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ABSTRACT

The research of the Bolivian plant Baccharis
santelices gave the isolation of the esther methyl
(E)-3-prenyl-4-hydroxycinamate, a derivative of p-
coumaric acid with high antioxidant capacity
(TEAC 3,4) comparable to the reference compound
quercetine, which structure was identified by 1D
and 2D NMR techniques. In addition, we identified
oleanolic acid and stigmasterol, two common
compounds in plants of the Bolivian Andean region

RESUMEN

La investigacion de la especie Boliviana Baccharis
santelicis dio como resultado la obtencion del ester
(E)-3-prenil-4-hidroxicinamato de metilo (Plicatina
B), un derivado del acido p-cumarico con elevada
capacidad antioxidante (TEAC 3,4) comparable al
compuesto de referencia quercetina, cuya
estructura fue elucidada por técnicas de RMN 1D y
2D. Adicionalmente, se identifico acido oleandlico
y estigmasterol, dos compuestos de presencia
comun en plantas de la region andina de Bolivia.

INTRODUCCION

La especie Baccharis santelicis perteneciente a la
familia Asteraceac o Compositae, es originaria de
las altas montafias y punas del sur de Pertl, oeste de
Bolivia, norte de Chile y noreste de Argentina.[1]

Especies bolivianas del género Baccharis han sido
estudiadas quimicamente por su uso tradicional y
alta disponibilidad fisica, determindndose en
algunas de ellas, como B. drancunculifolia y B.
obtusifolia, la presencia de derivados de acido
cindmico [2], [3]. En B. santelicis se identifico
germacrano D, bicilogermacrano, espathulenol,
algunos ent-clerodanos, cromenos y dos derivados
del acido cinamico [4].

Los derivados del acido p-cumarico (4cido p-
hidroxicindmico) pueden existir en dos formas
isoméricas (Cis Z o trans E), siendo la
conformacioén trans la mas comin en la naturaleza

por ser mas estable [5]. Dentro de este tipo de
derivados podemos encontrar al ester (E)-3-prenil-
4-hidroxicinamato de metilo (Plicatina B) 1,
aislado previamente en especies del género
Baccharis y Psoralea [6,7].

Estudios realizados de Plicatina B muestran que
presenta actividad anti-microbiana, siendo el
principio activo de la planta Psoralea Juncea [8], y
actividad antimutagénica relacionada con la de los
agentes antimutagénicos cinamil ester de Stirax
asiatica [6]. Su actividad antimutagénica no es
muy alta, pero su sencilla estructura promovio la
obtencion de analogos para estudios de estructura-
actividad. Es asi que tres andlogos fueron
sintetizados a partir del p-hidroxicinamato de
metilo, el cual tras ser C-prenilado, fue derivado
por saponificacion, metoxilacion del grupo fenol y
reduccion del ester a un alcohol. También se
reporta la hidrogenacion del doble enlace
conjugado al ester realizada antes de la C-
prenilacion. Todos los andlogos obtenidos fueron
sometidos a ensayos antimutagénicos concluyendo
que todas las modificaciones realizadas disminuyen
la actividad, exceptuando el producto con el doble
enlace A" hidrogenado que presenté mayor
actividad que la Plicatina B y menor citotoxicidad
[9, 10].

La actividad antimutagénica esta relacionada a las
actividades antioxidante y anticancérigena, ya que
las mutaciones pueden ser causadas por reacciones
de oxidacion de especies radicalarias de oxigeno,
que a la larga pueden producir modificaciones
genéticas y cancer [11]. Por lo que en este trabajo
se reporta la evaluacion de la actividad
antioxidante de los extractos de B. santelices asi
como del compuesto puro 1 mediante dos ensayos
que evaluan su capacidad como atrapadores de
radicales libres ABTS y DPPH. Ademas, se reporta
por primera vez el aislamiento y -elucidacion
estructural de Plicatina B (1) en una especie

boliviana del género Baccharis. Finalmente, se
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muestra la presencia en esta especie vegetal de
acido oleanodlico y el estigmasterol, dos
compuestos de amplia distribucién en el reino
vegetal, particularmente en especies de la region
andina de Bolivia. [12, 13]

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4

El compuesto 1 fue aislado del extracto de acetato
de etilo de las partes aéreas de B. santelices. Su
estructura fue determinada mediante el analisis de
datos de los espectros "H-RMN, 13C-RMN, COSY
H-H, HMQC y HMBC, de los cuales se indican los
resultados en las tablas 1 y 2.

