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METABOLITOS SECUNDARIOS DE LA TABEBUIA SERRATIFOLIA

Myriam Pacheco T., Olga Lock de Ugaz

1. INTRODUCCION

Trabajos de investigacion efectuados en plantas de 1a familia Bignonaceae
y particularmente en especies de Tabebuia, han mostrado contenido de
monoterpenos, flavonoides, lignanos,derivados de 4cido benzoico y cindmico,
y especialmente quinonas, algunas de las cuales tienen particular importancia
por la actividad antitumoral encontrada en éllas [1]. La mas notable es el
lapachol, prenilnaftoquinona que en los dltimos afios ha recobrado interés en
su estudio debido a su comprobada actividad antimaldrica, antibacteriana,
antifiingica, antiinflamatoria, analgésica y especialmente por su actividad
antitumoral [1-4]; debido a ello, se intensificaron las investigaciones en es-
pecies de Tabebuia logrando encontrar otras quinonas con actividad bioldgica
[5-8].

La mayoria de investigaciones en e¢species de Tabebuia se oricntaban a
la madera, pucs se asumia que los componenics de la corteza y la madera eran
los mismos; sin embargo, Girard y col. [9] compararon las naftoquinonas
presentes en la corteza y madera de la Tabebuia rosea, encontrando que los
componentes de ambas partes eran diferentes.
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En el presente trabajo de investigacion se aislaron metabolitos secundarios
presentes en la corteza y en la madera de la especie Tabebuia serratifolia
procedente del departamento de San Martin,conocida por los pobladores de
1a zona como “chontaquiro amarillo”, cuya infusién es bebida por las personas
que sufren del corazén, tuberculosis de la piel y cancer [10], contribuyendo
asf al estudio de especies que habitan en nuestra amazonia y que son usadas
en medicina popular. Los compuestos aislados, y caracterizados mediante
técnicas espectroscopicas fueron: dos derivados del 4cido benzoico, B-sitosterol,
lapachol y dehidrolapachona.

No pudo determinarse la estructura de otros cinco compuestos —dos de
naturaleza esteroidal y tres quinénicos— al haberse obtenido s6lo pequefias
cantidades de ellos.

El trabajo fue complementado con ensayos bioldgicos empleando larvas
de Artemia salina.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Estudio Quimico

Se investigaron independientemente la corteza y la madera empleando,
en cada caso, diferentes métodos de extraccién, separacion y purificacién.

2.1.1 Corteza

« Extraccion

Se maceraron en etanol 4,50 kg de corteza durante 7 dias, y se
sometié el marco a dos extracciones sucesivas con etanol a 50°C
durante 20 horas cada vez. Los extractos etanélicos reunidos
fueron sometidos a particién con diclorometano y agua. La frac-
cién de diclorometano fue fraccionada nuevamente con hexano
y metanol al 90%, obteniendo finalmente 10,60 g de extracto
metandlico y 6,80 g de extracto hexanico.

¢ Separacion

Extracto metandlico. Con este extracto se corrié una *CC

*  Las CC fucron empacadas con silicagel 60 (70-230 mesh, Merck).
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empleando silicagel y mezcla de diclorometano y metanol de
polaridad creciente. Las fracciones similares fueron reunidas
formando 4 grupos, G-1 a G4.

Extracto hexanico. Fue sometido a separacion en CC empleando
silicagel y hexano, e incrementando paulatinamente la polaridad
con diclorometano y metanol.

Las fracciones comunes fueron reunidas formando cuatro grupos,
G-5 a G-8.

* Purificacion
Cada uno de los grupos formados fue purificado empleando
diversas técnicas cromatograficas, logrando aislar, entre otros,
los siguientes compuestos:

- De G-2 se aisl6 el compuesto MP2.
- De G-3 fueron aislados los compuestos MP2 y MP3,
- De G-4 se obtuvo el compuesto MP6.

2.1.2 Madera

Se macer6 1 kg de madera en 4L de NaOH al 10% durante 24 horas, y
se reextrajo el marco con otra solucidn igual. Se reunieron y filtraron los
extractos y se les adicioné 160 mL de solucién de HCI 6N, obteniendo un
precipitado y una solucién. El precipitado fue lavado exhaustivamente con
etanol obteniendo 980 mg de extracto etandlico. La solucién fue extraida
sucesivamente con éter etilico y acetato de etilo, logrando finalmente 712 mg
de extracto de acetato de etilo.

