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Resumen

El presente trabajo de investigacién describe los resultados obtenidos del estudio fitoquimico y
bioldgico preliminar frente a hongos fitopatdgenos, realizado con el extracto etandlico de hojas
de la especie Rhodostemonodaphne sp. (Lauraceae), especie que fue clasificada en el Herbario
Nacional Colombiano bajo el nombre de Rhodostemonodaphne crenaticupula. Con el fin de
contribuir a las investigaciones realizadas en la familia Lauraceae, debido a que esta especie no
cuenta con estudios previos. Mediante el estudio fitoquimico se aislaron alcaloides de tipo
aporfinico, conocidos como leucoxina, dicentrina, ocoxilonina y ocoteina. Del aceite esencial
extraido de las hojas de R. crenaticupula, se identificaron los componentes presentes
comparando los indices de kovats, los espectros de masas, y con los datos reportados en la
literatura, donde se pudo determinar la presencia de y-muroleno (62,63%), biciclogermacreno
(6,74%), como los sesquiterpenos con el mayor porcentaje de composicidn relativa dentro del
cromatograma.

También se evalud la actividad antifungica del extracto etandlico de hojas sin arrastre, los
compuestos aislados y el aceite esencial frente a hongos fitopatégenos, de ellos solamente el
extracto etandlico exhibié una importante actividad bioldgica in vitro frente al hongo
fitopatdgeno Fusarium oxysporum f. sp. dianthi.

Palabras claves: Alcaloides aporfinicos, Rhodostemonodaphne crenaticupula, Lauraceae, aceite
esencial, actividad antifungica.

Abstract

In this research work are decribed the results obtained from phytochemical analysis and the
preliminary biological study on phytopatogen fungi. It was done in the ethanolic extract from the
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Resumen y Abstract

Rhodostemonodaphne sp. (Lauraceae), specie that was classified in Herbario Nacional
Colombiano under the name Rhodostemonodaphne crenaticupula. The aim is to make a
contribution to Lauraceae Family investigations because there are not previous reported studies
on this specie.

During the phytochemical analysis there were isolated these aporphine alkaloids: leucoxene,
dicentrene, ocoxin and ocotein. In the essential oil extracted from R. crenaticupula leaves, there
were identified the compounds comparing the Kovats index, mass spectra and literature reported
data, and it could be determined the presence of gamma-murolene (62,63%), biciclegermacrene
(6,74%) as the sesquiterpenes with the higher relative composition percentage in the
chromatogram.

Antifungal activity was also evaluated from the leaves ethanolic extract leaves by steam
distillation, the isolated compounds and the essential oil was tested with the phytopathogenic
fungi, from the last probes only the ethanolic extract shows an important biologycal activity in
vitro with the phytopathogenic fungus Fusarium oxysporum f. sp. dianthi.

Palabras claves: Aporphine alkaloids, Rhodostemonodaphne crenaticupula, Lauraceae, essential
oil, antifungal activity.
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Introduccion

Las plantas son organismos que poseen una alta capacidad para sintetizar gran variedad de
compuestos estructuralmente diversos, conocidos como metabolitos secundarios; que son
producidos con el fin de proporcionar proteccidn a organismos que no pueden huir ante el
peligro, ni tienen un sistema inmunoldgico que le brinde defensa natural contra patégenos
(Wink, 2010). Los metabolitos ofrecen ventajas frente a la supervivencia no solo de las
plantas sino también al hombre, que tradicionalmente ha utilizado estos compuestos a
nivel farmacolégico para el tratamiento de dolencias y enfermedades (Phillipson, 2007).

La familia Lauraceae cuenta con 55 géneros y alrededor de 3000 a 3500 especies que estan
distribuidas principalmente a nivel mundial en los paises tropicales y subtropicales. Las
especies pertenecientes a esta familia son facilmente reconocidas por su agradable aroma,
suave y dulce, sus hojas por lo general poseen glandulas aromaticas, y por generar gran
variedad de metabolitos secundarios que han exhibido diversas propiedades
farmacoldgicas, haciendo que ellas sean importantes desde el punto de vista fitoquimico.

La clasificacidn de especies pertenecientes a la familia Lauraceae, se dificulta debido a que
muchos grupos taxonémicos no poseen una delimitacion morfoldgica precisa, por tal razén
es comun encontrar en los herbarios varios especimenes asignados a esta familia, sin una
determinacidn clara o con una clasificacién inequivoca; identificacién que serd mas certera
si se poseen las partes reproductivas de la especie vegetal, proceso que se dificulta por los
cortos periodos de floracién que caracteriza las especies de esta familia (Madrifian-
Restrepo, 1996).

A través del estudio filogenético de varias especies de la familia Lauraceae, se ha llevado a
cabo su clasificacidn en 4 grandes clados (Perseeae - Laureae, Chlorocardium - Mezilaurus,
Neocinnamomum — Cassytha - Caryodaphnopsis, Cryptocaryeae) (Chanderbali et al., 2001);
entre los géneros mads conocidos se encuentran Persea, Nectandra, Ocotea vy
Rhodostemonodaphne (Kubitzki et al., 1993), especies pertenecientes al clado Perseeae —
Laureae. especies pertenecientes al clado Perseeae — Laureae. Las especies de esta familia
han sido ampliamente utilizadas como recursos forestales, lo que hace que sobre ellas se



2

Introduccion

apliguen métodos de explotacion destructivos (Wang et al., 2005), esto ha llevado a que
muchos de estos arboles se encuentren en via de extincion por su uso indiscriminado y no
renovable (Zschocke et al., 2000a).

La importancia econdmica y cultural de la familia Lauraceae ha hecho que “El grupo de
investigacion Estudio Quimico y de Actividad Biolégica de Rutaceae y Myristicaceae
Colombianas” haya propuesto contribuir al conocimiento quimico de la familia Lauraceae
en Colombia, por medio del estudio fitoquimico y de actividad antifingica de componentes
fijos y aceite esencial de hojas de la especie vegetal Rhodostemonodaphne sp. especie
vegetal que no reporta ningun estudio fitoquimico actualmente.
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1. Estado actual del tema

1.1 Generalidades del complejo Ocotea

El estudio filogenético de la familia Lauraceae permitid agrupar o reunir algunos de sus
géneros en lo que se denomina Complejo Ocotea (incluido en clado Perseeae — Laureae).
Este grupo se caracteriza por que sus especies comparten caracteristicas morfoldgicas
similares, en la Figura 1-1 se observa el esquema de clasificacién filogenética de la familia
Lauraceae y la ubicacion del complejo Ocotea.

Figura 1-1 Clasificacion filogenética de la familia Lauraceae (Chanderbali et al., 2001).

Familia Clado Complejo Género
Endlicheria
Cryptocaryeae
Laureae Nectandra
Chlorocardium- J
Mezilaurus

A J
Lauraceae ) | | Qcotea | Rhodostemonodaphne

| Perseeae — Laureae

\ 7
Grupo Persea Ocotea
Neocinnamomum — ) )
Cassytha— : §
Caryodaphnopsis |
)
Asian-Cinnamomum Aniba

El complejo Ocotea esta distribuido especialmente en Centro América y en la parte alta de
Sur América, siendo los géneros Ocotea, Aniba y Nectandra, los que presentan mayor
numero de especies. En el mapa de la Figura 1-2 es posible observar la distribucion
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geografica (GBIF, 2010c) de los géneros Endlicheria, Ocotea, Aniba, Kubitzkia, Licaria,
Pleurothrium, Paraia, Nectandra, Aiouea, Dicypellium y Umbellularia constituyentes del
complejo Ocotea (Chanderbali et al., 2001).

Figura 1-2 Distribucion geografica del complejo Ocotea.

-ME_!
Frlichert Umbelulora
[ Rhodostemonodaphne |

1.2 Usos de algunas especies del complejo Ocotea

Dada su presencia principalmente en América, algunas especies del complejo Ocotea se
han venido utilizando en el tratamiento de enfermedades tipicas de esta zona mundial; al
igual que otras plantas de la familia Lauraceae estas especies son apreciadas por su
madera (Gentry, 1993), que es utilizada en la construccién de viviendas. En la Tabla 1-1 se
presentan los usos de algunas especies pertenecientes al complejo Ocotea.
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Tabla 1-1 Ejemplos de algunos usos de especies pertenecientes al complejo Ocotea.

Tipo
P . Nombre Parte de
de Especie . Lugar Uso Ref.
comun la planta
uso
El aceite extraido
se utiliza para
curar las
icaduras de
Palo de p ,
Ocotea . . insectos, (Garcia,
. aceite, Colombia | Duramen
caparrapi ) mordeduras  de 1992)
aceituno .
serpientes
venenosas y
é’ picaduras de
g raya.
5 La raspadura es
3 ) Canelo de . P
2 Aniba Santa Fe Colombia Semilla utilizada en el (Vega,
o canelilla ) control de |Ia 2001)
(Amazonia) . ,
disenteria.
Pleurothrium Se usa para tratar
cuneifolium la diarrea,
Huerrem Perd- rallando la | (Valadeau
Nectandra panech Amazonia Corteza | corteza % etal,,
) (Yanesha) haciendo la 2010)
cuspidata .
decoccion de la
misma.
Explotada por su
madera pesada Cardenas
Canelo de . P v
Ocotea Colombia- compacta, esta se and
" . los Madera .
K quixos Andaquies Ecuador encuentra en | Salinas,
g q peligro de | 2006)
3 extincion.
© e
k= Madera utilizada
Nectandra Peru- en carpinteria Reynel et
P Moena , Madera _carp | (Rey
longifolia Amazonia ebanisteria y | al., 2003)
construccion.
(%]
()]
=
< Ocotea . Planta Robles et
Q . Canelo Costa Rica Planta (
g veraguensis ornamental al., 2000)
oy
(@]
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1.3 Estudios fitoquimicos del complejo Ocotea y ejemplos de
aplicaciones farmacologicas

Los estudios quimicos realizados a especies del complejo Ocotea son muy amplios, se
encuentran diversos reportes del aislamiento y caracterizacidn de metabolitos secundarios
de géneros como Ocotea, Nectandra y Aniba. A continuacién se hace la revisién de los
estudios fitoquimicos dentro del complejo.

1.3.1 Lignanos y neolignanos

Este grupo de metabolitos es el mas representativo, puesto que el aislamiento e
identificacion de los mismos estd ampliamente reportado para diferentes géneros
pertenecientes al complejo Ocotea.

Los lignanos y neolignanos han sido aislados practicamente de todas las partes de la planta
(madera, corteza, raices, hojas y frutos); sus reportes se centran principalmente en
especies de los géneros Ocotea, Nectandra, Pleurothyrium, Endlicheria, Aniba y Licaria.
Algunos ejemplos de compuestos encontrados son: lignanos furofuranicos, (+)-de-4”-O-
metilmagnolina (1) (Coy and Cuca, 2008), yangambina (2) (Jesus-Morais et al., 2000);
lignanos tetrahidrofuranicos, 2-(2°,5 dimetoxi- fenil)-3,4-dimetil-5-(3",4”,5"-
trimetoxifenil)-tetrahidrofurano (3) (Lopez and Valera, 1995), machilina G (4), galgravina
(5), nectandrina A (6), nectandrina B (Z), calopiptina (8), veraguensina (9), aristolignina
(10), nectandrina C (11) (da Silva Filho et al., 2003), neolignanos biciclo[3.2.1] octénicos,
rel-(7S,8R,1'S,2'R,3'S)-A%" 2'hidroxi- 5,1',3'-trimetoxi-3,4-metilenedioxi-7,3',8,1'-neolignano
(12) (Cuca et al., 2009) y neolignanos benzofuranicos, ocofilal A (13) (Coy-Barrera et al.,
2009).

