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RESUMEN

De las hojas y ramas de la especie Strychnos bredemeyeri, se aislaron cinco

compuestos, cuatro flavonoides (Compuestos A, B, C y D) y un terpeno (Compuesto E).

El aislamiento de los compuestos A, B, C, D y E, se llevé a cabo sometiendo el
extracto metandlico crudo (Sb-EMeOH) a cromatografia liquida al vacio (CLV),
obteniendo una fraccion rica en flavonoides (SbD) que, posteriormente, fué fraccionada
mediante cromatografia de exclusion molecular, logrando separar los metabolitos de

interés en las fracciones SbD;.,, SbD1.5y SbD1.6.

La purificacion de los flavonoides se realizé mediante cromatografia en columna
(CC) y la posterior caracterizacion mediante espectroscopia UV-Vis. A partir de SbD;.,
se consiguio aislar (16,6+0,1)mg de una mezcla de dos componentes, los espectros de
UV-Vis sugieren que nucleo flavonoidal del compuesto mayoritario (B) corresponde a un
3',4',5,7-tetrahidroxiflavonol sustituido en la posicion 3, mientras que, el compuesto
minoritario (A) corresponde a 4',5,7-trihidroxiflavona. Asi mismo, a partir de SbD;5 se
aislé el compuesto C, los espectros de UV-Vis indican que se trata de un 3'4'5,7-
tetrahidroxiflavonol sustituido en la posicién 3y, finalmente, el compuesto D se purifico
a partir de SbDy.6, (13,5+0,1)mg.

Los flavonoides B y D se identificaron a partir del andlisis por espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (RMN *H, *C, *H-'H COSY y HSQC) como Quercitrina

(quercetina-3-0O-a-L-ramndésido) y quercetina-3,7-O-a-L-diramndsido, respectivamente.

El compuesto E, que no ha sido identificado, se aislé por CC de la fraccidn rica en
terpenos SbB, (34,1+0,1)mg. Adicionalmente, el ensayo comparativo de SbB con



Strychnos bredemeyeri |ll

patrones de Lupeol y B-sitosterol por cromatografia en capa fina (CCF) evidencio la
presencia de ambos.

Palabras clave: Strychnos, Strychnos bredemeyeri, flavonoides, terpenos,
quercitrina, quercetina-3-O-a-L-ramnoésido, quercetina-3,7-0O-a-L-diramnésido, Lupeol,

B-sitosterol.
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LISTA DE ABREVIATURAS, ACRONIMOS Y SIMBOLOS
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Cromatografia de columna
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INTRODUCCION

Las plantas medicinales se han empleado con fines curativos desde hace miles de
afios. Durante mucho tiempo los remedios naturales, sobre todo las plantas
medicinales, fueron el principal e incluso el Unico recurso terapéutico disponible. Esto
hizo que se profundizara en el conocimiento de las especies vegetales que poseen
propiedades medicinales y se ampliara la experiencia en el empleo de los productos

que se extraen a partir de ellas.*

Los compuestos en los organismos vivos se pueden dividir en dos grandes grupos:
metabolitos primarios y secundarios. Los metabolitos primarios son aquellos que se
producen y participan en los procesos metabdlicos primarios tales como la respiracion y
la fotosintesis, son necesarios para el crecimiento, desarrollo y supervivencia del
organismo, incluyen azucares, aminoacidos, acidos tricarboxilicos, proteinas, acidos
nucleicos y polisacaridos; los metabolitos secundarios son producidos por las vias
metabdlicas derivadas de rutas primarias, son numerosos y muy diversos, sobre todo

en las plantas superiores.?

Las plantas medicinales son una rica fuente de fitoquimicos bioactivos o
bionutrientes. Los fitoquimicos se acumulan en diferentes partes de la planta, como en
las raices, tallo, hojas, flores, frutos o semillas. Los niveles varian de una planta a otra,
dependiendo de la variedad, el procesamiento y las condiciones de cultivo. Estos
compuestos fitoquimicos son conocidos como metabolitos secundarios de plantas y
tienen propiedades biologicas tales como actividad antioxidante, efecto antimicrobiano,
modulacion de las enzimas de desintoxicacion, estimulacion del sistema inmunolégico y

propiedad anticancerigena.®
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Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios o productos naturales no tienen funcién reconocida o
directa en los procesos de fotosintesis, respiracion, sintesis de proteinas y asimilacion
de nutrientes; tienen una distribucion restringida en el reino vegetal, es decir, un
metabolito secundario determinado se encuentra con frecuencia en una sola especie
vegetal o grupo de especies relacionadas, mientras los metabolitos primarios se

encuentran en todo el reino vegetal.”

Los productos naturales contribuyen al color, aroma y sabor de la planta, la
protegen de peligros ambientales como la contaminacion, el estrés, la sequia, la
exposicién UV, asi como de la ingestion por herbivoros y de la infeccion por patégenos
microbianos, ademas sirven como atrayentes de polinizadores y de dispersores de

semillas, entre otras cosas. > *

La clasificacion de los metabolitos secundarios puede hacerse de acuerdo a sus
estructuras, a su bioformacion, a la fuente de produccion o a su accion bioldgica, sin
embargo, en todos los casos es inevitable la superposicion, por lo que el criterio mas
acertado es aquel que usa la biosintesis como denominador comun, la cual, en su
esquema béasico engloba metabolitos primarios y secundarios. De acuerdo al criterio
biosintético propuesto en el Esquema 1 se obtienen entonces tres grandes grupos de
compuestos: terpenos y terpenoides, compuestos aromaticos o fendlicos y compuestos

tipo alcaloides.>?
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Terpenos y terpenoides

Los terpenos son hidrocarburos de origen vegetal que pertenecen a las familias de
los alcanos, alcoholes, ésteres, éteres, aldehidos y cetonas; cuando las moléculas
contienen atomos de oxigeno se emplea preferentemente el término terpenoide,
también se les conoce como isoprenoides por ser derivados del precursor inmediato del
isopreno, el isopentenil difosfato, una molécula de cinco atomos de carbono. El
precursor biogenético de los terpenos es la acetil-coenzima A, la condensacion de tres
moléculas de acetil-CoA da lugar a la formaciéon del (R)-acido mevaldnico, este Gltimo
es fosforilado, descarboxilado y deshidratado para obtener el isopentenil difosfato, que

no es mas que la forma activada del isopreno, a partir del cual se forman los terpenos. *
Ta

Los terpenos no sélo son el mayor grupo de productos naturales en las plantas, que
comprende al menos 30.000 compuestos, sino también es el mas surtido de tipos
estructurales. La unién sucesiva de dos, tres, cuatro, cinco, seis y ocho unidades de
isopreno, generan, respectivamente, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
sesterterpenos, triterpenos y tetraterpenos, si la molécula es el resultado de la union de
mas de ocho unidades de isopreno se denomina politerpeno, y aunque estos
compuestos presentan una biosintesis y una estructura comun, no desempefian las

mismas funciones.® 8

Las funciones defensivas de los terpenos en las plantas abarcan agresiones
bidticas como la herbivora e infecciones causadas por patdégenos viricos, bacterianos o
fungicos, también ofrecen proteccion a nivel celular y tisular frente a agresiones
abibticas como el exceso de luz, la sequia o la contaminacién atmosférica, estas

perturbaciones dan lugar a la formaciébn de compuestos oxidantes que limitan el
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desarrollo de la planta y son contrarrestados por las propiedades antioxidantes de los

terpenos.®
CO; + H,O
Fotosintesis
Carbohidratos
Glucdlisis
Acido piravico
Acetil Co-A Vi (.:le,l "’?C'd° Acido citrico
shikimico
I
Via del acido Via del acido Fenilalani Aminoéacidos
mevalénico malénico emiianing alifaticos
I
Terpengs y .AE:IdF) AmanE—:l?ldOS Alcaloides
terpenoides cinamico aromaticos
Saponinas Comgu_estos Flavonoides
fendlicos

Esquema 1. Rutas biosintéticas de metabolitos secundarios en plantas.*

Los terpenos tienen un papel importante como: fragancias en perfumeria,
constituyentes de los condimentos para alimentos, atractores naturales de insectos
imitando sus propias feromonas, medicamentos para el tratamiento de numerosas

enfermedades, entre otras. Se ha encontrado que poseen una variedad de efectos
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biologicos, incluyendo antibacterial, sedante, antitumoral, citotdxico, antiinflamatorio,

insecticida, entre otros. " °

El 6xido de escualeno es un terpenoide de 30 atomos de carbono, precursor de
triterpenos, esteroides y saponinas. Las saponinas son metabolitos secundarios
ampliamente distribuidos en la naturaleza, producidos principalmente en el reino
vegetal; son solubles en agua y tienen diversas propiedades, entre ellas, dulzor o
amargor, debido a la cantidad de glicésidos presentes, formacion de espuma y
propiedades emulsionantes, propiedades hemolitica, antimicrobiana, insecticida y
molusquicida, adicionalmente se han encontrado amplias aplicaciones en bebidas y
productos de confiteria, cosméticos y farmaceéuticos. Tienen accién estimulante sobre el
sistema nervioso central, actividad antipirética, sedante, expectorante, antitdsica,
antiinflamatoria, previenen las Ulceras provocadas por el estrés, aceleran la movilidad

intestinal y, ademas, promueven la sintesis de ARN y de proteinas.®® *°

Las saponinas pueden ser clasificadas quimicamente en triterpenoidales o
esteroidales, sin embargo, son metabolitos estructuralmente diversos por ser
susceptibles a reacciones de fragmentacion, homologacion y degradacion; se
componen de agliconas no polares enlazadas a uno 0 mas restos de sacéridos y, en
algunos casos, tensoactivos no volatiles, que ademas de azucares, poseen un glicérido
gue contiene dos unidades de acido linolénico y una unidad de galactosa con la cual se

conecta el resto glicerilo al esqueleto del acido oleandlico.® 1°

Compuestos aromaticos o fenadlicos

Los compuestos fendlicos se derivan generalmente de las vias de las pentosas
fosfato y producen compuestos aromaticos después de una serie de transformaciones

en las rutas metabdlicas de los acidos shikimico y acético. Incluyen derivados simples
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de benceno, anillos bencénicos condensados, mondémeros, dimeros o polimeros de alto
peso molecular. Se pueden clasificar en cuatro grupos: acidos fendlicos, que se divide
en hidroxibenzadicos e hidroxicinamicos; flavonoides, que incluyen flavonoles, flavonas,
flavanonas, isoflavonas y antocianinas; taninos que pueden ser hidrolizables o

condensados v, finalmente, lignanos. > 2

Los polifenoles estan involucrados en la defensa de las plantas contra la radiacion
ultravioleta, la agresion por agentes patdégenos, parasitos y depredadores.
Adicionalmente, contribuyen tanto a los colores de las plantas, como, al amargor y la
astringencia de las frutas. Se ha encontrado que presentan diversas actividades
biolégicas como la inhibicion de patdégenos y microorganismos de descomposicion,
antideposicion de triglicéridos, disminucion en la incidencia de las enfermedades no
transmisibles, como las enfermedades cardiovasculares, la diabetes, el cancer y los
accidentes cerebrovasculares, efectos antiinflamatorio y antialérgico a través de

procesos que involucran especies reactivas de oxigeno.* %13

Los é&cidos fendlicos, taninos hidrolizables y flavonoides tienen efectos
anticancerigenos y antimutagénicos ya que actian como agentes protectores de ADN
contra los radicales libres, mientras que, los flavonoides, catequinas y sus derivados
son considerados en estudios centrados en las enfermedades degenerativas del
cerebro y los procesos de envejecimiento, encontrdndose que sirven como posibles

agentes neuroprotectores en los trastornos como el Parkinson y el Alzheimer.?

La estructura general de los flavonoides comprende un anillo A derivado de la
cadena del policétido, un anillo B derivado del 4cido shikimico y tres atomos de carbono

que unen los anillos Ay B, correspondientes a la parte alquilica del fenilpropano.®®
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Figura 1. Nucleo de Flavano y tipos estructurales de flavonoides.*®

Alcaloides

Los alcaloides incluyen todos los metabolitos secundarios que contienen nitrdgeno
y no estan clasificados de otra manera como péptidos, aminoacidos no proteicos,
aminas, glucésidos cianogénicos, glucosinolatos, cofactores, fitohormonas o
metabolitos primarios. Se pueden clasificar de acuerdo a sus grupos estructurales, que
a su vez representa en cierto modo, su origen genético, resultando en seis grandes
grupos: anillos sencillos derivados de piridina, pirrolidina y piperidina; compuestos
biciclicos derivados de tropina; pirrolizidinas, indolizidinas y quinolizidinas; isoquinolinas,
alcaloides bencilisoquinolinicos, de eritrina, de Amarillydaceas, alcaloides quinolinicos;

indoles, incluye betalainas; y, finalmente, alcaloides esteroidales y terpenoidales.” 4
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La ruta biosintética que da lugar al esqueleto de la mayoria de los alcaloides es a
partir de amino&cidos, pero también se conocen otras rutas tales como la del isopreno
que da lugar a estructuras como la del taxol y la estricnina, o la del acido shikimico por
la que se obtienen derivados de los aminoéacidos tirosina (morfina) y triptofano
(estricnina), a menudo estas rutas se combinan. Ademas, se afiade una serie de
alcaloides derivados de intermediarios del ciclo de Krebs como el Aspartato y el

Glutamato, de donde se forman los aminoacidos lisina y ornitina, respectivamente.**?

Me
.
N 0
COOMe
OH 0 N
H
Ph N Ph 0.__Fh
| hig H.| H
o N

Me
(-)-Lobelina Cocaina Matrina
A. piperidinicos A. de tropanos A. quinclizidinicos

Quinina (-)-Estricnina (-)-Kaurano
A. quinolinicos A.inddlicos A. terpenoidales

Figura 2. Tipos de alcaloides.”

Los alcaloides han sido utilizados por la humanidad durante miles de afios como
colorantes (afiil), saborizantes (capsaicina), estimulantes (cafeina, nicotina),
alucinégenos (escopolamina), insecticidas (piperina), venenos para vertebrados y
humanos (estricnina) e incluso como agentes terapéuticos (atropina, quinina,

codefna).'®
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DESCRIPCION BOTANICA DE LA ESPECIE STRYCHNOS BREDEMEYERI

La especie Strychnos bredemeyeri (Schult.) Spragie & Sandwith, presenta la

siguiente clasificacion taxonémica.®

Reino: Plantae.

Phylum: Tracheophyta.

Clase: Magnoliopsida.

Orden: Gentianales.

Familia: Loganiaceae.

Género: Strychnos.

