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RESUMEN

La investigacioén fitoquimica de las hojas y flores de Iresine diffusa Humb. & Bonpl. ex Willd, permitié al aislamiento
de cuatro metilendioxi flavonoides, incluyendo la coumaronocromona Aervin B (1-4). Las estructuras de los metabo-
litos aislados fueron determinadas a través de datos espectroscépicos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN),
Espectroscopia de Infrarrojo (IR), Espectrometria de Masas (EM) y por comparacién con datos previamente reporta-
dos en la literatura. Todos los compuestos fueron aislados, por primera vez, de la especie Iresine diffusa. La contribu-
cion quimio-taxonémica de esos compuestos al género es discutida en esta comunicacioén.
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ABSTRACT

The phytochemical investigation of flowers and leaves from Iresine diffusa Humb. & Bonpl. ex Willd, led to the iso-
lation of four methylenedioxy flavonoids, including the coumaronochromone Aervin B (1-4). The structures of the
isolated metabolites were determined by spectroscopic data of Nuclear Magnetic Resonance (NMR), Infrared Spec-
troscopy (IR) and Mass Spectrometry (MS), and by comparison of their spectral data with those reported previously in
the literature. All compounds were isolated from Iresine diffusa for the first time. The chemotaxonomic significance

of these flavonoids is summarized.
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Introduccion

Iresine es un género de plantas con flores con un
gran numero de plantas ornamentales en la familia
Amaranthaceae. Estas plantas se encuentran en la
América tropical, donde hay hasta 35 especies (Elias-
son, 1987; Judd y col., 2007), sin embargo, solamen-
te algunos estudios fitoquimicos y farmacologicos de
especies de Iresine, han sido publicados (Cappaso y
De Feo, 2007; Bussmann y Glenn, 2010). Algunas es-
pecies son de amplio uso en la medicina tradicional
de paises americanos, con diferentes propositos, de
ellas la Iresine herbstii es una de las especies mas
estudiadas. En relacion a la fitoquimica del género, la
evidencia indica la presencia de isoflavonas (Klejdus
y col., 2007; Valentova y col., 2011); alcaloides, car-
bohidratos, saponinas y tioles en la especie I. herbstii
(Chaudhuri y Sevanan, 2012). Iresine herbstii ha sido
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validada farmacolégicamente mostrando efectos
sobre el sistema nervioso central. Efectivamente, los
extractos purificados (metabolitos) de estas especies
en asociacion con otras plantas, producen una signifi-
cativa reduccion en la actividad locomotora, coordi-
nacion motora y en el comportamiento estereotipado
en ratones, con efectos terapéuticos (agente psicotro-
pico) en la respuesta del sistema nervioso central,
constituyéndose como un recurso natural para trata-
mientos contra el Parkinson y la Esquizofrenia (Nencini
y col., 2006; De Feo y col., 1996). En Brasil se le utiliza
como cicatrizante y como antibacteriano (Chaudhuri y
Sevanan, 2012; Schmidt y col., 2009) y en la India se
le reconocen diversas propiedades farmacolégicas
(Chaudhuri y col., 2011). En Perti se emplea para tra-
tar hemorragias, inflamaciones de ovario y malaria
(Céline y col., 2009); en México, la especie es utiliza-
da por los Mayas para el tratamiento de varias enfer-

Caracas, Venezuela

Dipartimento di Chimica e Tecnologia delle Sostanze Biologicamente Attive, Universita di Roma, Roma, Italia.



FLAVONOIDES DE IRESINE DIFFUSA

medades tales como malaria, fiebre tifoidea y cancer
de prostata (Schmidt y col., 2009); y en Argentina se
utiliza como remedio para las picaduras de serpientes
(Camargo y col., 2011). En Venezuela, donde se cono-
ce comunmente como valeriana, es reconocida por
sus propiedades sedantes (Capasso y De Feo, 2007).
Estudios fitoquimicos previos para esta especie,
muestran el aislamiento de esteroides, triterpenos gli-
cosilados y drimenos (Rios y Berber, 2005).

