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RESUMEN

Los alcaloides son compuestos quimicos que poseen propiedades
farmacologicas a concentraciones bajas. En este estudio se evalué la
actividad antioxidante en fracciones de alcaloides libres hexanicos,
libres metandlicos, liberados metandlicos y de erisodina, obtenidas
de semillas de Erythrina americana Miller, mediante el método del
radical estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH); dicha reaccién
se midi6 por espectroscopia UV-Visible. La fraccion de alcaloides
liberados presenté mayor actividad antioxidante (0.1593 mg mL" +
0.0305), aunque las tres fracciones crudas inhibieron mas de 50 % de la
concentracion del DPPH. Se aislé erisodina pura a partir de la fraccion
de alcaloides liberados por medio de cromatografia en columna con
los eluyentes diclorometano:metanol en distintas polaridades; dicho
alcaloide se identificé a través de cromatografia en capa fina y RMN-
'H. Erisodina causo6 una fuerte inhibicion sobre el DPPH, comparable a
la del 4cido ascérbico (CI,, = 0.0212 mg mL" + 0.008 y CI_ = 0.0068 mg
mL"+ 0.0008, respectivamente). Erisodina a 0.5 mg mL"' inhibié hasta
94 % del DPPH.

Palabras clave: Erythrina americana, antirradical, erisodina, alcaloides,
radical libre.

SUMMARY

Alkaloids are chemical compounds with pharmacologic properties
at low concentrations. In this study, the antioxidant activity of free
alkaloids fractions in hexane and methanol, liberated in methanol
and in erysodine, obtained from seeds of Erythrina americana Miller,
was evaluated using the stable radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) method; the reaction was measured by UV-Visible
spectroscopy. The liberated alkaloid fraction showed the highest
antioxidant activity (0.1593 mg mL'+ 0.0305), though all three crude
fractions inhibited more than 50 % of the DPPH concentration. Pure
erysodine was isolated from the fraction of liberated alkaloids by
column chromatography, using dichloromethane:methanol at different
polarities; this alkaloid was identified by thin-layer chromatography
and 'H-NMR. Erysodine showed a strong DPPH inhibition which is
comparable to the ascorbic acid inhibition (CI,, = 0.0212 mg mL"' +
0.008 and CL_ = 0.0068 mg mL" £ 0.0007, respectively). Also, erysodine
at 0.5 mg mL"inhibited up to 94% of DPPH.

Index words: Erythrina americana, antiradical, erysodine, alkaloids,
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free radical.
INTRODUCCION

Erythrina americana, de la familia Leguminosae (Faba-
ceae), ha sido estudiada por su alto contenido de alcaloides
en semillas con su actividad farmacolégica (Garcia et al.,
2001). Esta especie contiene los alcaloides erisovina, eriso-
dina, erisopina y a- y B-eritroidina (Garcia et al., 1996), los
cuales son bases terciarias, mientras que otros alcaloides
con similar actividad farmacoldgica son sales cuaternarias
(Soto y Jackson, 1994). Tienen como base al esqueleto eri-
trinano, una espiroamina tetraciclica que se encuentra en
dos formas en la planta: libre o conjugada formando glucé-
sidos (Garcia y Soto, 2001). En estudios con ratones y ranas,
la erisodina administrada por via oral, subcutanea, intra-
peritoneal e intralifintica presento toxicidad en diferentes
concentraciones (Garin et al., 2001). Erisodina y la dihidro-
B-eritroidina actuaron como antagonistas de los receptores
nicotinicos a3, y o, presentes en el hipocampo dorsal de
ratas, y afectaron la consolidacién de la memoria de corto
plazo (Garin et al., 2009).

En la busqueda de compuestos naturales con actividad
antioxidante se han encontrado diversos compuestos
fendlicos, acido ascorbico y compuestos nitrogenados
como péptidos, aminodcidos, aminas y alcaloides (Valentao
et al.,, 2002). Los antioxidantes son sustancias sintéticas
o naturales que se afiaden a productos para prevenir o
retardar el deterioro causado por accidn del oxigeno del
aire (Huang et al., 2005). Los radicales libres inducen
dafio oxidativo a biomoléculas (lipidos, proteinas y acidos
nucleicos) y causan arterioesclerosis, envejecimiento,
cancer y otras enfermedades en humanos (Soler et al.,
2000; Bafna y Mishra, 2005). Estudios recientes sugieren
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la existencia de seis especies reactivas de oxigeno (ROS)
que provocan dano oxidativo al cuerpo humano: anion
superdxido (O, "), perdxido de hidrégeno (H,0,), radicales
perdxilo (ROO®), radical hidroxilo (HO"), oxigeno (O,) y
peroxinitrito (ONOO~) (Huang et al., 2005).

