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RESUMEN

Calycophyllum spruceanum Benth. (Rubiaceae) es un arbol conocido como “capirona”, cuya
corteza es utilizada tradicionalmente por los pobladores de 1a Amazonia peruana y otras partes
de América del Sur como antiinflamatorio, antimicrobiano, cicatrizante, emoliente,
antidiabético, antioxidante, antiséptico, anti-trypanosomico, astringente, bactericida,
cicatrizante, anticonceptivo, hemostato, insecticida, parasiticida y repelente. Sin embargo, hasta

ahora pocos estudios quimicos y farmacol6gicos han sido descritos para esta especie.

La presente investigacion tuvo como fin el estudio fitoquimico de la corteza de C. spruceanum
“capirona”’, mediante la comparacién de dos clases diamétricas. Ademds, se realizd la
caracterizacion de los iridoides por ser marcadores quimiotaxonémicos en la familia

Rubiaceae.

El material botdnico se recolecté en noviembre de 2008, en el distrito de Callerfa, provincia
Coronel Portillo departamento de Ucayali. Con las muestras pulverizadas de la corteza se
realizé una extraccién hidroalcohdlica por percolacién. Mediante una marcha fitoquimica se
detectaron compuestos lactdnicos, antraquinonas, flavonoides, azicares reductores y libres,
iridoides, taninos condensados y saponinas. No fue detectada la presencia de alcaloides en el

extracto estudiado.

Se identificé los iridoides utilizando un extracto metandlico de C.spruceanum mediante
cromatografia en capa fina analitica. Se utilizo el sistema de solventes: butanol, acetato de etilo

(100:2:2). La identificacién de los iridoides se realizo por espectroscopia UV.

Palabras clave: Calycophyllum spruceanum, capirona, Rubiaceae, perfil fitoquimico, iridoides
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1. INTRODUCCION

Se calcula que el mimero de especies vegetales presentes en el planeta estarfa comprendida
entre 250 a 500 mil, de las cuales menos de un 5% han sido estudiadas desde un punto de vista

fitoquimico y un porcentaje mucho menor en cuanto a su actividad biolégica (Gazda, 2004).

En el Peri se pueden encontrar 20 mil especies vegetales, el 8% del total de plantas
encontradas en el mundo, siendo la mayoria de ellas especies nativas de la Amazonfa. Sin
embargo, se calcula que menos de 1% ha sido estudiada desde un punto de vista fitoqufmico y
farmacoldgico (Desmarchelier & Schaus, 2000). El conocimiento sobre 1a mayoria de especies
se restringe a datos empiricos y etnofarmacolégicos, debido a que poco se conoce al respecto
de las sustancias quimicas responsables de las acciones farmacoldgicas. El estudio de los
componentes quimicos de la flora peruana es una tarea laboriosa y multidisciplinaria que

mvolucra a distintos profesionales, entre ellos a nosotros los forestales.

El uso tradicional de plantas medicinales en el Perti data de tiempos antiguos, Raimondi (1857)
lo explica bien cuando afirma: “los indios del Perd son los primeros naturalistas del mundo,
empleando las plantas en economia doméstica, en la tintorerfa, en las construcciones y sobre
todo en la cura de diferentes enfermedades”. Este conocimiento tradicional sobre el uso de
plantas medicinales es de suma importancia, ya que constituye no sélo la base de muchas
vestigaciones fitoquimicas sino un acercamiento efectivo para la determinacién de

compuestos activos provenientes de plantas superiores.

El género Calycophyllum es un género de 46 especies, de las cuales se reportan la existencia de
6 para América Tropical extendidas en Brasil, Bolivia, Peri y Ecuador. La especie mas
importante de este género en nuestro pafs es Calycophyllum spruceanum, conocida en el Pert

como “capirona”’, el cual es un arbol de miiltiples usos como madera, medicinal y carbon.

El 4rbol de “capirona” posee una corteza caracteristica, que se regenera completamente cada
afio, hace que su aprovechamiento pueda ser sostenible. La corteza lisa, de aspecto pulido,
cambia de color en el tiempo conforme va madurando de un tono verde a un tono marrén.

Entre las principales actividades descritas como usos etnoboténicos de la corteza de
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Calycophyllum spruceanum destacan: antiinflamatorio, antimicrobiano, cicatrizante, emoliente,
anti-envejecimiento, antidiabético, antioxidante, antiséptico, anti-trypanosémico, anti-arrugas,
astringente, bactericida, anticonceptivo, hemostato, insecticida, parasiticida y repelente (Duke,
2008).

Actualmente, 1a capirona ha cobrado gran importancia comercial debido a que es una especie
de rapido crecimiento, adaptada a las inundaciones, poseedora de una madera de alta densidad,
durable e ideal para construcciones. El objetivo principal de la presente investigacion es
contribuir a la informacién existente sobre los perfiles quimicos de las especies forestales de la
Amazonfa, especificamente en C.spruceanum “capirona”. Por tal motivo, se evaluaron los
componentes fitoquimicos presentes en la corteza de capirona y su variacion segiin el diametro.
Complementariamente, se caracterizaron los marcadores quimiotaxonémicos de la familia

Rubiaceae: iridoides.









2.1.2 FILOGENIA Y EVOLUCION

Las Rubidceas constituyen un grupo monofilético’, la morfologia y estudios de secuencias de
rbeL’ 1o demuestran.* La divergencia entre las Rubiceas empezo hace cerca de 66 millones de
afios. La familia es cominmente dividida en 3 subfamilias: Rubioidae, Ixoroideae y
Cinchonoideae. La estructura bésica filogenética de la familia es Rubioideae, conformada por
especies herbaceas, siendo las sub-familias mas evolucionadas Ixoroideae y Cinchonoideae

constituidas mayormente por especies lefiosas. (Judd, 2001; Singh, 2004; Stevens, 2008)

La familia ha pasado por continuas clasificaciones y reestructuraciones desde Robbrecht (1988)
a Bremer (2009). Estas reestructuraciones se han dado a nivel de subfamilia y tribus, gracias al
avance de la biologia molecular en las dos tltimas décadas, que ha dejado de lado la
clasificacién basada s6lo en caracteres morfologicos. Si bien la clasificacion de una especie
dentro de la familia es relativamente simple, la taxonomia a nivel de sub-familia y tribu es
cadtica, quedando muchos géneros sin poder ser clasificados dentro de una tribu especifica.
Esto debido a la falta de informacién sobre la distribucion geografica y los caracteres
anatémicos de muchas taxas, sin embargo, los perfiles quimicos de muchas especies estan

ayudando en su clasificacién taxonémica (Bremer, 2009; Cardoso et al., 2008)

2.1.3 ESTUDIOS QUIMICOS EN LA FAMILIA RUBIACEAE

Los marcadores quimiotaxonémicos de la familia Rubiaceae son: alcaloides inddlicos, iridoides
y antraquinonas. Los alcaloides ind6licos han sido los metabolitos secundarios més estudiados
con el fin de comprobar la quimiotaxonomia de la familia. Ademds, han servido como
evidencia para establecer relaciones morfologicas y quimicas entre las familias Rubiaceae,

Loganiaceae y Apocynaceae. (Gazda, 2004)

Cada una de las 3 principales subfamilias dentro de Rubiaceae presenta distintos perfiles
quimicos. Por ejemplo, en la subfamilia Ixoroideae, los marcadores quimiotaxonémicos

exclusivos son los iridoides; en Cinchonoideae predominan los alcaloides inddlicos y en

2 Un grupo monofilético es un grupo de especies descendientes de una simple especie y que incluye todos los descendientes de
esta especie troncal.

