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RESUMEN

Como parte de un estudio de plantas de los Altos de
Chiapas utilizadas para tratar problemas
gastrointestinales, el presente proyvecto de tesis de
maestria describe la investigacién quimica y la evaluacidn
del potencial antiprotozoario de los compuestos alslados
de la especie Rubus coriifolius Focke (Rosaceae).

La seleccidn de la especie vegetal objeto de estudio
se realizd con base en los resultados obtenidos en la
determinacidén de la actividad antiprotozoaria in vitro
contra los trofozoitos de Entamoeba histolytica y Giardia
lamplia, de los extractos orgdnicos de las seis plantas
seleccionadas mediante un criterio etnomédico.

El fraccionamiento biodirigido del extracto obtenido
de las partes aéreas de R. coriifolius, empleando como
bioensayo de seguimiento la actividad antiprotozoaria
contra E. histolityca y.G. lamblia, asi como técnicas de
separacidén y purificacién (la cromatografia en columna
abierta y 1la cromatografia de 1liguidos de alta

resolucidn), condujeron al aislamiento de dos flavan-3-
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oles [(-) epicateguina 51 y (+) cateqguina 50], un
triterpeno pentaciclico (nigaichigdsido F1 5),Iun esterol
(B-D-glucésido de B-sitosterol 36), un flavonol (hiperina
302), dos polifenoles (A&cido gdlico 304 y Acido eldgico
305) y un azicar (glucosa 303).

De los ocho compuestos aislados de R. coriifolius, la
{-) epicatequina fue el compuesto mds activo contra ambos

protozoarios. Los valores de CI50 calculados a partir de

los resultados encontrados fueron de 1.9%2 ng/mL para E.
histolytica yv de 1.64 ug/mlL para G. lamblia.

La elucidacién estructural de los productos naturales
aislados se realizd mediante la aplicacidén de métodos

quimicos, espectroscopicos y espectrométricos.
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ABSTRACT

As part of our effort to discover natural products
from the highlands of Chiapas plants with a potential use
to treat digestive disorders, the chemistry and the
antiprotozoal properties of isolated compounds from Rubus
coriifolius Focke (Rosaceae) were afforded for this
thesis.

The selection of this plant was decided after
considerating the antiprotozoal properties 1in vitro
against Entamoeba histolytica and Giardia lamblia
trophozoites, by organic extract in a previous
pharmacogical screening with six medicinal plants used in
the highlands of Chiapas.

Investigation on the aerial parts of Rubus
coriifolius led to the isclation of two flavan-3-ols [(-)
epicatechin 51 and (+) catechin 50], one terpenoid
(nigaishigoside F1 5), éne sterol (B-D-glucoside of [B-
sitosterol 36), one flavonol (hyperine 302), two
polyphenols (gallic acid 304 and ellagic acid 305) and so

a sugar (glucose 303).

xii



The (-) epicatechin was the most active compound

against both protozoans (IC50= 1.92 upg/mL for E.

histolytica and 1.64 ug/mL for G. lamblia).
The isolated compounds were structurally identified by

a combination of chemical and spectroscopic methods.
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I INTRODUCCION

La disenteria amibiana y la giardiosis son
enfermedades causadas por los protozoarios intestinales
Entamoeba histolytica y Giardia lamblia, respectivamente.
Estas enfermedades son propias de paises en vias de
desarrollo y son causa de altos indices de morbilidad y
mortalidad; ambas parasitosis son el fesultado de la
desnutricidén, condiciones sanitarias pobres donde hay
hacinamiento y mal manejo de aguas; son mds frecuentes en
regiones tropicales, climas cdlidos y templados (Barreda
et al., 1999).

A nivel mundial se cohsidera que del 10 al 20% de la
poblacidén padece alguna forma de amibiasis, siendo 1la
disenteria amibiana o amibiasis intestinal la més
importante (Barreda et al., 1999).

| En el caso particular de México, durante los dos
ultimos afics 1998-99 se feportaron un promedio de 549,395
casos de amibiasis intestinal, cabe destacar que en la
Repuiblica Mexicana los estados con mayor incidencia de

amibiasis son Chiapas, Hidalgo, Estado de México, Puebla,



Sinaloa y Veracruz (DGE, 1999; BRarreda et al., 1999).

En el caso de la gilardiosis se considera una
prevalencia que varia entre el 1 y el 50% dependiendo de
su localizacidn geografica, disponibilidad de servicios
sanitarios y hédbitos higiénicos de la poblacién (Katelaris
et al., 1994). En México se reportaron un promedio de
39,497 casos de giardiosis en los dos uUltimos afiocs v los
estados con mayor incidencia son el Distrito Federal,
Guerrero, Estado de México, Sinaloa, Veracruz y Yucatdn
(DGE, 1999; 2000; Barreda et al., 1999).

Para el tratamiento de la amibiasis intestinal vy la
giardiosis actualmente se usan como fédrmacos de eleccién
la nitazoxanida 1, metronidazol 2 y sus derivados. En el
caso de la giardiosis ademds de los mencionados también se
usa quinacrina 3 y albendazol 4 (Cuadro 1). Sin embargo,
en algunos casos el uso de estos farmacos estéd
condicionado ya Que por una parte causan reacciones
secundarias que a veces ébliga al abandono del tratamiento
con el consecuente fracaso terapéutico, y por la otra, se
ha descrito que son tdéxicos (Romero-Cabello et al., 1995).

En el caso particular del metronidazol se sabe que es



potencialmente mutagénico {(Shukla y Das, 1988) y hay
reportes respecto a la resistencia que desarrollan las
cepas de Giardia lamblia y Entamoeba histolytica (Goodman

et al., 1990, Koch-Weser y Goldman; 1980, Beck y Davis,
1983; Linquist et al., 1996; Sousa y Poiares, 1999;

Wassmann et al., 1999).

Cuadro 1.- Farmacos de eleccidn para tratar la amibiasis y

la giardiosis.

Estructura
o I

J
~Y

2

/
O

— |

Por lo antes expuesto, es importante continuar con la

busqueda de nuevas moléculas antiprotozoarias con



potencial terapéutico, libres de efectos colaterales vy
Utiles para tratar la disenteria y la giardiosis.

En este sentido el estudio de las plantas medicinales
pueden ser el punto de partida para el hallazgo de
compuestos Utiles para el desarrollo de nuevos fadrmacos.

Cabe destacar que en la actualidad se emplean nuevas
estrategias apoyadas en una gran variedad de técnicas en
la busqueda de nuevos principios biocactivos (Cordell,
1995; pPhillipson, 1995; Cragg et al., 1997; Hostettmann et
al., 1997).

En el caso particular de la Unidad de Investigacién
Médica de Farmacologia en Productos Naturales, se manejan
algunas lineas de investigacién en forma permanente,
destacdndose en los Ultimos seis afios, la obtencidn de
compuestos con actividad antiprotozoaria a partir de
plantas medicinales provenientes de los altos de Chiapas
(Alanis, 1996; Calzada et al., 1995; 1998a; 1998b; 1999%a;
1999b; Meckes et al ., 19§5; 1996; 1997; 1999).

Las plantas medicinales investigadas se seleccionaron
mediante el criterio etnomédico y el estudio de las mismas

se hace por un método fitoquimico biodirigido (Hamburger y



Hostettmann, 1991; Phillipson, 1995; Cordell, 1995;
Hostettmann et al., 1997, Mata, 1999; Calzada, 2000).

En las comunidades indigenas tzotziles y tzetzales de
los altos de Chiapas, las enfermedades asociadas con
procesos diarreicos (diarrea aguda, diarrea con sangre y
diarrea con moco) son un problema de salud y son 38
plantas medicinales las que con mayor frecuencia utilizan
los pobladores de la zona para tratar este tipo de
enfermedades gastrointestinales. Como se puede observar en
el Cuadro 2, nueve de estas especies son empleadas para
tratar la diarrea con sangre, dos para tratar diarrea
aguda, ocho para tratar diarrea con moco y 18 para tratar
dolores abdominales (Berlin y Berlin, 1996).

De las 38 de especies mencionadas se destaca a Rubus
corrifolius debido a que es la sexta planta mas utilizada
por estas etnias para tratar los padecimientos
gastrointestinales (Berlin y Berlin, 199%96) y de la cual
recientemente se démostraron sus propiedades

antiprotozoarias (Calzada et al., 1998a).




Cuadro 2.- Plantas medicinales utilizadas en los altos de

Chiapas para el tratamiento de padecimientos
gastrointestinales.
NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE COMUN Jsos PARTE
USADA
Acacla angustissima Timbrillo, Diarrea con sangre y Raiz
{Fabaceae) Hizache,Me'’' ja’, |diarrea con meco *
Ageratina ligustrina Sakil ch’'a te’, Diarrea, dolor de Hoja
(Asteraceae) Xuch’il wvomol estdmago, dolor ok w
abdominal e inflamacién
intestinal
A.pringleil Pom ch’'a te’, Diarrea y dolor Hoja
(Asteraceae) Ox yoket vomol abdominal **
Allium sativatum Ajo, Distensidn Bulbo
{(Liliaceae) Axus abdominal, tos, WA
hipertensién arterial
v desérdenes digestivos
Arthrostema ciliatum Paj um’'wamal, Vémito y Hoda *
{Melastomataceae) Majk’ al aka dolor abdominal tallo
Baccharis serraefolia valak'’ xik’, Diarrea Hoja
(Asteraceae) Wara xet + *x
B. trinervis valak’ xik’, Diarrea Hoja i
(Asteraceae) Sakil xijch’ + allald
B. vaccinioides Mes te' Diarrea con sangre, Hoja
{(Asteraceae) tos tallo
+ * Kk ok
Borreria laevis Buluk’ sit, Diarrea aguda, Hoja**
(Rubiaceae) Ve’el buluk’, diarrea con moco y tallo
Votom wamal desnutricién en nifios raiz
Byrsonima crassifolia Nanche, Latzin, Diarrea con sangre, Corteza
{(Malphigiaceae) Nantzi’ ch’o diarrea y para que * %
- salgan dientes fuertes
Calliandra Ch’ich'ni’, Diarrea con sangre, Raiz***
grandiflora Xaxib pukuj, infeccidén en boca y corteza
(Fabaceae) Tzajal dientes, tos y hemorragia | hojas
ch'ich’'ni- en nariz flores

Etnia donde es utilizada la planta *Tzetzal, **Tzotzil y ***Tzotzil y Tzetzal
+Qtros trastornos gastrointestinales.



Cuadro 2.~

Plantas medicinales utilizadas en los altos de

Chiapas para el tratamiento de padecimientos
gastrointestinales (continuacidn).
— = ——— ——— —
m -l
NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE COMUN USos PARTE “
USADA
C. houstoniana Ch’ ich’ ni’ Diarrea con sangre Raiz***
{(Fabaceae) infeccidén en boca vy corteza
dientes,tos Yy hemorragia | hojas
en nariz flores
Chenopodium Epazote, Expulsar lombrices y Hojag***
ambrosioides Koko 'non, diarrea tallo
{Chencpodiaceae) Kajk'an raiz
Cissampelos pareira Voy chij momol, Diarrea con moco, +, Raiz
{Menispermaceae) Voy chij, trastornos del sistema hoja
Tz'I‘lel, reproductivo femenino, -
Yaxal nich vomol, | antihemorrdgico,
Kurudina, espasmelitico y {
Kururina antihelmintico
Crataegus Ch’ix te’, Diarrea con sangre Raiz***
pubescens K’at'ix + hoja
{Rosaceae) corteza
Dahlia imperialis Ch‘clov,Ch’'oliw Dolor epigdstrico y Tallo
(Asteraceae) Ch’olep problemas urinarios * %
Foeniculum vulgare Hinojo, Antiespasmoédico, Hojas
{Umbelliferae} Inaja, digestivo y vermifugo raiz
Injo + *x
Fushia splendens Tzaja nich wamal, | Diarrea, tos, escalofrio Fruto
(Onagraceae}) Tzaja kampana y edema *
nichim
Helianthemum Tan vomol, Diarrea, dolor abdominal | Raiz
glomeratum Tan bak wamal, vy expulsar lombrices hoja
{Cistaceae) K*anal nich wach' | + * ok
Lantana camara Ch‘il wvet, Ch'il {Diarrea, tos e Hoja
{(Verbenaceae) wet, Ch‘ilch’il infecciones del tracto|raiz
wajch'’ urinario *h
L. hispida Bick’ tal, Diarrea, tos e Hoja *+*
(Verbenaceae) Ch'ili vet’ infecciones del tracto|raiz
urinario

Etnia donde es utilizada la planta *Tzetzal, **Tzotzil y ***Tzotzil y Tzetzal
+Otros trastornos gastrointestinales.




Cuadro 2.- Plantas medicinales utilizadas en los altos de

Chiapas

para

el

tratamiento

de

gastrointestinales (continuacién).

m
NOMERE NOMBRE COMUN UsQes

padecimientos

ey
PARTE

+0tros trastornos gastrointestinales.

CIENTIFICO USADA J
Lepechinia Tzotzil vomol, Diarrea, dolor abdominal y | Hoja r
schiedeana Yaxal jomol, diarrea aguda * * J
{Labiatae) Na p‘ilix + f
Lepidium Panalillo, Diarrea con mMoco Hoja
virginicum Pich' tuluk’, doleor abdominal, tallo
(Cruciferae) Sakil jomol diarrea y diarrea aguda *

Lobelia laxiflora Tzajal nich wamal |Distensién abdominal y Rajz *
(Campanulaceae) Paj nich te’, diarrea con moco hoja
Turesna wamal, + tallos
Prima najk jévenes
Micropleura Kerem vomol, Obstruccidén intestinal, Raiz
renifolia Biki chuch wamal, dolor abdominal, *
(Apiaceae) Bak pox wamal, diarrea, distensién
Yaxal ch’o wamal abdominal y vémito
Nicotiana tabacum Miy, Moy, Anjel, Delor abdominal, deolor Hoja
{Solanaceae) Bankilal epigdstrico,diarrea y secas
distensién abdominal *kow
Ocimum selloi Xulem vomol, Dolor abdominal, dolor Hoja
{(Labiatae) Baket chitan epigdstrico ¥ **
wamal, Yax wamal distensién abdominal
Psidium guajava Guayaba, Potoj + Hoja***
(Myrtaceae) Pata, Potd, Potov raiz
corteza
P. guinesse Pajal potoj. Diarrea, Hoja ***
(Myrtaceae) Pata te’, diarrea con sSangre y raiz
Lumil pata, diarrea con mocco corteza
Paxchak’
Rubus coriifolius Zarzamora Diarrea, con sangre, con Raiz
{Rosaceae) silvestre, moce, debilidad Planta
Makum, Makom, infeccidén de dientes y entera
Pili zat makum, garganta *
Tzajal makum +
e = —
Etnia donde es utilizada la planta *Tzetzal,**Tzotzil y ***Tzotzil y Tzetzal



Cuadro 2.-

Plantas medicinales utilizadas en los altos de

Chiapas para el tratamiento de padecimientos
gastrointestinales (continuacidn).
e e ————
NOMERE NCMBRE COMUN usos PARTE
CIENTIFICO USADA
Smallanthus K’ail,Balan k'in Dolor abdominal,dolor | Hoja
maculatus Mirasol,P’ilix momol, | epigdstrico,diarrea y |raiz
{Asteraceae) Mukil k’'ail, Bik’tal menstruacidn *x
Sonchus oleraceus |Chicoria,Chikéryo, | Diarrea con sangre Raiz
{Asteraceae) Kulix pimil ' e
Stevia ovata Tzajal nich jomol, | Dolor abdominal, Hoja **
(Asteraceae) Ch’ail vomol, Nak’obal | diarrea, contusiones |tallo
us, Ch'a te’ nichim y heridas raiz
Tagetes filifolia | Chamomilo,Manzanilla, Diarrea,dolor Hoja
(Asteraceae) Kulentu jos, abdominal ,vémito, tos|raiz
Tzitz ak wamal y dolor epigdstrico *
T. lucida Tzitz uch, K'anal Dolor abdominal, Hoja
(Asteraceae) nich wamal, Pimento|distensién abdominal., |raiz
wamal, Perikona vomol tos, diarrea y vdmito | ***
Tithenia Krail, Ch’'ajkil, Dolor abdominal, Hoja
diversiflora Prilix, Neek ch’ate’, |diarrea,tos y para el|*
I(Asteraceae) Antzil k’ail aire
Verbena carolina Yax uran, Nich momol, | Tos,diarrea,diarrea |Raiz***
{Verbenaceae) Pem k’'ulub, Sakil yaman | con sangre, ceon moco | talle
y fiebre hoja
V. litoralis Berbena, Yaxal tob, Polor abdominal, dolor
{Verbenaceae! Tz'I'lel, epilgdstrico,
Yakan k‘ulub wamal diarrea,diarrea con
Mmoco y Ccon sangre

Etnia donde es utilizada la planta *Tzetzal.
+0tros trastornos gastrointestinales.