OMe OMe
OH OMe
o aww O aw
HIIIHIIIH OMe Meo HIIIHHIH OMe
e O ww O
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Las ocobullenonas son otro grupo de neolignanos, aislados Unicamente del género Ocotea
especificamente en O. bullata, (inmersa en el complejo Ocotea) la sibillenona (15),
presentd actividad inhibiendo la ciclooxigenasa-1 y la 5-lipoxigenasa (Zschocke et al.,
2000b). Se presume que el precursor de este tipo de compuestos es un ceto-neolignano
(14) aislado de esta misma especie vegetal (Drewes et al., 1994).
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1.3.2 Alcaloides

De especies del complejo Ocotea han sido identificados diferentes tipos de alcaloides
como por ejemplo aporfinicos, oxoaporfinicos, didehidroaporfinico, dehidroaporfinicos,
proaporfinicos, C-3-0O-aporfinico, C-4-O-aporfinico, bencilisoquinolinicos entre otros. Varios
alcaloides aporfinicos han sido aislados de la madera de Ocotea macrophylla, como lo son
(5)-3-metoxi-nordomesticina (16), (S)-N-etoxicarbonil-3-metoxi-nordomesticina (17), (S)-N-
formil-3-metoxi-nordomesticina (18) y (S)-N-metoxicarbonil-3-metoxi-nordomesticina (19)
(Pabon and Cuca, 2010). También se ha reportado el aislamiento e identificacion alcaloides
de tipo oxoaporfinico como la dicentrinona (20), dehidroaporfinico como Ia
dehidronantenina (21), y proaporfinicos como la glaziovina (22), de especies
pertenecientes al género Ocotea (Zanin and Lordello, 2007).

Se han encontrado alcaloides bencilisoquinolinicos, coclaurina (23) aislada de la corteza de
O. duckei (da Silva et al., 2002).

MeO
O N.
HO R R

16 H
O 17 COOCH,CH;
5 18 COH
d 19 COOCH;
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1.3.3 Flavonoides

Los flavonoides les brindan proteccién a las plantas contra los efectos perjudiciales de la
exposicidn excesiva a la luz UV, también les sirven como sefialadores para promover las
interacciones de la planta con simbiontes (Heldt, 2005). Las importantes funciones que
tienen los flavonoides han sido extendidas a los hombres, ya que varios estudios revelan
las propiedades bioldgicas que estos presentan, como antioxidantes (Cook and Samman,
1996), antibacterianos y antivirales (Hodek et al., 2002).

En la familia Lauraceae se ha reportado el aislamiento de antocianidinas, chalconas y
flavonas O-glicosidadas en la posicidn 3. Este tipo de flavonoides glicosidados también se
han encontrado en especies del complejo Ocotea, en estudios recientes se reporta el
aislamiento de quercetina 3-O-B-D-glucdsido (24), quercetina 3-O-B-D-galactésido (25),
quercetina 3-O-B-D-xilosido (26), presentes en las hojas de O. corymbosa (Siqueira et al.,
2010).
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En el extracto de corteza de especies de Aniba se aislaron los flavonoides 3,5-dihidroxi-
7,4’-dimetoxiflavona (27) y 5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona (28) (Rossi et al., 1997).

1.3.4 Aceites esenciales

Diferentes plantas de la familia Lauraceae son generalmente aromaticas y utilizadas en la
elaboracion de perfumes (Takaku et al., 2007). Los aceites esenciales de O. quixos
presentan actividad antiinflamatoria significativa, con un 66% de inhibicion en la
produccién de nitritos, resultado equiparable y tribuido a su principal componente el
trans-cinamaldehido (29), un agente anti-inflamatorio dotado de propiedades
gastroprotectoras y antiagregantes (Ballabeni et al., 2010).

29

El estudio de la composicion del aceite esencial de diez especies del género Ocotea,
mostré la presencia de algunos componentes comunes en todas las especies como B-
cariofileno (30), a-humuleno (31), germacreno-D (32), y-cadineno (33), 6-cadineno (34)
(Takaku et al., 2007). El estudio de Nectandra megapotamica, indica la presencia de
algunos compuestos como a-pineno (35), limoneno (36) 6-elemeno (37), que también han
sido reportados para el género Ocotea (Romoff et al., 2010), indicando una composicién
similar entre dos géneros diferentes., indicando una composicién similar entre dos géneros
diferentes.
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Los monoterpenos a-pineno (35), B-pineno (38) y 6-3-careno (39) se han mostrado como
constituyentes comunes para el aceite esencial de Aniba canelilla (Taveira et al., 2003) y
Nectandra salicina (Ciccié et al., 2009), especies que pertenecen al complejo Ocotea.

<

39

1.4 Actividad antifungica del complejo Ocotea

La actividad antifungica ha sido reportada para fracciones, metabolitos secundarios y
aceites esenciales, obtenidos de especies pertenecientes al complejo Ocotea. Estos
ensayos han sido realizados sobre hongos fitopatdogenos que atacan cultivos de
importancia econdmica como el maiz, el tomate entre otros. En la Figura 1-3 se observan
diferentes productos agricolas atacados por hongos fitopatdgenos.

11
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Figura 1-3 Productos atacados por diferentes hongos a. Pythium ultimum, b. Cladosporium
cladosporioides, c. Fusarium oxysporum.

En investigaciones realizadas en las hojas de O. catharinensis, se observo que el extracto
cloroférmico causa una inhibicidn significativa sobre Cladosporium cladosporioides, hongo
fitopatdgeno que afecta a plantas como trigo y maiz. En este estudio se sugiere que la
actividad presentada se debe a un efecto de sinergismo entre las sustancias contenidas en
el extracto (Funasaki, 2006).

Los alcaloides aporfinicos aislados de O. macrophylla fueron evaluados contra el hongo
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. El alcaloide que mostré actividad antifungica fue (S)-
3-metoxi-nordomesticina (16) (Pabon and Cuca, 2010).

Los aceites esenciales de flores y céliz de O. quixos, han mostrado actividad antifingica
contra el hongo fitopatdgeno Pythium ultimum que afecta cultivos de lechuga (Bruni et al.,
2004).
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Estos datos encontrados en la literatura nos indican la importancia que tiene los extractos,
compuestos y aceites esenciales de especies de la familia Lauraceae, dentro del campo
agroquimico, mostrandose como una alternativa de uso que podria llegar a contrarrestar
algunos de los problemas que actualmente se tienen en la agricultura.

Estos datos encontrados en la literatura nos indican la importancia que tiene los extractos,
compuestos y aceites esenciales de especies de la familia Lauraceae, dentro del campo
agroquimico, mostrandose como una alternativa de uso que podria llegar a contrarrestar
algunos de los problemas que actualmente se tienen en la agricultura.

1.5 Caracteristicas del género Rhodostemonodaphne

En 1864 fue descrito y conocido como Synandrodaphne, luego en 1915 este adquiere el
nombre de Rhodostemonodaphne, con el cual es conocido hoy en dia (Madrifian-Restrepo,
1996). Este género abarca cerca de 36 especies, ha sido definido como un género de
plantas dioicas que pertenece al complejo Ocotea (Chanderbali et al., 2001), esta
distribuido a nivel mudial en Sur America, principalmente en Venezuela, las Guayanas,
Brasil y en Colombia. En nuestro pais este género esta presente principamente en
Antioquia, Cauca y Caqueta (GBIF, 2010b) como se puede ver en la Figura 1-4, donde los
circulos morados indican los reportes que se tiene de este género.

Figura 1-4 Distribucion geografica del género Rhodostemonodaphne en Colombia.

13
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En nuestro pais su presencia es asociada a bosques nublados a elevaciones cerca de 1.500
m, encontrando especies endemicas como R. antioquensis, R. frontinensis, R. velutina, R.
laxa y R. penduliflora (Madrifidn-Restrepo, 1996). En la Tabla 1-2, se presentan los
principales usos que le ha dado a las especies de este género.

Tabla 1-2 Algunos usos artesanales de especies del género Rhodostemonodaphne.

Nombre Parte
Especie X Lugar dela Uso Ref.
comun
planta
R El fruto se usa como alimento (Cerén
Huaquéneo .
R. Frutoy | para animales, y el tallo se and
. (Nombre | Ecuador .. L
kunthiana secoya) tallo | utiliza en la construccidon vy Reyes,
¥ como lefia. 2008)
Los frutos son alimento de
. venados, armadillos, sajinos y (Cerdn
Huaorani: -
. Frutoy | guantas. Es utilizado como and
R. grandis | Oncatoe, | Ecuador -
madera | arbol maderero en la | Montalvo,
Ocatue. L
construccion de canoas vy 1998)

viviendas.




ESTUDIO FITOQUIMICO DE COMPUESTOS FIJOS Y ACEITE ESENCIAL

DE HOJAS DE LA ESPECIE Rhodostemonodaphne sp.

G e rocucion
1™ Naturmica Vegelaica

1.5.1 Morfologia del género Rhodostemonodaphne

En la familia Lauraceae varios géneros han sido divididos en funcién de los sistemas
reproductivos observados, como lo es el caso de los géneros Endlicheria y
Rhodostemonodaphne, razén por la cual es necesaria la recoleccion en estado fertil, para la
identificacion de la especie (Ferrer-Pereira, 2009). Este género esta estrechamente
relacionado con Ocotea y Endlicheria (Kubitzki et al., 1993).

Los arboles del género Rhodostemonodaphne son bastante altos y ampliamente conocidos
por el uso que se le ha dado a su madera (Gentry, 1993). Su coleccién e identificacion es
bastante compleja ya que los cortos periodos de floracion hacen que las colectas muchas
veces se realicen cuando el arbol es esteril y por tal razon no sean identificados
completamente. Los arboles del género son dioicos y generalmente poseen una altura
entre 10 y 30 m, con un didmetro de base de 20 cm. Sus hojas estan organizadas en forma
espiralada y se presentan de forma alterna, los peciolos pueden ser robustos o esbeltos
(Figura 1-5 a) (Madrifian-Restrepo, 1996). Las inflorecencias se encuentran dispuestas en
forma tirso-paniculadas como se obseva en la Figura 1-5 b, sus flores son trimeras,
unisexuales y proporcionan frutos con cupula (Figura 1-5 c).

15
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Figura 1-5 Algunas caracteristicas morfoldgicas a. Hojas de la especie R. kunthiana (Castro,
2011). b. Tipos de inflorescencias en las Lauraceae (Kubitzki et al., 1993). c. frutos en forma
de cupula de O.tenera (Ratnasingham and Hebert, 2007).

1.5.2 Estudios fitoquimicos realizados en el género
Rhodostemonodaphne

Los Unicos estudios realizados para este género, se encuentran en la especie R. kuntiana,
en la cual se realizo el analisis del aceite esencial obtenido de sus hojas, identificando los
sesquiterpenos germacreno D (64.4%) (32) y biciclogermacreno (17.6%) (40) (Palazzo et al.,
2009).
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En la especie R. parvifolia, se realizo el estudio de la composicion del aceite esencial de sus
hojas, encontrando como constituyente mayoritario el B-cariofileno (30) (Alcantara et al.,
2010).

1.5.3 Caracteristicas de la especie R. crenaticupula

La especie R. crenaticupula (Figura 1-6a), es conocida en Brasil como Louro branco o louro
preto, su nombre se refiere a crenatus (lat. con dientes redondeados) y cupula (lat. copa).
Sus tépalos son lefiosos y poseen una cupula fuertemente lobulada y redondeada
(Madrifidn-Restrepo, 1996).

Morfolégicamente se caracteriza por sus tépalos, de color rojo profundo en la floracién y
gue se observa también en los frutos redondeados y lefiosos. Las hojas secas son oscuras y
contrastan con la suave venacién. Vegetativamente estas especies son confundidas con
Endlicheria sprucei ya que estas especies se asemejan en un gran numero de
caracteristicas, ambas especies tienen ramas delgadas y hojas que son morfolégicamente
similares en tamafio y forma. El Unico medio de diferenciar estas dos especies es cuando
sus hojas estan secas ya que para E. sprucei presenta hojas brillantes y suaves, mientras
que para R. crenaticupula se tienen hojas fuertemente venadas (Figura 1-6b) (Madrifian-
Restrepo, 1996).

Figura 1-6 Fotos de la especie R. crenaticupula. a. Hojas e inflorescencias. b. Hoja seca.

‘
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La clasificacién taxonémica completa de la especie se presenta en la Tabla 1-3. Para esta
especie vegetal no se presenta ningun reporte de estudio fitoquimico o bioldgico.

Tabla 1-3 Clasificacion taxondmica de R. crenaticupula (Chanderbali et al., 2001; GBIF,

2010a).
Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Laurales
Familia Lauraceae
Clado Perseeae - Laureae
Complejo Ocotea
Género Rhodostemonodaphne
Nombre Rhodostemonodaphne
botanico crenaticupula

Aunque morfolégicamente se tienen algunas pautas de las caracteristicas de esta especie
vegetal, el estudio de los metabolitos secundarios presentes en ellas puede hacer que esta
identificacion sea inequivoca resolviendo algunos problemas a la hora de la clasificacion de
estas especies vegetales.