3 rbeL: abreviatura del gen que codifica a la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa, este gen est4 localizado en el genoma del
cloroplasto y ha sido estudiado para inferir relaciones filogenéticas en niveles taxonémicos altos. (Judd, 2001)

* Bremer et al. (1995), Bremer et al. (2000) y Bremer (2009) para més detalle sobre estudios de biologia molecular tomados
como base para establecer la taxonomfa en Rubiaceae.
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Rubioideae las antraquinonas estin presentes como la principal clase de metabolito secundario,

sobretodo en géneros como Rubia, Morinda y Gallium. (Gazda, 2004)°

Las proantocianidinas pueden estar presentes o ausentes, los flavonoles como kaempferol,
quercetina y 4cido ursélico estdn presentes en la mayoria de géneros. Las saponinas o
sapogeninas estan ocasionalmente presentes. (Watson y Dallwitz, 2000). Se han reportado
acumulacién de aluminio® en algunas especies, sobretodo en la subfamilia Rubioideae. La
acumulacién de aluminio varfa dentro de la familia, algunas subfamilias como la Ixoroideae
carece de este, e incluso el nivel de acumulacién de aluminio varfa entre individuos segiin la
localidad. Se cree que la acumulacién de aluminio estd relacionada a condiciones edaficas,

condiciones ambientales y mecanismos de control de vias metabdlicas. (Jansen et al., 1999).

2.14 INTERES ECONOMICO DE LA FAMILIA RUBIACEAE

Rubiaceae es una familia que cuenta con un nimero importante de especies con interés
econdmico. El “café”, Coffea arabica, originario de Africa, sintetiza la cafefna que es utilizada
en la composicion de diversos medicamentos. El arbol brasilefio de “ipecacuana”, Cephalis
ipecacuana, sintetiza un alcaloide llamado emetina, utilizada como expectorante y en el
tratamiento de amebiasis. Las hojas de Psychotria viridis son utilizadas, junto con
Banisteriopsis caapi de las Malphigiaceae, como el principal ingrediente de la bebida

alucindgena denominada “ayahuasca”. (Ugent, 2006)

Los géneros Cinchona y Ladembergia que proporcionan quinina, utilizada contra la malaria.
La “ufia de gato” (Uncaria tomentosa) suministra diversos alcaloides como: uncarina,
mitrafilina, rynchofilina. Los géneros Genipa, Gallium y Rubia son utilizados como plantas
tintéreas. La especie Genipa americana, “huito”, es un frutal de la Amazonfa, utilizado por
muchas comunidades indigenas para colorear su piel en los rituales religiosos y produce un

iridoide denominado genipina que posee actividad antimicrobiana. (Gazda, 2004).

5Gazda, 2004 (envia a Bolzani et al,, 2001, Secondary metabolites from Brazilian Rubiaceae plant species: chemotaxonomical
and biological significance, Recent research development in phytochemistry, 5: 19-31)

8 Se considera que una planta es acumuladora de aluminio cuando posee mds de 1000ppm de Aluminio en sus tejidos.
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La familia Rubiaceae también es importante en horticultura. Algunos géneros como Gardenia,

Ixora, Hamelia, Bouvardia, Pentas y Mussaenda son conocidos por ser ornamentales.

(Robbrecht, 2009).

22 GENERO Y ESPECIE: CALYCOPHYLLUM SPRUCEANUM

Segtin Brako & Zaruchi (1993), el género Calycophyllum esta conformado por 46 especies, de

las cuales 2 son endémicas del Pert.

22.1 TAXONOMIA DE CALYCOPHYLLUM SPRUCEANUM

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Rubiales

Familia: Rubiaceae

Subfamilia: Ixoroideae’

Tribu: Condamineeae

Género: Calycophyllum

Especie: spruceanum

Nombre cientifico: Calycophyllum spruceanum Bentham Hooker f. ex Schumann (figura 3)

Sin6énimos botdnicos: Calycophyllum multiflorum, Eukylista sp

7 Ver Bremer (2009), quien refiere que estudios moleculares recientes ubican al género Calycohyllum dentro de Ia subfamilia
Ixoroideae, siendo considerada antes dentro de la subfamilia Cinchonoideae
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- Asho, Huiso asho, nahua (Voz shipibo — conibo, Pert).
- Mulateiro, Escorrega macaco, mulateiro da varzea, pau marfim (Brasil).
- Guayabochi, (voz guarayo, Bolivia).

- Oquiyurrubis (voz Chiquitano, Bolivia)

224 DESCRIPCION DE LA ESPECIE

Segtin Reynel er al (2003), Calycophyllum spruceanum, “capirona”, es un arbol de 20 a 35 m
de alto, de 50-120 cm de didmetro, con el fuste muy recto, cilindrico y regular. Posee una
corteza externa lisa, de color verde, caracteristica, homogénea y lustrosa, posee ritidoma
papirdceo® rojizo que se desprende en placas grandes, irregulares, revelando la superficie
verdusca de la corteza. La corteza interna es homogénea, muy delgada, de 1-2mm de espesor,

de color crema verduzco.

Las ramitas terminales (figura 4) tienen una seccién circular, color marrén rojizo, lisas,
lustrosas, provistas de lenticelas blanquecinas. Las hojas son simples, opuestas decusadas,
elipticas u oblongas, de 5-10 cm de longitud y 3-5 cm de ancho, los peciolos de 1.5-2.5 cm de
longitud, acanalados, las ldminas enteras, el dpice agudo gruesamente acuminado, la base
obtusa, la nervacién pinnada, los nervios secundarios 12-15 pares, levemente impresos en la
haz y en relieve en el envés, al igual que el nervio central, las axilas de los nervios secundarios

con diminutos mechones de pelos o domatios en el envés (10x), las 1dminas carticeas.

Las Inflorescencias son cimas terminales de 10-15 cm de longitud, provistas de numerosas
flores. Las flores son hermafroditas, con caliz y corola presentes, las flores de 1-1,5cm de
longitud, cuando tiernas envueltas en una brictea decidua que es normalmente eliminada
primero por la flor central de cada trfo de la cima, los pedicelos de 2 a 3mm de longitud,
pubescentes, el cliz provisto de apéndices de 1mm de longitud, la corola tubular-campanulada,
5-6 lobulada, los estambres 5-6 epipétalos, las anteras dorsifijas, el pistilo con ovario fnfero, el

estilo filiforme y el estigma bifido.

¥ Cfr. Lao (1986) sefiala que el ritidoma de Calycophyllum spruceanum es coridceo.
9
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2.2.5 DISTRIBUCION NATURAL Y HABITAT

Calycophyllum spruceanum se distribuye en toda la Amazonia peruana, hasta el sur de Brasil y
Bolivia, por debajo de los 1200 msnm. La capirona es una especie heli6fita, encontrada
frecuentemente en bosques secundarios pioneros y tardios, aunque también se le suele
encontrar en bosques primarios y en las zonas riberefias. También puede crecer en

comunidades o manchales llamados "Capironales”. (Reynel et al., 2003).

Su presencia estd condicionada en gran parte por la dindmica de los rios, en playas de bosque
riberefios o en claros de suelos arcillosos, es una especie que tolera la pedregosidad elevada. Se
le encuentra en ambitos con pluviosidad elevada y constante, pero también en zonas con una
estacion seca marcada. En dreas de regeneracion natural puede ser encontrada asociada a otras
especies de caracteristicas pioneras. No se registran referencias sobre plagas o enfermedades.
(De Campos, 2004)

Segiin Gentry (1996), Calycophyllum spruceanum ha sido reportada en los siguientes
departamentos: Amazonas, Huanuco, Junin, Loreto, Madre de Dios, Pasco, San Martin y

Ucayali.

