;

Bhattacharyya ef al., 2002).

4.1.1.2. Tripanosomiasis americana: La tripanosomiasis americana o enfermedad de
Chagas es una de las mas importantes en el continente americano. El protozoo flagelado
causante de la enfermedad, Trypanosoma cruzi, es un parasito obligado del hombre y de
muchos mamiferos y afecta primordialmente a la poblacion pobre y marginal. Si bien la
enfermedad se encuentra presente en toda América Central y del Sur, sus
manifestaciones y caracteristicas epidemioldgicas son altamente variables entre una y
otra zona endémica. Existe una gran diversidad en las tasas de prevalencia, formas de
transmision, caracteristicas parasitarias, patologia clinica, vectores y reservorios (Guhl,
2000). La enfermedad de Chagas representa un problema de salud en 21 paises
latinoamericanos, con un total estimado por la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) de 28 millones de personas expuestas a la enfermedad y alrededor de 15
millones de personas infectadas (OMS, 2007). Se estima que cada afio se infectan
alrededor de 41.200 personas. La mortalidad asciende a 12.500 casos, ocurridos

principalmente durante la fase aguda de la enfermedad.

La terapia de la enfermedad de Chagas hasta la actualidad, ha dependido de dos drogas:
el nifurtimox y el benznidazol (Cancado, 2001) (Figura 59). El nitrofurano nifurtimox
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se introdujo en la década de 1960, mientras que el nitroimidazol benznidazol lo fue en la
década de 1970. Estos dos compuestos son agentes tripanocidas principalmente contra
los tripomastigotes circulantes. A pesar de esto, el nifurtimox no ha sido ampliamente
utilizado para el tratamiento de la enfermedad, ya que su fabricante detuvo la
produccion en vista de la clara ventaja que en el mercado disfrutaba el benznidazol
(Barrett et al., 2003). Las reacciones adversas al medicamento se han reportado con una
frecuencia entre el 4 y 30 %, pudiendo ser dérmicas, gastrointestinales, neuroldgicas y
osteomusculares (Castro, 1993; Nicholls et al., 2003). Estos efectos estan directamente
relacionados con la dosis y la edad, presentandose una mejor tolerancia al farmaco en

los nifios (WHO, 2002).

K/so2 NO,

Nifurtimox Benznidazol

Figura 59. Estructuras quimicas de farmacos utilizados en la enfermedad de Chagas.

4.1.1.3. Tripanosomiasis africana: La tripanosomiasis africana es la enfermedad
parasitaria responsable de los principales problemas econdémicos y de salud en las
regiones rurales de Africa subsahariana. Los agentes etioldgicos son protozoos
flagelados pertenecientes al género Trypanosoma que, por un lado incluye a
Trypanosoma brucei rhodesiense y T. b. gambiense, causantes de la enfermedad del
sueflo (tripanosomiasis africana humana, TAH), y por otro a 7. b. brucei (morfoldgica y
bioquimicamente indistinguible de las dos primeras especies), 7. congolense y T. vivax,
causantes de la enfermedad en el ganado (ovejas y cabras). Los parasitos son
transmitidos entre huéspedes vertebrados por la mosca tsetse (Glossina spp.) (Hoet et
al., 2004). Otras dos importantes especies para el ganado son 7. evansi y T. equiperdum,
los cuales son transmitidos por picaduras de mosquitos o durante el coito,

respectivamente (Brun ef al., 1998).

La TAH es endémica en alrededor de 30 paises africanos y amenaza a 60 millones de

personas. Alcanza proporciones epidémicas en algunos paises, como Angola, el sur del
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Sudan, Uganda y la Republica Democratica del Congo. Se reportaron casi 45.000 casos
de la enfermedad durante 1999, sin embargo la Organizacion Mundial de la Salud
estima que el nimero actual estd entre 300.000 y 500.000, y tan s6lo 3-4 millones de
personas en riesgo de infeccion estan bajo vigilancia regular o acceso a centros médicos

(Barrett, 1999; WHO, 2000a).

Las actuales opciones quimioterapéuticas son limitadas y lejos de ser ideales. Existen
cuatro medicamentos aprobados para la TAH, tres de los cuales se desarrollaron hace
mas de medio siglo: suramina, pentamidina, melarsoprol y eflornitina (Figura 60). Otras
moléculas tales como homidium, isometamidium y diminazen aceturato son usados en
infecciones de animales. Solamente melarsoprol y eflornitina, que son capaces de
atravesar la barrera hematoencefalica, pueden ser utilizados cuando la infeccion alcanza
al sistema nervioso central. Los efectos adversos son severos, algunas veces de caracter
mortal. Igualmente se presentan un buen numero de ineficacia en el tratamiento, sobre
todo con melarsoprol y no siempre se ha garantizado la disponibilidad de estos
medicamentos por parte de las compafias farmacéuticas debido a la falta de

rentabilidad.
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Figura 60. Estructuras quimicas de farmacos aprobados para TAH.
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4.1.1.4. Malaria: La malaria es una enfermedad producida por parasitos del género
Plasmodium. En el hombre, la infeccion puede ser ocasionada por P. vivax, P.
falciparum. P. malarie y P. ovale, los cuales son transmitidos por mosquitos hembra del
género Anopheles. También son frecuentes las infecciones mixtas. Segin la OMS, 2.400
millones de personas en el mundo viven en regiones de alto riesgo para la transmision
de la malaria, siendo la principal causa de morbilidad y mortalidad en 90 paises
ubicados en las regiones tropicales y subtropicales del mundo, especialmente en Africa
(region Subsahariana), el sudeste de Asia y Latinoamérica. La OMS estima que
anualmente se producen de 300 a 500 millones de casos clinicos de malaria, de los

cuales 1,5 a 2,7 millones son mortales (WHO, 2000b).

El tratamiento de la malaria se ha realizado con diversos medicamentos que actian
sobre estadios eritrociticos del parasito (Figura 61), entre los que se encuentran la
quinina, un alcaloide aislado a partir de diferentes especies del género Cinchona
(Rubiaceae), y sus derivados sintéticos cloroquina, primaquina y mefloquina,
desarrollados posteriormente y que mostraron ser mas efectivos, menos toxicos y de
bajo costo (Marshall, 2000). Otros medicamentos como la pirimetamina, un inhibidor
de la enzima dihidrofolato reductasa, se utilizaron con muy buenos resultados, sin
embargo su uso disminuyd considerablemente debido a la aparicion de parésitos
resistentes. La sulfadoxina se utiliza en el tratamiento de la malaria en combinacién con
la piremetamina, debido a la inhibicion de diferentes enzimas implicadas en la sintesis
de folato, (dihidropteroato sintetasa y dihidrofolato reductasa, respectivamente). El
tratamiento intermitente con estos dos compuestos es seguro, bien tolerado y reduce la
tasa de malaria clinica en un 59 % y la tasa de anemia grave en un 50 %. El
descubrimiento reciente mas importante ha sido la identificacion de la artemisinina, una
lactona sesquiterpénica obtenida de Artemisia annua (Asteraceae), y sus derivados, el
artemether y el artesunato, que son medicamentos de rapida accidn, efectivos contra
cepas de P. falciparum resistentes a cloroquina y contra las complicaciones fatales de
malaria cerebral (Meshnick, 1998; Wright, 2004). Sin embargo, la actividad de la
artemisinina se ve condicionada por su baja solubilidad y escasa biodisponibilidad. A su
vez, los derivados artemether y artesunato, aunque presentan una mejor absorcion,
rapidez de accion y mayor efectividad frente a cepas de P. falciparum multirresistentes,
poseen una mayor citotoxicidad y efectos adversos (Galal ef al., 1996; Beekman et al.,

1997).
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El tratamiento de la malaria continlia siendo uno de los mayores retos para los
programas de control debido al fenémeno de resistencia del parasito contra los
medicamentos. Durante muchos afios la cloroquina fue el tratamiento de eleccidon para
la malaria, sin embargo, en 1957 se reportaron los primeros casos de resistencia en
Suramérica y desde entonces el fendmeno se expandié hacia toda América, Africa y
Asia. En algunas regiones se ha informado de la resistencia a todos los antimaléricos
disponibles con excepcion de los derivados de la artemisinina, los cuales aun se
reservan para los casos de malaria que no responden a los demads tratamientos (Phillips,

2001).
4.1.2. Investigacion en productos naturales antiparasitarios

La evidencia de la magnitud del problema relacionado con las enfermedades
parasitarias, junto con la necesidad de desarrollar nuevos compuestos activos para los
cuales T. cruzi, T. brucei, P. falciparum y las diferentes especies de Leishmania no
hayan desarrollado resistencia, requiere alternativas efectivas, seguras, economicas y
que puedan contribuir a disminuir la transmision, la morbilidad y la mortalidad. Se hace
necesario, por tanto, explorar todas las posibilidades, entre las cuales se encuentra la
evaluacion de compuestos de origen natural y de sus derivados, debido a la sorprendente
cantidad de moléculas naturales existentes, las cuales presentan una gran diversidad

estructural y funcional (Newman et al., 2003).

Muchos principios activos antiprotozoarios, han tenido su origen en la naturaleza a
través de la evaluacion cientifica de plantas medicinales. Por ejemplo, es importante
recordar que el primer producto farmacéutico desarrollado para el tratamiento de la
malaria y la amebiasis fueron los alcaloides quinina y emetina, obtenidos de diferentes
especies del género Cinchona y de Cephaelis ipecacuanha (Rubiaceae),
respectivamente (Hoet et al., 2004). Asimismo, el uso clinico de la artemisinina para el
tratamiento de la malaria, ha incitado una vez mas el interés en la investigacion de
nuevos productos farmacéuticos de origen vegetal con actividad antiprotozoaria
(Phillipson & Wright, 1991). Ademas, estos productos naturales han sido usados como
punto de partida (cabezas de serie) para desarrollar compuestos sintéticos o
semisintéticos con mejor eficacia, seguridad y/o perfil farmacocinético (Tagboto &

Townson, 2001).
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Algunos trabajos han mostrado la diversidad de productos naturales con actividad
antiprotozoaria, cubriendo moléculas que son activas contra los agentes etioldgicos de la
malaria, leishmaniosis, enfermedad de Chagas y tripanosomiasis africana (Sepulveda-
Boza & Cassels, 1996; Chan & Pefia-Rodriguez, 2001; Fournet & Muioz, 2002;
Schwikkard & Heerden, 2002; Kayser et al., 2003; Hoet et al., 2004; Wright, 2004).
Estos estudios han confirmado la importancia de muchas especies vegetales como
fuente de nuevos metabolitos con actividad antiparasitaria. Sin embargo, y aunque
existe un numero importante de productos naturales que han demostrado potencial como
posibles agentes antiparasitarios, la mayoria de ellos no tienen todos los requerimientos
considerados como esenciales para su comercializacion: ser administrados tdpica u
oralmente, ser efectivos a dosis moderada y no causar efectos adversos (Chan & Pefia-
Rodriguez, 2001). Hasta la fecha, y entre los alcaloides, solamente la berberina (Figura
62) aplicada por via parenteral, es utilizada clinicamente para el tratamiento de la
leishmaniosis cutanea (Iwu et al., 1994), mientras que la 2-n-propilquinolina se
encuentra en fase de evaluacion clinica para el tratamiento de la leishmaniosis (Croft &
Coombs, 2003). En relacion con la enfermedad de Chagas, ningin compuesto se
encuentra en experimentacion clinica, sin embargo se evalua la actividad de ciertos
funguicidas (Barrett et al., 2003). Por su parte las quinolinas, con su principal
representante la quinina, son histéricamente reconocidas por su importante papel en la
quimioterapia de la malaria. Una de las principales razones por la cual los metabolitos
de origen vegetal con potente actividad antiparasitaria no hayan superado la evaluacién
clinica es su toxicidad. Se debe hacer notar que los agentes antiprotozoarios son
basicamente agentes citotdxicos, que actian selectivamente contra los parasitos. De
hecho, muchos metabolitos tales como gabunina, que carecen de citotoxicidad,
presentan una baja actividad leishmanicida in vivo. Quizés, las transformaciones
quimicas de estos metabolitos podrian mejorar su actividad antiprotozoaria y al mismo
tiempo conservar su baja toxicidad. Actualmente, las publicaciones sobre nuevos
agentes antiparasitarios incluyen la valoracion de la actividad contra lineas celulares de

mamiferos y/o humanos.