Aunque morfolégicamente se tienen algunas pautas de las caracteristicas de esta especie
vegetal, el estudio de los metabolitos secundarios presentes en ellas puede hacer que esta
identificacion sea inequivoca resolviendo algunos problemas a la hora de la clasificacion de
estas especies vegetales.


http://data.gbif.org/species/browse/provider/1/taxon/13140814/
http://data.gbif.org/species/browse/provider/1/taxon/13140929/
http://data.gbif.org/species/browse/provider/1/taxon/13146185/
http://data.gbif.org/species/browse/provider/1/taxon/15555757/
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2. Metodologia

Para desarrollar el trabajo experimental se planted una metodologia que combina el
estudio fitoquimico de las hojas de la especie R. crenaticupula y el ensayo preliminar de la
actividad antifungica del extracto, los compuestos aislados y el aceite esencial.

2.1 Generalidades

Dentro del estudio fitoquimico se utilizaron técnicas cromatograficas y espectroscépicas
convencionales para el aislamiento, purificacion, elucidacién estructural de los metabolitos
fijos y la determinacion de los componentes del aceite esencial.

2.1.1 Cromatografia en capa delgada y en columna

El estudio cromatografico y el seguimiento de todas las fracciones se realizé utilizando
cromatoplacas en silica gel 60HF,s, Merck, para la cromatografia en columna CC se
6empled silica gel 60 Merck (70- 230 Mesh), para las columnas flash se utilizo silica gel 60
Merck (230-400 Mesh). El criterio de seleccion de las fracciones que se llevaban a
purificacién fue el perfil cromatografico y el peso de la fraccién. El control de pureza se
Ollevé a cabo en CCD, empleando como reveladores luz ultravioleta, vapores de yodo
reactivo de Lieberman- Burchard, vainilla en dacido fosférico, Pancaldi y Draggendorf, con
el fin de observar la mayor cantidad de manchas con los reveladores generales y detectar a
qué grupo de metabolito pertenecian algunas de ellas utilizando los reveladores
especificos. Los solventes empleados para las separaciones cromatograficas fueron
destilados antes de su uso o grado analitico.

2.1.2 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de RMN (lH, 3¢C, DEPT 135, COSY, HMQC, HMBC) fueron tomados en un
espectrometro Bruker Avance del laboratorio de RMN de la Universidad Nacional de
Colombia. Los andlisis se desarrollaron a 400 MHz para ‘H y 100 MHz para “*C, empleando
solventes deuterados (CDCl;), usando los picos de los mismos como referencia interna. Los
datos de desplazamiento quimicos estdn expresados en ppm vy las constantes de
acoplamiento (J) en Hz.
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2.1.3 Puntos de fusidn, Infrarrojo y Rotacion especifica

Los puntos de fusidon fueron determinados en un fusiometro Fischer-Johns, los espectros
de infrarrojo (IR) fueron registrados en el espectrémetro Thermo Scientific Nicolet iS10 FT-
IR en pastillas de KBr. Las medidas de rotacién especifica fueron realizadas en un
polarimetro Bellinghan+Stanley ADP440+ con lampara de sodio (589 nm) a temperatura
ambiente; estos equipos pertenecen al Departamento de Quimica de la Universidad
Nacional de Colombia.

2.1.4 Cromatografia de gases- espectrometria de masas

Para la determinacién de los componentes del aceite esencial y las mezclas se empled un
cromatégrafo Agilent Technologies 7890 A GS System, ubicado en el Departamento de
Agronomia, de la Universidad Nacional de Colombia. La separacién se hizo en una columna
capilar RTX -5 /60 m x 0,25 mm x 0,25 pum con una inyeccidn en modo Split (20:1), el gas de
arrastre utilizado fue helio. La temperatura del horno fue programada como sigue: desde
50 °C hasta 160°C a 4 °C/min, de 160 °C hasta 220 °C a 2.5 °C/min y de 220 °C hasta 280 °C
a 8 °C/min, para un tiempo total de analisis de 75 minutos.

2.1.5 Cromatografia liquida- espectrometria de masas

Los espectros de masas de los compuestos fueron tomados en un equipo LCMS-2010
Shimadzu en modo positivo y usando como interfase de ionizacién electrospray (ESI). La
muestra fue previamente disuelta en una mezcla de metanol- agua 90-10 (grado HPLC,
Merck) conteniendo 0,1% de &acido féormico (Merck), utilizando como gas de arrastre
nitrogeno con un flujo de 1 L/min.

2.2 Estudio fitoquimico

A continuacidon se muestra la metodologia empleada en la identificacién de la especie
vegetal, en el aislamiento de los metabolitos secundarios y en la obtencidn del aceite
esencial.

2.2.1 Recoleccion e identificacion del material vegetal

El material vegetal de Rhodostemonodaphne crenaticupula fue recolectado en Enero del
2010y en Octubre de 2011; en el Departamento de Boyacd en la Via Duitama- Charala, por
el profesor Wilman Delgado docente del Departamento de Quimica- Universidad Nacional
de Colombia. En la recoleccién del afio 2010, las hojas fueron secadas, trituradas y
maceradas para obtener el extracto etandlico, y en la recolecta del afio 2011, se tomaron
las hojas frescas y con ellas se realizo la extraccidn del aceite esencial. Durante el trabajo
investigativo, un ejemplar de muestra fue llevado al Instituto Nacional de Ciencias-
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Herbario Nacional Colombiano para su identificacion taxonémica, donde se le asigndel
nombre Rhodostemonodaphne cf. Crenaticupula Madrifian bajo el nimero COL 544558,
identificado por el bidlogo Vladimir Minorta Cely.
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2.2.2 Extraccion, fraccionamiento y purificacion de metabolitos
secundarios presentes en el extracto de hojas sin arrastre con
vapor

Con el material vegetal recolectado se clasificaron los diferentes drganos de la planta,
obteniendo hojas, corteza y madera, los pesos se discriminan en la Figura 2-1.

Figura 2-1 Esquema de la obtencién de cada uno de los extractos etandlicos.

Material

vegetal

[ [ I 1

Hojas Sin Hojas con

Arrastre (810 g) Arrastre (200 g) Corteza (570 g)

Madera (1160g)

Percolacion

Las hojas fueron separadas y clasificadas en hojas frescas y hojas secas, las frescas se
llevaron a destilacidon por arrastre con vapor (Hojas con arrastre- HA) y de las secas se
tomaron 810 g de hojas, que luego se llevaron a sequedad a temperatura ambiente,
trituradas en molino y llevadas a maceracion con etanol al 96 %. El solvente fue removido
mediante destilacion a presién reducida, obteniendo 60 g de extracto (HSA). Setomo 1 g
del extracto etandlico al cual se le aplicaron una serie de ensayos quimicos, pruebas de
precipitaciéon y coloracién, dando asi una idea aproximada de los posibles grupos de
metabolitos presentes (Bilbao, 1997; Sanabria, 1983; Shenoy et al., 2009). La madera, las
hojas sin arrastre (hojas que no fueron sometidas a destilacidon por arrastre con vapor -
HSA) y la corteza se sometieron a extraccidén etandlica, pero no se sometieron a estudio
fitoquimico ni bioldgico.
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El perfil cromatografico en CCD de cada uno de los extractos etandlicos obtenidos, fue
evaluado evaluado mediante su elucién sobre cromatofolios de silica gel 60F 54, utilizando
diferentes sistemas de elucidn; se selecciond para seguir el estudio fitoquimico el extracto
etandlico de HSA, teniendo como criterios de seleccién el perfil cromatografico en CCD, las
pruebas quimicas de la marcha fitoquimica preliminar y el peso de cada uno de los
extractos.

Se tomd el extracto etandlico HSA y se realizé un fraccionamiento con solventes de
polaridad creciente (éter de petrdleo, cloroformo, acetato de isopropilo y metanol) en un
equipo Soxhlet, donde cada una de las fracciones fueron concentradas a presion reducida
en rotaevaporador. De este fraccionamiento se obtuvieron las fracciones EdP | (éter de
petréleo- primera extraccién), EdP Il (extracciones sucesivas), CHCI; (cloroformo), AcQOipr
(Acetato de isopropilo) y MeOH (metanol) (Figura 2-2).

La fraccidon de EdP I, se sometid a fraccionamiento en CC utilizando como fase movil Tol-
AcOipr 8:2, obteniendo 42 fracciones. La fraccién 2 con un peso de 156.6 mg (RcM) mostréd
un perfil cromatografico apolar, por esta razén se decidié analizar esta fraccion por CG-EM;
la fraccion 38 (99 mg) fué sometida nuevamente a CC con un sistema de elucién 95:5
AcOipr- MeOH, de donde se obtuvieron 13 fracciones, en la fraccion nimero 8 se obtuvo el
compuesto denominado Re3 (10 mg).

La fraccién de CHCI;, fue sometida a fraccionamiento utilizando cromatografia liquida al
vacio (CLV) con una de mezcla Tol- AcOipr 8:2, colectdndose 36 fracciones. En las
fracciones 3 a 11 (5.5 g) se observd un sobrenadante y un precipitado que fueron
separados. El precipitado se purificd utilizando una CC con fase estacionaria Sephadex LH-
20 de donde se obtuvo el compuesto Rcl ( 43 mg), el sobrenadante (4,2 g) fue sometido a
fraccionamiento en CCF con fase movil 91:1:8 AcOipr-MeOH-H,0 (parte superior), las
fracciones 1 y 2 (897 mg) se unieron, se purificaron, estos procesos se llevaron a cabo
empleado Sephadex LH-20, como fase estacionaria, y de ellas se obtuvo el compuesto
denominado Rc4 (62 mg). Las fracciones 7 y 8 (128 mg) se llevaron a purificacion
obteniéndose el compuesto Rc2 (11 mg).
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Figura 2-2 Fraccionamiento y purificacion de compuestos de HSA (aumento de polaridad de izquierda a derecha).
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2.2.3 Obtencion del aceite esencial de hojas

Para la extraccién del aceite esencial se parti6 de 520 g de hojas frescas de
Rhodostemonodaphne cf. crenaticupula Madriiian. Este aceite fue obtenido por destilacidon
con arrastre por vapor en un equipo tipo Clavenger. El aceite esencial obtenido fue secado
en sulfato de sodio anhidro y almacenado a 4°C. La determinacion de la composicién del
aceite esencial se realizd por CG- EM.

2.3 Evaluacion de la actividad antifungica in vitro

Al aceite esencial, el extracto HSA y los compuestos aislados se les determiné la actividad
antifungica preliminar in vitro; la investigaciéon fue dirigida a la evaluacion del uso potencial
de la especie R. crenaticupula en el ambito agricola contra hongos fitopatégenos que
atacan cultivos de importancia econdmica en nuestro pais, como el maiz, lechuga, tomate,
entre otros.

2.3.1 Ensayo por el método de difusion en disco para extracto
etandlico

Para el ensayo de la actividad bioldgica del extracto etandlico HSA, se utilizaron cepas del
hongo fitopatogeno F. oxysporum f. sp dianthi, obtenido de cultivos de coleccidon del
Laboratorio de Productos Naturales Vegetales de la Universidad Nacional de Colombia
(cepa donada por el profesor Harold Ardila, Departamento de Quimica, Grupo de
investigacion en Actividades Metabdlicas Vegetales), de donde se tomaron esporas
jévenes de la colonia y se suspendieron homogéneamente en agua destilada. El conteo de
las mismas se hizo en una cdmara de Neubaer, se realizaron diluciones de las mismas hasta
llegar a una concentracion de 1x10° UFC/mL, se tomaron 100 pL de la solucion para
inocular la superficie de las cajas de Petri, con mads o menos 15 mL de PDA. Luego se
tomaron discos de papel filtro de 5 mm estériles, se impregnaron las soluciones de
extracto etandlico, utilizando concentraciones de 1, 2.5, 5y 10 mg/mL.

Las cajas se incubaron por 3 dias a 28 °C, al cabo de este tiempo se determind la actividad
antifungica, evidenciando la presencia de halo de inhibicidn alrededor del disco de papel.
Se utilizé como control positivo Benoagro® y como control negativo el solvente empleado
en las diluciones (Gomez et al., 2007; Pabon and Cuca, 2010).

