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20. Productos Naturales Bioactivos y sus Aplicaciones
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Resumen

Se inici6 el estudio quimico de Heterophyllaea lycioides (Rusby) Sandwith (Rubiaceae),
extrayendo los principales metabolitos secundarios presentes en el extracto de Acetato de
Etilo (AcOEt) obtenido de las raices. Mediante particiones liquido-liquido se realizé una
primera purificacion del extracto de AcOEt, obteniéndose una fraccién enriquecida en
antraquinonas (AQs). Posteriormente, esta fraccidon se sometié a cromatografia en columna
(CC), lo cual permitio separar siete derivados antraquindnicos, purificados por cromatografia
en capa delgada preparativa (TLCp) y caracterizados por co-cromatografia en TLC y
espectrofotometria UV-Visible. Entre ellos, dos resultaron ser AQs aisladas previamente del
género Heterophyllaea, Damnacanthol y Bisoranjidiol. Las restantes se encuentran en
proceso de dilucidacién de su estructura. Hasta el momento los datos de espectrofotometria
permiten deducir que se trataria de derivados que no han sido obtenidos previamente de H.
lycioides y H. pustulata; por tanto, serian estructuras aisladas por primera vez en el género

Heterophyllaea y particularmente, en la especie H. lycioides.

Palabras clave: Heterophyllaea lycioides, bisoranjidiol, damnacanthol

Introduccién: autoctona de Bolivia y del noroeste

Heterophyllaea J.D. Hook. es un género argentino, especialmente de la region
sudamericano, perteneciente a la familia de montafiosa de Salta vy Jujuy; vy
las Rubidceas, representado por dos Heterophyllaea lycioides (Rusby) Sandwith,

especies: Heterophyllaea pustulata Hook f., autdctona de la region andina boliviana y
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registradas como plantas téxicas que

producen ceguera progresiva en animales?®.

H. pustulata ha sido intensamente

estudiada por nuestro grupo de trabajo,

demostrandose que los compuestos

responsables del efecto tdxico son derivados

antraquinénicos  (AQs)*. Los  mismos

presentan propiedades fotosensibilizantes,
. . Figura 1: a) Herbario de la especie. b) Distribucion de
por lo cual, en presencia de luz, tienen la

] ) ] H. lycioides en Bolivia. c) Fotografia de la especie H.
capacidad de generar especies reactivas del lycioides

oxigeno (ERO) a través de dos mecanismos:

tipo | (generacion de anién superoxido, O2*) _ _
_ ', ] . El estudio quimico de las partes aéreas
y/o Tipo Il (generacion de oxigeno singulete, . _
permitié aislar siete AQs, tres de las cuales
10,)*¢. Estas ERO generan un estrés
o ) resultaron ser estructuras nuevas, dos de
oxidativo en la célula, produciendo o
ellas cloradas: 5-clorosoranjidiol (5-clsor), 7-
finalmente la muerte de éstas. Numerosos _ o o i
_ ) clorobisoranjidiol y lycioninal4. Se demostr6
estudios realizados en nuestro grupo i
gue las nuevas estructuras, a través de la
demostraron  que  estas  estructuras _ y _
_ N S foto-estimulacién pueden producir ERO y
presentan diversas actividades biol6gicas a ) ) ) o
_ particularmente, 5-clsor junto a Bisoranjidiol
través de un proceso foto-estimulado ] o _
. . _ _ _ (Bisor) y Soranjidiol (Sor), antraguinonas
(antifangico, antibacteriano, antitumoral, ] _ _
previamente aisladas de ambas especies,
entre otras). Por esta razon, contintan _ o _ _
] _ _ producen la inactivacion fotodinamica de
siendo estudiadas como potenciales agentes _ _ _
_ o _ Leishmania amazonensis.®
anticancerigenos y antimicrobianos o .
. _ El estudio bioldgico de las raices de esta
(bacterias, virus y hongos)’*2. _ L _
especie se inici6 con un screening
Estos hallazgos, motivaron el estudio de ) ) ] )
_ ] antibacteriano in vitro de extractos de
la otra especie que conforma este género: _ _ o
o polaridad creciente: Hexanico (Hex),
H. lycioides. Se trata de un arbusto de o )
_ Bencénico (Ben), Acetato de etilo (AcOEt) y
aproximadamente 1 m de altura que crece .
) Etandlico (EtOH). Los extractos Hex vy
en elevaciones que van desde los 1500 a ]
AcOEt resultaron ser los mas activos sobre
35000 metros sobre el nivel del mar. Se o
cepas clinicas de Staphylococcus aureus,
conoce vulgarmente con el nombre de o ) )
o meticilino sensible y resistente,
ceguera o Q'api.t® _ o _
Enterococcus faecalis y Escherichia coli®®.

