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METABOLITOSFENOLICOSAISLADOS DE Pilocarpus alvaradoi Pittier (Rutaceae)

RESUMEN

Del extracto etandlico de hojas de Pilocarpus alvaradoi Pittier (Rutaceae) se
aislaron, purificaron e identificaron usando técnicas cromatogréficas y
espectroscopicas los sguientes compuestos de tipo fendlico: 7-hidroxi-6-
rutenflavanona D y 3-metoxi-4-hidroxi-3",4 - metilenedioxi-[ 3,3,0]-
biciclooctanoepilignano (2). A los compuestos (1) y (2) y a extracto etandlico
se les determind la capacidad atrapadora de radicales libres por el método TEAC
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity).

PALABRAS CLAVES: Flavonoides, Lignanos, Pilocarpus alvaradoi, Rutaceae.

ABSTRACT

From the ethanolic extract of leaves of Pilocarpus alvaradoii were isolated and
identified a glycosilated flavonoid 7-hydroxy-6-rutenflavanone (1); a furofuranic
lignan 3-methoxy-4-hydr oxy -3',4"-methylenedioxy-[ 3,3,0] -bicycloctane-
epilignan (2); Antioxydant activity was evaluated on isolated compounds (1) and
(2)and on the ethanolic extract of the leaves of Pilocarpus alvaradoii.
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1. INTRODUCCION

El género Pilocarpus pertenece a la familia Rutaceae y es
endémico de América, esta presente desde € sur de
Meéxico hasta Paraguay. Se conocen 45 especies de este
género de las cuales 4 se encuentran en Colombia®. Las
especies de Pilocarpus son cominmente conocidas como
la mayor fuente de pilocarpina?, un alcaloide imidazolico
usado en las formulaciones para el tratamiento de
glaucoma, una enfermedad que causa la perdida total de
la visién en humanos y animales®. Ademés de alcaloides
imidazélicos han sido aislados otro tipo de metabolitos
secundarios como cumarinas con diversos patrones de
sustitucion®, triterpenos  tetraciclicos derivados  del
damarano®, y flavonoides polimetoxilados®. En el
presente trabajo se reporte €l aislamiento y posterior
elucidacion estructural usando métodos cromatogréaficos
(CC, CCP, CCD) y espectroscopicos (IR, UV, RMN uni
y bidimensional) de dos metabolitos fendlicos y la
determinacion de su actividad antioxidante junto con la
del extracto etandlico por e método TEAC (Trolox
Equivalent Antioxydant Capacity).

2. CONTENIDO
2.1. Material vegetal

La muestra de hojas de Pilocarpus alvaradoi fue
recolectada en el corregimiento de Santa Isabel,
municipio de Monteria, Departamento de Cordoba,
Colombia; por los profesores, Luis Enrique Cuca Suérez
y Alberto Angulo. La especie fue determinada por €l
bidlogo Alvaro Cogollo Pacheco del Jardin Botéanico
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“José Manuel Uribe” de la ciudad de Medélin,
Colombia, donde se encuentra una muestra de herbario
con €l nimero JAUM - 040562

2.2. Extraccién y Purificacion

1250 gramos de hojas secas y molidas fueron extraidas
por percolacion con etanol obteniéndose 190 gramos de
extracto etandlico. Este se fracciond por soxhlet con tres
solventes de polaridad creciente: éer de petroleo,
cloroformo y acetato de etilo; de lafraccién de acetato de
etilo se aislo el flavonoide glicosidado denominado 7
hidroxi-6-rutenflavanona (1), y de la fraccion de
cloroformo se aisl6 el lignano furofuranico 3 metoxi-4-
hidroxi-3",4"-metilenedioxi-[ 3,3,0] -biciclooctano
epilignano (2).

2.3. Actividad Antioxidante

El protocolo seguido para larealizacion del ensayo fue
el reportado por Rice Evans et al.’, el ensayo se hizo con
el extracto etandlico de hojas de Pilocarpus alvaradoi y
los compuestos1y 2.