2.3.2 Ensayo por bioautografia en CCD para compuestos aislados

En la evaluacién antifungica de los compuestos aislados, se seleccionaron cuatro hongos
fitopatdgenos: Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, Botrytis cinérea y Colletotrichum
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acutatum, que atacan cultivos de uchuva, mango y rosa; obtenidos de la coleccion del
Laboratorio de Fitopatologia y de Ecofisiologia Vegetal de la Universidad Militar Nueva
Granada, las cepas se mantuvieron en PDA y los cultivos fueron almacenados a 25 °C. Las
cepas se dejaron crecer durante 4-7 dias antes de su uso en las pruebas de actividad
antifungica.

Para realizar el ensayo, se prepard una suspension de esporas a una concentracion de 10°

UFC/mL sobre un caldo nutritivo. Para la preparacidn del caldo, se comenzd por preparar
una solucidn stock que contenia 7 g de KH,PO,, 3 g de Na,HPO,.2H,0, 4 g KNO3;, 1 g
MgS0,.7H,0 y 1 g de NaCl por un litro de agua. La solucidn fue esterilizada por 20 minutos
en una autoclave a 120 °C. Al momento de preparar la suspensién de esporas, se
agregaron 10 ml de solucién de glucosa al 30 % en agua, por cada 60 mL de solucién
patrén. Se aplicaron 10 pL de solucién a diferentes concentraciones de los compuestos
puros, correspondientes a 100, 25, 10,5y 1 ug.

Posteriormente los compuestos aislados fueron aplicados sobre cromatoplacas de silica gel
60 F,s5, de 15 x 15 cm y 0.20 mm de espesor (marca Merck), dejando secar el solvente a
temperatura ambiente, se realizé una aspersion directa sobre la placa con la suspension de
esporas previamente preparada. Finalmente se introdujo la placa en una atmosfera
humeda y oscura a 25 °C por 72 h, permitiendo que el hongo creciera sobre la placa. La
actividad antifungica fue determinada por la presencia de zonas de inhibicion de
crecimiento en la placa, luego de revelar con vapores de yodo. Se utilizd como control
positivo Benoagro®(Marques et al., 2007).

2.3.3 Ensayo de actividad fumigante del aceite esencial

El hongo utilizado en la evaluacién de la actividad fumigante fue F. oxysporum f .sp
dianthi, obtenido de cultivos de coleccion del Grupo de investigacién en Actividades
Metabdlicas Vegetales, Departamento de Quimica cepa donada por el profesor Harold
Ardila. Para realizar el ensayo, se colocaron en el centro de las cajas Petri cubiertas con
PDA, discos de 5 mm de didmetro de agar que contiene la cepa flngica activa; a 2 cm de
distancia de la cepa, se ubican discos de papel filtro de 6 mm de didmetro, donde se
adiciona 10 pl de aceite (para determinar CEsg se utilizan alicuotas de 2, 5, 7, 10y 15 uL de
aceite (23,5 — 176,5 uL/L aire) se incubaron las cajas por 3 dias a 28 °C. Como control
positivo se utiliza Benoagro® y blanco absoluto sin tratamiento.

Pasado los 3 dias de incubacidn, se miden el diametro del micelo del hongo y se compara
con el del blanco absoluto. Se reporta el dato como: Promedio % ICM. (ICM= inhibicién de
crecimiento micelial) se evalud el aceite esencial a la dosis maxima (15 uL de aceite
corresponde a la concentracion de 176,5 ulL/L aire (Prieto et al., 2010).
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3. Resultados y discusion

Dentro de los resultados que se obtuvieron del estudio fitoquimico se encuentra la
caracterizacién del extracto etandlico HSA, la elucidacién estructural de los compuestos
aislados, la determinacion de la composiciéon del aceite esencial y la evaluacion de la
actividad antifungica in vitro de cada uno de los productos obtenidos.

3.1 Caracterizacion fitoquimica preliminar

El extracto etandlico de hojas sin arrastre, hojas con arrastre, corteza y madera, de la
especie R. crenaticupula fue caracterizado preliminarmente por medio de ensayos
guimicos de coloracién y precipitacion, con el fin de determinar cualitativamente los
posibles grupos de metabolitos secundarios presentes. Las pruebas aplicadas a cada uno
de los extractos se discriminan en la Tabla 3-1, donde se muestra que el extracto de HSA,
es el que mas pruebas positivas presenta, evidenciando su posible riqueza metabdlica; y
gue solo se diferencia del extracto HA, por la ausencia de cumarinas volatiles en este
segundo.

Tabla 3-1 Resultados del ensayo fitoquimico preliminar.

Grupo de metabolitos L Resultados
secundarios Prueba Quimica HSA |HA | C | M
Acetato de plomo + + |+ | +
Taninos FeCl; + + - | -
Gelatina —sal + + |+ | +
Shinoda - -+ o+
Flavonoides Rosenhein + + |+ | +
Leucoantocianidinas + + |+ | +
Quinonas Comportamiento ante acido y donador de + + - | -
electrones + + |+ | -
Cumarinas Fluorescencia + - + | -
Sesquiterpenlactonas Hidroxamato férrico + + - | -
Valser + + [+ +
Mayer + + + | +
Alcaloides Dragendorff + + |+ | +
Wagner + + |+ +
Reinekato + + [+ +

: Resultado positivo -: Resultado negativo HSA: Hojas sin arrastre HA: Hojas con arrastre C: Corteza M: Madera
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Las pruebas para alcaloides fueron las mas significativas debido a la formacion de una gran
cantidad de precipitado. En cuanto a los extractos M y C, se observa que M parece carecer
de quinonas y cumarinas.

3.2 Metabolitos fijos

El extracto etandlico HSA obtenido de las hojas de la especie vegetal R. crenaticupula, fue
sometido a separaciones y purificaciones sucesivas para lograr aislar los metabolitos que
se muestran a continuacion, con su respectiva determinacién y elucidacién estructural, por
medio de técnicas espectroscopicas y espectrométricas convencionales.

A continuacion se presenta de manera resumida los compuestos aislados y algunas de sus
caracteristicas.

El compuesto Rcl (43 mg) fue aislado como un sélido cristalino de color blanco con p.f:
212- 213°C, el compuesto Rc3 (10 mg) se aislé como un sélido de color café con p.f: 78 -
79°C, el compuesto Rc2 (11 mg) es un sélido de color amarillo claro p.f: 63-64°C y el
compuesto Rc4 (62 mg) presentd color negro con punto de fusidn de p.f: 79-80°C; todos
ellos en CCD mostraron una coloracién naranja al ser revelados con el reactivo de
Dragendorff, indicando la posible presencia de alcaloides.

3.2.1 Elucidacidn estructural del compuesto Rcl

En el espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) del compuesto Rel (Figura 3-1) se observan
sefiales en la regién aromatica y alifatica. En la regién aromatica se presentan cuatro
sefiales, dos singletes que integran cada uno para un protén en & 7.30 (s, 1H), 6, 6.54 (s,
1H) y dos dobletes que acoplan entre si 6, 6.08 (d, J = 1.3 Hz, 1H) y 5.91 (d, J = 1.3 Hz, 1H),
correspondientes a los protones de un grupo metilenodioxi de acuerdo a su
desplazamiento (Chen et al., 2011).
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Figura 3-1 Espectro RMN *H (400 MHz, CDCl;) del compuesto Rcl.

8 3
©

~

6.079
5.917
3.936
3.905
3.568
3.557
3531
3520
2588

(6}
1T
}

En la region alifatica se observaron tres singletes de la siguiente manera en: & 3.90 (s, 3H)
y 3.93 (s, 3H) los dos primeros que de acuerdo a su desplazamiento corresponden a grupos
metoxilo unidos a un anillo aromatico (Velcheva et al., 1996) y un tercero en &, 2.58 (s,
3H), que segun la literatura corresponde a un grupo metilo unido a un heterodtomo
(Velcheva et al., 1996).

Las sefiales en &y 3.54 (dd, J= 14.6, 4.6 Hz, 1H) y 2.25 (t, J= 14.1 Hz, 1H), segun su
desplazamiento, constantes de acoplamiento e integracidén corresponden a seiales tipicas
para alcaloides aporfinicos (Zanin, 2006), la ampliacidon de estas sefiales se observa en la
Figura 3-2.
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Figura 3-2 Espectro RMN 'H del compuesto Rc1, con ampliacidn de las sefiales en &, 3.54 y
2.25.
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Estas sefiales corresponden a los protones diastereotdpicos ubicados en el C-7 del nucleo
basico de alcaloides aporfinicos (Figura 3-3).

Figura 3-3 Estructura basica de un alcaloide aporfinico.

Las constantes de estos protones indican el acoplamiento geminal entre ellos (14.6 Hz) y
aunque no se tiene una anillo C en forma de silla, se observé que las contantes de
acoplamiento son equiparables a este tipo de sistemas ciclohexanicos, se puede observar
acoplamiento axial-ecuatorial (4.6 Hz) para la sefal de 6 3.54 con 6, 3.19-3.03 y axial-axial
(14.2 Hz) para la sefial de &, 2.25 con &, 3.19-3.03 (Balci, 2005; Crews et al., 1998), En la
Figura 3-4 se muestran las contantes de acoplamiento descritas anteriormente, aunque
estas contantes no muestran una configuracion absoluta de la molécula.
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Figura 3-4 Disposicién espacial de la estructura de un alcaloide aporfinico y contantes de
acoplamiento de los protones en los carbonos 6ay 7.

I Axial-ecuatorial 4.6 Hz

Il Axial-axial 14.2 Hz
Il Geminal 14.6 Hz

En la region del espectro entre 6H 3.60- 2.40 (Figura 3-5) se observan las sefiales 6H 2.51
(td, J = 11.8, 3.7 Hz, 1H), 2.63 (dd, J = 15.7, 3.1 Hz, 1H) y 3.19-3.03 (m, 3H), todas ellas
corresponden a los metilenos y al metilo ubicado en la zona alifatica de la estructura base
del alcaloide aporfinico (Jackman et al., 1979; Zanin, 2006).

Figura 3-5 Ampliacién del espectro de RMN *H entre 8, 3.60- 2.40.
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El espectro COSY (Figura 3-6) permite determinar los acoplamientos escalares entre los
protones que estan correlacionando entre si, el multiplete de 6, 3.19-3.03 (m, 3H) se
encuentra correlacionando con las sefales 64 2.63 (dd, J = 15.7, 3.1 Hz, 1H), 2.51 (td, J =
11.8, 3.7 Hz, 1H) y 2.25 (t, J= 14.1 Hz, 1H). Mdltiples correlaciones y el solapamiento de
estas mismas, se presentan por las correlaciones de los protones ubicados en la posicién 4,
5, 6ay 7 de los anillos B y C del nucleo basico (Figura 3-6).
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Figura 3-6 Ampliaciéon (64 4.2- 2.0 y 5.0- 1.0) de la zona alifatica del espectro COSY.
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El espectro de RMN *C (100 MHz, CDCl;) mostré la presencia de 20 carbonos. En el
espectro DEPT 135 (Figura 3-7) permitié comparar las seiales y determinar la presencia de
diez carbonos cuaternarios (6¢ 150.5, 146.5, 145.9, 142.2, 134.8, 131.9, 126.9, 126.6, 116.5
y 114.7), de los cuales se puede resaltar por su desplazamiento cinco carbonos oxigenados
(6¢ 142.3, 146.6, 146.0, 134.9 y 150.5), dos metinos aromaticos (6 107.3 y 103.1), un
metileno con desplazamiento tipico para carbono de grupo metilenodioxi (6. 100.6), un
metino alifatico (6¢ 61.9), metilo unido a nitrégeno (8¢ 43.9) y tres metilenos (6¢ 53.5, 29.1
y 25.9) (Jackman et al., 1979).
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Figura 3-7 Espectro a. RMN *C (100 MHz, CDCl;) comparado con el espectro b. DEPT 135
del compuesto Rcl.
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La conectividad de cada hidrogeno con el carbono al cual esta unido, se realizé mediante el
anadlisis del espectro HMQC (Figura 3-8), en este espectro se muestran conectividades
como la de los protones en 6, 6.08 (d, J=1.3 Hz, 1H) y 5.91 (d, J = 1.3 Hz, 1H), con un solo
carbono de tipo sp’> & 100.6, corroborando la presencia de un grupo metilenodioxi
(Jackman et al., 1979), también fue posible observar el caracter diastereotdpico de los
protones ubicados en el C-7 de los alcaloides aporfinicos, debido a que las sefales de 6
3.54 (dd, J= 14.6, 4.6 Hz, 1H) y 2.25 (t, J= 14.1 Hz, 1H)muestran la conectividad con un solo
carbono (6¢ 25.9).

