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RESUMEN

La Familia Annonaceae es la mas sobresaliente en numero de especies del orden
Magnoliales con alrededor de 2500 especies. Oxandra es un género perteneciente
a esta familia, con aproximadamente 27 especies que se distribuyen desde América
Central y las Antillas hasta la Amazonia. 10 de estas especies se encuentran en
Colombia, ubicadas en la zona amazobnica, andina, caribe y pacifica. El
isoespintanol es un monoterpeno aislado de las hojas de Oxandra xylopioides con
disolventes de baja polaridad. El objetivo del presente trabajo fue hacer una
recopilacion sobre los métodos de extraccion, purificacion y actividades bioldgicas
del isoespintanol. En las investigaciones recopiladas se encontré6 que hasta el
momento solo se han reportado dos maneras de extraer este compuesto, por
cromatografia en columna e hidrodestilacion. Ademas, este metabolito secundario
reporto actividad antioxidante, antifingica, citotéxica, insecticida, antiespasmadica
y vasodilatadora con favorables resultados, de los cuales se hizo una breve

descripcion.
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ABSTRACT

The Annonaceae Family is the most outstanding in number of species of the
Magnoliales order with around 2500 species. Oxandra is a genus belonging to this
family, with approximately 27 species that are distributed from Central America and
the Antilles to the Amazon. 10 of these species are found in Colombia, located in the
Amazon, Andean, Caribbean and Pacific zones. Isospintanol is a monoterpene
isolated from Oxandra xylopioides leaves with low polarity solvents. The objective of
the present work was to compile a compilation on the methods of extraction,
purification and biological activities of isoespintanol. In the collected investigations it
was found that so far only two ways of extracting this compound have been reported,
by column chromatography and hydrodistillation. In addition, this secondary
metabolite reported antioxidant, antifungal, cytotoxic, insecticidal, antispasmodic
and vasodilator activity with favorable results, of which a brief description was made.
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1. INTRODUCCION

Desde tiempos remotos, la humanidad siempre ha utilizado las plantas como una
opcion para contrarrestar muchos tipos de enfermedades. Actualmente la medicina
herbaria se caracteriza por sus bajos indices de toxicidad y su economia, en
comparacion con los productos de sintesis; esta es utilizada por el 80 % de la
poblacién mundial, es decir, que aproximadamente, cuatro mil millones de personas
utilizan las plantas como principal remedio medicinal [1-2]. Esto ha despertado un
creciente interés en el porqué de las propiedades medicinales de las plantas,
gracias a la inocuidad y eficacia que ellas presentan, lo que ha llevado a diversos
paises, principalmente a los desarrollados, a explorar posibilidades de utilizarlas en

la atencién primaria de la salud [3].

Colombia es uno de los 12 paises mas ricos en biodiversidad a nivel mundial, debido
a que cuenta con una gran variedad climatica y geoldgica, asi mismo posee el mayor
namero de ecosistemas representados en un mismo territorio. Es el segundo pais
de Latinoamérica con mayor namero de registros en cuanto a diversidad de
especies de plantas. Se han reportado 50.000 especies, de las cuales, al menos

6.000 poseen propiedades medicinales [4-5].

En la actualidad, la resistencia a los antimicrobianos por parte de los
microorganismos responsables de muchas enfermedades ha adquirido gran
importancia, debido a la alta tasa de mortalidad y morbilidad presentada en los
altimos afios. Esta resistencia se produce cuando los microorganismos, ya sean
bacterias, virus, hongos o parasitos, sufren cambios en respuesta al uso continuado
de los medicamentos, y por lo tanto, dejan de ser eficaces, a causa de numerosos
factores como el uso indiscriminado e irracional de antimicrobianos para usos no
médicos, la administracion de diversidad de farmacos a los pacientes, y la
automedicacion, entre otros. Esto demuestra que la utilizacion de antimicrobianos
a gran escala, como en los hospitales, ha causado que los microrganismos
desarrollen ciertos mecanismos de resistencia que hacen que la medicina quede

practicamente sin alternativas para el tratamiento de las infecciones. [6-7]. Por otro
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lado, la modernidad y los avances tecnoldgicos y cientificos, incremento la
produccion de medicamentos sintéticos y otra serie de productos que han ido
desplazando cada vez mas el uso directo de las plantas. También hay que tener en
cuenta la pérdida del habitat como principal factor del desgaste de la biodiversidad

y el agotamiento de los recursos naturales [8].

Los estudios realizados a numerosas especies de la flora en los dltimos afios, han
tenido favorables resultados, logrados mediante ensayos de actividad biolégica in
vitro en el laboratorio, como antioxidante y actualmente, en antifUngica y
antibacteriana [9]. Estos logros incitan a la profundizacion y ampliacién de los
estudios hacia las especies vegetales como potenciales fuentes de metabolitos
secundarios (alcaloides, terpenoides, flavonoides, entre otros) con gran poder
farmacoldgico, y por ende se deberian exigir medidas de proteccién hacia la flora,
que recientemente ha sido gravemente destruida, especialmente, por la

contaminacion y las practicas forestales agricolas [10-14].

Por lo anterior se justifica fortalecer, mantener y expandir el estudio quimico en
especies vegetales pertenecientes a la flora colombiana, con el objetivo de dar a
conocer estudios que tuvieron resultados positivos de distintas actividades
biologicas y que puedan solucionar diversos factores que afectan el deterioro de la

salud mediante fitoterapias efectivas y con bajos efectos adversos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

e Realizar una revision bibliografica de los métodos de extraccion y purificacion
del isoespintanol, originario de la especie Oxandra xylopioides, asi como, su

actividad biologica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Buscar, recolectar y clasificar informacion relacionada con la especie
Oxandra xylopioides, perteneciente a la familia Annonaceae.

e Examinar los compuestos aislados reportados en los estudios realizados a la
especie Oxandra xylopioides.

e Identificar los métodos de extraccidbn y purificacién del isoespintanol,
metabolito reportado en la especie Oxandra xylopioides.

e Examinar la variedad de resultados ya tenidos de las evaluaciones bioldgicas
del isoespintanol en los ultimos 5 afios.