En la actualidad no existen en nuestro pais estu-
dios fitoquimicos ni farmacologicos para la especie
Iresine diffusa, por ello estudiamos la fitoquimica y
la farmacologia de esta planta como parte de un pro-
yecto global del estudio de plantas utilizadas en la
medicina tradicional venezolana.

Materiales y métodos
PROCEDIMIENTO GENERAL

Los puntos de fusion fueron determinados utili-
zando un instrumento Kofler hot-stage y se reportan
sin corregir. Los espectros de Espectroscopia de In-
frarrojo (IR), en pastillas de KBr, fueron determinados
mediante el uso de un espectrometro Perkin-Elmer
1320. Los espectros de 'Hy '3C NMR mediante el
uso de un CDCl5 en un equipo JEOL 270 MHz y en un
Bruker 500 MHz, las resonancias estan referenciadas
con respecto a la senal residual del disolvente utili-
zado. Los espectros de masa se determinaron
empleando un equipo Finnigan Trace Mass Spectro-
meter. Los procedimientos de aislamiento por croma-
tografia de columna se evaluaron empleando croma-
tografia de capa fina sobre placas de aluminio cubier-
tas con gel de silice (Merck, Kieselgel 60 F254). En el
proceso de revelado se utilizé una lampara de UV y
como reactivo revelador una disolucion de p-anisal-
dehido en metanol (MeOH).

MATERIAL VEGETAL

Las hojas y flores de I. diffusa, se colectaron en
San Diego de los Altos en el estado Miranda en junio
de 2008, la especie fue autentificada por el botanico
Dr. Stephen Tillett. Una muestra representativa de esa
coleccién con el cédigo (MYF26730) se guarda en el
Herbario Victor Manuel Ovalles (MYF) de la Facultad
de Farmacia de la Universidad Central de Venezuela.

EXTRACCION Y AISLAMIENTO DE LOS COMPUESTOS
CARACTERIZADOS

Las hojas y flores, secas y molidas de I. diffusa
(350 g), se sometieron a extraccion por maceracion
con metanol a temperatura ambiente por 72 horas.
Se filtro y se evaporo el solvente a presion reducida,
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utilizando un rota-evaporador. Este proceso permitio
obtener 12 g del extracto crudo. Este extracto se di-
solvié en una mezcla MeOH:H,O (50:50), la cual se
sometié a un proceso de particiéon con n-hexano,
diclorometano y acetato de etilo, sucesivamente. Ob-
teniéndose 1.06 g, 1.42 g, y 1.25 g, respectivamente.

El extracto de diclorometano (1.00 g), se sometio
a un proceso cromatografico en columna abierta, uti-
lizando silica-gel como soporte y la elucion se realizd
utilizando un gradiente desde 1-100 de acetato de
etilo (AcOEL) en cloroformo (CHCls, Se obtuvo 10
fracciones de 50 mL c/u; de las fracciones (F1 + F2),
y (F3 + F4) se obtuvo los compuestos puros 3 (27 mgq),
y 4 (32 mg) respectivamente. Las fracciones F5 y F6
dieron por precipitacién un sélido amarillo, el cual se
caracteriz6é como el flavonoide 2 (250 mg). Las frac-
ciones (F7-F10) se combinaron y re-cromatografiaron
en una columna de silica-gel eluida con una mezcla
de polaridad creciente entre CHCls-MeOH, se obtuvo
de esa cromatografia 435 mg de Aervin B (1). Las
estructuras de los compuestos aislados, se estable-
cieron en base al analisis de espectros de RMN en 1y
2D ('H, '3C, DEPT, HMQC, HMBC) y de espectrometria
de masas (HRMS) y su posterior comparaciéon con
datos previamente descritos en la literatura.