Por otro lado, como resultado de la investigacién de nuevos agentes terapéuticos contra
las enfermedades parasitarias, y teniendo en cuenta que en la mayoria de los casos el
mecanismos de accion de los productos naturales con actividad antiprotozoaria no se

conoce, se ha propuesto la deteccion de dianas moleculares en donde estos productos
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Figura 62. Estructuras quimicas de berberina, 2-n-propilquinolina y gabunina.

sean activos (Chan & Pefa-Rodriguez, 2001). Se debe hacer notar que entre los
compuestos con buena actividad antiparasitaria, existe una gran diversidad estructural,
lo cual puede reflejar la variedad de dianas moleculares en Leishmania, Trypanosoma 'y
Plasmodium. En la Tabla 7 se pueden observar algunas dianas terapéuticas utilizadas
actualmente en la investigacion de nuevos agentes antiparasitarios. En un futuro, la
investigacion de productos naturales podria realizarse principalmente, en una linea de
investigacion de un departamento de quimica médica, buscando moléculas bioactivas

frente a determinadas dianas moleculares.

Por ultimo, la mayoria de los estudios que se han preocupado en obtener productos

naturales con actividad biologica contra pardsitos protozoarios, se han centrado



Tabla 7. Potenciales dianas moleculares en la investigacion de agentes antiparasitarios.
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Leishmania Ref. Trypanosoma Ref. Plasmodium Ref.
Tripanotion reductasa Schmidt et al., 2002. Tripanotion reductasa Schmidt et al., 2002. CDKs Go, 2003.
Cistein proteasas Sajid & McKerrow, 2002. Cistein proteasas Caffrey et al., 2000. Cistein proteasas Go, 2003.

Biosintesis de esterol
DHFR-TS

PFTy NMT
Glicolisis

Ornitina
descarboxilasa

Protein kinasa
Microtubulos

Topoisomerasa 1

Roberts et al., 2003.
Gilbert, 2002.

Gelb et al., 2003.
Verlinde et al., 2001.

Miiller et al., 2001.

Doerig, 2004.

Jayanarayan et al., 2002.

Shapiro et al., 1990.

Biosintesis de esterol

DHFR-TS

Via de
fosfato

la pentosa

Glicolisis
Kinetoplasto

Acidocalcisoma

Topoisomerasa 1

Urbina, 1997.
Gilbert, 2002.
Barrett
2002.

Verlinde et al., 2001.

Barrett et al., 2003.
Docampo et al., 2001.

Shapiro et al., 1990.

&  Gilbert,

Proteasas aspdrticas
DHFR-TS
PFT

Transportadores
de colina

Formacién de la
hemozoina

Citocromo C
oxireductasa

Silva et al., 1996.
Yuthavong et al., 2005.
Chakrabarti et al., 1998.

Wengelnik et al., 2002.

Dorn et al., 1998.

Rosenthal, 2003.

Abreviaturas: DHFR-TS, Dihidrofolato reductasa—timidilato sintasa; PFT, Protein farnesil transferasa, NMT, N-miristoil transferasa; CDK,

kinasas dependientes de ciclina.
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principalmente en la investigacion de metabolitos con actividad antimalarica y
amebicida (Entamoeba histolytica) y, relativamente en una menor proporcion, contra
especies de Leishmania y Trypanosoma. Todas estas investigaciones han arrojado una
gran cantidad de compuestos antiprotozoarios con una inmensa variedad estructural. Sin
embargo, y a pesar de los grandes avances de las ultimas décadas, muchos de estos
compuestos solamente han sido estudiados in vifro. Ademas, algunos de los alcaloides
identificados como antiprotozoarios son también tdxicos y quizds no servirdn como
medicamentos. No obstante, y aun teniendo en cuenta estos problemas, los metabolitos
naturales pueden jugar un papel muy importante en el desarrollo de una nueva

generacion de fArmacos antiparasitarios.

4.1.3. Alcaloides de Amaryllidaceae con actividad antiprotozoaria

Durante mucho tiempo existié una gran tendencia a la obtenciéon de medicamentos por
via sintética. Sin embargo, en la actualidad, se observa una tendencia a considerar de
nuevo los productos de origen natural. Los productos naturales son considerados aun
como una fuente importante en la busqueda de nuevos medicamentos, siendo la
evaluacion de extractos vegetales una practica comun en la industria farmacéutica
(Ortholand & Ganesan, 2004). Es por ello que, el interés por conocer la quimica de las

plantas crece constantemente.

Las especies de la familia Amaryllidaceae son conocidas por producir alcaloides tnicos
desde el punto de vista estructural y por presentar un amplio rango de efectos
fisioldgicos, incluyendo actividad antitumoral, antiviral, citotoxica, inhibitoria de la
acetilcolinesterasa, inmunoestimulatoria y antiinflamatoria. Algunos de ellos han sido
incluso usados en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, la miastenia gravis y la
miopatia (Sener et al., 2003). A su vez, algunos miembros de esta familia de alcaloides
son particularmente interesantes por su potencial actividad antiprotozoria (Figura 63).
Asi, licorina, augustina y crinamina fueron considerados como los principales
constituyentes antimalaricos aislados de los bulbos de Crinum amabile y, entre ellos, la
augustina, un alcaloide de tipo 5,10b-ethanophenanthridina, mostré ser el mas activo
(Likhitwitayawuid et al., 1993). En otros estudios sobre la actividad antimalarica de los
alcaloides de Amaryllidaceae (Sener et al., 2003), hemantamina y hemantidina

presentaron actividad frente a la cepa cloroquina-sensible T9/96 de P. falciparum (1Csg
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Figura 63. Alcaloides de Amaryllidaceae con actividad antiprotozoria.

=2.33 y 1.10 uM, respectivamente). Ademas de hemantamina y hemantidina, licorina,
3-epihidroxibulbispermina, galantina y pancracina, han mostrado también poseer
actividad antimalarica frente a la cepa cloroquina-resistente K1 de P. falciparum, con
valores de ICsg por debajo de 1 pg/ml (Herrera ef al., 2001a; Labrafia et al., 2002; Sener
et al., 2003). Por otro lado, hemantidina, aislada de Zephyranthes citrina, y 3-O-
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acetilsanguinina obtenida de los bulbos de Crinum kirkii, presentaron actividad
bioldgica in vitro frente a T. b. rhodesiense (cepa STIB-900) con similares valores de
ICso de 3.47 y 3.48 uM, respectivamente, y frente a 7. cruzi (cepa Tulahuen C4) con
una ICsy de 4.35 y 7.29 uM, respectivamente. Por su parte, galantina, pancracina,
oxomaritidina y 1,2-O-diacetillicorina, solamente mostraron actividad frente a 7. b.
rhodesiense con valores de ICsy de 9.77, 2.44, 9.81 y 2.69 uM, respectivamente
(Herrera et al., 2001a; Herrera et al., 2001b; Labrafia et al., 2002; Machocho et al.,
2004). Es interesante hacer notar que pancracina no mostro citotoxicidad frente a
células L-6 (mioblastos de ratas), lo cual confirma la actividad selectiva de este

compuesto por 7. b. rhodesiense y P. falciparum (Labrafia et al., 2002).

Estos resultados motivan la investigacion de los alcaloides de Phaedranassa dubia,
evaluando la actividad antiprotozoaria in vitro de sus alcaloides frente a los parasitos 7.
b. rhodesiense, T. cruzi, L. donovani 'y P. falciparum. De acuerdo con la informacién de

que disponemos, ninguna especie de este género ha sido investigada con anterioridad.

4.1.4. Biflavonoides con actividad antiprotozoaria

En un esfuerzo por descubrir nuevas cabezas de serie para enfermedades infecciosas,
diferentes grupos de investigadores han estudiado numerosos extractos de plantas para
detectar metabolitos secundarios con actividad bioldgica relevante. Con relacion a los
biflavonoides, se dispone de poca informacién relativa a la actividad antiprotozoaria;
aunque, recientemente se ha podido establecer cierta actividad para algunos compuestos
de este tipo (Figura 64). Asi, la biflavanona 7,7"-di-O-metiltetrahidroamentoflavona,
aislada de las hojas de Rhus retinorrhoea (Anacardiaceae), presentd una moderada
actividad frente a la cepas W2 y D6 de P. falciparum con valores de ICsy de 0,98 y 2,80
pg/ml, respectivamente (Ahmed et al., 2001). Asi mismo, las biflavonas 7,4"'-di-O-
metilamentoflavona y 4"-O-metilamentoflavona, aisladas de Podocalyx loranthoides
(Euphorbiaceae), mostraron porcentajes de inhibicion de 28,79 y 38,29 %,
respectivamente, sobre el crecimiento de promastigotes de L. mexicana, al ser evaluadas
a una concentracion de 100,0 ug/ml, (Sudrez et al., 2003). El extracto n-BuOH de la raiz
de Wikstroemia indica (Thymelaeaceae) mostro, a su vez, un potente efecto inhibitorio
sobre parasitos de P. falciparum. El fraccionamiento del extracto activo permitio el

aislamiento de dos biflavonoides, sikokianin B y sikokianin C con valores de ICsy de
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0,54 pg/ml y 0,56 ng/ml, respectivamente, frente a la cepa cloroquina-resistente K1 de
P. falciparum (Nunome et al., 2004). El biflavonoide ent-naringeninil-(I-3,11-8)-4’-O-
metilnaringenina, aislado de la raiz de Garcinia livingstonei, también mostré una
moderada actividad frente a la cepa cloroquina-resistente Ghana de P. falciparum (ICs
= 6,7 uM) (Mbwambo et al., 2006). Otro estudio examind la actividad antiplasmodial,
leishmanicida y antitripanosomal de ocho biflavonoides y, entre ellos, la lanaroflavona,
mostro una elevada actividad antiplasmodial frente a la cepa cloroquina-resistente K1
de P. falciparum (I1Cso = 0,48 uM). Isoginkgetin, por su parte, fue el compuesto de
mayor efectividad frente a amastigotes de L. donovani (ICsy = 1,19 pM), mientras que
ginkgetin e isoginkgetin presentaron la mayor actividad frente a 7. cruzi (cepa Tulahuen
C2C4) con una ICsy de 11,0 y 13,0 uM, respectivamente, y frente a 7. b. rhodesiense
(cepa STIB 900) con valores de ICso de 7,0 y 3,5 uM (Weniger et al., 2006). La
lanaroflavona presentd el mayor indice de selectividad (IS = 159), indicando asi, una

actividad antiplasmodial preferencial.

MeO O.

OH (6]

OH (6]
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Isoginkgetin R, =R;3;=0H, R, =R, =0OMe
Ginkgetin R; =R, =R;=0Me, R;=OH

Figura 64. Biflavonoides con actividad antiprotozoria.
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Continuacion figura 64. Biflavonoides con actividad antiprotozoria.
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4.2. Introduccion a la actividad antioxidante

4.2.1. El estrés oxidativo en los sistemas biologicos

El oxigeno esta asociado a las condiciones de vida aerobia (Davis, 1995), representa la
fuerza motriz para el mantenimiento del metabolismo y viabilidad celular, al mismo
tiempo que entrafia un peligro potencial debido a sus especiales caracteristicas
paramagnéticas, responsables de la formacién de intermediarios dotados de una alta
reactividad, conocidas como especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés "Reactive
Oxigen Species") (Gonzalez et al., 2001). Muchas especies reactivas del oxigeno son

radicales libres (RL).

Un radical libre es una molécula o fragmento de molécula que contiene uno o mas
electrones desapareados en el orbital externo de uno de sus atomos. Estos electrones
desapareados confieren al radical una gran reactividad quimica; ya que, al ser inestables,
tienen tendencia a ceder o a captar un electron de otra molécula o radical para conseguir
una configuracidon electrdnica estable. Esta elevada reactividad implica una baja
especificidad quimica, de manera que pueden reaccionar con todo tipo de moléculas
vecinas, ya sean lipidos, proteinas, glucidos o acidos nucleicos. Esta elevada reactividad
también hace que estos radicales no sobrevivan mas de unos cuantos microsegundos en

el medio, y en unas concentraciones muy bajas.