14



3. METODOLOGIA

Se realiz6 una revision sistematica de documentos y estudios cientificos de
sociedades acreditadas, universidades, bases de datos y revistas tanto en Colombia
como en el contexto internacional dedicadas al estudio de especies de plantas
pertenecientes a la familia Annonaceae y siendo mas especificos, a estudios
fitoquimicos de la especie Oxandra xylopioides. Se busco tanto en espafiol, inglés
y portugués. En la basqueda de literatura se incluyo todo tipo de articulos, libros,
tesis, trabajos de grados, monografias y revisiones aportados por las diferentes
sociedades y asociaciones profesionales que han realizado estudios en esta
especie sobre métodos de extraccion, aislamiento y purificacion de metabolitos
secundarios en esta especie, asi como sus diferentes evaluaciones biologicas. De
los documentos, articulos, tesis y revisiones analizadas se extrajo la informacion

relevante y de mayor interes.
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4. GENERALIDADES

4.1. LA FAMILIA ANNONACEAE

La Familia Annonaceae es la mas sobresaliente en numero de especies dentro del

orden Magnoliales junto con otras familias como Degeneriaceae, Eupomatiaceae,

Himantandraceae, Magnoliaceae y Myristicaceae, siendo esta la mas grande del

grupo, en cuanto a nimero de géneros y de especies. Posee alrededor de 2.500

especies descritas en todo el mundo, repartidas en unos 130 géneros [15-17]. Otros

investigadores opinan que existen 107 géneros, con aproximadamente 2.400

especies [18].

Tabla 1. Lista de los géneros de Annonaceae actualmente reconocidos.

Géneros

Afroguatteria
Alphonsea

Ambavia
Anaxagorea
Ancana

Annickia
Annona
Anomianthus
anonidium
Artabotrys
Asimina
Asteranthe
Balonga
Bocagea
Bocageopsis
Boutiquea

Cananga

N° de
especies

2
30
2

27
2

10
100

141
31

35

Géneros

Excellia
Fissistigma

Fitzalamia
Friesodielsia
Froesiodendron

Fusaea
Gilbertiella
Goniothalamus
Greenwayodendron
Guamia
Guatteria
Guatteriella
Guatteriopsis
Haplostichanthus
Heteropetalum
Hexalobus

Hornschuchia

16

N° de
especie
s
1

80
1

56

Géneros

Oxandra
Pachypodanthium
Papualthia

Petalolophus
Phaeanthus

Phoenicanthus
Piptostigma
Platymitra
Polyalthia
Polyaulax
Polyceratocarpus
Popowia
Porcelia
Pseudartabotrys
Pseudephedranthus
Pseudoxandra

Pseuduvaria

N° de
especies
35
7
22

10
40



Cardiopetalum
Chieniodendron
Cleistochlamys
Cleistopholis
Cremastosperma
Cyantocalyx
Cyatostemma
Cymbopetalum
Dasoclema
Dasymaschalon
Deeringotamus
Dendrokingstonia
Dennettia
Desmopsis
Desmos
Diclinanona
Dielsiothammus
Disepalum
Duckeanthus
Duguetia
Ellipeia
Ellipeiopsis
Enantia
Enicosanthum
Ephedranthus

Euphomatia

10
23
42
18
35

19

20
54

10

120

15

19

Isolona
Letestudoxa
Lettowianthus
Malmea
Marsypopetalum
Meiocarpidium
Meiogyme
Melodorum
Mezzettia
Mezzettiopsis
Miliusa
Mischogyme
Mitrella
Mitrephora
Mkilua
Monabthotaxis
Monocarpia
Monocyclanthus
Monodora
Neostenanthera
Neouvaria
Oncodostigma
Onychopetalum
Ophrypetalum
Oreomitra

Orophea

17

R = 01 O N

101

Pyramidanthe
Raimondia
Rhodosphaera
Richella
Rollinia
Ruizodendron
Sageraea
Sanrafaelia
Sapranthus
Schefferomitra
Sphaerocoryne
Stelechocarpus
Stenanona
Tetrameranthus
Tetrapetalum
Toussaintia
Tridemeris
Trigynaea
Trivalvaria
Unonopsis
Uvaria
Uvariastrum
Uvariodendron
Uvariopsis
Woodiellantha

Xylopia

24
105

'_\
2 e

W W N OO W NN

N
o

44
320
10
18
17

150



4.1.1. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LA FAMILIA ANNONACEAE

Una caracteristica importante de esta familia y que la hace diferente de otras, es
gue muchas de sus especies contienen en su corteza, hojas y partes florales
conductos para el transporte de aceites, ademas, muchas de las especies poseen
ramas largas y caedizas, donde se sitian las hojas alternas, simples, exestipuladas,
pecioladas, enteras y con venacion pinnada, ademas de poseer una morfologia

ovada, obovada o lanceolada [19-21].

Figura 1. Hojas y frutos de la especie Annona squamosa.

https://antropocene.it/es/2020/03/22/annona-squamosa/

También puede mencionarse que sus tallos son lefiosos, ramificados, erectos y
duros. Sus flores pueden presentarse como inflorescencias cimosas o como flores
solitarias, compuestas por tres meras y tres sépalos casi siempre libres raramente
connatos. Sus frutos por lo general son bayas con carpelos numerosos libres o
fusionados, semillas grandes [18-21].
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4.1.2. UBICACION GEOGRAFICA

Con respecto a su ubicacion geografica, se distribuyen en regiones tropicales y
subtropicales de ambos hemisferios; desde el Nuevo y Viejo mundo, hasta el norte
de Australia y las islas del Pacifico, habitando en los bosques siempre verdes de
tierras bajas [19-20].

Figura 2. Distribucion mundial de la familia Annonaceae [21].

4.1.3. USOS ETNOBOTANICOS DE LA FAMILIA ANNONACEAE

Las especies pertenecientes a esta familia cuentan con una considerable notoriedad
en diferentes partes del mundo, en aspectos como la medicina y la economia. Por
ejemplo, en Brasil el jugo de la hoja macerada de Annona muricata es usada para
la artritis, el reumatismo y la neuralgia [22]. Asimismo, se utiliza fruta fresca de
Annona dioica en la cicatrizacion de heridas en heridas frescas [23]. En la parte
noroeste de Brasil, las hojas y ramitas de Duguetia chrysocarpa se muelen juntas y
el extracto de esta mezcla se usa como remedio para enfermedades inflamatorias

y Ulceras gastrointestinales [24-25].
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La especie Cananga odorata comunmente conocida como arbol del perfume es muy
famosa en esta region debido a su fuerte actividad antiinflamatoria. Las heridas
frescas se lavan con el extracto de la corteza y decoccién para reducir la inflamacion

y facilitar la cicatrizacion de la herida [26].

