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RESUMEN

A una fraccién biflavonoide (FB) caracterizada fitoquimicamente de Garcinia madruno (Clusiaceae),
se le evaltia su potencial inhibitorio de la oxidacién de LDL y su capacidad estabilizadora de especies
radicalarias, correlacionando dichas actividades con su contenido en biflavonoides. Los biflavonoides
morelloflavona, volkensiflavona y amentoflavona se identifican a partir de la FB. El extracto que contiene
la FB (extracto AcOEt) se determina como el principal factor involucrado en la actividad estabilizadora
de radicales libres de esta especie vegetal, obteniendo la actividad estabilizadora del radical DPPH" a
una concentracién de 4,50 ug/mL. La peroxidacién inducida con CuSO, de las lipoproteinas de baja
densidad, se reduce significativamente en presencia de FB (CE,, = 11,85 ug/mL). El biflavonoide
morelloflavona se determina como el principal responsable de la proteccién ejercida por la FB frente
a la actividad estabilizadora de radicales libres y la peroxidacién lipidica, aunque posiblemente existan
procesos de sinergismo. Estas propiedades sugieren que la FB de G. madruno es un excelente candidato
para ser utilizado como antioxidante.
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ABSTRACT

The inhibitory LDL oxidation potential and free radical stabilization capacity of a characterized biflavonoid
fraction (FB) was evaluated and correlated by its biflavonoid content. Morelloflavone, volkensiflavone
and amentoflavone were identified in the FB. The extract containing the FB (AcOEt extract) was found
to be the major contributor to the free radical-scavenging activity of G. madruno. The DPPH activity
for the FB was 4.50 ug/mL. Lipid peroxidation, induced with CuSO,, was significantly reduced in the
presence of the FB (CE,, = 11.85 ug/mL). Morelloflavone was found to be the main biflavonoid in
the fraction responsible for its protection against lipid peroxidation and free radical-scavenging activity,
although processes of synergy are possible. These properties suggest that the FB of G. madruno is an
excellent candidate for use as an antioxidant.
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INTRODUCCION

El oxigeno estd asociado a las condiciones de vida
aerobia y representa la fuerza motriz para el man-
tenimiento del metabolismo y la viabilidad celular,
al mismo tiempo que entrafla un peligro debido
a sus caracteristicas paramagnéticas, responsables
de la formacién de intermediarios dotados de una
alta reactividad, conocidos como especies reactivas
del oxigeno (ROS, del inglés “Reactive Oxigen
Species”) (1). La formacién de ROS es un proceso
natural, constante, inevitable y beneficioso para la
supervivencia; no obstante, si estas especies reac-
tivas se encuentran en exceso serdn perjudiciales
para el organismo. Asi pues, son necesarias defensas
antioxidantes que los neutralicen, manteniendo un
equilibrio entre las especies reactivas y los antioxi-
dantes (2). En este contexto, el estrés oxidativo se
puede definir como el estado en el cual el nivel
de ROS sobrepasa las defensas antioxidantes del
organismo, como resultado de un desequilibrio
entre los sistemas de formacién y eliminacién (3, 4).
Durante los dltimos afios se ha puesto de manifies-
to la existencia de una estrecha relacién entre esta
situacién de desequilibrio y una serie de procesos
fisiolégicos y patoldgicos que limitan la calidad y
la expectativa de vida (5, 6). Mientras en un prin-
cipio se senal6 que los organismos que vivian mds
afios eran aquellos que tenfan una tasa metabdlica
inferior, actualmente se ha demostrado que son los
que poseen las mejores defensas antioxidantes (3).

