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ESTUDIO FITOQUIMICO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LA CORTEZA DE

Esenbeckia runyonii (Rutaceae)

RESUMEN

Del extracto etandlico de la corteza de Esenbeckia runyonii (Rutaceae) se aislo
un alcaloide acridonico 1-Hidroxi-3-metoxi-N-metilacridona 1 y la estructura fue
establecida por andlisis espectroscopicos de RMN, incluyendo técnicas 2D y por
comparacion de datos de la literatura. Este es el primer estudio fitoquimico y de
actividad biologica reportado de la corteza de E. runyonii. Se determiné la
actividad citotdxica in vitro, del extracto etanodlico en las células tumorales
humanas, U251, PC-3, K562, HCT-15, MCF-7 y SKUL, la actividad
antiinflamatoria, antibacteriana, antifingica y antioxidante.
PALABRAS CLAVES: Esenbeckia runyonii, Rutaceae, Acridona,
Antibacterial, Antifungica, Antioxidante, Antiinflamatoria, Citotoxica.

ABSTRACT

From the ethanolic extract of bark of Esenbeckia runyonii (Rutaceae) was
isolated one acridone named 1-Hydroxy-3-methoxy-N-methylacridone 1 and
structure was established by spectroscopic analyses of NMR, including 2D
techniques and comparison with literature data. This is the first phytochemical
and biological activity reported study of the bark of E. runyonii. The in vitro
cytotoxic activity was determined against U251, PC-3, K562, HCT-15, MCF-7
and SKUL human cells, antiinflammatory, antibacterial, antifungal and
antioxidant of the ethanolic extract.
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1. INTRODUCCION

Las especies de la familia Rutaceae no solo presentan
propiedades medicinales sino que también presentan
aplicaciones industriales como es el caso del género
Citrus cuyas especies son ampliamente usadas en la
industria de alimentos, el género Murraya usado en la
industria de perfumes y saborizantes y los géneros Amyris,
Zanthoxylum y Hortia que presentan potencial como
especies maderables. Muchos compuestos volatiles
obtenidos de frutos y hojas de especies de esta familia son
usados en la industria farmacéutica como aromatizante y
antioxidante [1].

Los usos en la medicina tradicional que han sido
reportados por los individuos de la familia Rutaceae y los
diversos metabolitos que se han aislado exhibiendo
actividad biolégica y quimiotaxonémica, justifican el
estudio de esta familia. El género Esenbeckia ha sido
estudiado muy poco en nuestro pais y en particular la
especie Esenbeckia runyonii, que crece en la region
caribe, no ha sido estudiada aun, todo ello sefiala que se
hace necesario adelantar investigaciones que permitan
enriquecer el conocimiento quimiotaxondémico y
fitoquimico del género Esenbeckia.

Los estudios de las especies de este género reportan como
metabolitos principales: alcaloides [2] de tipo quinolinico,
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acridonico e inddlico, furanocumarinas [3] de tipo lineales
y angulares, flavonoides [4]y terpenoides [5].

El objetivo principal de esta investigacion es la
elucidacion estructural de los compuestos aislados del
extracto etanolico de la corteza de Esenbeckia runyonii
(Rutaceae) asi como los resultados de las pruebas
antibacterial [6], antifingica [7], antitumoral [8], [9]
antiinflamatoria [10], [11] y antioxidante[12], [13], [14]
realizados en la Universidad Nacional Auténoma de
México (UNAM).

2. CONTENIDO

2.1. Material Vegetal

El material vegetal empleado en esta investigacion
corresponde a la corteza Esenbeckia runyonii (Rutaceae),
recolectada en los Montes de Maria, en el departamento
de Bolivar, en Octubre de 2004, por el Biélogo Giovanni
Montes Arrieta de la Universidad de Sucre.

La especie fue determinada por el Bidlogo Eduino
Carbon6 De La Hoz del Herbario UTM-12000 de la
ciudad de Santa Marta.