Especie: Strychnos bredemeyeri (Schult.) Spragte & Sandwith.

La bibliografia indica que los siguientes nombres son sinénimos de la especie:

Lasiostoma bredemeyeri Schult. & Schult. F., Lasiostoma glabrum Willd. ex DC.,
Rouhamon bredemeyeri (Schult. & Schult. f.) A. DC., Rouhamon pedunculatum A. DC.,
Strychnos pedunculata (A. DC.) Benth., Strychnos schomburgkiana Klotzsch ex R.H.

Schomb., Strychnos trinitensis Griseb., Strychnos ulei Gilg ex Ule. y Strychnos
15, 16

darienensis Seem.

Figura 3. Flores, hojas y zarcillo de Strychnos bredemeyeri (Schult.) Spragie & Sandwith."’


http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-2597893
http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-2597893
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ANTECEDENTES

La familia Loganiaceae

Loganiaceae es una familia, sobre todo pantropical que se extiende hacia los climas
templados de Australia y América del Norte. Esta constituida de poco mas de 400
especies distribuidas en 15 géneros, siendo el miembro mas prominente de la familia el
género Strychnos con, aproximadamente, 200 especies y una rica historia cultural de

usos terapéuticos tradicionales.®

Figura 4. Distribucién mundial de la familia Loganiaceae.*

Los miembros de la familia son, en su mayoria, géneros lefiosos como arboles y
lianas, pero también incluyen hierbas. Se halla en los biotopos secos, raramente a
altitudes superiores a 3000m, nunca forman masas densas y suelen presentarse
ejemplares aislados o en pequefios grupos de reducida importancia ecolégica. Sus
hojas son generalmente opuestas, simples, enteras a lobuladas con estipulas mas o
menos desarrolladas, sésiles o pecioladas, glabras, pubescentes o tomentosas. Sus
flores no son grandes, son actinomorfas o ligeramente zigomorfas, tetraciclicas 5-4

meras, rara vez uno de los l6bulos del caliz o pétalos se agranda, son bisexuales,
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raramente unisexuales o poligamas—dioicas, son solitarias, en cabezuelas, espigas,
panojas o0 cimas. Las especies de polinizadores son diversas e incluso pueden incluir
murciélagos. Los frutos se presentan en forma de cépsula, drupa o baya. Semillas

pequefias con endosperma. Son plantas monoicas o dioicas. '* % ?'2

El género Strychnos

El género Strychnos es el mas amplio de la familia Loganiaceae, es un género de
arboles, lianas y arbustos, erectos y de escalada, que comprende cerca de 200
diferentes especies, esta distribuida en todas las regiones célidas de Asia, América y
Africa y se puede subdividir geograficamente en tres grupos: el primero de ellos
Ameérica Central y del Sur (al menos 73 especies), el segundo Africa (75 especies) y el

tercero que incluye Asia, Australia y Polinesia (alrededor de 58 especies).?* %

Colombia

Peru

Figura 5. Ubicacion geogréafica de Strychnos bredemeyeri.19

En Venezuela se hallan tres subgéneros de Strychnos: Strychnos, Rouhamon y
Breviflorae, entre ellas lianas, raramente arbustos, que se caracterizan por tener tallos
de hasta 55m de largo y 30cm de diametro en la base; usualmente estan dotadas de

zarcillos, espinas o0 ambas cosas; tienen hojas opuestas, simples y enteras;
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inflorescencias terminales, axilares o ambas; flores blancas o amarillas que tienen
cuatro o cinco lobulos caliz, corola de cuatro o cinco partes, cinco estambres y un
pistilo. Los frutos tienen forma de baya, generalmente elipsoide o esferoide a globosa y
achatada, puede encontrarse entre 1-14cm de diametro con apariencia opaca o brillante
y de colores verde, pardo, amarillo o naranja, la pulpa es suave y amarillenta o
blancuzca. En general, las semillas y corteza de muchas plantas de este género

contienen el alcaloide estricnina.?? 24 2%

La actividad bioldgica de las especies de Strychnos ha sido ampliamente estudiada
debido a las diversas aplicaciones etnobotanicas del género como veneno y como
tratamiento de mordeduras de serpientes, también es empleada para tratar diversas
enfermedades, incluyendo el reumatismo, problemas gastrointestinales y malaria. Las
plantas de este género han evidenciado propiedades coagulantes, diuréticas,
analgésicas, ademas de actividades antiinflamatorias, antidiarréicas, antimicrobianas,
hepatoprotectoras y antiplasmodicas. Se ha reportado actividad antitumoral,
citotoxicidad sobre lineas celulares de hematoma humana y potencial antiulcerogénico

ayudando a prevenir las ulceras géstricas.?" 2°2

Las especies del género Strychnos mas ampliamente estudiadas en América
presentan amplio contenido alcaloidal, principalmente del tipo indélico, aunque también

se han reportado flavonoides, terpenoides y saponinas.®*

Strychnos fendleri Spragie & Sandwith.

Strychnos fendleri, es un arbol pequefio de 10m de altura, con espinas afiladas, sin
zarcillos; frutos de color naranja con 2,5 cm de diametro. Se extiende en las partes
secas del norte de Bolivar, Anzoategui, Aragua, Distrito Capital, Falcon, Guarico, Lara,

Miranda, Nueva Esparta, Sucre, Zulia; noreste de Colombia y Brasil (Roraima).? 2>
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La especie Strychnos fendleri es conocida comunmente como cruceto y palo de
loro, los nativos emplean la corteza del tallo como tratamiento de malaria y fiebre, o

como ingrediente en la preparacion de curare.?®® %’

Los metabolitos aislados de la corteza de esta especie son, en su mayoria, de tipo
alcaloidal, como espermoestricnina (1b), N-deacetilespermoestricnina (1a),
estricnosplendina (1c), N-acetilestricnosplendina (1d), N-acetil-O-metilestricnosplendina
(1e), N-acetil-12-hidroxi-11-metoxiestricnosplendina (1f), estricnofendlerina (2a),
N-deacetilestricnofendlerina  (2b), 11-metoxiestricnofendlerina (2c), 12-hidroxi-11-
metoxiestricnofendlerina (2d), diabolina (3a), heningsamina (3b), estricnosinol (4),

pseudoestricnina (5), 19,20-dihidroicajina (6).>** %% ?’

El andlisis fitoquimico de la especie también reporta metabolitos no alcaloidales
como el poliol p-1-metil-myo-inositol (7), el secoiridoide vogelosido (8) y el flavonoide
kaempferitrina (10) de las hojas de Strychnos fendleri y, de la corteza, el iridoide
booneina (9), y los compuestos fendlicos 3-metoxiquercetina (11), 1,3-Di-O-B-b-
glucopiranosil-4-metoxibenceno (12) y acido 4-[-O-B-glucopiranosil-(2—3)-b-1-O-metil-

myo-inositol]-3-hidroxibenzoico (13).%1¢ 2% 27

Para los compuestos 4 y 13 se reporta actividad citotoxica y selectividad hacia
carcinoma de mamas y de pancreas. El alcaloide 1d muestra actividad citotoxica ante
carcinoma de proéstata, cérvix, mamas y pancreas, siendo menos efectivo con las

células de control (fibroblastos normales).?’
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Strychnos guianensis (Aublet.) C. Martius.

Es un bejuco de tamafio moderado, con frutos anaranjados de semillas venenosas,
se encuentra en la cuenca media y alta del Rio Orinoco y en toda la cuenca del
Amazonas. Es una de las especies mas frecuentes de este género en América del Sur,
es ampliamente utilizada en la preparacion de curare desde Colombia hasta Surinam,
abarcando Ecuador y Brasil; extractos crudos de la raiz y corteza de tallo de S.

guianensis presentan actividad como relajante muscular.?®" 28 29
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S. guianensis es conocida como curare de pescado, los indigenas Tiriy0o, que
habitan en Surinam y Brasil, la llaman wirarimé y la utilizan para tratar anemia y
debilidad general, puede ser ingerida como infusion de brotes jovenes o de uso externo.
Los metabolitos secundarios aislados de esta especie son alcaloides, sin embargo,
aunque no han sido aislados, hay evidencia de la presencia de flavonoides en extractos

de hojas y de saponinas en extractos de hojas y tallos.? %'

Los metabolitos aislados de la corteza del tallo de S. guianensis son los alcaloides
inddlicos guianensina (14a), guiacrisina (14b), 5',6'-dehidroguiacrisina (14c), guiaflavina
(15a); 5',6'-dehidroguiaflavina (15b), 9-metoxigeissoschizol (16a), 9-metoxi-NP-
metilgeissoschizol (16b). Adicionalmente, se reporta la presencia de C-alcaloide O (17),
fluorocurina (18), C-profluorocurina (19), mavacurina B (20), macusina B (21), harmano
(22) y C-curarina | (23), también reportado como C-alcaloide K.2¢" 28 29.30.31, 32,33

Ensayos comparativos entre el extracto crudo de curare calabash venezolano, el
extracto crudo de S. guianensis y los compuestos aislados sobre hemidiafragma aislado
de raton, muestran actividad como inhibidores competitivos de los receptores de
acetilcolina. Asi, se observd que la disminucién inducida en la transmision
neuromuscular depende de la dosis administrada; sin embargo, hubo marcadas
diferencias en las respuestas respectivas a los alcaloides diméricos sobre los alcaloides
monomericos, resultando que los alcaloides diméricos presentaron mayor actividad que
los monomeéricos, obteniéndose que, en orden decreciente, el extracto crudo de curare
calabash, guiacrisina (14b), 5'6'-dehidroguiacrisina (14c), extracto crudo de S.
guianensis, guiaflavina (15a) y 5',6'-dehidroguiaflavina (15b) demuestran mayor

potencia que 9-metoxi-NP-metilgeisoschizol (16b) y C-alcaloide O (17).%3
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Strychnos pseudo-quina A. St. Hil.

Es un arbol comun, alcanza de 3-6 m de altura, corteza gruesa, hoja ovalada, fruto
redondeado, sin pelo y color amarillo. Esta presente particularmente en la zona Central
de Brasil y las adyacencias de Paraguay. Es conocida como quina de campo, quina de
sabana, quina falsa, quina blanca, quina cruzeiro, quina dachapada, quina de manda,

quina de borde grueso, quina de periquito, quino de velozo y quina-quina.?9 3+ 3

Los usos medicinales en Brasil incluyen un remedio comun preparado con el tallo
de la planta que se empleaba exitosamente como ténico, restaurador y febrifugo, una
preparacién medicinal llamada agua inglesa util contra enfermedades del higado, bazo,
algunos males estomacales y fiebres palldicas, y ademas, la cascara gruesa del fruto

preparada como un té es considerada infalible para curar la malaria.??

Los metabolitos secundarios aislados de S. pseudoquina son variados, entre los
alcaloides se encuentra nordihidrotoxiferina, aislado a partir de la corteza de las ramas,

corteza interna del tallo y corteza de la raiz; de las hojas se aislé diabolina (3a),
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11-metoxidiabolina (24), el 3-hidroxi-enolato de nordihidrofluorocurarina (25),
bisnordihidrotoxiferina (26) y, de la corteza, el 11-metoxi-aldehido Wieland-Gumlich
(27). De las hojas se han aislado los flavonoides éter de 3-O-metil-quercetina (11),
iIsoramnetina (28), estricnobiflavona (29), rutina (30a), kaempferol 3-O-B-rutinosido

(30b) y, ademas, se aisl6 B-sitosterol (31). 3°2 363738, 39

La quina de sabana presenta una amplia actividad biologica, probablemente
asociada a la presencia de alcaloides. Muchos de los alcaloides reportados en
Strychnos han presentado potencial farmacoldgico, exhibiendo actividad antimicrobiana,
antiplasmodica y antitumoral. El extracto acuoso del tallo presenta actividad
hipoglucémica, pero no cicatrizante en ratas diabéticas; el extracto metandlico y el
extracto metandlico enriquecido en alcaloides presentan actividad en la mucosa
gastrica contra agentes perjudiciales como anti-inflamatorios no esteroidales sin
reportar efectos toxicos o mortalidad durante 14 dias; el extracto metandlico alcaloidal
de las hojas presenta actividad importante citoprotectora y en la regeneracién de la
mucosa por proliferacion celular en lesiones gastricas, lo que se traduce en actividad
anti-tlcera, ademas del efecto antibacterial sobre Helicobacter pylori, y finalmente,

antioxidante.3* 3% 38. 40

La actividad leishmanicida en los extractos de la planta es atribuida a diversos tipos
de metabolitos como alcaloides isoquinolinicos e inddlicos, quinonas, terpenos,
esteroides, carbohidratos, lignanos, proteinas y flavonoides. Los extractos de acetato
de etilo de la corteza del tallo de S. pseudoquina ricos en los flavonoides
estricnobiflavona y éter 3-O-metil-quercetina (11), presentan un efecto importante como
antileishmaniasico sobre L. amazonensis, sin toxicidad o actividad hemolitica

significativa.3® 4°
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El género Strychnos en América

Los conocimientos etnobotanicos de algunas especies del género permiten el uso
de éstas en recetas medicinales, mediante brebajes y otras preparaciones, haciendo
posible el tratamiento de diversas enfermedades. Los usos tradicionales reportados de

las especies autéctonas de América son:

o S. brasilensis: la raiz de Sallta-martinho o Quassia-mineira se usa como ténico,

febrifugo y para tratar males estomacales.?"

o S. erichsonii: conocida como Koni-koni-bita o doberdoewa entre los Saramaka de
Surimam, se prepara un macerado que se emplea para enfermedades del
estdbmago y venéreas, como afrodisiaco y también para el sangrado después del

aborto. La corteza del tallo tiene actividad espasmadica.?*

(@]

S. gardneri : conocida como quina-de-cip6 (bejuco de quina o bejuco de guan), es

téxica pero en Brasil se usa en dosis pequefias como febrifugo.?*'

o S. melinoniana: la corteza de la raiz de dobroedoewa o doberdoea, se emplea

como potente afrodisiaco.?

o S. mitscherlichii: en Colombia se conoce como veneno caiman y, en Guyana, se

utiliza como afrodisiaco.?®

O

S. panamensis: en México se usa la semilla molida para matar perros y coyotes, en

Honduras, se le conoce como Guaco, se emplea como remedio para los dolores,
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debido a la actividad analgésica y antirreumética; en Panama se le conoce como

fruta de murciélago y en Venezuela como naranjuelo.”

o S. rubiginosa: en forma de brebajes llamados capitao se utiliza para una amplia

variedad de enfermedades.?

o S. tabascana: conocida como cabalonga de Tabasco, mata-perros o veneno del

Diablo, en México se utiliza la semilla para matar perros y otros animales.*”

o S. toxifera: la corteza de la planta es utilizada de dos formas diferentes, uso externo
como remedio para Ulceras en forma de llagas supurantes y, solo cuando es seguro
de manipular, uso interno para el tratamiento de trastornos convulsivos y

espasmédicos.?