2.2.6 FENOLOGIA, POLINIZACION Y DISPERSION

La floracién de Calycophyllum spruceanum ocurre desde inicios de la estacion seca hasta su
final entre Abril y Septiembre. La fructificacion se produce entre Agosto y Septiembre.
(Reynel et al., 2003)

23 ETNOFARMACOLOGIA’ Y ETNOBOTANICA DE CALYCOPHYLLUM
SPRUCEANUM

Segtin Duke (2008), 1a capirona estd indicada para tratar: abscesos, acariasis, manchas causadas
por el envejecimiento, anticonceptiva, emoliente, infecciones bacterianas, sangrado, moretones,

quemaduras, mordeduras de escarabajo, conjuntivitis, dermatosis, diabetes, fibroma, lunares,

® Dos Santos & Fleurentin (1990) definen la etnofamacologia como “el estudio interdisciplinario y cientifico de la serie
completa de sustancias naturales, de origen vegetal, animal o mineral y las formas relacionadas del conocimiento o préctica
implementada por 1a cultura verndcula, para modificar las condiciones de los organismos vivientes, con propdsito terapéutico
o preventivo o para hacer un diagnéstico”.

11



12

hongos, infecciones, micosis, parasitos, sarna, cicatrices , mordedura de serpiente, Ilagas o

tlceras, hinchazén, tripanosoma, tumores, heridas y arrugas.

Los usos y las dosis aplicadas se describen a continuacién: (Brack, 1999; Pinedo et al. 1997,

Vega, 2001)

- Infecciones oculares: echar gota a gota el zumo de Ia corteza en el drea afectada.

- Heridas infectadas: Aplicar el cocimiento de la corteza en forma de lavados.

- Cicatrizante, quemaduras, cortes: Aplicar la corteza raspada en forma de emplasto.
- Hemostitico: Aplicar la corteza raspada en forma de emplasto.

- Diabetes: Tomar el cocimiento de la corteza.

- Sarmna negra (ardcnido): Frotar con la corteza previamente machacada.

- Hongos de la piel: Aplicar el polvo seco de la corteza, aplicar el t€ de la corteza luego del

bafio.
- Manchas de 1a piel y arrugas: Aplicar la savia.
- Enfermedades de los ovarios: Tomar la coccién de la corteza.

- Contra abscesos/golpes/hinchazones: Aplicar el cocimiento de la resina con tabaco y jabén

en forma de crema.
- Mordeduras/picaduras: Aplicar el cocimiento de la resina con tabaco y jabén.
- Fibroma/tumores: aplicar en emplasto el cocimiento de la resina con tabaco y jabon.

- Envejecimiento: aplicar el té de la corteza luego del bafio

12
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La capirona también es utilizada por los pobladores de la Amazonia como material de
construccién debido a que su madera posee una alta densidad y como lefia por su alto poder
calorifico. (Reynel et al., 2003).

Los quichuas del Napo distinguen dos tipos de capirona: la capirona de restinga que es utilizada
para borrar cicatrices y la capirona de altura usada para combatir los hongos. El tratamiento
contra la micosis es distinto al descrito anteriormente, los quichuas queman las ramas hasta que
brote un aceite oscuro que es aplicado directamente en el drea infectada. Los tikuna creen que
la capirona desaparece manchas y arrugas porque el drbol “siempre cambia su carapa como si
estuviera nueva” (FORMABIAP, 2008)

Los kukama utilizan la capirona para tratar la pelagra'® tomando un cocimiento de la corteza 3
veces al dia. En la cosmologia kukama, existe un espiritu madre del capironal denominado

Amaniwa Tsay.

El Amaniwa Tsay es la madre de las capironas. Cuida y vigila a sus crias que son las capironas
para que no sean tocadas por personas que cortan capironas para quemar o cortar por gusto.
Para cortar capirona pedimos a Amaniwa Tsay permiso para que no nos castigue al cortar los
arboles. Castiga con dolor de cabeza o cuerpo. Es por eso que las capironas son arboles de
tronco duro. Cuando no se le pide a 1a madre, el tronco se pone mds duro y es dificil de cortar.
Cuando sacamos la corteza pedimos a la madre poder para que la corteza nos pueda curar la

enfermedad. (Anmer Mozombita, FORMABIAP 2008)

Los pobladores de Chacobo en Bolivia, mezclan la corteza en polvo con agua y se lo aplican
sobre las heridas como antiséptico. Los Quichuas del Napo utilizan la capirona como
estimulante; se cree que puede tener unos efectos semejantes a los de la coca''. Los Chacobo
del Beni, en la Amazonia boliviana preparan un emplasto de la corteza que se aplica a las

heridas con el objeto de prevenir y curar las infecciones. (Duke, 2008; Vega, 2001)

19 1a pelagra es una enfermedad causada por una dieta deficiente o insuficiencia del organismo para absorber la niacina
(vitamina B3) o el tript6fano (un amino4cido)

u Vega, 2001 (envia a Lescure et al., 1987: 275, Plantas ttiles de 1a Amazonia ecuatoriana, un inventario critico de los datos
disponibles en Quito)
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Por su parte otras especies del mismo género como, Calycophyllum acreanum conocida por los
huaorani en el Ecuador como “ooyowe” es utilizada en el tratamiento contra la malaria. Los
indigenas del rio Apaporis, en Colombia, beben una infusién de la corteza de Calycophyllum

obovatum para eliminar los parasitos intestinales. (Vega, 2001).

24  ESTUDIOS QUIMICOS DE CALYCOPHYLLUM SPRUCEANUM

S6lo dos estudios han sido publicados sobre capirona. En el 2001, Portillo et al reportaron que
el extracto diclorometdnico de Calycophyllum spruceanum posee una amplia actividad anti
fiingica (tabla 1) mostrando actividad contra 7 de las 11 cepas de hongos evaluadas
especialmente frente a C. neoformans, M. gypseum y T. mentagrophytes, siendo la tltima

sensible también frente al extracto acuoso.

Cuadro1 Resultados de actividad biolégica de a capirona (Taylor, 2005)

Actividad
anti- extigt’o Activo
bacterial

Actividad H,0
anti-fungal | extracto

Actividad | MeOH
anti-fungal | extracto

Activo

Agar plate activo

Zuleta et al. (2003) refieren que el extracto etandlico de capirona posee una actividad
antiparasitaria contra Trypanosoma cruzi, €l parasito que causa el mal de Chagas, enfermedad
que afecta cerca de 18 millones de personas al afio en América Latina. Este ha sido el tinico
reporte sobre la composicion quimica de la capirona. También reportaron la presencia de
iridoides y seco-iridoides en la corteza de C.spruceanum (tabla 2). Los iridoides aislados
presentaron una ICs de 59.0, 90.2, 74.2 y 84.9 mg/ml, aunque los resultados demuestran una
actividad baja contra Trypanozoma cruzi, constituyen el primer reporte de actividad

antitrypanosomica por parte de seco-iridoides.
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Cuadro 2 Compuestos quimicos en Calycophyllum spruceanum (Zuleta et al, 2003)

Dideroside Monoterpeno 00.00146%

Diderroside methyl ester Monoterpeno 00.00064%
Diderroside, 7-methoxy: Monoterpeno No determinado
Diderroside, 6'-O-acetyl Monoterpeno No determinado

Diderroside, 6'-acetyl-beta-d-glucopyranosyl Monoterpeno 00.00113%

Diderroside, 8-O-tigloyl Monoterpeno 00.0001%
Kingiside Monoterpeno No determinado

