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RESUMEN

Introduccion: el género Garcinia produce una gran variedad de metabolitos
secundarios representados por xantonas, acilfloroglucinoles y biflavonoides
fundamentalmente. Sin embargo, existe muy poca informacion sobre la
composicidon quimica de las especies cubanas pertenecientes a este género.
Objetivo: determinar la presencia de 11 biflavonoides en las hojas, la corteza del
tallo y el latex de Garcinia bakeriana (Urb) Borhidi.

Métodos : los extractos de las hojas, latex y la corteza del tallo de G. bakeriana
fueron comparados empleando un método de cromatografia liquida de ultra alta
eficacia (CLUAE) y 11 biflavonoides como sustancias de referencia.

Resultados: los biflavonoides GB-1A, GB-2A, glicésido de GB-2A, glicésido de
morelloflavona, 4"~ “metoxi- 13,118-biapigenina, 13,1I18-biapigenina, amentoflavona
y 4° " “-metoxiamentoflavona fueron detectados como constituyentes de las hojas y
la corteza del tallo de G. bakeriana.

Conclusiones: la especie G. bakeriana presenta biflavonoides como constituyentes
de las hojas y la corteza del tallo. Ademas, la metodologia de trabajo desarrollada
contribuye al conocimiento de la composiciéon quimica de la flora cubana y podria
constituir una alternativa, rapida y de bajo consumo de disolventes, para el estudio
comparativo de especies endémicas cubanas de escasa distribucion y abundancia.

Palabras clave: Garcinia bakeriana, biflavonoides, CLUAE.

307
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Farmacia. 2014;48(2):307-315

ABSTRACT

Introduction: previous studies have revealed genus Garcinia to be a rich source of
secondary metabolites, namely xanthones, acylphloroglucinols and bioflavonoids.
However, the chemical composition of Cuban species in this genus is almost
unknown.

Objective: to determine the presence of 11 biflavonoids in Garcinia bakeriana
leaves, latex and stem bark.

Methods: leaves, latex and stem bark extracts of G. bakeriana were compared by
using an ultra high performance liquid chromatography method (UPLC) and 11
biflavonoid standards.

Results: biflavonoids GB-1A, GB-2A, GB-2A glycoside, morelloflavone glycoside,
4" " "methoxy- 13,118-biapigenin, 13,1I8-biapigenin, amentoflavoney 4" " -
methoxyamentoflavone were detected as components in G. bakeriana leaves and
stem bark.

Conclusions: G. Bakeriana species has biflavonoids as components of its leaves
and stem bark. The work methodology described in this paper helps to expand the
knowledge about the chemical composition of the Cuban flora and may represent a
rapid method with low dissolver consumption for the comparative study of poorly
distributed and non abundant Cuban endemic species

Key words: Garcinia bakeriana, biflavonoids, UPLC.

INTRODUCCION

Las investigaciones fitoquimicas realizadas con especies de Clusiaceae (Guttiferae)
se han comportado de un modo creciente en los ultimos anos, debido a la gran
diversidad de metabolitos secundarios con propiedades bioldgicas que presenta esta
familia. Clusiaceae esta formada por alrededor de 1 200 especies agrupadas en

45 géneros, dentro de los cuales los géneros Garcinia, Clusia y Calophyllum son los
principales.! En el género Garcinia, ademas de las benzofenonas que son los
metabolitos fundamentales de este género, se describe la presencia de flavonoides,
biflavonoides, xantonas, y en menor medida terpenoides y esteroides.?* En estas
especies se han encontrado metabolitos secundarios con acciones farmacoldgicas,
como: potente actividad antimicrobiana (en el tratamiento de caries, en la
prevencion de placas dentales, gingivitis, Ulceras y estomatitis), actividad
anticancerigena (en el cancer de ovario) y algunos efectos vasculares.>*

Los estudios fitoquimicos realizados con especies cubanas son escasos. De la
especie G. aristata se aislaron y caracterizaron las aristofenonas A y B, un par de
benzofenonas preniladas.!® En un estudio realizado recientemente con las hojas de
G. bakeriana se identificaron 11 biflavonoides como los constituyentes principales
del extracto de acetato de etilo de las hojas.!! Teniendo en cuenta estos resultados
y la escasa informacién fitoquimica sobre la especie G. bakeriana se realiza un
estudio, basado en cromatografia liquida de ultra alta eficacia (CLUAE), para
determinar la presencia de 11 biflavonoides en los extractos de diferentes érganos
del vegetal.
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METODOS

MATERIAL VEGETAL

Las hojas, el latex y la corteza del tallo de Garcinia bakeriana (Urb) Borhidi. fueron
colectados en el Jardin Botanico de Santa Clara, provincia Villa Clara, en el mes de
noviembre de 2008. La especie fue identificada por el doctor Victor Fuentes Fiallo y
una muestra del ejemplar se conserva en el herbario del Instituto de
Investigaciones Fundamentales de la Agricultura Tropical (# 482).