C15Hi130;
1
Tabla 1. Datos de espectros *H-RMN, COSY H-H, HMQC y HMBC de compuesto 1 (400MHz, CDCls).

Integracion & [ppm] J [HZ] COSY H-H HMQC HMBC
H-2 1H 7.42d 2.4 H-6 130.0 C-4;C-6;C-1;C-1"
H-5 1H 6.94d 8.2 H-6 1157 C-1;C-3
H-6 1H 7.39.dd 82 23 H-5H-2 127.7 C-2;C-4;C-1’
H-1 1H 7.75d 15.9 H-2’ 1456 C-2;C-6;C-3
H-2’ 1H 6.40d 15.9 H-1’ 1143 C-1;C-3
H-1” 2H 3.47d 7.2 H-4" H-5",H-2" 28.7 C-2;C-3;C-4;,C-2"; C-3"
H-2 1H 5.46 td 72 13 H-4",H-5" H-1" 121.7 C-4";C-5”
H-4" 3H 1.87 br.s H-1", H-2” 17.9 C-2";C-3";C-5"
H-5" 3H 1.90d 0.8 H-1", H-2” 259 C-27;,C-3"; C-4”
MeO 3H 3.90s 517 C-3

Tabla 2. Datos de espectros **C-RMN del compuesto 1 (400MHz, CDCly).

Y. Asignacion*  § gy, [10]
C-1 126.5 C 127.6
C-2 130.0 CH 130.5
C-3 128.6 C 128.1
C-4 157.2 C 156.9
C-5 115.7 CH 116.5
C-6 127.7 CH 128.0
C-1 145.6 CH 145.4
C-2 114.3 CH 115.3
C-3 168.5 C 168.4
Cc-1 28.7 CH, 20.8
Cc-2” 121.7 CH 121.6
C-3” 134.2 Cc 135.5
c-4” 17.9 CH; 18.2
C-5” 25.9 CHs; 26.1
MeO 51.7 CHs; 51.9

*Determinada por HMQC.

El espectro de RMN 'H muestra la presencia de 3 desapantallados por la proximidad de un doble

sistemas spin-spin: el primero corresponde a un
grupo prenilo, el segundo a un grupo olefinico a a
carbonilo y el tercero a un sistema aromatico ABX.
Comenzando el analisis en campos altos se observa
primero el sistema isoprenilado, con dos metilos

enlace, H-4” y H-5", que muestran un
acoplamiento alilico (J= 1.3 Hz) con el protén
olefinico H-2”, el cual a su vez acopla
vecinalmente con los protones metilénicos H-1"
(J= 7.2 Hz), como se observa en la Figura 1.
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Adicionalmente se observan en el espectro COSY
H-H correlaciones entre los metilos H-4’" y H-5"’

con los protones metilénicos H-1°" de carécter
homoalilico.

Figura 1. Correlaciones H-H determinadas por COSY. Para el grupo isoprenilo

Al igual que los protones, los carbonos C-4’’, C-
57, C-1" y C-2’ asignados por HMQC, poseen un
desplazamiento quimico consistente con un grupo
isoprenilo, asi como el carbono C-3"°, cuya
asignacion fue resuelta en el espectro HMBC.

Las correlaciones heteronucleares a larga distancia
HMBC para este grupo se muestran en la figura 2
donde es importante resaltar la correlacion del H-
1”’ con los carbonos C-2, C-3 y C-4 que nos
permiten posicionarlo en el carbono C-3 del anillo
aromatico.

Figura 2. Correlaciones C-H a larga distancia (HMBC) para el grupo prenilo.