En las selvas tropicales de Malasia peninsular, las especies de esta familia son
famosas por su diversidad ecolégica, han sido el origen de numerosos remedios
caseros para enfermedades inflamatorias. Por ejemplo, en Sabah y Sarawak, en la
parte occidental de Malasia, varias especies de Annonacaeae, entre ellas
Enicosanthellum pulchrum, Friesodielsia latifolia, Uvaria grandi, Uvaria rufa, se

utilizan como remedio para el dolor corporal generalizado y antiinflamatorio [27-28].

Xylopia aethiopica, es utilizada en todo el continente africano como estimulante o
aditivo de otros remedios en el tratamiento de la tos, fiebre y enfermedades

cutaneas o digestivas [29].

Estos diferentes usos muestran las propiedades bioldgicas que poseen las especies
que pertenecen a la familia Annonaceae y por consecuencia su variedad

estructural.

4.1.4. CLACIFICACION TAXONOMICA

La clasificacién taxonémica de la familia Annonaceae se puede observar en la
siguiente tabla:

Tabla 2. Clasificacion taxondmica de la familia Annonaceae

Taxonomia
Reino Plantae
Divisiéon Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Magnoliales
Familia Annonaceae

20



4.1.5. LAS ANNONACEAES EN COLOMBIA

En Colombia se reportdé para la familia Annonaceae alrededor de 240 especies
pertenecientes a 30 géneros. La familia esta distribuida en todo el pais, la mayor
diversidad de especies se encuentra en las regiones amazodnicas, seguida la region
pacifica y por Ultima la andina. De los géneros de la familia Annonaceae
encontrados en Colombia estan: Xylopia (22 spp), Annona (26 spp), Duguetia (27
spp), Anaxagorea (11 spp), Cananga (1 spp), Guatteria (74 spp), Rollinia (11 spp),
Oxandra (17), Unonopsis (13 spp), Cremastosperma (4), Cymbopetalum (6 spp),
Desmopsis (1), Pseudoxandra (4 spp), Ephedranthus (2 spp), Klarobelia (2 spp),
Mosanona (3 spp), Porcelia (2 spp), Malmea (1 spp), Tetrameranthus (3 spp),
Stenanona (1 spp), Bocageopsis (2 spp), Raimondia (2 spp), Fusaea (2 spp),
Pseudomalmea (2 spp), Trigynaea (1 spp), Guatteriopsis (1 spp), Diclinanona (2
spp), Froesiodendron (2 spp), Guatteriella (1 spp), Ruizodendron (1 spp) [16].

4.1.6. CONSTITUYENTES FITOQUIMICOS

Algunas especies de esta familia son utilizadas en la medicina tradicional para tratar
todo tipo enfermedades, y gracias a los estudios presentados en los ultimos afos,
de sus metabolitos secundarios, como alcaloides isoquinolinicos, flavonoides C-
metilados y C-bencilados, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenoides ciclicos,
lignanos y acetogeninas, los cuales se les ha asociado diversas propiedades
terapéuticas, tales como: antimalarica [30], citotoxicidad [31], antimicrobiana [32],

antifangica [33], antioxidante [34] e insecticida [35].
A continuacion, se mostraran estudios fitoquimicos y bioactividades de algunas

especies pertenecientes a esta familia Annonaceae, destacando los mas

importantes y de mayor interés para esta recopilacion:
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Un estudio del extracto etandlico de Annona purpurea mostré grandes resultados
antibacterianos sobre las bacterias Staphylococcus aureus y Pseudonoma
aeruginosa, atribuyéndose tal efecto a cuatro alcaloides presentes en el extracto,
xilopinina (1), N-2-metil-2-propanol-10-hidroxinorpurpureina (2), N-2-metil-2-
propanol-3-hidroxinorpurpureina (3), N-2-metil-2-propanol-3, 10-
dihidroxinorpurpureina (4), N-2-metil-2-propanol-3,9,10-trihidroxinorpurpureina (5).

Donde los dltimos cuatro alcaloides, son aporfinicos [17].

HsCO

HsCO

OCH;

OCH,

(1)

R>
O J\ R Rz Rs R« Rs Ro
R, N (2) OCHs OCHs OCHs OCHs OH

£ H
R, OH
‘ (3) OCHs OCHs OH H OCHs OCHs
O (4) OCHs OCHs OH H OCHz OH
Re (5) OCHs OCHs OH H OH  OH
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Por otro lado, las actividades antifungicas de los extractos metanodlicos y hexanicos
de las hojas, corteza y raices de Sapranthus microcarpus fueron evaluadas frente a
6 hongos. Los dos extractos inhibieron el crecimiento de los seis fitopatdogenos.
Donde ademas, se aisl6 y se identificd el alcaloide liriodenina (6), mostrado como

uno de los metabolitos antifungicos [33].

(6)

Al extracto hexanico de las ramas finas de la especie Fusaea longifolia, se evalu6
su actividad tripanocida, reportando favorables resultados. El estudio sugirié que
esta actividad farmacologica esta relacionado por la presencia del diterpeno curano
(7) en el extracto [36].

OH
(7)

Del estudio fitoquimico del aceite esencial de Guatteria elliptica, se demostré la
presencia de dos compuestos que eran mayoritarios: el 6xido de cariofileno (8) y el
espatulenol (9). Este extracto tuvo una gran actividad antitumoral frente a células
MCF-7. [37]
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O
(8) (9)

Asi mismo, el estudio a la corteza del tallo de Xylopia frutescens condujo al
aislamiento e identificacion de una mezcla de acido diterpenos: acido ent-caur-16-

en-19-oico (10) y el &cido ent-traquiloban-19-oico (11). Son los primeros diterpenos
reportados para la especie [38].

a
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4.2. GENERO OXANDRA

Oxandra es un género perteneciente a esta gran familia con aproximadamente 35
especies que se distribuyen desde América Central y las Antillas hasta la Amazonia.
En el 2001, se reportaron 10 especies del género Oxandra en Colombia, donde
actualmente 6 de ellas estan localizadas en la regién de Araracuara (zona
amazobnica) y las 4 restantes en la region Andina y Caribe [16]. Aunque con el pasar
de los afios, muchos centros de investigacion han realizado expediciones botanicas
a zonas inexploradas en el territorio nacional, por lo que se han encontrado nuevas
y antiguas especies. Entre las especies estan: O. espintana, O leucodermis, O.
longipetala, O. euneura, O. macrophylla, O. mediocris, O. oblongifolia, O.
panamensis, O. polyantha, O. venezuelana, O. xylopioides, O. bolivarensis, O.

rheophytica, O. asbeckii, O. Krukoffi, O. riedeliana, O. sphaerocarpa [47].