Figura 3-8 Ampliacién (6 3.5- 2.2 y 6. 65- 25) de la zona alifatica del espectro HMQC del
compuesto Rcl.
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El analisis anterior permitié determinar la asignacién de las sefiales en la zona alifatica de
la molécula (Figura 3-9).

Figura 3-9 Subestructura planteada para el compuesto Rcl.

El experimento HMBC permitid asignar la ubicacidn de los sustituyentes y carbonos
cuaternarios de los anillos aromdticos del nucleo aporfinico, entre las sefiales mas
importantes se encuentran la correlacidn a tres enlaces del protén aromatico de &, 6.54
ubicado en la posicién C-3, con el carbono cuaternario &: 126.9 el cual se ubicé en la
posicion C-3a, este protén también mostrd correlacién con los carbonos cuaternarios
oxigenados O¢ 146.5 y 142.2 carbonos a los cuales anteriormente se les habia asignado
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como carbones de grupo metilenodioxi (Jackman et al., 1979). El protén aromatico de &4
7.30 asignado en C-11, permitid asignar la posicién de los carbonos cuaternarios
oxigenados de las posiciones C-9 y C-10. Por ultimo el protdén en 64 3.54 ubicado en el
anillo D mostré correlacion a 3 enlaces con el carbono oxigenado &¢ 145.9 al cual se ubicd
en la posicion C-8, a este carbono estd unido a un grupo hidroxilo (Figura 3-10).

Figura 3-10 Correlaciones mostradas en el espectro de HMBC del compuesto Rcl.

La presencia del grupo hidroxilo fue confirmada mediante pruebas quimicas (FeCl;) y
analisis del espectro IR (Figura 3-11). En este espectro se observaron vibraciones a 3426
cm? (tension -OH), 1577 cm™ vibraciones de deformacién C=C, 1117 cm™ banda intensa
(fuerte tension C-0), 1000-1250 cm™ se observan varias sefiales, que pueden ser atribuidas
a la vibracién de tensidn de C-N (Insuasty O and Quiroga P., 1993).

Figura 3-11 Espectro de IR del compuesto Rcl, tomado en pastilla-KBr.
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El compuesto Rcl fue analizado por HPLC- EM, obteniéndose el cromatograma que
aparece en la Figura 3-12a en la que se observa un solo pico, en el espectro de la Figura
3-12b muestra un pico base en m/z 356.10 que indica la presencia de un nitrégeno
protonado [M+H]" (Stévigny et al., 2004).

Figura 3-12 Analisis HPLC-EM de Rcl a. Corriente idnica reconstruida. b. Espectro de
masas.
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El siguiente ion fragmento que se encuentra en m/z 325.00 es atribuible a la pérdida de -
CH;3;NH, en un alcaloide aporfinico con sustituyentes N-CHs, en la Figura 3-13 se puede
observar la via de fragmentacion propuesta por Stévingny para la pérdida de -CH3;NH,
(Stévigny et al., 2004), en este tipo de compuestos.

Figura 3-13 Via de fragmentacidn propuesta para la pérdida de -CH;NH,.
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Luego del analisis de los datos de RMN uni y bidimensionales, IR, CL-EM y de Ia
comparacién con datos de la literatura (Zanin and Lordello, 2007), se asignaron los
desplazamiento quimicos para cada uno de los carbonos e hidréogenos de la molécula
(Figura 3-14) la cual se identifico como (S)-Leucoxina.

Figura 3-14 Asignacion de los desplazamientos quimicos de Rcl a. para RMN *H. b. para RMN “C.
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En la Tabla 3-2 se resumen los datos espectroscépicos obtenidos para el compuesto Rcl,
asi como los datos espectroscépicos descritos para el alcaloide Leucoxina (Zanin, 2006),
tomados bajo las mismas condiciones. Los alcaloides aporfinicos son compuestos
Opticamente activos y a ellos se les puede asignar la configuracién absoluta R-(-) o S-(+)
dependiendo de la estereoquimica del carbono 6a (Zanin, 2006). El compuesto Rcl, se
sometié a un andlisis de rotacidn especifica, obteniéndose un valor de [a]y** = +58.3, (¢ =
0.09, MeOH), indicando una configuracidn absoluta en la posicidn 6a como S, ya que segun
Shamma si el alcaloide aporfinico es dextrorotatorio su configuracién es S, mientras si es
levorotatorio la configuracion absoluta es R (Shamma, 1962).

Tabla 3-2 Comparacion de los desplazamientos quimicos del compuesto Rcl con los de
Leucoxina (Zanin, 2006).

Rc1® Leucoxina®
6H 6C 6C
- 142.3 143.2
- 146.6 148.3
6.54 (1H, s) 107.3 106.8
3a - 126.9 125.4
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R
s e | s 529
6a 3.19-3.03 (m, 3H) 62.0 62.5
2.25 (t, J=14.6, 14.2 Hz, 1H

’ 3.54 ((d,d, J=14.6, 4.6 Hz, 1H)) >3 234

7a - 114.8 111.6

8 - 146.0 146.2

9 - 134.9 135.5

10 - 150.5 151.6

11 7.30 (s, 1H) 103.1 102.7
11a - - 123.3
11b - 116.6 116.3
11c - 126.7 126.2
12 2.58 (s, 3H) 43.9 41.5
1,2 CH,-0-CH, g:gf EZ: ﬁ 13 :; 1:; 100.6 101.2
9 O-CH; 3.93 (3H, ) 61.0 60.5
10 O-CH, 3.90 (3H, s) 55.9 55.6

® Datos obtenidos a 400 MHz para RMN Ty y 100 MHz en RMN B (Solvente: CDCls)
® Datos obtenidos 100 MHz en RMN 3C (Solvente: CDCl3) (Zanin, 2006)

Este alcaloide ha sido aislado de otras tres especies vegetales pertenecientes a la familia
Lauraceae como lo son: Ocotea brachybotra, O. minarum, O. puberula (Zanin and Lordello,
2007). Ademas de esto ha sido sintetizado a partir del alcaloide ocopodina que posee tres
metilos en las posiciones C-8, C-9 y C-10, por medio de la demetilacion
regioselectivamente de este, en la posicién C-8, fue posible obtener la leucoxina (Ahmad et
al., 1977).

3.2.2 Elucidacidn estructural del compuesto Rc2

El espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) mostré un perfil similar al compuesto Rcl,
observandose que poseen una zona alifatica con varias sefiales solapadas, lo que indica
gue el compuesto Rc2 posee un patrén de sustitucion muy similar, la comparacién de los
dos espectros se observa en la Figura 3-15.
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Figura 3-15 Comparacion de los espectros de RMN *H a. Rcl y b. Rc2.
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Las diferencias principales de estos dos espectros estan en la sefial de &, 7.66 (s, 1H) que
en el compuesto Rcl no se presenta, el desplazamiento a campo alto de una de las sefales
de protén aromatico 8y 6.77 (s, 1H), y por ultimo aunque en el espectro de RMN 'H del
compuesto Rc2 se observan diferentes los desplazamientos de los multipletes, en el
espectro COSY persisten las sefales que muestran acoplamientos escalares entre los
protones alifaticos de la molécula, corroborando el mismo patrén de sustitucién en la zona
alifatica que la del compuesto Rel.

En el espectro de RMN C se observaron algunas diferencias en los desplazamientos
quimicos, pero al igual que Rcl presentd un total de 20 sefiales; en donde las principales
diferencias son la presencia de la sefial de 6. 111.2, que corresponde a un carbono
aromatico sin sustitucion (Jackman et al., 1979) y la pérdida de uno de los carbonos
aromaticos oxigenados 6. 146.6 (Figura 3-16).
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Figura 3-16 Comparacion entre los espectros de RMN **C de a. Rcly b. Rc2.
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El espectro de HMQC muestra conectividad del protén de 64 6.77 con el carbono
cuaternario de 6¢ 111.2, lo que indica que el compuesto Rc2 se diferencia del compuesto
Rcl por la presencia de un protdn aromatico mas en su estructura. Para la asignacion total
de la posicion de los sustituyentes y los desplazamientos quimicos de los carbonos
cuaternarios se tomaron los datos obtenidos del espectro HMBC (Figura 3-17), en este se
tienen algunas sefiales que muestran las correlaciones a tres enlaces de los protones
diastereotdpicos de C-7 (caracteristicos para alcaloides aporfinicos) con el carbono 6
111.2 que soporta el protén aromatico (6, 6.77) que diferencia las estructuras de Rc2 y
Rcl.
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Figura 3-17 Espectro HMBC a. Ampliacién de la correlacién de 6y 2.66 y 3.12- 3.03 con ¢
111.2 b. asignacién de la ubicaciéon del protén aromatico 6, 6.77 en el anillo D del
compuesto Rc2.
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A partir de los datos de los espectros se plantea la asignacién de los desplazamientos
quimicos de *H y *C en la estructura que se observa en la Figura 3-18.
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Figura 3-18 Asignacion de los desplazamientos quimicos del compuesto Rc2 a. para RMN
'H. b. para RMN C.
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(*Senales intercambiables).

Para identificar la configuracidon absoluta del alcaloide aislado se determind la rotacién
especifica [a]p” = +26.1, (c = 0.085, MeOH), observando que la configuracién del C-6a es S
(Shamma, 1962), al igual que Rcl.

Con esta estructura planteada se realizd la revision bibliografica encontrando que el
alcaloide Rc2 corresponde a un alcaloide aporfinico conocido como dicentrina, aislado de
otras familias de especies vegetales como Papaveraceae (Morteza-Semnani et al., 2003) y
Magnoliaceae (Corredor Barinas and Cuca Suarez, 2011), aunque éste principalmente se ha
aislado de especies pertenecientes a la familia Lauraceae, en géneros como el Cassytha
(Tsai et al., 2008), y en mayor proporcion en el género Ocotea (Zanin and Lordello, 2007),
en especies como O. macropoda, O. minarum, O. leucoxylon, O. branchybotra, O.
vellosiana y O. puberula. La asignacidn completa de los desplazamientos quimicos de cada
uno de los carbonos, se realizé mediante el analisis de todas las correlaciones mostradas
por los espectros de RMN y por la comparacién con los reportes bibliograficos bajo las
mismas condiciones de solvente y equipo (Corredor Barinas and Cuca Suarez, 2011; Zhou
et al., 2000) (Tabla 3-3).


http://species.wikimedia.org/wiki/Papaveraceae
http://www.google.com.co/search?hl=es&biw=1280&bih=608&sa=X&ei=KZGxToyiNubr0QH88fjkAQ&ved=0CBkQvwUoAQ&q=Magnoliaceae&spell=1
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Tabla 3-3 Datos espectroscépicos de Rc2 y (+) —Dicentrina (Zhou et al., 2000).

Posicin Rc2® (+) -Dicentrina”
6H 6C 6C
1 - 141.7 141.8
2 - 146.6 146.6
3 - 106.7 106.7
3a - 126.5 126.4
3.21-3.03 (m)%
4 2.69- 2.60 (m)* 29.0 28.9
3.21-3.03 (m)*
5 251 ()3 53.4 53.4
6a 3.19-3.3.15 (m, 1H) 62.3 62.3
2.70 (m)t
/ 2,66 (t, J=11.10, 1H ) 34.0 34.0
7a - 128.2 128.1
8 6.77 (s, 1H) 111.2 111.2
9 - 148.2 148.4
10 - 147.6 147.6
11 7.66 (s, 1H) 110.6 110.4
11a - 1235 123.4
11b - 116.5 116.6
11c - 126.2 126.3
12 2.55 (s, 3H) 43.4 43.6
5.92 (d, J= 1.32, 1H)
1, 2 -O-CH,- 100. 100.
,2-0-CH-0 6.07(d, J= 1.32, 1H) 006 006
9 O-CH; 55.8 55.8
91 H
10 O-CH; 3.91(d, 6H) 56.0 56.0

® Datos obtenidos a 400 MHz para RMN ™H y 100 MHz en RMN B¢ (solvente: CDCl3)

® Datos obtenidos a 100 MHz en RMN **C (Solvente: CDCl3) (Zhou et al., 2000)

T Estos datos no cuentan con integracion, ya que las seiales estan muy solapadas y es imposible observar la
integracion para cada sefal.