Loganetin Monoterpeno 00.00016%

Loganin Monoterpeno 00.00096%

Loganin, secoxy Monoterpeno 00.00047%

25 METODOLOGIAS DE INVESTIGACION FITOQUIMICA

En fitoquimica no existe una metodologia de investigacion definida. Los métodos a escoger
dependen del investigador y del metabolito a estudiar. Sin embargo, la OMS (1998) propone

cuatro etapas en el estudio fitoquimico:

2.5.1 ETAPA I.CARACTERIZACION FITOQUIMICA PRELIMINAR

Esta etapa incluye la realizacién de una revision bibliografica sobre la composicién quimica de
la especie y en particular de la parte de la planta a estudiar, el tamizaje fitoquimico para la
determinacién de los metabolitos secundarios presentes en la planta. Es importante mencionar
que la preparacion de extractos debe ser lo mdas cercano posible a la forma de uso tradicional,
siguiendo métodos farmacéuticos reconocidos (infusion, decoccién maceracion, percolacion,
etc.). Estos extractos deben pasar por un control de calidad que incluye: caracteres

organolépticos, pH, fndice de refraccion, densidad relativa, contenido de sélidos totales, etc.

2.5.2 ETAPAIIL ESTABLECIMIENTO DE LAS ESPECIFICACIONES DE
CALIDAD DEL MATERIAL VEGETAL Y SUS EXTRACTOS

Durante esta etapa se debe considerar la realizacién de: ensayos quimicos segiin el grupo
funcional que se esta estudiando, técnicas analiticas que determinen la concentracién de los
metabolitos que ejercen la accién farmacologica, métodos fisico-quimicos que permitan

caracterizar farmacolégicamente la planta o parte de la planta estudiada.
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253 ETAPA III. ESTABLECIMIENTO DE LAS ESPECIFICACIONES DE
CALIDAD DEL MEDICAMENTO HERBARIO

Esta etapa incluye el desarrollo de métodos analiticos fisicos, quimicos y quimicos fisicos que
permitan establecer las especificaciones de calidad del medicamento con vistas a su

normalizacién y registro.

254 ETAPA IV. AISLAMIENTO Y ELUCIDACION ESTRUCTURAL DEL
PRINCIPIO ACTIVO

En esta etapa se procederd a aplicar métodos de fraccionamiento con técnicas de separacién de
las fracciones que posean mayor actividad farmacoldgica, desarrollar un procedimiento de
extraccion en mayor escala que tendrd como objetivo obtener suficiente cantidad de la
sustancia activa para realizar los estudios farmacoldgicos y toxicologicos. Durante esta etapa se
determina la estructura quimica del compuesto mediante el uso de métodos quimicos y

espectroscdpicos.

2.6 METABOLITOS CELULARES

Se consideran metabolitos celulares aquellas sustancias que son producidas durante el

metabolismo de las plantas. Se pueden clasificar en:

2.6.1 METABOLITOS PRIMARIOS

Los metabolitos primarios tienen un rol esencial en el metabolismo de las plantas y son
constituyentes universales presentes en todas las plantas. Entre ellos podemos citar: azicares,

protefnas, amino 4cidos, 4cidos nucleicos, clorofilas, etc. (Harbone, 1999b)

2.6.2 METABOLITOS SECUNDARIOS

Se entiende por metabolitos secundarios a todos los componentes quimicos no incluidos dentro
de los metabolitos primarios, sustancias que aparentemente cumplen un rol esencial en el
metabolismo vegetal y cuya distribucién varia de acuerdo a factores taxondmicos y bidticos.
Un sistema de clasificacién mas adecuado de los metabolitos secundarios es en funcién a su

biogénesis u origen biosintético. Bajo esta premisa, se pueden clasificar a los compuestos
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fitoquimicos en 3 principales grupos biogenéticos: terpenoides, alcaloides incluyendo

compuestos nitrogenados relacionados y compuestos fendlicos. (Harbone, 1999b)

Diversas hipdtesis se tejen atin sobre la funcién que desempefian los metabolitos secundarios
en las plantas. Diversos estudios han demostrado que los metabolitos secundarios son
esenciales en los mecanismos de defensa, crecimiento'” y reproduccién de la planta. Una de las
hip6tesis mas aceptadas afirma que una presion alta por parte de los consumidores favorece una
mayor diversidad de metabolitos secundarios y viceversa, es decir, una alta diversidad de
metabolitos secundarios indica un estado de defensa alto. Sin embargo, esta teorfa no toma en
cuenta que muchas veces el mecanismo de defensa de las plantas no estd regulado por un solo
metabolito secundario sino por la accién sinérgica del con'unto de ellos.” (Langenheim, 1984;
Rosenthal & Berembaum, 1991; Salisbury, 2000)

Por otro lado, Espinoza (2001) sugiere que el papel de los metabolitos secundarios en la
defensa dependen de dos factores: la asignacién de recursos (metabolitos secundarios) a la
defensa y la diversidad de metabolitos. La diversidad de los metabolitos secundarios cumple un
rol importante en la ecologfa evolutiva entre plantas y depredadores, como los insectos. La
acumulacién de ciertos metabolitos secundarios puede impedir la evolucién de ciertos
depredadores o por el contrario servir como marcadores taxonémicos llevando la relacién
planta-herbivoro a una hiper-especializacion. (Leland et al,, 2006; Speight, 1999; Walhberg,
2001)

A) ALCALOIDES

Son compuestos bésicos nitrogenados como parte de un anillo heterociclico, generalmente
estdn mayormente distribuidos en plantas, pero han sido reportados también en sustancias
excretadas por animales. Estas sustancias poseen una amplia gama de estructuras'® y
actividades fisiolégicas que no es alcanzada por ningiin otro grupo de productos naturales. La
accion de los alcaloides en las plantas no ha sido definida claramente, aunque se cree que

actiian como repelentes de la herbivoria o que pueden ser una forma de almacenar nitrégeno. El

121 a5 hormonas vegetales, reguladoras del crecimiento, son consideradas como metabolitos secundarios.

13 Para resultados concluyentes se hace necesario contar con un perfil quimico completo de la planta y asf poder establecer las

relaciones entre metabolitos secundarios y mecanismos de defensa. Cabe mencionar, que esto no ocurre muchas veces debido a

que los investigadores orientan sus estudios a determinados metabolitos que son de su inferés.

" Segtin Harborne (1999a) existen alrededor de diez mil estructuras descritas de alcaloides y que en promedio una nueva s
reportada cada dia.
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iterés en el estudio de alcaloides radica en que muchos de ellos poseen propiedades
medicinales, muchos son usados como medicamentos, por ejemplo, codefna, morfina, etc.
(Harborne, 1999a)

B) CUMARINAS

Son lactonas aromdticas que se caracterizan por el sistema benzo-a-pirona (figura S), son
solubles en soluciones alcalinas con la aparicién de una coloracién amarilla. El nombre de
cumarina deriva del arbol de la Tonka, cuyo nombre comiin es coumarona, del cual se extrajo
la primera de ellas. Se han descrito cerca de 700 cumarinas encontradas en plantas. Existen 3
principales tipos de cumarinas: hidroxicumarinas, furanocumarinas y piranocumarinas. Las
hidroxicumarinas han sido reportadas en 100 familias botdnicas, mientras que las furano y
piranocumarinas estdn restringidas sobre todo a las familias Umbeliferac y Rutaceae. Las
furanocumarinas son biologicamente activas, exhibiendo un amplio rango de efectos toxicos,
para los mamiferos y humanos las cumarinas mds peligrosas son las aflatoxinas que son

hepatotéxicas. (Lock, 1994; Harborne, 1999a)