Los radicales libres mas importantes en los sistemas biologicos son los derivados del
oxigeno, pero también hay algunas moléculas que tienen oxigeno y que no son radicales
libres como el peréxido de hidrogeno (H,0,), el acido hipocloroso (HOCI), el oxigeno
molecular (O3) y el ozono (O3), que participan de forma activa en las reacciones de los
radicales libres en los sistemas biologicos. Para englobar todos estos compuestos
derivados del oxigeno, radicales y no radicales, se ha creado el término especie reactiva
de oxigeno (Halliwell, 2006). Asi pues, entre las especies reactivas de oxigeno podemos

encontrar:

e Radicales: El Ion-radical superoxido (O;7), y los radicales hidroxilo ("OH),
alcoxilo (RO"), peroxilo (ROO") y 6xido nitrico (NO").
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No radicales: Peroxido de hidrégeno (H,0,), ozono (O3), hidroperéxido (ROOH),
acido hipocloroso (HOCI), oxigeno singulete (‘0,) y peroxinitrilo (ONOO").

La formacion de ROS es un proceso natural, constante e inevitable asociado a la vida en

condiciones aerobicas. Todas les células producen ROS continuamente. También llegan

ROS procedentes del exterior del organismo. Entre las fuentes enddgenas destacan:

La cadena respiratoria, donde la reduccion de la molécula de oxigeno da lugar a la
formacidon de la mayoria de estos compuestos. Debe sefialarse que el 95 % del
oxigeno que respiramos es reducido a H,O por la accion de la citocromo oxidasa
mitocondrial, ultimo eslabén de la cadena de transporte electronico. De hecho, la
generacion accidental del radical superdxido (O, ") se debe, fundamentalmente, a la
fuga de electrones de diferentes sistemas (cadena de transporte electrénico de
mitocondrias y cloroplastos, citocromos P-450 y enzimas donantes de electrones).
Las células fagocitarias (neutréfilos, monocitos o macrdfagos), utilizan el sistema de
la NADPH oxidasa generando directamente i6n superoxido (O,"). Por otra parte,
como mecanismo de defensa, dichas células generan 6xido nitrico (NO"), por accion
de la oxido nitrico sintasa sobre la L-arginina intracelular. La combinacién del
(O27) con el (NO') da lugar a la formacién del peroxinitrilo (ONOQO") capaz de
inducir peroxidacioén lipidica en las lipoproteinas.

La autooxidacién de compuestos de carbono reducido como aminoécidos, proteinas,
lipidos, glicidos y acidos nucleicos dan lugar también a la formacidon de estos
radicales.

La activacion catalitica de diversas enzimas del metabolismo intermediario como la
hipoxantina 'y xantina oxidasas, aldehido oxidasa, monoamino oxidasa,
ciclooxigenasa y lipoxigenasa, son fuentes representativas de esta produccion

(Gonzélez et al., 2001).

Las fuentes exdgenas de radicales libres pueden ser:

Ambientales: radiacion electromagnética, luz solar, ozono y tabaco, entre otras.
Farmacolégicas: xenobidticos, y drogas, entre otras.

Nutricionales: Contaminantes y aditivos, entre otras.
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Junto a los radicales de oxigeno existen otros derivados centrados en atomos de
hidrégeno, carbono, nitrégeno, azufre, etc., que indiscutiblemente contribuyen a la
propagacion y mantenimiento de nuevas reacciones conducentes a la formacion de

radicales libres.

4.2.1.1. Daiio oxidativo a biomoléculas: Son muchas las especies reactivas de oxigeno
que actuan como oxidantes biologicos, pero el i6n superdxido (O,7) es el mas
significativo. La simple adicion de un proton da lugar a la formacion del radical
hidroxiperoxilo (HO;"), convirtiéndose en un agente oxidante muy activo. Estas

transformaciones basicas se resumen del modo siguiente:

0, + HO,, + H — H,0, +0,
HO,” + HO," + H @——— H,O, + 0O,

0, + O +2H+ — H,O, +0O,

En solucidn acuosa, el i6n superoxido (O, ") no es particularmente reactivo con los
lipidos, glicidos o 4cidos nucleicos y exhibe reactividad limitada frente a determinadas
proteinas. Esta evidencia constata que el anion superoxido reacciona tan solo con
proteinas que contienen metales en su grupo prostético. Este radical tiene una vida
media muy corta, por lo cual no se aleja del lugar de sintesis. Se destruye rapidamente
por dismutacion dando lugar al peroxido de hidrégeno (H,O,), de manera natural o
mediante la enzima superoxido-dismutasa (SOD), jugando un papel muy importante en
la formacion de otros intermediarios reactivos. En este sentido, la principal
trascendencia de los radicales superoxido se debe al hecho de que son la fuente mas
importante de H,O, y que actian como reductores de metales de transicidon, siendo
ambos precursores del peligroso radical hidroxilo (OH). También pueden reaccionar,

entre otros, con el radical 6xido nitrico (NO’) dando lugar al peroxinitrilo (ONOQO")

(1) 0"+ 0, +2H —— H,0, +0,
) 0,” + Fe® —— 0, + Fe"
(3) H,0, + Fe”* ——> OH + OH + Fe"

2) +(3) H0, + 0,7 ——» OH + OH + O,

137




Ensayos de actividad biologica

El estrés oxidativo estd asociado a un exceso de especies reactivas de oxigeno, que

pueden reaccionar con diferentes tipos de componentes celulares como lipidos,

proteinas y acidos nucleicos, produciendo efectos locales y una eventual disfuncion de

los organos. Asi, pueden actuar:

Sobre lipidos poliinsaturados de las membranas produciendo pérdida de la fluidez y
lisis celular como consecuencia de la peroxidacién lipidica (PL). Los lipidos son
probablemente las biomoléculas mas susceptibles al ataque de los radicales libres.
Las especies reactivas de oxigeno, en particular el radical hidroxilo, tienen como
objetivo preferente los acidos grasos poliinsaturados que formen parte de la fase
lipidica de les membranas celulares. La PL se desarrolla mediante una serie de
reacciones en cadena. Una vez puesta en marcha, se propaga rapidamente, dando
lugar a lesiones que disminuyen la fluidez de las membranas.

Sobre las proteinas produciendo inactivacion y desnaturalizacion. De hecho, las
proteinas también pueden ser atacadas por las ROS, produciéndose cambios
estructurales y funcionales; aunque, no son tan susceptibles como los acidos grasos
poliinsaturados, al presentar menores posibilidades para la progresion de las
reacciones en cadena. El ataque de los radicales libres a las proteinas tinicamente se
produce cuando existe una acumulacion de radicales, o cuando el ataque, facilitado
por la unién de la proteina a un i6n de un metal de transicion, converge en un lugar
concreto de la proteina.

Sobre los dacidos nucleicos mediante la modificaciéon de bases produciendo
mutagénesis y carcinogénesis. Las lesiones sobre los acidos nucleicos, igual que en
el caso de las proteinas, no son tan frecuentes, y solamente se dan cuando los
radicales libres se forman en sus inmediaciones (por ejemplo coma consecuencia de
una irradiacién). En este caso, los efectos mas frecuentes son las modificaciones de
les bases, la rotura de las fibras y la formacion de enlaces cruzados. Las lesiones
oxidativas del DNA en condiciones metabdlicas normales son bastante elevadas;
pero existe un grupo de enzimas reparadoras que solucionan estas lesiones. Por lo
tanto, las lesiones oxidativas y las mutaciones van acumuldndose con la edad y
pueden contribuir al desarrollo de enfermedades como el cancer y procesos

inflamatorios cronicos.
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Por otra parte debe de tenerse en cuenta que el organismo también utiliza a estos
compuestos oxidantes en beneficio propio, pudiendo actuar a distintos niveles: como
sefiales intercelulares y reguladoras de genes implicados en el proceso de crecimiento y
desarrollo celular; como inductores de la expresion de genes; regulando la estructura y
funcién de determinadas proteinas; interviniendo en el control del tono muscular;
interviniendo en la sintesis de tiroxina en la glandula tiroides; participando en los

procesos de eliminacidon de patdogenos; entre otros aspectos importantes.

4.2.1.2. Defensa antioxidante: La formacion de estos compuestos oxidantes es
necesaria y beneficiosa para la supervivencia de los seres vivos; pero, si estas especies
reactivas estan en exceso serdn perjudiciales. Por tanto, son necesarias unas defensas
antioxidantes que los neutralicen, de manera que se mantenga un equilibrio entre la
cantidad de especies reactivas y las defensas antioxidantes. En este contexto, el estrés
oxidativo se puede definir como el estado en el cual el nivel de ROS sobrepasa las
defensas antioxidantes del organismo, como resultado de un desequilibrio entre los
sistemas de formacidén y eliminacion de especies reactivas de oxigeno (Finkel &

Holbrook, 2000; Mittler, 2002).

Los antioxidantes son sustancias capaces de prevenir, parar o retardar determinadas
reacciones de oxidacidén, protegiendo las moléculas bioldgicas de las agresiones
oxidativas. Existe un amplio abanico de sistemas y compuestos antioxidantes. Estos se
pueden clasificar segin diferentes criterios, como por ejemplo segin el mecanismo de
accion (enzimatico, no enzimatico), los puntos de actuacion en la cadena oxidativa
(preventivos, reparadores), o segin su procedencia (enddgenos o exogenos). De todas
maneras, todos estos antioxidantes tan diversos no actuan por separado, sino que se
complementan entre si, regenerandose los unos a los otros e interviniendo en diferentes
puntos, conformando un equilibrio de piezas destinado a evitar un exceso de sustancias
oxidantes en el organismo. A continuacion se expone una breve descripcion de cada tipo

de antioxidante, segun su mecanismo de accidn.

4.2.1.2.1. Sistema enzimatico: Los organismos aerobios han desarrollado enzimas
antioxidantes tales como: superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation
peroxidasa (GPx) y DT-diaforasa, que actiian tal y como se muestra en el esquema

siguiente:
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SOD

(1) 20, + 2H' ———> 2H,0, +0;
CAT
(2) 2H202 . 2H20 + Oz
GP.
3) H,O, + GSH ——— GSSH + 2H,0
/ NADPH
GR
\ NADP"
v
2GSH
@) Q + 2 + H DT-diaforasa QH,

La SOD es la responsable de la reacciéon de dismutacién del O, a H,O,, que en
reacciones posteriores catalizadas por la catalasa o por la GPx se detoxificard formando
H,O y O,. La CAT se encuentra principalmente en los peroxisomas y su principal
funcion es eliminar el H,O, generado en la beta-oxidacion de los &cidos grasos,
mientras que la GPx degradara el H,O, citoplasmatico. La DT-diaforasa, cataliza la
reduccion de quinonas y participa en gran medida en la reduccion de compuestos de

estructura quinodnica (Muiiiz et al., 2000).

4.2.1.2.2. Sistema no enzimatico: Las células utilizan una serie de compuestos
antioxidantes o “scavengers” (captadores de radicales libres), como son: vitamina E,
vitamina C, B-caroteno, ferritina, ceruloplasmina, selenio, glutatién reducido (GSH),
manganeso, ubiquinona, zinc, acido urico y sustancias fendlicas (fundamentalmente
flavonoides), como compuestos mas representativos e importantes. Entre ellos, en la
actualidad, los flavonoides extraidos de determinados alimentos cobran especial
importancia (Gonzalez et al., 2001). Su accion dependera en ocasiones de la interaccion
directa con la especie reactiva para rendir complejos estables o de menor reactividad,
mientras que en otras ejerce de cosustrato en la accion catalitica de algunas enzimas. El
GSH, por su parte, es el principal componente citosolico con grupos tiol que puede

actuar de “scavenger” del ‘'OH y como cosustrato de la GPx.

4.2.1.2.3. Sistemas reparadores: Estos se dividen en dos grandes grupos, los directos y

los indirectos:
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e Directo: Reduccion de los grupos S-S de los aminoacidos azufrados de las proteinas
por enzimas especificas como la disulfuro reductasa y la sulfoxido reductasa.

e Indirectos: En primer lugar se reconoce el dafio molecular siendo éste eliminado o
degradado y, en segundo lugar, se sintetiza la parte eliminada. Esto ocurre tanto en
las proteinas oxidadas y los perdxidos lipidicos, como en las oxidaciones del DNA y

RNA.

4.2.1.3. Procesos fisiologicos y patoldgicos relacionados con los radicales libres:
Ante el estrés oxidativo, el organismo responde con la defensa antioxidante, pero en
determinadas ocasiones puede ser insuficiente. Durante los ultimos afios se ha puesto de
manifiesto la existencia de una estrecha relacion entre esta situacion de desequilibrio y
una serie de procesos fisioldgicos y patoldgicos que limitan la calidad y la expectativa
de vida de muchas personas. Entre estos procesos destacan: mutagénesis, cancer,
arteriosclerosis, infarto de miocardio, procesos de isquemia / reperfusion, diabetes,
cataratas, asfixia del neonato, enfermedades inflamatorias, trastornos del sistema
nervioso central y enfermedades neurodegenerativas (e.j. Alzheimer, Parkinson,
esclerosis multiple y sindrome de Down), entre otros (Rice-Evans et al., 1995;
Halliwell, 1996; Aruoma, 2003). Asimismo, los procesos patologicos propios del
envejecimiento se aceleran en relacion directa con la magnitud del estrés oxidativo
(Waris & Ahsan, 2006). Por esto, mientras en un principio se sefialé que los organismos
que vivian mas afios eran aquellos que tenian una tasa metabdlica inferior, actualmente
se ha demostrado que son aquellos con mejores defensas antioxidantes (Finkel &

Holbrook, 2000).