Un método sencillo, ficil y rédpido de llevar a cabo,
desarrollado por Brand-Williams et al. (1995) para
determinar actividad antioxidante de alimentos vy
compuestos secundarios, utiliza al radical estable 2,2-difenil-
1-picril-hidrazilo (DPPH). En interaccién con DPPH, los
antioxidantes transfieren electrones o atomos de hidrégeno
a este compuesto y asi neutralizan su propiedad de radical
libre (Naik et al., 2003). La caracteristica de la reaccion es un
efecto decolorante sobre el DPPH de azul-violeta a amarillo
(Brand-Williams et al., 1995). Una inhibicién de por lo
menos 50 % de la concentracién de DPPH representa una
buena actividad antioxidante. El objetivo principal de este
estudio fue evaluar la actividad antioxidante de fracciones
crudas de alcaloides y de erisodina, y su comparacion con
acido ascérbico.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se trabajo con 388 g de E. americana Miller recolectada
en los jardines de la Facultad de Quimica de la Universidad
Nacional Auténoma de México, en octubre de 2008.

Preparacion de los extractos crudos de alcaloides

Se siguieron los métodos descritos por Games et al.
(1974) que a continuacién se detallan:

Alcaloides libres. Las semillas trituradas mecanicamente
(388 g) se desengrasaron con hexano por 48 h, en un
soxhlet; el disolvente se evapor6 al vacio y el extracto
crudo hexdnico se lavé con una solucién de H,SO, a 2
%. La separacion de la grasa se llevé a cabo con lavados
consecutivos de diclorometano (3 lavados de 100 mL
cada uno). La fase acuosa se basific6 con NaHCO, hasta
alcanzar un pH entre 8 y 9, seguida de una extraccién
con diclorometano (5 extracciones de 100 mL cada una).
El extracto de diclorometano se sec6 con Na,SO, anhidro
y se evapord a presion reducida para obtener la fraccion
de alcaloides libres del extracto hexanico. Las semillas se
secaron a temperatura ambiente y se extrajeron con metanol
en un soxhlet durante 72 h, y el disolvente se evaporé a
sequedad. El extracto crudo se disolvié en una solucién de
H,SO, 1 M; después se hicieron lavados con diclorometano
(5 lavados de 100 mL cada uno). El disolvente libre de
humedad se evapor6 para obtener la fraccion de alcaloides
libres.

242

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 34 (4), 2011

Alcaloides liberados. El remanente de la fase acuosa
se acidifico a pH 2 con 4cido clorhidrico concentrado. La
mezcla se llevo a reflujo durante 3 h a una temperatura
entre 60 y 70 °C. La mezcla fria se alcalinizé con NaHCO,
hasta obtener pH 8 y se extrajo con diclorometano (5
extracciones de 100 mL cada una); el disolvente se secé con
Na,SO, anhidro y posteriormente se evapord, para obtener
la fraccién de alcaloides liberados.

Purificacion de alcaloides. De la fraccion de alcaloides
liberados se obtuvo el alcaloide erisodina mediante
fraccionamiento por cromatografia preparativa en
columna, con silica gel (gel de silice G 60 Merck) como fase
estacionaria; los eluyentes fueron diclorometano:metanol
en diferentes proporciones, desde 100:0 % a 80:20 % (v:v).
Se obtuvieron fracciones de 5 mL cada una y se analizaron
por cromatografia en capa fina, y se combinaron las que
resultaron cromatograficamente similares. Después se
realizé otra columna preparativa para la separacion de los
isdmeros erisovina y erisodina, con el uso de los eluyentes
cloroformo:metanol desde 100:0 % hasta 95:5 %.

Analisis por RMN-'H. La resonancia magnética
nuclear es un método espectral basado en las propiedades
magnéticas de los nucleos y, en su aplicaciéon mas
comun, en las propiedades del nucleo de hidrégeno. El
compuesto obtenido de la cromatografia en columna
se analiz6 por RMN-'H. Los espectros se determinaron
en un espectrofotdmetro Brucker-360® de 360 MHz
(Bruker Daltonic GmbH Bremen Alemania), con DMSO
(dimetilsulféxido) como disolvente y TMS (tetrametilsilano)
como referencia interna. Los desplazamientos quimicos se
expresan en unidades delta (5).