Figura 5 Estructura bdsica de una cumarina: a-oxo-benzopirona (IUPAC, 1997)

C) QUINONAS

Son compuestos que poseen una estructura diona ciclica conjugada derivada de compuestos
aromaticos por conversién de un nimero par de grupos -CH= en grupos —C(=0)- con un
arreglo de dobles enlaces (figura 6). Las quinonas, de las cuales se han descrito al menos 1200
estructuras, son pigmentos cuya coloracién varfa desde amarillo hasta negro, aunque la mayoria
son amarillas, rojas o naranjas. Aunque estin ampliamente distribuidas en las plantas, su
coloracién contribuye poco en la pigmentacion de tejidos como corteza o duramen ya que son

enmascaradas por otros pigmentos presentes. (Harborne, 1999a; IUPAC, 1997)
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Figura 6 Estructura bésica de las quinonas (IUPAC, 1997)

D) SAPONINAS

Las saponinas son glicésidos de alcoholes tanto triterpenoides como esteroides con una cadena
lateral espiroacetal. Las agliconas de las saponinas, que se obtienen por hidrélisis acida, se
denominan sapogeninas. Son sustancias solubles en agua y etanol, tensoactivas con
propiedades similares a los jabones, lo que explica su nombre. Producen espuma cuando se
agitan con agua, tienen la propiedad de ser hemoliticas, son la materia prima para la sintesis de

hormonas esteroidales. (Valencia, 1995)

E) FENOLES

Se denominan fenoles a los compuestos que tienen uno o mas grupos hidroxilos unidos a un
benceno u otro anillo arilo (figura 7). La hidrélisis 4cida de tejidos vegetales produce acidos
fendlicos que estan presentes normalmente asociados a la lignina. Estos 4cidos fendlicos son de
distribucién universal, e.g. dcido p-hidroxibenzoico, 4cido siringico, 4cido vainillico, mientras
que en plantas lefiosas encontramos el acido tanico y el dcido eldgico. Por el contrario, fenoles
libres son raramente encontrados en las plantas. Una caracteristica comiin a los compuestos

fendlicos es su actividad antimicrobiana. (Harborne, 1999a)

Figura7 Estuctura fenglica: dcido-2-hidroxiantracénico (IUPAC, 1997)

F) TANINOS

Los taninos son compuestos fendlicos ampliamente distribuido en las plantas, sobretodo en
especies lefiosas. Tienen la propiedad de reaccionar con proteinas formando copolimeros

msolubes en agua. Forman precipitados de color azul oscuro o negro verdoso con las sales

19



20

férricas.Debido a su sabor astrigente, su principal funcién es proteger a la planta de la

herbivorfa. (Valencia, 1995)

Existen dos tipos de taninos: los taninos condensados o proantocianidinas, como la
procianidina, y los taninos hidrolizables, como el dcido gdlico. Ambos tipos de taninos se
encuentran distribuidos en el reino vegetal, sin embargo, los taninos hidrolizables estan
restringidos a las plantas dicotiledéneas. Cabe mencionar que ambos tipos de taninos pueden
ser encontrados en una misma especie. Los taninos condensados son importantes porque
ayudan en la cicatrizacién de heridas y quemaduras, mientras que los taninos hidrolizables han

de demostrado tener propiedades antivirales y antitumorales. (Harborne, 1999a)

G) FLAVONOIDES

Los flavonoides constituyen el grupo de metabolitos secundarios mas numerosos y distribuidos
en las plantas. Son estructuras derivadas del niicleo aromético 2-fenilbenzopirano y estdn
arreglados en bajo el sistema Co-Cs-C (figura 8). Estas sustancias se encuentran con frecuencia
en forma de glicésidos. La principal funcién de lo flavonoides ademas de ser pigmentos
presentes en flores y frutos, es de atraer insectos y animales con fines de polinizacion y
dispersion de semillas. La accion farmacolégica de los flavonoides es amplia por ejemplo:
actividades contra la fragilidad capilar, dilatadores de coronarias, espamolitica, antihepatoxica,

estrogena y diurética. (Lock, 1994, Valencia, 1995)

Figura 8 Estructura dela flavona (IUPAC, 1997)
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hidrélisis 4cida originando un residuo de color azul. Existen alcaloides iridoideos como la
gentianina y los alcaloides iridoideos de Valeriana officinalis, especie que también contiene

epoxidos iridoideos como los valepotriatos. (Anaya, 2004; Harborne, 1999a)

2.7.2 PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE LOS IRIDOIDES

Los iridoides son compuestos liquidos o s6lidos, mayormente estables a temperatura ambiente,
cristalinos, amorfos, poseen altos puntos de fusién. Glicdsidos polares de iridoides son muy
solubles en agua y alcoholes (EtOH, MeOH, n-BuOH), sin embargo la solubilidad de las
agliconas es un poco baja y aumenta con el niimero de grupos hidroxilos. Seco-iridoides y
esteres de iridoides son solubles en solventes organicos como acetato de etilo o cloroformo.
(Zgorka, 2008)

2.7.3 BIOSINTESIS DE LOS IRIDOIDES

Los iridoides son derivados biosintético de precursores monotérpenicos y como los
monoterpenos son originados del geraniol que sigue un proceso de ciclacion del 10-oxogeranial
en iridoidal (figura 10). La glucosilacién y oxidacién del iridoidal conduce a la formacién del
loganésido precursor inmediato de 1a mayorfa de iridoides. La apertura del ciclo del loganésido
produce el secologanésido, precursor de los secoiridoides y posteriormente a los alcaloides

monoterpénicos. (Bruneton, 2001).

Los seco-iridoides constituyen los precursores biosintéticos de los alcaloides terpénicos. La
ruta biosinténtica de los iridoides es importante debido a que la condensacion del
secologandsido da lugar a la formacién de los precursores de los alcaloides (figura 11) de las
Apocynaceae, Loganiaccae y Rubiaceae. Generalmente los seco-ridoides suelen estar

presentes con su respectivo derivado alcaloide. (Harbone, 1999a).
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Figura 10 Biosintesis de los iridoides (Vercauteren, 2007)






274 ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LOS IRIDOIDES

Los iridoides son sustancias amargas que pueden repeler a algunos depredadores. Sin embargo,
algunos iridoides cumplen funciones de atraccién de organismos especialistas (Anaya, 2003).
Por ejemplo, la mayoria de las familias boténicas utilizadas como hospederos por las mariposas
del género Meliteaneac producen iridoides. Los glucésidos de iridoides son estimulantes
necesarios para algunas larvas de este género de mariposas, que secuestran los iridoides para
utilizarlos como defensa quimica, de esta forma las larvas se vuelven desagradables para los
depredadores. Incluso, la colonizacién de plantas que contienen iridoides, por parte de este tipo
de mariposas se ha convertido en un rasgo filogénetico que se ha conservado a lo largo del
tiempo. (Walhberg, 2001)

La presencia de iridoides esta restringida a dicotiledoneas, en familias mas evolucionadas. No
se ha reportado su presencia en monocotiledéneas ni en gimnospermas. Algunos iridoides
muestran actividades antimicrobianas. Plantas que contienen seco-iridoides han sido utilizadas
en la medicina tradicional como tonicos amargos como Cornus sp o antiinflamatorios como
Euphrasia. Algunas agliconas como allamandinan y fulvoplumierina han demostrado
actividades anti leucémicas. Glucdsidos de iridoides como la aucubina han demostrado
propiedades diuréticas y laxativas. En grandes concentraciones y en la presencia de 4cidos, los

iridoides pueden ser toxicos. (Harborne, 1999a)