2.2. Extraccion y Purificaciéon

1100 g de corteza seca y molida se sometieron a una
extraccion por percolacion con etanol al 96%,
obteniéndose 30 g de extracto etandlico. Luego se
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fracciond por soxhlet con tres solventes de polaridad
creciente: éter de petrdleo, cloroformo y acetato de etilo.
El compuesto 1 se aisl6 del extracto cloroférmico.

2.3. Actividad Bioldgica

2.3.1. Actividad Antitumoral

La actividad antitumoral in vitro fue llevada a cabo de
acuerdo con el protocolo de la NCI. El ensayo se hizo
usando un panel de lineas celulares tumorales humanas.
Las lineas celulares son U251, PC-3, K562, HCT-15,
MCF-7 and SKUL. En general, el método utilizado es el
mismo descrito por Monks et al [8], [9].

2.3.2. Actividad Antiinflamatoria

La actividad antiinflamatoria se llevd a cabo in vivo en
ratones usando el modelo de edema inducido con TPA. La
metodologia usada se encuentra en las referencias [10],

[11].

2.3.3. Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante se llevd a cabo in vitro
midiendo de manera indirecta la reduccién del radical
libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH). La metodologia
usada se encuentra en las referencias [12], [13], [14]

2.3.4. Actividad Antibacterial

La actividad antibacterial se llevé a cabo usando el
método de difusién en agar Mueller-Hinton contra los
microorganismos a ensayar Bacillus subtilis, Vibrio
cholerae torr ,Staphylococcus epidermis, Vibrio cholerae
caso clinico. La metodologia usada se encuentra en la
referencia [6]

2.3.5. Actividad Antifiingica

La actividad antifuingica se llevo a cabo usando el método
de difusion en agar papa dextrosa contra los hongos
Fusarium  sporotrichum,  Fusarium  monoliforme,
Rhyzoctonia solani, Trichophyton mentagrophytes y
Aspergillus Niger. La metodologia usada se encuentra en
la referencia [7]

2.4. Resultados y Analisis de Resultados

2.4.1. Elucidacion Estructural del Compuesto 1

El compuesto 1 se aislo6 como un solido de color
anaranjado, el cual fue recristalizado en metanol, su punto
de fusion fue de 169-170 °C.

En el espectro IR se observan bandas de tension en 3340
cm’ caracteristica del grupo hidroxilo, en 1637 cm’
aparece una banda aguda e intensa debida a estiramientos
del enlace C=0, aparecen bandas entre 1500 cm™ y 1600
cm’ caracteristicas del estiramiento C=C en compuestos
aromaticos [15].

Teniendo en cuenta el espectro de RMN-'H a 400 MHz y
sus respectivas ampliaciones se hicieron las siguientes
observaciones: aparecen dos singletes, uno a 6: 3.79 (3H,
s), y otro a &: 3.91 (3H, s), que segin las referencias
bibliograficas, por su desplazamiento y multiplicidad son
caracteristicas de grupos N-metilo y metoxilo
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respectivamente [16]; también se observa, la sefial en o:
6.32 (2H, s), que por su desplazamiento y multiplicidad
corresponde a dos protones situados en anillo aromatico.
Aparecen en el espectro de RMN-'H, cuatro sefiales, &:
7.30 (1H, ddd, J =0.7Hz, 7.1Hz, 8.0Hz), &: 7.49 (1H, d, J
=0.7Hz, 8.7Hz), &: 7.72 (1H, ddd, J =1.7Hz, 7.1Hz,
8.7Hz), 3: 8.47 (1H, dd, J =1.7Hz, 8.0Hz), que por los
desplazamientos, multiplicidades y constantes de
acoplamiento se trata de cuatro protones aromaticos en
posiciones consecutivas, formando un sistema ABCD
[17]. También en el espectro de RMN-'H, aparece una
seflal a campo muy bajo o: 14.8 (1H, s) que por su
desplazamiento, integracion y multiplicidad corresponde a
un protén fenodlico influenciado por un grupo carbonilo,
sefiales que se encuentran evidenciadas en el espectro IR.
Se tiene pues un total de 13 hidrégenos, 1 Hidroxilico, 6
Aromaticos (4 en un anillo y 2 en el otro) y 6 Alifaticos
unidos a heteroatomos.