Determinacion de actividad antioxidante. La actividad
antioxidante se evalué mediante el método del radical
libre DPPH, como lo describen Liu et al. (2009) y Kubola
y Siriamornpun (2008). Dicho radical tiene un electrén no
apareado (libre) y presenta un color azul-violeta que cambia
aamarillo palido en presencia de una sustancia antioxidante;
esta reaccion se midié en un espectrofotémetro marca Pye
Unicam® SP 8-100 a 517 nm. Se prepardé una solucion
metandlica de DPPH 0.1 mM. La absorbancia inicial del
DPPH en metanol se midi6 a 517 nm, y no se registraron
cambios durante el ensayo con las muestras. Se construy6
una curva patrén a partir de la medicién de la absorbancia
del radical DPPH a diferentes concentraciones DPPH (0.1,
0.08, 0.06, 0.04, 0.02, 0.01 y 0 mM). Después, una alicuota
de 1 mL de cada tratamiento (en diferentes concentraciones
utilizadas) se agregdé a 3 mL de solucién metandlica de
DPPH. La reaccion se midié a 517 nm después de una
incubacién por 30 min a 30 °C en oscuridad. A partir de la
ecuacion de la curva se determino la concentracion a la cual
se redujo el DPPH. Las mediciones se llevaron a cabo por
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triplicado. El porcentaje de DPPH inhibido (% DPPH) se
calculd con la ecuacion:
A

% DPPH x 100/A

inhibido (Acontrol - muestra) control

donde A = es la absorbancia del control, y A
es la absorbancia de la muestra. Los valores de CI, se
calcularon a partir de graficos del porcentaje de inhibicion
y las concentraciones de los tratamientos. El CI,, denota
la concentracién de un compuesto para inhibir la
concentracion del valor inicial del DPPH a 50 %, a una

absorbancia de 517 nm.
Disefio experimental

Se utilizé un diseflo completamente al azar con cinco
tratamientos a diferentes concentraciones: fraccién de
alcaloides libres hexdnicos, fraccién de alcaloides libres
metanolicos, fracciéon de alcaloides liberados, erisodina
y acido ascorbico (testigo positivo). Se utilizaron las
concentraciones 0.5, 0.1 y 0.05 mg mL" para las fracciones
crudas; 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1 y 0.05 mg mL™! para erisodina;
y 0.001, 0.005. 0.0075 y 0.01 mg mL" para acido ascérbico.
Las evaluaciones se hicieron por triplicado.

Para determinar diferencias entre tratamientos se hizo
un andlisis de varianza con el paquete SAS para Windows
9.0, previa transformacién a rangos (Conover y Iman,
1981) para el cumplimiento de los supuestos, asi como la
comparaciéon de medias REGWQ (Ryan-Einot-Gabriel-
Welsh).

RESULTADOS Y DISCUSION
Estudio fitoquimico
Se obtuvieron 57.2 g de extracto crudo hexanico y 102.4
g de extracto crudo metandlico. En el Cuadro 1 se presenta
la cantidad de fracciones crudas obtenidas a partir de los

extractos crudos de semillas de E. americana.

Cuadro 1. Cantidad y rendimiento de fracciones crudas de alcaloides

Fraccion cruda de Peso (g) Rendimiento con respecto al peso
alcaloides de las semillas (%)
Libres hexdnicos 0.026 0.006
Libres metandlicos 6.5424 1.68
Liberados 1.4418 0.37

Para E. americana, Sotelo et al. (1993) reportaron 0.13
% de fraccion de alcaloides liberados y 0.4 % de alcaloides
libres. En el presente estudio se encontré un rendimiento
superior con respecto a la cantidad de muestra utilizada.
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Garin et al. (2000) reportaron un rendimiento de 0.224
% de fraccion de alcaloides liberados de semillas de E.
americana, valor que corresponde con el obtenido en este
estudio. La fraccion de alcaloides liberados se purifico en
una columna cromatografica, y se obtuvieron 34.9 mg de un
compuesto con aspecto de polvo café y amorfo con un punto
de fusion de 204-206 °C, correspondiente a la erisodina
(Amer, 1991). Se hizo un segundo analisis cromatografico a
34.9 mg del compuesto obtenido en el primer analisis, para
separar la erisodina de su isémero erisovina, y asi lograr
una mejor purificacién. En el Cuadro 2 se presentan los
desplazamientos quimicos de los protones de erisodina en
RMN-'H.