4.2.1. CONSTITUYENTES FITOQUIMICOS

En las especies del genero Oxandra se han aislado una variedad de metabolitos
secundarios donde la mayoria han presentado grandes resultados en ensayos de
actividad bioldgica in vitro. El estudio de algunas especies pertenecientes al género

Oxandra se muestra a continuacion:

En las hojas de Oxandra sessiliflora R. E. Fries, se han aislado terpenos como el
espatulenol (9) [39]. Ademas, estudios recientes del 2020 demostraron la presencia

un nuevo compuesto, el 4B, 6B, 7B, 10a-tetrahidroxi-guaieno (12) [40].
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A partir de la corteza de Oxandra longipetala se aislaron e identificaron cuatro
alcaloides de tipo azafluorenona: O-metilmacondina (13), aislado por primera vez
como producto natural, isoursulina (14), ursulina (15) y macondina (16) [41].

R1 R2 Rs3 R4

(13) H H OCHs OCHs
(14) OH OCHs: H H
(15) OCHs OH H H
(16) H H OH  OCHs

Del extracto en acetato de etilo de la corteza de Oxandra asbeckii se aislo el
compuesto Aristolactama AllIA (17), el cual en una actividad in vitro fue el mayor
inhibidor de la de las proteina quinasas DYRK1A y CDK1 [42].

O
HO

NH
H,CO

HO

(17)

Otros estudios mas profundos a las hojas a esta misma especie, permitieron el
aislamiento de tres metiltriterpenos 2,3-dioxo-oxandrano (18), 3-Hidroxioxandrano
(19) y 3-Hidroxioxandran-2-ona (20) [43].
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(18) (19) (20)

De Oxandra espintana se han aislado 4 monoterpenos, entre ellos el espintanol (21)
el cual posee actividad antiparasitaria in vitro contra 20 cepas de Trypanosma cruzi

y 12 cepas Lisbmania spp [44].

OH

H,CO OCH;

(21)

Los estudios a la corteza de la especie Oxandra cf. major mostraron la presencia
de tres alcaloides del tipo bisdehidroaporfinicos: urabaina (22); N-metilurabaina (23)
y N, N’-dimetilurabaina (24) [45].

HsCO
R1 R2

O NR; (22) H H
HaCO ‘ O 23) H CHs
C ‘ (24) CHs CHs
RN O OCH,
OCH,
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4.3. Oxandra xylopioides

4.3.1. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y UBICACION

Oxandra xylopioides es un arbol es de 3 a 45 m de altura con un tronco recto,
cilindrico, liso y con un diametro de 2 a 70 cm. Sus hojas son simples, enteras y
alternas, con forma oblongolineal gradualmente estrechas hacia el apice y de base
truncada de 8 a 12 cm de largo y 1,5 cm de ancho, y el lado externo presenta pelos
adpresos pero solo cuando el arbol es joven. Tiene flores pequefias, solitarias con

pétalos de color amarillo, blanco generalmente ovadas o elipticos [46-47].

Figura 3. Tronco, ramas y hojas de la especie Oxandra xylopioides

https://fieldguides.fieldmuseum.org/sites/default/files/rapid-color-quides-

pdfs/1159 peru_timber trees of madre de dios.pdf

Esta especie es encontrada en Colombia en las regiones Antioquia, Chocg,

Cundinamarca, Amazonas, Caqueta, Cordoba, Guainia, Vaupés [47].
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Figura 4. Distribucion geografica de Oxandra xylopiodes en Colombia.

http://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:178642-2

4.3.2. CONSITUYENTES FITOQUIMICOS

Oxandra xylopioides es una especie que posee pocos metabolitos secundarios,
pero que se presentan en grandes cantidades [48]. En la corteza y las ramas se
reportd el aislamiento de tres alcaloides de nucleo 4-azafluorendnicos: 6-
hidroxionichina (25); 5-hidroxi-6-metoxionichina (26); 2,6-dimetoxi-7-hidroxionichina
(27) [49].

R1 R2 Rs
(25) H H H
(26) H OH H
(27) OCHsz OH CHs
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Un estudio en las hojas de esta especie, se identificd y aislo el berenjenol o 21:24-
epoxi-24-metil-cicloartano (28), también se aislé el monoterpenoide isoespintanol
(29) [50-51]. Ademas se report6 por primera vez el compuesto diisoespintanol (30),

el cual se encontraba tanto en las hojas como en la corteza [52].

28
27

Ay 31

HsCO 3 2 OH

OCHj

(28) (29)
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5. ISOESPINTANOL

El isoespintanol o 2-isopropll-3,6-dimetoxI-5-metilfenol (29), es un monoterpeno
sélido, incoloro y cristalino de peso molecular 210 g/mol, es extraido de las hojas de

Oxandra xylopioides con disolventes de baja polaridad [48].

5.1. METODOS DE EXTRACCION Y PURIFICACION

El procedimiento de extraccion es de gran importancia, ya que se busca obtener un
mayor rendimiento al momento de la extraccion y ademas que no se altere la
naturaleza quimica de los compuestos que queramos separar. Del analisis de las
partes experimentales de los diferentes articulos escogidos, se puede decir que solo
se han reportado 2 formas de extraer el monoterpeno isoespintanol, por

cromatografia de columnay por hidrodestilacién.

5.1.1. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

Rojano y colaboradores extrajeron y aislaron por primera vez el isoespintanol por
cromatografia en columna y desde aqui, los diferentes estudios que se han ido

trabajando con el monoterpeno, han utilizado este método a la hora de la extraccion.

