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RESUMEN

Mediante el fraccionamiento bio-dirigido del extracto hexanico de las raices del
Lonchocarpus pentaphyllus se aislaron cuatro rotenoides conocidos: milletona (1),
milletosina (2), deguelina (3) y tephrosina (4). Estos compuestos fueron aislados por
medio de técnicas cromatograficas e identificados por espectrometria de RMN mono
y bidimensional, MS, IR, UV. Se reporta su actividad biol6gica frente a Aedes
aegypti y se discuten las variaciones observadas desde el punto de vista estructura-
actividad en el ensayo de A. salina.
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ABSTRACT

The bioassay-guided fractionation of the n-hexane extracts from the roots of
Lonchocarpus pentaphyllus led to the isolation of four known rotenoids: milletone (1),
milletosine (2), degueline (3) and tephrosine (4). These compounds were isolated
using chromatographic techniques and their chemical structures were assigned by
1D, 2D-NMR spectrometry and EIMS, IR, UV spectra. Their activity against Aedes
aegypti is reported and its structure-activity relationship in the A. salina
bioassay is discussed.
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INTRODUCCION

Existen cerca de 175 especies de Lonchocarpus en Centro y Sur
América, Indias Orientales, Africa y Australia (Woodson, R.F. & R.W.
Schery 1965); en Panama se encuentran 18 especies distribuidas a lo
largo del territorio nacional (Correa et al., 2004). Algunas especies de
este género han sido utilizadas dentro de la medicina tradicional para
tratar diversas enfermedades, tales como la epilepsia, artritis y
desordenes intestinales (Garcia 1974, Chabra & Uiso 1984, Neuwinger
1996). Las especies de Lonchocarpus son también utilizadas por los
indigenas de regiones tropicales para fabricar el barbasco, el cual es
usado por sus propiedades ictiotoxicas e insecticida (Moretti &
Grenand 1982, Prance & Krukoff 1972, Bernal & Correa 1992). Estas
propiedades se deben principalmente a la presencia de rotenoides en
estas plantas (Yamatomo 1970, Donnelly & Boland 1995, Kole et al.,
1992, Birch et al., 1985, Alkofahi et al., 1989).

En este articulo se reporta el aislamiento, caracterizacion y la
evaluacion de la actividad bioldgica; contra las larvas del mosquito
Aedes aegypti y el crustdceo marino Artemia salina, de 4 rotenoides
aislados de la raiz de Lonchocarpus pentaphyllus (Willd) H.B.K.
(Leguminosae), el cual fue colectado en la ciudad de Panama. Estos
rotenoides, conocidos, son reportados por primera vez como
constituyentes en esta planta.

MATERIALES Y METODOS

Para los espectros ‘H-NMR y ®C-NMR se utilizaron los
espectrometros Bruker Avance 400 MHz DRX y Bruker WP-200-SY
(200 MHz); las muestras se disolvieron en CDCI; con sefiales 7,26 ppm
para *H y 77,0 ppm para °C. Los espectros IR, se obtuvieron en un
Bomem FTMB-100 sobre pelicula de NaCl. Los espectros de masas se
midieron en un aparato Shimadzu QP-5000, con ionizacion electronica
de 70 ev. Los espectros ultravioleta, se realizaron en un
espectrofotometro UV/VIS Metrolab 1700. Los poderes rotatorios
fueron determinados en un polarimetro JASCO DIP-370 digital, los
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puntos de fusion en un aparato de punto de fusion n Electrothermal
9100.

Material vegetal

La planta usada en este trabajo fue colectada en la localidad de Chepo,
Panama y fue identificada por comparacion con especimenes
depositados (PMA 9311) en el herbario de la Universidad de Panaméa
por el profesor Aristides Martinez.

EXTRACCION Y AISLAMIENTO

2,294 kg de la raiz seca y pulverizada de Lonchocarpus pentaphyllus
fueron extraidos por maceracion durante 24 horas a temperatura
ambiente, por gradiente de polaridad usando n-hexano, acetato de etilo
y metanol, para dar 17,6 g; 44,6 g y 50,3 g de cada extracto
respectivamente. Cada extracto fue sometido a pruebas preliminares
de bioactividad con Artemia salina y Aedes aegypti. El extracto
hexanico fue seleccionado por mostrar la mayor actividad en ambos
ensayos y se fracciond por cromatografia en columna sobre gel de
silice 7 GF ( J T Baker) eluyendo con mezclas de benceno y acetato de
etilo de polaridad creciente obteniendo 102 fracciones de 5 cm?, cada
una. Las fracciones 18-48 se mezclaron para obtener el compuesto 1;
las fracciones 78-90 se mezclaron para obtener el compuesto 2; de las
fracciones 96-99 se obtuvo el componente 3 y de las fracciones 100 y
101, se obtuvo el componente 4. La purificacion final de estos
compuestos se hizo mediante cromatografia de capa delgada
preparativa.