Las especies del género Strychnos mas estudiadas en América se resumen en la
Tabla 1, especificandose la parte de la planta objeto de estudio y los metabolitos
aislados de la misma. Adicionalmente, la actividad biol6gica reportada para estos
metabolitos se presenta en la Tabla 2; en todos los casos se trata de compuestos

alcaloidales.

Tabla 1. Metabolitos alcaloidales aislados de especies americanas del género Strychnos.

PARTE DE
ESPECIE LA PLANTA METABOLITOS AISLADOS
Macusina B (21), 11-metoxidiabolina (24),
Corteza de - : . - e
raiz nordihidrofluorocurarina (32a), bisnordihidrotoxiferina (26),
S. amazonica mavacurina B (20) y C (33).21d' 2K
Corteza de 25k

tallo Macusina B (21), 11-metoxidiabolina (24), mavacurina B (20).
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S. atlantica

Raiz, corteza

Bisnordihidrotoxiferina (26), normacusma B (34a),

de raiz longicaudatina (35)
Espermoestricnina (1b), 12-hidroxi-11-metoxiespermoestricnina
S brasilensis Corteza de (36), estricnobrasilina (37a), 12-hidroxi-11-metoxiestricnobrasilina
' tallo (37b),10,11-dimetoxiestricnobrasilina (37c), estncnosnmaék 8a),
estricnosilidina (38b), deacetilestricnosilidina (38c).*** 2
Corteza de Diabolina (3a).2
s raiz
castelnaeana  cqreza de Diabolina (3a), 3-hidroxidiabolina (39a), jobertina (39b),
tallo C-alcaloide D (40)
: . Estricnina (41a), diabolina (3a), deacetildiabolina (39c),
S. diaboli Corteza fluorocurarina (32b), alcaloides F (42b), G (43a) y K (23).2¢
L Calebasinina (44), C-curarina | (23), mavacurina B (20) y C (33),
S. divaricans Tallo fluorocurarina (32b).2 25k
Dihidroxitoxiferina (45a), warifiteina (46), C-curarina | (23),
S. divaricans Raiz C-toxiferina Il o calebasina (42c), bisnordihidrotoxiferina (26),
divarina (47), divaricina (48), velosimina (49). *> %’
Corteza de Diabolina (3a).2
raiz
S. erichsonii Diabolina (3a), N-deacetildiabolina (39¢c), condensamina (50),
Corteza de
tallo heningsamina (3b), ericsonina (51), eplaflmna (?82a)
O-acetilepiafinina (52b) y angustina (53)
Tallo Toxiferina | (45b), C-curarina | (23),
mavacurina B (20) y C (33).2% %
S. froessi Corteza. de Toxiferina | (45b), mavacurina B (20) y C (33), C-curarina | (23),
raiz diabolina (3a), nordihidrofluorocurarina (32a), dihidrotoxiferina
(45a), N-deacetildiabolina (39c), C-alcaloide E (43b).%>* 2%
S gardneri Corteza de Acagerina (54), C-curarina | (23), C-alcaloide H (45c),
-9 raiz 11-metoxidiabolina (24).%°¢*°
S. hirsuta Cortezas de ¢ ienohirsutina (54a), tetradehidroestricnohirsutina (54b).% 3% 4
tallo de raiz.
S. macrophylla Tallo Fluorocurina (18), mavacurina B (20) y C (33).2* %
Raiz y ramas Matogrosina (56), estricnobrasilina (37a)5e 0

S.
mattogrossens
is

Corteza de
tallo

12-hidroxi-11-metoxiestricnobrasilina (37b)

Estricnobrasilina (37a), 11-metoxiestricnobrasilina (37d),
12-hidroxi-11-metoxiestricnobrasilina (37b),
10,11-dimetoxiestricnobrasilina (37c),

12-hidroxi-10,11-dimetoxiestricnobrasilina (37e).258’ ot
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Melinonina A (57), B (58), E (59), F (60) y G (61), fluorocurina (18),

Tallo ; . 25, 30
S melinoniana angustina (53), mavacurina B (20) y C (33).
Corteza Melinonina E (59).%
S. intCe?r:;eza:je Fluorocurarina (32b), C-toxiferina Il o calebasina (42c),
mitscherlichii ral,zy bisnordihidrotoxiferina (26).%%" *°
mitschirlichii Corteza Fluorocurina (18), Mavacurina C (33), C-curarina | (23%,
. C-alcaloide D (40), C-alcaloide F (42b), calebasina (42c).”" *°
V. amapensis
sSemillas Estricnina (41a), brucina (41b).>*"*
maduras
S. panamensis
Corteza de Fluorocurarina (32b), Dihidrotoxiferina (45a), Diabolina (3a),
tallo C-alcaloide F (42b), C-alcaloide G (43a). ©"*°
S rubiginosa Corteza de Estricnorubigina (62), 11-metoxidiabolina (24),
- rublg raiz y tallo normacusina B (34a).”™ >
Corrtzizza de Diabolina (3a), C-calebasina (42c), C-curarina | (23).2™ %
S. solimoesana  Corteza de Fluorocurina (18), Fluorocurarina (32b), C-calebasina (42c¢),
tallo C-curarina | (23), C-alcaloide C (63), C-alcaloide G (43a),2 m
- C-alcaloide A (42a), D (40), E (43b), F (42b), C-toxiferina Il (42c).*
Corteza de Estricnobrasilina (37a), 11-metoxi-estricnobrasilina (37d),
S. tabascana raiz estricnosilidina (38b), tabascanina (38d),
N-acetil-O-metil-estricnosplendina (1e).%™ %
C-Toxiferina | (45b), Il (42c) y IX (64a), hemitoxiferina | (39d),
bisnordihidrotoxiferina (26), dihidrotoxiferina (45a),
. mavacurina B (20) y C (33), macusina A (34b), B (21) y C (34c),
S. toxifera Corteza normacusina B (34a), caracurina (65), caracurina VIIl o N-
deacetildiabolina (39c), curacurina Il (64b), fluorocurina (18),
heningsamina (3b), C-alcaloide A (42a).>™ *°
Normacusina B (34a), fluorocurarina (32b),
S trinervis Corteza de bisnordihidrotoxiferina (26), C-alcaloide H (45c),
' raiz longicaudatina (35), trinervina (66), cantleina (67),

C-curarina | (23), C-toxiferina Il (42c). 25m, 30, 55,86, 57,38, 59
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Tabla 2. Actividad biolégica reportada para los metabolitos secundarios alcaloidales aislados de especies

americanas del género Strychnos y (*) las especies utilizadas en preparaciones tradicionales.

ACTIVIDAD METABOLITO ESPECIE
S. amazonica, S.
Analéptica Macusina B brasilensis*, S. guianensis*,
211, 25m, 30 S. pseudoquina*, S.
rubiginosa*, S. trinervis*.

Analgésica Macusina B, estricnina y brucina S. amazonica,

21130 : y S. panamensis*
Anestésico . .

21f, 25m Normacusina B S. atlantica

Antidegresivo
25m

Antidiarreica
21f, 25m, 59

Antimalérica
25m, 26d, 30

Antim icobsacteriana
5

Antimicética
21f, 30

Antimicrobiana
21f, 25m, 30, 58

Antipirética
25m, 26d, 30

Cicatrizante
21f, 30

Citotoxica
21f, 25m, 27, 53, 58

Convulsivante
21f, 25m, 30

Harmano

Bisnordihidrotoxiferina y
Nordihidrotoxiferina

Estricnobrasilina

Bisnordihidrotoxiferina

Matogrosina y melinonina F

Bisnordihidrotoxiferina,
curacurina Il, nordihidrotoxiferina y caracurina

Estricnobrasilina

C-alcaloide D, A, E, F y G. Mavacurina B,
mavacurina C, nordihidrofluorocurarina y
C-toxiferina |

Acagerina, harmano, estricnosinol,
-acetilestricnosplendina, bisnordihidrotoxiferina

Z

Acagerina, brucina, diabolina, estricnina,
macusina B y nhormacusina B

S. guianensis

S. amazonica

S. mattogrossensis, S.
brasilensis*, S. fendleri*, S.
pseudoquina*, S. trinervis*

S. trinervis

S. mattogrossensis,
S. melinoniana

S. amazonica, S. toxifera

S. mattogrossensis, S.
brasilensis*, S. fendleri*,
S. pseudoquina*, S.
trinervis*

S. mitscherlichii,
S. panamensis, S.
solimoesana

S. fendleri, S. gardneri, S.
mitscherlichii, S. trinervis

S. amazonica, S. atlantica,
S. panamensis
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Depresora del SNC Blsnpr'dlhldfot‘oxﬁenna, nprd|h|QrotOX|fer|nq,
25m, 30, 33 guiacrisina, 5',6'-dehidroguiacrisina, guiaflavina
y 5',6'-dehidroguiaflavina

S. amazénica, S. atlantica,
S. guianensis

g Bisnordihidrotoxiferina, S. amazonica, S. atlantica,
Espasmadica : : : - N
21f, 30, 43, 46, 56, 57, 58 cantleina, longicaudatina, S. divaricans, S. toxifera*,
trinervina y velosimina S. trinervis
Hipotensora Diabolina, longicaudatina,

21f, 25m, 30, 43 S. amazonica, S. atlantica

macusina B y normacusina B

Bisnordihidrotoxiferina, dihidrotoxiferina,
Relajante muscular  C-toxiferina I, Il y IX; C-alcaloide A, D, E, F, Gy

(*en dosis elevadas  H, curacurina ll, diabolina*, estricnina*, brucina*, S. amazonica,
produce pardlisis nordihidrocurarina, fluorocurarina, fluorocurina, S. castelnaeana,
respiratoria) mavacurina B y C, N-acetilestricnosplendina, S. panamensis
21f, 25m, 30

N-acetil-O-metil-estricnosplendina y
nordihidrotoxiferina.

Sedativa Bisnordihidrotoxiferina,

- e : S. amazonica, S. atlantica
21, 25m, 26 Nordihidrotoxiferina y normacusina B

Tranayfizante Longicaudatina S. atlantica

, . S. castelnaeana, S. diaboli,
Toxica

25m Brucina, estricnina y diabolina S. panamensis, S.
tabascana
Vasod2|I55r1ntadora Macusina B S. amazonica
N
HH Chol
NP A 33 N® R: R,

32a N - 34a N CH,OH H
32b  N-Me A" 34b N'-Me CH,OH CO,Me

34c N'-Me CO;Me CH,OMe
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=
) YW X
-1
e OH /TH R
(] R3
35 36 R, R, R3
37a H H H
37b H OMe OH
37c OMe OMe H
37d H OMe H

37e OMe OMe OH

Ry
? N°
" {
Ry
Ry O
R, R, A NP R, R, = 40
38a Ac Ac A®T pAT# 39%a N Ac OH OHP®
38b Ac Ac A 39b N Ac H OAc®
38 H H ABP A2 39¢c N H H OH*
38d Ac H A 39d N*-Me H H OH*
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R R, R, R R,
41a H 42a CH,OH CH,OH 43a Me CH,OH
41b OMe 42b Me CH,OH 43b CH,OH CH,OH

42c Me Me

N
Ho N
AN
o}
44 R, R, 46
45a Me Me
45h CH,OH CH,OH
45¢  CH,OH H
N
N~ N
o) | o
| N OMe [
N
H
NS
N
L 1

47 48 49
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MeO

50 51 R
52a OH
52b OAc

56 57 58
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59 60 61

OMe

62 63 NP
64a N'-Me
64b N
1

65 66 67
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Metabolitos no-alcaloidales del género Strychnos

Las especies pertenecientes al género Strychnos son particularmente ricas en
alcaloides. Sin embargo, en la Tabla 3 se resumen los metabolitos de tipo no-alcaloidal

reportados para especies foraneas.

Tabla 3. Metabolitos no-alcaloidales aislados de especies del género Strychnos.

PARTE
ESPECIE DE LA COMPUESTOS AISLADOS ORIGEN
PLANTA

Los espirobisnaftalenos palmarumicina SA1 (68),
SA2, SA3, C11 (69) y BG3, preusomerina SA1 (70),
Semilla BG1y C (71), compuesto ymf 1029D y las lactonas China
lasiodiplodina, (+)-(7R)-7-hodroxilasiodiplodina (72a),
(-)-(7S)-7-hodroxilasiodiplodina (72b).*

S.
angustiflora

Escorzonosido, (+)-siringaresinol O-B-b-glucosido,
(7S,8R)-balanofonina 4-O-3-p-glucopiranosido,
liriodendrina, calerianina, cafeoilcalerianina,
vanillolosido, tachiosido, isotachiosido, alcohol
3,5-dimetoxi-4-hidroxibencilico 4-O-B-b-glucopiranosido,
acidos 3,4-di-O-cafeoilquinico y 3,5-di-O-cafeoilquinico,
Corteza'y (-)-pinoresinol 4-O-B-b-glucopiranosido,
madera (+)-lariciresinol 4-O-B-p-glucosido, 3,4,5-trimetoxifenol
1-O-B-p-apiofuranosil-(1—6)-B-p-glucopiranosido,
6'-O-B-p-apiofuranosilcalerianina (73),
5"-O-trans-feruloil-6'-O-B-p-apiofuranosilcaleriarina,
5"-O-trans-feruloil-6'-O-B-b-apiofuranosilvanillolosido,
7-O-trans-cafeoilvanillolosido (74),
4"-0-B-p-glucopiranosilcafeoilcalerianina.®

S. axillaris Tailandia

COMPUESTOS FENOLICOS

\in::;); Semilla  Salidrosido AKC35 (75a) y cuchilosido AKC38 (75b).*2  Tailandia
Los flavonoides kaempferol 3-O-B-b-galactosido o
trifolina (76a), kaempferol 3-O-glucosido o astragalina
(76b), geraldol (77), quercetina 3-O-galactosido o
hiperina (78) y los compuestos suerosido, alcohol bencil
O-a-L-arabinopiranosil-(1—6)-B-p-glucopiranosido y
2,4,6-trimetoxifenol 1-O-B-D-glucopiranosido.63

S. spinosa Ramas Japon

Los lignanos vanprukosido, estricnosido,

(+)-lioniresinol-3a-O-B-glucopiranosido.® Tailandia

S. vanprukii Tallo
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PARTE
ESPECIE DE LA COMPUESTOS AISLADOS ORIGEN
PLANTA