El material vegetal (hojas y corteza del tallo) se secd en una estufa MLW MK-100 a
40 °C hasta obtener un valor de masa constante y se trituré en un molino MANESTI
de cuchilla empleando un tamiz de 3 mm.

EXTRACCION DEL MATERIAL VEGETAL

Se extrajeron 10 g del material vegetal (hojas y corteza del tallo), de forma
independiente, por maceracién (7 dias) empleando tres disolventes en orden
creciente de polaridad: hexano (extracto A), acetato de etilo (extracto B) y metanol
(extracto C). Cada disolvente se removié a los 3, 5 y 7 dias. En cada ocasién se
utilizd 0,1 L de disolvente. Los extractos obtenidos con cada disolvente se
reunieron, filtraron, concentraron a sequedad en un rotoevaporador Buchi (40 °C) y
se conservaron protegidos de la luz (5 °C) hasta su utilizacion. El proceso de
extraccién se realiz6 por triplicado con cada 6rgano vegetal. El latex (1 mL) se
disovié en 3 mL de acetonitrilo (grado CLAE) y después de filtrado se concentro a
sequedad en el rotoevaporador (40 °C).

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA ALTA EFICACIA

Preparacion de las muestras de los extractos de G. bakeriana:
aproximadamente 1 mg (de los extractos secos B, C y del latex) se pesé y se
disolvio en 0,5 mL de acetonitrilo calidad CLAE. La disolucion obtenida se filtrd a
través de un filtro (filtro CLAE, marca PANREAC) para disolventes polares. De estas
disoluciones se tomaron 0,4 mL que fueron enrasados a 1 mL en un volumétrico
con acetonitrilo, para obtener una concentracién final de 0,8 mg/mL. Todos los
voliumenes fueron medidos con micropipetas de 1 mL. Cada muestra se prepard por
triplicado.

Preparacion de las sustancias de referencia: se utilizaron 11 biflavonoides (BF)
aislados y caracterizados anteriormente del extracto de acetato de etilo de las hojas
de G. bakeriana: BF1 (GB-1A), BF2 (GB-2A), BF3 (volkensiflavona), BF4 (glicésido
de GB-2A ),BF5 (glicésido de volkensiflavone), BF6 (6'"-(2-hidroxi-3-metil-3-
butenil)-amentoflavona), BF7(4"'-O-metil-13,118-biapigenina), BF8
(amentoflavona), BF9 (4'"'-O-metilamentoflavona), BF10 (dihidroamentoflavona) y
BF11 (I3,1I8-biapigenina) (Fig. 1).

Las sustancias de referencia (BF) se disolvieron en acetonitrilo y se prepararon
disoluciones a una concentracién de 0,1 mg/mL en un volumétrico de 2 mL. Todas
las sustancias mostraron una pureza superior al 95 % segun sus espectros de
RMN 'H y el analisis previo por CLUAE.
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Fig. 1. Sustancias de referencia empleadas en el estudio comparativo.

La mezcla de sustancias de referencia se prepard al mezclar 0,1 mL de cada
disolucién de biflavonoide.

Sistema de cromatografia liquida: se utilizdé un equipo Knauer, de fabricacion
alemana (Platin Blue UHPLC system) GmbH, con dos bombas de ultra alta presion y
un autoanalizador con un detector con arreglo de diodos programado a dos
longitudes de onda: 220 y 280 nm. Las separaciones se desarrollaron con una
columna analitica Kinetex XB C18 (100 x 2,1 mm DI, 2,6 um, Phenomenex). El
volumen de inyeccion fue de 2 pyL. Como fase mdvil se utilizé 0,1 % de acido
trifluoracético en agua (A) y acetonitrilo (B) a un flujo de 0,6 mL/min. Para la
separacion de las sustancias de referencia y los extractos se ejecuto el siguiente
método en gradiente: 0-1 min (22 % B), 1-3 min (30 % B), 3-8 min (45 % B). El
tiempo total maximo de corrida fue de 8 min. El analisis se realizd a 30 °C.

RESULTADOS

Los rendimientos de los extractos de G. bakeriana obtenidos por maceracion se
muestran en la tabla.