**Tzotzll ¥y ***Tzotzil

Y Tzetzal




IT ANTECEDENTES

II.1 Generalidades de Rubus coriifolius Focke.

Rubus coriifolius es una planta de la familia
Rosaceae, familia constituida por 100 géneros y 2000
especies en el mundo (Evans, 1991). Las plantas de esta
familia pueden ser hierbas, arbustos o arboles, a las que
en México se les conoce con los nombres de zarzamoras,
frambuesas, "“Situni”, “Coatlamiti” y “Makum”.

En particular, el género Rubus esta constituido por
250 especies. México cuenta con 28 especies (Cuadro 3);
algunas son nativas y el fruto es comestible (Evans, 1991;
Berlin y Berlin, 1995; Standley, 1922).

R. coriifoliué (Figura 1) se encuentra distribuida
desde México hasta Guatemala, en México se le localiza en
los estados de Michoacan, Veracruz, Morelos y Chiapas. En
este Ultimo estado la especie crece en las cafladas, en las
montafias con clima lluvioso v en los bosques de pinos en
zonas de climas templados a 1500-2400 m sobre el nivel del

mar (Breedlove, 1986; Standley, 1822).
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Figura 1.~ Rubus coriifolius Focke.
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Cuadro 3.- Especles de Rubus localizadas en México.

ESPECIES ESPECIES
R. pumilus R. adenotrichus R. undeanus R. fagifolius
R. glaucus R. philyrophyllus | R. abundus R. cymosus
R. eriocarpus R. liebmannii R. nelsonii R. oligospermus
R. pringleil R. coriifelius R. palmeri R. huministratus
RE. strigosus R. schiedeanus R. sapidus R. parviflorus
R. trichomallus R. macrogongylus R. alnifelius R. neomexicanus
R. verae-crucis R. smithii R. scandens R, trilobus

Rubus coriifolius es una enredadera con tallos de 10
metros de largo, sus ramas estéan llenas de espinas, sus
hojas son alternadas de cinco hojﬁelas que se extienden a
lo largo (5 a 10 cm) y ancho (3 a 5 cm) del tallo, sus
flores son usualmente perfectas racemosas, de color blanco
o rosa, el fruto esta constituido por numerosas esferas
gque nacen de un receptdaculo vy su color va del rojo al
negro, es oblongo de 2.5 cm de largo y 1 cm de ancho.

Los indigenas tzetzales conocen a R. coriifolius con
los nombres de “MakVm, Tzajal makum, Pili sat makum ¥y
Makum”, utilizan la raiz para tratar la diarrea con
sangre, la planta entera contra la diarrea y la hoja

contra la tos. La especie se utiliza con menos frecuencia
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para el vémito, la debilidad, la infeccidén de dientes vy
garganta (Rodriguez, 1996; Berlin y Berlin, 1995).
Estudios farmacoldgicos del extracto metandlico de R.
coriifolius han demostrado sus propiedades
antiprotozoarias (Calzada et al., i998a) vy antibacterianas
(Berlin y Berlin, 1995; Meckes et al., 1995), en el primer
caso el extracto resulté activo contra los protozoarios E.

histolytica y G. lamblia con CI, de 72.42 ug/nmL y de

77.82 npg/mL, respectivamente. En el segundo caso el
extracto demostrd efecto inhibitorio contra Staphylococcus
aureus y Candida albicans.

Cabria destacar que la decoccién de la raiz o la
corteza seca de los rizomas de las especies relacionadas
R. eubatos y R. nigrobaceus, respectivamente sdn
mencionadas en la Farmacopea de los Estados Unidos de
Norte América y en el 1indice Merck como agentes
antidiarreicos (Standley,1922; Merck Index, 1989). Las
especies R. sosaefolius, R. tephrodes y R. rosifolius se
usan para tratar la diarrea y s6lo R. tephrodes se utiliza
contra la disenteria (Perry, 1998; NHI, 1974; Laurence,

1978). A R. spectabilis, R. parviflorus, R. idaeus y R.

13



ursinus se les han descrito como agentes para tratar
problemas gastrointestinales, antigripales y como sedantes
(Haslam, 1989; Hemingway y Laks, 1992).

Desde el punto de vista fitoquimico, la especie R.
coriifolius no ha sido objeto de estudios previos; sin
embargo, de otras especies del género se han aislado e
identificado terpenoides, flavonoides, galotaninos,
esteroles, cetonas, alcoholes, 4cidos carboxilicos,
proantocianidinas, polifenoles, un alcaloide vy un

policétido (Cuadro 4 y Cuadro A-1).

Cuadro 4. Compuestos aislados de otras especies del género
Rubus.,

Numero Nombre Fuente Referencia'l
5 Nigaichigdsido F1 |R. accuminatus, | Zhou et al.,
R. ellipticus, 1992; Niero
R. imperalis et al.,1999;
R. microphyllus, Othani et
R. multibreatus, al,, 1991;
R. sp., Seto et al.,
R. suavissimus 1984
6 Tragquelosperogenina| R. accuminatus | Zhou et al.,
B 1992
7 Acido 2-oxo- R. Lien et al.,
pomdlico cochinchinensis 1999

14



Cuadro 4. Compuestos aislados de otras especies del género

Rubus (continuacidn).

15

Numero Nombre Fuente Referencia
8 Acido torméntico R. Lien et al.,
cochinchinensis 1999
9 Suavisimésido F1l R. Lien et al.,|
J cochinchinensis, | 1999; DPN,
R. suavissimus 1994
10 2- R. Lien et al.,
acetilsuavisimdésido | cochinchinensis 1999
Fl _ ‘
11 Tormentato de R.ellipticus zhou et al.,
I glucosilo 1992
I 12 Caji~-ichigdbsido R.ellipticus, Zhou et al.,
R. trifidus 1992
13 Acido 19-a- R. pinfaensis Cox et al.,
hidroxiasidtico 1593; Durham
) et al., 1994
14 Nigaichigbsido F2 R. sp DPN, 1994 |
15 Nigaichigdsido F3 R. sp Seto et al.,
1984; DPN,
1994
16 Sericdsido R. accuminatus, | Zhou et al.,
R. ellipticus 1992
|}
17 24-Deoxisericdsido R. ellipticus Zhou et al.,
| 1992
18 Acido rubdnico R. moluccanus DPN, 1994
19 Acido rubusico R. moluccanus DPN, 1994
20 4-Episericdsido R. multibreatus | Zhou et al.,
1992
—_— —————————— ——  — —  ——— ——— — =




Cuadro 4. Compuestos aislados de otras especies del género

Rubus (continuacidn).

Numero Nombre Fuente Referencia
21 2,5-Dimetil-4- R. arctica Glasby, 1991
metoxi-2,3-dihidro-
3-furanona
[ 22 4-hidroxi-4-metil-2-| R. arcticus DPN, 1992
pentanona
23 Acido oléico R. caesius | Darnley et al.,
1974
24 Acido linoléico R. caesius | Darnley et al.,
1974
| 25 Acido linolénico R. caesius | Darnley et al.,
1974
26 Gosondsido F1 R. chingii, | Othani et al.,
' R. 1991; Seto et
foliolosus | al., 1884; DPN,
| 1994
27 Gosondsido F2 R. chingii Othani et al.,
R. 199];8eto et
foliolosus | al., 1984; DPN,
' 1994
28 Gosondsido F3 R. chingii Othani et al.,
R. 1991 ;Seto et
foliolosus | al., 1984; DPN,
1994
29 Gosondsido F4 . R. chingii Othani et al.,
R. 1991 ;Seto et
foliolosus | al., 1984; DPN,
1994
30 Gosondsido FS R. chingii Othani et al.,

R.
foliolosus

e e

16

1991;Seto et
al., 1984; DPN,
1994




Cuadro 4. Compuestos aislados de otras especies del género

Rubus (continuacidn).

17

_—_— — . —————————————|
NUmero Nombre Fuente Referencia
31 Gosondsido F6 R. chingii R. DPN, 1994
folioclosus
32 Gosondsido F7 R. chingii, DPN, 1994
R. foliolosus
33 Rubusdsido R. chingii, Othani et al.,
R. foliolosus, |1991; DPN, 1994;
R. suavissimus Glasby, 1974
34 Suavidsido B R. suavissimus Othani et al.,
1991; DPN, 1994
35 Suavidsido Cy R. suavissimus Othani et al.,
1991; DPN, 1994
36 Suavidsido D R. suavissimus Othani et al.,
1991; DPN, 1994
37 Suavidsido D, R. suavissimus | Othani et al.,
1991; DPN, 1994
38 Esteviol-13-0- | R. suavissimus Othani et al.,
B-D- 1991
glucdsido
39 Acido fupénzico R. chingii DPN, 1994
40 Sanguina H6 R. chingii, DPN, 1994
R. idaeus,
R. sp
41 Campesterol : R. Glasby, 1991 |
crataegifolius
42 B-sitosterol R.crataefolius, Glasby, 1991;
R. ellipticus Zhou et al.,
1992
43 B-sitosterol-B-| R. ellipticus Glasby, 1991;
D...
glucésido



Cuadro 4. Compuestos aislados de otras especies del género

Rubus (continuacién).

Fuente

18

Numero Nombre Referencia
44 Colestanol R. crataefolius | Glasby, 1991
45 Estigmasterol R. crataefolius | Glasby, 1991
46 Acido rubitico R. ellipticus | Glasby, 1991
47 Acido rubinico R. fructicosus | Mukherjee et

al., 1984
48 Ester metilico del | R. fructicosus | Darnley, 1974
dcido-70-acetiloxi
ursdlico
49 Acido ursénico R. fructicosus DPN, 1994
50 Acido 19-0- R. suavissimus | Darnley, 1974
hidroxiursdélico
51 Octaeicosanol R. ellipticus Glasby, 1991
52 Acido R. ellipticus Glasby, 1991
octaeicosanoico
53 B-1,2,6-trigaloil-| R. fructicosus, Haddock et
D-glucdsido R.idaeus al,, 1982
54 B—pentagaloil-D- | R. fructicosus, Haddock et
glucdsido R. idaeus al., 1982
55 Casuarictina R. fructicosus | Haslam, 1989
R.idaeus, R. sp
56 Potentillina R. fructicosus Hemingway v
R.idaeus, R. sp Laks, 1992
57 Pedunculagina R. fructicosus Hemingway vy
R.idaeus, R.sp Laks, 1992
58 Sanguina H-6 R. fructicosus Haslam et
R. idaeus al., 1989;
DPN, 1994




Cuadro 4. Compuestos aislados de otras especies del género

Rubus (continuacidn).

Referencia “

Numero Nombre Fuente
59 Catequina-4-o~ fructicosus Hemingway Yy
epicatequina R.idaeus Laks, 1992
60 Procianidina B4 | R. fructicosus Haslam, 1977;
R. idaeus Thompson et al.,
1972; DPN, 1994
61 (+) Catequina fructicosus Haslam, 1977;
R. idaeus Hemingway, 1992
62 {(-) Epicatequina | R. fructicosus Haslam, 1977
R.idaeus
-
63 Cianidina-3-0- |R. fructicosus DPN, 1994
ramnoglucosil~5-
Lﬁ O-glucdsido
64 Pelargonidina-3- R.idaeus DPN, 1994
O-glucosil-~2-0-
rutindsido |
65 Cianidina-3- R. sp DPN, 1994
sofordsido
| 66 Sambicianina R. sp DPN, 1994
67 Cianidina-7- R. ulmifolia DPN, 1994
glucésido
68 Camperol-3-0- R. hirsitus Masakazu, 1962
glucédsido
69 Rutina R. idaeus Darnley et al., u
’ 1974
70 Quercetina-3-0- R. idaeus Ryan y Coffin,
B-glucurdénido 1971
71 Camperol-3-~0-f- "R. idaeus Ryan y Coffin,
glucurdnido 1971
72 Isoquercitrina R. idaeus Darnley, 1974
—_— — ]|
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Cuadro 4. Compuestos aislados de otras especies del género

Rubus (continuacidn) .

Numero Nombre Fuente Referencia
73 Reinoutrina R. idaeus Darnley, 1974
74 Astragalina-7-0- R. sp DPN, 1994

xildésido
75 Hiperina-6''-0- (4- R. sp DPN, 138%4
carboxi-3-hidroxi-
3-metilbutanoil)
76 Quercetina-7-0- R. sp DPN, 1964
xilésido
77 {6R,9R)-3-0x0-0- R. ldaeus Pabst et al.,
ionol-3’-0-B-D- 1992
glucésido
78 (6R,95) -3-0x0-0— R. idaeus Pabst et al.,
ionol-3’'-0-B-D- 1992
glucédsido
79 4,7- R. idaeus DPN, 1994
Megastigmadieno-
3,9-diol
80 (6R,9R) -0.~Ionol-9~- R.idaeus Pabst et al.,
O-0-L- 1992
arabinofuranosil-
(1->6) -B-D-
glucédsido
81 S-(+)-Linalol-3-0- R.idaeus Pabst et al.,
o-L- 1993
arabinofuranosil-
(1->6)-B-D-
glucdsido
82 3-Hidroxiflavanona R.idaeus Darnley, 1974
83 Di-p-cumaroil R.idaeus DPN, 1994
putrescina
L




Cuadro 4. Compuestos aislados de otras especies del género

21

Rubus (continuacién).

Umero o Nombre Fuente Referencia
84 Acido-3-hexendico R. idaeus DPN, 1994
85 4-(4-hidroxifenil)-2- R. idaeus DPN, 1994

butanona
86 4-{4~0-(B-D-glucosil- R. sp DPN, 1994
6-0-cinamoil-2-0-
galoil)-fenilj-2-
butanona
87 4-[4-0- (B-D-glucosil- R. sp DPN, 1994
6-0-p-hidroxicinamoil
-2-0-galoil)-fenil]-
2-butanona
88 Pregeljereno R.rosifolius| Glasby, 1991
89 Rosifoliol R.rosifolius{ Glasby, 1991
90 Acido nonandico R. sp DPEN, 1994
91 Acetato de etilo R. sp DEN, 1994 "
92 Acido malico R. sp Darnley, 1974“
93 Acido isocitrico R. sp Darley, 1974
94 Procianidina B8 R. sp DPN, 1994
95 Salicilato de metilo R. sp Darnrey, 1974"
96 B-(3,4- R. sp Darnley, 1974
Dihidroxifenil) -
etanol
97 Paniculdsido IV R. Othani et
suavissimus al., 1991;
98 Suavidsido A R. Othani et
suavissimus al., 1991;
99 Suaviésido A, R. Othani et
suavissimus al., 1991;




Cuadro 4. Compuestos aislados de otras especies del género

Rubus {continuacidn).