Resultados y discusion

Los flavonoides 2, 3 y 4, los cuales han sido obte-
nidos previamente de fuentes naturales, se identifica-
ron por sus espectros de RMN ('H, !3C, DEPT) cuyas
senales se compararon con datos de la literatura los
cuales indican la presencia de: 3,5-dimetoxi, 6,7-me-
tilendioxi-flavona (2) (Buschi y col., 1979); 5-metoxi,
6,7-metilendioxi-flavona (3) (Ng y Goh, 1990) y 3-hi-
droxi, 6,7-metilenedioxi-flavonol (4) (Park y col.,
2008) (Tabla I).

El compuesto 1, se aislé6 como un solido amari-
llo de punto de fusion (p.f) 258-260 °C. El espectro
de masas HR-ESI-EM dio un ion M* con una m/z
310,2578, el cual permitié obtener una férmula mo-
lecular de C;,H,,O¢, determinando un nimero de 13
insaturaciones en la molécula. El espectro de Infra-
rrojo mostré bandas maximas de absorcion para car-
bonilos o,p-insaturados (1620 and 1600 cm’!), para
C-H aromaticos (1474 cm’!) y para grupo metilendio-
xi (O-CH,-O ) a (918 cm!). El espectro de RMN de pro-
tones mostré un singlete para un proton aromatico a
Oy 6,79, un singlete el cual integré para dos protones
senalo la presencia del grupo metilendioxi a 8 6,05,
se observo igualmente la presencia de un grupo me-
toxi a un desplazamiento de 6y 4,15. Las senales des-
critas indicaron que la estructura analizada tenia el
anillo-A tri-sustituido, observado en los flavonoides
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Tabla I

Desplazamientos quimicos de '3C
de los flavonoides (2-4)

Posicion 2 3 4
dc(ppm) | dc(ppm) dc(ppm)

2 161.0 152.9 147.2

3 108.2 141.4 137.5

4 177.9 174.2 177.7

5 141.3 141.1 141.4

6 134.9 134.7 136.9

7 153.2 153.0 153.1

8 92.9 93.0 92.9

9 154.8 153.9 153.0

10 112.7 113.6 112.5

1’ 130.5 130.7 131.1

2’ 125.9 128.6 127.6

& 129.0 128.5 128.5

4 131.2 130.4 129.8

5y 129.0 128.5 128.5

6’ 125.9 128.6 127.6
OCH,0 102.2 102.2 101.4
C(5)OCHj5 61.1 61.2 61.5
OCH5; - 60.1 ——

previamente identificados (2-4). El complejo patrén
de acoplamiento del anillo-B, fue indicativo de cuatro
protones mutuamente acoplados en un anillo tipo
bencénico di-sustituido en posiciones orto. El analisis
comparativo de los espectros de '3C y DEPT 135, re-
veld la presencia de un grupo metilo, un metileno,
cinco metinos y diez carbonos cuaternarios. El grupo
carbonilo a§173,6, el metilendioxia d 102,6 y el me-
toxia 061, 3, se asignaron al igual que todos los car-
bonos cuaternarios pertenecientes al anillo-A del fla-
vonoide que se analizaba. Con la ayuda de los experi-
mentos COSY y HMQC se determinaron las correla-
ciones 'H-'H and 'H-!3C. Las asignaciones completas
de toda la estructura se realizaron en base a J?, J3
obtenidas del experimento HMBC (Figura 2). Se des-
cartoé una posible 2’-hidroxi-isoflavona, por la ausen-
cia de la tipica senal de (H-2) del esqueleto de una
isoflavona y porque la comparacion con estructuras
similares, indicaron que las senales del anillo-B en 1,
aparecen a campo mas bajo. Las senales cruzadas
entre H-6" (dy 8,15) con C-3 (¢ 99,0) y C-2" (8¢
149,7), que se observaron en el espectro HMBC, su-
girieron una conexién entre C-3, C-1’ (3¢ 123,5), y C-
2’. Las correlaciones de H-3" (6 7,46) con C-2 (163,8),
C-1’, yde C-3y H4" 8y 7,37) con C-2°, y C-1’, indica-
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ron la conectividad de los anillos Cy B a través de un
anillo de tipo furano. Esas evidencias confirmaron la
estructura de una coumaronocromona (Shou y col.,
2009; Wen-Li y col., 2002). Este tipo de estructuras,
poco comunes, han sido encontradas particularmen-
te en algunos géneros (Piscidia, Euchresta, Lupinus)
de la familia Fabaceae (Tahara y col., 1985; Hashi-
doko y col., 1986; Mizuno y col., 1989).