Cuadro 2. Desplazamientos quimicos de erisodina

Protones Desplazamientos quimicos (8)
1H 6.04
2H 6.58
3Ha 4.01

4Ha 1.6
4He 2.5
7H 5.73
8H 3.38
8H 3.58
10Ha 2.93
10He 3.39
11Ha 2.89
11He 2.35
14H 6.77
17H 6.72
150CH3 3.77
30CH3 3.31

Actividad antioxidante

En el Cuadro 3 se presentan las concentraciones
inhibitorias 50 (CI, ) de fracciones crudas de alcaloides, de
erisodina y del acido ascorbico.

Erisodina provocé produjo una alta inhibicién sobre
DPPH, con una CI, de 0.0211 mg mL", comparable con la
del acido ascoérbico (0.0068 mg mL'). Ambos compuestos
mostraron potente actividad inhibitoria sobre el radical
estable DPPH. La CI, de la erisodina en este estudio es mds
efectiva que la obtenida para este mismo compuesto pero
extraido de E. lysistemon, en el cual erisodina tuvo una CI
de 150 pg mL* después de 30 min de reaccion, y de 90 pg
mL! después de 4 h. Asi mismo, (+)-11a-hidroxierisodina
dio una CI, de 200 pg mL" a los 30 min de reaccion, y de
170 ug mL"'alas 4 h, sobre DPPH 0.5 mM (Juma y Majinda,
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Cuadro 3. Porcentajes de inhibicion y CL, de los tratamientos en su actividad sobre DPPH.

Extracto o compuesto Concentracién Inhibicién del radical CL,+DE
(mg mL") DPPH (%) (mg mL™")

Acido ascorbico 0.001 26.20 £ 2.999
0.005 46.09 £2.129 0.0068 a:£ 0.0008
0.0075 51.66 £ 1.502
0.01 56.44 £ 2.375

Erisodina 0.05 54.91 + 1.431
0.1 77.19 £ 2.946
0.2 88.61 £ 2.814
0.3 90.38 + 2.951 0.0212 2+ 0.0080
0.4 91.67 £ 3.969
0.5 94.23 £3.312

Fgacci;’m de alcaloides 0.05 35.09 + 3.487

iberados
0.5 7441x 3810 0.1593 b+ 0.0305
1 82.19 £ 1.661

flr)acciﬁn /de alcaloides 0.05 39.68 +7.190

ibres hexdnicos
03 2728 £ 2834 0.1719 b 0.0960
1 75.30 £ 1.756

H)accién de 1alcaloides 0.05 30.61 + 1.397

ibres metanolicos
0.5 48.31+2.394 0.7243 ¢+ 0.1991
1 52.84 + 4.006

DE = Desviacion estandar. Los valores de porcentajes de inhibicion se presentan como medias.
Los valores de CI, se presentan como medias + desviacion estandar. medias de CI con letras
iguales no son significativante diferentes (REGWQ, 0.05).

2004). La concentraciéon de DPPH utilizada podria explicar
la diferencia entre concentraciones inhibitorias. El alcaloide
melosmina de Rollinia pittieri present6 una CI, de 3.037
+ 0.18 pg mL"' (Montoya et al, 2004), valor superior al
obtenido con erisodina, que a su vez es superior a O-metil-
moschatolina de la misma especie y que no mostré efecto
significativo sobre DPPH. La melosmina tiene dos grupos
hidroxilos, que pueden ser responsables de la donacion
de dtomos de hidrégeno necesarios para la actividad
antioxidante, mientras que erisodina presenta un grupo
hidroxilo en su estructura; la ausencia de estos grupos en
O-metil-moschatolina podria explicar su pobre actividad.

Entre fracciones crudas, la dealcaloidesliberados presentd
la mejor concentracién para inhibir al radical DPPH (0.1593
mg mL™") y es significativamente igual a la que presento la
fraccion de alcaloides libres hexanicos (0.1791 mg mL™). La
fraccién de alcaloides libres metanélicos present6 una CI
de 0.7243 mg mL", que es menos efectiva para inhibir al
menos en 50 % a la concentracién original del DPPH.