La extraccion consistié en tomar 30 gramos del extracto de éter de petroleo de la
especie Oxandra xylopiodes, y la sometieron a una columna de gel de silice,
eluyendo tal columna con un 1 L de sistemas de mezclas de solventes de polaridad
escalonada de hexano y diclorometano 95:5, 80:20, 70:30, y por ultimo un sistema
de solo diclorometano. Del proceso se lograron cuatro fracciones. La fraccion dos
se disolvio en diclorometano y el isoespintanol fue recristalizado en hexano
obteniéndose un rendimiento del 1,5%. De las otras fracciones con determinados

procesos se aislo el compuesto berenjenol [50].
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Igualmente Garcia, tomo el subextracto de bencina de las hojas de la especie
Oxandra xylopioides y realiz6 el mismo procedimiento de Rojano, pero en este caso
eluyendo con un sistema bencina:diclorometano en proporcion 1055 vy
bencina:diclorometano:metanol en proporcion 4:6:2. Lo que permitio la recoleccion
de 260 fracciones que fueron recolectadas en 33 subfracciones teniendo como
criterio el Rf (visualizacion de las manchas) y la apariencia (forma de los cristales,
coloracion). Tres de estas subfracciones se sometieron a recristalizacion, luego
mediante el perfil cromatografico y caracteristicas fisicas se reunieron las
recristalizaciones, por lo cual, se formé una sola sustancia etiquetada como OHB-
6. Después, esta sustancia fue analizada con espectrometria de masas, RMN - 'H
y 13C, y sus resultados afirmaron que se trataba del compuesto isoespintanol, el cual
representaba al 30 % en peso del subextracto bencinico de las hojas. En este

procedimiento se obtuvo un rendimiento del 1,3% [52].

Asi mismo y en otros estudios relacionados con el isoespintanol, utilizan este
meétodo para extraer y purificar el monoterpeno y evaluar su actividad bioldgica,

como los estudios de Zapata [53], Bufiay [48], Rinaldi [54] y Marquez [55].

5.1.2. HIDRODESTILACION

El principio de la hidrodestilacion es llevar a estado de ebullicidbn una suspension
acuosa de un material vegetal, en este caso un extracto, de tal manera que los
vapores generados puedan ser condensados Yy recolectados. Angulo vy
colaboradores en el 2015 establecieron la hidrodestilacion como otro método para
la obtencién de isoespintanol, a partir del Extracto Bencinico de Oxandra

xylopioides.

Inicialmente los investigadores ensayaron el procedimiento pesando tres diferentes
cantidades de isoespintanol puro (20, 50 y 100 mg) donde cada uno se diluy6 con
2 mL de diclorometano. Después, cada mezcla se acoplo al montaje de
microdestilacion, en el que previamente se agregaron 15 mL de agua al balon de

destilacion con la mezcla, al final se obtuvo un hidrodestilado. Los volatiles
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contenidos fueron extraidos con volumenes de diclorometano, reducido su volumen
en un rotaevaporador, y por ultimo secados y pesados, cabe decir, que en cada
paso se monitoreaba la presencia del monoterpeno con cromatografia de capa
delgada. Finalmente se agregaron pequefios volimenes de hexano y un cristal de
isoespinatnol para que acelerara la cristalizacion. Todo esto se hizo con el fin de
determinar el rendimiento del proceso de extraccion. Igualmente, este proceso se
realiz6 para el extracto bencinico y poder ajustar las variables operativas propias de
la naturaleza de la matriz. Después de ya haber establecido las condiciones
(factores internos, externos, concentracion, etc) para el extracto bencinico se
desarroll6 el método hasta la reduccion del volumen para las tres muestras ya que
el paso de la cristalizacion es el mismo. Los investigadores consideraron utilizar 4
concentraciones diferentes del extracto (tratamientos) 2,27, 4,54, 5,88 y 8,33
mg/mL. Los mejores resultados en términos de exactitud y precisién se observaron

para las muestras de 100 mg del extracto [56].

Tabla 3. Recuperacion de volatiles por tratamiento

Masa de extracto Masa de volatiles

Tratamiento (mg) £ reCt(Jrge;e:dos % volatiles
(concentracién) desviacion q 9= recuperados
estandar esvrlacmn
estandar
1 50,4 +0,3 16,8+ 0,6 33,4
2 100,3+0,4 36,9+24 36,7
3 100,3+0,9 315+15 31,4
4 100,4 + 0,5 247 +0,8 24,6

Los resultados obtenidos muestran que el extracto bencinico a una concentracién
de 4,54 obtuvo la mayor cantidad de voléatiles y un porcentaje promedio de

isoespintanol de 73,12 con un rendimiento aproximado al 1,2%.
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Ahora bien, comparando este rendimiento con extracciones realizadas por
cromatografia en columna en los que se reporta 1,5% y 1,3% es un poco menor,
pero se sabe que estas técnicas de cromatografia utilizan adsorbentes y mayor
gastos de solventes, aparte de que el tiempo de duracion es mayor. Es por eso que
este Ultimo método se caracteriza por que los gastos de insumos y tiempo son
extremadamente bajos, a la vez que es muy rapido y mucho mas amigable con el

medio ambiente [56].

5.2. ACTIVIDADES BIOLOGICAS

5.2.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

En los ultimos afios se ha incrementado el interés por nuevas fuentes naturales de
antioxidantes debido a que pueden impedir, retrasar o inhibir las alteraciones
relacionadas con el estrés oxidativo inducido por las especies reactivas de oxigeno
(EROs) y radicales libres. Otra razon seria la utilizacion de antioxidantes sintéticos
en las industrias, por ejemplo en la alimenticia, como el butilhidroxianisol (BHA) y el
butilhidroxitolueno (BHT), ya que poseen efectos toxicos, se bioacumulan en el
tejido graso y han mostrado ser carcinégenos [57]. El isoespintanol ha demostrado
ser el mejor captador y reductor de radicales siendo descrito como dos veces el

mejor antioxidante, como lo demuestran diferentes estudios al respecto.

Tal es el caso del estudio de Rojano y colaboradores, los cuales evaluaron la
actividad antioxidante del isoespintanol con diferentes ensayos y los compararon
con el antioxidante sintético de mayor uso en la industria de alimentos y

farmaceéutica, el butilhidroxitolueno (BHT).
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Tabla 4. Resultados de los ensayos de actividad antioxidante del isoespintanol y
butilhidroxitolueno (BHT).