4.2.2. Los compuestos fenodlicos como antioxidantes

En el organismo se produce un equilibrio entre oxidantes / antioxidantes, cuando este
equilibrio se rompe a favor de los oxidantes se produce un estrés oxidativo el cual estd
implicado en muchos procesos fisiopatoldgicos (enfermedades, envejecimiento celular,
etc). Por tanto, es de vital importancia el consumo de productos que contengan
antioxidantes naturales y se pueda mantener el equilibrio entre oxidantes /antioxidantes.
Ademads, si tenemos en cuenta que a medida que el individuo envejece dicho balance se

decanta a favor de los oxidantes, es de vital importancia un consumo de antioxidantes

141




Ensayos de actividad biologica

naturales tales como los compuestos fendlicos, para contrarrestar el desequilibrio (Cao

et al., 1998a; Young et al., 1999).

Los compuestos fendlicos constituyen un grupo muy numeroso de metabolitos
secundarios que derivan fundamentalmente de las rutas biosintéticas del siquimato-
fenilpropanoide, del acetato-malonato y de la ruta mixta fenilpropanoide-acetato. Los
flavonoides y los estilbenos se originan por la ruta mixta (Randhir ez al., 2004). Estos
compuestos, uno de los grupos fitoquimicos mas ampliamente distribuido, son de
considerable importancia, tanto estructural como funcional, para los organismos vivos,
ya que realizan un amplio abanico de funciones bioldgicas (Balasundram et al., 2006).
Ademas, se han asociado con los beneficios sobre la salud derivados del consumo de
altos niveles de frutas y vegetales (Parr & Bolwell, 2000). Los efectos benéficos han

sido atribuidos a su actividad antioxidante (Heim ez al., 2002).

Estructuralmente, los compuestos fendlicos estan conformados por estructuras
aromaticas con uno o varios sustituyentes hidroxilos, presentando un rango que va
desde simples moléculas fendlicas hasta compuestos altamente polimerizados (Bravo,
1998). A pesar de su diversidad estructural, este grupo de compuestos es frecuentemente
referido como polifenoles. La mayoria de los compuestos fendlicos estan conjugados
con mono y polisacaridos, unidos a uno o mas grupos fenolicos. También pueden
presentarse como derivados funcionales de ester y metil-ester (Balasundram et al.,
2006). De tal diversidad estructural resulta un amplio rango de compuestos fendlicos,
que pueden ser categorizados en varias clases, tal como se muestra en la Tabla 8
(Balasundram et al., 2006). De estos, los derivados de 4acidos benzoicos e
hidroxicindmicos, asi como los taninos, son considerados como los compuestos

fenolicos dietarios mas abundantes (King & Young, 1999).

La actividad antioxidante de los compuestos fenolicos se puede llevar a cabo a través de
distintos mecanismos: habilidad captadora de radicales libres, donacion de electrones,
quelacion de cationes metalicos que intervienen en las reacciones de formacién de
especies reactivas de oxigeno, modulacion de la expresion de genes responsables de la
sintesis de enzimas antioxidantes, activacion o inhibicion de enzimas e interaccion con
sefiales celulares (Amarowicz et al., 2004; Huang et al., 2005; Soobrattee et al., 2005;

Balasundram et al., 2006).
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Tabla 8. Clases de compuestos fendlicos en plantas.

Clase Estructura
Fenoles simples, benzoquinonas. Cs

Acidos hidroxibenzoicos. Cs—Cy
Acetofenonas, acidos fenilacéticos. Cs—Cy
Acidos hidroxicinamicos, derivados fenilpropanoides. Cs—C5
Naftoquinonas. Ce—Cy
Xantonas. Ce—C1—Cq
Estilbenos, antraquinonas. Cs—Cy—Cs
Flavonoides, isoflavonoides. Cs—C53—-Cs
Lignanos, neolignanos. (Cs—C3)
Biflavonoides. (Cs—C5—Co)
Ligninas. (Cs—Ci)n
Taninos condensados (proantocianidinas). (C6—C53—Con

El mecanismo mas estudiado ha sido la captacion de radicales libres. Esta propiedad
depende de la estructura quimica de la molécula; ya que, el principal determinante es el
nimero y la localizacion de los grupos hidroxilo dadores de electrones. Al ceder un
electron al radical libre, la molécula se queda con un electron desapareado, que se
estabiliza gracias a la deslocalizacion de los dobles enlaces, segunda caracteristica
importante para la actividad antiradicalaria (Siquet ef al., 2006). En el caso de los 4cidos
benzoicos por ejemplo, la actividad antioxidante depende del niimero y posiciones de
los grupos hidroxilo en relacion al grupo funcional carboxilo (Robards ef al., 1999). Los
acidos monohidroxibenzoicos con una funcion OH en la posicién orto o para con
relacion al grupo COOH, no muestran actividad antioxidante; en cambio, en posicion
meta, son activos (Rice-Evans et al., 1996a). La actividad antioxidante de los acidos
hidroxibenzoicos se incrementa con el grado de hidroxilacion, tal es el caso del acido
galico (trihidroxilado), el cual presenta una elevada actividad antioxidante. Sin
embargo, la sustitucion de los grupos hidroxilo con grupos metoxilo en las posiciones 3

y 5, reduce la actividad (Rice-Evans et al., 1996a).
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Los acidos hidroxicindmicos exhiben una alta actividad antioxidante comparada con la
del correspondiente a el 4cido hidroxibenzoico (Andreasen et al., 2001). El incremento
de la actividad podria ser debida a la presencia del doble enlace conjugado del grupo Cs
(-CH=CH-COOH), el cual incrementa la habilidad de ceder electrones a los radicales
libres en comparacion con el grupo COOH de los acidos hidroxibenzoicos (Rice-Evans
et al., 1996a). Las relaciones estructura-actividad han demostrado, ademas, que el grupo
catecol es el principal determinante de la actividad antioxidante de los fenoles, hecho
que justifica que el acido clorogénico y el acido cafeico sean mas efectivos que los

antioxidantes clasicos como el acido ascérbico (Rice-Evans et al., 1996a).

En el caso particular de los flavonoides, el estudio de la relacion estructura-actividad es
mas complicado, debido a la relativa complejidad de las moléculas. Algunas de las

caracteristicas estructurales que determinan la actividad antioxidante son:

e El grado de hidroxilacion y la posicion del grupo OH en el anillo B; en particular,
una estructura orto-dihidroxilo (grupo catecol) produce una elevada actividad, ya
que confiere una mayor estabilidad al radical aroxilo por deslocalizacion electronica
(van Acker et al., 1996); actuando ademas como sitio de fijacidon preferida para
trazas de metales (Pietta, 2000).

e La presencia de grupos hidroxilos en las posiciones 3°, 4’ y 5 del anillo B (grupo
pirogalol) ha sido reportada por incrementar la actividad antioxidante, en
comparacion con la de flavonoides que tienen un simple grupo hidroxilo. Sin
embargo, bajo las mismas condiciones, tales compuestos pueden actuar como pro-
oxidantes, neutralizando el efecto antioxidante (van Acker et al., 1996).

e Un doble enlace entre los carbonos C-2 y C-3, conjugado con el grupo 4-oxo, en el
anillo C, incrementa la capacidad captadora de radicales de los flavonoides (Pietta,
2000).

e Un doble enlace entre C-2 y C-3, combinado con un 3-OH, en el anillo C,
incrementa también la capacidad captadora de radicales, como es el caso del
camferol (van Acker et al., 1996). Una sustitucion del grupo 3-OH produce un
incremento del é4ngulo de torsion y una pérdida de coplanaridad 'y,

subsecuentemente, una reduccion de la actividad antioxidante (Seeram & Nair,

2002).
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e La sustitucion de grupos hidroxilo en el anillo B por grupos metoxilos altera el
potencial redox y la capacidad captadora de radicales de los flavonoides (Pietta,

2000; Seeram & Nair, 2002).

4.2.2.1. Biflavonoides como antioxidantes: Son pocos los trabajos publicados con
relacion a la actividad antioxidante de biflavonoides y, en algunos casos,
contradictorios. Algunos de ellos estudian fracciones de extractos con caracterizacion
tanto fitoquimica como antioxidante. Entre ellos tenemos el de la fraccion biflavonoide
aislada a partir de Araucaria angustifolia (Araucariaceae) y conformada principalmente
por biflavonoides del tipo amentoflavona. Esta fraccidn fue capaz de proteger
membranas liposomales contra la degradacion peroxidativa causada por irradiacion UV
(Yamaguchi et al., 2005). A su vez, la fraccidbn mas activa en cuanto a la proteccidon
frente a la peroxidacidn lipidica, obtenida a partir del extracto etanolico de Hypericum
perforatum, era la Unica que contenia biflavonoides, entre ellos amentoflavona y
biapigenina (Silva et al., 2005). Dicha fraccion estuvo, ademas, entre las mas activas
como captadoras de radicales libres. Otra especie del género Hypericum, H.
Triguetrifolium, ha sido reportada por contener biapigenina, un compuesto con una
potente actividad antioxidante (Couladis ef al., 2002). Por otro lado, a partir de Garcinia
xanthochymus fueron aislados una serie de biflavonoides. En este caso, la menor
actividad captadora de radicales DPPH™ fue observada para los biflavonoides
amentoflavona y biapigenina con una CEsy por encima de 100 uM; los mas activos
fueron los biflavonoides del tipo morelloflavona (Baggett ef al., 2005). Recientemente,
el biflavonoide morelloflavona se reportdé como un potente antioxidante frente a la
oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (Hutadilok-Towatana ef al., 2007). Algunos
biflavonoides también han sido reportados por presentar efectos protectivos en estudios
de muerte celular inducida por estrés oxidativo con H,0,. Todos los biflavonoides
evaluados a una concentracion de 10 uM redujeron significativamente la muerte celular
provocada por el peroxido de hidrogeno; entre ellos, los biflavonoides de los tipos

amentoflavona, hinokiflavona y ochnaflavona (Kang et al., 2005).
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Material y Métodos
4.3. Material y Métodos

4.3.1. Actividad antiprotozoaria in vitro

Los ensayos in vitro frente a protozoos parasitos se llevaron a cabo en el Swiss Tropical
Institute de Basilea, Suiza. Ocho alcaloides aislados de Phaedranassa dubia y seis
biflavonoides aislados de Garcinia madruno, se evaluaron sobre cuatro tipos de
parasitos responsables de diferentes enfermedades en humanos. En la Tabla 9 se
muestra el nombre, cepa y estadio, asi como el patron empleado en cada caso. Los
valores se expresan como Clsy en pg/ml. A su vez, la toxicidad de estos compuestos se
evalué empleando macrdéfagos y células L-6, expresandose los resultados en forma de

concentracion minima inhibitoria (MIC) en pg/ml.

Tabla 9. Protozoos parasitos y patrones utilizados en los ensayos in vitro.