+ Separacion
El extracto etandlico fue cromatografiado en CC y eluido con
diclorometano y mezclas de diclorometano-metanol de polaridad
creciente. De otro lado, se reunieron los extractos etéreo y de
acetato de etilo, y se corrié una CC de similares caracteristicas
a la anterior. Las fracciones comunes de ambas columnas fueron
reunidas formando cuatro grupos, G-9 a G-12.

« Purificacién
Cada grupo fue sometido a purificaciones empleando diversas
técnicas cromatograficas, logrando aislar finalmente los com-
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puestos MP9 y MP10 del extracto G-9; sin embargo, al cabo de
algunos dias MP10 sufria transformacién dando lugar al com-
puesto MP9.

2.2 Estudio Biologico

Se efectud un bioensayo simple, empleando larvas de Artemia salina [11]
el cual determind la dosis letal media (LC50}) de extractos y compuestos activos
en un medio salino.

Este bioensayo puede ser empleado en la deteccion de constituyentes de
la planta que tengan actividad biolégica; los compuestos activos asi identi-
ficados, podrian ser sujetos a bioensayos mds elaborados para actividades
farmacoldgicas mas especificas.

Las muestras fueron preparadas disolviendo el extracto en el solvente en
el cual era soluble, haciendo diluciones hasta obtener concentraciones de 10,
100 y 1000 pg/mL.

Por otro lado se incubaron las larvas de Artemia salina con aquéllas que
eclosionaron; se determiné la LC50 a las 24 horas empleando el extracto en
cada una de las diluciones sefialadas en agua salina.

Los resultados de LC50 (ug/mL) obtenidos fueron, para el extracto
etandlico 1000, acuoso 795, diclorometano 39, hexanico 42 y metandlico 528.
Para el extracto etéreo de la madera fue 405 pg/mL.

3. RESULTADOS: DATOS FISICOS Y ESPECTRALES DE LOS
COMPUESTOS AISLADOS

3.1 Compuesto MP2 (100 mg).- Agujas incoloras. P.F. 142-144°C
(diclorometano), revela con tricloruro férrico, UVA mix (EtOH)218; 258;
290 nm; A max (EtOH/NaOH) 210; 212; 214; 215; 249; 283; 325 nm.
IR (VKBr) 2950 (banda amplia); 1670; 1590cm-1; _13C-RMN(CDC13) 56,05;
110,30; 112, 30; 121, 70; 124, 57; 148, 50; 153, 70; 171, 76 ppm. 1H-
RMN (CDCl,) 3,95 (3H, 5); 6,90 (1H, d); 7,60 (1H, d); 7,80 (1H, d) ppm.

3.2 Compuesto MP3 (70 mg).- Agujas incoloras. P.F. 146-148°C
(diclorometano), revela con tricloruro férrico. UVA max (EtOH) 218; 260;
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3.5

4.1

291 nm; A mix (EtOH/NaOH) 210; 212; 285; 296 nm. IR (v KBr) 3490;
2960 (banda amplia); 1675; 1600 cm-1.13C-RMN (CDCly) 56; 112; 114;
123; 154; 158; 170 ppm. TH-RMN (CD,0D) 3,90 (3H, s); 6,90 (1H, dd);
7,60 (1H, m).

Compuesto MP6 (120 mg).- Agujas incoloras brillantes. P.F. 130-132°C
(metanol). Revela con 4cido sulfiirico, tricloruro de antimonio-acido acético
y Liebermann-Burchard, produciendo en todos los casos color rojo des-
pués de calentamiento.