B- Fe- SUPER
Compuesto IEPPTA Clijnpé?:a IéBTfA CAROTEN Ascorbato AEE/?(?O OXIDO
soH oMM ol1ceouM  1ICsopMm 9 9  ppm
. 0,01553+
Isoespintanol 295+12 11,4+2,5 80,548,7 19,4+1,5 65,9+4,0 >1000
0,00940
BHT 39+1,4 obocz)gggi 78402  66,7+7.1  56+0,4  30,1#12  >1000

Los resultados del estudio indicaron que el isoespintanol es mejor reductor que el
antioxidante sintético, esto se evidencia en la capacidad que tiene para reducir el
ion Fe3* hasta Fe?* en el ensayo FRAP. En los ensayos ABTS, DPPH y en la
decoloracion de B-caroteno, el BHT es un mejor atrapador de radicales libres que el
isoespintanol. En el ensayo de peroxidacion lipidica en el sistema Fe-Ascorbato la
capacidad protectora de ambos compuestos es muy similar, pero el isoespintanol
reacciona mucho mas lento a la hora de atrapar radicales libres, por lo tanto su
efecto protector es tardio, pero posiblemente se pueda usar en la conservacion de
alimentos con alto contenido de grasas o sistemas emulsificados [58].

Otro estudio en el 2016, utilizo el isoespintanol como estabilizador de la oleina de
palma. Se evalu6 la capacidad de absorcién de especies reactivas del oxigeno
(ORAC) del monoterpeno y el butilhidroxitolueno (BHT) en la oleina de palma,
utilizando técnicas como: ORAC hidrofilico (H-ORACFL), ORAC lipofilico (L-
ORACFL), ORAC con diclorofluoresceinadiacetato (ORACbcrp) y ORAC con rojo de
pirogalol (ORACRrrG).
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Figura 5. Formacion de peréxidos en la oleina de palma suplementados con

isoespintanol, hidroxitoluenobutilado y control (sin antioxidante) [53].

En presencia de isoespintanol, el tiempo de formacion de especies reactivas es
reducido en 17.2% en comparacién con el control, mientras que el uso de BHT solo
implica una reduccion del 4,2%. Estos hallazgos se atribuyen a la mayor capacidad

del isoespintanol para atrapar los radicales generados en el proceso oxidativo [53].
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Figura 6. Capacidad antioxidante de radicales (ORACS) para isoespintanol y
butilhidroxitolueno [53].
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Los resultados mostraron que el isoespintanol tiene mayor capacidad antioxidante
que BHT en todos los ensayos experimentales. Ademas, estos resultados son
positivos considerando que los Institutos Nacionales de Salud consideran que el
butilhidroxitolueno es un promotor de carcinogénesis en humanos, como uretano y

N-fluorenilacetamida [53].

De la misma forma se evaluo la actividad antioxidante del isoespintanol y el timol en
el semen equino criopreservado, donde se determind el porcentaje de inhibicion de
la produccién de especies reactivas de oxigeno y la peroxidacion lipidica en el
semen de cinco caballos criollos colombianos, el cual se sometié a un protocolo de
congelacion, en un diluyente con isoespintanol o timol a concentraciones de 20, 40,
50, 60, 80, 100 uM.

B % Inhibicién = EE
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30
2
1
0
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o

o

Concentracion de isoespintanol (uM)

Figura 7. Inhibicion de especies reactivas de oxigeno por el isoespintanol en
semen equino congelado-descongelado [59].
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Figura 8. Inhibicion de la produccion de especies reactivas de oxigeno por el timol

en semen equino congelado-descongelado [59].

Los resultados obtenidos evidencian que el semen equino produce constantemente
EROs, las cuales fueron inhibidas en diferentes proporciones, segun la
concentracion de los antioxidantes. Las concentraciones con mayor inhibicion de
EROs para el timol e isoespintanol fueron de 50 uM con 61,3% = 0,7 y 40 uM con
44,5% * 1,2 respectivamente (Figura 7 y 8) y que a partir de estas concentraciones
se produjo un descenso de la inhibicién, en coincidencia con el incremento en la
concentracion de los compuestos [59]. En el estudio se concluyé que el
isoespintanol y el timol en diferentes concentraciones tienen un efecto antioxidante
en el semen equino poscongelado, produciendo una disminucion de la produccién
de especies reactivas de oxigeno.

Marquez y colaboradores evaluaron la capacidad de captacién de radicales de
oxigeno en el ADN de linfocitos humanos mediante los métodos ORACFk. y
ORACpPcr comparandolo el antioxidante sintético butilhidroxianisol (BHA). Los

resultados se expresaron en UM equivalentes de Trolox por gramos de muestra
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Tabla 5. Capacidad de captacion de radicales (ORAC) para isoespintanol y
butilhidroxianisol (BHA).

Compuesto ORACFL ORACPGR ORACkprcr/ ORACFEL
BHA 8667,91632,6 1619+23,25 0,19
Isoespintanol 3657,6+148,6 1255+16,28 0,34

Los resultados demostraron que la capacidad de captacion del BHA es superior a
la del isoespintanol, pero consideraron que el Isoespintanol es mas rapido para
neutralizar los radicales que el BHA, por conceptos de reactividad consultados en
bibliografias. Cabe recordar, que el antioxidante sintético ha presentado efectos
adversos sobre la salud de los consumidores [55].

5.2.2. ACTIVIDAD CITOTOXICA

El isoespintanol ha demostrado ser moderadamente efectivo en lo que se refiere a
actividad citotoxica. Un estudio evalu6 mediante diferentes ensayos al isoespintanol
y dos derivados del mismo, el bromuro de isoespintanol (Brl) y el isoespintanol
desmetilado (DMI), la capacidad de inducir la apoptosis los leucocitos

polimorfonucleares aislados de la sangre de donantes sanos.