Parasito Cepa Estadio Patron

T. cruzi Talahuen C4 Tripomastigotes Benznidazol
T. b. rhodesiense STIB 900 Tripomastigotes Melarsoprol
L. donovani MHOM-ET-67/LL82 Amastigote Pentostam
P. falciparum K1 IEF Cloroquina

4.3.1.1. Ensayo in vitro frente a Trypanosoma cruzi: Mioblastos de rata (células L-6)
se sembraron en microplacas en una proporcion de 2.000 células / pozo, cada uno de los
cuales contenia 100 pl de medio RPMI 1640 con un 10 % de suero fetal bovino (FBS) y
2 mM de L-glutamina. Después de 24 h se afiadieron 100 pl / pozo de una solucién que
contenia 5.000 tripomastigotes de 7. cruzi (cepa Talahuen C4 portadora del gen
galactosidasa Lac Z) y, ademas, diluciones seriadas del compuesto a ensayar. Las placas
se incubaron a 37 °C en una atmosfera con un 5 % de CO; durante 4 dias. A las 96 h, la
MIC se determind microscopicamente. Para determinar el 1Csy se afiadio el sustrato
CPRG / Nonicet a cada pocillo. El color de la reacciéon se desarrollo en las siguientes 2-
4 h y se ley6 fotométricamente a 540 nm. Los valores de ICsy se calcularon a partir de
los valores de la curva de inhibicién sigmoidal. La toxicidad se determind utilizando la

misma serie de diluciones sobre células L-6 no infectadas.
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4.3.1.2. Ensayo in vitro frente a Trypanosoma brucei rhodesiense: 50 pl de medio
minimo esencial suplementado con 2-mercaptoetanol y un 15 % de suero de caballo
inactivado térmicamente (Baltz er al., 1985) se afiadieron a cada pozo de una
microplaca de 96 pozos. Diluciones seriadas del compuesto a ensayar se adicionaron a
cada pozo. Posteriormente se afiadieron 50 pl de suspension de 7. b. rhodesiense y se
incubd a 37 °C en una atmosfera con un 5 % de CO, durante 72 h, tras lo cual se
afladieron 50 pl de Alamar azul, prolongandose la incubacién 2-4 h mas. La placa se
ley6 con un cytofluor Millipore 2300, empleando una A de excitacion de 530 nm y una A
de emisioén de 590 nm (Réz er al., 1997). Las lecturas fluorescentes se expresaron en
porcentajes respecto a la lectura control y se determinaron los valores de ICsg. El control

se preparo sin compuesto activo.

4.3.1.3. Ensayo in vitro frente a Leishmania donovani: Macrofagos peritoneales de
raton se sembraron en microplacas Lab-tek de 16 cdmaras, contendiendo un medio
RPMI 1640 con un 10 % de FBS inactivado por calor. A las 24 h se afiadieron
amastigotes de L. donovani y macrofagos en una proporcion 3:1, respectivamente.
Después de 4 h, se reemplazo el medio RPMI 1640 y tras una incubacion de 24 h, se
sustituyd nuevamente por medio RPMI 1640 conteniendo diferentes concentraciones
del compuesto a ensayar. Posteriormente, las placas se incubaron 4 dias a 37 °C bajo
una atmosfera con un 5 % de CO, vy, tras eliminar el medio, se fijaron con MeOH y se
tifieron con Giemsa. La relacion entre los macréfagos infectados y los no infectados se
determind microscdpicamente. Los valores se expresaron en porcentajes respecto a la

lectura control y el valor de ICs se calculd por regresion linear.

4.3.1.4. Ensayo in vitro frente a Plasmodium falciparum: La actividad antiplasmddica
se determind empleando cepas K1 (resistentes a la cloroquina y a la piremetamina). Se
utilizé para ello una modificacion del ensayo de la incorporacién de [*H]-hipoxantina
(Ridley et al., 1996). Asi, los glébulos rojos recién infectados fueron sometidos a una
serie de diluciones en microplacas, permaneciendo durante 48 h a 37 °C en una
atmosfera con cierta carencia de oxigeno y con exceso de CO,. La hipoxantina marcada
se afiadi6 a cada pozo y, luego de incubar durante 24 h, se filtraron y se sometieron a un
contaje mediante un contador de centelleo liquido. El valor de ICs, se calculd a partir de

la curva de inhibicion sigmoidal obtenida. El ensayo se realizo por duplicado.
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4.3.2. Ensayo de la actividad inhibitoria de la formacion de B-hematina

Para el ensayo de inhibicién de la formacidon de B-hematina se utilizé el método de
Baelmans con algunas modificaciones (Osorio et al., 2005). En resumen, la sintesis de
la B-hematina se realiz6é con una mezcla de: 100 pl de hemina 6,5 mM recién preparada,
disuelta en una solucion de NaOH 0,2 N; 50 ul de 4cido acético glacial 17,4 M; 50 pl de
H,0 destilada; y 200 pl de tampdn acetato de sodio trihidratado 3 M, con un pH final
aproximado de 4,0 (pHmetro Schott handylab 1 pH2000 CII). La mezcla fue incuba
durante 1h a 60 °C. Posteriormente, fue centrifugada a 12.000 rpm durante 10 min
(centrifuga 5415 Eppendorf, Brinkmann). Luego de descartar el sobrenadante, el
precipitado fue lavado 3 veces con 200 pl de DMSO para eliminar la hemina no
reaccionante. El solido de B-hematina obtenido fue disuelto en una solucién de NaOH
0,1 N, de la cual se tomd una alicuota para la lectura espectrofotométrica a 386 nm
(Spectronic® Genesys 2). La formaciéon de B-hematina se monitoreo por medio de
espectroscopia IR-TF (Perkin-Elmer), utilizando un rango de barrido entre 4.000 y 600
cm’’. Para la evaluacion de la actividad inhibitoria de los compuestos puros, los 50 pl de
H,O fueron remplazados por una solucidon de la sustancia correspondiente a una
concentracion final de 2,0 mg/ml. Con la lectura espectrofotométrica se calcularon los

porcentajes de inhibicion mediante la formula:

Ab
%Inhibicion =100 *| ] — | ——2uesta
Abcontral

Donde Abyuesira Y Abconnror SON la absorbancia de la B-hematina con y sin el uso de la
sustancia a evaluar, respectivamente. El difosfato de cloroquina (CQ) fue utilizado
como control positivo y su actividad inhibitoria fue expresada en términos de Clsy. Es
decir, la concentracion de CQ necesaria para la inhibicion del 50 % de la formacion de
B-hematina, la cual es calculada mediante el paquete estadistico GraphPad 4.0 (Prism,

USA). Todos los ensayos fueron realizados dos veces por triplicado.
4.3.3. Actividad antioxidante

4.3.3.1. Cinética de decoloracion del radical libre DPPH: El efecto de cada uno de
los biflavonoides y de la fraccion biflavonoide (FB) sobre el radical DPPH™ fue
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estimado de acuerdo al procedimiento descrito por Brand-Williams y col (1995). Asi,
una alicuota (500 pl) de las soluciones conteniendo diferentes concentraciones de los
biflavonoides fue agregada a 1000 pl de una solucién metandlica de DPPH" (0,02
mg/ml). La absorbancia a 517 nm fue tomada cada dos minutos, en un Cary 50, hasta
que la reaccion se estabilizard. La concentracion de DPPH™ en el medio de reaccion

([DPPH]r) fue calculada de acuerdo con la ecuacion de la recta:

Asi7am = 31.63 [DPPH']1 - 0.01686

Con un coeficiente de regresion linear igual a 0.999, y una desviacion estdndar de

0.004351.

El porcentaje de DPPH’ remanente (%[DPPH’] rgm) fue calculado por la siguiente

expresion:

%[DPPH’] rem = ([DPPH']r/ [DPPH'])*100

Para diferentes concentraciones de los biflavonoides y de la FB, los parametros de
tiempo necesario para disminuir en un 50 % la concentracion de DPPH" (T'sy, segundos)
y la concentracion de DPPH" en el estado estable (DPPH';, mmol DPPH’), fueron
calculados mediante el paquete estadistico GraphPad 4.0 (Prism, USA). El modelo de
curva dosis-respuesta obtenido al graficar el porcentaje de DPPH" remanente frente a la
concentracion de antioxidante, permite calcular la cantidad de antioxidante necesaria

para estabilizar en un 50 % el radical libre (CEsg) (Motulsky & Christopoulos, 2003).

La cantidad de DPPH’ estabilizado se estimé para los primeros cuatro minutos de
reaccion en una concentracion de compuesto cercana al valor de CEsj. Estos valores
fueron convertidos a un ratio dividiéndolos por el total de DPPH’ reducido en el estado
estable. Este ratio fue denominado indice de Reduccion (RIt5), un parametro cinético
que mide la velocidad de reaccion de la reduccion del DPPH’ (Silva et al., 2005). Todos
los pardmetros fueron calculados graficamente utilizando el software GraphPad 4.0

(Prism, USA).



Material y Métodos

4.3.3.2. Inhibicion de la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL)

4.3.3.2.1. Aislamiento de LDL: La fraccion de LDL fue obtenida por
ultracentrifugacion, aplicando un gradiente discontinuo de densidad en un equipo
Beckman XL-100, utilizando un rotor SW-55Ti y tubos ultraclear de 5 ml (Ted
Wilsona). Se parte de 50 ml de plasma procedente de voluntarios sanos y no fumadores
(20-25 afios), que se centrifugaron a 2.500 rpm y a 4 °C con citrato de sodio como
anticoagulante (10,6 umol citrato de sodio/ml de sangre). La fraccion Quilomicrones-
VLDL fue obtenida adicionando 1,6 ml de NaCl (1,006 g/ml) sobre 3,2 ml de plasma y
centrifugando a 5 °C por un periodo de 12 h a 49.500 rpm. La fraccion superior (1,6 ml)
fue retirada y se adicionaron 1,6 ml de KBr (1,182 g/ml), centrifugdndose nuevamente a
5 °C durante 18 h a 49.500 rpm. Se utilizé la SDS-PAGE para confirmar la pureza de
las fracciones colectadas (Quilomicrones, VLDL, LDL, y HDL).

4.3.3.2.2. Cuantificacion del contenido proteico: La fraccion LDL obtenida por
ultracentrifugacion fue cuantificada por el ensayo estdndar mediante espectrofotometria

(Protein Quantification Kit-Rapid de Fluka).

4.3.3.2.3. Oxidacion de la LDL: 400 pl de LDL a una concentracion de 430 pg/ml, se
preincubaron durante 15 minutos con 50 pl de los biflavonoides y de FB a diferentes
concentraciones. La oxidacion se inicid con la adicion de 50 pl de una solucion de
CuSO4 (100 pM) y se mantuvo la reaccion a 37 °C durante 12 h. El proceso se detuvo
con la adicién de 25 pl de una solucién al 1 % de EDTA y enfriando en un bafio de

hielo durante 15 minutos.

4.3.3.2.4. Determinacion TBARS: Los productos de la peroxidacion lipidica,
principalmente malonildialdehido (MDA), formados durante el proceso de oxidacion,
fueron medidos en un espectrofotometro Cary 50 aplicando el método TBARS (del
inglés, "Thiobarbituric Acid Reactive Substances"). Para ello, se adicioné 1 ml de una
solucion que contiene: 0,67 % de acido tiobarbiturico (TBA), 15 % de 4cido
tricloroacético (TCA) y 0,1 N de HCI, a 0,5 ml de la solucion de oxidacion de la LDL.
El croméforo obtenido a partir del TBA y el MDA, se forma a 95 °C al cabo de 60
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minutos. La solucidn fue pasada a través de filtros de esteres de metilcelulosa (0,20
micrones). Las lecturas de tres experimentos independientes se realizaron a 532 nm, y la
cantidad de equivalentes de malondialdehido (MDA) formados se calculé usando un

coeficiente de extincién molar de 1.56 x 10° M'em™ (Rojstaczer & Triggle, 1996).
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4.4. Resultados y Discusion

4.4.1. Actividad bioldégica antiprotozoaria

El estudio sistematico de compuestos antiprotozoarios procedentes de plantas ha
requerido el desarrollo de bioensayos, especialmente in vitro, que permitan evaluar, de
forma rapida y fiable, la actividad contra protozoos patdégenos de un gran niimero de
extractos vegetales. Los ensayos in vitro son particularmente utiles para el
fraccionamiento biodirigido de los extractos de especies vegetales activas. Sin embargo,
no siempre es posible ensayar contra los estados del ciclo de vida de los protozoos que
verdaderamente infectan el hombre; ya sea porque no pueden ser cultivados o porque
podrian no infectar los modelos animales utilizados. Asi, por ejemplo, los ensayos in
vitro frente a las especies de Trypanosoma spp., se realizan frecuentemente utilizando la
forma epimastigote, la cual se halla en el insecto vector. A su vez, los ensayos in vitro
contra P. falciparum no fueron desarrollados hasta el afio 1979 y no ha sido posible
cultivarlos en modelos con animales inferiores, de manera que el ensayo in vivo utiliza
de forma rutinaria el parasito de roedores, P. berghei (Wright, 2004). A pesar de esto,
estas evaluaciones ofrecen un valor indicativo de la posible actividad antiparasitaria de

los extractos y metabolitos evaluados (Chan & Pefia-Rodriguez, 2001).