Los compuestos fenélicos constituyen un grupo
numeroso de metabolitos secundarios considerados
como antioxidantes naturales, ademds de presentar
otras funciones bioldgicas importantes (7). En los
altimos anos ha cobrado especial interés el estudio
de la actividad biolégica de los polifenoles, y en
especial la evaluacién de su capacidad antioxidan-
te. Estos compuestos acttian a menudo de forma
sinérgica con las vitaminas C y E, aumentando y
prolongando los beneficios de las mismas (8, 9).
Se ha comprobado su capacidad para actuar como
dadores de electrones o quelantes de iones metilicos
como el hierro y el cobre, inhibiendo la oxidacién
de lipoproteinas de baja densidad (LDL) (8). Las
LDL estin implicadas en la patogénesis de las en-
fermedades coronarias y, ademis, estd ampliamente
aceptado que la oxidacién de estas lipoproteinas es
un punto de inicio de la lesién arterial (10, 11). Que
el estrés oxidativo contribuye a la patogénesis de las
enfermedades cardiovasculares se constaté gracias a
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las observaciones realizadas en las modificaciones
que sufrian las LDL al ser oxidadas y posteriormente
convertidas a sus formas aterogénicas (oxLDL) y
reconocidas por receptores “scavenger” de macré-
fagos, los cuales favorecen la formacién de células
espumosas (11).

Entre los compuestos fendlicos destacamos
los flavonoides, cuyas propiedades antioxidantes
se deben a la proteccién de los tejidos frente a las
ROS y a la peroxidacién lipidica (12). Por su parte,
los biflavonoides, dimeros de flavonoides unidos
por un enlace inter-flavonoide de tipo C-O-C o
C-C, presentan menos evidencias desde el punto
de vista biol6gico; sin embargo, entre sus propieda-
des se encuentran las actividades antinflamatoria,
antiartritica y antioxidante (13, 14), asociadas con la
habilidad de suprimir especies reactivas de oxigeno
y de inhibir enzimas como la fosfolipasa A, y la
ciclooxigenasa (14, 15).

En nuestra continua investigacién de meta-
bolitos biolégicamente activos a partir de la flora
colombiana, en el presente trabajo reportamos el
aislamiento de una fraccién biflavonoide de Gar-
cinia madruno (Kunth) Hammel (Clusiaceae), su
caracterizacién fitoquimica y la evaluacién de su
efecto antioxidante por dos mecanismos diferentes,
la inhibicién de la peroxidacion lipidica de las LDL,
asi como la captacién del radical libre DPPH’, dos
procesos que acarrean dafo vascular.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las partes aéreas (hojas y ramas) de G. madruno
se recolectaron en Julio de 2004, en predios de
la Universidad de Antioquia (Medellin, Colom-
bia). Las muestras fueron identificadas por el Dr.
Fernando Alzate, y un espécimen (Alzate-3030)
se depositd en el Herbario de la Universidad de
Antioquia (HUA).

Extraccion, fraccionamiento y purificacion
de la FB y de los biflavonoides puros

Se extrajeron ramas y hojas secas de G. madruno
(1,8 Kg) a temperatura ambiente con hexano y pos-
teriormente con AcOEt (720 g). Una porcién del
extracto de AcOEt (50 g) se fraccion por diferentes
técnicas cromatograficas como exclusion por tama-
o, cromatografia liquida al vacio y cromatografia
en columna para obtener la fraccién purificada
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de biflavonoides (FB) (2,2 g). Una porciéon de FB
(200 mg) se separd por cromatografia en capa fina
preparativa para obtener morelloflavona [1] (127,9
myg), volkensiflavona [2] (32,8 mg) y amentofla-
vona [3] (15,9 mg). Los biflavonoides conocidos se
identificaron por comparacién de sus datos fisicos
y espectroscépicos (CD, IR, EM, RMN 'H y “C
y RMN 2D) con los datos previamente reportados
en la literatura (16-21).

Actividad captadora del radical libre DPPH’

El efecto de cada uno de los biflavonoides y de la
fraccién biflavonoide (FB) sobre el radical DPPH’
se determiné mediante el procedimiento descrito
por Brand-Williams y col. (22). Asi, una alicuota
(500 L) de las soluciones que contenia diferentes
concentraciones de FB y de los biflavonoides se
adiciond a 1000 pL de una solucién metandlica de
DPPH’ (0,02 mg/mL). La absorbancia a 517 nm se
midi6 cada dos minutos, en un espectrofotémetro
Varian CaryBio 50, hasta que la reaccién se estabili-
z6. La concentracién de DPPH" a diferentes tiempos
de reaccion ([DPPH’],) se calcul6 de acuerdo con
la siguiente ecuacién de la recta:

A = 31,63 [DPPH"]. - 0,01686 Ecuacion 1.