El espectro de RMN-"C muestra una sefial en : 180.83,
correspondiente a un carbono cuaternario de un grupo
carbonilo, ademas se confirma la presencia de los grupos
N-metilo y metoxilo con las sefiales de los carbonos en o:
34.07 y &: 55.58 respectivamente.

Al comparar los espectros de RMN-"C 'y los
experimentos DEPT 90 y DEPT 135, se observan las
seflales de los carbonos en o: 34.07 y d: 55.58 de los
carbonos metilicos unidos a los heteroatomos N y O, la
seflal en d: 180.83 del carbono cuaternario carbonilico y
doce carbonos de los dos anillos aromaticos distribuidos
asi: 7 son metinicos y 5 son cuaternarios, dos de estos
ultimos son oxigenados cuyas sefiales estan en 6: 166.08 y
d: 166.06, y otros dos unidos al nitrogeno légicamente,
para un total de 15 carbonos.

La presencia de los sustituyentes OH, C=0O, N-CHj;,
OCH;, el numero de hidrogenos y de carbonos
previamente obtenidos sugiere la formula molecular
C;5sH;305N, lo cual daria un IDH de 10. Como hay un
IDH en el grupo carbonilo y ocho entre los dos anillos
aromaticos, faltaria solo uno, y que obligatoriamente
debera ser un ciclo. Este andlisis permite proponer las
estructuras parciales 1a, 1b, 1c.

H R?
5
H R JO]\/OkH RL H
8 7
H RG R R R4 R3
H H
la 1b 1c

Se propuso la estructura le debido a que los dos
hidrégenos situados en 8: 6.32 (2H, s) no presentaban
constante de acoplamiento. Acoplando las estructuras
parciales 1a, 1b, 1c y teniendo en cuenta el nimero de
carbonos, el IDH, las valencias que faltan por sustituir y la
quimica del género Esenbeckia se propone la estructura 1;
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de manera tal que el sustituyente OCHj; se encuentre en la
posicion de la valencia libre.

Las técnicas HMQC y HMBC ayudaron a la confirmacion
de la estructura propuesta, la cual corresponde a un

alcaloide de tipo acridona denominado: I-Hidroxi-3-
metoxi-N-metilacridona 1.
8.47
H O OH
7.30 6.32
H H
LU )
H N OCH3
7.72 !

H CH3 He6.32

7.49 313/
1

Figura 1. Estructura del compuesto 1 y correlaciones espaciales
de los grupos N-metil y O-Metil.

El analisis del HMQC muestra las conectividades C-H, de
los dos protones en posicion relativa meta d: 6.32 (2H, s),
uno estd sobre el carbono &: 94.03 y el otro sobre el
carbono &: 90.08. Por otro lado los protones del anillo
aromatico pertenecientes al sistema ABCD &: 7.30, o:
7.49, 98: 7.72 y &: 8.47 se encuentran conectados con los
carbonos o: 121.43, &: 114.47, o: 134.07 y o: 126.81
respectivamente. El orden reportado en la literatura en
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El anélisis del HMBC muestra correlaciones a *J y *J
como las del proton &: 6.32 que correlaciona a 2J con los
carbonos &: 166.08 y 8: 166.06 y a *J con los carbonos &:
90.08 y 8: 144.77; el otro protoén en &: 6.32 correlaciona a
*J con los carbonos &: 105.32 y &: 166.06 y a *J con el
carbono &: 94.03. El proton en &: 14.8 se correlaciona a *J
con los carbonos &: 94.03 y &: 105.32 y a “J con el
carbono &: 166.06 o con el carbono 8: 166.08, esto se
debe a los valores tan cercanos de los carbonos.