."_’-—'_—'—'——'—__—-_'_"-__d_"_——————'ﬁ*.____.___—__.. -
Numero Nombre Fuente Referencia
100 Suavidsido E R. suavissimus Othani et
al., 1991;
101 Sugerdsido R. suavissimus DPEN, 1994
102 Acido ursélico R. Glasby,
crataegifolius, 1991;
R. ellipticus, Durham et
R. al., 1994;
cochinchinensis Lien et
al., 1999
103 Acido euscépico R.pinfaensis Durham et
al., 1994
104 Suavissimdsido F1 R. suavissimus Gao et
- al.,1l985
105 28-B-Glucosil éster | R. suavissimus Gao et
del &cido-2a, 3B, 19~ al., 1985

trihidroxi urs-12-
ene-23,28-didico

106 Acido-1la,20,3B, 190~ | R. xanthocarpus| Li et al.,

tetra hidroxiurs-12- 1998
en-6ico
107 28-0-B-D-Glucosil |R. xanthocarpus| Li et al.,
éster del acido- 1998

200, 3¢, 190, 24-
tretrahidroxi urs-
12-en-28-didico

108 28-0-B-D-Glucosil |R. xanthocarpus| Li et al.,
éster del 4cido- 1998
200,30, 19%0-trihidroxi
urs-12-en-24-formil-
28-bico
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Cuadro 4. Compuestos aislados de otras especies del género

Rubus (continuacién) .

Numero Nombre o Fuente Referencia
| 109 Acido-2,3-0- R. Li et al.,
isopropilidenil- xanthocarpus 1998
20, 30,190-trihidroxi
urs-12-en-28-déico
110 Ester metilico del R. Li et al.,
Adcido-20,30,1%0,23- xanthocarpus 1998
tetrahidroxi urs-12-
en-28-éico
111 Acido torméntico R. Li et al.,
xanthocarpus 1998
112 24,28-Dimetil éster R. Li et al.,
del &cido-2q,3¢,190- | xanthocarpus 1998
trihidroxi urs-12-en-
dico
113 24-Metil éster-28-0- R. Li et al.,
B-D-glucosil éster xanthocarpus 1998
del A&cido-trihidroxi
urs-12-en-dico
114 Suabidsido F R. suavissimus| DPN, 1994
115 Suabidésido G R. suavissimus| DPN, 1994
116 Suabidsido I R. suavissimus!| DPN, 1994
117 Suabidsido H R. suavissimus|{ DPN, 1994
118 Suabidsido J R. suavissimus| DPN, 1994
119 (z)-9,10- R. thibetanus Othani et
Epoxinonacosano al., 1992
Gaydou et
al., 1895
— e
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II.2 Generalidades de los Flavan-3-oles.
Los flavan-3-oles son un grupo de metabolitos

secundarios de naturaleza fendlica del tipo C,-C,-C,. cuya

estructura base estd constituida por dos anillos
bencénicos unidos a través de tres carbonos que forman un
anillo pirano. Por conveniencia, los anillos son nombrados
con las letras A, B y C; los carbonos de los anillos A y C
se indican con numeros ordinarios y en el caso del anillo
B con numeros primos (Figura 2) (Markham, 1982).

El tratamiento de los flavan-3-oles 120 con acidos
minerales da origen a las antocianidinas 120a (Figura 3)
(Haslam, 1989).

Los flavan-3-oles se clasificaron inicialmente de

acuerdo a su patrdén de hidroxilacidén en ocho tipos:

prodistenidinas 121, properlargonidinas 122,
procianidinas 123, prodelfinidinas 124,
proguibourtinidinas 125, profisetinidinas 126,

prorrobinetinidinas 127 y promezquitolidinas 128 (Cuadro

4) (Haslam, 1989).
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R 120 R=Ho OH

Figura 2.- Estructura base de los flavan-3-oles 120.

R R
R R
R . R
H
R o} R <3
R = R
OH ~
R R=H o OH R R=H 0 OH
120 120a
Figura 3.~ Reaccidén de los flavan-3-oles con &cidos
minerales.
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Cuadro 5.- Clasificacidén de los flavan-3-oles segun su

patrdén de hidroxilacién y estereoquimica en los carbonos

26

2C y 3C.
Estructura Tipo /Patrdén de Estereoquimica en
hidroxilacién 2C y en 3C
Prodistenidinas Distenina
HO o] C 121/ 129 (2R, 3R) fi
< S5
OH
OH
OH Propelargonidinas | Afzeleguina 130
HO o O 122/ (2R, 35),
Q 3,5,7,4’ entafzelequina
131 (2S,3R),
OH OH epiafzelequina
132 (2R, 3R),
entepiafzelequina
133 (28,38)
OH Procianidinas Catequina 50
HO o} O oM 123/ (2R, 38),
O 3,5,7,3',4' entcategquina 134
OH (25, 3R),
OH epicatequina 51
(2R, 3R),
entepicatequina
135 (2S,38)
OH Prodelfinidinas | Galocatequina 136
OH ' 124/ (2R, 38),
HO o) O 3,5,7,3",4",5' epigalocatequina
O OH 137 (2R, 3R)
OH
OH




Cuadro 5.- Clasificacidén de los flavan-3-oles segun su

patrén de hidroxilacidén y estereoquimica en los carbonos

2C y 3C (continuacién).

Estructura Tipo/Patrdén de Estereoquimica en
hidroxilacidn 2C y en 3C
OH Proguibourtinidinas| Guibourtinidol
HO o O 125/ 138 (25,3R),
O 3,7.4° epiguibourtinidol
OH 139 (25,385)
Profisetinidinas Fisetinidol 140
OH 126/ (2R, 389),
OH 3,7,37,4’ entfisetinidol
141 (25,3R},
HO O © O epifisetinidol
OH 142 (25,38),
entepifisetinidol
143 (2R, 3R)
Prorobinetinidinas Robinetinidol
127/ 144 (25,3R),
3,7,37,4",5" entrrobidanol
145 (2R,38},
epirrobinetinidol
146 (2R,3R),
I robidanol
147 (25,35)
OH Promezquitolidinas Mezquitol
OH OH .128/ 148 (2R, 3S5)
0o O 3,7,8,37,4'
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En la actualidad estos compuestos se clasifican en 22
clases (Cuadro 5), tomando en cuenta el patrdén de

hidroxilacidén y la estereoquimica absoluta de los centros

quirales en las posiciones 2 y 3: disteninés,
afzelequinas, entafzelequinas, epiafzeleguinas,
entepiafzelequinas, catequinas, entcateguinas,
epicatequinas, entepicatequinas, galocateguinas,

epigalocatequinas, guibourtinidoles, epiguibourtinidoles,
fisetinidoles, entfisetinidoles, epifisetinidoles,
entepifisetinideoles, robinetinidoles, entrrobidanoles,
epirrobinetinidoles, robidanoles y mezquitoles.

Los flavan-3-oles mds abundantes en la naturaleza son
aquellos con estereoquimica 2R; menos frecuentes son los
compuestos con estereoquimica 2S5, para nombrarlos se usa
el nombre del flavan-3-o0l seguido del sustituyente
(Brandon et al., 1982). En el Cuadro A-2 se resumen los
172 flavan-3-oles de origen natural.

De acuerdo con ias estructuras ilustradas en el Cuadro
A-2, tomando en cuenfa el patrén de hidroxilacién, las
tres clases de flavan-3-oles m&s abundantes son las

procianidinas con 103 compuestos (50-51, 134-135 y 164-
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264), las prodelfinidinas con 23 compuestos (136=-137 Yy
265-286) y finalmente, las propelargonidinas con 19
compuestos (130-133 y 149-163).

En la naturaleza se les puede encontrar en forma libre
(50-51 vy 129-148) o bajo la forma de glicédésidos (157-
159, 162, 164-166, 169, 172, 178, 183, 184, 187-188,
190, 192, 194, 200-201, 204, 207, 222, 229-230, 240-
241, 244, 2495-250, 278 y 284).

Los grupos fendlicos cominmente encontrados pueden
estar metilados (149, 163, 171, 180-181, 192, 196,
243-247, 257-258, 267, 274, 277-279, 283-284 y 289-
290) o acilados; en este uUltimo caso el grupo
esterificante mds comin es el galoil (160, 167, 170,
176-177, 179, 182, 185, 189, 191, 195, 197-199, 209,
235-239, 242, 248, 266, 271-274, 276, 280-282 y 291-
292) .

Cabria destacar que el anillo aromatico A puede estar
algquilado en las posiciénes 6 (142, 169, 225, 228 y 260-
261) y 8 (153, 154-155, 220, 222-227 y 254-258) con
una gran variedad de sustituyentes.

Otra posicidédn que puede estar sustituida es la 4, los
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compuestos 161, 253 vy 262 tienen un carboximetilo y los
compuestos 206-213, 233, 238, 248-250, 268, 275, 285,
288-290 vy 295-296 poseen una unidad fendlica.

Los flavan-3-oles son metabolitos ampliamente
distribuidos en el reino vegetal y se han aislado de 51
familias (Cuadro 6).

Para el aislamiento de los flavan-3-oles se emplea
bédsicamente cromatografia en columna y cromatografia
liquida de alta resolucidn (CLAR), en el primer caso las
fases estacionarias empleadas son: sephadex LH-20,
celulosa y poliamida (Bonefeld et al., 1986; Weinges,
1964) y en el segundo caso se emplea shandon hyvpersil
(Treutter et al., 1994).

Para la elucidacidédn estructural se utilizan
técnicas espectroscédpicas (IR, DC, RMN H y '3C y sus
modalidades) (Baek et al., 1994; Bonefeld et al., 1986;
Drewes et al., 1992a; Foo, 1981; Luck et al.,1994;
Morimoto et al., 1988) y espectrométricas (EM-FABY')
(Ferreira y Bekker, 1996) apoyados en métodos quimicos
(metilaciones, acetilaciones y ésteres de Mosher) (Drewes

y Taylor, 1994; Ferreira y Bekker, 1996; Hundt et al.,
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1990; Luck et al.,

1994; Rossouw et al.,

1994) .

Cuadro 6.- Familias donde se han encontrado flavan-3-oles.

_— =
Familia Referencia Familia Referencia
Acaciae Botha et al.,1981; Cyatheaceae Foo y Porter, 1980.

Viviers et al. ,
1983; schaufelberger
v Hostettmann, 1983.
Actinidaceae Foo y Porter, 1980. Cupressaceae Glasby, 1991.
Annonaceae Glasby,1991. Elaegnaceae Mori et al., 1987;
Nishino et al.,
1987.
Betulaceae Foo y Porter, 1980. Ephedraceae Morimote et al.,
1988; Foo y Porter,
1980; Schaufelberger
y Hostettmann, 1983.
Caesalpiniaceae | Malan et al., 1996. Ericaceae Bae et al., 1994;
Ishimaru et al.,
1987; Nishimura et
al.., 1986 ;
Pallenbach et al.,
| 1992; Morimoto et
al., 1988.
Caprifoliaceae Glasby, 1991. Erythoxylaceae Bonefeld et al.,
1986,
Celastraceae Drewes y Mashimbye, Fagaceae Brandon et al.,1982;
1993; Hussein et Bae et al., 1994;
al., 1999; Rak et Ishimaru et al.,
al., 1999. 1987; Nishimura et
al., 1987 ;
Pallenbach et al.,
1992.
Cistaceae Calzada et al., Graminaceae Foo y Porterxr, 1980.
1998b; Danne et al.,
19%84; Meckes et al.,
! 1999; Petereit et
al., 1991.
J Crassulaceae Sakar et al., 1993. | Grossulariaceae Glasby, 1991.
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Cuadro 6.- Familias donde se han encontrado flavan-3-oles

(continuacidn) .

Familia Referencia Familia Referencia
Hamamelidaceae |Morimoto et al., Myricaceae Sun et al., 198s8.
1987, Foo Y
Porter, 1980;
Friedrich Y
Kxiiger, 1974;

Schaufelberger vy
Hostettmann, 1983.

Hippocastanaceae Morimoto et al., Orchidaceae Glasby, 1991,
1987.
Juglandaceae Glasby, 1991. Palmae Delle et al., 1972;
Ellis et al., 1983.
Krameriaceae Scholz y Rimpler, Pandaceae Garcia et al., 1993.
1989;

Schaufelberger vy
Hostettmann, 1983;
Ezaki et al.,

1985,
Lauraceae David et al., Pinaceae Foo y Porter, 1980;
1994; Morimote et Foo Y Karchesy,
al., 1986. 1989a; b; Gupta v
Haslam, 1981; Pan vy
Lundgren, 1995.
Loranthaceae Glasby, 1991 Podacarpaceae Foo, 1987; 1989;
Polya y Foec, 1994.
Leguminosae Stobiecki v Polypodiaceae Baek et al., 1994;
Popenda, 1994; Foo Songging et al.,
y Porter, 1980; 1994,

Helsper et al.,.
1993; Lee et al.,
1992; )
Schaufelberger vy
Hostettmann, 1983:
Polya y Foo, 1994.

Mimosaceae Palazzo de Mello Polygonaceae Kashiwada et al.,
et al., 1996; 1986.
Myrtaceae Foo y Porter, Primulaceae Glasby, 1991.
1980; Tanaka et
al., 1983.
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Cuadro 6.- Familias donde se han encontrado flavan-3-oles

(continuacidn) .

F Referencia

amilia Referencia Familia
Proteaceae Foo y Porter, 1980, Rosaceae Foo y Porter, 1980;
Haslam, 1977;
Jacgues et al. .,
1977; Kombal Y

Glasl, 1995; Tanaka
et al., 1983; 1992.

Pteridaceae Hori et al., 1988, Saxifragaceae Koupai~Abyazani ¥
Bohm, 1993.
Rambusiodaceae Glasby, 1991. Sapindaceae Glasby, 1991.
Rhizophoraceae Drewes Yy Taylor, Sterculiaceae Porter et al., 1991.

1994; Drewes et
al., 1992a; b.

Rhamnaceae Lee et al., 199S. Salicaceae Foo y Porter, 19580.

Rhodedendraceae Glasby, 1991. Theaceae Nakayama et al.,
1993; Schaufelberger
y Hostettmann, 1983;
Nonaka et al., 1983;
Hashimoto et al,
1987; Kakiuchi et

al., 1985,
Rubiaceae Baldé et al., 1991; Vitidaceae Foo et al., 1998;
Schaufelberger vy Foo y Porter, 1980.
Hostettmann, 1983.
Zingiberaceae Glasby, 1991,

La hipétesis aceptada para la biosintesis de los.
flavan-3-oles propone gque estos productos son de
biogénesis mixta generandose a través de las rutas acetato
malonato v &cido siguimico (Figura 4). Tres moléculas de
malonil-CoA 297 se condensan con una molécula de 4’-

cumaroil-CoA 298, para dar origen a la chalcona 299, que
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se cilcla a la flavanona 300, la cual se reduce para
generar al 3,4- diol 301, que finalmente se deshidrata

para originar el flavan-3-ol 120.

Malonii-CoA 297 //O 4-Cumaroil-CoA 298
C
J[Ca] CoA
OH
HO O R
' O Chalcona 299
éI H
Flavanona 300
R p
OH
o R
3,4-diol 301
OH

R
: OoH
.-“‘\\ @
i} R

CH

R=M o OH
Flavan-3-ol 120

OH

Figura 4.- Biogénesis de los flavan-3-oles.



Los estudios realizados referente a las propiledades
farmacoldégicas de los flavan-3-oles han demostrado sus
potencialidades como agentes antibacterianos,
antiprotozoarios, antivirales, larvicidas, antioxidantes,
herbicidas, antiulcéricos, lipoliticos, antiinflamatorios,
antitumorales, antialérgicos, inhibidores de la absorciédn
del etanol y tranquilizantes.

En relacidén a sus propiedades antibacterianas la (-)
epigalocatequina 137 inhibe el crecimiento de Proteus
vulgaris, Staphylococcus aureus, S. epidermidis y
Porphyromonas gingivalis (CIM= 50, 100, 50 y 250 ug/mL,
respectivamente) (Mori et al., 1987; Nishino et al., 1987;
Sakanaka et al., 1996). Adicionalmente, el compuesto 137
inhibe el crecimiento de Staphylococci y Yersinia
enterocolitica {(Yam, 1997).