517nm

Con un coeficiente de regresién linear de 0,99, y
una desviacion estindar de 0,004351. El porcentaje
del radical DPPH" remanente (% [DPPH'],,) fue
calculado por la siguiente expresion:

%[DPPH'],,, = ([DPPH'], / [DPPH"])*100

REM —
Ecuacion 2.

El modelo de la curva dosis-respuesta obtenido
al correlacionar el porcentaje de DPPH' remanente
frente a la concentracién de antioxidante, permite
calcular la cantidad de antioxidante necesaria para
estabilizar un 50% del radical libre (CE,;) (23).

La cantidad de DPPH" estabilizado se estimé
para los primeros cuatro minutos de reaccién en
una concentraciéon de compuesto cercana al valor de
CE,,. Estos valores fueron convertidos a una rela-
ci6én dividiéndolos por el total de DPPH" reducido
en el estado estable. Esta relacién fue denominada
Indice de Reduccién (RIt5), un pardmetro cinético
que mide la velocidad de reaccién para la reduccién
del DPPH" (24). Todos los parimetros fueron calcu-
lados graficamente utilizando el software GraphPad
4.0 (Prism, USA).
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Inhibicion de la oxidacion de lipoproteinas
de baja densidad (LDL)

Alislamiento de LDL

La fraccién de LDL fue obtenida por ultracen-
trifugacién, aplicando un gradiente discontinuo
de densidad en un equipo Beckman XL-100,
utilizando un rotor SW-55T1 y tubos ultraclear de
5 mL (Ted Wilsona). Se parte de 50 mL de plasma
procedente de voluntarios sanos y no fumado-
res (20-25 afos), centrifugando a 2.500 rpm y
4°C con citrato de sodio como anticoagulante
(10,6 wmol citrato de sodio/mL de sangre). La
fraccién quilomicrones-VLDL fue obtenida adi-
cionando 1,6 mL de NaCl (1,0 g/mL) a 3,2 mL
de plasma y centrifugando a 5°C por un periodo
de 12 h a 49.500 rpm. La fraccién superior (1,6
mL) se retiré y se adicionaron 1,6 mL de KBr
(1,2 g/mL), centrifugando de nuevo a 5°C durante
18 h a 49.500 rpm. Se utilizé la SDS-PAGE para
confirmar la pureza de las fracciones colectadas.

Cuantificacion del contenido proteico

La fraccién LDL obtenida por ultracentrifuga-
cién se cuantificé utilizando el ensayo estindar me-
diante espectrofotometria (Protein Quantification
Kit-Rapid de Fluka).

Oxidacién de la LDL

400 uL de LDL a una concentracién de
430 ug/mL, se preincubaron durante 15 minutos
con 50 uL de los biflavonoides y de FB a diferentes
concentraciones. La oxidacién se inici6 con la adi-
cién de 50 uL de una solucién de CuSO, (100 uM)
y se mantuvo la reaccién a 37°C durante 12 h. El
proceso se detuvo con la adicién de 25 uL de una
solucién al 1% de EDTA, enfriando en un bafo de
hielo durante 15 minutos.

Determinacion TBARS

Los productos de la peroxidacién lipidica, prin-
cipalmente malonildialdehido (MDA), formados
durante el proceso de oxidacién, se midieron en un
espectrofotémetro Varian CaryBio 50 aplicando el
método TBARS (thiobarbituric acid reactive subs-
tances). Para ello se adicion6 1,0 mL de una solucién
que contiene: 0,67% de dcido tiobarbittrico (TBA),
15% de acido tricloroacético (TCA) y 0,1 N de HC,
2 0.5 mL de la solucién de oxidacién de la LDL. El
cromoéforo obtenido a partir del TBA'y el MDA, se
forma a 95°C al cabo de 60 min. La solucién se filtré
a través de ésteres de metilcelulosa (0,2 micrones).
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Las lecturas de tres experimentos independientes se
realizaron a 532 nm, y la cantidad de equivalentes
de malondialdehido (MDA) formados se calcul6
usando un coeficiente de extincién molar de 1,56
x 10° Mem™ (25).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion fitoquimica