4.4.1.1. Actividad antiprotozoaria in vitro de alcaloides de Amaryllidaceae: Ocho
alcaloides aislados de Phaedranassa dubia se ensayaron frente a cuatro protozoos:
Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei rhodesience, Leishmania donovani y
Plasmodium falciparum, en colaboracidon con el Swiss Tropical Institute de Basilea. La
actividad antiprotozoaria in vitro (Clsp) de los compuestos ensayados se muestra en la
Tabla 10. Igualmente, se evalud la actividad citotoxica de estos compuestos sobre la
linea celular L6 (mioblastos de ratas). También fue evaluada la capacidad inhibitoria de
la formacién de B-hematina (IfB-h) en aquellos compuestos que presentaron actividad

antiplasmodial (Tabla 10).

En comparacién con los demas alcaloides, el compuesto (7) mostré una elevada
actividad frente a tres de los cuatro parasitos ensayados. Este alcaloide mostr6 actividad
frente a 7. b. rhodesiense (ICsy = 0,97 ng/ml; Melarsoprol, ICsy = 0,003 pg/ml), 7. cruzi
(ICso = 0,85 pg/ml; Benznidazol, ICso = 0,22 ug/ml) y P. falciparum (1Cso = 0,09 pg/ml;
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Tabla 10. Actividad antiparasitaria in vitro, inhibicién de la formacion de B-hematina (IfB-h) y toxicidad de los alcaloides aislados de P. dubia.

Parésito T.b.rhodesiense T. cruzi L. donovani P. falciparum IfB-h° Citotoxicidad
Estado Trypomastigote Trypomastigote Amastigote IEF

Cepa STIB 900 Tulahuen C4 MHOM-ET-67/L82 K1 L6
Estandar/compuesto ICso? ICso? 1Cso? ICso? ICso?
Fedranamina (1) 28,75 > 30,00 > 30,00 431 > 90,00
Pseudolicorina (2) 10,48 > 30,00 > 30,00 0,24 5,40 > 90,00
Sanguinina (3) 22,49 > 30,00 > 30,00 > 5,00 > 90,00
Galantamina (4) 37,92 > 30,00 > 30,00 > 5,00 > 90,00
Epinorgalantamina (5) 25,46 > 30,00 > 30,00 > 5,00 > 90,00
Hemantamina (6) 0,49 > 30,00 > 30,00 0,69 6,21 > 90,00
Ungeremina (7) 0,97 0,85 > 30,00 0,09 0,69 17,30
Zetbetaina (8) 39.22 > 30,00 > 30,00 > 5,00 > 90,00
Melarsoprol 0.003

Benznidazol 0,220

Pentostam 0,170

Cloroquina 0,046 98,060°
Podophyllotoxina 0,008

* Todos los valores en: pg/ml.
b Porcentaje de inhibicién de la formacion de B-hematina a 2,0 mg/ml.

¢ La cloroquina se evalu6 a 1,3 mg/ml (ICso = 0,84 mg/ml).
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Cloroquina, ICsy = 0,046 pg/ml), pero no frente a L. donovani. Ademads, a pesar de
mostrar algin grado de citoxicidad hacia las células L6 (ICso = 17,30 pg/ml;
Podophyllotoxin, ICso = 0,008 pg/ml), su indice de selectividad (ICsy 16 / ICsp k1) para
P. falciparum estuvo alrededor de 185, lo cual confirma la actividad selectiva del
compuesto 7 hacia este protozoario. A su vez, el compuesto 2 presento actividad frente
a P. falciparum (1Cso = 0,24 pg/ml) y el compuesto 6 mostro cierta efectividad in vitro
frente a 7. b. rhodesiense (1Cso = 0,49 pg/ml) y P. falciparum (1Cso = 0,69 pg/ml). Los
resultados de este ultimo compuesto estan de acuerdo con publicaciones anteriores, en
las cuales se muestra la actividad antiplasmodial de la hemantamina (Herrera et al.,
2001a; Sener et al., 2003). Para los compuestos 2 y 6 no se observo actividad citotoxica
hacia las células L6, lo cual confirma la actividad selectiva hacia los parasitos

protozoarios.

Ninguno de los alcaloides aislados de P. dubia presentd actividad antiprotozoaria
similar a la de los medicamentos estandar. Sin embargo, y debido a la baja toxicidad
mostrada por algunos de ellos, podrian ser considerados como moléculas de partida
(cabezas de serie) para el desarrollo de farmacos antiparasitarios. Son especialmente
interesantes: pseudolicorina, hemantamina y, principalmente, ungeremina. Igualmente,
la estructura de estos compuestos puede aportar ideas para la sintesis compuestos
alternativos para el tratamiento de estas afecciones. Cierto es que todo ello requiere

estudios en profundidad.

Los datos disponibles de la actividad antiprotozoaria in vitro de los alcaloides aislados
de P. dubia son insuficientes para abordar una aproximacion de relacion estructura-
actividad. Sin embargo, teniendo en cuenta datos disponibles en nuestro laboratorio
sobre estudios de alcaloides de Amaryllidaceae con actividad frente a P. falciparum
(Tabla 11), se puede obtener una valiosa informacién de los alcaloides de tipo licorina,
crinina, galantamina y hemantamina en relacion con su actividad biologica. En términos
generales, se observa que algunos alcaloides de tipo licorina y hemantamina presentan
mayor actividad antiplasmodial in vitro frente a la cepa K1 de P. falciparum. Las
actividades antiplasmodiales (valores de Clsg) se encuentran en el orden de 0,09 a 0,70
pg/ml. Estos datos fueron analizados estadisticamente por medio de un andlisis de
varianza (ANOVA), utilizando el software GraphPad 4.0 (Prism, USA) (Figura 65).

Todos aquellos datos de Clso mayores de 5.0 ug/ml no fueron incluidos en el analisis.
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Tabla 11. Actividad antiplasmodial in vitro de alcaloides de Amaryllidaceae.

Compuesto 1Cs? Compuesto 1Cs?
Tipo Crinina Tipo Galantamina

Fedranamina 4,31 Sanguinina >5,0
Crinamidina 5,90 Galantamina >5,0
Flexinina 7,20 Epinorgalantamina >5,0
Amabilina >5,0 3-O-acetilsanguinina 1,37
Macowina > 5,0

Tipo Hemantamina Tipo licorina

Hemantamina 0,69 Pseudolicorina 0,24
Crinamina 0,69 Galantina 0,25
Maritidina >5,0 Zefirantina >5,0
Hemantidina 0,70 Ungeremina 0,09
11-Hidroxivitatina 2,04 Zefbetaina >5,0
Cloroquina 0,046

* Todos los valores son en pg/ml frente a la cepa K1 de P. falciparum.

ICs0

Licorina Hemantamina Crinina

Figura 65. Comparacion de la actividad antiplasmodial de los alcaloides de tipo
licorina, hemantamina y crinina. Cada columna representa la media + S.E.M de los

alcaloides de la Tabla 11 con Clsyp < 5,0 pg/ml.
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Asi, los alcaloides de tipo galantamina fueron eliminados por no presentar datos
suficientes para la determinacidn del error estandar de la media. Estadisticamente, existe
una diferencia significativa entre la actividad antiplasmodial de licorina vs crinina (p-
value < 0,05), segun el test de comparaciéon multiple de Dunn’s. Los alcaloides de tipo
licorina presentan mayor planaridad en el espacio en comparaciéon con los de tipo
hemantamina y crinina, que presentan un puente 5,10b-etano con orientacion a y B,
respectivamente. Quizds este aspecto es importante para desempefiar su funcion

antiplasmodial.

4.4.1.2. Actividad inhibitoria de la formacion de B-hematina (Ifp-h): Fue evaluada
la capacidad inhibitoria de la formacidon de PB-hematina (IfB-h) para comprobar el
posible mecanismo de accion de los alcaloides aislados de P. dubia que presentaron
algin grado de actividad frente a P. falciparum (compuestos 2, 6, 7; Tabla 10). La
relevancia de evaluar dicha actividad se basa en la siguiente observacion: En su ciclo
intraeritrocitico, el pardsito de la malaria degrada una gran cantidad de la hemoglobina
presente en el citoplasma de la célula huésped (entre el 60—-80 %) (Francis, 1997).
Durante el proceso de proteolisis de la hemoglobina, en la vacuola digestiva acida del
parasito, se produce un compuesto hemo (Ferriprotoporfirina IX), potencialmente tdxico
para el microorganismo (Goldberg ef al., 1990; Loria ef al., 1999). El parésito carece de
hemo oxigenasa, enzima del que disponen otras especies. Por esto, este compuesto se
elimina, en parte, incorporandolo en una sustancia cristalina, inerte e insoluble,
denominada hemozoina (o pigmento malarico) (Slater et al., 1991; Goldberg et al.,
1992) y, el resto, mediante procesos de degradacion peroxidativos (Loria et al., 1999).
Esta funcion especializada hace de la vacuola digestiva de P. falciparum una diana
atractiva para la busqueda de nuevos compuestos antimaldricos. Asi, un compuesto
capaz de inhibir la formacién de hemozoina, podria ser potencialmente letal para el
pardsito. Para muchas sustancias, su habilidad de inhibir esta formacion esta
directamente relacionada con su potencialidad antimaldrica (Egan et al., 1994; 1999;

Raynes et al., 1996; Dorn et al., 1998).

Una sustancia similar a la hemozoina, la B-hematina, puede ser formada in vitro a partir
de una solucién de hemina (hidroxiferriprotoporfirina 1X) bajo ciertas condiciones de
pH, temperatura y concentracién de sales, que simulan el ambiente de la vacuola

digestiva (Dorn ef al., 1995; Adams et al., 1996; Basilico ef al., 1998). La -hematina
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sintética es espectrofotométrica y quimicamente idéntica a la hemozoina. Ademas
conserva las propiedades de solubilidad de la sustancia nativa (Bohle et al., 1997,
Pagola et al., 2000), lo cual la hace 1til en el estudio y disefio de nuevos agentes
terapéuticos. La metodologia aplicada para la formacion de B-hematina se controld por
espectroscopia de IR-TF, pudiéndose distinguir inequivocamente la hemina de la
B-hematina (Basilico ef al., 1998). El espectro IR de B-hematina mostrd bandas a 1.662
y 1.209 cm™, caracteristicas de la union hierro-carboxilato (Slater et al., 1991), las

cuales no estan presentes en el espectro IR de la hemina (Figura 66).

'.a.:. < 'll ! 1660
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Figura 66. Espectro IR-TF de hemina y PB-hematina. El espectro IR de P-hematina

presenta bandas a 1.660 y 1.210 cm™ caracteristicas de la union hierro-carboxilato.

En general, los compuestos evaluados a una concentracion de 2 mg/ml, no presentaron
actividad IfB-h, lo cual sugiere que su posible mecanismo de accidén no esta relacionado
con la inhibiciéon de la formacion de la hemozoina (pigmento malérico). Podriamos
tener un modelo de compuestos que no presentaria resistencia cruzada en parasitos
resistentes a la cloroquina. De hecho, se requieren estudios adicionales para determinar
el eventual mecanismo de accidon. De todas maneras, en el ensayo IfB-h, el valor de Clsg
de la cloroquina fue de 1,15 mg/ml (2,24 mM). Estos resultados estan en concordancia
con publicaciones anteriores (Baelmans et al., 2000), donde se muestra que un exceso

de cloroquina, practicamente previene la formacion de B-hematina a pH 4,8 y 36°C.
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4.4.1.3. Actividad antiprotozoaria in vitro de los biflavonoides de G. madruno: Seis
biflavonoides puros y la fraccion biflavonoide (FB), aislados de G. madruno, se
ensayaron frente a cuatro protozoos: 7. cruzi, T. b. rhodesience, L. donovani y P.
falciparum, en colaboracion con el Swiss Tropical Institute de Basilea. La actividad
antiprotozoaria in vitro (Clsy) de los compuestos ensayados se muestra en la Tabla 12.
Igualmente, se evalud la actividad citotoxica de estos compuestos sobre la linea celular
L6 (mioblastos de ratas). En términos generales, los diferentes biflavonoides, asi como
la fraccion FB, no presentaron elevada actividad antiprotozoaria frente a 7. b.
rhodesience, T. cruzi'y L. donovani. Solamente el compuesto amentoflavona (1) mostro
una moderada actividad antitripanosomal, con una ICsy menor de 20,0 pg/ml frente a 7.
b. rhodesience. Por otro lado, dos compuestos, amentoflavona (1) y volkensiflavona (3),
presentaron una baja actividad antiplasmodial con valores de ICsy de 4,02 y 4,39 pg/ml,

respectivamente.