Los protones H-1’(8 7.75 d) y H-2’(8 6.40 d), del
sistema olefinico, muestran mayor desplazamiento
quimico de lo normal por la proximidad de dos
grupos desapantallantes, un anillo aromatico y un
ester. Su constante de acoplamiento de 15.9 Hz
muestra una isomeria trans, la mas comun en
productos naturales. Su localizacion en la
estructura se resolvio con el experimento HMBC

que muestra la correlacion del H-1" y de un
metoxilo a 3.9 ppm con un carbonilo a 168.5 ppm,
indicando la presencia de un grupo ester o,
insaturado. Finalmente, las correlaciones del H-1’
con los carbonos C-1; C-2 y C-6 indican su
posicion en el carbono C-1 del anillo aromatico
(Figura 3).

Figura 3. Correlaciones C-H a larga distancia (HMBC) para la seccion acrilica.

Finalmente el sistema aromatico presenta tres
protones, el H-5 que muestra un acoplamiento 0rto
con H-6 (J= 8.2 Hz), el proton H-6 que muestra

acoplamientos orto y meta con H-5 y H-2,
respectivamente (J= 8.2 & 2.2 Hz), y el proton H-2
que muestra un acoplamiento meta con H-6 (J=2.2
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Hz). En la figura 4, se muestran las correlaciones

obtenidas por COSY H-H.

Figura 4. Correlaciones H-H determinadas por COSY. Para la seccidén aromatica.

Los carbonos C-2, C-5 y C-6 se asignaron por
correlaciones observadas en el espectro HMQC,
mientras que los carbonos cuaternarios C-1, C-3 y
C-4, se asignaron por las correlaciones HMBC
(Tabla 1, Figura 5).

Finalmente, la sustitucion faltante sobre C-4 puede
ser resuelta por su desplazamiento quimico (J

157.2) que sugiere la presencia de un grupo
hidroxilo. Todas las asignaciones realizadas se
confirmaron por comparacion con datos
bibliograficos (Tabla 2) que confirman plenamente

estructura propuesta.

Figura 5. Correlaciones C-H determinadas por HMBC. Para la seccion aromatica.

Considerando que el compuesto 1 tenia
antecedentes de actividad antimutagénica [4,8] y
que esta actividad esta normalmente relacionada a
la actividad antioxidante [9], se evalu6 tanto los
extractos obtenidos como el compuesto 1 puro
mediante dos técnicas, DPPH y ABTS, que
determinan su capacidad como ‘“scavengers”
atrapadores de radicales libres. También se
determind el valor TEAC (capacidad antioxidante
equivalente al Trolox) del compuesto 1, una de las
formas mas reconocidas de evaluar la capacidad
antioxidante.

Los resultados se encuentran en la tabla 3,
observandose que tanto el extracto etandlico como
el de AcOEt muestran un porcentaje de inhibicion
de radicales ABTS importante. El compuesto 1,
obtenido del extracto de AcOEt, muestra alin
mayor capacidad antioxidante, pareciendo ser uno

de los principios responsables de la actividad del
extracto de AcOEt, ya que tiene una interesante
capacidad antioxidante como inhibidor de
radicales libres (TEAC 3,4) comparable a la del
compuesto utilizado como referencia quercetina
(TEAC 4,8), que correlaciona con su actividad
antimutagénica

EXPERIMENTAL
General

Material vegetal

La especie vegetal Baccharis santelicis fue
colectada, en abril de 2004 en el campus
universitario de Cota Cota de La Paz, Bolivia. La
identificacion botanica fue realizada por la Lic.
Lia de Michel experta del Herbario Nacional de
Bolivia donde se puede encontrar un espécimen de
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la misma.

Tabla 3. Actividad antioxidante de B. santelices

Muestra %l DPPH
Ex. EP 8,9
Ex. AcOEt 21,8
Ex. EtOH 10,6
Compuesto 1 35,6
Quercetina 100

%Il ABTS TEAC
11,3
85,6
96,8
98,0 34
100 4,8

Extraccion

973 g de partes aéreas de B. santelicis secas y
molidas fueron sometidas a una maceraciéon con
Eter de Petroleo 20-40 por 48 h dando 15,6 g de
un extracto Etéreo. El residuo vegetal fue
sometido a una nueva extraccion por maceracion
con AcOEt por 24 h obteniéndose 42,4 g de
extracto. Finalmente, el residuo vegetal fue
macerado con EtOH por 48 h obteniéndose 31,2 g
de extracto etanolico.