La especiec Nepeta de la familia Labiatae tiene propiedades excitantes en los felinos,
posiblemente porque su olor se asemeja a las sustancias usadas por estos animales para el
marcaje territorial. Esta planta conocida como nébeda contiene nepetalactona, sustancia que

funciona como repelente de insectos. (Anaya, 2003)



3. MATERIALES Y METODOS

31 LUGARDE MUESTREO

3.1.1 DESCRIPCION DEL AREA DE MUESTREQ

El 4rea de muestreo fue la comunidad nativa Calleria que se encuentra ubicada en el distrito de
Calleria, provincia de Coronel Portillo, en el departamento de Ucayali (figura 12). El 4rea de
manejo se enlaza con la ciudad de Pucallpa por via fluvial, aproximadamente a 30 Km. La
superficie del drea de manejo es de 2,528 ha, con un perimetro de forma irregular con limites
naturales y artificiales (anexo 1). La principal via fluvial es el rio Callerfa que cruza el drea de
la comunidad y que es navegable durante todo el afio. El 4rea muestra un paisaje de terrazas
bajas, con un relieve del terreno de plano a ligeramente ondulado, inundable durante 1a época
de creciente. Se encuentran restingas medias cubiertas con bosques primarios. Dentro y fuera
del drea de manejo existen algunos cuerpos de agua, denominados “cochas” cuyas éreas

circundantes lo conforman suelos muy humedecidos.

El drea de manejo se caracteriza por presentar bosques latifoliados primarios poco intervenidos,
de restinga y bajiales. El dosel superior del bosque alcanza los 35 m con &rboles emergentes
que sobrepasan los 40 metros de altura. Se observa buena capacidad de regeneracion natural,
especialmente en restingas. Ademas, se encuentran pequeiias superficies cubiertas con bosques
secundarios, productos de areas abandonadas por la agricultura de rozo, tumba y quema, con

presencia de especies de cetico, bolaina, capirona, shimbillo y otras. (Nalvarte, 2003)
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3.2  OBTENCION DE MATERIAL BOTANICO

Las muestras de corteza de Calycophyllum spruceanum fueron recolectadas en noviembre del
2008 en la comunidad de Calleria. Se recolectaron muestras provenientes de 20 arboles (anexo
2 y anexo 3), éstas se subdividieron en dos clases diamétricas en funcién al DMC de la
capirona que es 41 cm. Todas las muestras fueron recolectadas al mismo nivel de altura, en el

primer tercio. El espesor de la corteza en promedio fue de 2mm.

Cuadro 3 Muestras recolectadas segin clase diamétrica

1 22

3 39

4 30

I 6 41
9 41

13 22

17 40

18 38

61

65

78

66

10 6

I 11 86
12 55

14 85

15 83

16 49

19 60

20 90

Luego de su recoleccion, el material vegetal fue secado a temperatura ambiente. Se evitd
exponer las muestras durante mucho tiempo al sol, asimismo se empaqueté el material para
protegerlo de la humedad y evitar su descomposicién. En Pucallpa y antes de su traslado a

Lima, las muestras pasaron por una seleccion, de tal forma que aquellas con signos de
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presencia de hongos o en mal estado fueron descartadas; luego se procedié a un nuevo

empagquetado.

3.2.1 DESECACION Y MOLIENDA

Las muestras fueron secadas en el Laboratorio de Secado de la Facultad de Ciencias Forestales
de la UNALM durante 3 dias a 35°C. La temperatura usada fue determinada con el fin de no
volatilizar ciertos extractivos que son termolabiles, de tal forma que el estudio fitoquimico no
se vea alterado. Una vez secado el material, este fue pulverizado con la ayuda de un molino, del

cual se obtuvo el material utilizado en los ensayos.

33  ANALISIS FISICO-QUIMICOS

Antes de realizar los analisis fitoquimicos se realizaron las pruebas siguientes para caracterizar

el material vegetal:

3.3.1 DETERMINACION DE HUMEDAD GRAVIMETRICA

El grado de humedad de las muestras se determiné por la técnica descrita en 1la norma TAPPI

T3-wd-77.
3.3.2 DETERMINACION DE CENIZAS

Se determinaron las cenizas totales siguiendo el método descrito en la NRSP-309.

3.3.3 SOLUBILIDAD

Consiste en determinar el grado de alcohol al cual los diferentes metabolitos secundarios son

mas solubles segiin el método de ensayo NRSP - 309.

334 OBTENCION DE EXTRACTOS

Los extractos fluidos se obtuvieron por el método de percolacion.

3.3.5 EXTRACTIVOS

Se determiné el porcentaje extractivos en alcohol segtin 1a norma TAPPI T 12m-59
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34 TAMIZAJE FITOQUIMICO"

Una vez determinado el grado de solubilidad, se realizaron una serie de reacciones analiticas,
denominadas screening fitoquimico, con el fin de determinar de forma cualitativa, 1a presencia
de distintos grupos fitoquimicos. La deteccién de constituyentes quimicos del extracto
hidroalcohdlico se realizd siguiendo la marcha fitoquimica general (Lock, 1994 y Bruneton,
2001). La preparacion de reactivos utilizados en el tamizaje fitoquimico se especifica en el

anexo 4:

3.5 METABOLITOS PRIMARIOS

3.5.1 DETERMINACION DE COMPUESTOS GRASOS
Ensayo de Sudén

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos grasos; para ello, a la alicuota de
la fraccién en el solvente de extraccion se le afiade 1 mL de una solucién diluida en agua del
colorante Sudéan Il o Sudan IV. Se calienta en bafio de agua hasta evaporacion del solvente.
La aparicién de gotas oleosas de color rojo oscuro indica la presencia de lipidos y/o aceites

esenciales.

3.5.2 DETEMINACION DE AZUCARES
A) ENSAYO DE FEHLING

Permite reconocer en un extracto la presencia de azicares reductores. Para ello, si la
alicuota del extracto no se encuentra en agua, debe evaporarse el solvente en bafio de agua,
y el residuo redisolverse en 1-2 mL de agua. Se adicionan 2 mL del reactivo, se calienta la
mezcla en bafio de agua durante 10-30 minutos. El ensayo se considera positivo si la

solucién se colorea de rojo o aparece precipitado rojo.

En medio alcalino, el cobre procedente del CuSO4 se encuentra en forma de hidréxido

ctiprico, y se forma la correspondiente sal Na,SO,. Cuando el Cu(OH), (de color azul) se

1% Otros términos que hacen referencia a lo mismo son marcha fitoquimica y screening fitoquimico.
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calienta en presencia de un compuesto reductor se forma 6xido cuproso (de color rojo
ladrillo).

+Calor
Cus0, Y, Cu(OH), (azul) B> Cu,0 (rojo ladrillo)

B) ENSAYO DE MOLISH

Detecta gliicidos en general, a 0.5 mL del extracto acuoso se le afiaden 2 gotas de solucién
etandlica de o-naftol al 10% y 0.5 mL de H,SO, concentrado, se forman dos capas. En caso de

reaccion positiva aparece en la interfase un anillo de color violeta.

3.53 DETERMINACION DE AMINOACIDOS LIBRES

Ensayo de ninhidrina

Permite reconocer en los extractos vegetales la presencia de aminodcidos libres o de
aminas en general. Se toma una alicuota del extracto en alcohol, o el residuo de la
concentracién en bafio de agua; si el extracto se encuentra en otro solvente organico, se
mezcla con 2 mL de solucién al 2% de ninhidrina en agua. La mezcla se calienta de 5 a 10
minutos en bafio de agua. Este ensayo se considera positivo cuando el extracto se torna de

un color azul violaceo.