5-Metoxi, 6, 7-metilendioxi-coumaronocromona (Aervin B) (1)
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Figura 1. Estructuras de los flavonoides aislados.

Figura 2. Correlaciones HMBC de Aervin B.

La evidencia indica que el compuesto 1, identifi-
cado como 5-methoxy-6, 7-metilendioxi-coumarono-
cromona, el metabolito mayoritario aislado de flores
y hojas de I. diffusa, habia sido previamente aislado
de Aerva pérsica, una especie perteneciente igual-
mente a la familia Amaranthacea y el cual fue llama-
do Aervin B (1) (Imran y col., 2009).

Todos los flavonoides aislados, se sometieron a
pruebas como antibacterianos, anti-VIH, leishmanici-
day de citotoxicidad sobre algunas células de cancer
humano, pero los resultados indicaron solo una mo-
derada actividad en todos los ensayos. Se requieren
estudios adicionales para evaluar su posible activi-
dad como sedante.

5-METOXI, 6,7-METILENDIOXI-COUMARONOCROMONA (1)

'H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 6,79 (1H, s, H-8),
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7.46 (1H, dd, J =1,5; 7,5 Hz, H-3’), 7,37 (2H, m, H-4’
and H-5°), 8,15 (1H, m, H-6"), 6,05 (2H, s, O-CH,-0O),
4,15 (3H, s, 4" OCHs). '3C NMR (125 MHz, CDCl3): §
163,8 (C-2), 99,3 (C-3), 173,6 (C-4), 142,6 (C-5),
136,2 (C-6), 152,4 (C-7), 93,8 (C-8), 151,6 (C-9),
112,9 (C-10), 123,5 (C-1'), 149,7 (C-2’), 111,0 (C-3"),
125,2 (C-4"), 125,0 (C-5"), 121,9 (C-6"), 102,6 (O-
CH2-0), 61,3 (OCHs).

Conclusiones

Se aislaron por primera vez para el género Iresine
los flavonoides (1-4). La evidencia senald la presen-
cia de flavonoides, incluyendo isoflavonoides en la
familia Amaranthaceae (Ahmed y col., 2006; Tundis
y col., 2007; Payal y col., 2015; Brochado y col.,
2003). El aislamiento de la coumaronocromona Aer-
vin B (1), es el segqundo que se conoce y la especie I.
diffusa, pertenece a otro género de la misma familia.
Compuestos de tipo esteroides, triterpenos (Crabbé
y col., 1958,1961), lactonas sesquiterpenicas y dri-
menos (Rios y Berber, 2005), e isoflavonoides, se
han identificado también de especies de Iresine.

La existencia de la subunidad 5-metoxy-6,7 meti-
lendioxi en los flavonoides aislados, esta de acuerdo
con el perfil quimico de otras especies de Iresine, ya
que en varias de ellas se han aislado isoflavonoides
con un esqueleto similar (Crabbe y col., 1958, Valen-
tovay col., 2011).

Basados en el perfil fitoquimico de I. diffusa, se
puede concluir que la fitoquimica de la especie se
encuentra dentro de la conocida para la familia
Amaranthacea y especificamente relacionada con
otras especies del género. Considerando las grandes
cantidades obtenidas del compuesto 1, se puede
proponer a Aervin B como un marcador quimiotaxo-
némico de la especie Iresine diffusa.
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