A partir de una fraccién biflavonoide (FB)
obtenida a partir del extracto desengrasado de G.
madruno se obtuvieron tres compuestos (Véase figu-
ra 1), dos biflavonoides de tipo flavanona-(3—8”)-
flavona, morelloflavona [1] y volkensiflavona [2],y
el biflavonoide flavona-(3'—8”)-flavona, amento-
flavona [3], en una proporcién aproximada de 8:2:1.

La determinacién del compuesto [1] se basé en el
andlisis de los datos espectroscépicos de RMN 'H
(Véase tabla 1). El espectro de RMN 'H realizado
en DMSO-d, y CD,OD a temperatura ambiente,
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muestra que las senales principales estin acompa-
nadas por otras de menor intensidad con similares
desplazamientos quimicos. El espectro de RMN
BC a temperatura ambiente fue igualmente com-
plejo. La duplicacion de sefales en los compuestos
[1] y [2] sugiere la existencia de dos conférmeros a
temperatura ambiente debido a su comportamiento
rotamérico (atropisomerismo) (16, 26). La principal
razén de la existencia de tales conférmeros son
las restricciones de rotacién alrededor del enlace
C3—C8”. El aumento de la temperatura revela
cambios en el espectro de RMN 'H (Véase figura
2). A 100°C (temperatura mixima utilizada en
este experimento), se observé un grupo simple de
sefales a partir de un dnico conférmero. Pasada
una hora, y utilizando la misma muestra a 25°C,
el espectro de RMN "H mostré el mismo radio de
los dos conférmeros. Este experimento de RMN a
temperatura variable confirmé la presencia de dos
conférmeros distintos del compuesto, [1a] y [1b] en
solucién a temperatura ambiente.

[1]R, = OH
[21R, =H

Figura 1. Biflavonoides aislados de la FB de G. madruno.

Tabla 1. Datos de RMN 'H a 25°C de morelloflavona [1] y volkensiflavona [2] en DMSO-d,,
y de amentoflavona [3] en CD,OD, ¢ in ppm, J in Hz.

[1a] [1b] [2a] [2b] [31
H-2 5,74d (11,5) 5,58d (12,5) 5,71d (12,4) 5,53d (12,4) —
H-3 4,84d (11,5) 5,00d (12,0) 4,90d (12,4) 4,98d (12,4) 6,57 s
H-6 5,95 brs 5,99 brs 5,92 brs 6,01 s 6,15d (2,0)
H-8 5,95 brs 5,96 brs 5,92 brs 5,96 s 6,36d (2,0
H-2 7,14 d (9,0) 7,09d (8,5) 7,09d (8,4) 7,08d (8,4) 7,95d (2,0)
H-3 6,38d (8,5) 6,60d (8.,5) 6,35d (8,4) 6,58 d (8,4) -
H-5 6,38d (8,5) 6,60 d (8,5) 6,35d (8,4) 6,58 d (8,4) 7,08d (8.,8)
H-6 7,14 d (9,0) 7,09 d (8,5) 7,09 d (8,4) 7,08 d (8,4) 7,85d (2,0; 8,8)
HO-5 12,28 s 12,16 s 12,325 12,20 s -
H-3” 6,52's 6,58s 6,18s 6,03 s 6,56 s
H-6” 6,16s 6,03 s 6,57 s 6,72's 6,34 s
H-2" 7,40 brs 7,23 d (2,0) 7,88 d (8,8) 7,59 d (8,8) 7,50 d (8,8)
H-3” - — 6,93 d (8,8) 6,62 d (8,8) 6,69 d (8,8)
H-5” 6,89 d (8,5) 6,49 d (8,0) 6,93 d (8,8) 6,62 d (8,8) 6,69 d (8,8)
H-6 7,39 brd (8,5) 6,96 dd (2,0, 8,0) 7,88 d (8,8) 7,59 d (8,8) 7,50 d (8,8)
OH-5" 13,03 s 12,96 s 13,01s 12,88 s -

Las series a y b representan los conférmeros principal y minoritario, respectivamente, a 25°C.
* Las sefiales pueden ser intercambiables.
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Figura 2. Experimento de RMN 'H (Bruker DMX500) a temperatura variable de morelloflavona [1].