3.6 METABOLITOS SECUNDARIOS

3.6.1 DETERMINACION DE ALCALOIDES
A) ENSAYO DE DRAGENDORFF

Permite reconocer en un extracto la presencia de alcaloides; si el extracto es acuoso, a la
alicuota se le aflade una gota de 4cido clorhidrico concentrado. Calentar suavemente y
dejar enfriar, afiadir 3 gotas del reactivo, si hay opalescencia se considera (+), turbidez
definida (++), precipitado (+++) de color rojo ladrillo. En todos los casos indica presencia de
alcaloides.
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B) ENSAYO DE MAYER

Se procede de 1a forma descrita anteriormente, hasta obtener la solucién dcida. Afiada una
pizca de cloruro de sodio en polvo, agite y filtre. Afiada 2 6 3 gotas del reactivo: si se
observa opalescencia (+), turbidez definida (++) o precipitado coposo (+++) de color
amarillento indica que la reaccion es positiva.

C) ENSAYO DE WAGNER

Se parte al igual que en los casos anteriores de la solucién 4cida, afiadiendo 2 6 3 gotas del
reactivo, clasificando los resultados de la misma forma. Un resultado positivo se indica por

un precipitado marrn.

3.6.2 DETERMINACION DE QUINONAS

Ensayo de Bomntréiger

Permite reconocer en un extracto la presencia de antraquinonas y naftoquinonas. La alicuota
del extracto debe encontrarse en cloroformo. Se adiciona 1 ml de hidréxido de sodio,
hidréxido de potasio o amonio al 5% en agua. Se agita mezclando las fases y se deja en
reposo hasta su separacion. Si la fase acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado o

10jo, el ensayo se considera positivo.

Las naftoquinonas y antraquinonas libres al ser tratadas con la solucién de hidréxido de amonio

forman complejos de color rojo.

3.63 DETERMINACION DE CUMARINAS

Ensayo de Baljet

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con agrupamientos lacténicos,
en particular cumarinas, aunque otros compuestos lactonicos pueden dar positivo el
ensayo: como lactonas sesquiterpénicas, cardiotonicos, etc. El extracto debe ser etandlico, se
adiciona 1 mL del reactivo, considerandose un ensayo positivo la aparicién de coloracién o

precipitado rojo respectivamente.

3.64 DETERMINACION DE SAPONINAS

Ensayo de la espuma
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Permite reconocer la presencia de saponinas, tanto del tipo esteroidal como tri terpénico.
De modo que si la alicuota se encuentra en alcohol, se diluye con 5 veces su volumen en
aguay se agita la mezcla fuertemente durante 2 minutos. El ensayo se considera positivo
si aparece espuma de mas de 2 mm de altura en la superficie del liquido y persiste por

més de 2 minutos.

3.6.5 DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS
A) ENSAYO DEL CLORURO FERRICO

Permite reconocer la presencia de taninos en un extracto vegetal. A una alicuota del extracto
alcohdlico se le adicionan 3 gotas de una solucién de tricloruro férrico al 1% en solucion

salina fisiolégica. Un resultado positivo puede dar la siguiente informacion:
*Rojovino — compuestos fendlicos en general,

* Verde —  taninos pirocatecolicos

*Azul —  taninos pirogalotanicos

Los derivados fendlicos se pueden identificar ya que el grupo hidroxilo unido a um anillo
aromatico forma un complejo com el Fe, cuyo color depende de la estructura del derivado

fendlico

B) ENSAYO DE SHINODA

Permite reconocer la presencia de flavonoides en un extracto de un vegetal. Si la alicuota del
extracto se encuentra en alcohol, se diluye con 1 mL. de 4cido clorhidrico concentrado y un
pedacito de cinta de magnesio metdlico. Después de la reaccién seespera 5 minutos, se
afiade 1 mL de alcohol amilico, se mezclan las fases y se dejareposar hasta que se

separen.

El ensayo se considera positivo cuando el alcohol amilico se colorea. Dependiendo del tipo

de flavonoide aparecerd una coloracion diferente:

*Anaranjado — flavonas
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*Rojo —  flavanonas
*Rojo azulado —  flavonoles
*Violeta —  flavonoles y xantonas

En la reaccién de Shinoda, el magnesio metélico es oxidado por el HC1 concentrado, dando
como productos al H2, que es eliminado en forma de gas y el MgCl2, que es el que forma
complejos con los flavonoides dando coloraciones caracteristicas. E1 magnesio divalente

intensifica la coloracion por estar doblemente coordinado.

HCl
flavonoide M——)M‘gv(.'l2 + Hy, + color
g

3.6.6 DETERMINACION DE IRIDOIDES

Ensayo de Trim v Hill

1 gramo de muestra se macera con Sml de HCI 1% durante 3 a 6 horas. 0.1mL del macerado se
decanta en un tubo que contenga 1ml del reactivo de Trim y Hill. El tubo es calentado durante

un corto tiempo, si la reaccion es positiva se produce una coloracion azul a violeta rojizo.

37 IDENTIFICACION DE IRIDOIDES

Luego de la marcha fitoquimica, se procedié a la evaluacién de iridoides, debido a su
importancia como marcador quimiotaxonémico dentro de la familia Rubiaceae y la existencia

de antecedentes fitoquimicos.

La identificacién de iridoides se realizé a partir de un extracto metanélico, segtin la NRSP 303.
Se realiz6 cromatograffa en capa fina (CCD) en placas de silica gel GF 254nm, se sembr6
100uL, usando como fase movil acetato de etilo- dcido formico- agua (80:10:10) v/iv. Se
midieron los R; de las manchas detectadas a luz UV/V 365nm, y se procedi6 a la realizacion
de la cromatografia en escala preparativa (CEP), las fracciones obtenidas se eluyeron con
MeOH, se centrifugaron y se filtraron. Las fracciones determinadas se analizaron por

espectroscopia UV,
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38 EVALUACION DE RESULTADOS

Los resultados se evaluaron en funcién a dos clases diamétricas (tabla 4). Estas se definieron

segiin el didmetro minimo de corta (DMC) de capirona que es 42 cm.

Los ensayos fisico-quimicos fueron sometidos a una prueba de t de Student con un nivel de
significancia de o = 0,05 para analizar 1a diferencia entre medias de las clases diamétricas. La
discusiéon de los resultados del tamizaje fitoquimico se hizo comparando los resultados
observados por clase diamétrica. Los ensayos se definen a un nivel cualitativo (en funcién al

color) y semi-cuantitativo (gradientes de intensidad del color).

Cuadro4 Esquema de la evaluacion de resultados del estudio fitoquimico de corteza de capirona

Cenizas

Extractivos # #
Solubilidad

Flavonoides X X
Cumarinas X X
Saponinas X X
Antraguinonas | x X
Azlcares X X
Iridoides X X
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Figura 14 Resultados ensayo de cenizas corteza de capirona

En las drogas vegetales, segiin la Real Farmacopea Espafiola, los valores permitidos oscilan
entre 5-24%, pero los valores mas frecuentes estan entre 8-10%. Segiin esto, los porcentajes de
cenizas encontrados en C. spruceanum se encontrarian dentro de los limites normales para

drogas vegetales.

4.3 DETERMINACION DE EXTRACTIVOS

Los resultados de la determinacién de extractivos se presentan en la tabla 7. La prueba de t de

Student realizada concluye que no existen diferencias entre las clases evaluadas.