El espectro NOESY muestra las correlaciones espaciales
entre el hidrégeno N metilico y los hidrogenos situados en
6: 6.32 y &: 7.49, también muestra la correlacion espacial
entre el hidrogeno metoxilico y los hidrogenos en 6: 6.32.
En la figura 2 se aprecian las correlaciones espaciales
descritas anteriormente.

Por consiguiente se concluye que el compuesto aislado es
el 1-Hidroxi-3-metoxi-N-metilacridona 1, Figura 1. Cabe
anotar que todo lo reportado en esta investigacion es
nuevo, ya que la especie Esenbeckia runyonii no habia
sido estudiada aun.

El resumen de las conectividades y correlaciones se

estos tipos de sistemas se muestra en la figura 1. [18] encuentran  consignados en la  tabla L
NC 1H (ppm) | Multipl T 1BC DEET HMQC HMEC
(Hz) (ppem)
1 166.083 C
1-0H 148 5 94035, 167.747.105.320,
2 632 : 04,035 CH 94.035 £0.089, 16774, 166.06, 105320
3 166.060 C
3-0CH3 3ol 5 —————— 55.580 CH3 55580 166060
4 632 : b0.0%0 CH 90,089 166,060, 94.035, 105,320
5 749 d 0787 114476 CH 114476 | 121430, 121.106
G T2 ddd 1.7-7.1-87 134.073 CH 134.073 126813, 142448
7 730 t 0.7-7.1-80 121.439 CH 121430 | 114476, 121.106
B 84T dd 1780 126.813 CH 126813 | 134,073, 180,830, 142,448
9 180,830 C
11 142448 C
Ii% 121.106 [
12 144.770 C
1 105.320 C
N-CH3 E : _— 34077 CIB 34077 142448, 144770

Tabla 1. Datos de RMN "H, RMN "*C, HMQC y HMBC del compuesto 1, utilizando como solvente CDCl,

2.4.2. Resultados de la Actividad Antitumoral

El extracto etandlico de la corteza de Esenbeckia runyonii
mostrd una alta capacidad de inhibicion de crecimiento
celular tumoral. Las lineas celulares usadas y su

respectivo porcentaje de inhibicion fueron: U251 (Sistema
Nervioso Central) (100%), PC-3 (Préstata) (100%), K562
(Leucemia) (97.69%), HCT-15 (Colon) (100%), MCF-7
(Mama) (100%) y SKUL (Pulmoén) (98.53%)
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2.4.3. Resultados de la Actividad Antiinflamatoria

El extracto etanolico de la corteza de Esenbeckia runyonii
no mostrd actividad antiinflamatoria in vivo en ratones
usando el modelo de edema inducido con TPA.

2.4.4. Resultados de la Actividad Antioxidante

El extracto etandlico de la corteza de Esenbeckia runyonii
no mostré actividad antioxidante in vitro midiendo de
manera indirecta la reduccion del radical libre 2,2-difenil-
1-picrilhidracilo (DPPH).

2.4.5. Resultados de la Actividad Antibacterial

El extracto etanolico de la corteza de Esenbeckia runyonii
no mostrd6 actividad antibacterial contra  los
microorganismos Bacillus subtilis, Vibrio cholerae torr
,Staphylococcus epidermis, Vibrio cholerae caso clinico.

2.4.6. Resultados de la Actividad Antifiingica

El extracto etanolico de la corteza de Esenbeckia runyonii
no mostrd actividad antifungica contra los hongos
Fusarium  sporotrichum,  Fusarium  monoliforme,
Rhyzoctonia solani, Trichophyton mentagrophytes y
Aspergillus Niger

3. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Del extracto etandlico de la corteza de Esenbeckia
runyonii se aislo el alcaloide tipo acridona denominado 1-
Hidroxi-3-metoxi-N-metilacridona 1, el cual mostré una
alta capacidad de inhibicion de crecimiento celular
tumoral. No mostr6 actividad antiinflamatoria usando el
modelo de edema inducido con TPA, no mostr6 actividad
antioxidante utilizando DPPH, no mostrd actividad
antibacterial ni  fingica. Se recomienda seguir
fraccionando el extracto etandlico.
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