Para facilitar la asignacién de las senales de
RMN 'H y "C a temperatura ambiente de los dos
conférmeros del compuesto [1a] y [1b] en solucién,
se utilizaron experimentos de RMN 2D incluyendo
COSY, HMQC y HMBC. Para el conférmero mi-
noritario [1b], se asignaron solamente las sefiales de
RMN 'H ya que las sefiales de RMN "C fueron,
generalmente, de baja intensidad (Véase tabla 1).
El espectro 'H mostré la presencia de un protén
aromitico a o = 6,16 asignado a H-6". El singulete
ancho para dos protones a ¢ = 5.95, se asigné a los
protones H-6 y H-8. El protén H-3" mostré un
singulete a 0 = 6,52. Basindonos en la correlacién
"H-"H (COSY), en la correlacién heteronuclear
a larga distancia (HMBC) y en las constante de
acoplamiento, los dos dobletes que integran para
cuatro protones aromdticos a o = 7,14 (d, ] = 9,0)
y 6,38 (d, ] = 8,5) se asignaron al sistema A,B,

(H-276" y H-37/5’, respectivamente). Los protones
del anillo E muestran un patrén ABX consistente
para un sistema de protones que acoplan en posi-
cién orto a 0 = 6,89 (d, ] = 8,5) asignado a H-5",
un doblete ancho a ¢ = 7,39 (brd, | = 8,5) corres-
pondiente a H-6"" y un singulete ancho a ¢ = 7,40
correspondiente con H-2"". Este sistema fue con-
tirmado por HMBC. La estéreo-estructura relativa
del compuesto [1] fue identificada por poseer una
relacién trans entre las posiciones 2 y 3 debido a la
constante de acoplamiento de J,,, = 11,5 Hz. La
correlacién a larga distancia (HMBC) fue 1til en
la asignacién de los carbonos cuaternarios. Entre
las principales correlaciones a tres enlaces, estin la
del H-2 con los correspondientes C-4, C-2°, C-6’
y C-87, las cuales fueron dutiles para designar una
unién inter-flavonoide de tipo C3—C8”. La con-
figuracién absoluta del compuesto [1] se confirmé
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por su curva de dicroismo circular (CD) como
2R,3S (16). La inspeccién en la curva de CD indic6
efectos Cotton positivos para las transiciones n—*
y m—* alrededor de 345 y 285 nm, respectivamen-
te. La alta amplitud del efecto Cotton positivo sobre
285 indica una orientacién B del anillo By, por lo
tanto, una configuracién absoluta 2R (16). Teniendo
en cuenta los datos de CD y las constantes de aco-
plamiento del espectro de RMN '"H del compuesto
(1] (J,»5, ca. 11,5 Hz), se facilita la asignacién de una
configuracién relativa de las posiciones 2,3 en trans
y una configuracién absoluta 3S. A partir de los
datos espectroscépicos mostrados, el compuesto [1]
se hall6 estructuralmente idéntico al biflavonoide
morelloflavona (16,17).

El compuesto [2] mostrd similar complejidad
en el espectro de RMN 'H que el compuesto [1],
fenémeno caracteristico de biflavonoides con enlace
inter-flavonoide C3—C8”. Sin embargo, mientras
que [1] present6 un simple sistema A,B,, los espec-
tros de RMN 'Hy ”C del compuesto [2] mostraron
dos sets de sefiales aromaticas debido al sistema A, B,
adicional del anillo E (Véase tabla 1). El compuesto
[2] se identificé como volkensiflavona, por com-
paracién de sus datos fisicos y espectrales con los
reportados para este compuesto en la literatura (21).