Compuesto MP9 (13 mg, 0013 %).- Agujas anaranjadas. P.F. 116-118°C
(diclorometano). Revela con azul de metileno reducido. UVA mix (MeOH)
252; 280; 330; 440 nm. IR (v KBr) 2980; 2860; 1725; 1675; 1642; 1590
cm-1, 13C-RMN (CDCl,) 28,20 (2C); 79,00; 116,00; 117.46; 126,15 (2C);
130,48; 133,72 (2C); 152,00; 178,60; 182,10 ppm. 1H-RMN (CDCl5) 1,65
s; 5,75 d (J=10,5); 6,70 d (J=10, 5); 7,70 (J= 6, 5); 8,20 d (J= 6,5).

Compuesto MP10 (0,051g, 0,005%).- Agujas amarillas. P.F. 128-130°C
(diclorometano). Revela con azul de metileno reducido. UVA max (MeOH)
252; 281; 331; 390 nm. A max (MeOH/NaOH) 252; 275; 335; 476 nm.
A mix (MeOH/NaOH/HCI) 252; 281; 332; 390 nm. IR (vKBr) 3360;
2915; 2860; 1660; 1640; 1590 cm-1.

DISCUSION

Compuesto MP2.- El espectro IR de MP2 es caracteristico de un grupo
carboxilico, los espectros 13C-RMN y 1H-RMN indican que se trataria
de un compuesto aromdtico y que tendria un sustituyente metoxilo. El
desplazamiento de sefiales en el UV ante el afiadido de NaOH sugiere la
presencia del grupo OH, ademas, el espectro 13C-RMN indica que dos
carbonos aromaticos estdn unidos a grupos atractores de electrones, uno
de ellos unido al grupo metoxilo, y el otro estaria unido al grupo hidroxilo.
Sin embargo, el espectro IR no muestra la sefial del grupo OH; esto se
deberia a la formacién de un enlace intramolecular entre el grupo C=0
del 4cido carboxilico y el OH fendlico, los que estarian en posicion orto.
Con estos datos, las estructuras propuestas corresponden a los 4cidos 4-
metoxisalicilico y S-metoxisalicilico.



COCH

€, 90g H
7.€E0d H
7. BOm 7. EBa
€. 90d
OCH; CH30
2. 950 3,95, 7rE@m
Acido 4-metoxisalicilico Acido 5-metoxisalicilico

4.2 Compuesto MP3.- El espectro IR es también caracteristico de un é4cido
carboxilico, y a diferencia de MP2, se aprecia la vibracion caracteristica
del grupo OH. Los espectros lH-RMN y 13C-RMN sugieren que se trata
de un compuesto aromatico y que tendria 2 C unidos a grupos atractores
de electrones, uno de ellos al grupo metoxilico. MP3 seria un isémero de
MP2, en el que el grupo OH no estaria en posicion orto respecto al grupo
COOH. Las estructuras propuestas corresponden a los dcidos vainillico
e isovainillico.

€, 90do 7. 0m
B, 90dc 7, EBm
o 7. Em
7y m
OCH,3 g H
OH T, 90= CH3
Z, 30
Acido vainillico Acido isovainillico

4.3 Compuesto MP6.- Por el aspecto, solubilidad, punto de fusién y
cromatografias comparativas, se determiné que MP6 era 8-sitosterol,
presente también en otras especies Tabebuia.

OH

B-sitosterol
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4.5

Compuesto MP9.- Revela con azul de metileno reducido, por lo que se
trataria de una estructura quindnica; esto se confirma con el espectro IR
que presenta absorciones caracteristicas del grupo carbonilo de quinonas
21675 y 1642 cm-! y el alargamiento C=C de compuestos aromaticos a
1590 cm-1. Los espectros UV, 13C-RMNy 'H-RMN indican que MP9
seria la dehidrolapachona, lo que fue confirmado con los valores repor-
tados para este compuesto {12, 13].

0
o)
Dehidrolapachona

Compuesto MP10.- Revela con azul de metileno reducido y presenta en
el IR vibraciones de alargamiento C=0 a 1660 y 1640 cm-!, por lo que
se trataria de una quinona. El IR muestra la presencia del grupo OH (3360
cm-1), y del gem-dimetil (1355 y 1345 cm-1). Analizando los espectros
UV, IR y caracteristicas de MP10, se encontré que eran idénticos a los
del lapachol [12, 13]. Sin embargo, MP10 no era estable pues sufria
transformacién originando el compuesto MP9.

Lapachol
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