COMPUESTOS FENOLICOS

Quercetina 3-O-galactosido (78),
guercetina 3-O-robinobiosido (79a),
kaempferol 3-O-robinobiosido (79b).%
Variabilosido A o quercetina
3-(4"-trans-p-cumaroil)robinobiosido-7-glucosido,
Variabilosido B o quercetina
3-(4"-cis-p-cumaroil)robinobiosido-7-glucosido (79c),
Variabilosido C o kaempferol
3-(4"-trans-p-cumaroil)robinobiosido-7-glucosido,

S. variabilis Hojas Variabilosido D o kaempferol China
3-(4"-cis-p-cumaroil)robinobiosido-7-glucosido (79d).%
Variabilosido E o quercetina
3-(4"-trans-p-cumaroil)robinobiosido, Variabilosido F o
quercetina 3-(4"-cis-p cumaroil)robinobiosido (79e),
Variabilosido G o kaempferol
3-(4"-trans-p-cumaroil)robinobiosido, Variabilosido H o
kaempferol 3-(4"-cis-p-cumaroil)robinobiosido (79f),
quercetina 3-robinobiosido-7-glucosido (799),
kaempferol 3-robinobiosido-7-glucosido (79h).%’

TERPENOS Y TERPENOIDES

o Corteza'y Axilarosido (80), cantleiosido, acido loganico(81a), . .
S. axillaris ; oo 26l Tailandia
madera loganina, piconiosido I, swerosido.
S nux Acido 6'-O-acetil-loganico (81b), acido
vo.mica Semilla 4'-O-acetil-loganico, acido 3'-O-acetil-loganico, acido Tailandia
7-O-acetil-loganico, acido loganico (81a), loganina.?®® %
Semilla Amirina, lupeol (82), sitosterol (31), estigmasterol.®
India, Sri
S. potatorum Hoias Ismotiol (83), sitosterol (31), estigmasterol, Lanka,
jasy campesterol, loganina, acidos araquiddnico, linocerico, Burma
corteza - . . " £ 69,70
linoleico, oleico, palmitico y estearico.
Fruto Estrispinolactona, lirioresinol B.”
Los iridoides estripinosido (84), estricosido A y B,
. (E)-aldosecologanina, loganina, secologanina, .
S. spinosa ! : L . . Japon
secoxiloganina, swerdsido, secologanosido, éster
Ramas ; . ! L .
7-metil-secologanosido, éster dimetilsecologanosido,
acido secologanico, cantleiosido, vogelosido,
epi-vogelosido y triplosido A. 3
Corteza El terpeno 7-B-hidroxiprimara-8,15-dien-14-ona (85)."
o . - India,
. Acido 3B-O-trans-feruloilbetulinico (86),
S. vanprukii .. . ) - Borneo,
. acido 33-O-cis-feruloilbetulinico, . .
Hojas Tailandia

acido 33-0O-cis-cumaroilbetulinico, acido
3B-O-trans-cumaroilbetulinico, acido ursélico (87).”
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Strychnos bredemeyeri (Schult.) Spragie & Sandwith.

La especie Strychnos bredemeyeri, es conocida como cumudua o cumarua por los
indigenas Maquiritare de Brasil y Venezuela, descrita como una trepadora con zarcillos
de dimensiones modestas, flores blancas con matices lila y peddnculos morados, a
partir de tirsos axilares alargados, hojas elipticas u ovadas a lanceoladas con 5
plenervados y frutos globosos con cascara brillante y lisa; los indigenas la utilizan en la
preparacion de curare para envenenar la punta de las flechas. Es autoctona de América
del Sur y Centroamérica, mas especificamente en Brasil (Roraima), Venezuela
(Amazonas, Apure, Bolivar, Delta Amacuro, Distrito Federal, Falcén, Lara, Miranda,
Sucre, Zulia), Guyana, Per(, Costa Rica, Ecuador, Panama, Colombia (Arauca,

Guainia, Vichada), Trinidad, Guayana Francesa, Surinam y Nicaragua.'® %

El Unico estudio fitoquimico reportado en la literatura de la especie se halla bajo el
sinbnimo  Strychnos aff. darienensis Seem., Illamada comunmente devildoer
(malhechor). De la corteza del tallo la planta, colectada en Peru, se aislé luteolina (88),
estricnobiflavona (29), venoterpina y 3-O-metil-quercetina (11), reportada por primera

vez en la especie.’”

88 11 29


http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-2597893
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JUSTIFICACION

Strychnos bredemeyeri es una especie endémica de América del Sur, distribuida en
varios estados venezolanos, de la cual existe un uUnico antecedente fitoquimico
reportado en la literatura. Sin embargo, se conoce un extenso registro etnobotanico del
género Strychnos y su aplicacion en la medicina tradicional de diversas culturas en el
mundo. De esta manera, con el fin de aislar, purificar y caracterizar nuevos metabolitos
secundarios para la especie S. bredemeyeri, y asi contribuir con el conocimiento de la
quimica del género Strychnos, se ha propuesto llevar a cabo el estudio fitoquimico del

extracto metandlico de las hojas y ramas de esta especie.

Basados en los antecedentes del género Strychnos, es probable que los
metabolitos secundarios mas abundantes sean de origen alcaloidal. Asi mismo, los
reportes de compuestos fendlicos en este género dirigen el estudio fitoquimico de la
especie S. bredemeyeri hacia la busqueda de metabolitos secundarios de tipo
flavonoidal, considerando que este tipo de compuestos es conocido por presentar una

amplia gama de actividades bioldgicas.



Strychnos bredemeyeri |38

OBJETIVOS

Objetivo General

Aislar, purificar y caracterizar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en

la especie Strychnos bredemeyeri.

Objetivos Especificos

o Obtener el extracto metandlico de las hojas y ramas de la especie Strychnos

bredemeyeri mediante la técnica de maceracion.

o Aislar y purificar mediante técnicas cromatograficas los metabolitos secundarios
mayoritarios presentes en el extracto metandlico de las hojas y ramas de la especie

Strychnos bredemeyeri.

o Caracterizar los compuestos aislados de la especie Strychnos bredemeyeri
mediante sus propiedades fisicas y técnicas espectroscopicas de UV-Vis, RMN'H y
RMN*3C.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Materiales

Inventario del material cromatografico

o Cromatografia de capa fina.
Placas analiticas de silica gel 60; de 0,25mm de espesor con indicador de

fluorescencia UV-254nm soportada en aluminio marca Merck.

o Sistemas de desarrollo para cromatografia en capa fina.
x AN-2: AcOEt-MeOH-H,0 (100:13,5:10; v/v).
x AN-6: Hex-AcOEt-HCOOH (75:25:1; viv).

o Agentes reveladores.
x AN: Anisaldehido-Acido sulfarico.
x Dragendorff/Nitrito de Sodio o Acido Sulfrico.
x Komarowsky (KOM).
x Naturstoff; Natural product/Polietilenglicol (NP/PEG).

Utilizados segun el procedimiento reportado en la literatura.”

o Cromatografia en columna.
Silica gel 60 (0,04-0,06mm, 230-400 mesh ASTM, Scharlau o Riedel-de Haen AG).
Sephadex LH-20 (25-100um. CAS, 9041-37-6, Sigma-Aldrich).
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Inventario de solventes

Acetato de etilo (AcOEt). Grado técnico, destilado.
Diclorometano (CH,Cl,). Grado técnico, destilado.
Metanol (MeOH). Grado técnico, destilado.
n-Hexano (Hex). Grado técnico, destilado.
Cloroformo (CHCI3). Grado técnico, destilado.
Acido acético (CH;COOH) p.a.

Acido férmico (HCOOH) p.a.

Inventario de equipos utilizados

Lampara UV MINERALIGHT® LAMP, modelo UVSL-58 (A=254nm, 365nm).

Rota evaporador BUCHI, modelo R-111 con bafio de agua BUCHI 461.

Balanza Denver Instrumental Company, modelo AA-200.

Espectrofotometro de UV-Visible Thermo Electron Corporation, modelo Nicolet
evolution 300 de doble haz.

Espectrémetro de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) Bruker de 400MHz.
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Descripcion del material vegetal

El procedimiento experimental utilizado en el aislamiento, purificacién vy
caracterizacion de los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en la especie
Strychnos bredemeyeri (Schult.) Spragie & Sandwith, inici6 con el tratamiento del
material vegetal de Strychnos bredemeyeri colectado por el Dr. Anibal Castillo en el Rio
Sipapo entre Isla Lencho y comunidad Piaroa “Monte Negro” en el Municipio Autana,
Estado Amazonas (4°54'-5°3'N; 67°34'-67°46'0). Una muestra se encuentra depositada
en el Herbario Nacional de Venezuela, en el Jardin Botanico de Caracas Dr. Tobias
Lasser en la Universidad Central de Venezuela bajo el cédigo AC-4359, colectado el 27
de enero de 1997 financiada a través del Proyecto CONICIT S1-95-001697.

e By

\\ " '\\\'\
Nt iji ) \
52

Figura 6. Hojas y frutos de Strychnos bredemeyeri (Schult.) Spragiie & Sandwith.
Espécimen almacenado en el Jardin Botanico de Caracas, codigo AC-4359.
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Tratamiento del material vegetal para la obtencion de los metabolitos secundarios

El material vegetal que consistio en hojas y ramas de S. bredemeyeri se dejo
secar a temperatura ambiente y luego fué molido obteniéndose (414,9+0,1)g que se
sometieron a maceracion con metanol durante tres semanas, el extracto obtenido se
concentré y secé a presiéon reducida haciendo uso del rota evaporador BUCHI R-111,
resultando en (366,3+0,1)g de residuo vegetal (88,29%) y (48,6+0,1)g de crudo
metandlico Sb-EMeOH que representa 11,71% de la masa del material vegetal seco

(Esquema 2).

Strychnos bredemeyeri
Material vegetal seco
414,99

1. Maceracién con metanol.
2. Evaporacion a presion reducida.

N J
Residuo vegetal Sb-EMeOH
366,39 48,69

88,29% 11,71%

Esquema 2. Obtencién del extracto metandlico de S. bredemeyeri.

Una porcién de (37,61+0,1)g (9,06% respecto al material vegetal) del extracto
metanolico crudo Sh-EMeOH se sometié a una Cromatografia Liquida al Vacio (CLV)
con un lecho de (29,8+0,1)g de silica gel como fase estacionaria y mezclas de solvente
de polaridad creciente como fase mévil: CH,Cl,, CH,Cl,-MeOH (95:5y 1:1) y MeOH. Se
obtuvieron 19 fracciones que fueron unidas segun su perfil en cromatografia de capa
fina (CCF) frente al reactivo de coloracion Anisaldehido-Acido sulfurico (AS), resultando
en 6 fracciones colectivas, obteniendo un porcentaje de recuperacion de 93,47%

(Esquema 3, Tabla 4).
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Tabla 4. Fracciones obtenidas por CLV de Sh-EMeOH.

FRACCION UNIONES MASA % MASA SISTEMA DE V EASE MOVIL

COLECTIVA (+0,0001g)  Sh-EMeOH SOLVENTE (+1mL)
ShA CLV, 0,0247g 0,06% CH.Cl, 100mL
ShB CLV,s6 1,0807g 2,87% CH.Cl, 500mL
ShC CLV7g 1,3046g 3,47% CH,Cl,-MeOH 95:5 300mL
ShD CLVi0.13 16,6700g 44,33% CH,Cl,-MeOH 1:1 400mL
SbE CLVi, 5,2912g 14,07% MeOH 100mL
SbF CLVis5.1 10,7808g 28,67% MeOH 500mL

Strychnos bredemeyeri
Sb-EMeOH
37,69

CC - Silica gel

CH,Cl; 100mL x 6

CH,Cl, — MeOH (95:5) 100mL x 3
CH,Cl, — MeOH (1:1) 100mL x 4
MeOH 100mL x 6

sbA | || sbB | || sbc SbD SbE SbF
247mg | || 1,0807g | | 130469 | |16,6700g| | 529129 | |10,7808g

0,06% |! 2,87% || 3,47% 44,33% 14,07% 28,67%

Esquema 3. Cromatografia liquida al vacio de Sb-EMeOH.

Las fracciones colectivas obtenidas de la CLV se sometieron a CCF desarrolladas
con mezclas de solventes Hex-AcOEt-HCO,H (75:25:1; v/v) (AN6) y AcOEt-MeOH-H,0
(100:13,5:10; v/v) (AN2). Al utilizar el agente de coloracion Anisaldehido-Acido sulfarico

(AS), se observé que las fracciones SbA, SbB y SbC estaban enriquecidas en
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metabolitos secundarios de tipo terpenoidal, mientras SbD, SbE y SbF presentabann un
mayor contenido de metabolitos secundarios de tipo flavonoidal. Ademas, la fraccion
SbD presenta el perfil cromatografico en CCF mas parecido al extracto metandlico
Sb-EMeOH."

El procedimiento para el aislamiento de los metabolitos secundarios de tipo
flavonoidal se llevo a cabo utilizando una porcién de (4,4829+0,0001)g, correspondiente
al 26,89% de la masa de SbD y 11,92% respecto a la masa de Sb-EMeOH. Esta
porcidén se lavo cinco veces con volumenes de (5,0+0,2)mL acetato de etilo (AcOE),
hasta que no se observé clorofila en el perfil cromatografico en CCF, obteniéndose una
fraccion de (0,6476+0,0001)g soluble en AcOEt (SbD;) y (3,7225+0,0001)g de resto
insoluble (SbD;) (Esquema 4).

Strychnos bredemeyeri
SbD
4,4829¢g

Lavados con AcOEt

5,0+0,2 mL x5
[ |
Resto insoluble Soluble en AcOEt
SbDl SbDZ

3,7225 0,6476
83,04% 14,45%

Esquema 4. Lavados de la fraccidon SbD con acetato de etilo.

La fraccion SbD; se sometié a cromatografia de columna de exclusion molecular

con (44,0573+0,0001)g de Sephadex LH-20 como fase estacionaria, eluida con mezclas
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de solvente H,O-MeOH (1:1, 2:3, 3:7 y 1:4) y MeOH como fase movil, resultando en
catorce fracciones colectivas desde SbD;.; hasta SbDj.i4, unidas segun el perfil
cromatografico en CCF luego de revelarse con Natural product (NP), observdndose que
la fraccidn SbD;.1 no presenté contenido flavonoidal a diferencia de las fracciones SbD;-
2 a SbDj.14. La fraccion SbD;; se sembrd en una placa de CCF y se rocié con el
reactivo de Komarowsky (KOM) mostrando ser rica en saponinas. Las fracciones fueron

pesadas y se calculd un porcentaje de recuperacion de 89,61% (Esquema 5, Tabla 5).”