La determinacién del compuesto [3] se basé
en el andlisis de los datos espectroscépicos de
RMN 'H y "C. El espectro de RMN "H (400
MHz), tomado en CD,OD, mostré dos sefiales a
o=06]15,J =2,0Hz) y 6,36 (d,] = 2,0 Hz), las
cuales se asignaron a H-6 y H-8, respectivamente,
en concordancia con el experimento COSY. Al no
presentarse un doblete similar para H-6" y H-8", el
anclaje entre las unidades flavonoides podria invo-
lucrar a C-6" o C-8”. Un patrén ABX consistente
en un doblete a ¢ = 7,08 (d, ] = 8,8 Hz), un doble
doblete ao = 7,85 (dd, ] = 2,0; 8,8 Hz) y un doblete a
o =795, ] = 2,0 Hz) se asigné a H-5, H-6’
y H-2’, respectivamente. Se observé también
un sistema A,B, asignado a los cuatro protones
aromdticos, H-2"/H-6""-H-3"/H-5", como dos
dobletes a ¢ = 7,50 (d, ] = 8,8 Hz) ya 6 = 6,69
d, ] = 8,8 Hz), respectivamente. Ademis, la pre-
sencia de tres singuletes a ¢ = 6,57; 6,56 y 6,34
asignables a H-3, H-3” y H-6" excluy? la posibili-
dad de cualquier unién entre las unidades flavonas
en C-3" 0 C-6” con C-3’. La posicién de unién de
las dos unidades de flavonas se confirmé por el
experimento HMBC como C3'—C8” en base a la
correlacién a tres enlaces HMBC entre el H-2" y
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el C-8”. Acorde con los resultados, el compuesto
[3] se determiné como amentoflavona, un bifla-
vonoide con anclaje C3—C8”-interflavonoide, en
concordancia con investigaciones previas (19, 21).

Tabla 2. Actividad captadora de radicales libres,
cinética de reduccién inicial (RIt5’) e inhibicién de la
peroxidacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL)

de FB y de los biflavonoides aislados de G. madruno.

DPPH"’ LDL
Muestra CE,, [ug/ RIS CE,, [ug/mL,
mL, (uM)]* m=M)]°
FB 4,50 0,84 11,85

Morelloflavona
[1]
Volkensiflavona
[2]

Amentoflavona 66,53
[3] (120,00)

Quercetina [Q] | 7,06 (23,36) 0,85

4,34 (7,80) 0,86 12,36 (22,23)

4,94 (9,14) 0,83 20,57 (38,09)

0,75 91,34 (169,77)

25,06 (82,91)

*Los valores de CE,; se han expresado en términos de ug/mL y uM
para los compuestos puros, y en ug/mL para la fraccién FB.

Los valores son el promedio de 3 réplicas independientes.

Caracterizacion antioxidante

La comparacién de la capacidad de cada bifla-
vonoide para atrapar el radical DPPH" se efectudé
en términos de concentracién uM, mientras que la
importancia relativa de la FB se expresé en términos
de ug/mL. La fraccién FB y los biflavonoides mo-
relloflavona [1] y volkensiflavona [2] promovieron
la estabilizacién del radical DPPH", con valores de
CE,, de 4,50; 4,34 y 4,94 ug/mL, respectivamente
(Véase tabla 2). La menor actividad fue observada
para la amentoflavona [3] (un biflavonoide flavona-
flavona), con un valor de CE,, superior a 100 uM,
lo cual estd en concordancia con publicaciones
anteriores (27, 28). Es interesante destacar que com-
puestos como [1] presentaron la mayor actividad
captadora de radicales libres mediante el ensayo
del DPPH’, entre los biflavonoides aislados de
G. xanthochymus; sin embargo, en reportes previos,
su CE, estaba alrededor de los 60 uM (27). Diferen-
cias en los procedimientos del ensayo y los medios
de solubilizacién de los compuestos podrian expli-
car dicho fenémeno. La quercetina [Q] se utiliz6
como control positivo en este ensayo, mostrando
una actividad de 23,36 uM. Cabe mencionar que
[Q] es un flavonoide monomérico y que su activi-
dad en términos de ug/mL presenta unos niveles de
CE,, equivalentes a los de los biflavonoides activos
(7,06 ug/mL).
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Generalmente es aceptado que la combinacién
de la sustitucion 3’,4’-dihidroxi (catecol) en el ani-
llo B, con un doble enlace entre C-2y C-3 y una
funcién carbonilo en la posicién C-4, son requeri-
mientos estructurales esenciales para la estabiliza-
ci6n del radical aroxil flavonoidal (29, 30). Nuestros
resultados confirman dichas observaciones. De
hecho, las reacciones més aceptadas para definir la
capacidad de captacién de radicales libres, las cuales
son inicialmente atribuidas a la alta reactividad de
los sustituyentes hidroxilo, son (31):