La (-) epicatequina-3-0O-galoil 235 y la (-)
galocatequina-3-0O-galoil 280 inhiben el crecimiento de
Staphylococci, Yérsinia‘enterocolitica y Porphyromonas
gingivalis (Yam, 1997; Sakanaka et al., 1996). La (+)
categuina 50 inhibe el crecimiento de Xanthomas

campestispu malvacearum (Hemingway y Lacks, 1992).
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Los compuestos {(-) epicateguina 51 vy (-)
epigalocatequina 137 han demostrado ser potentes agentes
antiprotozoarios 1in vitro contra los trofozoitos de

Entamoeba histolytica (CISO= 1.92 vy 6.89 ng/mnL,

respectivamente) y Giardia lamblia (CISO= 1.64 v 8.06

ng/mL, respectivamente) (Calzada et al., 1999; Meckes et
al., 1999).

En lo que se refiere a sus propiedades antivirales, la
{+) catequina 50, 1la (-) epicatequina 51, la (-)
epicatequina-3-0-galoil 235 y la (+) galocatequina 136

son activos contra el wvirus VIH-1 (CE50= 4, 2, 1 v 5

ng/mL, respectivamente) (Mahmood et al., 1993). La (-)
epigalocatequina-3-0-galoil 235 y la (+) afzelegquina 130

son activos contra el virus Herpes simplex (PRD.,= 50 y 45

RM, respectivamente) (Takechi et al., 1985); 1la (+)
catequina 50 es activa’contra el yirus Rhizopus solani
(Hemingway y Lacks, 1992) y por ultimo, la (+) afzelequina
130 es activa contra los virus influenza A y B en ambos

casos a CI. = 1l uM (Nakayana et al., 1993).

La {(+) categuina 50 es el unico flavan-3-ol con
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propiedades larvicidas, el compuesto inhibe el crecimiento
de las larvas jévenes de los insectos Heliothis virescens,
Helicoverpazea, Spodoptera fingiperda, Pectinophora
gossypiella y Earias vitella (Hemingway y Lacks, 1992).
En relacidén a sus propiedades antioxidantes, la (+)
catequina 50, la (-) epicatequina 51,.1a (-) epicatequina
3~-0-galoil 235 inhiben al radical alquil perédxido en E.

colil (CI50= 125, 100 y 70 uM, respectivamente) (Nakao et

al., 1998). La (+) catequina 50 tiene un coeficiente de

actividad antioxidante de 65.41, comparado con el JB-

caroteno (Gadow et al., 1997). Se ha demostrado que la (+)
catequina 50, 1la (-) epicateguina 51 y la (-)
epigalocatequina 137 deben sus propiedades antioxidantes a

la capacidad de inhibir a la enzima xantina oxidasa (CISO=

1.73, 1.61 y 1.59 uM, respectivémente) {Cos et al., 1998).
La (-) epigalocateguina-3-0O-galoil 266, la (-)
epicatequina-3-0O-galoil 235, la (-) epigalocatequina 136
y la (-) epicateguina 51 inhiben la peroxidacién de
lipidos (Guo et al., 1996).

En cuanto a sus propiedades herbicidas la (+)

afzelequina 130 inhibe en un 28.8 % el crecimiento
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radicular de la semilla del durazno a concentraciones de
1000 ppm (Ohigashi et al., 1982).

En lo que se refiere a sus propiedades antiulcéricas
la (+) catequina 50 y la (-) epicatequina 51 protegen
contra las lesiones gdstricas inducidas por el estrés y
"tienen un porciento de inhibicién péptica de 13.7 y 9.2,
respectivamente (Ezakl et al.,1l985).

La (-) epicatequina-3-0O-galoil 235 estimula la
lipdlisis inducida por adrenalina a dosis de 100 npg/mL
(Kimura et al., 1983).

La (-) epiafzelequina 132 tiene propiliedades
antiinflamatorias in vivo a concentracidén de 100 mg/Kg, e

inhibe la actividad de la ciclooxigenasa-1 (CI,,= 15 nM)

(Rak et al., 1999), la catequina 50 inhibe a la
mieloperoxidasa (Sato et al., 1998) y 1la (=)
epigalocateguina-3-0-galoil 266 actia mejorando el
funcionamiento de la retina (Liu y Chiou, 1996).

La (-) epigalocatequina-3-0-galoil 266 es el
compuesto que mads ha sido estudiado a nivel de enzimas
involucradas en los procesos tumorales. El1 compuesto

inhibe a las enzimas urocinasa (Jankun et al., 1997) y
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proteina c¢inasa C (Okuda et al., 1989). La (-)
epigalocatequina 137, inhibe a la transcriptasa reversa
(Kakiuchi et al., 1985).

En pruebas in vivo, el compuesto 266 ha mostrado
propiedades antileucémicas en ratas RBL-2H3 (Matsuo et
al., 1997). Ademds es Util en la leucemia mielobléstica
aguda (Asano et al., 1997) e inhibe la carcinogénesis en
el tracto digestivo de roedores (Okabe et al., 1999),
inhibe el crecimiento del sarcoma S180-dox en murinos
(Stammler yv Volm, 1997), inhibe el crecimiento de tumores
en ratén (Conney et al., 1999; Ito et al., 1999), inhibe
el cédncer de colon inducido por azoximetano en las ratas
macho a concentracidén de 1800 ppm (Weisburger et al.,
1998) y los tumores inducidos por los ésteres de forbol
{Katiyar y Mukhtar, 1997). La (-) epigalocatequina 137
inhibe el sarcoma S$180-dox en murinos (Stammler y Volm,
1997},

En pruebas in,vitfo el compuesto 266 inhibe el
crecimiento de lineas celulares derivadas de canceres
humanos: de rifién, de estdémago, de mama (Okabe et al.,

1997; Hibasami et al., 1999; valcic et al., 1996), de
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pulmén (Suganuma et al.,1999), de colon (Stammler y Volm,
1997; Khafif et al., 1988; Valcic et al., 1996) y de
células cebadas de pacientés con leucemia (Asano et al.,
1997). La (+) galocatequina 136 y la (-) epigalocatequina
137 inhiben el crecimiento de lineas celulares derivadas
de cénceres humanos de rifién, colon y mama (Valcic et al.,
1996; Stammler y Volm, 1997). La epicatequina 51 aumenta
la apoptosis de células de pulmédn humano (Suganuma et al.,
1999)

La (-) epigalocatequina-3-0O-galoil 266 disminuye el
efecto del metabolismo del EtOH (Kakuda et al.,1996).

Por sus efectos sedantes, la (+) catequina 50
controla el sindrome de la abstinencia provocado por la
morfina a dosis de 8.5 x 107’ M (Capasso et al., 1998).

Por Ultimo, en relaciédn a sus propiedades
antialérgicas la (-) epigalocatequina 137 y la (+)
galocatequina 136 inhiben la secrecidén de la histamina

(Matsuo et al., 1996; Yoshikawa et al., 1996).
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ITII.~ OBJETIVO GENERAL

Obtener y caracterizar estructuralmente nuevos agentes
antiprotozoarios de origen natural, Utiles para el
desarrolleo de nuevos fdrmacos para tratar la disenteria
amibiana y la giardiosis, a partir del extracto orgénico

total de las partes aéreas de Rubus coriifolius.

ITI.1.- Objetivos particulares
IIT.1.1 Realizar 1la investigacién fitoguimica

biodirigida del extracto CH2C12:MeOH de R. coriifolius

empleando como prueba de monitoreo la determinacidn de la
actividad antiprotozoaria in vitro contra los trdfozoitos
de Entamoeba histolytica y Giardia lamblia.

ITI.1.2 Establecer las estructuras quimicas de los
compuestos con actividad antiprotozoaria, mediante
técnicas espectroscépicas, espectrométricas y reacciones

quimicas.
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IV. HIPOTESIS

Rubus coriifolius es una especie ampliamente utilizada
en las practicas médicas populares de los Altos de Chiapas

para tratar la diarrea con sangre. El extracto CH,C1,:MeOH

tiene actividad antiprotozoaria in vitro contra Entamoeba
histolytica y Giardia lamblia, por lo cual es una materia
prima iddénea para obtener compuestos antiprotozoarios,
potencialmente utiles en el tratémiento de la disenteria

amibiana y la giardiosis.
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V.- PARTE EXPERIMENTAL

V.l Material vegetal

Para realizar el proceso de seleccidén, se recolectd el
material vegetal fresco de seis especies preseleccionadas
basdndose en primer lugar en un criterio etnomédico en el
cual se tomé en cuenta las propiedades que les atribuyen
los pobladores de los altos de Chiapas a un grupo de
plantas para el tratamiento de las diarreas con sangre,
con moco y agudas (Berlin y Berlin, 1996) y en segundo
lugar con base a una discriminacién farmacoldgica
empleando la prueba de actividad antiprotozoaria in vitro
contra E. histolytica v G. lamblia (Calzada et al.,
1998a). La recoleccidn de los vegetales se realizd en los
altos de Chiapas. Los ejemplares de referencia se
depositaron en el Herbario del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSSM)}. El proceso de recoleccidn estuvo a
cargo de la Bidloga Guédalupe Rodriguez Guillén. En el
Cuadro 7 se incluyen las seis especies recolectadas
indicdndose, familia, nombre cientifico y parte

recolectada (Calzada et al., 1998Db).
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El material vegetal fresco de Rubus coriifolius se
recolectd en cantidad suficiente para realizar el estudio
fitoquimico biodirigido. Un ejemplar de referencia
(Voucher 11874) se depositd en el herbario IMSSM.

Cuadro 7.- Especies selectas de la flora medicinal

mexicana gque fueron recolectadas para determinar su

potencial antiprotozoario.

V.2

Preparacidén

de

‘los

extractos

Especie botédnica Parte Especie boténica Parte
“ /Familia utilizada /Familia utilizada
Rubus Tallo y Fuchsia Tallo y

coriifolius hojas microphylla hojas
(Rosaceae) (Onagraceae)

Cuphea pinetorum Raiz Parathesis Tallo y
(Lythraceae) chiapensis hojas

(Myristicaceae)

Helianthemum Tallo vy Clematis dioica Hojas
glomeratum hojas (Ranunculaceae)
(Cistaceae)

vegetales en

pequefia escala para el proceso de seleccidn.

Para la seleccidén de las especies con un potencial

antiprotozoario, se prepararon los extractos metandlicos a
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partir de 100 gramos de material vegetal seco y molido de
cada una de las seis especies preseleccionadas. Se
determindé el potencial antiprotozoario de los extractos
resultantes mediante la evaluacidén de su efecto in vitro
sobre los trofozoitos de E. histolytica y G. lamblia

cultivados de forma axénica.

V.3 Ensayo biolégico

El ensayo bioldgico utilizado para la determinacidén de
la actividad antiprotozoaria in vitro del extracto, las
fracciones y los compuestos puros se realizdé de acuerdo a
la metodologia descrita por Cedillo-Rivera y colaboradores
(Cedillo-Rivera et al., 1992; 1997; Calzada et al, 1999 a;
1999b; Calzada, 2000). A continuacidén se describen 1los
aspectos mds importantes de la prueba bioldégica. Esta
prueba se utilizd de manera rutinaria a lo largo de todo

el proceso fitoguimico.

V.3.1 Protozoarios
Los microorganismos utilizados para la determinacidén

de la actividad antiprotozoaria fueron Entamoeba
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histolytica (HM1-IMSS) y Giardia lamblia (IMSS:0989:1). La
cepa de E. histolytica se mantuvo en medio TYI-S-33
adicionado con suero bovino al 10 % y la cepa de G.
lamblia se cultivé en medio TYI-S-33 modificado vy
enriquecido con suero de ternera al 10 %. Ambas cepas se
mantuvieron axénicamente y para el bioensayo se utilizaron

los pardsitos en fase logaritmica de crecimiento.

V.3.2 Determinacién antiprotozoaria

Las muestras a evaluar se disolvieron en 1 mL de DMSO
y 19 mL de medio de cultivo TYI-S-33. De la solucién
resultante se transfirieron 20, 40, 80, 120, y 160 uL a
cinco tubos de manera independiente cada uno y se aforaron
a un volumen de 4 mL con medio de cultivo para obtener una
concentracidén final de 25, 50, 100, 150 y 200 pg/mL,
respectivamente. Cada concentracién se ensayd por
duplicado y se repitié un minimo de tres veces. Se
inocularon los tubos con E. histolytica o G. lamblia con
un inécul.o de 6 x 103 y de 5 x 10% trofozoitos/mL,
respectivamente. Las muestras se incubaron a 37 °C durante

48 horas. Cada prueba incluydé metronidazol (Sigma) y
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emetina (Sigma) como controles positivos, un control
(medio de cultivo, DMSO y trofozoitos) y un blanco (medio
de cultivo). Se determind la viabilidad de los trofozoitos
mediante cuenta directa al microscopio y se calcularon las

concentraciones inhibitorias 50 (CISO).

V.4 Andlisis cromatografico

La cromatografia de adsorcidén en columna abierta se
realizdé sobre gel de silice, (Kieselgel 60 Merck, 0.063-
0.200 mm 70-230 mesh ASTM) y la cromatografia de
filtracidén por gel en columna abierta se realizd sobre
sephadex LH-20 (Pharmacia). Los andlisis cromatograficos
en capa fina (CCF) analitica se efectuaron siguiendo las
técnicas convencionales, c¢on placas de aluminio

recubiertas de gel de silice {Silica gel 60 F Merck) vy

254'

los agentes cromégenos que se muestran en el Cuadro 8.

La cromatografia de liquidos de alta resolucidén (CLAR)
se realizd en un cromatégrafo marca Perkin Elmer 250
Binary LC Pump, equipado con un detector de UV con arreglo
de diodos. El control del equipo, la adguisicidn de los

datos, el procesamiento y manipulacién de la informacidn
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se realizaron utilizando el programa Omega.

La purificacidén de los compuestos se efectud empleando

una columna semipreparativa fase reversa

(Waters

f

Sepherisorb, S50DS2 de 10 x 250 mm) v la deteccidn a 280

nm.

Cuadro 8.- Agentes cromégenos utilizados para los andlisis

cromatogrdficos en capa fina.

Agente cromdgeno Composiciédn Referencia
Sulfato cérico-|Sulfato cérico 12 g Stahl, 1969
H, S04 Ac. sulfurico 22.5 mL
Hielo 350 g |
Vainilla-H,S0, Ac. sulfdrico al 5% en|Wagner et
etanol 100 mL al., 1984
Vainillina 1 g
Tricloruro de Cloruro de aluminio 5 g Markham ,
Aluminio Agua 100 mL 1982
Tricloruro Cloruro de fierro III 10 g |[Wagner et
Férrico Agua 100 mL al., 1984 |
NP/PEG Ester del 4&cido [ |Wagner et
etilamino difenilbérico 1% |al., 1984
Polietilenglicol al 5% en
etanol
R HEEE R RRRRRRRRRRRRBRBRREEEEEEEEEBEEEEBBB———,

Para el desarrocllo de color es necesario calentar durante 2 minutos a 110° C.
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V.5 Preparacién del extracto CH2c12:MeOH de R.

coriifolius.

El proceso de desecacidn de las partes aéreas de R.
coriifolius se realizé a temperatura ambiente y a la
sombra. El material vegetal seco se molidé en un molino
manual. El material vegetal molide (1 Kg) se extrajo via

maceracidén con una mezcla de CH2C12:MeOH (1:1) (2.5 L x 2)

elimindndose el disolvente por destilacidén a presiédén
reducida, para obtener un total de 40.7 g de un extracto
de color verde (Esquema 1).