Las muestras se incubaron con los 3 compuestos a 37 °C durante 3 horas en un
buffer de fosfato. Los estudios de citotoxicidad se llevaron a cabo utilizando los
ensayos de actividad mitocondrial y de exclusién del yoduro de propidio. Con
citometria de flujo (Anexina V) y yoduro de propidio se determino la naturaleza de

la citotoxicidad.
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Figura 9. Efectos del isoespintanol, bromuro de isoespintanol, e isoespintanol
desmetilado sobre la viabilidad celular de las células polimorfonucleares.
El ensayo MTT revel6 que la capacidad de las células para reducir la sal MTT a
formazan disminuyé significativamente en presencia de Brl y DMI (Figura 9). Los
resultados se expresaron como porcentaje del control (células tratadas con DMSO
al 0,5%). No se detect6 actividad citotoxica en concentraciones seleccionadas de

isoespintanol.

Por ultimo en la prueba de deteccion de células apoptéticas, con isoespintanol solo
una pequefia proporcién de los leucocitos sufrieron apoptosis. En cambio con los
derivados, el bromuro de isoespintanol obtuvo un 62,3 + 8,2% frente a 2,1 + 0,5%
de control y 39% vy el isoespintanol desmteilado un 43,4 + 5,2% frente a 0,4 + 0,3%
de control. Aunque el isoespintanol no tuvo grandes respuestas apoptoticas, sus
dos derivados indujeron la apoptosis a la mayoria de las células, por lo tanto, si se
exploraran y sintetizaran mas derivados de este monoterpeno, pudiesen

encontrarse resultados mas satisfactorios en esta y otro tipo de actividades [60].

Igualmente Marquez utilizando los mismos ensayos evaluo la actividad citotoxica de
los 3 compuestos mencionados anteriormente, pero en este caso, sobre
macrofagos murinos RAW 264,7. En los ensayos de actividad mitocondrial el

isoespintanol y desmetilisoespintanol redujeron la viabilidad de las células
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cultivadas, no obstante, el bromuro de isoespintanol no disminuyo la viabilidad a las

concentraciones ensayadas [48].
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Figura 10. Efectos del isoespintanol, bromuro de isoespintanol, e isoespintanol
desmetilado sobre la viabilidad celular de los macrofagos RAW 264,7 a tres

diferentes concentraciones [48].

En el ensayo de exclusion, las células tratadas con isoespintanol y el bromuro
revelaron una pequefia permeabilidad al yoduro de propidio, 8,1 0,3 %y 10,0 2,4
% respectivamente, mostrando una diferencia muy pequefia con respecto al control
7.2 +0,01%. Por otro lado las tratadas con isoespintanol desmetilado mostraron una
elevada permeabilidad con 29 + 2,9%. En la deteccién de la proporcion de células
apoptéticas se tomd la concentraciéon de 10uM para los 3 compuestos. Con el
isoespintanol desmetilado la proporcion fue de 8,1 + 0,7 % frente al control 4,6 +
0,4%; para el isoespintanol fue de 4,4 + 0,3 y para el bromuro 4,3 £ 0,2. El
isoespintanol y sus derivados demostraron no ser citotoxicos a concentraciones
menores de 10 uM en el modelo experimental utilizado y por ende no afectaron la
viabilidad de los macréfagos RAW 257,4 [48].
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5.2.3. ACTIVIDAD ANTIESPASMODICA

Los antiespasmaodicos son de uso frecuente en la medicina popular. Se dan para el
tratamiento de colicos gastrointestinales, colicos hepéaticos, obstruccion esofagica,
gastroenteritis, timpanitis funcional, vomitos, espasmos del sistema urogenital y
oclusion intestinal funcional, entre otros [61]. Igualmente el isoespintanol se ha
caracterizado por tener actividad antiespasmodica. Esto se ha observado en varios
estudios como el de Gavilanez Bufiay [48]. Aqui se evaluaron las propiedades
farmacoldgicas del isoespintanol, y de dos compuestos de uso comercial, el

floroglucinol y su derivado metoxilado, el trimetoxibenceno.

Esto se realiz6 en el intestino, vejiga y utero aislados de ratas. Durante el
procedimiento se realizaron curvas concentracion versus respuesta (CCR) en
intestino y vejiga con el agonista colinérgico carbacol, y en el Utero con serotonina,
en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de los tres compuestos.
Como resultados se obtuvo que el isoespintanol se comportd6 como
antiespasmadico, ya que inhibié no competitivamente a la CCR de carbacol en el
intestino y la vejiga, con una concentracion inhibitoria al 50% (ICso) de 12,5 + 4,2
UMy 38,64 + 3,1 UM respectivamente. De igual forma, el monoterpeno inhibi6é en
forma no-competitiva la CCR de serotonina en el Gtero, con un ICso de 13,7 + 2,7
UM. Con respecto a los dos compuestos, el isoespintanol fue mas potente que el
trimetoxibenceno y similarmente al floroglucinol en el intestino y vejiga, mientras
qgue en el utero el isoespintanol redujo la contraccién producida por la serotonina de

manera no competitiva y completa [48].

Los resultados demuestran que el isoespintanol es un muy buen antiespasmaédico
intestinal, urinario y uterino, con mayor eficacia y mayor potencia manejando un Iso

mas bajo que los derivados de uso comercial.
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5.2.4. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

El desarrollo de resistencias por parte de agentes patdogenos se ha convertido en
un tema muy dificil dltimamente. Es por esos que los cientificos se han dedicado a
la busqueda de principios activos que sean efectivos y a la vez amigable con el
medio ambiente y el ser humano [62]. La caracteristicas antifingicas del
isoespintanol fueron evaluadas contra los hongos Colletotrichum gloeosporioides y
Colletotrichum acutatum causantes de la enfermedad antracnosis, que atacan las
plantas en las hojas provocando ovales de color oscuro sobre estas. El
isoespintanol se manej6 a 3 concentraciones diferentes (500, 250 y 100 mg/L) y el
meétodo utilizado fue el de placa perforada, con un diametro de 9 mm, en un agar de

papa dextrosa, donde se midio el halo de inhibicién cada 24 horas.

Tabla 6. Actividad antifangica del Isoespintanol contra hongos.