Estos resultados estarian indicando la
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presencia de compuestos bioactivos en las

raices de H. lycioides.

Objetivos:

Se plantea como objetivo hacer un
estudio fitoquimico del extracto de AcOEt de
las raices de Heterophyllaea lycioides
(Rusby) Sandwith (Rubiaceae); esto implica
la extraccion, purificacién y caracterizacion
de los principales compuestos presentes en

las raices, empleando diferentes técnicas.

Materiales y métodos:
a) Obtencién de extracto enriquecido en
AQs.

A partir del extracto de AcOEt seco,
obtenido de las raices de H. lycioides, se
realizaron distintas particiones liquido-liquido
empleando una ampolla de decantacion. Se
utilizaron diferentes solventes para extraer
determinados compuestos a distintos pH de
las soluciones acuosas, como se indica en la
figura 2. Finalmente, se obtuvo el extracto
I,

proporcion AQs.

etéreo gque contiene en su mayor

b) Purificacion y caracterizacion de las
AQs

TS Coy
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El extracto Etéreo Il se sometid a una
cromatografia en columna (CC), utilizando
Silica gel 60 (0,063-0,200 mm) como fase
estacionaria (FE) y dos fases moviles (FM)
constituidas por diclorometano (DCM) -
AcOEt (98:2) y (95:5).

Las alicuotas obtenidas de la elusion de
la columna (195) se analizaron mediante
cromatografia en capa delgada (TLC),
utilizando Hexano (Hex) - AcOEt (7:3) como
FM. Las alicuotas con iguales perfiles
cromatograficos, es decir, que presentaban
iguales o] similares compuestos,
caracterizados por la relacion de frentes
(Rf), aspecto con la luz visible y aspecto con
luz UV de longitud de onda A=254nm vy
A=365nm, se juntaron en fracciones segun
se muestra en la figura 3 que contenian 2 o

3 compuestos mayoritarios (A).

¢) Aislamiento e identificacion de las AQs

Para obtener cada compuesto en forma
pura, se procedi6 a realizar una
cromatografia en capa delgada preparativa
(TLCp), empleando como FE cromatofolios
de silica gel 60 en fase normal (0,20 mm
layer, Marcherey Nagel, Nuren, Germany) y

diferentes FM de acuerdo con la polaridad
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Fase acuosa alcalinal
-Acidos organicos
-Saponinas

-Taninos

Se retoma con una solucion de
NaHCO,

Particién con CHCI,

Fase cloroférmica

Se concenfra a sequedad v
se retoma con una solucién
de MaOH

L
Particién con Eter etilico

Fase Etéreo 2 Fase acuosa alcalina Il

-Clorofilas

—C_arotenns_ Se lleva a un pH=2 con

-Fitoestercides una solucion de HCI
concentrado

Particion con Eter etilico

Extracto Etéreo Il Fase acuosa acida ll

-AQs

Figura 2. Esquema de purificacion del extracto de AcOEt.