Tabla 5. Fracciones obtenidas por CC de exclusion molecular, Sephadex LH-20, de SbD;.

FRACCION UNIONES MASA % MASA SISTEMA DE V EASE MOVIL
COLECTIVA (+0,0001g) SbD, SOLVENTE (+1mL)
SbDl.l CCi6 2,91959 78,43% H,O-MeOH 1:1 78mL
H,O-MeOH 1:1
0
SbDl.z CCass2 0,13099 3,52% H,O-MeOH 2:3 27mL
SbD;;3 CCuzs 0,0403g 1,08% H,O-MeOH 2:3 12mL
SbDl_4 CCsp55 0,02769 0,74% H,O-MeOH 2:3 18mL
SbD . CCoeoso 0,0542g 1,46% H,O-MeOH 3:7 42mL
H,O-MeOH 3.7
0,
SbD CCorass 0,0709g 1,90% I OMoOH 1.4 39mL
SbDl_7 CCos.102 0,01689 0,45% H,O-MeOH 1:4 21mL
SbD . CConios 0,0099g 0.27% H,O-MeOH 1:4 omL
H,O-MeOH 1:4
SbD . CClosi1o 0,0096g 0.26% 2O 15mL
SbDl_lo CCii3118 0,00909 0,24% MeOH 18mL
SbDy.q1 CCio0125 0,0157g 0,42% MeOH 18mL
SbDl_lz CCi2s.131 0,00959 0,25% MeOH 12mL
SbDq.13 CCi34142 0,0095¢g 0,25% MeOH 27mL

SbD;.14 CCi44-147 0,0128¢g 0,34% MeOH 12mL
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Strychnos bredemeyeri
SbD;
3,7225¢

CC — Sephadex LH20

H,O-MeOH 1:1
H,O-MeOH 2:3
H,O-MeOH 3:7
H,O-MeOH 1:4
MeOH

N N L L N N

Sb D1.1 Sb D1.3 Sb D1.5 Sb D1.7 Sb Dl.g Sb D1.11
2,9195¢g 40,3mg 54,2mg 16,8mg 9,6mg 15,7mg

78,43% 1,08% 1,46% 0,45% 0,26% 0,42%

Sb D1.4 Sb Dl.e Sb D]_.g Sb D]_.]_o Sb D1.12 Sb D1.14
27,6mg 70,9mg 9,9mg 9,0mg 9,5mg 12,8mg

0,74% 1,90% 0,27% 0,24% 0,25% 0,34%

Esquema 5. Cromatografia de exclusion molecular de la fraccién ShD;.

Las fracciones colectivas SbD;.,, SbD;.s y SbD1.¢ mostraron la presencia de un
flavonoide mayoritario en cada fraccion al realizar el perfil cromatografico en AN2 y

usando NP como agente revelador.”

Purificacion de los Compuestos Ay B a partir de SbD; .,

La fraccion SbD;, (130,9+0,1mg), presentd una coloracion marrén brillante de
aspecto similar al caramelo, fué soluble en metanol, parcialmente soluble en acetona e
insoluble en acetato de etilo, dietiléter y hexano. Se sometié a lavados con dietiléter y
se observo la formacion de una suspensidon blanca escarchada. Al tratar la solucién se

obtuvieron dos subfracciones una de cristales marrones y masa (78,6+0,1)mg (60,05%
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respecto a SbD;.,) rica en los flavonoides A y B denominada SbD;.,.a y la otra, SbD;.2g,
que consiste en (50,2+0,1)mg (38,35%) de cristales blancos, recuperandose un 98,4%

de la masa (Tabla 6, Esquema 6).

Tabla 6. Fracciones obtenidas por lavados con dietiléter de SbD_,.

FRACCION DIETILETER MASA (+0,00019) %S'Vt')'?)SA
1
SbD;.5 Insoluble 0,07869g 60,05%
SbD1 55 Soluble 0,0502g 38,05%

Strychnos bredemeyeri
SbD;.,
130,9mg

Lavados con (Et),0O
1,0+0,2 mL x 10

L 2
Resto insoluble Soluble en O(Et),
SbDi.o.a SbDi2g
78,6m 50,2m

60,05% 38,35%

Esquema 6. Lavados de la fraccién SbD., con dietiléter (Et,O).

La subfraccion SbD;.,.a (76,6£0,1mg) se purificO mediante cromatografia de
columna con (6,5044+0,0001)g de silica gel como fase estacionaria y el sistema AcOEt-
MeOH-H,0 100:13,5:10 (AN2) como fase movil, lo cual produjo 79 fracciones. La union
de las fracciones 19-30 result6 en (16,6+£0,1)mg del flavonoide B con trazas del
flavonoide A; ésta muestra fue disuelta en dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg) y

enviada a analizar por resonancia magnética nuclear (RMN) (Esquema 7).
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Las fracciones 18 (1Img) y 30 (<1lmg) correspondientes a los compuestos Ay B
puros, respectivamente, fueron analizados por CCF y por espectroscopia UV-Vis. En
CCF usando AN2 como sistema de elucion y NP como agente revelador, el compuesto
A se observa como a una banda de color amarillo verdoso con un Rf=0,35, mientras

que el compuesto B corresponde a una banda anaranjada de Rf=0,28."

Strychnos bredemeyeri
SbDioa
76,6mg

CC - Silica gel

AcOEt-MeOH-H,0
100:13,5:10 v/viv

SbDy2.a
1-17

SbD;2.a
31-79

21,67%

Esquema 7. Purificacion de flavonoides A y B por cromatografia de columna de la fraccion SbD; ., a.

Purificacion del Compuesto C a partir de SbDy.s.

La fraccion SbD;.s fue un solido de color marrdn brillante, muy similar a SbD1.5,
presentd una banda mayoritaria de color naranja con un factor de retencion (Rf) de 0,39
en CCF, desarrollada con AN2 y revelada con NP, indicando la presencia de un
flavonoide. Este compuesto fue purificado a partir de (54,2+0,1)mg de SbD;.5, mediante
cromatografia de columna (CC), en un lecho de (5,5055+0,0001)g de silica gel como
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fase estacionaria y elucion isocratica con una mezcla AcOEt-MeOH (95:5; v/v) como
fase movil de la que se obtuvieron 153 fracciones. La unién de las fracciones 49-55
permitié aislar (0,8+0,1)mg del compuesto C puro que se analizO por espectroscopia

UV-Vis para determinar el posible patron de sustitucion (Esquema 8).”

Strychnos bredemeyeri
SbDy.5
54,2mg

CC - Silica gel

AcOEt-MeOH
95:5 viv

Sb D1.5
1-48

Sb D1_5
56-153

Esquema 8. Purificacion del flavonoide C por cromatografia de columna de la fraccion SbD.s.

Purificacion del Compuesto D a partir de SbD..

La fraccién SbD;.¢, fue un sdlido de color marrén brillante, muy similar a SbD1.,. En
CCF, desarrollada con el sistema AN2 y revelada con NP, se observé una banda de
color naranja correspondiente al compuesto flavonoidal mayoritario de Rf=0,49. El
componente mayoritario fue purificado empleando cromatografia de columna a partir de
(67,1+0,1)mg de SbDis en un lecho de (6,7452+0,0001)g de silica gel como fase

estacionaria mediante elucion isocratica con una mezcla AcOEt-MeOH (99:1; v/v) como
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fase movil, este proceso produjo un total de 185 fracciones. La unioén de las fracciones
49-133 resultdé en (13,5+0,1)mg del compuesto D puro, el cual fue analizado por
espectroscopia UV-Vis. La muestra fue disuelta en dimetil sulfoxido deuterado
(DMSO-dg) y enviada a analizar por resonancia magnética nuclear (RMN) (Esquema
9).75

Strychnos bredemeyeri

SbD16

67,1mg
CC - Silica gel
AcOEt-MeOH
99:1 viv

J J
SbD D SbD
1-6 1-6
1-48 49-133 134-185
13,5mq

20,12%

Esquema 9. Purificacion del flavonoide D por cromatografia de columna de la fraccion SbD 4.

Purificacion del Compuesto E a partir de SbB;.

La fraccion SbB (1,0807+0,0001g) presentdé un alto contenido de clorofilas y
metabolitos secundarios terpenoidales no polares. La eliminacion de los pigmentos
coloreados fue realizada empleando el método descrito en la literatura, para ello se
utilizé un sistema de filtracion por succion y un embudo de placa porosa de 2cm de

diametro, en el cual se coloc6 un lecho de 5cm de alto de la mezcla Carb6n activado-
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Celite 545 (2:1; m/m). La muestra fué disuelta en CH,Cl, y eluida a sequedad, por
succién, con 50mL de CH,CIl, seguido de 50mL de MeOH hasta que el lecho estuvo
seco, dicho procedimiento origind dos fracciones, SbB; producto de la elucién con
CH,Cl, y SbB, producto de la eluciéon con MeOH. Estas fueron comparadas mediante
CCF observandose un mismo perfil cromatogréfico al ser desarrolladas en AN2 y
reveladas con AS, razon por la cual fueron unidas obteniéndose la fraccion SbBi
(Esquema 10, Tabla 7)."®

Strychnos bredemeyeri
ShB
1,0807g

Carbon activado — Celite 545
2:1 m/m

CH,Cl, 50mL
MeOH 50mL

[ L
MeOH

SbB,
5,81%

62,8m

Esquema 10. Filtracion a través de Carbdn activado-Celite 545 de SbB.

La fraccion SbBi de color amarillo palido, parcialmente soluble en hexano, dietiléter,
acetato de etilo y metanol, soluble en la mezcla AcOEt-Hex (7:3; v/v), presentd un

compuesto terpenoidal mayoritario de Rf=0,82, bajo el sistema ANG6 y revelado con AS
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Adicionalmente, se detectd la presencia de lupeol y B-sitosterol, los cuales han sido

aislados y reportados previamente de este género.”

Tabla 7. Fracciones obtenidas por filtracion a través de Carbdn activado-Celita 545 de SbB.

. 0

FRACCION SOLVENTE MASA (+0,0001g) % gﬂb%SA
SbB; CH,Cl, 0,8073g 74,70%
SbB, MeOH 0,0628g 5,81%
SbBi - 0,8701g 80,51%

El compuesto E presente en SbBi se purific6 mediante cromatografia de columna.
Para ello se sembraron (870,1+0,1)mg en seco sobre un lecho de (86,9723+0,0001)g
de silica gel como fase estacionaria en elucién isocratica con una mezcla Hex-AcOEt
(98:2; v/v) como fase movil para obtener 140 fracciones que fueron unidas segun su
perfil en CCF desarrollada en la mezcla Hex-AcOEt (95:5; v/v) como fase movil y AS

como agente revelador (Esquema 11).

La unién de las fracciones 10-61 resulté en (33,4+0,1)mg del compuesto E puro.
Esta muestra fue disuelta en dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d6) y enviada a analizar
por resonancia magnética nuclear (RMN). Adicionalmente, la unién de las fracciones

62-73 resulta en (191,6+0,0001)mg del compuesto E y otros terpenos (Esquema 11).
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Strychnos bredemeyeri
SbBi
870,1mg

CC - Silica gel

Hex-AcOEt 98:2 v/v

N i L V)
: 5 E | ShBi :
S | 1061 | || 6273 B
| 33,4mg - | 191,6mg

i 3,84%

'
1
1
1
,

22,02%

Esquema 11. Purificacion del terpeno E por cromatografia de columna de la fracciéon SbBi.

El procedimiento experimental para aislar y purificar los metabolitos secundarios
presentes en el extracto metandlico de las hojas y ramas de la especie Strychnos
bredemeyeri (Sb-EMeOH), denominados Compuestos A, B, C, D y E, se resume en el

Esquema 12.
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414,99

Strychnos bredemeyeri
Material vegetal seco

1. Maceracion con metanol.
2. Evaporacion a presion reducida.

NE NE
Residuo vegetal Sb-EMeOH
366,39 48,69
VLC (37,69)
N N 3 3 3 L
SbA SbB SbC SbD SbE SbF
24,7mg | 1,0807g | 1,30469g | 16,6700g | 5,2912¢g | 10,7808g
Carbon activado — Celite 545 Lavados con AcOEt
SbBi

CC - Silica gel

870,1mg

Compuesto E 1
33,4mg | |

sbp, | sbp, |
3,72259 | S 0,6476g

CC — Sephadex LH20

J J
SbDl_z SbDl_s SbDl_e
130,9mg | 54,2mg | 70,9mg
CC - Silica gel
N N N2
Compuesto A Compuesto B Compuesto C Compuesto D
1,0mg 16,6mg 0,8mg 13,5mg

Esquema 12. Aislamiento y purificacion de los metabolitos secundarios presentes en el extracto

metanolico Sb-EMeOH de hojas y ramas de Strychnos bredemeyeri.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

El extracto metandlico crudo de Strychnos bredemeyeri (Sb-EMeOH) resulté ser un
liquido muy viscoso de color marron oscuro, una porcion de (37,6+£0,1)g se sometio a
cromatografia liquida al vacio (CLV) de la que se obtuvieron 19 fracciones que fueron
unidas segun su perfil en cromatografia en capa fina (CCF) usando Anisaldehido-Acido
sulfdrico (AS) como agente revelador, resultando en 6 fracciones colectivas
enumeradas desde SbA hasta SbF (Esquema 3, Tabla 4).

Las fracciones colectivas se sometieron nuevamente a CCF, las fracciones SbA,
SbB y SbC por ser de caracter menos polar se desarrollaron utilizando Hex-AcOEt-
HCO,H 75:25:1 (AN6) como fase mavil. Una vez reveladas con AS en el visible se
observa que SbA y SbB mostraron bandas de color morado y azul indicando presencia
de compuestos terpenoidales del tipo saponinas. Por otro lado, la fraccion SbC, en el
visible después de ser rociada con AS, presentd bandas color amarillo de mayor
polaridad, correspondiente a compuestos flavonoidales (Figura 7).

Figura 7. Placa de Sb-EMeOH y las fracciones colectivas SbA, SbB y SbhC desarrollada

en ANG sin revelar (7a) y revelada con AS (7b).
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Las fracciones SbC, SbD, SbE y SbF fueron desarrolladas con AN2, en el visible
y antes de revelar la placa a 365nm, mostraron la presencia de diferentes tipos de
metabolitos. La fraccion SbC contiene, en su mayoria, clorofila. Una vez rociada con
revelador universal (AS) se observa en el visible que las fracciones SbD, SbE y SbF son
ricas en bandas de color amarillo, caracteristico de los compuestos flavonoidales
(Figura 8).