Aislamiento

El compuesto 1 fue aislado del extracto de acetato
de etilo de la planta, mediante una cromatografia
VLC en Silicagel utilizando un gradiente de Eter
de petrdleo y AcOEt del 10 al 40%. El metabolito
fue re-cristalizado en una mezcla al 10% de Eter
de Petroleo en AcOEt obteniéndose 1,2 g del
compuesto puro. Adicionalmente, la
cromatografia VLC dio como resultado fracciones
donde precipitaron el acido oleandlico y el
estigmasterol, compuestos caracterizados por
comparacion con muestras auténticas  del
Laboratorio mediante las técnicas TLC y Punto de

fusion. El compuesto 1 fue identificado mediante
un analisis de sus espectros de RMN 1D y 2D
(Tablas 1y 2).

Actividad antioxidante Método ABTS — Ensayo
TEAC

El método ABTS es un método de screening para
la evaluacion de la capacidad antioxidante de
distintas sustancias tanto hidrofilicas como
lipofilicas.

El radical monocationico (ABTSe+) 2,2-azinobis-
(acido 3-etilbenzotialzolina-6-sulfonico) es
producido por reaccion entre ABTS 7mM en H,O
y persulfato de potasio 2.45 mM. Dicha reaccion
da un compuesto coloreado que al cabo de 12-16 h

es estable. Este compuesto, luego es diluido con
metanol hasta llegar a una absorbancia de 0.7
medida a 734 nm. Las muestras a probar son
preparadas a una concentracion de 2.7 mg/mL.
Para el ensayo se usa 1 mL de la solucion de
ABTSe+ con 10uL de cada muestra a probar, la
reaccion se estabiliza a los 4 min luego de los
cuales se mide su absorbancia a 734 nm. Todas las
determinaciones son corridas por triplicado. Se
usa como Blanco metanol, como control positivo
Quercetina 1000uM y ABTSe+ puro como control
negativo. El % de inhibicion es calculado
mediante la siguiente formula:

% Inhibicion = 100 - [ (Abs muestra —
AbsQ(1000) * 100 / (Abs ABTS«+— AbsQ(1000)]

La actividad antioxidante de los diferentes
compuestos es medida en funcién del grado de
decoloracion que causan en la solucion del radical
monocationico ABTSe+. El  ensayo de
decoloracion esta basado en la capacidad, de la
sustancia a probar, de atrapar el electron
desapareado del radical monocationico ABTS«+ o
de liberar un proton.

Para la determinacion del valor de TEAC del
compuesto puro, se prepara una solucién del
metabolito a una concentracion ImM vy se realiza
el ensayo ABTS, el porcentaje de inhibicion a 734
nm es ploteado en funcién del metabolito estandar
acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico (Trolox, Aldrich Chemical Co.,
Gillingham, Dorset, U.K.). El valor TEAC es
definido como la concentracion del estandar
Trolox con la misma capacidad antioxidante que
una concentracion 1mM del metabolito
antioxidante bajo investigacion y es expresada en
comparacion con el valor TEAC del metabolito de
referencia quercetina.

@ BolivianJournal OfChemistry

Pagina 17



REVISTA BOLIVIANA DE QUIMICA

VOLUMEN 23, No.l1 - 2006

La Quercetina, es un flavonoide muy conocido
que se ha comprobado como neuroprotector, no se
conoce el mecanismo de accién, pero es muy
usado en muchas pruebas como patron de
comparacion por su elevada actividad [14,15].

Actividad antioxidante. Método DPPH

Este método, también es utilizado para el
screening de muestras y también determina la
capacidad antioxidante en funcion de la capacidad
atrapadora de radicales libres. En este caso, del
radical libre estable DPPH (1,1-difenil-2-
dipicrilhidrazilo).

Las muestras a evaluar son preparadas a la misma
concentracion que para el ensayo ABTS (2.7
mg/mL). Alicuotas de 30uL de la solucion
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