En E. latissima, Chacha et al. (2005) estudiaron las
propiedades antioxidantes de flavonoides de madera del
tallo de esta especie, un pterocarpano (135 pug mL™’), una
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chalcona (160 pug mL') y una flavanona (380 pg mL™?),
las cuales presentaron menor actividad antirradical que
erisodina.

Entre los porcentajes de inhibicién de las fracciones
crudas y el acido ascérbico se aprecia que los alcaloides
libres hexdanicos y liberados presentan altos porcentajes
de inhibiciéon sobre el radical DPPH; sin embargo, las
concentraciones de las fracciones crudas son mayores que
las utilizadas con dcido ascdrbico (Cuadro 3). Con las tres
fracciones crudas evaluadas se logré una inhibicién de por
lo menos 50 % sobre el radical estable, aunque su potencial
es diferente; esto evidencia que las fracciones crudas
tienen propiedades antioxidantes, debido quizé a un efecto
sinérgico entre los alcaloides presentes, pero su efecto
es inferior al del dcido ascdrbico. Similar al efecto de las
fracciones crudas de alcaloides de E. americana, los extractos
de diferentes especies como el extracto de oleorresina de
hojas del arbol del curry (Murraya koenigii Spreng.) (Rao et
al., 2007) y la fraccién alcaloidal del extracto metandlico de
raices de Cissampelos pareria Linn. (Bafna y Mishra, 2010),
presentaron mas de 50 % de inhibicién sobre el DPPH.

En el Cuadro 3 se aprecia que erisodina en la minima
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concentracion evaluada, logré inhibir mas de 50 % del
DPPH. En concentraciones mayores alcanzo porcentajes de
inhibicién muy altos; con 0.5 mg mL™" inhibié hasta 94.23
% + 1.4 de la concentraciéon de DPPH, comparable con el
alcaloide pterodina de tipo oxindol aislado de ufia de gato
(Uncaria tomentosa), el cual presentd una inhibicién de
98.26 % con una concentracion de 250 pg mL! (Paniagua
et al., 2009); erisodina a esta misma concentracion inhibe
alrededor de 90 % del radical DPPH.

A una concentracién de 100 ug mL" los alcaloides 6-ace-
tonildihidroqueleritrina, queleritrina y dihidroqueleritrina,
aislados del extracto de metanol de la corteza de Bocconia
arborea, presentaron un porcentaje de barrido sobre DPPH
de 84.3, 80.2 y 77.5 % respectivamente (Pérez et al., 2003)
valores similares a los presentados por erisodina a esa con-
centracion con 77.19 %. Este tltimo valor es ligeramente
superior al que presento el alcaloide norditerpeno cochlea-
renina obtenido de raices de Delphinium linearilobum, que
tuvo un efecto inhibitorio de 75.52 % sobre el radical DPPH
a una concentracion de 100 pg, ligeramente inferior al pre-
sentado por erisodina a la misma concentracién (77.19 %
+ 3.9) (Kolak et al., 2006); el alcaloide koenigina extraido
de hojas del arbol del curry inhibi6 91.6 % a 50 pg g (Rao
et al., 2007). Estos alcaloides con efecto inhibitorio sobre
DPPH contienen grupos hidroxilo, al igual que la erisodi-
na; esto parece indicar que la actividad secuestradora sobre
el radical se debe a la habilidad para donar dtomos de hi-
drogeno. Los resultados de este estudio sugieren que la efi-
ciente habilidad de erisodina para atrapar al radical DPPH
podria relacionarse con la capacidad para inhibir dafios al
ADN, como se demostro para el alcaloide pterodina (Pania-
gua et al., 2009).

CONCLUSIONES

Las fracciones crudas de alcaloides de E. americana
tienen potencial antioxidante con diversos niveles de poder
inhibitorio sobre el DPPH, donde destaca la fraccién de
alcaloides liberados con la mayor actividad antioxidante. El
alcaloide diénico erisodina tiene un potencial antioxidante
similar al del acido ascérbico. El método DPPH es sencillo y
rdpido para evaluar la actividad antioxidante de compuestos
bioactivos, principalmente con los que contienen grupos
-OH, tal como erisodina. Este estudio contribuye al
conocimiento de la actividad antioxidante de los alcaloides
del tipo eritrinano, en particular del alcaloide erisodina.
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