8a

Figura 8. Placa de Sh-EMeOH vy las fracciones colectivas SbC, SbD, SbE y SbF desarrollada

en AN2 sin revelar (8a) y revelada con AS (8b).

Los compuestos presentes en las fracciones colectivas SbD, SbE y SbF se
observan con mayor claridad al desarrollar la placa con AN2 y rociar con Natural
Product (NP), revelador especifico para compuestos flavonoidales. Antes de revelar se
observan numerosas bandas color naranja, caracteristicas de compuestos tipo
flavonoide; después de rociar con NP se observan las bandas color naranja,
correspondientes a los compuestos mayoritarios con mayor intensidad en el visible,
mientras que, a UV-365nm se observa fluorescencia que depende de la estructura del
compuesto. Por lo general, los flavonoides glicosilados con un grupo hidroxilo en el
anillo B presentan fluorescencia amarillo-verde, mientras que compuestos con dos o

mas grupos hidroxilos en el anillo B presentan fluorescencia naranja (Figura 9)."°
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9a 9b

Figura 9. Placa de Sb-EMeOH y las fracciones colectivas SbC, SbD, SbE y SbF desarrollada

en AN2 sin revelar (9a) y revelada con NP (9b).

La fraccién SbD, con (16,6700+0,0001)g, representando el 44,33% de la masa de
extracto metanolico crudo de S. bredemeyeri, mostré un perfil cromatografico en CCF
similar al extracto Sb-EMeOH respecto al contenido de metabolitos secundarios de tipo
flavonoidal (Figura 9). Para aislar los flavonoides se lavé una porcion de
(4,4829+0,0001)g de SbD (26,89%) con acetato de etilo (AcOEt), obteniéndose una
subfraccion de (3,7225+0,0001)g de resto insoluble denominada SbD; (Esquema 4),
tratada por CC de exclusion molecular con Sephadex LH-20 como fase estacionaria,
resultando en catorce fracciones colectivas, desde SbD;.; hasta SbD;.14 (Esquema 5,
Figura 10, Tabla 5).

dails Visible
® 0.5"'6"'
. [ 3
' e
m
fn‘m?é b A‘Sﬂ s.";‘i;h 9 1n-=_‘§v13 "

Figura 10. Placa de SbD; y las fracciones colectivas SbD,.; — SbD;.1, en AN2 revelada con NP.
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El perfil cromatogréafico de la subfraccion SbD;, desarrollada en AN2 y revelada
con NP permite observar la presencia de tres flavonoides mayoritarios que, tanto en el
visible como en UV-365nm, se observan como bandas de color naranja con factor de
retencion (Rf) de 0,28, 0,39 y 0,49, aislados satisfactoriamente en las fracciones
colectivas SbD;.,, SbD;.5 y SbD16, respectivamente (Figura 10). La purificacion de los
flavonoides mayoritarios presentes en las tres subfracciones dio lugar a la obtencion de
los Compuestos A, B, CyD.

Caracterizacion de Compuestos Ay B

La subfraccién SbD;.,.4 se sometié a cromatografia de columna con silica gel como
fase estacionaria y elucion isocratica con AcOEt-MeOH-H,0O 100:13,5:10 (AN2) como
fase movil para purificar el Compuesto B. La union de las fracciones 19 a 30 produjo
(16,6+0,1)mg del flavonoide B con trazas del flavonoide A (Esquema 7). Esta
subfraccion, se sometié a CCF empleando AN2 como sistema de desarrollo y NP como
agente revelador observando el Compuesto B en el visible, como una banda naranja,
mientras que, en UV-365nm el Compuesto A se presenta como a una banda de
fluorescencia color amarillo verdoso y un Rf=0,35, seguido del Compuesto B como una
banda de fluorescencia anaranjada cuyo Rf fue 0,28. Adicionalmente, a UV-254nm
ambos compuestos muestran "quenching” de fluorescencia del indicador incorporado en

la silica de la cromatoplaca. (Figura 11).

El espectro de UV-Vis de un compuesto flavonoidal proporciona informacion acerca
de la posicion, tipo y cantidad de sustituyentes en el sistema conjugado. La mayoria de
los flavonoides presentan principalmente dos bandas de absorcion, la Banda | entre 300

y 400nm, producto de las transiciones electrénicas en el grupo cinamoilo, y la Banda Il
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desde 240 hasta 280nm, procedente de las transiciones electronicas en el grupo
benzoilo. El méximo y la forma de las Bandas | y Il se modifica segun la sustitucion en
los anillos A y B, generalmente, ambas bandas presentan desplazamiento batocromico
de los maximos de absorcion conforme aumenta la cantidad de grupos hidroxilo

presentes en el sistema aromatico (Figura 12).”@

Visible

Compuesto A, Rf=0,35
Compuesto B, Rf=0,28

Figura 11. Placa de Compuesto B con trazas de Compuesto A, desarrollada con AN2 y revelada con NP.

Grupo benzoilo Flavona (R=H) Grupo cinamoilo
Banda Il Flavonol (R=0H) Banda |
220-280nm 300-400nm

Figura 12. Grupos funcionales que influyen en el espectro de absorcién de UV-Vis de flavonoides.”’
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El Compuesto A se aislo puro en la fraccion 18 y se analiz6 por espectroscopia UV-
Vis para determinar el posible patron de sustitucion del flavonoide. Se obtuvieron los
espectros en metanol (MeOH), metoxido de sodio (NaOMe), acetato de sodio (NaOAc)

y tricloruro de aluminio (AICl3). Los datos espectroscopicos se resumen en la Tabla 8.

El espectro del Compuesto A en metanol presenta maximos en 333nm (banda I) y
259nm (banda 1) caracteristicos de flavonoles sustituidos en la posicién 3 y flavonas. El
desplazamiento batocromico de la banda la (AAmax=51nm) en NaOMe/MeOH indica la
presencia de un grupo hidroxilo en la posicion 4'; en NaOAc/MeOH se observa el
desplazamiento batocrémico de la banda Il (AAmax=7nm) que sugiere un grupo hidroxilo
en la posicion 7 y, finalmente, los desplazamientos batocromicos de las bandas la y lla
(AAmax=58nm y AAnax=37nm, respectivamente) en AICI3/MeOH indican posible
formacion de complejo quelato entre las posiciones 4 y 5 y/o grupo orto-hidroxilo (Figura
14, Tabla 8). "’ 78

Es posible que el Compuesto A, de acuerdo con la informacién obtenida mediante

CCF y espectroscopia UV-Vis, corresponda a 4',5,7-trihidroxiflavona, por lo que se

comparan los resultados espectroscépicos del Compuesto A con los reportados en la
78b

literatura para Apigenina (Figura 13, Tabla 8).

Figura 13. Estructura quimica propuesta para el Compuesto A aislado de la subfraccién SbD;.,.a.
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Compuesto A

Abs
2,0
MeOH
~——— AICI3|/ MeOH
——NaONe / MeOH
(\ ——NaOAc / MeOH
1,5

4

R\

05 N \

N

200 250 300 350 400 450 500

0,0

A(nm)

Figura 14. Espectros de absorcion UV-Vis del Compuesto A.
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Tabla 8. Resumen de datos espectroscépicos en el UV-Vis para el Compuesto A segun el medio.

Comparacion con los datos reportados para Apigenina.”®

Apigenina Compuesto A
Amax reportado [nm] Amax €Xperimental [nm]
la Ib lla b la Ib lla Ib
MeOH 336 296sh 267 - 333 - 259 -
NaOMe 392 324 275 - 384 326 297sh 266
NaOAc 376 301 274 - 324 - 266 -
AICI; 384 348 301 276 391 343 296sh 271

El Compuesto B se aislé puro en la fraccion 30 y se sometid a espectroscopia UV-
Vis para determinar el posible patron de sustitucion. Se obtuvieron los espectros en
etanol (EtOH), etoxido de sodio (NaOEt), acetato de sodio (NaOAc), acetato de sodio-
acido borico (NaOAc/H3BO:s3), tricloruro de aluminio (AICI3) y tricloruro de aluminio-acido
clorhidrico (AICI3/HCI), todos presentan maximos de absorcion entre 220nm y 400nm

resumidos en la Tabla 9 (Figura 15).

El espectro del Compuesto B en etanol (EtOH) presenta maximos en 335nm (banda
la), 264nm y 258nm (banda llb y lla, respectivamente) consistente con nucleo de
flavona o flavonol sustituido en la posicion 3. En NaOEt/EtOH el desplazamiento
batocromico de 51nm de la banda | sugiere un grupo hidroxilo en la posicion 4'. El
desplazamiento batocromico de la banda lla (AAnax=6nm) en NaOAc/EtOH indica un
posible grupo hidroxilo en la posicion 7, ademas, la forma alargada de la banda |
sugiere que existe un grupo hidroxilo en 4'y sustitucion (-OR) en las posiciones 3 y/o 7.

En NaOAc/H3BO3/EtOH se observa un desplazamiento batocrémico de 13nm en la
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banda I, sugiriendo la presencia de grupos hidroxilo en posicion orto- en el anillo B
(Figura 15, Tabla 9).”"® 782

El espectro del Compuesto B en AICIs/HCI/EtOH comparado con el espectro en
AICI3/EtOH presenta un desplazamiento hipsocromico en la banda la (AAnax=12nm),
indicando que la formacion de quelatos proviene tanto de los grupos orto-hidroxilo como
de los asociados a C-4. El desplazamiento batocrémico de la banda la (AAnax=54nm) en
AICI3/HCI comparada con la banda | en EtOH sugiere un posible 5-hidroxiflavonol

sustituido en la posicién 3.7

De acuerdo con la informacién obtenida mediante CCF y espectroscopia UV-Vis se
sospecha que el Compuesto B presenta la estructura de un 3',4',5,7-tetrahidroxiflavonol
sustituido en la posicion 3, por lo que se comparan los datos espectroscopicos

experimentales con los reportados para Quercitrina (Figura 16, Tabla 9).

Tabla 9. Resumen de datos espectroscépicos en el UV-Vis para el Compuesto B segun el medio.

Comparacion con los datos reportados para Quercitrina.”®

Quercitrina en MeOH Compuesto B en EtOH
Amax reportado [nm] Amax €Xperimental [nm]
la Ib lla lIb la Ib lla lIb
EtOH 350 301sh 265 256 335 - 264sh 258
NaOEt 393 326 270 - 386 - 270sh -
NaOAc 372 322sh 272 - 369sh 309 270sh 265
H3BO; 367 300sh 260 - 348 - 263 -
AICI; 430 333 304sh 276 401sh 335 287sh 271

HCI 401 353 303sh 272 389sh 334 290sh 271
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Compuesto B

Abs
1,2
EtQH
——NaOEt / EtOH
——NaOQAc / EtOH
1,0

——NaOAc / H3BO3 / EtOH

——AICI3 / EtOH

——AICI3 / HCI / EtOH

0,8 \J/

0,6

0,4 - t \

[

0,2 \

[
I/

0,0
200 250 300 350 400 450 500

A(nm)

Figura 15. Espectros de absorcion UV-Vis del Compuesto B.
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La estructura del Compuesto B se determind mediante analisis por espectroscopia
de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H, *C, 'H-'H COSY y HSQC.

Los datos espectroscopicos de RMN de 'H y **C indican que el Compuesto B
presenta un nucleo flavonoidal de quince atomos de carbono, entre ellos cinco C-H
aromaticos y diez carbonos cuaternarios, adicionalmente, presenta seis carbonos que

corresponden a un glucésido que sustituye la posicion 3 del flavonol (Espectros 1y 2).

UCV /J.Bermidez / Y. Pinoig, 1H-SbB / DMSO-d6 oo @ wwooo
N R R R e R e it R R
s e P P P P P 60000 GO 4D 6D WD WD W uE

e — N e

16 15 14 13 12 1 10 9 3
1H (ppm)

Espectro 1. RMN 'H del Compuesto B.

En el espectro de RMN 'H se observan las sefiales de los protones enlazados a
carbonos aromaticos en la region comprendida entre 6,00 y 7,50ppm. Los protones del
anillo A H-6 y 8 se presentan como dobletes (d) en 6,20 y 6,39ppm acoplados entre si
con constantes (Jmeta) de 1,9 y 1,7Hz, respectivamente. Los protones del anillo B H-2'y

5' corresponden a los dobletes (d) en 7,30 (2,2Hz) y 6,86ppm (8,3Hz), ambos acoplados
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con el protén H-6' que se observa como un doblete de dobletes (dd) en 7,25ppm
(Imeta=2,2Hz Y Joro=8,3Hz) (Espectro 3).”™.

771.20
[-TOB2
7037
~70.09
—17.5

rrrrrrrrrrrrrrr

i B M

T T T T T T T
210 200 1%0 180 170 160 150 140 130 120 110 100 80 a0 7l
13C (ppm}

0

Espectro 2. RMN **C del Compuesto B.

En el espectro de correlacién 'H-'H COSY del Compuesto B se observan los
acoplamientos entre los protones tanto en el anillo A, H-6 con H-8, como en el anillo B,
H-2' con H-6', H-5' con H-6'y H-6' con H-2'y H-5' (Espectro 4).”"

Las sefiales de los grupos hidroxilo se observan en el espectro de RMN *H en
aproximadamente 9,56ppm para 3'-OH y 10,67ppm para 7-OH como una banda ancha
(br. s) entre 8,70 y 11,50ppm. EIl singlete (s) en 12,65ppm corresponde a 5-OH

(Espectro 5).”"
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UCV /J. Berniidezd ¥, Pino / 1H-SbB /DMS0-d6 1= 2 ag 55
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H-6' | . I|
‘ | 'A H | |
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Espectro 3. RMN *H del Compuesto B. Ampliacién 6,0-7,5ppm.

1
UCV /J.Bermidez /Y.

i
|:|
[ | | IIIIII
, (NS

1
Fina / COSY-SbB / DMSO-d6
1

F1 {ppm)

6.9

67 65 6.3 6.1
F2 (ppm}

Espectro 4. RMN 'H-'"H COSY del Compuesto B. Ampliacién 6,0-7,5ppm.
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Espectro 5. RMN 'H del Compuesto B. Ampliacién 8,6-13,4ppm.