Todos los biflavonoides evaluados en este estudio, presentan una union inter-flavonoide
de tipo C—C. Sin embargo, la unién C3'—C8" del compuesto 1, parece tener relevancia
con respecto a la actividad antiprotozoaria. A pesar de no presentar una elevada
actividad, el compuesto amentoflavona (1), mostro la mayor accion frente a los
parasitos 7. b. rhodesience y P. falciparum, en comparacion con los demas
biflavonoides, todos con unién inter-flavonoide C3—C8". No obstante, se requieren
algunos parametros estructurales adicionales para alcanzar una actividad bioldgica
efectiva; asi, los biflavonoides con unién inter-flavonoide de tipo C—C, presentan una
tendencia a incrementar la actividad antimalérica, segun el nimero de grupos metoxilo
en la molécula (Weniger et al., 2006). Ademas, la escasa actividad de los biflavonoides
del tipo morelloflavona, esta en concordancia con publicaciones anteriores (Mbwambo

et al., 2006).

La motivacion para el estudio de la actividad antiprotozoaria de los biflavonoides
aislados de G. madruno, se debe, principalmente, al elevado nimero de estudios que
muestran a estos compuestos como potencialmente bioactivos y, a las diferentes
propiedades reportadas a partir de extractos del género Garcinia. Recientemente, los
biflavonoides han estado en la vanguardia de los polifenoles por su actividad antiviral y
antituberculosa (Lin et al., 1997; 1999; 2001). Los biflavonoides también se han

reportado por presentar actividad antinociceptiva (Bittar et al., 2000), citotoxica (Lin et
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Tabla 12. Actividad antiparasitaria in vitro y toxicidad de los biflavonoides aislados de G. madruno.

Parésito T.b.rhodesiense T. cruzi L. donovani P. falciparum Citotoxicidad
Estado Trypomastigote Trypomastigote Amastigote IEF

Cepa STIB 900 Tulahuen C4 MHOM-ET-67/L82 K1 L6
Estandar/compuesto ICso? ICso? ICso? 1Cso? 1Cso?
FB > 90,00 > 30,00 > 30,00 > 5,00 > 90,00
Amentoflavona (1) 19,70 > 30,00 > 30,00 4,02 86,99
Morelloflavona (2) 73,20 > 30,00 > 30,00 > 5,00 89,90
Volkensiflavona (3) 27,60 > 30,00 > 30,00 4,39 45,02
Fukugisido (4) >90,00 > 30,00 > 30,00 > 5,00 >90,00
Madrunoudeasido (5) >90,00 > 30,00 > 30,00 > 5,00 >90,00
Spicatasido (6) >90,00 > 30,00 > 30,00 > 5,00 >90,00
Melarsoprol 0,003

Benznidazol 0,440

Miltefosina 0,170

Cloroquina 0,072

Podophyllotoxina 0,006

* Todos los valores en: pg/ml.
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al., 2000; Chen et al., 2005), antiinflamatoria (Kim ez al., 2000; Chen et al., 2006),
neuroprotectiva (Kang et al., 2005), hepatoprotectora (Farombi et al., 2000),
antioxidante (Baggett et al., 2005; Deachathai et al., 2005; Yamaguchi et al., 2005),
antimicrobial (Verdi et al., 2004; Han et al., 2005; Pegnyemb et al., 2005) y
especialmente, antiprotozoaria (Ahmed et al., 2001, Suarez et al., 2003, Nunome et al.,
2004; Weniger et al., 2006). Los extractos obtenidos a partir de hojas y tallos de G.
madruno, han presentado actividad antibacterial, siendo especialmente activos frente a
Staphylococcus aureus (Suffredini et al., 2006). Otras especies del género Garcinia han
sido extensamente reportadas por presentar diferentes actividades bioldgicas, tales como
curativa de infecciones superficiales y heridas (Mahabusarakam et al., 1987),
antimicrobiana (Grosvenor et al., 1995; Mackeen et al., 1997b; Taiwo et al., 1999;
Mackeen et al., 2000; Verdi et al., 2004), antitumoral (Murakami et al., 1995),
antinematoda (Mackeen ef al., 1997a), antioxidante (Mackeen et al., 2000), tripanocida

(Abe et al., 2002) y antiplasmddica (Tona et al., 2004).

4.4.2. Actividad antioxidante de biflavonoides de Garcinia

En los ultimos afios ha cobrado especial interés el estudio de la actividad biologica de
los polifenoles y en especial la evaluacion de la capacidad antioxidante asociada a ellos.
Estos compuestos, a menudo actian de forma sinérgica con las vitaminas C y E,
aumentando y prolongando los beneficios de estas vitaminas (Rice-Evans ef al., 1996b;
Soobrattee et al., 2005). Se ha comprobado su capacidad para actuar como dadores de
electrones o quelantes de idnes metalicos como el hierro y el cobre, inhibiendo la
oxidacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Rice-Evans ef al., 1996b). Las LDL
estan implicadas en la patogénesis de las enfermedades coronarias e inhiben la
agregacion plaquetaria (Hertog et al., 1997; Gonzalez et al., 2001). Es por ello que en
este trabajo, fue examinada la actividad antioxidante de la fraccidn biflavonoide (FB) y
de los compuestos aislados de G. madruno por medio de dos sistemas, el método del
2,2’-difenil-1-picrilhidracil (DPPH") y la inhibicion de la peroxidacion de lipoproteinas
de baja densidad (LDL).

4.4.2.1. Actividad captadora de radicales libres (Método del DPPH’): El DPPH’ es
un reactivo util para la investigacién de la actividad captadora de radicales libres de

compuestos fendlicos (Lebeau et al., 2000). La reduccion de la absorcidon del radical
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DPPH’ es una medida indicativa de la capacidad de una sustancia para atrapar radicales
libres, independientemente de cualquier actividad enzimatica. La solucion de DPPH’
recién preparada es de color purpura oscuro, con un maximo de absorciéon a 517 nm.
Este color, generalmente, disminuye cuando un antioxidante estd presente en el medio;
asi, las moléculas antioxidantes pueden hacer disminuir la concentracion de los
radicales libres del DPPH" (proporcionando los electrones que eventualmente
reaccionaran con el DPPH’), convirtiéndolo en un producto incoloro (2,2-difenil-1-
hidrazina o en analogos de hidrazina sustituidos). Como consecuencia, se produce una
disminucién en la absorbancia a 517 nm (Yamaguchi et al., 1998). Cuanto mas
rapidamente decrece la absorbancia, mas potente es la actividad antioxidante de un
extracto o sustancia en términos de la capacidad de donar electrones. Las reacciones que
puede llevarse a cabo con el DPPH’ no son simples y requiere conocer mas acerca de su
quimica (Amarowicz et al., 2004). No obstante, la prueba del DPPH’, es un ensayo
empleado con asiduidad que ofrece una técnica rapida de tamizaje para potenciales

antioxidantes.

La comparacion de la capacidad de cada biflavonoide para atrapar el radical DPPH’ se
realizé en términos de concentracion en pM, mientras que la importancia relativa de la
FB se expreso en términos de pg/ml. La fraccion FB y la mayoria de los biflavonoides
ensayados promovieron la estabilizacion del radical DPPH™ (Tabla 13). Los mejores
captadores de radicales fueron la fraccion FB y los compuestos morelloflavona (2) y
volkensiflavona (3), con valores de CEsy de 4,50, 4,34, y 4,94 ug/ml, respectivamente.
Los glucésidos fukugisido (4), madrunoudeasido (5) y spicatasido (6) presentaron
igualmente una buena actividad atrapadora de radicales, en el rango comprendido entre
6,9 y 12,6 pg/ml (52 y 89 uM). La menor actividad fue observada para la
amentoflavona (1) (un biflavonoide flavona-flavona), con unos valores de CEsy por
encima de 100 uM, lo cual esta en concordancia con publicaciones anteriores (Baggett
et al., 2005; Kang et al., 2005). Es interesante destacar que, compuestos como 2
presentaron la mayor actividad captadora de radicales libres, mediante el ensayo del
DPPH’, entre los biflavonoides aislados de G. xanthochymus; sin embargo, en
publicaciones anteriores, su CEsg estaba alrededor de los 60 uM (Baggett ef al., 2005).
Diferencias en los procedimientos del ensayo y medios de solubilizacion de los
compuestos podrian explicar dicho fendémeno. La quercetina (Q) se utilizéo como control

positivo en este ensayo, mostrando una actividad de 23,36 uM. Cabe mencionar que Q
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Tabla 13. Actividad captadora de radicales libres (CEsp) y cinética de reduccidn inicial

(RIt5’) de FB y de los biflavonoides procedentes de G. madruno.

Muestra CEso [pg/ml, (uM)]* RIt5
FB 4,50 0,84
Amentoflavona (1) 66,53 (120,00) 0,75
Morelloflavona (2) 4,34 (7,80) 0,86
Volkensiflavona (3) 4,94 (9,14) 0,83
Fukugisido (4) 6,33 (8,82) 0,84
Madrunoudeasido (5) 5,27 (6,93) 0,85
Spicatasido (6) 8,88 (12,64) 0,78
Quercetina (Q) 7,06 (23,36) 0,85

“Los valores de CEs se han expresado en términos de pg/ml y uM para los compuestos
puros y en pg/ml para la fraccién FB.

Los valores son el promedio de 3 replicas independientes.

es un monoflavonoide y que su actividad en términos de pg/ml presenta unos niveles de

CEsg equivalentes a los de los biflavonoides activos (7,06 ug/ml).

Generalmente es aceptado que, la combinacién de la sustitucion 3°,4’-dihidroxi
(catecol) en el anillo B, con un doble enlace entre C-2 y C-3 y una funcion carbonilo en
la posicion C-4, son requerimientos estructurales esenciales para la estabilizacion del
radical aroxil flavonoidal (Rice-Evans et al., 1996a; Furuno et al., 2002). Nuestros
resultados confirman dichas observaciones. De hecho, las reacciones més aceptadas
para definir la capacidad de captacion de radicales libres, las cuales son inicialmente
atribuidas a la alta reactividad de los sustituyentes hidroxilo, son (Heim et al., 2002;

Ami¢ et al., 2003; Seyoum et al., 2006):

(1) FI-OH + DPPHT —— F1-O" + DPPH-H
(2a) FI-O® + FI-O° —_—> FI-O-0O-F1
(2b) F1-O' + DPPH’ . FI-O-DPPH

-le -1H"

(2¢) FI-O" (semiquinona) —»  FI=0 (quinona)
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La reaccién (2a) representa el acoplamiento entre dos radicales flavonoides
(dimerizacidn), la reaccion (2b) el acople entre un radical flavonoide con un radical
DPPH’ y la reacciéon (2¢) representa, probablemente, el mecanismo de terminacion
predominante, el cual se produce mediante la formacion de una quinona, mas estable, a
partir de una semiquinona, por pérdida de 1 electron (Ami¢ et al., 2003; Seyoum et al.,
2006). Por lo tanto, el grupo catecol en el anillo B de los flavonoides (anillo E en
biflavonoides), es el principal grupo funcional en lo concerniente a la actividad
antioxidante (Dugas Jr. et al., 2000; Pannala et al., 2001). Los biflavonoides con 2
grupos hidroxilos adyacentes en el anillo E, tales como 2 y 4, son mas efectivos que su
equivalentes monohidroxilo 3 y 6, respectivamente. El mecanismo predominante de la
accion es probablemente via donacidn de un electrén por parte del flavonoide,
forméndose una semiquinona, la cual dona un electrén adicional para formar una orto-
quinona por deslocalizacién electronica (Figura 67). Para compuestos como la
amentoflavona, que contiene un grupo 4’-monohidroxilo en el anillo E, el mecanismo
de accidon implica probablemente la formacidon de radicales fenoxilo, los cuales son
relativamente menos estables y captadores débiles de radicales libres (Pannala et al.,
2001; Heim et al., 2002). El doble enlace entre C-2 y C-3 y la funcidén carbonilo en la
posicién C-4, son importantes para la actividad antioxidante; sin embargo, no son

suficientes por si solos para proveer de actividad captadora de radicales libres.

En los biflavonoides glucosidados se observa claramente que la actividad captadora de
radicales libres se debe a la presencia del aglicon y que la presencia del azticar no
parece ser esencial para esta actividad. Esto se observa por el mayor valor de CEsy en
compuestos como fukugisido (4) y spicatasido (6), en comparacion con sus aglicones

morelloflavona (2) y volkensiflavona (3), respectivamente.