Una vez obtenido el extracto se le determind la
actividad antiprotozoaria in vitro contra E. histolytica vy

G. lamblia .

V.5.1 Fraccionamiento del extracto activo de R.
coriifolius.
Una parte (40 g) del extracto vegetal activo (E.

histolytica, CI.,= 11.08 pg/mL v G. lamblia, CI,,= 55.55

ug/mL), se suspendid en metanol acuosc al 10 % (800 mL) y

se fracciond mediante un proceso de particidédn con hexano,
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cloroformo y acetato de etilo; en todos los casos se
usaron 800 mL de disolvente y se realizd por duplicado
{(Esquema 1). Como resultado de este proceso se obtuvieron
un total de cinco fracciones (F1-F5): F1 (Hexano, 4.5 g),

F2 (CHCl,, 2.5 g), F3 (precipitado, 11.4 g), |(E.
histolytica, CI.,= 64.61, 160.73 v 72.71 ng/mL y para G.

lamblia, CI50= 111.86, 129.56 y 86.87 wug/mL,

respectivamente) F4 (AcOEt, 3.36 g, E. histolytica, CI.,=

21.48 ug/mL y para G. lamblia, C150= 299.5 ug/mL} y F5

(Acuosa, 17.1g, G. lamblia, CI.,= 56.13 ng/mL y para E.

histolytica, CI50= 80.26 ug/mL).

V.5.2. Separacién de la fraccién (F4) con mayor
actividad contra E. histolytica.

La fraccidén F4 (3.3 g) se sometid a un fraccionamiento
secundario por cromatogréfia en columna abierta utilizando
como fase estacionaria gel de silice (100 g), la elucidn
se realizd utilizando mezclas de AcOEt-acetona con

incrementos de polaridad (1:0; 75:25; 1:1 y 0:1) y acetona
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Partes aéreas de Rubus coriifolius (1 Kg)

Extraccidn con
CH2C12:MeOH (1:1)
via maceracién
(2.5 L, 2 veces)
Filtracidén y
concentracién
al vacio

Extracto CH2Cl2:MeOH (40 g)
E. histolytica CIso= 11.08 pg/mL
G. lamblia CIso= 55.55 npg/mlL

Reparto MeOH acuoso al 10 %/
hexano, CHCl3 y AcOEt (800 mL,

2 veces)
F4 (3.36 g)
E. histolytica CIso= 21.48 ng/mL
G. lamblia CIso= 299.5 ng/mL
F5 (17.1 g)
g% gis‘&g;; E. histolytica CIso= 80.26 ng/mL
: G. lamblia CIso= 56.13 ml
F3 (2.5 g) e o Hg/

Esquema 1. Extraccidn y fraccionamiento del extracto

CH2Cl2:MeOH de las partes aéreas de Rubus coriifolius Focke.

51




:MeOH (1:0 vy 7:3).

Se obtuvieron un total de 273 fracciones de 150 mL
cada una, se reunieron aquellas gue mostraron una
similitud cromatografica y se concentraron a presiédn
reducida a 40 °C obteniéndose un total de cuatro

fracciones secundarias (F4-1/F4-4) (Cuadro 9).

Cuadro 9.- Resgsumen del fraccionamiento mediante

cromatografia en columna abierta de la fraccién F4.

Ir S T ———
Eluyente | Proporcién | Numero de Fracciones CIg, CIg,
fracciones | combinadas (ng/mL) (g /mL)
E. h. G. 1.
AcQOEt 100 1-14 1-17= F4-1 103.8 59.5
AcOEt: 75:25 15-73 18-53= F4-2 111.9 123.6
acetona
AcOEt: 70:30 74-82 54-91= F4-3 73.7 72.0
acetona 60:40 83-92
50:50 93-100
Acetona: 100:0 101-123 | 92-273= F4-4 58.1 160.2
MeOH 90:10 124-188
70:30 189-273

E. h.= Entamoeba histolytica y G. 1.= Giardia lamblia.

En el Cuadro 10 se resumen las fracciones combinadas y
los compuestos obtenidos de las distintas fracciones

secundarias (Fd4-1/F4-4).

52



Cuadro 10.- Compuestos aislados de 1las fracciones

secundarias F4-1/F4-4.

Fracciones Cantidad Compuesto obtenido
combinadas | obtenida (g)

F4-1 0.09 (-) Epicatequina 51
(+) Catequina 50
F4-2 0.71 Nigaichigésido F1l 5
F4-3 0.22 B-D-glucésido de B-sitosterol
' 36
| ra-a 1.04 Hiperina 302

V.5.2.1 Obtencién de la (-) epicatequina 51 y la (+)
catequina 50.

La separacidén de 1los flavan 3-oles mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucidén (CLAR) a
partir de la fraccidén F4-1 (0.07 g) se realizd empleandd
una columna fase reversa, el método empleado fue de
gradientes (Cuadro 11}, un flujo de 3.2 mL/minuto, la
deteccidn se realizd a 280 nm y el tiempo total de elucién
fue de 30 minutos.

La (-) epicatequina 51 se aisldé como un sélido de

color café claro (0.032 g) con un punto de fusidn de 240-
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244 °C y un tiempo de retencidén de 14.6 minutos. La (+)
catequina 50 se aisld como un sélido de color café claro
(0.031 g) con un punto de fusidén de 182-185 °C y un tiempo
de retencidén de 10.5 minutos. Ambos compuestos revelaron
de color rojo intenso en los andlisis de cromatografia en
capa fina al utilizar vainillina como agente cromdgeno

{(Markhan, 1982).

Cuadro 1ll.-Programa de elucidn utilizado en la CLAR para

separar la fraccidén F4-1.

_—_ e
Fraccidn Fase Tiempo %R %B &cido férmico 5% )
{min) acetonitrilo |
F4-1 0 4 20 80
1 10 20 80
2 1 50 50
3 10 50 50
4 1 100 0
5 8 100 0
—————— — — _— _————— — ——  —— |

V.5.2.2 Obtencién del nigaichigésido F1 (5).
De la fraccidn F4-2 cristalizd espondneamente el
nigaichigdésido F1 5 (0.061 g) como un sdélido en forma de

agujas de color café claro y con un punto de fusidn de
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212-214 °C, el compuesto revela de color azul intenso en
los andlisis de cromatografia en capa fina al utilizar

vainillina (Wagner et al., 1984).

V.5.2.3 Obtencién del p-D-glucésido de [-sitosterol

36.

De la fraccién F4-3 precipitd espontdneamente el B-D-
glucdésido de P-sitosterocl 36 (0.099 g), como un sélido de

color blanco, con uq‘punto de fusidn de 265 °C, el esterol
revela de color azul en logs andlisis de cromatografia en

capa fina al utilizar vainillina (Wagner et al., 1984).

V.5.2.4 Obtencién de la hiperina 302.

La purificacidén del compuesto 302 se realizd mediante
cromatografia de ligquidos de alta resolucién (CLAR) a
partir de la fraccién F4-4 (1.0 g), se empled una columna
fase reversa, el método utilizado fue isocrdtico (Cuadro
12), con un flujo de 3.2 mL/minuto, la deteccidn se
realizd a 280 nm y el tiempo total de elucién fue de 25

ninutos.

La hiperina 302 se aisldé como un sdélido de color
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amarillo (0.031 g) con un punto de fusidn de 234-236°C vy
un tiempo de retencidén de 3.89 minutos. El flavonoide
aislado reveld de color amarillo al revelar con el agente

cromégeno NP/PEG (Wagner et al., 1984).

Cuadro 12.-Programa de elucidn utilizado en la CLAR para

separar la fraccidén F4-4.

A %$B acido férmico -
{min) Acetonitrilo al 5%

Fraccidn

F4-4 0 4 0 100
1 25 10 90
R R e —

V.5.3 Separacién de la fraccidén con mayor actividad
(F5) contra G. lamblia.

La fraccidén F5 (10 g) se sometid a un fraccionamiento
secundario por cromatografia en columna abierta
utilizdndose como fase estaciona;ia sephadex LH 20 (100 g,
16.5 x 4 cm). Los eluyentes utilizados consistieron en

mezclas de disolventes con incrementos de polaridad:

HZO:MeOH (75:25, 50:50, 0:100) vy acetona:Hzo (70:30,

0:100). Se obtuvieron un total de 382 fracciones de 20 mL
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cada una, reuniéndose aquellas que mostraron una similitud
cromatogrdfica y asi obtener 4 fracciones secundarias: F5-
En el cuadro 14 se resumen 10s

1/F5-4 (Cuadro 13).

compuestos aislados de la fraccién F5.
13.-~ fraccionamiento mediante

Cuadro Resumen del

cromatografia en columna abierta de la fraccién F5S.

m
Eluyente Proporcidén | Numero de Fracciones CIsg
fracciones combinadas {(ng/mL)

E.h
H,0:MeOH 75:25 1-78 1-10, F5-1 77.8 44.1
H,0:MeOH 50:50 79-159 11-63, F5-2 112.2 49.2
MeOH 100 160-250 64-135, F5-3 41.8 117.6
Acetona:H,0 70:30 251-271 136-382, F5-4 88.2 85.19

00:100 272-382
—— |

E.h=Entamoeba histolytica y G.l=Giardia lamblia.

Cuadro 14.- Compuestos aislados de las fracciones
secundarias (F5-1) /(F5-4).
Numero de Fraccién ~ Cantidad Compuesto obtenido
fracciones | secundaria | obtenida (g)
| 1-10 F5-1 5.07 Glucosa 303
11-135 F5-2 2.55 Mezcla 303-305
136-382 F5-3 2.21 dcido gdlico 304
dcido elagico 305
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V.5.3.1 Obtencién de la glucosa 303.

De la fraccidn F5-1 se obtuvd una resina de color café
obscuro (5 g) la cual se identificédé como glucosa 303 por
comparacién con una muestra auténtica.

Los andlisis de cromatografia en capa fina se
realizaron empleando como disolvente una mezcla de

AcOEt:MeOH:H,0 (100:16.5:13.5), el compuesto revelé de

color gris -> azul con vainillina (Sthal,1969).

V.5.3.2 Obtencién del A4cido galico 304 y el acido .
elagico 305.

La fraccidén F5-4 (1.19 g) se lavdé con MeOH y se filtrd
obteniéndose un sélido de color café obscuro (0.67 mg) con
un punto de fusidn de 205-209 ©°C y se identificd como
dcido elagico 305. Del filtrado remanente se obtuvo un
sélido de color blanco (0.52 mg) con un punto de fusidn de
231-233 °C que se identificd como acido géiico 304. Los
dos compuestos aislados revelaron de color azul ->
grisdceo en los andlisis de cromatografia en capa fina al
utilizar cloruro férrico como revelador (Wagner et al.,

1984) .
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V.6 Caracterizacidén de los compuestos aislados

V.6.1 Equipos utilizados

Los puntos de fusidén se midieron en un aparato Fisher-
Johns y no estan corregidos.

Los espectros en el UV se obtuvieron en un
espectrémetro Shimadzu 160 en MeOH.

Los espectros en el IR (pastilla) se midieron en un
espectrémetro Perkin Elmer 599.

Los espectros de RMN se obtuvieron en los equipos

varian 300 y Bruker DMX500, utilizando CD,0D, DMSO-d, o
C.D.N como disolventes y TMS como referencia interna. RMN-

g (500 MHz) y RMN-13C (125 MHz).
Los espectros de masa modalidad FAR* se registraron en

un espectrdémetro de masas JEOL DX300 utilizando una matriz

de glicerol o NBEA.
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V.6.2 Obtencién de derivados

V.6.2.1 Obtencién de derivados metilados
Por cada 25 mg de producto a metilar se utilizaron 65

uL de sulfato de dimetilo [(Me)2804] ¥ 1.4 mg de carbonato
de potasio {K2C03). La muestra se disolvid en 2 mL de

acetona y se dejdé reaccionar a temperatura ambiente
durante 12 horas. Una vez transcurrido el tiempo de
reaccidén se adicionaron 5 mL de cloroformo y 5 mL de agua
destilada por 2 veces. La fraccidn organica finalmente se

secd sobre sulfato de sodio anhidro y se concentrd in

vacuo (Calzada, 2000).

OMe
OH

OH ©/ OMs
- (CH3),804 -
—_— ..
. " ou K7CO, “ oH

OH OMe
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V.6.2.2 Obtencién de derivados acetilados

Se empled 1 mlL de anhidrido acético y 1 mL de piridina
por cada 100 mg de muestra. La mezcla de reacciédn se dejd
durante 12 horas a temperatura ambiente y al cabo del
tiempo sefialado se procesd mediante una particidn dcido-

base (Markham, 1982).

QAc

A
OH OAe

A O o
H 0 o T o
o pirtdina

J—- .
. g e g . ay,
o4 anhidridi acético " OAc

OAc
CH
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V.6.2.3 Hidrélisis acida

Por cada 3 mg de producto a hidrolizar se utilizaron
0.5 mL de una solucién al 5 % de MeOH-HCl. La mezcla de
reaccidn resultante se sometidé a reflujo por 3 horas y al
cabo del tiempo sefilalado se procesd mediante una particidn

dcido-base (Sucharita et al., 1992)}.

MeOH-HCI HO
P O
OH

HC,

CH
HO, 0 OH

HO
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VI. RESULTADOS

La seleccidn de la especie medicinal Rubus coriifolius
como fuente para obtener nuevos agentes antiprotozoarios
se realizé, en primer lugar, mediante un criterio
etnomédico vy, en segundo lugar, mediante wuna
discriminacién farmacolégica.

En la etapa inicial, se analizdé la informacidn
bibliogrdfica referente a 41 especies medicinales usadas
para tratar padecimientos gastrointestinales en las
prdcticas médicas populares de los Altos de Chiapas. Con
base en este andlisis se seleccionaron las especies
indicadas en el Cuadro 15.

Una vez realizado el proceso de seleccidn se
recolectaron las especies medicinales para determinar sus
propiedades antiprotozoarias. La especie gue resultd con
mejor actividad antiprdtozoaria fue seleccionada para su

posterior estudio fitoquimico biodirigido.
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Cuadro 15.- Actividad antiprotozoaria de especies selectas

de la flora medicinal mexicana.

Especie boténica CI;, ng/mL CIg, ng/mL
E. histolytica G. lamblia ”
Rubus coriifolius 72.42 77.82
{Rosaceae) (70.15-74.74) (71.28-84.46)
Cuphea pinetorum 73.23 74.73
(Lythraceae) (73.10-74.70) (74.90-75.16)
Helianthemum 158.22 62.92
glomeratum (157.24-159.21) (62.86-62.98)
(Cistaceae)

Fuchsia microphylla 759.87 3513.98
(Onagraceae) (539.24-1080.40) (3413.47-3619.61)
Parathesis 1170.68 2643.89
chiapensis {1103.76-1245.87) (2573.2-2717.15)

(Myristicaceae) _ "
Clematis dioica 1294.19 549 .41 h
(Ranunculaceae) (1234.16-1359.39) (545.34-553.60)
Metronidazol* ) 0.04 0.21
(0.10-0.03) (0.27-0.14)
Castela texana* 46.84 189.90
(Simaroubaceae) (47.16-46.51) (190.1-189.6)
Emetina* . 1.05 0.42
(1.04-1.07) (0.41-0.42)

*Control positivo
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De acuerdo con los resultados obtenidos en la
determinacidén del potencial antiprotozoario sélo 1las
especies R.coriifolius y Cuphea pinetorum mostraron
actividad significativa contra ambos protozoarios (E.h

CI,,= 72.42 y 73.25 ug/mL y G.1 CI.,= 77.82 y 74.73 ng/mL,

respectivamente), la especie vegetal Helianthemum

glomeratum mostréd actividad especifica contra G. lamblia

(CI = 62.92 ng/mL).

Con base en los resultados obtenidos en la evaluacién
antiprotozoaria se selecciond a la especie R.coriifolius
para realizar su fraccionamiento biodirigido.

Cabe destacar gue de las especies C. pinetorum y
Helianthemum glomeratum vya han sido obtenidos sus
compuestos antiprotozoarios (Alanis, 1997; Calzada et al.,

1995; 1998; Aguilar, 1998).

VI.1l Estudio fitoquimico de las partes aéreas de R
coriifolius.