3.2.3 Elucidacidn estructural del compuesto Rc3

El espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) mostré un perfil similar al compuesto Rcl,
indicando que el nucleo basico es igual y solo se diferencia por las sefales alifaticas que
aparecen entre 6,4 4.0 y 3.5 como se observa en la Figura 3-19, donde la diferencia mas
notoria es la aparicion de la sefal en &, 4.00, que por su desplazamiento quimico e
integracidén corresponde a un grupo metoxilo sobre anillo aromatico. La comparacién
también mostrd que el protén aromatico en C-11 con desplazamiento quimicos de &, 7.30
(del compuesto Rcl) se desplazdé hacia campo bajo y en el compuesto Rc3 aparece en &y
7.59, por ultimo los multipletes de la zona alifatica (64 3.6- 2.5) aparecen en diferente
desplazamiento, aunque con las correlaciones observadas en el espectro COSY se puede
deducir que el patrén de sustitucién es el mismo para Rc3 y Rel.
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Figura 3-19 Comparacidn de los espectros de RMN 'H para los compuestos a. Rcl y b. Rc3.
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El espectro de RMN 3C (100 MHz, CDCl;) mostrd un total de 20 sefiales de las cuales se
resaltan por su desplazamiento cinco carbonos oxigenados (6 147.8, 147.7, 143.6, 139.2 y
135.2) (Jackman et al., 1979) igual que Rcl; se observan algunas diferencias entre los dos
espectros de Re3 y Rcl, como la ausencia de una sefial de la zona de &. 127- 102, la
aparicién de una sefial en la zona del espectro entre 6; 62-51 (Jackman et al., 1979)
(corroborando los datos vistos en el espectro de RMN 'H en donde debe aparecer una
sefial mas de carbono de grupo metoxilo), la ausencia de la sefial de 6. 43.8 del carbono
del grupo metilo sobre el nitrogeno y por ultimo se da una variacion en los
desplazamientos quimicos, de las dos sefiales que se encuentran a campo alto, donde se
genera una alta desproteccién en uno de los carbonos desplazandolo a 6. 33.4 (Figura
3-20).
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Figura 3-20 Comparacion entre los espectros de RMN *C de a. Rc1y b. Rc3.
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A pesar no ser posible observar con una intensidad apreciable la sefial 6. 43.8 en el
espectro RMN *3C, este pudo asignarse al carbono del metilo unido al nitrégeno por la
correlaciéon entre la sefial a &4 2.60 con 6¢ 43.8 que se observd en el experimento HMQC
(zanin, 2006), como se observa en la Figura 3-21.
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Figura 3-21 Ampliacién espectro HMQC (64 3.2- 2.2; 6:55- 28) del compuesto Rc3.
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Analizando el espectro HMBC que se muestra en la Figura 3-22, se observaron algunas
correlaciones importantes como la del hidrogeno de 64 4.00 con el carbono &; 59.4
perteneciente al metoxilo ubicado en la posicion C-3 del nucleo bdsico aporfinico y la
correlacién del protén diastereotépico 64 3.08 de C-7 con el carbono cuaternario de &
111.1.
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Figura 3-22 Espectro HMBC del compuesto Rc3 con ampliaciones en las 6, 4.00- 6 59.4 y

6y 3.08-6.111.1.
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Otro aspecto importante para resaltar, es que el nucleo aporfinico debe exhibir un efecto
de proteccion producido en C-4 y C-1lel nucleo aporfinico por la sustitucion de un grupo
metoxilo en C-3 (Marsaioli et al., 1979); estos efectos no se observan en el compuesto Rcl

(Figura 3-23).

51



52 | Resultados y discusidn

Figura 3-23 Asignacién de la sustitucion del anillo A y B, para los compuestos Re3 y Rel.

Rc3 Rcl

Segun los datos obtenidos y la comparacién con los datos en los anteriores espectros se
planteé la estructura que se observa en la Figura 3-24.

Figura 3-24 Asignacion de los desplazamientos quimicos del compuesto Rc3 a. para 'H, b.
13
para —C.

4.00\O 2.92-2.76

b (*Senales intercambiables).

Al comparar la estructura planteada con la literatura se identificé que corresponde al
alcaloide conocido como ocoteina o thalicmina, aunque los datos espectroscépicos de este
compuesto no se encuentran reportados bajo las mismas condiciones, en la Tabla 3-4 se
muestra la comparacién con los datos reportados por Marsaioli (1979) que no difieren
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significativamente de los obtenidos en este trabajo, ya que parece ser que los datos de
RMN *3C varian de 0 a 1 ppm, con el cambio de frecuencia del equipo utilizado tal como se
observa en la tesis de Zanin (Zanin, 2006), donde se hacen comparaciones de este tipo de
compuestos. Para la identificacién de la configuracién absoluta del alcaloide aislado se
tomd la rotacion especifica [a]p>> = +81.5, (c = 0.085), denominado de esta manera el

compuesto Rc3 como (S)- ocoteina (Shamma, 1962).

Tabla 3-4 Datos espectroscépicos del compuesto Rc3 y comparacidn con ocoteina

(Marsaioli et al., 1979).

Posicién Rc3? Ocoteina®
6H 6C 6C
1 - 143.6 143.2
2 - 135.2 134.8
3 - 139.2 139.1
3a - 118.5 119.1
4 2.92-2.76 (m, 2H) 22.8 23.6
5 3.19 (dg,s.é—(r];]]’.i;_;4, 1H) 5.7 532
6a 3.35-3.25 (m, 1H) 61.9 62.3
[ memiem | ac |
7a - 127.0 127.4
8 6.76 (s, 1H) 111.2 1111
9 - 147.8 147.5
10 - 147.7 147.5
11 7.59 (s, 1H) 110.0 110.0
1la - 123.6 1235
11b - 111.2 110.4
11c - 126.8 127.4

12 2.60 (s, 3H) - -

1- 2 -0-CH,-0 2(9)5 Eji j; 1;?: 1:; 100.7 100.4
3 O-CHs3 4.00 (s, 3H) 59.4 59.3
9 0-CH; 3.90 (s, 3H) 56.0 56.0
10 0-CH, 3.91 (s, 3H) 55.8 55.8

® Datos obtenidos a 400 MHz para RMN "H y 100 MHz en RMN "C (Solvente: CDCl;)
® Datos obtenidos a 25.2 MHz en RMN **C (Solvente: CDCl3) (Marsaioli et al., 1979)

La ocoteina es un alcaloide que ha sido ampliamente extraido de especies como Thalictrum
minus de la familia Ranunculaceae (Shamma and Slusarchyk, 1964); en la familia Lauraceae
se ha aislado de géneros como Cassytha (Chang et al., 1998), Phoebe (Stermitz and Castro,
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1983) y Ocotea, por ejemplo en especies como O. leucoxylon (Zhou et al., 2000), O.
puberula, O. minarumy O. vellosiana (Zanin and Lordello, 2007).

3.2.4 Elucidacidn estructural del compuesto Rc4

El espectro de RMN 'H evidencié sefiales semejantes a las de los alcaloides aporfinicos
anteriormente aislados y elucidados (Rcl y Rc3), cuenta con la presencia de tres grupos
metoxilo (64 3.98, 3.89 y 3.88) muy similares a los del compuesto Rc3. Las pequeias
diferencias del espectro se pueden observar facilmente, puesto que en el espectro del
compuesto Rcd se ve la seial de solo un protdn aromatico &, 7.22 y la variacidn de los
desplazamientos quimicos de los multipletes pertenecientes a los protones de carbonos
sp° de los anillos By C, que son bastante especificos y varfan segun la sustitucién de cada
alcaloide aporfinico (Jackman et al., 1979) (Figura 3-25).
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Figura 3-25 Comparacion de los espectros RMN *H para los compuestos a. Rc1, b. Rc3 vy c.
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El espectro de RMN C y DEPT 135 (Figura 3-26b y c) del compuesto Rc4, muestran en
total 21 carbonos, de los cuales se resalta por su desplazamiento seis carbonos oxigenados
(6¢ 150.5, 16.0, 143.8, 139.6, 134.8 y 134.5) uno mas que en el espectro de Rcl (Figura
3-26a), y otra sefal en &, 59.3 perteneciente a un carbono de grupo metilo o metino,
confirmado con el espectro DEPT 135.

Figura 3-26 Comparacion del espectro de RMN *C de los compuestos a. Rcl, b. Rc4 vy c.
espectro DEPT 135 del compuesto Rc4.
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El espectro HMBC (Figura 3-27) mostrd las correlaciones escalares a tres enlaces, dentro de
las que se destacan los protones del grupo metilenodioxi (6, 6.04 y 5.88) con los carbonos
cuaternarios &¢ 145.1 y 135.7 (C-1, C-2), mostrando que uno de los carbonos cuaternarios
oxigenados esta mas protegido que el otro.

La diferencia en el desplazamiento de los carbonos cuaternarios mencionados
anteriormente, indica que sobre el carbono C-1 se estaria dando un efecto gamma
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inducido por la sustitucién del C-3 (8¢ 140.8) con un grupo oxigenado (Marsaioli et al.,
1979).

Ademas este espectro muestra las correlaciones entre los protones diastereotdpicos de C-
7 (64 3.52 y 2.23) con la sefial del carbono cuaternario oxigenado 6. 147.2 (Figura 3-27),
gue no presenta correlacidén a tres enlaces con ningln otro protdn indicando con ello Ia
posible presencia de un grupo hidroxilo. Las asignaciones de los desplazamientos quimicos
sobre la estructura del alcaloide aporfinico se muestran en la Figura 3-28.

Figura 3-27 Ampliacién del espectro HMBC (6, 7.2- 2.5; . 150- 20) del compuesto Rc4.
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Figura 3-28 Asignacion de los desplazamientos quimicos para el compuesto Rc4.

54.2

La presencia del grupo hidroxilo es corroborada con ensayos de coloracién (FeCls) y por
medio del andlisis del espectro IR que muestra una banda ancha hacia 3130 cm™ (Figura
3-29), vibracion de tensién de O-H y la presencia de bandas fuertes entre 1260 a 1000 cm™

muestra tensiones C-O.

Figura 3-29 Espectro de IR tomado en pastilla-KBr para el compuesto Rc4.
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Con la estructura propuesta y los datos espectroscépicos se realizo la revisidn bibliografica,
encontrando que esta estructura pertenece al alcaloide aporfinico denominado

ocoxilonina (Figura 3-30).
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Figura 3-30 Asignacion de los desplazamientos quimicos del compuesto Rc4 a. para RMN
'H. b. para RMN “C.
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Este alcaloide solo ha sido aislado en especies vegetales pertenecientes a la familia
Lauraceae, en el complejo Ocotea como Ocotea acutifolia, Ocotea sp. Se realizd la
comparaciéon de las sefiales de RMN C con el Unico reporte para este alcaloide
encontrado en la literatura (Garcez et al., 2011), aunque estos no estan bajo las mismas
condiciones, se toma en cuenta lo que ha sucedido con algunas de las anteriores
elucidaciones, donde se realizé la comparacidon asumiendo que los datos son muy cercanos
a pesar de que los experimentos se realizaron a diferente frecuencia y con diferente
solvente, los datos se muestran en la Tabla 3-5. La configuracidn absoluta del alcaloide se
obtuvo por medio de la determinacién de la rotacién especifica del compuesto [a]p” =
+32.3, (c= 0.09, MeOH), obteniéndose con ello que el carbono quiral C-6a posee una
configuracién S.

Tabla 3-5 Datos espectroscépicos de Rcd y (+)-ocoxilonina (Garcez et al., 2011).

