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Resumen

El presente trabajo describe el estudio fitoquimico de las hojas y corteza de Strychnos

fendleri Sprague & Sandwith.

Partiendo del extracto metandlico de las hojas de esta especie, mediante técnicas
cromatograficas, pudieron ser aislados tres compuestos identificados por primera vez
para la especie: vogelosido (I), kamferitrin (II) y D-1-metilmyoinositol (IIl).

De la misma manera, partiendo del extracto metandlico de la corteza de Strychnos
fendleri, mediante técnicas cromatograficas, pudieron ser aislados cinco compuestos: dos
compuestos reportados por primera vez en la literatura de productos naturales:
strychnosine (VII) y 1,3-Di-O-B-D-glucopiranosil-4-metoxibenceno (VII); dos compuestos
identificados por primera vez para la especie: 3-metoxi-quercetina (IV) y boonein (V); y

un compuesto conocido para la especie: N-acetilstrychnosplenderine (VI).

La caracterizacion de estos compuestos fue llevada a cabo por medio de espectrometria
de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) en una y dos dimensiones, espectrometria de

masa e infrarrojo.
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l. INTRODUCCION

Desde el comienzo de la humanidad, el uso de plantas medicinales ha jugado un papel
fundamental en el desarrollo de la civilizaciébn. La dependencia del hombre de los
recursos naturales, lo llevé a conocer las propiedades medicinales de muchas plantas

mediante métodos de ensayo y error.

Actualmente se evidencia la importancia de las plantas para el cuidado de la salud
humana, es por ello que el estudio de nuevos componentes es de gran importancia en la

medicina moderna.

Las plantas del género Strychnos (Loganiaceae) son conocidas desde hace mucho
tiempo debido a las propiedades farmacoldgicas de las sustancias presentes en algunas
especies. Se caracterizan por contener alcaloides indolicos (brucina y sobre todo
estricnina) que provocan contraccion y rigidez muscular. Este género esta constituido por

200 especies distribuidas en las zonas tropicales de Asia, Africa, Australia y Américal'l.

Strychnos fendleri, es un arbol que llega a alcanzar los 10 m de altura, es vulgarmente
conocido en Venezuela como “cruceto”, esta especie junto a otras plantas de este género,
es utilizada por algunas tribus indigenas que viven en las regiones montafiosas de
América Ecuatorial para preparar el curare. El curare es un veneno de origen vegetal, de
aspecto de alquitran y sabor amargo que se utiliza para envenenar las flechas. El mismo
produce paralisis progresiva y finalmente colapso cardiaco. Sus mortales efectos se
deben a varios alcaloides. Uno de ellos es la curarina, que se emplea en la medicina
actual para el tratamiento de shock, pues es un excelente relajante muscular.?

Aungue muchas especies de este género han resultado ser toéxicas también se han usado

popularmente para muchos trastornos. De las especies utilizadas con mayor frecuencia,



se emplea las hojas o la corteza con las siguientes acciones farmacoldgicas: estimulante
y ténico (S. acuta, S. brasiliensis, S. guianensis, S.pseudoquina, S.rubiginosa e S.
trinervis), contra problemas estomacales y abdominales (S. erichsonii, S. pseudoquina e
S. trinervis), antipirético y antimalarico (S. brasiliensis, S. fendleri e S.pseudoquina),
analgésica y antireumatica (S. javariensis, S. panamensis e S. tansentosa), espasmadica
(S. toxifera), tratamiento de las enfermedades venéreas (S. erichsonii), como abortiva (S.
erichsonii), como afrodisiaca (S. erichsonii,S. melinoniana, S. mitscherlichii var.
mitscherlichii, S.nigricans e S. oiapocensis) y en el tratamiento de la anemia (S.

guianensis).?l

Como se ha descrito anteriormente la especie Strychnos fendleri es utilizada en la
medicina tradicional para el tratamiento de la malaria. Actualmente se ha reportado que
este parasito se ha vuelto resistente a ciertos medicamentos antimaléaricos, esto hace
necesario el estudio de plantas que puedan aportar nuevos metabolitos con accién

antimalarica, fundamentales para ofrecer tratamientos alternativos mas eficaces.

La malaria se ha registrado en Venezuela sin interrupciones desde 1936, lograndose
reducir las areas paludicas y la mortalidad notablemente, pero nunca la erradicacion total
de la enfermedad. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (Dic, 2012), Venezuela se
encuentra entre los pocos paises en el mundo en donde los casos de malaria han
aumentado en la Ultima década.®! Los estados Bolivar, Amazonas y Delta Amacuro

representan el 97% de los casos de malaria reportados en el pais.™



.1 Familia Loganiaceae:

Es una familia de plantas faner6gamas, posee 13 géneros distribuidos alrededor de los
tropicos. Son arboles, arbustos o plantas herbaceas, a menudo volubles. Sus hojas son
generalmente opuestas, simples, enteras a lobuladas con estipulas mas o menos
desarrolladas, sésiles o pecioladas, glabras, pubescentes o tomentosas. Sus flores son
perfectas, actinomorfas o ligeramente zigomorfas, tetraciclicas 5-4 meras, solitarias, en
cabezuelas, espigas, panojas o cimas. Los frutos en capsula, drupa o baya. Semillas
variadas, pequeiias con endosperma. Son plantas monoicas o dioicas. Las flores

carpeladas pueden o no presentar estaminodios.®*®!