Cuadro 7 Resultados ensayo determinacién de extractivos

1 19.453

4 17.410

| 20.132

promedio 18.998

2 24.964

15 25.946

! 20 26.709

promedio 25.873

Promedio total 21.444
t calculado -2.82

Regién critica 43.853

Se observa que el porcentaje de extractivos es mayor en las muestras de la clase II (figura 15)
respecto a la clase L. Si consideramos que los individuos de la clase II son de mayor edad que
los de la clase I, entonces podriamos decir que se justifican estos resultados. Arboles de mayor
edad tendrian a acumular mas metabolitos secundarios debido a que cuentan con un
metabolismo menos activo que arboles jévenes, que por el contrario si necesitan de estas

sustancias para su desarrollo.
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45 TAMIZAJE FITOQUIMICO

Los resultados del tamizaje fitoquimico se reflejan en la tabla 9. Los resultados se expresan con

los siguientes simbolos:
Fuertemente positivo (+++)
Positivo moderado (++)
Positivo débil (+)

Negativo (-)
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Cuadro9 Resultados del tamizaje fitoquimico en corteza de C. sprucenaum

1 + + . ] o+ o H . +
2 + + . ]| o H . +
3 + ++ . +] M| o +H . ++
4 + + . S I +H . +
5 + + - + | M| oH o - +
b + + - + | M| oH o - +
7 + + . ] M| H H . +
8 + + . R T HH . +
9 + + . R T HH . +
0] - - -4 + - + | M| oH Ht - +
1 - - A + . ] H| oH +H . +
2] - - -l 4 + . + ] H| oH +H - +
13 - - A + . ] H| oH +H . +
14 - . . + ++ . R R Hh . +
1B - - -4 + . | M| oH H . +
16 - - -4 + . | oM oH Ht : +
7 - - A + . ] H| oH +H . +
18 - - -4 + - | M| oH Ht . +
19 - . -+ + . S I +H . +
Dl - - -4 + - ] | H HH . +

)



Los resultados del tamizaje fitoquimico realizado para Calycophyllum spruceanum determinan
que los metabolitos secundarios presentes en la corteza de esta especie son: quinonas,
cumarinas, flavonoides y taninos. Asimismo reportamos la presencia de sustancias del

metabolismo primario como azicares libres y aziicares reductores en la corteza de esta especie.

No se encontraron diferencias en los resultados segtin clase diamétrica, lo que indica que ambas

clases analizadas presentan el mismo perfil quimico,

4.5.1 METABOLITOS PRIMARIOS
C) COMPUESTOS GRASOS

El ensayo para compuestos grasos también dio negativo para todas las muestras analizadas.
Lopez-Casamayor (2007) indica que generalmente los compuestos grasos estan distribuidos en
frutos y semillas vegetales donde suelen desempefiarse como materia de reserva principal, lo
cual explicarfa los resultados obtenidos. La acumulacién de grasas no es frecuente en tejidos
como la corteza (Salisbury, 2001), ya que esta no tiene la necesidad de compuestos que

suministren energfa, debido que al ser tejidos maduros no se encuentran en crecimiento.

D) AZUCARES

Los resultados del ensayo de Fehling demuestran la presencia de aziicares reductores en la
corteza de C.spruceanum. El ensayo de Molish también result6 positivo para todas las muestras
analizadas, esto indica la presencia de glicidos en la corteza de capirona. Ambos resultados
reafirman la amplia distribucién de estos compuestos en las plantas como resultado del proceso

fotosintético y el papel que cumplen como fuente de energfa.

E) AMINOACIDOS LIBRES

Las muestras analizadas resultaron negativas para el ensayo de nihidrina, lo cual indica que no

se encontraron amino4cidos libres en los extractos analizados.
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5. CONCLUSIONES

Metabolitos primarios: La deteccion de aziicares y aziicares reductores ha resultado

positiva en todas las muestras.

Se ha comprobado la presencia de los siguientes metabolitos secundarios en la corteza
de Calycophyllum spruceanum: lactonas, quinonas, flavonas, taninos pirocatecdlicos e
iridoides.

La deteccion de alcaloides, compuestos grasos y aminodcidos libres ha resultado

negativa en todas las muestras.

Desde un punto de vista fitoquimico, no existen diferencias significativas entre los dos

grupos evaluados, segiin las clases diamétricas.

Se identificé la presencia de iridoides mediante el uso de espectrometria UV.
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6. RECOMENDACIONES

Ampliar el estudio fitoquimico realizado mediante la caracterizacién y cuantificacién
de los deméas metabolitos secundarios determinados en el tamizaje fitoquimico que no

fueron estudiados en la presente investigacidn.
Realizar ensayos de actividad biolégica y estudios toxicolégicos.

Evaluar la presencia de metabolitos secundarios de Calycophyllum spruceanum en

otras partes del &rbol como hojas, flores y frutos.

Realizar estudios fitoquimicos con material botinico de otra procedencia para
comprobar si existe una variacién en los metabolitos secundarios segiin el lugar de

origen.

Realizar estudios sobre la regeneracién de la corteza de capirona, de tal manera que se
pueda evaluar si el aprovechamiento de ésta es factible sin alterar el desarrollo del drbol
y la calidad de 1a madera.

Confirmar la presencia de iridoides mediante el uso de otras técnicas como HPLC-

DAD (detector de arreglo de diodos), FT-IR, RMN “C, RMN 1H, EMS, Rx, etc.
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ANEXO 2. COORDENADAS DE LAS MUESTRAS

1 22 547637 9105492 135

3 39 547157 9105594 120

4 30 547701 9105574 152

I 6 41 547635 9105494 162
9 41 550358 9105648 132

13 22 550218 9105900 127

17 40 550342 9105600 140

18 38 550324 9105630 124

61 547636 9105508 120

65 547649 9105450 177

66 547684 9105564 132

78 547690 9105566 156

10 76 550302 9105656 140

11 86 550190 9105696 140

1 12 55 550193 9105742 124
14 85 550244 9105888 128

15 83 550334 9105576 119

16 49 550363 9105568 160

19 60 550346 9105568 110

20 90 550297 9105602 142

Fuente: ELABORACION PROPIA






ANEXO 4 PREPARACION DE LOS REACTIVOS A UTILIZAR EN LA MARCHA
FITOQUIMICA

. Reactivo de Dragendorff:

Solucién a: 8 g Bi(NOs).5SH,0/20 mL HNO;
Solucién b: 27.2 g KI/50 mL H,O
Mezclar, reposar, decantar supernadante. Diluir a 100mL.

. Reactivo de Maver:

Solucién a: 1.36g HgCl,/60 mL H,0O
Solucién b: 5 g KI/10 mL H,0O
Mezclar y diluir a 100 mL.

. Reactivo de Wagner:

1.27 gde I + 2g KI/SmL H,O
Diluir a 100 mL.

. Reactivo de Baljet:

Solucién a: 1 g dcido picrico/EtOH 95%
Solucién b: 10 g NaOH/100 mL H,O
Mezclar ambas soluciones

. Reactivo de Fehling:

Solucién a: 35 g CuSO4; SH,0/500 mL H,O
Solucién b: 175 g sal de Rochelle + 50 g NaOH/500 mL H,O

. Cloruro férrico:

R: 1 gota FeCl;/ 100 mL H,0
Ms+1gotaR

Reactivo de Borntrager:

Ms/ bz + NaOH 5% aq.

Reactivo de Trim y Hill:
10mL 4cido acético + 1mL 0.2% CuS0,: 5SH,O + 0.5mL HCl concentrado
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