Rc4a (+) —ocoxilonina®
Posicién
6H 6C 6C
- 135.7 136.4
- 145.1 145.6
3 - 140.8 140.9
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3a a 120.1 119.8
s 75291 (me ) 24.4 242
: sant s ina | %2
6a 3.14-3.07 (m, 1H) 63.0 63.5
e | e | e
7a a 115.3 115.5
3 - 147.2 148.4
9 - 136.1 136.7
10 - 151.8 152.7
11 7.22 (s, 1H) 103.7 103.6
11a - 128.0 127.9
11b - 112.2 112.5
11c - 128.7 128.4
12 2.56 (s, 3H) 44.6 438
1.2 -0-CH2-0 Z:gg g E: i:; 101.8 102.1
3 0-CH3 3.98 (s, 3H) 60.5 59.9
9 0-CH3 3.89 (s, 3H) 62.0 61.2
10 O-CH3 3.88 (s, 3H) 57.0 56.3

® Datos obtenidos a 400 MHz para RMN 'y y 100 MHz en RMN B¢ (Solvente: CDCl3)
® Datos obtenidos a 75.47 MHz en RMN **C (Solvente: CDCls) (Garcez et al., 2011)

3.2.5 Composicion de la mezcla ReM

La mezcla RcM por su perfil cromatografico en CCD mostrd ser una fraccion altamente
apolar y ademas poseia un aspecto ceroso, esto llevd a realizar su analisis por medio de
CG-EM, de donde se obtuvieron los datos que se encuentran consignados en la Tabla 3-6,
para determinar la posible composicién de la mezcla se compararon los espectros
obtenidos en el experimento con los de la biblioteca interna del equipo (NIST 0.8).



Figura 3-31 Corriente idnica reconstruida obtenida para la mezcla RcM.
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TIC: AC1-2.0hdatams
2303 313

NPT
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Tabla 3-6 Datos obtenidos por el analisis de CG-EM, para la mezcla RcM

35,647

33.850

.26 40.090 43.169

T PP P

Tr (min) | % Area | % coincidencia Asignacion posible Fig
29.033 | 18.51 99 Acido hexadecanoico 41
30.729 | 18.76 94 Fitol 42
31.312 | 18.03 99 Linoleato de etilo 43
31.353 | 6.61 99 Oleato de etilo 44
31.417 | 13.77 99 Linolenato de etilo 45
33.952 | 3.04 95 bis(2-etilhexil) hexanodioato | 46

Page:
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Figura 3-32 Estructuras de los posibles compuestos constituyentes de la mezcla RcM.
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Los datos obtenidos por el CG-EM, permite asignar la posible composicion relativa del
78.7% del total mezcla, donde se observa que corresponde a una fraccién constituida de
compuestos alifaticos, principalmente conformada por esteres y en menor proporcion de
acidos carboxilicos y alcoholes. para tener certeza de que estos compuestos no
corresponden a artefactos producidos durante el desarrollo de la metodologia en
obtencidn del extracto y/o fraccionamiento del mismo, es necesario realizar otro tipo de
analisis como realizar elucion de los compuestos determinados en las mismas condiciones
cromatograficas que con las que se evalué el extracto obtenido por maceracién con un
solvente diferente al etanol y en el cual se solubilicen los compuestos de interés; de esta
manera se lograria establecer su presencia en el extracto (Cardona et al., 2011).

3.3 Aceite esencial

El aceite esencial de las hojas de R. crenaticupula se obtuvo con un rendimiento del 0.16%.
La identificacion de los componentes presentes en el aceite esencial se realizé
comparando los indices de kovats y los espectros de masas con los datos reportados en la
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literatura (Adams, 1995; El-Sayed, 2003-2011). el perfil cromatografico se muestra en la
Figura 3-33. de éste se determiné la presencia de 45 compuestos, entre ellos
monoterpenos y sesquiterpenos, estos Ultimos constituyen cerca del 88% de la
composicion relativa total del aceite esencial.

Figura 3-33 Perfil cromatografico del aceite esencial analizados por RTX-5.
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En la Tabla 3-7 se muestra la composicion relativa del aceite esencial. con la posible
asignacion para cada uno de los picos observados en el cromatograma (Goodner, 2008).

Tabla 3-7 Posible composicidn quimica relativa del aceite esencial obtenido en la columna
RTX-5.

No Pico TrX IK cal % Nombre IK ref
1 15.132 1000 0.12 4-careno 1001*
2 27.366 1329 0.27 6-elemeno 1339*
3 27.850 1344 0.32 a-cubebeno 1351*
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4 28.701 1370 1.57 a-copaeno 1376*
5 28.870 1375 0.12 B-elemeno 1391*
6 28.916 1376 0.07 NI

7 29.097 1382 6.3 B-cubebeno 13897
8 29.989 1410 2.69 B-cariofileno 1418*
9 30.286 1419 0.3 NI

10 30.723 1433 0.1 B-gurjuneno 1432*
11 30.875 1438 0.1 NI

12 31.003 1442 1.17 a-cariofileno 1444%
13 31.213 1449 0.21 NI

14 32.011 1475 62.63 y-muroleno 1477*
15 32.204 1481 0.96 Germacreno D 1480*
16 32.344 1486 6.74 Biciclogermacreno 1494*
17 32.408 1488 0.32 a-muroleno

18 32.553 1493 0.48 a-selineno 1494*
19 32.775 1500 2.61 Cubebol (EPI) 1493*
20 32.874 1503 0.17 NI

21 33.049 1509 1.34 y-cadineno 1509*
22 33.299 1518 0.07 NI

23 33.579 1527 0.12 NI

24 33.731 1533 0.21 NI

25 34.115 1546 0.69 NI

26 34.285 1551 0.07 NI

27 34.459 1557 5.47 germacreno B 1556%
28 34.541 1560 0.42 NI

29 34.675 1565 0.37 NI

30 34.797 1569 0.41 NI

31 35.200 1583 0.3 NI

32 35.305 1586 0.14 NI

33 35.765 1602 0.26 NI

34 35.899 1606 0.14 NI

35 36.068 1612 0.1 NI

36 36.220 1617 0.55 NI

37 36.313 1620 0.25 NI

38 36.482 1626 0.2 NI

39 36.564 1628 0.56 NI

40 36.668 1632 0.17 NI

41 37.391 1656 0.16 NI

42 37.659 1664 0.2 NI

43 38.499 1692 0.08 NI
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44 39.175 1714 0.27 NI

45 39.612 1727 0.12 NI
Try: Tiempo de Retencion. Columna RTX-5. IR ref. (DB5): indice de Retencién de referencia. Columna
%: Porcentaje relativo en el aceite esencial. DB-5 (*(Adams, 1995). *(El-Sayed, 2003-2011). ¥(Palazzo
IR cal (RTX-5): indice de Retencién calculado. Columna et al., 2009)).
RTX-5. NI: No identificado

Los compuestos con el mayor porcentaje de composicion relativa en el analisis
corresponden a: y-muroleno (62.63%), biciclogermacreno (6.74%), B-cubebeno (6.3%),
germacreno B (5.47%) y B-cariofileno (2.69%), la estructura de estos compuestos se
presenta en la Figura 3-34.

Figura 3-34 Estructura de los compuestos mayoritarios del aceite esencial.
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y-muroleno Biciclogermacreno B-cubebeno

B-cariofileno
Germacreno B

Otros reportes en la literatura (Alcantara et al., 2010; Palazzo et al., 2009) muestran los
componentes de otras especies pertenecientes al género Rhodostemonodaphne en la
Tabla 3-8 se muestra la comparacién de los aceites esenciales de hojas obtenidos de las
especies vegetales R. parvifolia (Alcantara et al., 2010) y R. kunthiana (Palazzo et al., 2009).
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Tabla 3-8 Comparaciéon de los componentes de especies pertenecientes al género

Rhodostemonodaphne.
Constituyentes Kl |R. crenaticupula | R. parvifolia | R. kunthiana
a-Pineno 0.70
Sabineno 0.95
4-Careno 1000 0.12
Linalol 5.71
6-Elemeno 1339 0.27
a-Cubebeno 1350 0.32 t
a-Ylangeno 6.75
B-Elemeno 1375 0.12 t
a-Copaeno 1378 1.57 0.90
B-Cubebeno 1391 6.30 t
B-Cariofileno 1417 2.69 41.30 1.10
B-Gurjuneno 1425 0.10
B-Copaeno 0.30
a-Cariofileno 1442 1.17
o-Humuleno 1454 5.25 t
Alloaromadendreno 1.00
Isovalerato de linalol 6.77
a-Amorfeno 3.53
y-Muroleno 1478 62.63
Germacreno D 1479 0.96 64.4
B- Selineno 13.60
a-Muroleno 1488 0.32
Biciclogermacreno 1491 6.74 17.60
a-Selineno 1493 0.48
Cubebol (EPI) 1500 2.61
y-Cadineno 1509 1.34 1.53 1.10
6-Cadineno 2.50
trans-Cadina-1.4-diene t
a-Cadineno t
Germacreno B 1557 5.47 7.75 1.20
Espatulenol 4.90
Oxido de cariofileno 0.30
Guaiol 0.60
Murola-4.10(14)-dien-1b-ol 0.30
t-Cadinol 0.50
a-Cadinol 1.50




ESTUDIO FITOQUIMICO DE COMPUESTOS FIJOS Y ACEITE ESENCIAL

DE HOJAS DE LA ESPECIE Rhodostemonodaphne sp.

Rendimiento del aceite (%) -- 0.16 0.07 0.37
Monoterpenos y monoterpenoides | -- 0.12 14.13 0.00
Sesquiterpenos y sesquiterpenoides | -- 99.88 85.87 100.00

TOTAL -- 100.00 100.00 100.00

Kl: indice de Kovats

El aceite esencial de las hojas de R. kunthiana obtenido por hidrodestilacion mostré como
componentes mayoritarios los compuestos germacreno D (64.4%) y biciclogermacreno
(17.6%) (Palazzo et al., 2009) éste al igual que el aceite esencial de R. crenaticupula mostré
un perfil cromatografico bdsicamente sesquiterpenico. este tipo de perfil también se
puede observar en el aceite esencial de R. parvifolia obtenido por hidrodestilacidon. en éste
se encontré como componente mayoritario el B-cariofileno (41.3%) seguido de B-selineno
(13.6%) (Alcantara et al.,, 2010). Como compuestos comunes para las tres especies del
género Rhodostemonodaphne se encuentran el B-cariofileno y el germacreno B, que en
todos los casos presentaron una composicién relativa superior al 1%.

3.4 Evaluacion de la actividad antiftuingica

Se evalué la actividad antifungica del extracto etandlico de HSA, el aceite esencial y los
metabolitos aislados (s)-ocoxilonina, (s)-leucoxina y (s)-dicentrina, con el fin de brindar
informacidn preliminar acerca de los posibles usos que podria llegar a tener esta especie
vegetal, sabiendo que un buen campo de accidn de los productos naturales, estd en el
campo agricola frente al ataque de plagas que generan pérdidas econdmicas en los
cultivos.

3.4.1 Actividad antifingica del extracto HSA de R. crenaticupula

Dentro de las pruebas preliminares que se realizaron del extracto HSA se evalud su
actividad antifungica contra el hongo F. oxysporum f. sp. dianthi. Los resultados obtenidos
fueron significativos, logrando halos de inhibicion de 9.33 mm aplicando cantidades de 250
pg del extracto (Los resultados de inhibicién fueron siempre dependientes de la cantidad
aplicada. Al ser comparados con extractos alcohdlicos de especies vegetales evaluados
contra F. oxysporum (Bajpai et al., 2008), se encontré que aunque se obtuvo una buena
inhibicidn al ser comparada con las cantidades evaluadas por otros autores, el extracto de
R. crenaticupula necesita una cantidad mucho mayor de extracto para obtener resultados
comparables bajo una misma metodologia Tabla 3-9.

Tabla 3-9); aunque al usar Benoagro®, que tiene como principio activo benomyl, se tienen
halos de inhibicion superiores (35.3 mm) a menores concentraciones (10 pg); se debe
tener en cuenta que éste es un producto que posee un compuesto practicamente puro y
que es de esperar que se necesite menor cantidad para obtener mejores resultados (Figura
3-35).
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Figura 3-35 Halo de inhibicion presentado por el extracto HSA a diferentes
concentraciones.

Los resultados de inhibiciéon fueron siempre dependientes de la cantidad aplicada. Al ser
comparados con extractos alcohdlicos de especies vegetales evaluados contra F.
oxysporum (Bajpai et al., 2008), se encontrd que aunque se obtuvo una buena inhibicion al
ser comparada con las cantidades evaluadas por otros autores, el extracto de R.
crenaticupula necesita una cantidad mucho mayor de extracto para obtener resultados
comparables bajo una misma metodologia Tabla 3-9.