UCV g Bermudez / Y. Bjnog 13€:8bB / DMSD-0E,
T TN
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c-4
C-4 C-5
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c-1 10l ¢
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Espectro 6. RMN **C del Compuesto B. Ampliacién 90,0-180,0ppm
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Los espectros de *C y HSQC confirman los desplazamientos de C-6, 8, 2', 5'y 6',
en 98,75, 93,68, 115,49, 115,67 y 120,75ppm, respectivamente, como cinco carbonos
enlazados a un protdon en un sistema aromatico, los desplazamientos de 145,25,
148,49, 161,33 y 164,35ppm que corresponden a los carbonos enlazados a grupos
hidroxilo C-3', 4', 5y 7, respectivamente, y C-3 sustituido en 134,23ppm, por lo que se
sospecha que el nacleo flavonoidal corresponde a Quercetin 3-O-glicosido (Espectros 6
y 7)_77b

H-2'| :
'H-6' " H-5' H-8 H-6

[ UCV/J. Bermudez /Y. Pino /HSQC-5bB/ DMS0O-d6

C-8

C-6

C-5
c-2'

C-6'

Espectro 7. RMN *H-"*C HSQC del Compuesto B. Ampliacion 6,1-7,4ppm/90,0-125,0ppm.

El espectro de RMN-'H del Compuesto B presenta las sefiales de los protones del
glicésido entre 0,80 y 5,30ppm. EIl protén enlazado al carbono anomérico H-1" se
presenta como un doblete (d) en 5,25ppm con una constante (J) de 1,6Hz debido a su
acoplamiento con H-2", el protén H-2" es asignado al doblete de dobletes (dd) en

3,97ppm con constantes (J) 1,7 y 3,3Hz por su acoplamiento con H-1"y H-3", el doblete



Strychnos bredemeyeri |70

de dobletes (dd) en 3,51ppm corresponde al protén H-3" con constantes (J) de 3,3 y
9,0Hz por acoplarse con H-2" y H-4", los protones H-4" y H-5" se agrupan en un
multiplete entre 3,10 y 3,30ppm, los protones del grupo metilo terminal H-6" se

observan en 0,81ppm como un doblete (d) de constante Js-5-=6,0Hz y las bandas de los

grupos hidroxilo se observan entre 4,28 y 5,14ppm (Espectro 8)."”

mmmmmmmmmmmmmmmmmm
wwwwwwwwwwwwwwwww
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UCV fgleBermidez / Y. Fino / 1H-SbBy DMS0-d6
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Espectro 8. RMN 'H del Compuesto B. Ampliacién 3,1-5,3ppm.

En el espectro de correlacion espectroscépica ‘H-'H COSY se observa el
acoplamiento entre el proton del carbono anomérico 1" con 2", 2" con 1"y 3", 3" con 2"
y 4", 4" con 3"y 5", 5" con 6" (Espectros 9 y 10). Por otro lado, el espectro de RMN **C
muestra un desplazamiento en 101,86ppm corresponde a C-1"vy el de 17,53ppm a C-
6", los carbonos C-2", 3", 4" y 5" se hallan entre 70,09 y 71,20ppm. A partir del RMN
HSQC se establece la correlacion entre los protones y carbonos presentes en el

glicésido, identificado como a-L-ramnésido (Espectros 11y 12).77°
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Espectro 9. RMN *H-"H COSY del Compuesto B. Ampliacién 0,5-5,5ppm.
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Espectro 10. RMN "H-'"H COSY del Compuesto B. Ampliacion 3,0-3,6ppm.
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Espectro 11. RMN **C del Compuesto B. Ampliacién 15,0-105,0ppm.

H-2"

| ‘II H _ 3 n a'r\\-.

1
1
M '\
(LA

1
[ b
[
VAL WAL AAA AT Ao

) UCcV/J. Ber';m]desz. Pino /HSQC-3bB / DMS0-d6
[

67

N
3
13C (ppm)

e e e e e R O e e e
4.0 39 38 37 36 35 3.4 33 32 3.1 3.0
1H (ppm)

Espectro 12. RMN 'H-"*C HSQC del Compuesto B. Ampliacion 3,0-4,0ppm/67,0-73,0ppm.
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Los desplazamientos en los espectros de UV-Vis, RMN *H, *C, 'H-'H COSY y
HSQC permiten inferir que el Compuesto B corresponde a Quercitrina, también
conocido como quercetin-3-O-a-L-ramndsido, de manera que, se comparan los datos
experimentales con los reportados en la literatura para Quercitrina aislada de las hojas

de Zanthoxylum bungeanum (Figura 16, Tablas 10y 11).”

Figura 16. Estructura quimica del compuesto Quercitrina aislado de la subfraccion SbD1.,.

Tabla 10. Desplazamientos quimicos en el espectro de RMN *H y *H-"H COSY del Compuesto B

comparado con datos reportados en la literatura para quercitrina.79

Quercitrina reportado en Compuesto B en
DMSO-ds a 500MHz DMSO-dg a 400MHz
o R cosY PP cosy
H-5 12,66 () 12,65 (s)
H-6 6,21 (br. s) H-8 6,20 (d; 1,9) H-8
H-8 6,40 (br. s) H-6 6,39 (d; 1,7) H-6
H-2' 7,30 (d; 1,5) 7,30 (d; 2,2) H-6'

H-5' 6,87 (d; 8,4) H-6' 6,86 (d; 8,3) H-6'




H-6'

H-1"

H-2"

H-3"

H-4"

H-5"

H-6"

7,25 (d; 8,4)
5,27 (s)
3,99 (dd)
3,53 (dd)
3,17 (dd)
3,23 (dd)

0,82 (d; 6,0)

H-5'
H-2"
H-1", H-3"
H-2", H-4"
H-3"
H-6"

H-5"
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7,25 (dd; 2,2/8,3)  H-5', H-2'
5,25 (d; 1,6) H-2"
3,97 (dd; 1,7/3,3)  H-1", H-3"

3,51 (dd; 3,3/9,0) H-2", H-4"

3,15 (m) H-3", H-5"
3,20 (m) H-4", H-6"
0,81 (d; 6,0) H-5"

Tabla 11. Desplazamientos quimicos en el espectro de RMN B3¢ y HSQC del Compuesto B comparado

con datos reportados en la literatura para quercitrina.”

Quercitrina reportado en
DMSO-ds a 125MHz

Compuesto B en
DMSO-dg a 100MHz

8 reporTADO [PPM]

8 experivenTaL [PPM] HSQC

156,93
134,60
178,23
161,78
99,17

164,69
94,10

157,76
104,56
121,23
115,94

145,68

157,32
134,23
177,76
161,33
98,75 H-6
164,35
93,68 H-8
156,49
104,07
121,15
115,49 H-2'

145,25
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4' 148,91 148,49

5' 116,15 115,67 H-5'
6' 121,59 120,75 H-6'
1" 102,33 101,86 H-1"
2" 70,54 70,09 H-2"
3" 71,05 70,37 H-3"
4" 71,69 71,20 H-4"
5" 70,86 70,62 H-5"
6" 17,96 17,53 H-6"

Caracterizacion del Compuesto C

La purificacién del Compuesto C se realizé a partir de la subfraccion SbDj.s
mediante a cromatografia de columna en un lecho de silica gel como fase estacionaria
y elucion isocratica con una mezcla AcOEt-MeOH (95:5; v/v) como fase movil, la union

de las fracciones 49-55 resulté en (0,8+0,1)mg del Compuesto C puro (Esquema 8).

El Compuesto C se someti6 a CCF empleando AN2 como sistema de desarrollo y
NP como agente revelador, se observa como una banda naranja tanto en el visible

como en UV-365nm con factor de retencion de 0,39 (Figura 17).

El andlisis de C por espectroscopia UV-Vis, en metanol (MeOH), metdxido de sodio
(NaOMe/MeOH), acetato de sodio (NaOAc/MeOH) vy tricloruro de aluminio
(AICI3/MeOH), permitié determinar los maximos de absorcion entre 200nm y 400nm.

Los datos espectroscépicos se resumen en la Tabla 12.
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Visible

Compuesto C, Rf=0,39

Figura 17. Placa de Compuesto C desarrollada con AN2 y revelada con NP.

El espectro del Compuesto C en metanol presenta maximos en 344, 292sh, 269sh y
257nm (bandas la, Ib, lla y llIb, respectivamente), generalmente asociados a flavonoles

sustituidos en la posicién 3 (Figura 19, Tabla 12).”'® 8

El desplazamiento (AAnax) batocromico de 55nm de la banda | en NaOMe/MeOH
sugiere la presencia de un grupo hidroxilo en la posicion 4', mientras que, por el
desplazamiento batocromico de 11nm de la banda Il en NaOAc/MeOH, se sospecha la
presencia de un grupo hidroxilo en la posicién 7. En AICI3/MeOH los desplazamientos
batocromicos en las bandas la y llb (AAnax 51nm y 9nm, respectivamente) indican
posible formacion de complejos quelatos con grupo orto-hidroxilo y/o con las posiciones
4y 5 (Figura 19, Tabla 12).”®

Es posible que el Compuesto C, de acuerdo con la informacion obtenida mediante

CCF y espectroscopia UV-Vis, presente la estructura de un 3',4',5,7-tetrahidroxiflavonol
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sustituido en la posicion 3. Se comparan los datos espectroscépicos con los reportados

para Rutina (Figura 18, Tabla 12).”®

Figura 18. Estructura quimica propuesta para el Compuesto C aislado de la subfraccién SbD, 5,

Tabla 12. Resumen de datos espectroscépicos en el UV-Vis para el Compuesto C segun el medio.

Comparacion con los datos reportados para Rutina.”

Rutina Compuesto C
Amax reportado [nm] Amax €Xperimental [nm]
la Ib lla lIb la Ib lla lIb
MeOH 359 299 266sh 259 344 292sh 269sh 257
NaOMe 410 327 272 - 399 320sh 268 -
NaOAc 393 325 271 - 353 330sh 268 -

AlCl3 433 303sh 275 - 395 348sh 304sh 266
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Compuesto C
Abs
2,0
MeOH
——NaOMe / MeOH
~———AICI3|/ MeOH
——NaOAc / MeOH
1,5
1,0
0,5
AT \
0’0 I\
200 250 300 350 400 450 500
A(nm)

Figura 19. Espectros de absorcion UV-Vis del Compuesto C.
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Caracterizacion del Compuesto D

El Compuesto D se purific6 a partir de una cromatografia de columna de la
subfraccion SbD;.¢ empleando silica gel como fase estacionaria y elucion isocrética con
una mezcla AcOEt-MeOH (99:1; v/v) como fase mavil. La union de las fracciones 49-
133 resultdé en (13,5+0,1)mg de un puro denominado Compuesto D (Esquema 9). El
mismo presenté un Rf de 0,49 en CCF desarrollada con AN2 y una coloracion

anaranjada por tratamiento con NP (Figura 20).

El Compuesto D se analizé por espectroscopia UV-Vis en etanol (EtOH), etoxido de
sodio (NaOEt), acetato de sodio (NaOAc), acetato de sodio-acido borico
(NaOACc/H3BOg), tricloruro de aluminio (AICI3) y tricloruro de aluminio-acido acido
clorhidrico (AICIs/HCI). Los espectros presentan los maximos de absorcion entre 225nm

y 405nm resumidos en la Tabla 13.

Visible

Compuesto D, Rf=0,49

Figura 20. Placa de Compuesto D desarrollada con AN2 y revelada con NP.
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Compuesto D

Abs
1,2
EtOH
——NaOEt / EtOH
——NaOAc / EtOH
1,0

——NaOQOAc / H3BO3 / EtOH

——AICI3 / EtOH

>

——AICI3 / HCI / EtOH

SR

04 - —

0,0 !
200 250 300 350 400 450 500

A(nm)

Figura 21. Espectros de absorcion UV-Vis del Compuesto D.
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El espectro de UV-Vis del Compuesto D en etanol (EtOH) presenta maximos a 353,
256 y 264nm (banda la, banda IlIb y lla, respectivamente) caracteristicos de flavonoles
3-O-sustituidos (Figura 21, Tabla13).”’® 78

El desplazamiento batocromico de la banda | (AAmax=52nm) en NaOEt/EtOH se
asocia a la presencia de un grupo hidroxilo en la posicion 4'y posible sustitucion (-OR)
en 3. Por otro lado, en NaOAC/EtOH el desplazamiento batocromico de las bandas | y
lla (AAmax=31nm y AAna=15nm, respectivamente) sugieren grupos hidroxilo en las
posiciones 4'y 7, mientras que en NaOAc/H3;BO3/EtOH se observa un desplazamiento
batocromico de 13nm en la banda | que indica la presencia de grupo orto-hidroxilo en el
anillo B (Figura 21, Tabla13).%

Tabla 13. Resumen de datos espectroscépicos en el UV-Vis para el Compuesto D segun el medio.

Compuesto D
Amax €Xperimental [nm]

la Ib lla lib
EtOH 353 305sh 264sh 256
NaOEt 405 316sh 272 -
NaOAc 384 328sh 271 -
H3B O3 371 303sh 261 -
AICI, 392sh 360 302sh 271
HCl 389sh 358 300sh 269

Los espectros obtenidos para el Compuesto D en AICI3/EtOH y AICIs/HCI/EtOH
presentan maximos de absorcion a las mismas longitudes de onda, esto sugiere que la
formacion de complejo quelato no proviene de grupos orto-hidroxilo, sino Unicamente de

los que involucran al carbono 4. Asi mismo, el desplazamiento batocrémico de 36nm de
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la banda la en medio acido, comparada con la banda la en EtOH indica un posible

5-hidroxiflavonol sustituido en la posicién 3 (Figura 21, Tabla13).7

Los datos obtenidos mediante CCF y espectroscopia UV-Vis sugieren que el

Compuesto D corresponde a un 3',4',5,7-tetrahidroxiflavonol 3-O-sustituido.

La estructura del Compuesto D se determiné mediante analisis de RMN de *H, *C,
'H-'H COSY y HSQC. Los datos espectroscépicos indican que el Compuesto D
presenta un nucleo flavonoidal de quince atomos de carbono, cinco protones enlazados
a carbonos en un sistema aromatico, diez carbonos cuaternarios y doce carbonos
adicionales correspondientes a dos glicésidos que sustituyen las posiciones 3y 7 del
flavonol (Espectros 13y 14).

| oo =
5

Espectro 13. RMN 'H del Compuesto D.
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Espectro 14. RMN **C del Compuesto D.

En el espectro de RMN *H los grupos hidroxilo se presentan como una banda ancha
(br. s) entre 8,40 y 9,80ppm que corresponde a 3'-OH y un singlete (s) en 12,64ppm

asignado a 5-OH (Espectro 15).”"