Tabla. Resultados obtenidos en el proceso de extraccion

S;S:E; Disolvente Siglas Rendlr;::ento“
Hexano GBH-A 2,08
Hojas Acetato de etilo GBH-B 2,70
Metanol GBH-C 2,75
Hexano GBC-A 1,50
Corteza del tallo Acetato de etilo GBC-B 2,44
Metanol GBC-C 2,60

=Valor promedio de las tres réplicas de cada extracto.

Los cromatogramas obtenidos para la mezcla de sustancias de referencia y los
extractos de hojas y corteza del tallo se aprecian en la figura 2.

310
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Farmacia. 2014;48(2):307-315

e

L Rabentien Thes sl
a

. -

8
T

i
BV W

L]

e — 1

0
) 2

T Ty

) T
N LI

. i " L
- ! -
1, 5
: | T
1
10 4 E .
1 M 1 i
B || o
' AU W o= H)
| e N AV V A _h_i‘
(EITT . -
= 'Jls g
: M | 1 : . -
1\ T ;g;Ji i
N el il
== . i
: } :
- i ™~
- }l K
. N H .
ig
) J’t\ | J\ " .
| g LE 18
B N A )|

311
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Farmacia. 2014;48(2):307-315

En el cromatograma del extracto GBC-B se detectaron siete biflavonoides: GB-1A
(BF1), GB-2A (BF2), glicésido de GB-2A (BF4), glicésido de volkensiflavona (BF5),
4"’ "metoxi I3-1I8 biapigenina (BF7), amentoflavona (BF8)y 4" " -
metoxiamentoflavona (BF9). A los 0,79 min y 2,69 min se detectaron dos sefiales
que no mostraron coincidencia con los patrones empleados. Los cromatogramas de
GBH-C (Fig. 2) (C) y GBC-C (Fig. 2) (D) mostraron los mismos biflavonoides
detectados en GBC-B y la presencia de 13,118-biapigenina (BF11). Los biflavonoides
volkensiflavona (BF3), 6'"-(2-hidroxi-3-metil-3-butenil)-amentoflavona (BF6) y
dihidroamentoflavona (BF10) no fueron detectados en ningun extracto. En casi
todos los cromatogramas se apreciaron picos que no fueron identificados.

DISCUSION

La maceracion con tres disolventes en orden creciente de polaridad favorecio la
obtencidn de tres extractos con comportamientos en cromatografia de capa delgada
diferentes (resultados no mostrados). Los extractos de mediana y alta polaridad
fueron los de mayor rendimiento en ambos érganos vegetales (tabla), resultado
que concuerda con las publicaciones previamente realizadas con otras especies de
Garcinia.'>1* Los extractos A se obtuvieron con el objetivo de realizar un
desengrase inicial y favorecer la eliminaciéon de pigmentos como las clorofilas y
carotenos que entorpecen los procedimientos ulteriores. Estos mostraron una alta
pigmentacion y bajo rendimiento, por lo que no fueron considerados para el analisis
por CLUAE.

Los extractos B y C mostraron los mejores rendimientos, lo que sugiere que la
mayoria de los metabolitos secundarios presentes en los 6rganos vegetales
estudiados son solubles en disolventes de mediana y alta polaridad. Sin embargo,
los valores de rendimientos obtenidos poseen un valor limitado, pues tanto las
hojas como las cortezas fueron colectadas desde un solo ejemplar. Resulta
importante destacar que la especie G. bakeriana es una especie endémica de
escasa distribucidon y que en el sitio de coleccién solo existia un ejemplar.

El cromatograma obtenido para la mezcla de sustancias de referencias mostro, de
forma general, una buena resolucién entre los picos cromatograficos. La
combinacién de los tiempos de retencion (Tr) y el espectro UV de cada sustancia de
referencia fueron la base de la identificacién de los biflavonoides en cada extracto.
Aunqgue en la mezcla de sustancias de referencias las concentraciones empleadas
para cada compuesto fueron las mismas (0,1 mg/mL), el cromatograma
correspondiente mostrd 11 picos con intensidades diferentes. Este comportamiento
se asocio al hecho que los biflavonoides empleados no poseen idénticos croméforos
e inclusive en algunos casos la diferencia de conjugacién entre ellos es apreciable,
sobre todo cuando se comparan dimeros de flavona y flavanona.