Tabla 3-9 Actividad antifungica por difusién en disco del extracto de HSA de R.

crenaticupula.
Cantidad Halo de inhibicion

. . (mm) % de

Sustancias evaluadas aplicada - e e
(1g) Fusarium oxysporum | inhibicidn
f. sp. dianthi

Extracto EtOH de hojas sin arrastre >00 14.8£0.3 41.9 %
o R crenaﬁ’w o 400 12.2+0.3 34.5%

: P 250 9.33+0.6 26 %
Extracto MeOH de hojas de Silene 49.3 %

+
armeria (Bajpai et al., 2008) 112 23.3£10

Benoagro® 10 35.3+x1.0 100 %

3.4.2 Actividad antifuingica de los compuestos aislados del extracto
HSA de R. crenaticupula

La actividad antifingica de los alcaloides (s)-ocoxilonina, (s)-leucoxina y (s)-dicentrina, fué
evaluada frente a diferentes hongos fitopatdgenos (Fusarium oxysporum, Alternaria
alternata, Botrytis cinérea y Colletotrichum acutatum), ya que en los estudios preliminares
del extracto se encontré que éste poseia una buena actividad antifingica; pero a ninguna
de las concentraciones evaluadas de los alcaloides aporfinicos mostré algun tipo de
antibiosis frente al desarrollo del hongo. En la Figura 3-36 se observan los compuestos
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Droductos
Natuica Vegelaica

evaluados Rc2, Rcl y Rc4, donde se utilizaron cantidades de 100, 25, 10, 5y 1 ug en cada
aplicacion, cada placa cromatografica corresponde a uno de los cuatro hongos evaluados.

Figura 3-36 Bioautografia directa de los compuestos (s)-ocoxilonina, (s)-leucoxina y (s)-
dicentrina, con los hongos fitopatdgenos evaluados.

+

Fusarium Colletotrichum

[ Botrytis cinérea Alternaria alternata
oxysporum acutatum

La evaluacién antifungica de este tipo de alcaloides mostrod resultados que ya habian sido
observados anteriormente (Pabon and Cuca, 2010), en donde se encontré que este tipo de
compuestos tienen actividad antifungica de moderada a ineficaz contra F. oxysporum, y
que esta actividad puede deberse a la sustitucidon de la posicidon 12 del nucleo basico con
un hidrégeno, conclusidn que va de acuerdo con los resultados obtenidos, en donde no se
aprecia ningun tipo de actividad con los alcaloides aislados en este trabajo que no cuentan
con este tipo de sustitucion.

3.4.3 Actividad fumigante del aceite esencial de R. crenaticupula

Entre las enfermedades que puede padecer el cultivo del clavel (Dianthus caryophyllus L.)
la que mas dafios produce aun es la traqueomicosis causada por Fusarium oxysporum f. sp.
dianthij, ya que este hongo afecta los haces vasculares y llega a destruir completamente
plantas y cultivos (Cebolla et al., 1993).

La actividad ejercida por los componentes del aceite esencial de Rhodostemonodaphne
crenaticupula sobre las cepas del hongo evaluado Fusarium oxysporum f. sp dianthi
muestra en todos los casos un efecto dependiente de la concentracién de aceite (Tabla
3-10).
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Tabla 3-10 Actividad fumigante del aceite esencial de hojas de la especie R. crenaticupula a
diferentes concentraciones.

Cantidad aplicada (pL) Cor:l:jr:taria\rt:on X del crecimiento micelial (mm) IZR/I o
15 176.5 25.5 19.0 | 1.00
10 117.6 27.3 135|141
7 82.3 27.0 14.3 | 0.00
5 58.8 28.0 11.1 | 0.00
2 235 31.0 1.6 | 0.00
Control 0 31.5 0

o: desviacion estandar; X: promedio

El efecto del aceite esencial de hojas de la especie R. crenaticupula sobre el crecimiento
micelial (mm) de Fusarium oxysporum f. sp dianthi después de 72 horas de incubacién a 28
°C 6 una baja inhibicion comparada con otros aceites esenciales de hojas de especies
vegetales pertenecientes al género Ocotea evaluados a la maxima concentracién y con el
mismo hongo fitopatogeno como lo es O. longifolia con porcentaje de inhibicion del 31.2 +
0.45%, pero comparable con la actividad presentada por el aceite esencial de hojas de la
especie 0. macrophylla, en la cual se obtuvo un resultado inferior en la mdaxima
concentracién evaluada frente al hongo F. oxysporum f. sp. dianthi (17.9 + 0.37%) (Prieto
et al., 2010). Esto permite lograr una mayor comparacién frente a la relacion composicién-
actividad puesto que el aceite de 0. macrophylla presenté mayor nimero de compuestos
similares con R. crenaticupula que O. longifolia. Es asi que haciendo un balance general
(Tabla 3-11) en cuanto la composicion de monoterpernos y sequiterpénos de la muestra.
O. macrophylla y R. crenaticupula poseen un aceite de tipo sesquiterpénico que resulta
menos activo que aceites monoterpénicos como el de O. longifolia.

Tabla 3-11 Comparacidon de aceites esenciales de O. longifolia. O. macrophylla y R.
crenaticupula.

Constituyentes %Composicion relativa para los aceites esenciales*
0. longifolia | O. macrophylla | R. crenaticupula
a-Pineno 0.23 0.38
B- Pineno 1.29 0.24
B- Mirceno 0.85
4-Careno 0.12
a- Felandreno 4.74
a- Terpineno 0.74
p-Cimeno 0.41
Limoneno 0.89
E-B-Ocimeno 1.18
y-Terpineno 0.43
a-Terpinoleno 80.91
6-Elemeno 0.37 0.27
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a-Cubebeno 1.07 0.32
B-Elemeno 0.12
B-Bourboneno 0.07
a-Copaeno 1.79 1.3 1.57
B-Cubebeno 2.64 6.3
a-Gurjuneno 0.81
B-Cariofileno 0.35 2.55 2.69
B-Gurjuneno 0.36 0.1
o-Cariofileno 1.17
a-Humuleno 0.23 1.26
Alloaromadendreno 1.74
y-Muuroleno 15.4 62.63
Germacreno D 0.53 0.96
a-Murolene 0.32
Biciclogermacreno 0.81 14.58 6.74
a-Selinene 0.48
Cubebol (EPI) 2.61
a-Bisaboleno 0.94
y-Cadineno 1.34
Cubeol 0.99
6-Cadineno 2.07 1.4
Germacreno B 1.07 5.47
Espatulenol 15.91
Carotol 0.51
Widrol 1.48
Cubeol <1-epi> 14
a-Cadinol 0.42 2.08
Acetato de hinesol 2.76
Fitol 0.26
Eicosano 0.4
Monoterpenos 91.67 0.62 0.12
Sesquiterpenos 6.2 70.62 93.70
TOTAL 97.87 71.90 93.82

*Porcentaje de composicion relativa de los posibles componentes de los aceites esenciales

3.5 Relevancia quimiotaxondmica del estudio fitoquimico

El aislamiento e identificacion de alcaloides aporfinicos en las hojas de R. crenaticupula,
hace parte del primer estudio fitoquimico de compuestos fijos no solo de la especie
vegetal, sino del género ya que sobre éste no se encuentra ningun reporte bibliografico en
el cual se indicara la composicidn de este grupo de especies vegetales.
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Quimiotaxondmicamente las especies de la familia Lauraceae se han caracterizado por
poseer metabolitos como lignanos. Arilpropanoides, 2- pironas, mono y sesquiterpenos,
flavonoides y alcaloides (Gottlieb, 1972); el hallazgo de alcaloides aporfinicos dentro de
esta especie vegetal muestra su relacién quimiotaxondmica con la familia Lauraceae y aun
mas del complejo Ocotea, ya que son multiples los reportes bibliograficos (Barboza et al.,
2009; Zanin et al., 2011) que indican la presencia de este tipo de alcaloides en particular,
en los diferentes drganos de las especies vegetales pertenecientes a este complejo.

Dentro de los alcaloides aislados e identificados, la dicentrina es el alcaloide que cuenta
con mads investigaciones quimicas y bioldgicas, se ha demostrado que este alcaloide posee
actividad bioldgica con un potente efecto vasorelajante (Tsai et al., 2008), inhibidor de la
topoisomerasa Il (Woo et al., 1999), promisorio larvicida natural frente A. eagypti (Garcez
et al.,, 2009), potente compuesto en la agregacién plaquetaria inducida por ADP, AA,
colageno y PAF (Chen et al., 1997), todos estos ensayos realizados a nivel in vivo en ratas o
conejos.

La ocoteina es otro alcaloide que ha sido ampliamente estudiado puesto que ha sido
aislado de diferentes especies como Phoebe molicella (Stermitz and Castro, 1983),
Thalictrum simplex (Velcheva et al., 1996), Ocotea leucoxylon (Zhou et al., 2000) entre
otras, demostrando importantes actividades bioldgicas como antitusivo, agente
hipotensor. espasmolitico y adrenolitico en animales de experimentacion (Zhou et al.,
2000), lo que ha hecho que de él se tengan diferentes propuestas de sintesis (Meyers et
al., 1986; Taylor et al., 1980).

En cuanto a la leucoxina y ocoxilonina son pocos los estudios que se refieren al aislamiento
(Barboza et al., 2009; Zanin et al., 2011), sintesis (Ahmad et al., 1977; Taylor et al., 1980) y
practicamente nula frente a la actividad bioldgica que estos alcaloides presentan.
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Conclusiones

e La caracterizacién fitoquimica preliminar de los extractos HSA. HA. M y C. de la especie
vegetal R. crenaticupula. permitié determinar la posible presencia de compuestos
como sesquiterpenlactonas. Cumarinas, alcaloides. taninos y flavonoides.

e Los alcaloides Ocoxilonina, Leucoxina, Dicentrina y Ocoteina han sido reportados para
otros géneros del complejo Ocotea. lo que estd de acuerdo con la quimiotaxonomia
del género.

e El aceite esencial de las hojas de R. crenaticupula es un aceite de tipo sesquiterpénico.
al igual que el obtenido de especies como O. macrophylla, una especie vegetal
perteneciente al complejo Ocotea.

e Ninguno de los compuestos que fueron aislados de R. crenaticupula. y de los cuales fue
evaluada su actividad antifingica, presentd algun tipo de inhibicidn frente a los hongos
fitopatdgenos valorados. Lo cual indica que la actividad bioldgica presentada por el
extracto puede deberse a un efecto de sinergismo o a uno de los constituyentes
minoritarios del extracto.

e El aceite esencial de hojas R. crenaticupula no presentd actividad antifingica contra el
hongo fitopatdégeno F. oxysporum f. sp. dianthi en ninguna de las concentraciones
evaluadas.

e La identificacion de los alcaloides aporfinicos, es el primer aporte quimico de
metabolitos fijos, que se realiza para el género Rhodostemonodaphne y la especie
Rhodostemonodaphne cf. crenaticupula.

e El presente estudio es un aporte a las investigaciones fitoquimicas de la familia
Lauraceae en Colombia y en especial al género Rhodostemonodaphne, ya que éste es
el primer reporte en cuanto a la constitucion de metabolitos fijos y volatiles de un
género que no cuenta con estudios quimicos. También se aporta informacion del
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comportamiento antifingico preliminar del aceite esencial, extracto etandlico (HSA) y
alcaloides aporfinicos.
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Recomendaciones

e Continuar con el proceso de purificacion e identificacién de los constituyentes en
las fracciones y los otros extractos de los drganos vegetativos no incluidos en este
trabajo. con el fin de completar el estudio fitoquimico de la especie vegetal R.
crenaticupula, teniendo en cuenta el estudio comparativo de las otras fracciones y
compuestos aislados.

e Con los metabolitos aislados e identificados se pueden realizar otro tipo de
ensayos que muestren posibles aplicaciones de sustancias promisorias en el campo
farmacoldgico y agroquimico.

e Realizar estudios de transformacién quimica de los compuestos aislados para, de
esta manera, poder evaluar la relacién estructura actividad.

e Realizar estudios fitoquimicos de otras especies pertenecientes al género
Rhodostemonodaphne y Endlicheria, con el fin de conocer mejor Ila
guimiotaxonomia de estos dos géneros que son muy parecidos morfolédgicamente.
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