El estudio biodirigido mediante la determinacidn de la
actividad antiprotozoaria in vitro contra los trofozoitos

de E. histolytica y G. lamblia del extracto CH,Cl,:MeCH de
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las partes aéreas de R. coriifolius condujo al aislamiento
de dos flavan-3-oles [(-) epicatequina 51 (Lee et al.,
1995; Baldé et al., 1991) y (+) categuina 50 (Lee et al.,
1995; Baldé et al., 1991; Chen et al., 1993),], un
triterpeno pentaciclico [nigaichigdsido F1 5 (Seto et al.,
1984; Zhuo et al., 1992; Li et al., 1998; Adnyana et al.,

2000; Sahpaz et al., 2000)], un esterol [{P-D-glucdsido de
B-sitosterol 36 (Arrieta, 1997)], un flavonoide [hiperina

302 (Arrieta, 1997; Benini et al., 1992)], un azucar
{glucosa 303 (Sthal, 1969)] y dos polifenoles [(el acido
gadlico 304 (Hatano et al., 1990) y el &cido eldgico 305

(Yang et al., 1998)1].

VI.2 Identificacién de los compuestos aislados de R.
coriifolius.

De manera general, la identificacién estructural de
los compuestos aislados se realizé mediante la aplicacidn

de métodos quimicos, espectroscépicos y espectrométricos.
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VI.2.1 Identificacién de la (-) epicatequina 51 y la
(+) catequina 50.

Los compuestos 51 y 50 se aislaron como sdélidos de
color café claro y solubles en MeOH. Los datos fisicos,
espectroscdpicos y espectrométricos de los compuestos 51 y
50 se resumen en los Cuadros 16 y 17.

Los espectros en el IR (Espectro 1 y 2) generados por
los compuestos 51 y 50, fueron similares y presentaron
bandas de absorcidn para grupos hidréxilos (3452 y 3344
cm', respectivamente) y para anillos aromdticos (1624,
1520 y 1621, 1519 cm !, respectivamente) .

En los espectros en el UV (Espectros 3 y 4) se observa
un maximo de absorcidén alrededor de 279 nm consistente con
la presencia de cromdéforos fendlicos (Baldé et al.,1991).

Para ambos compuestos su férmula molecular se

establecid como C1§H206 por espectrometria de masas

modalidad FAB* (Espectro 5 v 6). El ién pseudomolecular
se observd en una relacién de m/z 291 [M+H]".

La obtencidén de derivados pentaacetilados al tratar
los compuestos 51 y 50 con anhidrido acético/ piridina,

demostrd la naturaleza pentahidroxilada de los productos
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naturales. Por otro lado, la obtencidén de derivados
tetrametilados al tratar los compuestos 51 y 50 con
sulfato de dimetilo confirmé la presencia en cada una de
las estructuras de cuatro hidréxilos fendlicos y uno
alcohdlico.

Los espectros de RMN unidimensionales (Espectro 7 y 8,
Cuadro 18), en conjunto con la informacidn anterior
permitieron determinar que los compuestos 51 y 50 son
flavan-3-oles isoméricos del tipo procianidina ya que se
observaron sefiales para un anillo aromdatico trisustituido,
uno tetrasustituido y las sefilales caracteristicas del
anillo C de un flavan-3-ol (Chen et al., 1993).

A continuacidén se describen las caracteristicas
relevantes de los espectros de RMN:

En ambos compuestos (51 y 50) se observd un sistema

ABX (8H= 7.3 4, 6.8 dd, 6.78 dy 6.78 4, 6.83 dd, 6.73 4,

respectivamente), que fue asignado a los hidrégenos 2, 57
y 6’ del anillo aromdtico trisustituido. En los dos

compuestos también se observd un sistema AB (8H= 5.93 4,

5.91 dy 5.93 4, 5.85 d, respectivamente) que se asignd

los hidrégenos 8 y 6 del anillo aromdtico tetrasustituido.
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Finalmente, las sefiales para los hidrégenos 2, 3 y 4

en el caso del compuesto 51 se observaron a 5H= 4.8, 4.16,

2.86 vy 2.70 y en el caso del compuesto 50 se observaron a

5H= 4.56, 3.97, 2.85 y 2.5.

La Unica diferencia observada fue la multiplicidad de
la sefial asignada al hidrégeno 2 de los compuestos. Lo que
permitié establecer que el compuesto 51 es el isémero.cis
(sefial simple ancha) y 50 el isdémero trans (d, J =7.5).

Los espectros de RMN!3C (Espectro 9 y 10) de ambos
compuestos, mostraron seflales para 15 carbonos (Cuadro
18).

En resumen el andlisis anterior y 1los wvalores
obtenidos en la rotacidn dptica permitieron establecer 1la
estructura del compuesto 51 como la (-) epicatequina y el
compuesto 50 como la (+) catequina {(Lee et al., 1995;

Baldé et al., 1991; Chen et al., 1993).
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Cuadro 16.- Constantes fisicas, espectroscépicas vy

espectrométricas de la (-) epicatequina 51.

OH
m[ I
s oH

.,%,OH
OH

(-} epicatequina 51

p.f.= 240-244 °cC.
P.M.= 290.28 uma EM-FAB* (NBA-MeCH).
F.M.= C,H,,0¢.

[a) = -54.28 °(C= 0.35 mg/mL, MeOH).

IR V. (KBr)= 3452, 1624, 1520, 1260, 1143 cm ! (Espectro

1.

“UV (e) (MeOH) Amax= 279 nm (Espectro 3).

EM-FAB*m/z (int.rel)= [M+H]* 291 (89) 290 (60), 154 (95),

139 (100), 136 (77) (Espectro 5).
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Cuadro 17.- Constantes fisicas, espectroscdpicas Yy

espectrométricas de la (+) catequina 50.

CH
HO 0 .«\“@
OH

OH
{(+) catequina 50

p.f.= 182-185 ocC.

P.M.= 290.28 uma EM-FAB* (NBA-MeCH).

F.M.= C

15H1206 .

[al,= +9.68 °(C= 0.31 mg/mL, MeOH).

IR v___(KBr)= 3344, 1621, 1519, 1258, 1145 cm™?

max

(Espectro 2).

UV (g) (MeOH) Ahax= 279 nm (Espectro 4).

EM-FAB*m/z (int.rel)= [M+H]* 291 (70), 290 (53), 154

100), 139 (8l) (Espectro 6}.
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Cuadro 18.- Desplazamientos quimicos de RMN'H y 13C * gde

la (-)

(-) epicatequina (+) catequina

epicatequina 51 y la (+) categquina 50.

Oy ¢ oy d¢

1 - 132.26 - 132.16

27 6.96 4 (1.7) 115.28 6.83 d (1.8) 116.06

3 - 145.91 - 146.22

4 - 145.75 - 146.2

5 6.78 d (8.7) 115.71 6.69 d (8.1) 115.22

6 6.81 dad 119.37 6.71 ad 120.03
(8.7, 1.7) (8.1, 1.8)

5 - 157.63 - 157.8

6 5.91 4 (2.1) 96.33 5.85 d (2.1) 96.23

7 - 157.98 - 156.89

8 5.94 d (2.1) 95.85 5.92 d (2.1) 95.45

9 - 157.35 - 57.56

10 - 100.03 - 100.77

2 4.80 s 79 .84 4.56 d (7.5) 82.82

3 4.16 m 67.46 |3.97 ddd (16.2, | 68.78
7.5, 5.4)

4ot 2.86 ad 29.26 2.84 dad 28.51
(16.75, 3) (16.2, 5.4)

4B 2.70 dd 29.26 2.5 da 28.51
(16.75, 2.5) (16.2, 8.4)
*MeOH-d,, 'H [300 MHz (J en Hz)], “°C (125 MHz).
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VI.2.2 Identificacién del nigaichigésido F1 5.
El compuesto 5 se aisld como un sélido en forma de
agujas de color café claro, soluble en MeOH.

Los datos fisicos, espectroscdpicos y espectrométricos
del compuesto 5 se resumen.en el Cuadro 19.

El espectro en el IR (Espectro l1ll) generado por el
compuesto 5, presentd bandas‘de absorcién-para géﬁpos
hidroxilos (3416 cm™!), para C-H saturado e insaturado
(2932 em’!), para grupo ester (1728 cml), para doble
enlace trisustituido (1628 cm™l) y para enlace glucosidico
(1072 cm™!) (Li et al.,1998).

Su espectro de masas modalidad FAB" (Espectro 12)
mostrd pilcos en una relacidén de m/z 689 [M + Nal]* v 504 [M

- glu]® consistentes con la férmula molecular Ci6Hsg011

para el compuesto 5.

La informacidén anterior en conjunto con el andlisis de
los espectros de RMN (Espectros 13 vy 14), permitieron
estabiecer' que el compuesto 5 era un terpenoide
glicosidico de tipo urseno (Zhuo et al., 1992; Lien et

al., 1999; Li et al., 1998).
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A continuacién se describen las caracteristicas
relevantes de los espectros de RMN:

A 5H= 2.42 se observd un singulete caracteristico para

el H-18 de un triterpenoide de tipo urseno sustituido con
un hidréxilo o orientado en la posicidn 19 (Sahpaz et al.,
2000; Li et al., 1998). La seflal correspondiente para el

carbono aparece a 80= 54.94 (C-18) (Sahpaz et al., 2000;

Adnyana et al., 2000).

A 8H= 4.05 se observé un singulete que se asigndé a H-

12 del doble enlace trisustituldo de un urseno. Las

seflales para 1los carbonos del doble enlace aparecen a 6C=

129.49 (C-12) y 139.73 (C-13) (Li et al., 1998; Sahpaz et
al., 2000).

A 5H= 0.60 (Me-26), 0.68 (Me-24), 0.83 (Me-30), 0.94

(Me-25), 1.11 (Me-29) y 1.24 (Me-27) se observaron sefiales
para seis metilos, consistente con el nicleo urseno del
compuesto 5 (Sahpaz et al., 2000; Cox et al., 1993).

Los carbonos correspondientes aparecen a Scz 17.66,

13.87, 16.61, 16.61, 27.06 y 24.74, respectivamente
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(Sahpaz et al., 2000).

A.8C= 178.57 (C-28), 73.63 (C-19), 66.32 (C-23), 69.70

(C~-2) y 78.27 (C-3) se observaron sefiales para un
carbonilo y para cuatro carbonos base de oxigeno, estos
ultimos consistentes con la naturaleza tetrahidroxilada

del compuesto.
Los desplazamientos quimicos observados para C-2 y C-3

son congruentes con una estereoquimica a y P para los

hidroxilos en estas posiciones (Adnyana et al., 2000; Li

et al., 1998).

A 8H= 5.22 se observd una sefial doble que fue asignada

al H-1' del azicar y de acuerdo con el valor de la

constante de acoplamiento esta debe ser de tipo B.

Las seflales corespondientes para los carbonos del

azlcar aparecieron a Sc 95.76 (C-1'), 73.83 (C-2’), 78.56

(C-3'), 71.09 (C-4'), 78.27 (C-5') y 62.40 (C-6’') y estédn

en concordancia con los descritos para la B-glucosa.

Los desplazamientos quimicos observados para el C-28
del terpenoide, el H-1’' vy el C-1'de la glucosa permitieron

conocer que la unidn glucosidica es a travez del grupo
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carboxilo del terpenoide y el carbono anomérico de la
glucosa (Durham et al., 1994).

La asignacidén de la totalidad de las sefiales de Hy C
en los espectros se hizo mediante la comparacidén con los

descritos en la literatura.

Cuadro 19.- Constantes fisicas, espectroscdpicas vy

espectrométricas del nigaichigésido F1 5.

nigaichigésido F1 5

p.f.= 212-214 ©°C.
P.M.= 666.39 uma EM-FAB* (NBA-MeOH).

[0]p=+75 °(C= 0.2 mg/mL, MeOH) .

IR V., (KBr)= 3416, 2932, 1728, 1628, 1070 cm-l (Espectro
11) .

EM-FAB*m/z (int.rel)= [M+Nal* 689 (64),631 (28), 505

(60), 469 (92), 451 (100) (Espectro 12).
w
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En resumen las evidencias espectroscédpicas vy
espectrométricas permitieron identificar al compuesto 5

como el nigaichigésido F1 ( Li et al., 1998, Seto et al.,

1984).

100.
T

101

0.0

Espectro en el IR del nigaichigésido (Espectro 11).
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nigaichigésido (Espectro 12, 13 y 14).
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VI.2.3 Identificacién de la hiperina 302.

El compuesto 302 se aisld como un sdélido de color
amarillo, soluble en MeOH.

El espectro en el IR (Espectro 15) generado por el
compuesto 302, presentd bandas de absorcién para grupos
hidréxilos (3420 cm™!), para C-H saturados e insaturados

(2935 cm™!) y para carbonilo de Yy pirona (1658 cm™l).

El espectro de masas modalidad FAB® (Espectro 16)
mostré seflales en una relacién de m/z 465 [M+H]™

consistentes con la férmula molecular Czﬁ%oolz'

La informacidén anterior en conjunto con el andlisis de
los espectros de RMN unidimensionales (Espectro 17 y 18),
permitieron determinar que el compuesto 302 es la hiperina
(Devon y Scott, 1975). Los datos fisicos vy
espectroscdpicos de IR y EM del compuesto 302 se resumen

en el Cuadro 20.

A continuacién se describen los datos espectroscdpicos
de RMN'H v 13¢, para el compuesto 302.

Las sefiales pertenecientes a la aglicona que se

identificdé como la quercetina se observaron a 8H= 12.6
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s{OH-5}; 7.68 dd (H-6', J= 2.1, 8.4), 7.54 d(H-2', J=2.1),
6.83 d(H-5', J= 8.4), 6.41 4 (H-8, J= 2.1), 6.21 4 (H-6,

J=2.1), en RMNi3C se observaron sefilales a 6C= 177 (C-4);

164 (C-7); 161 (C-5); 156.3 (C-9); 156.2 (C-2); 148 (C-4);
144 (C-37); 133 (C-3); 122 (C-6'); 121 (C-1'); 115.9 (C-
5'); 115.2 (C-27); 103 (C-10).

Las seflales de la galactosa se observaron a SH: 5.39

d(H-1"', J= 7.5); 3.66-3.27 m (H-2"’',3'',4"",5'"" yv 6''}),

en RMN’C se observaron sefiales a 5C= 98 (C-1""); 93 (C-

6); 101 (C-8); 75 (C-5'"); 73 (C-2'7); 71 (C-4''); 67 (C-
377); 60 (C-6"").

La hidrdlisis &cida del compuesto 302 did como el
azucar componente a la galactosa y como aglicona a la
guercetina, las cuales fueron identificadas por

cromatografia en capa fina con muestras auténticas.
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Cuadro 20.- Constantes fisicas, espectroscédpicas vy

espectrométricas de la hiperina 302.

hiperina 302

p.f.= 232-235 °cC.

464 uma EM-FAB' (NBA-MeOH).

iy
=
(

o]
=
t

- Clezoolz'

IR v__ (KBr)= 3420, 2935, 1658, 1606, 1500, 1362, 1202,

1068 cm™! (Espectro 15).

EM-FAB'm/z (int.rel)= [M+H]" 465 (6) 303 (26), 154 (100),

136 (79), 77 (35) (Espectro 16).

L—__———_“*-—m
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VI.2.4 Identificacién de el 4&cido galico 304, el
dcido eldgico 305 y de el [B-D-glucésido de J-
sitosterol 36.

Los compuestos 304, 305 y 36 se aislaron como
s6lidos de color blanco, café obscuro y blanco,
respectivamente y se identificaron por comparacién de los
espectros de RMN con los datos descritos en la literatura
(Espectro 19, 1%a, 20, 20a, 21, 2la y 21lb) y por
comparacidn con muestras auténticas como acido galico,
dcido eldgico y PB-D-glucésido de P-sitosterol (Hatano et

al., 1990; Yang et al., 1998; Arrieta, 1997).