Todos los compuestos aislados fueron evaluados por medio de ensayos
de bioactividad contra A. salina y A. aegypti segin los métodos
descritos en la literatura. (Meyer et al.,, 1982, Organizacién
Panamericana de la Salud 1991).

Copias de los espectros originales pueden obtenerse por la
correspondencia del autor.

RESULTADOS Y DISCUSION

Extractos crudos la raiz, el tallo y las hojas de L. penthaphyllus (en
total 9) fueron sometidos a pruebas de actividad biologica contra larvas
de Artemia salina (Cuadro 1) y el mosquito Aedes aegypti.
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Los extractos crudos resultaron activos contra A. salina observandose
un marcado aumento de la actividad en los extractos del tallo y la raiz.
De estos, el extracto hexanico de la raiz resulto con el valor de LCs
més bajo (0.10 ug/cm®); y por consiguiente, con la mayor actividad
bioldgica.

Para los ensayo con las larvas de A. aegypti, basados en experiencias
previas, se efectuaron a una concentracion de 1,92 pg/cm?; los mismos
no se comportaron como larvicidas, sin embargo, mostraron un efecto
leve inhibiendo la emergencia de mosquitos adultos y retardando el
ciclo de vida de los mismos en el cuarto estadio larvario.

Cuadro 1. Ensayos iniciales de los extractos crudos contra A salina.

Parte de la planta Extracto LCso (ug/cm®)
Hojas Hexano 411,21
Hojas Acetato de etilo 63,69
Hojas Metanol 128,75
Tallo Hexano 0,75
Tallo Acetato de etilo 12,84
Tallo Metanol 50,40
Raiz Hexano 0,10
Raiz Acetato de etilo 0,31

Raiz Metanol 48,54

El extracto hexanico de la raiz, por mostrar relativamente mejor
actividad, en los bioensayos preliminares, fue fraccionado por
cromatografia en columna. Los compuestos obtenidos fueron
purificados por cromatografia en columna seguida por sucesivas
cromatografias en capa delgada preparativa, obteniéndose los
rotenoides: milletona (1), milletosina (2), deguelina (3) y tephrosina (4)
cuyas estructuras fueron determinadas por técnicas espectroscopicas
que incluian UV, IR, MS, asi como espectros RMN
monodimensionales y  bidimensionales homonucleares vy
heteronucleares. La identificacion fue confirmada por comparacion de
las propiedades fisicas obtenidas experimentalmente con datos
correspondientes reportados en la literatura (Luyengi et al., 1994,
Konoshima et al., 1993, Andrei et al., 1997, Yenesew et al., 1998).
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Fig. 1. Rotenoides aislados del Lonchocarpus pentaphyllus.

Estos rotenoides fueron sometidos a los ensayos de citotoxicidad
contra A. salina donde los compuestos 4, 1 y 3 exhibieron las actividades,
relativamente, méas sobresalientes (Cuadro 2) respectivamente. La
tephrosina, que resultdé con la mayor actividad citotoxica en este
ensayo, también ha sido reportada con una notable actividad biolégica
en ensayos anticancer (Konoshima et al., 1993).

En la evaluacion del efecto de estos rotenoides contra las larvas de
A. aegypti, los resultados fueron similares a los observados en los
extractos crudos, no obstante, la milletosina resultd més activa que los
otros rotenoides mostrando el mayor porcentaje de inhibicién de
emergencia y aumentando casi al doble el ciclo de vida de las larvas
(Cuadro 3).

Cuadro 2. Pruebas de citotoxicidad de los rotenoides frente a Artemia
salina.

Compuesto LCso pglcm®
1 6,6628
2 105,5819
3 12,5244
4 0,0185
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Cuadro 3. Pruebas de bioactividad de los rotenoides a 1,92 ng/cm?
frente a larvas (L —2/3) de Aedes aegypti.

Compuesto N CV (Dias) AE IE (%)
1 50 13 26 48
2 50 19 17 66
3 50 15 24 52
4 50 15 25 50
Control 50 10 26 48

Los compuestos aislados en este trabajo se diferencian
estructuralmente entre si por el grupo hidroxilo en el carbono 12a o
bien por la presencia del grupo dioxometileno o el par de metoxilos
aromaticos en el anillo A (Fig. 1). Ante estas diferencias estructurales
se observan también cambios en la actividad bioldgica contra
A. salina. Entre los derivados con el grupo dioxometileno (1, 2), el
compuesto hidroxilado es menos activo. Por otro lado, entre los
derivados con los metoxilos aromaticos (3, 4) el compuesto
hidroxilado resulté mas activo. De los 4 compuestos, la tephrosina (4)
que tiene la combinacion hidroxilo-metoxilos aromaticos en su
estructura es el compuesto mas activo y es probablemente el mayor
responsable de la actividad biolégica contra Artemia salina observada
en el extracto hexanico del L. pentaphyllus.
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