Figura 3. Fracciones obtenidas a partir de la Cromatografia en Columna.
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del Asi,

aislamiento de los compuestos presentes en

compuesto a aislar. para el
la fraccion 22-49 se emple6 primero Hex y
luego Hex-AcOEt (9:1), obteniéndose A5
(13,8 mg). Con las fracciones 50-59, 60-75 y
76-85 se utilizd6 Hex-AcOEt (9:1) para
obtener A7 (1,1 mg), A8 (0.5 mg) y A9 (0.8
mg). Finalmente, para la fraccion 89-174 se
empledé Hex-AcOEt (7:3) y se obtuvo All
(1.8 mg) y Al12 (0.4 mg); y para la fraccion
189-195 se empled Cloroformo (CHCIs)-
AcOEt (8:2) y se obtuvo el compuesto Al4
(20 mgq).

Los compuestos obtenidos se sometieron a
espectrofotometria UV-Vis para obtener sus
perfiles espectrales en CHCIl; y Metanol
(MeOH), empleando el espectrofotometro
Cary Win UV 50. Se analizé la similitud de
estos con los perfiles espectrales de las AQs
obtenidas de H. lycioides y H. pustulata.

Aguellos que presentaron similitud con
compuestos obtenidos previamente de H.
lycioides y H. pustulata, fueron sometidos a
una  co-cromatografia  con testigos,
empleando como FM CHCI3;-AcOEt (8:2),
Benceno (Ben)-AcOEt (1:1) y Hex-AcOEt
(1:1) y como FE, placas de silica gel 60 en

fase normal.

Resultados y discusion:
A partir de las distintas particiones liquido-
liquido aplicadas al extracto de AcOEt, se

obtuvo una fraccién enriquecida en AQs,
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gue luego se sometié a una CC. La elusion
TLC
permitié obtener 11 fracciones a partir de las

cromatografica y seguimiento por

cuales se caracterizaron 14 compuestos por
sus datos cromatograficos en TLC, como se
muestra en la Tabla 1.

Se seleccionaron los compuestos Ab, A7,
A8, A9, All, Al12 y Al4 debido a que se
encontraban en mayor proporcion para ser
purificados por TLCp. Y se caracterizaron
mediante su espectro UV-Visible, a fin de
realizar su identificacion por comparacion
con las curvas espectrales de AQs testigos.
Los datos de los espectros se resumen en la
Tabla 2.

Comparando los espectros UV-Visible en
CHCI; y MeOH con los espectros de AQs
testigos, se determind que el compuesto A7
las curvas
(Dmnol)
la figura 4. Este

presenta una similitud de
espectrales con Damnacanthol
como se muestra en
espectro presenta un maximo a 276,1 nm
que corresponde al sistema bencenoide,
caracteristico de una antraquinona, y dos
bandas a 337,1 y 368,0, que se observan
debido a la presencia de un sustituyente OH
en posicion 2 y 3 (figura 5).1718

Los compuestos A5, A8, A9, A1l y Al2 no
presentaron similitud con los perfiles
espectrales de las AQs aisladas de H.
lycioides y H. pustulata y utilizadas como

testigos en este trabajo.
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Tabla 1. Caracteristicas cromatogréficas en TLC de los compuestos eluidos de la columna

cromatografica
Compuesto Color en estado Color observado Color observado a Rf en
seco a A=254nm. A=365nm. Hex/AcOEt
(7:3)
Al Amarillo Opaco Opaco 0,98
A2 Amarillo Amarillo claro Amarillo claro 0,21
A3 Amarillo Naranja Naranja 0,86
Ad Amarillo Naranja claro Naranja 0,69
A5 Naranja-Rosa Naranja fltor Naranja 0,90
A6 Naranja-Rosa Naranja fltor Naranja 0,86
A7 Amarillo Naranja opaco Naranja opaco 0,49
A8 Amarillo Naranja claro Naranja claro 0,42
A9 Amarillo Naranja claro Naranja claro 0,68
All Amarillo Amarillo Amarillo 0,34
Al12 Amarillo Naranja Naranja 0,45
Al4 Amarillo Opaco Opaco 0,11