HO 4 OH

OH

adcido galico 304 adcido eldgico 305
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Espectros de RMN'H y 13C del &cido galico (Espectros 19 y

1%a).
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Espectros de RMN'H y 3C del acido eldgico (Espectros 20

20a) .
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B-D-glucésido de P-sitosterol 36
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Espectro en el IR del B-D-glucésido de P-sitosterol

(Espectro 21).
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VI.3 Resultados obtenidos durante la determinacién
de la actividad antiprotozoaria del extracto, las
fracciones y compuestos aislados de las partes
aéreas de Rubus coriifolius.

De los seis compuestos aislados la (-) epicatequina
Si es el compuesto con mejor actividad antiprotozoaria

contra ambos protozoarios (CISO= 1.92 ug/mlL para E.

histolytica y 1.64 ug/mL para G. lamblia). Los compuestos
restantes demostraron una actividad moderada contra ambos
protozoarios. La 5,7,3’,4'~-0O-tetrametilepicategquina
resultd con mejor actividad para los trofozoitos de &G.
lamblia comparada contra la emetina y el metronidazol
(Cuadro 21).

Comparando la estructura de la (-) epicatequina con
respecto a los fdArmacos controles utilizados en la
terapeutica en ninguno de los casos existe una relacidn
estructural, por lo que se puede proponer a la (-)
epicatequina como una molécula prototipo para el

desarrollo de nuevos fdrmacos antiprotozoarios.
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Cuadro 21.- Actividad antiprotozoaria in vitro contra E.

histolytica y G. lamblia de los compuestoS puros.

CI50 Hg/mL

Muestra CISOﬁEQ/mL
E histolytica G lamblia
' (-) epicatequina 1.92 1.64
| (1.97-1.31) (1.74-1.40)
(+) catequina 65.55 33.95
(67.30-62.20) (35.10-31.50)
[ nigaichigésido 111.94 123 .64
(112.32-111.54) (123.77-123.44)
p-D-glucédsido de B- 82.16 61.50
sitosterol (82.00-82.26) (61.10-61.70)
hiperina 143.61 49.20
(185.88-110.95) (49.31-49.08)
dcido gdlico 220.09 70.32
(222.1-222.26) (70.45-70.20)
acido elagico 56.55 24.94
(56.86-56.22) (25.01-24.80)
5,7,3,4'-0- 49.15 0.043 I
tetrametil (49.32-49.00) (0.046-0.040)
epicatequina
3,5,7,37,4'-0- 60.40 18.37
penta acetoil (60.74-60.07) (18.40-18.33)
epicatequina
Emetina 1.05 0.42
(1.07-1.04) (0.42-0.41)
Metronidazol 0.04 0.21
(0.103-0.029) (0.27-0.14)
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VII CONCLUSIONES

Los resultados derivados de la evaluacidén de la
actividad antiprotozoaria de las especies Rubus
coriifolius, Cuphea pinetorum y Helianthemun glomeratum
explican en parte su uso en la medicina tradicional de los
Altos de Chiapas como agentes para el tratamiento de
trastornos gastrointestinales. Comparando la actividad
obtenida para el control positivo, Castela texana, los
resultados apoyan la hipdtesis de encontrar compuestos
antiprotozoarios en estas especies (Calzado-Flores et al.,
198¢6).

El estudio fitogquimico biodirigido del extracto

CH,Cl,:MeOH de las partes aéreas de R. coriifolius,

permitié el aislamiento de dos flavan-3-oles [(-)
epicatequina v (+) catequinal, un triterpeno pentaciclico
(nigaichigésido), un esterol (B-D-gluco PBsitosterol), un
flavonoide (hiperina), dos polifenoles (&cido gdlico y
acido eldgico) y un azucar (glucosa).

Los metabolitos aislados de R. coriifolius son
consistentes con los previamente descritos en el género.

En el caso de los polifenoles aislados [{(-) epicatequina,
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la (+) catequina y el &cido eldgico]., su presencia
constituye un soporte adicional que explica el uso de las
plantas para tratar la diarrea; como sucede con otras
especies que contienen este tipo de compuestos (Standley,
1922; Merck Index, 1989; Perry, 1998; NHI, 1974; Laurence,
1978; Tyler, 1994).

Los resultados derivados de esta tesis, asi como de
los compuestos aislados, constituyen el primer aporte al
conocimiento quimico y farmacoldgico de R. coriifolius.

Los resultados de 1la actividad antiprotozoaria
demostrada para los polifenoles [(-) epicatequina, (+)
catequina y &cido eldgico] son una contribucidn en el
conocimiento de sus propiedades bioldgicas.

De los seis compuestos aislados de R. coriifolius, la
(-) epicatequina fue el compuesto con mayor actividad
contra los dos protozoarios de prueba. Estos resultados
son consistentes con los previamente descritos por Calzada
y colaboradores (Calzada et al., 199%a).

Los resultados de la actividad obtenidos para la (-)
epicatequina vy la tetrametilepicatequina reafirma las

observaciones hechas por Calzada y colaboradores sobre el
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niucleo flavan-3-0l como prototipo para el desarrollo de
nuevos agentes antientamoeba y antigiardia.

Los resultados permiten concluilr que la busgueda de
nuevos compuestos utiles para el desarrollo de nuevos
fadrmacos con un potencial terapeutico a partir de plantas

medicinales, debe realizarse de manera multidisciplinaria.
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Cuadro A-1.-Compuestos aislados de varias especies de

Rubus.

Estructura Estructura

H2OH

wannllley

Rs

COOR;

R ‘flln.,_

..uﬂ” H7

R

Ry Rz Ra Ry Rsg Rg Ry
5 OH OH CH;OH CH; Glu OH H 6 o o b o e
6 OH OH CHOH CH; Glu OH H 17 OH OH CH H H Glu
70 OH CH; CHy H OH H b ,’.}SH%HH% o n
3 OH H
8OH OH CHy CH; H H H 20 OH OH CH,OH H H Gl
9 OH OH CH; COOH Glu OH H
10 OAc OH CH; COOH Glu H H
11 OH BOH CH; CH3; Glu OH H
12 OH aOH CH; CH; Glu OH H
13 OH OH CHy CHpOH Glu OH H
14 OH OOH CH; CH;OH Glu OH H
o)
\
H3CO o) OH o
CH; (CH,) ,CH=CH {CH, ) ,COOH
23 CH3CH, (CH=CH-CHj, } 3 (CH,) COOH
25
CH; (CHz ) 4CH=CHCH,CH=CH {CHy} »COCH
24
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Cuadro A-1l.- Compuestos aislados de

Rubus (continuacidn).
—

— .

varias especies de

Estructura

Estructura

CHgO-H2

33 a g
Ry Ry Ry lu H u
34 Glu OH Glu
26%*; Glu CH,OH 35Glu H  Glu-6-trans-p-
27 H CH:0-Glu cumaroll
28 n Glu ¢ob-Glu 36 Glu H Glu-6-cafeocil
22 oh G 38; fu 37 Glu-6-cafeoil H Glu
31 OH H CH,0-Glu-(6<-1)-Arab H H Glu
32 OGluGlu CHy
= o el
OH § oi{' I
H o CoH
: N |5
=\ / Q— ;
OH oQ\ s |
40 , ™~
Ve [s]
HO OHHO OH Gy’
39 HO OH
(o] = Gum G
" n'
R20
R1 R HO 44
41 Oy b
42 pCHs H

43 B C,Hg PGlu
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Cuadro A-1.- Compuestos aislados de varias especies de

Rubus (continuacidn) .

Estructura Estructura
Re
|
HO 45 Ry R: Ra Ry
46 OoH OH H H
47 O OH H H
48 OH OAc CH; H
449 0O H H
50 OH H H oOH
0G
o
. Y %@OG o
R4 2
51 OH oG G=
52 COOH 53 IE'1 az HO OH
54 G G OH
G o] o=
G\,\ o O""G’
o Q
o o OH - OH
o OH
\ H \_/
0 HO OH
Rz HO OH
Ry Ra —_—
55 0G H /=0
5 H oG 0\ o 58
57 OH H o o
O~
o G
G/h G/O
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Cuadro A-1l.- Compuestos aislados de varias especies de

Rubus (continuacién).

ey ——————————
e — e |

" Estructura

Estructura

, oH
H

OH

OH

Q
I
(LT

..n\“\\

OH

., sy

oH 59

OH
OH
OR;
R
63 O—ramr{osilgluc G'?Lf S 3 OH,.‘; I
64 OGl(2-1)Glu(6-1)Ram | H H
65 O-soforésido H H OH
66 O-sambubitsido H OH
67 H H Glu OH
OH
P
l R3
OH 0
Ry R2 R3
68 Gl OH H 77 O a OGlu
93 Rut OH OH 78 0 PBOGlu
#1  Giuco OH OH 79 fOH aOH
72 (élluco OH OH
u H
73 Gy 8
74 Gl Xil H
75 Gal-CHM” OH QH
76 Xxil OH OH

*6".0-(4-carboxi-3-hidroxi-3-metil butanoil)

e
e ———
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Cuadro A-1.- Compuestos aislados de varias especies de

Rubus (continuacién) .

f———

Estructura

e

Estructura

o ©
H M F
HO HO
OH OH
80

OH

Q
HO 0
HO
“ﬂégigfx,o
HO S\
81

OH

82

HO

H
HN/\/\/ ©
[ (
83
Q

H

104

Nn

0,
\ OH R, l.
s 86 Glu{g-cinamoil-2-galoil)
84 87 Glu(6-p-hidroxicinamoil-2-galoil)
OR
\\j
N
88
NN TN CooH
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Cuadro A-1.- Compuestos aislados de varias especies de

Rubus (continuacién).

Estructura Estructura ”
OH O
HO.
G OH
OH
O
HO HO OH
92 O 93 o
QH
HO l
0 o J
HGC, 1
0
® "
RO ? OH
1 = oM
95

vt gl
LLLTTTINNT]

R1 RZ Ra H4

97 H; OH  CH,OH  CO,GIu
98 ., OH OH  CH,0OGHu CH4
9 5 OH CH,0GIlu CH,
101 o OH CH,OH CHy

——— e e e}
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Cuadro A-1.- Compuestos aislados de varias especies de

Rubus (continuacidn).

Estructura

Estructura

106

CO»-Rg
114 H Glu H
115§ H Glu Glu
116 OH H Glu
Ri R: Ry Ry Rs Ry
}gg COH BCH; H H H H O-Glu
®OH oQH CH; H OH z
104 BOMHBCOOH G0 H OR OH . o
105 PBOHPCOOH Glu H OH OH : i
106 BOH BCH3 H aoq OH OH :
107 «OH PBOH Glu H OH OH
108 ©«OH PBCHOGU H OH OH
109 cHycHcoo BCHs H HcHy,cncoOH
110 o«OH PBOH CHz H OH OH
111 ESE BCHs H H 8:1 83 "COa-GluH1
112 RACO CHg
113 BOH pacO G H OH OH n gSSOH
H H
119

H




Cuadro A-2.- Flavan-3-oles aislados de diferentes fuentes
naturales.
" Estructura Referencia
I Horl et al., 1988.
HO Q "‘“\\\\
“on
OH
Distenina 129
Darnley, 1974; Delle, 1872;
Drewes vy fTaylor, 1994;
Malan et al., 1996; Haslam,
1989; Ohigashi et al.,
1982; DPN, 1994.
OR
{(+) Afzelequina 130
Baek et al., 1994 (150);
Ferreira y Bekker, 1996;
DPN, 1994.
OR
(+) 4’ ,5-Dimetil afzeleguina
149 |
{+) Afzeleguina-4’-0-glucédsido
150
Ferreira y Bekker, 1996;
Haslam, 1989; Herz, 1987;
Drewes et al., 1992b;
Drewes, 195%4a,b {152) ;
DPN, 1994.

{+) Afzelequina 7-0O-apiofurandsido
151
(+) Afzelequina 3-0O-ramndsido
152
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Cuadro A-2.-Flavan-3-oles aislados de diferentes fuentes

naturales (continuacidn).

Estructura

Referencia

3,4',5,7-Tetrahidroxi~8-prenilflavano

153

Herz, 1987; DPN, 1994.

OH

Delle, 1972.

7,8-(2'7,2" ' -Dimetilpirano)-3,4’,5-

trihidroxiflavano 154
7,8-{(2'',2''-Dimetilpirano) -

3,4'-dihidroxi-5-0-metilflavanoc 155

DPN,1994; Herz, 1987.
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DPN, 1994.

Dafnodorina B 156




Cuadro A-2., Flavan-3-oles aislados de diferentes fuentes

naturales (continuacién).

Estructura Referencia
OH Darnley, 1974; Delle, 1972;
Haslam et al., 1989; Malan,
HO O™ 19%6; Rak et al.,1929;

Hikino, 1982; Min 1999;
Scholz ¥y Rimpler, 1986.

""/,

CH

OH
(-} Epiafzelequina 132

OH Darnley, 1974; Delle, 1972;

Haslam et al., 1889; Malan,

HO Ol o 1996; Rak et al.,1999;

' Hikino, 1982; Min 1999

. ({160); Drewes et al.,

P on 1992a; b; Drewes y Taylor,

OH 1994; Ferreira y Bekker

Epiafzelequina-3-0-alésido 157 %i%ﬁ.;_ ]I-Iggl;a-tm Secfngaé ’.Illg 19:?:

{-)

(-) Epiafzelequina-3-0O-ramnésido 158 ]

(-} Epiafzelequina-3-0-xilésido 159 al., 1994 (157); DPN,1934.
(-) Epiafzelequina-3-0O-galoil 160

Baek et al., 1994; Ferreira
vy Bekker, 1996.

(-} Epiafzelequina-4-B-carboximetilo
161

T
RO o e
L

3

DPN, 1994.

", iy

5 OR
OR
(-) Epiafzelequina-5-0-glucdsido 162
(-}Y4*,5,7-0-Trimetil-3-epiafzelequina
163
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Cuadro A-2.-Flavan-3-oles aislados de diferentes fuentes

naturales (continuacidn).

Estructura Referencia

Delle et al., 1972; Ellis et
al., 1983; Malan et al.,
1996; DPN, 1594.

Entepiafzelequina 133

OH Bae, et al., 1994; Danne et
al., 1994; Gali et al., 1994;
RO O oH Kombal y Glol, 1995; Foo et
al,, 1998; Lee et al., 1995;
Luck et al., 1994; Pan vy
oH Ludgren, 1995; Polya, 1994;
OH DPN, 1994.
(+) Categuina 50

OH Bae, 1994; Ferreira, 1995;
@ Ishimaru et al., 1987;
HO O o Ferreira y Bekker, 1996
OH (164-165); Bonefeld et al.,
1986 (166); Petereit et al.,
OR 1891; Haslam et al., 1989

OH (167); DPN, 1994.

{+) Catequina-3-0O-rutinésido 164
(+) Catequina-3-0-glucésido 165
{+) Catequina-3-0-ramndésido 166
(+) Catequina-3-0O-galoil 167

oH
H ° .M£::I:m
OH
° RN
oH |
o 2
OH
oH

Filoflavano 168

Foo, 1987; 1989; Polya y
Foo, 1994.
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Cuadro A-2.-Flavan-3-oles aislados de diferentes fuentes

naturales (continuacidn).
Estructura Referencia l
Duskutch, 1973 {(169) :
Tanaka, 1983 (170); Foo ¥y
Karchesy, 1989; Kashiwada eﬂ
al., 1986; Mahmood et al.,
1993 (172); DPN, 1594.
{+} Catequina-7-0-xilédsido 169
{+) Catequina-7-0-galoil 170
(+) 7-0-Metil catequina 171
(+) Catequina-7-0-glucésido 172
(+) Catequina-7-0-apidsido 173
(+) Categquina-7-0-
arabinofurandsido 174
(+)Catecquina-7-0-arabindsido 175
on Lee et al., 1992; Itsu,
1985; DPN, 1994.
HO o o
= OH
3
o)
OH
HO
o)
(+)Catequina-3-0-(1-hidroxi-6-oxo-
2-ciclohexen-l-carboxilato) 176
(+)Catequina-3-0-(1,6-dihidroxi-2-
ciclohexen-l-carboxilato) 177
Kashiwada et al., 1986
(178); DPN, 1994.
(+) Catequina-3’'-0-glucésido 178
(+) Catequina-3‘'-0-galoil 179

(+)37,5,7-0-Trimetil categuina 180

111




Cuadro A-2.-Flavan-3-oles

aislados de diferentes fuentes

naturales (continuacidn).
Estructura Referencia
Kashiwada et al., 1986(183):;
Foo ¥ Karshesy, 1989, Lee et
al., 1992 (181-182): DPN,
1994.
(+) 4’'-0-Metil catequina 181
{+) Catequina-4’'-0-galoil 182
{+) Catequina-4’'-0-glucésido 183
Kashiwada et al., 1986 (184);
DPN, 1994.
{+) Catequina-5-0-glucdsido 184
{+) Catecuina-5-0-galoil 185
{+)Catequina-5-0-(6-cumaroil-2-
teruloilglucédsido) 186
Kashiwada et al., 1986; DPN,
1994.
(+) Catequina-3’,4'-0-diglucésido
187
Kashiwada et al., 1986(188);
DPN, 1994.