2.4, Resultados y Discusion de Resultados
2.4.1 Elucidacion estructural compuesto 1

El compuesto 1, un sélido color crema cuyo punto de
fusion es 330°C, da positiva la prueba de Shinoda lo cual
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es caracteristico de un compuesto tipo flavonoide, €l

espectro IR muestra las sefiales en 3471 cmi, 1034 cni*,
1277 cmi*, caracteristicas del estiramiento y flexiones del
grupo OH alcohdlico y fendlico, 1648 cm’ caracteristica
del estiramiento C=0, 1607 y 1521 cm* caracteristicas
del estiramiento C-H en compuestos aromaticos. El
espectro RMN 'H muestra el perfil de un compuesto
glicosidico por las sefiales presentes entre d 3.0 y d 5.0,
end4.52 (br s, 1H), y d 4.9 (d, 7.5 Hz, 1H) se observan
las sefiales caracteristicas de dos protones anoméricos o
cual indica la presencia de dos unidades de azlicar en la
molecula®. Las sefiales end 4.5, d3.6 — d 3.7, d 3.5, d3.4,
d3.15, d1.07 son caracteristicas de una unidad de
ramnosa, la multiplicidad debida a protén anomérico de
laramnosa en d 4.5 (br s, 1H) evidencia que la constante
de acoplamiento de ese protdn es menor a 1 Hz y por

ende el enlace glicosidico formado por la unidad de
ramnosa es de tipo a. Las sefiales en d4.9, d3.2, d3.1,
d3.5 - d3.4, d3.78 corresponden a una unidad de glucosa,
la constante de acoplamiento de la sefial debida al proton
anomérico de la glucosaen d 4.9 (d, 7.5, 1H) indica que
esta unidad de carbohidrato esta formando un enlace (&
glicosidico. De acuerdo a las correlaciones vistas a larga
distancia en el HMBC entre el carbono 6 de la glucosay
el protdn anomérico de la ramnosa se evidencia la unién
1---6 de los dos azucares, €l disacérido formado es
llamado comiinmente rutinos’.

Las sefiales de la aglicona se presentan entre d 5.5y d 7.
La sefia en d 6.9 (m, 5H) corresponde a 5 protones
arométicos que por el tipo de sefial son protones de un
anillo aromatico monosustituido que poseen cada uno un
desplazamiento similar por lo que se origina una sefial

con esa multiplicidad. En d 6.1 existen dos dobletes que
integra cada uno para un protén con una constante de 2.1
Hz, por el valor de la constante se asume que estas
sefiales doblete corresponden a dos protones que estan
acoplando entre si, estan sobre un anillo aromatico y
deben estar en posicion para. End 5.48 (dd, 12 y 3 Hz,
1H) caracteristica del acoplamiento del protén 2 de un
nucleo de flavanonay que permite diferenciar este nlcleo
de los demés nlcleos flavonoides’. De acuerdo a
andlisis de RMN ‘la flavanona esta disustituida en el

anillo A del nucleo flavonoide, un sustituyente debe ser
¢l disacéarido y €l otro sustituyente debe ser OH lo cual es
concordante con las observaciones del IR. En los
espectros de RMN no se observa claramente la union del
azlcar a la aglicona por lo cual se realiz6 un analisis por
espectroscopia UV con reactivos de desplazamiento. El

espectro UV del compuesto 1 tomado en metanol muestra
dos méximos de absorcion en ? 316 nm (banda l) y ? 247
nm (banda 11), lo cua confirma que se trata de una
flavanona como se observo en RMN 'H, ademéas de
manera especifica el desplazamiento de la banda I
debida al fragmento Benzoil (anillo A) en 2y 274 nm es
caracteristica de un flavonoide 6 6 7 hidroxilado. La
banda Il sufre un desplazamiento batocrémico de 7 nm
producido por el metéxido de sodio lo que confirma la
hidroxilacion sobre el anillo A. Al tratar el compuesto 1
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con acido bérico la banda Il sufre un desplazamiento
batocrémico de 16 nm, lo que confirma la hidroxilacién
en la posicion 7 del nacleo flavonoide. Por todo lo
anterior se denomino el compuesto 1 como 7-hidroxi-6-
rutenflavanona.