1 FI-OH + DPPH" — FI-O" + DPPH-H

2a FI-O" + FI-O° — FI-O-0O-FI
2b FI-O® + DPPH" — FI-O-DPPH
-le-1H"

2¢ Fl-O° (semiquinona) — FI=0 (quinona)
La reaccién 2a representa el acoplamiento en-
tre dos radicales flavonoides (dimerizacién), la
reaccion 2b el acople entre un radical flavonoide
con un radical DPPH" y la reaccién 2c represen-
ta, probablemente, el mecanismo de terminacién
predominante, el cual se produce mediante la
formacién de una quinona, mis estable, a partir de
una semiquinona, por pérdida de 1 electrén (31,
32). Por lo tanto, el grupo catecol en el anillo B de

-le -1H*
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los flavonoides (anillo E en biflavonoides), es el
principal grupo funcional en lo concerniente a la
actividad antioxidante (33, 34). Los biflavonoides
con 2 grupos hidroxilos adyacentes en el anillo E,
tales como el compuesto [1], son mis efectivos que
sus equivalentes monohidroxilos. El mecanismo
predominante de la accién es probablemente via
donacién de un electrén por parte del flavonoide,
formiandose una semiquinona, la cual dona un
electrén adicional para formar una orfo-quinona
por deslocalizacién electrénica (Véase figura 3).
Para compuestos como la amentoflavona, que
contiene un grupo 4’-monohidroxilo en el anillo
E, el mecanismo de accién implica probablemente
la formacién de radicales fenoxilo, los cuales son
relativamente menos estables y captadores débiles
de radicales libres (12, 34). El doble enlace entre C-2
y C-3 y la funcién carbonilo en la posicién C-4,
son importantes para la actividad antioxidante; sin
embargo, no son suficientes por si solos para proveer
actividad captadora de radicales libres.

La CE, es un parimetro ampliamente utilizado
para describir la habilidad de un compuesto o ex-
tracto para atrapar el radical DPPH". Sin embargo,
los valores de CE, dan poca informacién, en térmi-
nos de velocidad, en relacién con la cinética de una
reaccién (24, 35). Es por ello que, para completar

-le -1H*

OH O

OH O

Figura 3. Mecanismo de terminacién de radicales biflavonoides por pérdida de electrones
de los grupos fenol y formacién de orfo-quinonas.
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la informacién, utilizamos un parimetro adicional,
el Indice de Reduccion (Rit5) (Véase tabla 2). Este
pardmetro da una idea aproximada de la reactividad
de cada compuesto o fraccién en el proceso de la
decoloracién del radical libre DPPH’. Varios com-
puestos puros, asi como la fraccién FB, indujeron un
marcado descenso en la concentracién de DPPH’
cuando fueron comparados con la reactividad de
[Q]. Las especies mas reactivas fueron la fraccién
FB y el compuesto morelloflavona [1], los cuales
presentaron valores de Rit5’ similares (0,84-0,86).
La amentoflavona mostré la menor reactividad,
significativamente diferente a la de cualquier otro
compuesto estudiado.