La CEsy es un parametro ampliamente utilizado para describir la habilidad de un
compuesto o extracto para atrapar el radical DPPH’. Sin embargo, los valores de CEsy
dan poca informacion, en términos de velocidad, en relacién con la cinética de una
reaccion (Lebeau et al., 2000; Silva et al., 2005). Es por ello que, para completar la
informacion, utilizamos un parametro adicional, el Indice de Reduccion (Rit5’) (Tabla
13). Este pardmetro da una idea aproximada de la reactividad de cada compuesto o
fraccion en el proceso de la decoloracion del radical libre DPPH'. Varios compuestos

puros, asi como la fraccion FB, indujeron un marcado descenso en la concentracion de
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Figura 67. llustracion para la terminacion de radicales flavonoides por pérdida de

electrones de los grupos fenol y formacidn de orto-quinonas.

DPPH’" cuando fueron comparados con la reactividad de Q (Figura 68). Las especies
mas reactivas fueron la fraccion FB y los compuestos morelloflavona (2), fukugisido (4)
y madrunoudeasido (5), los cuales presentaron valores de Rit5’ similares (0,84 — 0,86),
aunque con diferentes valores de CEs. Es interesante notar que todos estos compuestos
presentan una estructura flavanona-flavona con enlace interflavanil C3—C8". La
amentoflavona mostré la menor reactividad, significativamente diferente a la de

cualquier otro compuesto estudiado.

4.4.2.2. Inhibicion de la peroxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL): Se
ha evaluado también la inhibicidn de la peroxidacion lipidica, utilizando la formacion
de malondialdehido (MDA) como un indice de la oxidacién de LDL, después de la
oxidacién con CuSQy. En vista de la compleja naturaleza de la oxidacion de LDL in
vivo y de la incertidumbre con respecto a los detalles del mecanismo (o mecanismos)
responsables de la iniciacion de la peroxidacion, los estudios in vitro utilizan
usualmente un modelo simple con un generador de radicales libres soluble en agua o un
i6n de un metal de transicion; de los cuales, el cobre es el mas comun, por su mayor

relevancia al ser facilmente comparado con modelos in vivo (Rice - Evans, 1996a;
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Figura 68. Cinética de decoloracién del radical libre DPPH' calculado como Indice de
Reduccion (RIt5%). La cantidad de DPPH’ reducido fue estimado para los primeros
cuatro minutos de reaccion, con un factor de dilucion cercano al valor de CEs, estimado.

Los valores reflejados son el promedio de 3 replicas independientes.

Pinchuk & Lichtenberg, 2002). In vitro, los iones de cobre, a concentraciones
micromolares, pueden formar radicales libres en la superficie de las lipoproteinas, al
interaccionar con antioxidantes asociados a LDL (AH), principalmente tocoferol, o con

hidroperéxidos preformados, asociados a LDL (LOOH) (Pinchuk & Lichtenberg, 2002).

(1) AH + Cu™ — A"+ H + Cu

() LOOH + Cy? —» LOO" + H" + Cu"
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Como consecuencia de la produccion de radicales libres (X, donde X' = A" 0 LOO"), la
peroxidacion se propaga interaccionando con los hidroperoxidos formados a partir de

los acidos grasos poliinsaturados (LH).

3) X + LH — L' + XH
) L'+ 0 — LO,
(5) LO, + LH — LOOH + L’

Las reacciones en cadena contintian mientras haya radicales libres presentes en el
sistema. Normalmente, la reaccién termina con una union biradical, formando un

producto no radical (PNR).

(6) X +Y — PNR

Endonde Y'=X oL".

El nimero de pasos de la reaccion en cadena es una compleja funcién que depende de la

concentracion de los lipidos y del inductor de la oxidacién. Ademas, la propagacion de
.« . . s + + r

la reaccion requiere la oxidacion de Cu” a Cu™, la cual también se traduce en la

produccioén de radicales libres:

(7) Cu"+ LOOH ——» Cu™” + OH + LO

Todos estos productos de la peroxidacion lipidica son utilizados como una medida del
estrés oxidativo, incluyendo los hidroperoxidos (LOOH), comunmente expresado como
dienos conjugados, asi como el producto final malondialdehido (MDA), el cual es
ampliamente utilizado (Dotan ef al., 2004). El ensayo TBARS estd basado en la medida
del MDA por medio de la formacién de productos de oxidacidon secundarios (Pihlanto,

2006).

La peroxidacidn lipidica se realizd en presencia de la fraccidon biflavonoide (FB) y de

los compuestos puros aislados de G. madruno. En la Figura 69, cuyos valores son
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Figura 69. Inhibicion de la peroxidacion de LDL por la fraccion FB y los biflavonoides
aislados de G. madruno. La peroxidacion es inducida por CuSO4. En cada columna se

representa la media de la CEspen pg/ml + S.E.M.

expresados en CEsg, se muestra la proteccion conferida por las sustancias evaluadas en
el proceso de peroxidacion inducida por CuSO4. Podemos observar que, la fraccion FB
reduce la peroxidaciéon en una forma dependiente de la dosis, demostrando ser un
antioxidante efectivo. El valor de CEs( determinado para el efecto inhibitorio de FB en
la peroxidacidn lipidica fue de 11,85 pg/ml, el mas bajo observado entre las sustancias
evaluadas. Entre los biflavonoides puros, los mejores inhibidores de la peroxidacion
fueron los compuestos con enlace inter-flavonoide C3—C8": morelloflavona (2) y
volkensiflavona (3), con unos valores de CE5o de 12,36 y 20,57 pg/ml, respectivamente.
La menor actividad fue observada para el biflavonoide amentoflavona (1) con una CEsg
de 91,34 pg/ml y para los biflavonoides glucosidados madrunoudeasido (5) y
spicatasido (6), con valores de CEsy de 37,39 y 41,14 nug/ml, respectivamente. En este
ensayo, la quercetina (Q) fue utilizada como control positivo, mostrando una actividad

de 25,06 pg/ml.

La fraccion biflavonoide (FB), principal contribuyente de la actividad antioxidante de

G. madruno, fue analizada por HPLC. Contenia tres biflavonoides principales: dos



Resultados y Discusion

biflavonoides del tipo flavonona-(3—8")-flavona, morelloflavona (2) y volkensiflavona
(3), ademas de amentoflavona (1), en unas proporciones aproximadas de 8:2:1,
respectivamente. El biflavonoide 2 era el responsable de la mayor parte de la actividad
captadora de DPPH’ y de la proteccion contra la peroxidacion lipidica de la FB; aunque,
es posible un proceso de sinergismo, ya que, a pesar de que la FB contenia
biflavonoides de baja actividad relativa como 1, su CEsy en algunos casos fue superior a
la obtenida para el compuesto 2 puro. En este sentido, diversos estudios ponen de
manifiesto que los polifenoles presentan mayor poder antioxidante en combinacidn, que
de forma aislada. Asi, los polifenoles aislados como el galato de epigalocatequina, la
quercetina, el diosmetin y el pignogenol, ejercen una proteccion parcial ante la
peroxidacion lipidica; en cambio, la combinacion de todos ellos aumenta muchisimo el

efecto protector (Ueda et al., 1996).

En general, la glucosidacion de un grupo hidroxilo disminuye la actividad antioxidante
de los compuestos fenolicos (Rice-Evans et al., 1997; Silva et al., 2005). La adiccion de
una unidad glucidica disminuye la actividad del aglicon, probablemente debido a
impedimento estérico (Silva et al., 2005). Es asi como Cos ef al., (2001), utilizando un
modelo de peroxidacion lipidica, observaron que la quercetina presentaba valores de
Clso menores que los de sus derivados glucosilados quercetrina y rutina. Esto esta en
concordancia con la actividad captadora de DPPH' obtenida para los diferentes
biflavonoides y con la inhibicion de la peroxidacion lipidica observada para
madrunoudeasido (5) y spicatasido (6). En el modelo de peroxidacion lipidica, ademas
de los efectos estructurales, otros factores tales como la hidrofobicidad de los
compuestos, también podrian ser tenidos en cuenta (Areias et al., 2001; Silva et al.,
2005). La alta eficiencia de los aglicones de biflavonoides en sistemas lipidicos, en
comparacion con los correspondientes compuestos glucosilados, se debe principalmente
a su baja polaridad y elevado coeficiente de particion (Schroeter et al., 2000; Silva et
al., 2005). Asi, los aglicones presentes en G. madruno podrian tener una mayor
habilidad para interactuar con las lipoproteinas, siendo asi mas efectivos en la
prevencién de la peroxidacion lipidica, si los comparamos con sus derivados

glucosidados, compuestos con un cardcter hidrofilico mayor.
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Conclusiones

Es la primera vez que se lleva a cabo un estudio de este tipo sobre una especie del género
Phaedranassa. El trabajo fitoquimico realizado con Phaedranassa dubia ha permitido el
aislamiento de un nuevo alcaloide de tipo Amaryllidaceae, fedranamina, cuya estructura se ha
establecido por analisis espectroscopicos (UV, EM, RMN y CD). Otros alcaloides identificados
en esta especie han sido: pseudolicorina, sanguinina, galantamina, epinorgalantamina,

hemantamina, ungeremina y zefbetaina.

Se ha reportado por primera vez el producto natural 7"-O-(6""-acetil)-glucésido de
morelloflavona, al cual se ha dado el nombre trivial de madrunoudeasido, un nuevo biflavonoide
aislado del extracto metanolico de las partes aéreas de Garcinia madruno (Clusiaceae). Es la
primera vez que se reporta un biflavonoide acetil-glucdsido, aislado del género Garcinia.
Igualmente se reportan los biflavonoides amentoflavona, morelloflavona, volkensiflavona,

fukugisido y spicatasido, a partir de la misma especie vegetal.

Los biflavonoides de tipo flavanona-(3—8")-flavona presentan, como caracteristica, un fendmeno
de atropisomerismo, con la presencia de conféormeros que difieren en la rotacion alrededor del
enlace inter-flavonoide C3—C8". Las observaciones sugieren que dicho fenomeno varia con la
temperatura pero no con los solventes, de manera que estos ultimos no tienen un efecto

significante en el comportamiento rotamérico de los compuestos.

Se estudié la actividad antiparasitaria in vitro de los alcaloides aislados de P. dubia y de los
biflavonoides de G. madruno. Entre los alcaloides, ungeremina mostré la mayor actividad frente
a T. b. rhodesiense, T. cruzi'y P. falciparum. Su indice de selectividad para P. falciparum estuvo
alrededor de 185, lo cual confirma la actividad selectiva del compuesto hacia este protozoo. Otros
alcaloides activos fueron pseudolicorina y hemantamina, los cuales mostraron actividad frente a
P. falciparum y T. b. rhodesiense. En relacion a la actividad antiplasmodial de los alcaloides
ungeremina, pseudolicorina y hemantamina, se estable que su posible mecanismo de accidén no
esta relacionado con la inhibicién de la formaciéon de la hemozoina. Por otro lado, los
biflavonoides no presentaron actividad antiprotozoaria frente a 7. b. rhodesience, T. cruzi y L.
donovani;, aunqué, los compuestos amentoflavona y volkensiflavona, presentaron una baja

actividad antiplasmodial.
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Se ha estudiado la actividad antioxidante de los biflavonoides aislados de G. madruno, por medio
de los métodos del 2,2’-difenil-1-picrilhidracil (DPPH’) y de la inhibicion de la peroxidacion de
lipoproteinas de baja densidad (LDL). En general, los compuestos con enlace inter-flavonoide
C3—C8" presentan una potente actividad captadora de radicales DPPH". Los biflavonoides que
presentan esta caracteristica en combinacion con una sustitucidén 3"',4"-dihidroxi (catecol) en el
anillo E, un doble enlace entre C-2" y C-3" y una funcién carbonilo en la posicién C-4", son los
captadores de radicales mas activos. En relacion a los inhibidores de la peroxidacion de LDL, los
mejores inhibidores fueron los compuestos con enlace inter-flavonoide C3—C8": morelloflavona

y volkensiflavona.

Se ha estudiado la actividad antioxidante de la fraccion biflavonoide (FB) aislada de G. madruno,
compuesta principalmente por morelloflavona, volkensiflavona y amentoflavona. Los datos
sugieren que la FB es un excelente candidato para ser utilizado como antioxidante. Es probable
que se produzcan procesos de sinergismo en la FB, toda vez que presenta una actividad captadora
de radicales y una inhibicion de la peroxidacion de LDL superior, en algunos casos, a los

compuestos mas activos.
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