Especie Concentracion (mg/L) % de inhibicién
100 30,9
CoIIetotrlgh_um 250 47,8
gloeosporioides
500 33,6
100 44,6
Colletotrichum 250 48,9
acutatum
500 48,9

El estudio antifiungico mostro que a las 168 horas de la siembra, el monoterpeno
presentdé una mayor actividad contra el hongo C. acutatum, mostrando una
inhibicion del halo de 44.6 % a una concentracion de 100 mg/L y para las
concentraciones 250 y 500 mg/l se mostré una inhibiciéon de 48.9 %. Contra el
hongo C. gloeosporiodes se observaron valores de 30,9% a la concentracién de 100
mg/L, 47,8% a 250 mg/L y 33,6 a 500 mg/L. Esto resultados demuestran que el
isoespintanol es un compuesto con un buen potencial antifingico, ademas que el

compuesto podria tener un impacto positivo en la agricultura, principalmente en el
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tratamiento de enfermedades por hongos pertenecientes al género Colletrotichum
[63].

5.2.5. ACTIVIDAD INSECTICIDA

De igual manera el isoespintanol ha mostrado ser un agente insecticida contra
determinados tipos de insectos. Por ejemplo, el estudio frente al gusano cogollero
del maiz, Spodoptera frugiperda, el cual mostro ser neutralizado por el
monoterpeno. En esta investigacion, el isoespintanol fue aplicado por inmersion en
las hojas del maiz en diferentes concentraciones (100, 300, 900y 2700 ppm) sobre
larvas del segundo instar de Spodoptera frugiperda. Al cabo de 24, 48 y 72 horas

se determiné el porcentaje de mortalidad y se calculé la dosis letal 50 y 90.

Tabla 7. Mortalidad de larvas de Spodoptera frugiperda en respuesta a la accién

biocida.
Tiempo (horas) 24 48 72
0 0, 0,
Tratamiento ., % d? % de /0 dF.“ % de /0 d? % de
Repeticion mortalida mortalida mortalida
(Ppm) q fuga q fuga g fuga
1 0 10 0 0 10 0
Testigo 2 0 0 0 0 0 0
3 0 10 0 10 10 0
4 0 0 0 0 10 0
1 0 0 0 0 0 0
Blanco 2 0 0 0 0 10 0
3 0 0 0 0 10 0
4 0 0 0 0 0 0
1 0 10 30 0 60 10
2 0 20 10 0 70 0
100 3 0 10 20 0 90 0
4 0 0 40 0 80 10
1 0 10 80 0 90 0
2 0 10 90 0 90 0
300 3 0 20 60 0 80 0
4 0 10 80 0 90 0
1 10 0 60 0 100 0
900 2 20 20 80 0 80 0
3 0 0 100 0 100 0
4 20 10 60 0 90 0
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1 30 0 100 0 100 0
2 0 10 80 0 100 0
2700 3 10 0 80 0 100 0
4 10 10 80 10 100 0

Con los resultados, seguidamente se hizo un analisis de mortalidad, el cual
demostré que el isoespintanol tiene un efecto toxico frente a la larva de Spodoptera
frugiperda mostrando que la dosis con mayor mortalidad es de 2700 ppm. La dosis
letal 50 y 90 fue de 147,07 ppm y 1394 ppm respectivamente, a las 48 horas
postratamiento. Estos resultados permitiran avanzar en el estudio y aplicacion de

insecticidas bioldgicos para el manejo integrado de plagas [64].

5.2.6. ACTIVIDAD VASODILATADORA

Se ha observado que el isoespintanol también posee un efecto vasodilatador,
mucho mejor que el oxido nitrico, el cual es catalogado como el mejor factor
relajante derivado del endotelio. Esto se demuestra en los resultados del estudio en
los que se tomaron anillos de aortas toracicas aislados de ratas Wistar, los cuales
fueron contraidos con cloruro de potasio y luego relajadas por exposicion a una
solucioén libre de Ca?* en ausencia y presencia de isoespintanol a una concentracion
de 0,6 yg/mL. Para evaluar mejor esta actividad se realizaron experimentos
adicionales bajo la inhibicién de la 6xido nitrico sintetasa con L-NAME (L-NG-éster
metilico de nitroarginina). Las respuestas contractiles se calcularon en mg de fuerza
por mg de peso humedo de tejido (F/W) y ademas se midié el tiempo para obtener
el 50% de relajacion (T-50) [54].
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Figura 11. Parte superior: trazados representativos de las contracciones inducidas
en los anillos adrticos de control y tratados con isoespintanol. Parte inferior:
resultados promedio de la fuerza méaxima de contraccion (F /W) y T-50 de

relajacion [54].
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Figura 12. A: Resultados promedio de la fuerza maxima de contraccién (F / W). B:
t para el control y los anillos aorticos ISO en presencia de L-NAME vs sin L-NAME
[54].

Se evidencio que la presencia de isoespintanol disminuy6 la F/W notablemente de
257 + 19, con respecto al control que fue de 360 + 18. La relajaciéon fue similar en
los anillos adrticos de control y los tratados con isoespintanol, mostrando valores
iguales de T-50 en ambos. El estudio concluyo que el pretratamiento con
isoespintanol produce un efecto relajante sobre la aorta que fue significativamente
atenuado por la inhibicion de NOS con L-NAME.
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6. CONCLUSIONES

Esta revision documenta que las especies de la familia Annonaceae producen un
namero importante de compuestos con una gran variabilidad estructural, y un
extendido rango de actividades biolégicas; muchos de ellos con actividad
antioxidante, antibacteriana, antifingica, citotoxica, antimalarica e insecticida
establecidas y soportadas por informacion obtenida por varias investigaciones del
tipo fitoquimico y farmacoldgico, lo cual convierte a estas especies en potenciales
fuentes de compuestos importantes en la busqueda de nuevos farmacos de interés

terapéutico y/o medicinales.

Ademas, se permitié describir los métodos utilizados para la extraccion y purificacion
del monoterpeno isoespintanol, la cromatografia en columna y la hidrodestilacién;

esta Ultima caracterizada por su rapidez, pocos materiales y minimo dafio ambiental.

Aln mas importante, basandose en la revision bibliografica del isoespintanol aislado
de la especie Oxandra xylopioides, sus actividades biolégicas (antioxidante,
citotdxica, antiespasmddica, antifingica, insecticida y vasodilatadora) convierten a
este metabolito en un potencial producto objeto de estudio de futuras
investigaciones en el area de la salud y la industria; dandole herramientas con
indicios experimentales para el desarrollo, por ejemplo de nuevos medicamentos 0

productos soportados en la efectividad de sus bioensayos.
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