Los diferentes extractos fueron analizados directamente, sin previa purificacion, y a
una concentraciéon (0,8 mg/mL) que se corresponde con el rango habitual
(0,5-1 mg/mL) empleado en estudios de extractos totales de plantas.!>16

Algunos biflavonoides (BF1, BF2, BF4, BF5, BF7, BF8 y BF9) fueron detectados en
todos los extractos de acetato de etilo y metanol evaluados, tanto en las hojas
(GBH-C) como en la corteza del tallo (GBC-B y GBC-C). Aunque cada muestra se
extrajo tres veces con acetato de etilo fresco, este procedimiento no parece ser
suficiente para agotar totalmente el material vegetal, ya que el extracto obtenido
con metanol logré extraer los mismos biflavonoides. Todos estos biflavonoides son
dimeros de apigenina o de derivados estructuralmente relacionados con esta. En
ambos 6rganos vegetales se detectaron compuestos con uniones interflavonoide
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I3-1I8 y 13'-1I8, lo que sugiere que el tipo de unién no parece estar vinculada con
un dérgano vegetal en particular. La presencia de dimeros de flavona o flavanona
tampoco parece estar condicionada por el érgano vegetal, ya que ambos tipos
estuvieron presentes tanto en hojas como en corteza del tallo. Para confirmar estas
sugerencias se podrian realizar comparaciones entre érganos vegetales de
diferentes especies de Garcinia que crecen en Cuba. En los extractos mas polares
(GBH-C y GBC-C) también se detectd la presencia de 13, II8 biapigenina (BF11), un
biflavonoide ampliamente distribuido en Clusiaceae.”:18

Los biflavonoides BF3, BF6 y BF10, aislados previamente del extracto de acetato de
etilo de las hojas de la especie en estudio, no fueron detectados en ningun extracto
con las condiciones experimentales empleadas. Para el extracto GBC-B se realizé un
analisis a una concentracion mas alta (1,2 mg/mL) pero se aprecié una disminucién
de la resolucidn de las sefiales cromatograficas cercanas y las sefales
correspondientes a dichos flavonoides no fueron detectadas tampoco. Es
importante tener en cuenta que los extractos totales de plantas son mezclas muy
complejas, en que algunos metabolitos se presentan en bajas concentraciones. Por
otra parte, los biflavonoides BF1-BF11 fueron aislados de las hojas de la misma
planta, pero a través de procesos de fraccionamiento y separacidon permiten
enriquecer las fracciones que contienen los metabolitos secundarios que se
encuentran en bajas concentraciones.

BF5, un glicdsido de biflavonoide, fue el pico mas intenso en los cromatogramas de
los extractos evaluados. Resulta interesante destacar que este comportamiento no
fue apreciado en el cromatograma de la mezcla de las sustancias de referencia y
podria sugerir la alta concentracién de este compuesto tanto en las hojas como en
la corteza del tallo.

Aunque los biflavonoides BF3, BF6 y BF10 no fueron detectados, no se puede
concluir de forma categdrica sobre su presencia o no en las muestras estudiadas.

El latex de la planta, disuelto directamente en acetonitrilo, fue también analizado
por CLUAE pero mostré picos cromatograficos con Tr mas altos que no coincidieron
con las sustancias de referencia empleadas. Los metabolitos secundarios contenidos
en el latex parecen ser mas apolares y seran objeto de estudio en trabajos
posteriores. No se detectd la presencia de alguno de los biflavonoides evaluados en
el latex.

A manera de conclusidon podemos decir que el estudio comparativo realizado por
CLUAE permitidé sugerir que tanto las hojas como la corteza del tallo de G.
bakeriana muestran una composicion quimica similar, caracterizada por la
presencia de dimeros de apigenina con un enlace interflavonoide C-C del tipo 13-1I8
o I3'-118. Los biflavonoides GB-1A, GB-2A, glicdsido de GB-2A, glicdsido de
volkensiflavone, 4'"'-O-metil-13,118-biapigenina, amentoflavona y 4'"'-O-
metilamentoflavona fueron extraidos, tanto con metanol como con acetato de etilo,
de ambos dérganos vegetales, evidenciando que en la corteza del tallo y las hojas de
G. bakeriana coexisten tanto aglicones como glicésidos de biflavonoides. El método
de CLUAE aplicado permitio la separacion e identificacion de una mezcla de
biflavonoides, estructuralmente relacionados, presentes en extractos totales que no
fueron purificados previamente. La metodologia de trabajo desarrollada contribuye
al conocimiento de la composicidon quimica de la flora cubana y podria constituir una
alternativa, rapida y de bajo consumo de disolventes, para el estudio comparativo
de especies endémicas cubanas de escasa distribucién y abundancia.
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