Inhibicién de la peroxidacion de lipoproteinas
de baja densidad (LDL)

Se ha evaluado también la inhibicién de la
peroxidacién lipidica, utilizando la formacién
de malondialdehido (MDA) como indice de la
oxidacién de LDL, después de la oxidacién con
CuSO,. La peroxidacién lipidica se llevé a cabo en
presencia de la fraccién biflavonoide (FB) y de los
biflavonoides aislados a partir de ella. En la tabla 2
aparece la protecciéon conferida por las sustancias
evaluadas y se observa que la fracciéon FB reduce
la peroxidacién en forma dependiente de la dosis,
demostrando ser un antioxidante efectivo. El valor
de CE,, determinado para el efecto inhibitorio de
FB en la peroxidacién lipidica fue de 11,85 ug/mL,
el mis bajo observado entre las sustancias evalua-
das. Los biflavonoides puros morelloflavona [1] y
volkensiflavona [2], también presentaron actividad
antioxidante con unos valores de CE,; de 12,36y
20,57 ug/mL respectivamente. La menor actividad
se observo para el biflavonoide amentoflavona [3]
(CE,, de 91,34 ug/mL). En este ensayo, la quercetina
[Q] se utilizé como control positivo, mostrando
una actividad de 25,06 ug/mL. El biflavonoide [1]
es el responsable de la mayor parte de la actividad
captadora de DPPH’ y de la proteccién contra la
peroxidacion lipidica de la FB, aunque es posible
un proceso de sinergismo, ya que, a pesar de que la
FB contenia biflavonoides de baja actividad relativa
como [3], su CE,, en algunos casos fue superior
a la obtenida para el compuesto [1] puro. En este
sentido, diversos estudios ponen de manifiesto que
los polifenoles presentan mayor poder antioxidante
en combinacién que de forma aislada. Asi, los poli-
fenoles aislados, como el galato de epigalocatequina,

VITAE

la quercetina, el diosmetin y el pignogenol, ejercen
una proteccién parcial ante la peroxidacion lipidica;
en cambio, la combinacién de todos ellos aumenta
muchisimo el efecto protector (36).

CONCLUSIONES

Se 1lev6 a cabo un estudio fitoquimico con una
fraccién biflavonoide obtenida a partir de G. ma-
druno, identificando el biflavonoide de tipo flavona-
(3—8”)-flavona amentoflavona y los compuestos
de tipo flavanona-(3—8”)-flavona: morelloflavona
y volkensiflavona. Estos Gltimos presentan, como
caracteristica, un fenémeno de atropisomerismo,
con la presencia de conférmeros que difieren en
la rotacién alrededor del enlace inter-flavonoide
C3—C8”. Las observaciones sugieren que dicho
fenémeno varia con la temperatura pero no con los
solventes, de manera que estos dltimos no tienen
efecto significativo en el comportamiento rotamé-
rico de los compuestos.

Igualmente, se estudi6 la actividad antioxidan-
te de la fraccién FB y de los compuestos aislados
a partir de ella, por medio de los métodos del
2,2’-difenil-1-picrilhidracil (DPPH") y de la inhibi-
cién de la peroxidacion de las LDL. En general, los
compuestos con enlace inter-flavonoide C3—C8”
demuestran una potente actividad captadora de radi-
cales DPPH’. Los biflavonoides que presentan esta
caracteristica en combinacién con una sustitucion
3 4”-dihidroxi (catecol) en el anillo E, un doble
enlace entre C-2” y C-3” y una funcién carbonilo
en posicién C-4”, son los captadores de radicales
mis activos. En relacién con los inhibidores de
la peroxidaciéon de LDL, los mejores inhibidores
tueron los compuestos con enlace inter-flavonoide
C3—C8”: morelloflavona y volkensiflavona. Los
datos sugieren que la FB es una excelente candidata
para ser utilizada como antioxidante. Es probable
que se produzcan procesos de sinergismo en la FB,
toda vez que presenta una actividad captadora de
radicales y una inhibicién de la peroxidacién de
LDL superior, en algunos casos, a los compuestos
mas activos.
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