Tabla 2. Espectros UV-Visible de los compuestos purificados

Compuesto UV- Vis en CHCl3 UV- Vis en MeOH
A, nm (abs) A, nm (abs)
A5 275,0 (0,776); 494,0 (0,022) 274,0 (0,702); 500,8 (0,018)
A7 276,1 (0.727); 337,1 (0.087); 368,0 273,1 (0,664); 309,1 sh (0,149); 374,1 sh
(0.075) (0,070)
A8 277,0 (0.709); 337,1 (0,089); 366.1 sh 277,0 (0,613); 374,6 sh (0,066)
(0.074)
A9 276,1 (0,862); 335.5 sh (0.127) 273,1 (0,691); 282,2 sh (0,604)
All 277,9 (1,242); 312,8 (0,248); 361,4 277,9 (0,683); 315,0 (0,214); 380,9 sh
(0,129) (0,063)
Al2 269,0 (0,575); 328,2 sh (0,088); 412,1 271,0 (0,814); 308,1 sh (0,256); 404,2 sh
sh (0,054) (0,081)
Al4 273,1 (0,425); 420,0 (0,116) 274,0 (0,469); 295,4 sh (0,269); 416,0

(0,149)
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Figura 4. Comparacion de las curvas espectrales de
A7 (a) con Damnacanthol (b) en CHCls.

O
0O

Figura 5. Estructura quimica de Dmnol.

OCH,
CH,OH

OH

Teniendo en cuenta los maximos de
absorcion que presentan dichas AQs, se
A5

antraquinona con dos 0 mas sustituyentes

puede estimar que seria  una
OH. La curva espectral de esta AQ muestra
una banda a 494 nm, la cual presenta un
corrimiento batocrémico respecto a las AQs

gue poseen un solo OH en posicién uno."18

\
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y Al2 presentan la banda caracteristica del
sistema bencenoide alrededor de 277 nm y
perfil similar a Dmnol. Por lo cual, se estima
que estas estructuras serian similares a
Dmnol con pequefias variaciones en el

patrén de sustitucion.

8 Cc
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07 3 d
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04-
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200,082
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014

350 400
Long. Onda (nm)

300 450

Figura 6.

Comparacion de las curvas espectrales de
Al14 (c) con Bisor (d) en CHCls.

Figura 7. Estructura quimica de Bisor.
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arribar a resultados mas

Para

concluyentes, es necesaria la recoleccion de
mayor cantidad de cada AQ para poder
realizar estudios complementarios como
Resonancia Magnética Nuclear en una y dos
(1D-RMN 'y  2D-RMN),

espectrometria de masa de alta resolucién

dimensiones

(HRMS) y espectroscopia infrarroja (IR).

Se ha demostrado que Bisor presenta
actividad antibacteriana en cepas de
Staphylococcus aureus, mientras que Dmnol
no produce inhibicion de la misma.’
Teniendo en cuenta que Bisor es la AQ que
se encuentra en mayor proporcion en el
extracto AcOEt, la misma podria ser la
responsable de la actividad que presenta

este extracto.

Conclusion:
El estudio quimico del extracto de AcOEt,
obtenido de raices de H. lycioides, permitié
la obtencion de 7 AQs, dos de ellas
resultaron ser conocidas, Damnacanthol y
Bisoranjidiol. Las restantes se encuentran en
proceso de dilucidacién de su estructura.
Hasta el momento los datos de
espectrofotometria permiten deducir que se
trataria de derivados que no han sido
obtenidos previamente de H. lycioides y H.
pustulata; por tanto, serian estructuras
aisladas por primera vez en el género
Heterophyllaea y particularmente, en la
especie H. Estos

lycioides. nuevos

derivados  antraquinénicos presentarian

similitud estructural, dado que sus espectros

= Asociacion de Universidades
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UV-Visible muestran pequefias variaciones
que indicarian diferencias menores en el

patrén de sustitucion.
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