Los protones enlazados a los carbonos arométicos se observan en el espectro de
RMN 'H entre 6,40 y 7,40ppm. Los protones del anillo A H-6 y H-8 se presentan como
un par de dobletes (d) en 6,46ppm y 6,78ppm, respectivamente, ambos con una
constate (Jmeta) de 2,1Hz. Respecto al anillo B, el protdn H-2' corresponde a la sefial en
7,35ppm que se observa como un doblete (d) con constante de acoplamiento Jmneta de
2,2Hz, el protdon H-5' se presenta como un doblete (d) en 6,90ppm (Joro=8,2Hz) y el
protén H-6', acoplado con H-2'y 5' corresponde al doblete de dobletes (dd) en 7,30ppm
(Jore=8,2HZ Y Imeta=2,2Hz) (Espectro 16).”®
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Espectro 15. RMN *H del Compuesto D. Ampliacién 8,0-13,0ppm.
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Espectro 16. RMN 'H del Compuesto D. Ampliacion 6,4-7,4ppm.
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El espectro 'H-'H COSY muestra los acoplamientos de los protones enlazados a
carbonos aromaticos, tanto en el anillo A entre H-6 y 8, como en el anillo B entre C-2', 5'
y 6' (Espectro 17).

He Y

H-6

UCV /J. Bermidez /Y. Pino / COSY-SbD / DMSO-d§

H-8 -

H-2I 7.4

74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64
F2 (ppm)

Espectro 17. RMN ‘H-'H COSY del Compuesto D. Ampliacion 6,4-7,4ppm.

En el espectro RMN *3C se asignan las sefiales en 158,0, 135,0 y 178,1ppm a los
carbonos que conforman el anillo C, C-2, C-3 y C-4, la sefial en 161,0ppm corresponde
a C-7-O-glicésido y los desplazamientos de 145,8, 148,8 y 161,8ppm a los carbonos
enlazados a grupo hidroxilo C-3', 4' y 5 (Espectro 18).”"

En el RMN 'H-C HSQC se observan los acoplamientos de los carbonos
aromaticos no cuaternarios C-6, 8, 2', 5'y 6' en 99,6, 94,6, 115,8, 115,6 y 121,4ppm,
respectivamente (Espectro 19).”"
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Espectro 18. RMN **C del Compuesto D. Ampliacién 90,0-180,0ppm.
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Espectro 19. RMN 'H-"*C HSQC del Compuesto D. Ampliacién 6,2-7,6ppm/90,0-125,0ppm.
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Por lo anterior, se propone que el nucleo flavonoidal del Compuesto D corresponde

a quercetin-3,7-O-diglicosido

Los desplazamientos correspondientes a los protones en los residuos de glicosido
se observan en el espectro de RMN *H, en la regién comprendida entre 0,80 y 5,60ppm,
presentandose los protones de los grupos hidroxilo como bandas anchas entre 4,20 y
5,05ppm. Los protones enlazados a los carbonos anoméricos H-1"y H-1"" se observan
como dobletes (d) en 5,27 (J=1,6Hz) y 5,56ppm (J=1,8Hz), respectivamente, por el
acoplamiento de H-1" con H-2" y de H-1" con H-2". Los protones de los dos grupos
metilo asignados a las posiciones 6" y 6™ corresponden a las sefiales en 0,83 y
1,14ppm, respectivamente, como dobletes (d) de 6,1Hz por el acoplamiento de H-6" con
H-5"y de H-6" con H-5" (Espectro 20).”™

Asi mismo, el proton H-2" es asignado al doblete de dobletes (dd) en 3,99ppm con
J=1,7Hz por el acoplamiento con H-1"y J=3,3Hz por su acoplamiento con el protén H-
3", éste Ultimo se observa como un doblete de dobletes (dd) en 3,53ppm con
constantes de acopamiento de J3-»-=3,3Hz y J3-4=9,3Hz. Por otro lado, los protones H-
4" y 5" se observan como parte de un multiplete (m) entre 3,10-3,45ppm,
aproximadamente, solapadas con la banda de agua que contamina al solvente
(DMSO-d6). Sin embargo, H-4" se encuentra cercano a la sefial en 3,17ppm con dos
constantes (J) de 9,3Hz por el acoplamiento tanto con H-3" como con H-5", que se halla

alrededor de 3,23ppm (Espectro 21).”"

El proton H-2" se observa en 3,85ppm como un doblete de dobletes (dd) con
constantes de acoplamiento J,+;-=1,8Hz y J,»3-=3,3Hz, mientras que el proton H-3™
corresponde al doblete de dobletes (dd) en 3,64ppm con constantes de acopamiento
J3»=3,3Hz y J3-4+=9,3Hz. Finalmente, los protones H-4™ y 5™ se encuentran en el

multiplete (m), cercanos a 3,31y 3,42ppm, respectivamente. (Espectro 21).”"
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Espectro 20. RMN *H del Compuesto D. Ampliacién 0,5-6,0ppm.
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Espectro 21. RMN 'H del Compuesto D. Ampliacion 3,1-4,0ppm.
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En el espectro de correlacién *H-'H COSY se pueden observar claramente los
acoplamientos de H-1" con 2", H-4" con 5", H-6" con 5", H-1" con 2", H-2" con 3"y
H-3" con 4™. Debido al solapamiento de las sefiales con la banda del agua no se
observa el acoplamiento de los protones 3" (con H-2" y 4") y 5™ (con H-4™ y 6")

(Espectros 22 y 23).

El espectro de RMN *C del Compuesto D muestra sefiales en 102,04, 98,53, 17,63
y 18,05ppm, correspondientes a los protones H-1", 1™, 6" y 6™, respectivamente, los
protones H-2", 3", 4", 5", 2™, 3", 4™ y 5™ se observan entre 69,90 y 71,80ppm, la
correlacion entre los protones y carbonos se establece a partir del espectro HSQC, el

cual permite identificar los glicésidos que sustituyen las posiciones 3 y 7 del flavonol

como a-L-ramnésido (Espectros 24, 25y 26).”7°

Hoo
. - H-6" .

H-2" || . |H-6
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Espectro 22. RMN 'H-'H COSY del Compuesto D. Ampliacion 0,5-6,0ppm.
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Espectro 23. RMN 'H-'H COSY del Compuesto D. Ampliacion 3,0-4,1ppm.

TR p—_——

T T T T T T T T T T
108 100 95 90 85 30 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
13C {ppm)

Espectro 24. RMN **C del Compuesto D. Ampliacién 15,0-105,0ppm.
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Espectro 25. RMN **C del Compuesto D
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Espectro 26. RMN HSQC del Compuesto D. Ampliacion 3,1-4,0ppm/68,5-73,5ppm.



Strychnos bredemeyeri |92

El analisis de los espectros de RMN *H, *C, *H-'H COSY y HSQC permite inferir
que el Compuesto D corresponde a quercetina-3,7-O-a-L-diramnosido. La comparacion
de los datos experimentales con los datos espectroscopicos reportados en la literatura

se muestra en las tablas 14 y 15. (Figura 22).%°

OH
OH

Figura 22. Estructura quimica del compuesto Quercetina-3,7-O-a-L-diramnésido
aislado de la fraccion SbDq.g.

Tabla 14. Desplazamientos quimicos en el espectro de RMN *H y 'H-'H COSY del Compuesto D y
quercetina-3,7-0-a-L-diramnédsido.*

Quercetina-3,7-0-a-L-diramndsido Compuesto D en
en DMSO-dg a 400MHz DMSO-dg a 400MHz

H 5 RElzomR;Tﬁl[Dﬁzgl)me] 5 Expﬁﬁl}nﬁr\iﬁ;])[ppm] cosy
H-5 12,66 (s) 12,63 (s)

H-6 6,44 (d; 1,9) 6,46 (d; 2,1) H-8
H-8 6,76 (d; 1,9) 6,78 (d; 2,1) H-6
H-2' 7,34 (d; 1,9) 7,35 (d; 2,2) H-6'
H-5' 6,87 (d; 8,3) 6,90 (d; 8,5) H-6'
H-6' 7,29 (dd; 8,3/1,9) 7,30 (dd; 8,3/2,2) H-5', H-2'
H-1" 5,26 (s) 5,27 (d; 1,6) H-2"

Hoor 3,84 (m) 3,99 (dd; 3,3/1,7)  H-1", H-3"
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H-3"

H-4"

H-5"

H-6"

H-1"

H_2|||

H-3"

H-4""

H-6"

3,52 (M)
3,15 (d; 9,4)
3,23 (dd)
0,82 (d; 6,1)
5,55 (s)
3,98 (m)
3,63 (dd; 9,1/2,9)
3,30 (m)
3,50 (m)

1,13 (d; 6,1)

3,53 (dd; 9,1/3,3)
3,17 (m; 9,3, 9,3)
3,23 (m)
0,83 (d; 6,1)
5,56 (d; 1,8)
3,85 (dd; 3,3/1,8)
3,64 (dd; 9,3/3,3)
3,31 (m)
3,42 (m)

1,14 (d: 6,1)

H-2", H-4"
H-3", H-5"
H-4", H-6"
H-5"
H-2"
H-1", H-3"
H-2", H-4"
H-3", H-5"
H-4", H-6"

H-5"

Tabla 15. Desplazamientos quimicos en el espectro de RMN Bc y HSQC del Compuesto D y

quercetina-3,7-0-a-L-diramndsido.*

Quercetina-3,7-0-a-L-diramndésido
en DMSO-dg a 100MHz

Compuesto D en
DMSO-dg a 100MHz

C 8 reporTADO [PPM] 8 experivenTaL [PPM] HSQC
2 157,8 158,0

3 134,5 135,0

4 177,9 178,1

5 161,9 161,8

6 101,9 99,6 H-6
7 160,9 161,0

8 94,3 94,6 H-8
9 156,0 156,2

10 105,7 105,9
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1 121,2 120,7

2 115,2 115,8 H-2'
3 145,2 145,8

4 148,6 148,8

5' 115,7 115,6 H-5'
6' 120,5 121,4 H-6'
1" 99,4 102,0 H-1"
2" 70,2 70,5 H-2"
3" 70,6 70,8 H-3"
4" 71,6 71,6 H-4"
5" 70,0 71,1 H-5"
6" 17,9 17,6 H-6"
1 98,4 98,5 H-1"
2" 70,1 70,2 H-2"
3" 70,3 70,7 H-3"
4" 71,1 72,0 H-4™
5™ 69,8 70,5 H-5"
6" 17,5 18,0 H-6"

Caracterizacion del Compuesto E

La fraccion SbB (1,0807+0,0001g) se sometié a purificacién con Carbdn activado-
Celite 545 (2:1; m/m). El procedimiento origin6 dos fracciones, SbB; producto de la

elucion con CH,Cl, y SbB, producto de la elucion con MeOH (Esquema 10, Tabla 7).
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Las fracciones SbB; y SbB, fueron comparadas con patrones de lupeol y B-
sitosterol mediante CCF desarrolladas en AN6 y reveladas con AS, observandose
varias bandas correspondientes a metabolitos secundarios mayoritarios, entre ellos los
terpenos lupeol y B-sitosterol, ademas del Compuesto E con un factor de retencion de
0,82. Por otro lado, se observé que las fracciones SbB; y SbB, tienen el mismo perfil en
CCF, razon por la cual fueron unidas obteniéndose la fraccion SbBi (Figura 23).

Visible

Figura 23. Placa comparativa de fracciones SbB;, SbB,, lupeol y B-sitosterol en AN6 y AS.

El compuesto E presente en SbBi se purific6 mediante cromatografia de columna
sembrando (870,1+0,1)mg sobre un lecho de (86,9723+0,0001)g de silica gel como fase
estacionaria y elucién isocratica con una mezcla Hex-AcOEt (98:2; v/v) como fase movil.
La unién de las fracciones 10-61 resultdé en (33,4+0,1)mg del compuesto E puro. Esta
muestra fue disuelta en dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6) y enviada a analizar por
resonancia magnética nuclear (RMN), sin embargo la estructura del Compuesto E no
pudo ser identificada.



Strychnos bredemeyeri |96

CONCLUSIONES

Se aislaron cuatro fracciones de interés (SbD;.,, SbD;.5, SbD1.¢ y SbBi) a partir del
extracto metandlico (Sb-EMeOH) de S. bredemeyeri, de las cuales se purificaron

cuatro flavonoides y un terpeno.

De la subfraccion SbD;.,, se se aislaron dos solidos amarillentos, Quercitrina y un
flavonoide del tipo 4',5,7-trihidroxiflavona.

De la subfraccion SbD;.s, se aisl6 un solido amarillento que corresponde a un

flavonoide del tipo 3',4',5,7-tetrahidroxiflavonol sustituido en la posicion 3.

De la subfraccién SbDie, se aisl6 un sélido amarillento que de identific6 como

Quercetina-3,7-0O-a-L-diramndsido.

De la subfraccién SbBi se aislé un sdlido blanco denominado Compuesto E, de tipo
terpenoidal, que no pudo ser identificado. Ademas, se identificaron los compuestos

terpenoidales Lupeol y B-sitosterol mediante cromatografia en capa fina.
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RECOMENDACIONES

o Continuar el estudio fitoquimico de la especie Strychnos bredemeyeri, debido al alto
contenido en metabolitos secundarios de tipo flavonoidal y terpenoidal,

especialmente saponinas.

o Con la finalidad de identificar los compuestos flavonoidales mayoritarios realizar el

estudio fitoquimico a partir de una mayor cantidad de la fraccion SbD.

o Con base en la amplia actividad biolégica reportada en la literatura para
compuestos flavonoidales, realizar ensayos biolégicos con los compuestos A, C,

Quercitrina y Quercetin-3,7-0O-a-L-diramnosido aislados.
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ANEXOS

Anexo 1. Espectro de RMN *H del Compuesto B (Quercitrina) en DMSO-dg a 400mHz.
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Anexo 2. Espectro de RMN *C del Compuesto B (Quercitrina) en DMSO-ds.
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Anexo 3. Espectro de RMN *H™H COSY del Compuesto B (Quercitrina) en DMSO-ds.

10

12
13
14

-11

A

UCV /J.Bermuidez / Y. Pino / COSY-SbB / DMS0O-d6

5

1

?
F2 (ppm)

11

13

|

_Lrnr| I‘l ”1] .




Strychnos bredemeyeri |107

Anexo 4. Espectro de RMN *H™*C HSQC del Compuesto B (Quercitrina) en DMSO-ds.
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Anexo 5. Espectro de RMN *H del Compuesto D en DMSO-ds a 400mHz,
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Quercetin-3,7-0O-a-L-diramnosido.
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Anexo 6. Espectro de RMN **C del Compuesto D en DMSO-ds, Quercetin-3,7-0-a-L-diramnosido.
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Anexo 7. Espectro de RMN *H™H COSY del Compuesto D en DMSO-ds,
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Anexo 8. Espectro de RMN *H™*C HSQC del Compuesto D en DMSO-ds,

Quercetin-3,7-0-a-L-diramnosido.
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