2.4.2. Elucidacion estructural del compuesto 2

El compuesto 2 es un sdlido blanco, con punto de fusion
166°C, y peso 354 uma segiin el EM-IE. El espectro IR
muestra las sefiales en 3464 cm® (estiramiento GH),
2924 cmt, 1447 cmi* 1354 cmi(estiramiento y flexiones
de metilos y metileno), 1654cmi*, 1636 cni*, 1560 cm™
(estiramiento del enlace C-H en compuestos aromaticos).
El espectro de RMN *H muestra |as sefiales end 6.82 (dd,
8y 1.5 Hz, 1H); d 6.87 (d, 1.5 Hz, 1H); d 6.89 (d, 8 Hz,
1H), que corresponden a un anillo aromatico con
protones en un sistema orto, meta; d 6.77 (m, 1H); d 6.79
(m, 1H), d 6.94 (d, 1.6 Hz, 1H) corresponde a otro anillo
aromatico con tres protones sobre su estructura; d 5.90
(s, 2H), d 555 (s, 1H), d 3.90 (s, 3H), son
desplazamientos caracteristicos de los sustituyentes
oxigenados metilendioxi, hidroxi y metoxi sobre anillo
aromético respectivamente'®. Las sefiales en d 2.87(dd,
14y 7 Hz, 1H), d 3.3 (m, 2H), d 3.8 (m, 2H), d 4.1 (d,
9Hz, 1H), d 442 (d, = 7 Hz, 1H), d4.85 (d, 5.4 Hz,
1H), son en conjunto caracteristicas del nicleo de un
lignano furofurdnico', en esta clase de metabolitos
existen tres isOmeros. axial, ecuatorial y epi, una
herramienta Util e inequivoca para distinguir entre uno y
otro es el nimero de sefiales de hidrégeno del nucleo
furofuranico y el desplazamiento de estas, el isdmero epi
da 6 sefides de hidrogeno distintas, y los isdmero
ecuatorial y axial dan tres sefidles de hidrogeno; de
acuerdo con lo anterior el compuesto 2 corresponde a un
isdmero epi, es decir uno de los arilos sobre €l nucleo del
lignano esta axial y el otro ecuatorial .*°

Para el caso del compuesto 2 segtin lo visto en RMN *H
cada anillo aromético esta trisustituido, una sustitucién en
cada caso es la unién a nicleo furofuranico del lignano,
los otros dos sustituyentes obedecen en un caso de un
anillo aromético al grupo metilendioxi y en el caso del
otro anillo a los sustituyentes metoxi, e hidroxi. Para
corroborar la posicion del grupo —OH en el arilo se
realizo el test de Gibbs comprobando asi la ubicacion del
OH en la posicion 4 ala cadena alifética, en este caso al
nicleo del lignano. El andlisis anterior permite
denominar a compuesto 2 como 3-metoxi-4-hidroxi-
3,4°, metilendioxi-[3, 3,0]-biciclooctano-epilignano.

2.4.3 Determinacion de |la actividad antioxidante

A los compuestos 1, 2 y a extracto etandlico de hojas de
Pilocarpus alvaradoi se les determind su capacidad como
atrapadores de radicales libres por e método TEAC
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) siguiendo el
protocolo de Rice Evans et al’. Los resultados obtenidos
se presentan en la tabla 1, la actividad antioxidante se
expreso como unidades TEAC en el caso de los
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compuestos puros; y para €l extracto crudo la actividad
antioxidante como mmol trolox/g de extracto.

Sustancia Aplano - mM de Actividad
Ensayada Anmuestra Trolox antioxidante
Extracto 0.444 151 1.89
etandlico
Compuesto 1 0.334 1.16 155
Compuesto 2 0.166 0.634 0.46
Acido 0.288 1.01 1.01
Ascorbico

Tabla 1. Resultados de la determinacion de actividad
antioxidante por el método TEAC de los compuestos 1,2 y €
extracto crudo.

3. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Del extracto etandlico de hojas de Pilocarpus alvaradoi se
aislaron lo siguientes metabolitos fendlicos: 7-hidroxi-6-
rutenflavanonay 3-metoxi-4-hidroxi-3",4-metil enedioxi-
[3,3,0]-biciclooctano epilignano, los cuales junto con €l
extracto etandlico de las hojas de Pilocarpus alvaradoi se
sometieron a ensayo TEAC para determinacion de su
capacidad antioxidante dando muy buenos resultados €l
extracto etandlico y € flavonoide glicosidado en
comparacion con el &cido ascorbico el cual fue usado
como patrén en el ensayo. Se recomienda seguir con €l
estudio de las demés fracciones para ver que otros
compuestos aportan a la buena capacidad antioxidante
del extracto etandlico de hojas de Pilocarpus alvaradoi .
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