{+)Catequina-3',5-0-diglucdsidel8s
(+)Categuina-3’,5-0-digaloil
189
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Cuadro A-2.-Flavan-3-oles aislados de diferentes fuentes

naturales (continuacidn).

Estructura Referencia
Ferreira y Bekker, 1996;]
Kashiwada et al. ,
1986(190); Pan y Lundgreen,
1995; Foo v Kashesy,
1989(192); DPN, 1994.
(+)Catequina-3’,7-0-diglucdsido 190
(+)Catequina-3’,7-0-digaloil 191
{(+)3'-0-Metil catequina-7-0-
glucdsido 192
(+)47,5,7-0-Trimetilcatequina 193
Kashiwada et al.,
1986 (194); DPN, 1994,
{(+)Catequina-4',5-0-diglucdésido 194
(+)Catequina-4',5-0-digaloil 195
DPN, 1994,
(+) 4’ ,7-0-Dimetil categuina 196
(+)Catequina-4',7-0-digaloil 197
DPN, 1994.
{(+)Catequina-5,7-0-digaloil 198
{(+}Catequina-3,7-0-digaloil 199




Cuadro A-2.-Flavan-3-oles aislados de diferentes fuentes

naturales (continuacidn).

Estructura Referencia

Kashiwada et al., 1986
{200-201); DPN, 1994.

{+) Cateqguina-6-C-glucdsido 200
{+) Catequina-8-C-glucédsido 201
(+) Catequina-6-(3,3~-dimetilalilo)
202
(+) Catequina-8-(3,3-dimetilalilo)
203

Nishimura et al., 1986.

Estenofinina B 205

Foo, 1989;1981; Kolodziej,
1983; DPN, 1994.

DPN, 1994.

Estenofilanina B 207
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Cuadro A-2.-Flavan-3-oles aislados de diferentes fuentes

naturales (continuacidn).

Estructura Referencia

Delle et al., 1972 (134)};
Samaraweera, 1983 (210) ;
Lee et al., 1995;
Friedrich, 1970 (134, 208
vy 209); DPN, 1994.

Entcatequina (r; , ,=H) 134
Entcatequina-7-0-glucésido (R, y Ry=H)
208

Entcatequina-3-0-galoil (R, v r,=H)209
3,37,5,5",7-Pentahidroxiflavano
(Ry_, 3=H y R,=OH ) 210

Foo, 1987; 1989.

Filocumarina (R=H) 211
Filoflavanina (R=*)212

DPN, 1994.

4'-0-Metil entcategquina 213
4*,7-0-Dimetil entcatequina 214
5,7-0-Dimetil entcatequina 215

3,5,7-0-Trimetil entcatequina 216
4+ ,5,7-0-Trimetil entcatequina 217
3,3',4',5,7-Pentametilflavano 218
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Cuadro A-2.-Flavan-3-oles aislados de diferentes fuentes

naturales (continuaciédn).

— m— —_

Estructura Referencia

Nonaka, 1985 (219); DPN,
1994.

Estenofilanina C R=H 219
Estencfilanina A [R=5-0-( 3,4,5-
trihidroxibenzoil)] 220

Cameliatanina A (3'epimero de 218}221

Nishimura et al., 1986;

DPN, 1994.
DPN, 1994.
Gambirina A; 223
Gambirina A, (2 epimero de 223) 224
DPN, 1994.

Gambirina A, 225

—

116




Cuadro A-2.-Flavan-3-oles aislados de diferentes fuentes

naturales (continuacidn).

Estructura Referencia

Ho or :m DPN, 1994.

Gambirina B, 226
Gambirina B, (2 epimero de 226) 227

™ DPN, 1994.

HO

Gambirina B, 228

o Bae et al., 1994; David

o \@: et al., 1994; Xoupai-
- oH Abyazani y Bohm, 1993;

‘ Foo et al., 1998; Foo y

“on Porter, 1980; Gali et

ok al., 1994; Helsper et
al., 1993; Lee et

-) Epicat } 1
{-) Epicatequina 5 al..,1995; Morimoto et

al., 1993; DPN, 1994.

@:OH Ishimaru et al., 1987
{229-230); DPN, 1994.
HO. o -
e OH
3 ’
"on
OH
(-)Epicategquina-3-0-alésido 229
(-}Epicatequina-3-0-glucdsido 230

{~)Epicatequina-3-0-{2-cinamoil aldsido)231 .

(-)Epicatequina-3-0-(3-cinamoil alésido}232
{-)Epicatequina-3-0-(4-hidroxibenzoil) 233
(-)Epicategquina-3-0-(2-cinamoil alésido) 234 _L
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Cuadro A-2.-Flavan-3-oles alslados de diferentes fuentes

naturales (continuacidn) .

Estructura Referencia

oH Pallenbach et al.,

. o o 1992; Sakar et al.,

- OH 1993; Takechi et al.,

E] 1985 (235); Nonaka et

"on al., 1983 (235, 237);

oR Hashimote et al., 1987;
Epicatequina-3-0-galoil 235 |Mahmood et al., 1993

)

y4-0-Metil epicatequina-3-0O-galoil 236 | (238); DPN, 1994.
}3-0-Metil epicatequina-3-0O-galoil 237
}Epicatequina~3-0-p-hidroxibenzoato238

OH Tanaka et al., 1983;
| DPN, 1984.
o OH

3
“ay

(...
(_
(_
(_

HO:

OR

o

OR

{-)Epicatequina-3,5-0-digaloil 239

OoH Foo y Karchesy, 1989
o (241) .
- OH

o,
K
“OH

Ao

-t
w
o]

OR
(-)Epicatequina-5-0-glucdsido 240
(-)Epicatequina-7-0-glucdsido 241

OH Hashimoto et al., 1987

E::I: (242); Pan y Lundgren,

"o I on 1995 (244); DPN, 1994.

OR

(-)4-0-Metil epicatequina-3-0-galoil 242
(-)3'-0-Metil epicatequina 243
{-)3'-0-Metil epicateqguina-7-0-glucdsido 244
(-)3',4"-0-Dimetil epicatequina 245
(-}3',5-0-Dimetil epicatequina 246
(-)3',5,7-0-Trimetil epicatecuina 247
(-)Epicatequina-3,4’-bis(3,4,5-trihidroxi

benzoil)3,4'-0-digaloil 248
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Cuadro A-2.-Flavan-3-oles aislados de diferentes fuentes

naturales (continuacidn).

Estructura

Referencia "

HO

OH
o =

'}
oM

,%

OH
(-)Epicatequina-6-glucdsido 249
(-)Epicatequina-8-glucésido 250

Morimoto, 1986. ”

(-)Epicateqguina (4a->2) floroglucinol251
(-)Epicatequina (4B->2) floroglucinol2s2
(-)Epicatequina-4a-carboximetilo 253

I
Foo, 1981: DPN, 1994. ”

OH

Cinchonaina Ia 254
Rinceina Ia (3'’'epimero de 254) 255
Cinchonaina Ib (10 epimero de 254) 256
10-Metil cinchonaina 257
10-Metil cinchonainalepimero de 257) 258
Cincheonaina Ia (3,10 epimero de 254) 259

Foo, 1987; 15989; Nonaka,
1985; Stobiecki Vv
Popenda, 1994(257-258);
Chen et al., 1993; DPN,
1994.

Cinchonaina Ic 260
Cinchonaina Id (8 epimero 260)261

Foo,1989; Nonaka, 1985;
DPN, 1994 .
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Cuadro A-2.-Flavan-3-oles aislados de diferentes fuentes

naturales {continuacidn).

Estructura

Referencia

CHM

N&@
- OH
e "o OH
H
o
o}

Dridpterina 262

DPN, 1994.

OH
3-0-1{5-(3,4-Dihidroxifenil)-2-hidroxi
pentanoilo] 263

3-Hidroxi-5, 7-0-dimetoxi-3',4"'-
metilene dioxiflavano 264

OH Brandon et al.,1l982;

Ellis et al., 1983; BRaldé

HO o et al., 1991.
mlii OH
OH
OH
Entepicatequina 135
DPN, 1994.

OH

oH

HG o L
OH

OH
Epigalocateguina 137

(=)

Calzada et al.,1998;
vy Porter, 1980; Koupai-
Abyazani y Bohm, 1993;
Helsper et al., 1993; Lee
et al., 1995; Meckes et
al.,l1999; Mori et al.,
1987: Morimoto et al.,
1988; Mahmood et al.,
1983.

Foo
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Cuadro A-2.-Flavan-3-oles aislados de diferentes fuentes

naturales (continuacidn).

Estructura

Referencia

HO.

OH

cinamoil)

-metilgaloil)

benzoil)

OH

(-)Epigalocatequina-3-0-galoil
(-)Epigalocatequina~-3-0-(3-0

(-)Epigalocatequina~3~cinamoil
(-)Epigalocatequina-3-p-cumaroil

OH

OH

(-} Epigalocatequina-3 -(4-hidroxi

265

266

267

(-} Epigalocatequina-3-(4-hidroxi

268

269
270

Nonaka et al., 1983
(265-266); Friedrich v
Kriiguer, 1974; Haslam et
al., Kakiuchi et al..
1985; Lee ef al., 1995;
Meckes et al., 1999; Sun
et al., 1988; Pallenbach
et al., 1992; Nakayama et
al., 1993; Ssakar et al.,
1993 (266); Saijo, 1882

(267); Danne et al.,
1994; Palazzo de Mello et
al., 1996 {268) ;

Hashimoto et al., 1987
(269); DPN, 199%94.

HO

OR

{-)Epigalocatequina-3,3’'-0-digaloil
{-)Epigalocatequina-3,5-0-digaloil
{-)Epigalocatequina-3,4’'-0-digaleil
{-)3,5-0-Dimetilepigalocatequina-3-0-galoil

271
272
273

Coxon, 1972; Tanaka et
al., 1883 (272); Ncnaka
et al., 1983 (271-272);
Palazzo de Mello et al.,
1996 (274); Foo, 1981
(275); DPN, 1994,

121

274
(-}Epigalocatequina(4-2)-floroglucinol 275
OH Hashimoto et al., 1989;
oH DPN, 1994.
R
HO 8 o o
- oH
5
"oR
OH
(-)Epigalocatequina-3-galoil-8-C-
ascorbilo 276




Cuadro A-2.-Flavan-3-oles ailslados de diferentes fuentes

naturales (continuacidn).

rEstructura Referencia
Drewes y Mashimbye, 1993
{277); Husselin et al.,
1998 (278); Delle, 1967;
H Anjaneyulu, 1979 (279).
7
A 3""/10H
OR
(=) 4'-0-Metil epigalocatequina 277
(-)Epigalocatequina-4’'-0-metil-5-0-glucédside
278
3,3',5,5',7-Pentahidroxi-4’'-0-metil flavano
27%
" Brandon et al., 1982;
on Cronje et al.,1993;
Haslam et al., 1989;
oM Koupail-Abyazani y Bhom,
1893; Kombal vy Glasl,
1995;Lee et al., 1995;
Morimoto et al., 1988;
(+) Galocatequina 136 Mahmood et al.,1993.
™ - Sakar et al., 1993; Sun,
OH 1988; Petereit et al.,
1991.
OH
(+) Galocatequina-3-0O-galoil 280
£ Lee, 1992 (281); Garcia et
OR al., 1993 (282); Hussein
¢ et al., 1999 (284); Foo,
T™~on 1981 (285).
{+) Galocatequina-3‘,7-0-digaloil 281
{+) Galocatequina-4',7-0-digaloil 282
(+} 4'-0-Metil galocatecquina 283
{+) 4'-0-Metilgalocatequina-3’'-0-glucésido
284
(+) Galocatequina {4-2)floroglucinol 285
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Cuadro A-2.-Flavan-3-oles aislados de diferentes fuentes

naturales {(continuacidn).

Estructura Referencia

OMa

Hashimoto et al., 1989.

OMe

Olongomobis flavano B 286
OH Darnley, 1974; Haslam,
1989; Rossoaw, 1994; DPN,
1994,

HO. o} s
m )

OH
{-} Fisetinidol 140

[::Ijm DPN, 199%4.
H a) - oH
oH It

; OH
¢
i (¢]
o

{-) Fisetinidol (4->6') peltoginan-4-cl 287

OH Darnley, 1974; Rossoaw et
al., 1994; DPN, 1994,
HO l o
OH

OH
(+) Epifisetinidol 142

Kipa, 1981.

(+) Entepifisetinidol 143
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Cuadro A-2.

naturales (continuacién).

Estructura

~-Flavan-3-oles aislados de diferentes fuentes

Referencia

3,3',4",7-Tetrahidroxi~4-(2,3,4-tri
hidroxienil) flavano 288
4-(2,4R-Dihidroxi-3-O-metilfenil)-
3,3’,4",7-tetra hidroxi flavano 289
4-(2,45-Dihidroxi-3 -O0-metilfenil)-
3,3",4',7-tetra hidroxi flavanoc 290

DPN, 1954.

(-) Robinetinidol 144

1974; Cronijé et
Ferreira, 1996;
1989; Viviers et
1964,

Darnley,
al.,1983;
Haslam,

al., 1983; Weinges,

(-) Robinetinidol-3-galoil 291

Bam, 1990.

OH

OH
\\\\\
"f/

Eplrroblnetlnldol 146

124

1993 Ferreira y
1996.

Cronje,
Bekker,




Cuadro A-2.

-Flavan-3-oles aislados de diferentes fuentes

naturales (continuacidn).
Estructura Referencia
DPN, 15%94.
1
HG \\\\
OH
{+) Robidanol 147
Weinges, 1964; DPN, 19%4.
il
HC “\\\
on
{(+) Robidanol-3-galoil 292
Young et al., 1986; DPN,
1994.
i
DPN, 1994.
PPN, 15%54.
Gulbourtlnldol 3'—>4 ) ~entepimopanona
294
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Cuadro A-2.-Flavan-3-oles aislados de diferentes fuentes

naturales {(continuacién).

Estructura Referencia

O OH DPN, 1594.
o

Epiguibourtinidol (4B->2)3,37,4',5
tetrahidroxi estilbeno 295
guibourtinidol {(4&->2)3,3',4',5
tetrahidroxi estilbeno 296
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Cuadro A-3.-Férmulas de algunos azucares.

Nombre Férmula Nombre Férmula
Arabinosa OH Arabinofurandsido °”'°”O
OH on
OH OH
OH OH
Apiosa 0 Alosa CHZ0H
CH;0H
OH
OH OH HO OH
OH OH
Galactosa CH0OH Glucosa GHZ0H
H o) Q
OH OH
OH HO OH
OH OH
Glucurdnido COOH Ramnosa H OH
QOH CH,
OH
HO OH OH
OH
Ruti H2 Xi 0
utinosa HO 000 losa -
OH
OH
OH HO
OH
OH o HO
OH
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