Esta familia se puede encontrar en las regiones tropicales, subtropicales y templadas de
la tierra. Crecen en los biotopos secos, raramente a altitudes superiores a 3000 m, nunca
forman masas densas y suelen presentarse ejemplares aislados o en pequefios grupos

de reducida importancia ecoldgica.l®!

Figura N°1. Mapa de distribucion mundial de la familia Loganiaceae.!]



[.2 Clasificacion:

La especie Strychnos fendleri Sprague & Sandwith, tiene la siguiente taxonomia [€l:

e Reino: Plantae

e Division: Tracheophyta
e Clase: Spermatopsida
e Orden: Gentianales

e Familia: Loganiaceae
e Género: Strychnos

e Especie: Strychnos fendleri Sprague & Sandwith

1.3 Género Strychnos:

Lianas, con menor frecuencia arbustos o arboles pequefios, generalmente con zarcillos,
a veces con espinas, o ambos; ramas opuestas, a veces con lenticelas elipticas u
orbicular conspicuos; ramillas cilindricas o aplanadas; espinas simples, cilindricas, curvas
0 rectas. Hojas opuestas o simples; peciolos de 0-2 cm de largo, algo canalizado en el
lado superior, a menudo estrechamente alado en el margen. Las inflorescencias
terminales o axilares, 0 ambos. Sépalos unidos en la base, los I6bulos en la madurez mas

0 menos imbricados cercanos a la base, libre apicalmente.l!

Diversas especies del género Strycnos pueden ser encontradas en Venezuela, en los
estados: Apure, Barinas, Sucre, Amazonas, Bolivar, Zulia, Guarico, Falcén, Aragua, Lara,

Anzoategui, Miranda, Nueva Esparta, Tachira, Cojedes y Yaracuy.?



En Venezuela se pueden encontrar 20 especies del género Strychnos!*?:

YV V.V V V V V V VYV V V V V V V V VYV VYV V VY

Strychnos brachiata Ruiz & Pavon

Strychnos bredemeyeri Sprague & Sandwith
Strychnos cogens Bentham

Strychnos diaboli Sandwith

Strychnos erichsonii Richard Schomburgk
Strychnos fendleri Sprague & Sandwith
Strychnos glabra Sagot ex Progel in Martius
Strychnos guianensis (Aublt) Martius
Strychnos jobertiana Baillon

Strychnos matogrossensis S. moore
Strychnos melinoniana Baillon

Strychnos mitscherlichii Richard Schomburgk
Strychnos panamensis Seemann

Strychnos panurensis Sprague & Sandwith
Strychnos parviflora Spruce ex Bentham
Strychnos peckii B. L. Robinson

Strychnos rondeletioides Spruce ex Bentham
Strychnos schultesiana Krukoff

Strychnos tomentosa Bentham

Strychnos toxifera Robert Schomburgk ex Bentham



Il ANTECEDENTES:

A continuacién se muestra una revision de los metabolitos secundarios aislados en

estudios fitoquimicos realizados para el género Strychnos.

Il.1 Metabolitos aislados en diversas especies del género Strychnos.

Las plantas del género Strychnos (Loganiaceae) son conocidas desde hace mucho
tiempo debido a las propiedades farmacolégicas de los metabolitos secundarios aislados
de algunas de sus especies. Se ha encontrado que las especies americanas producen
alcaloides derivados de la estricnina, que causan efectos tetanizantes (Contracciones
musculares, engarrotamiento, etc.), mientras que las especies asiaticas producen
alcaloides con efectos curarizantes (Inhiben la accion de los nervios motores sobre los
musculos)®?. Tomando en cuenta que la especie en estudio fue colectada en Venezuela,
se hara la revision bibliogréafica de las especies americanas, debido al gran nimero de

referencias encontradas para este género.

[1.1.1 Alcaloides

Los alcaloides son comunes en el género Strychnos. Son bases organicas que se aislan
principalmente de las plantas superiores, su variedad estructural es muy grande, tanto en
su esqueleto carbonado como en el tipo y nhumero de sustituyentes. El nitrdgeno, debe
estar presente para que una molécula sea catalogada como alcaloide, puede estar como
una amina primaria, secundaria, terciaria, o sal cuaternaria de amonio, amida y N-6xidos,
0 puede haber mas de un atomo de nitrégeno con diferente funcionalidad en la misma

molécula. Los amino&cidos no son alcaloides, pero son sus precursores.14



Su utilidad en los organismos productores es poco clara. Debido a su sabor amargo y su
actividad biolégica pueden actuar como material quimico de defensa. Como ejemplo de
alcaloide tenemos la estricnina (1) aislada de nuez vomica y otras especies del género

Strychnos, altas dosis puede llegar a producir muerte cerebral.[*2

[1.1.b Iridoides

Los ciclopentanoides (iridoides) son aquellos compuestos que poseen el esqueleto
ciclopentanopirano; generalmente presentan oxigenacion en C-1 y menos frecuente en
C-11, C-7 y C-6. Se aislan como glicésidos de la glucosa, apiosa y gentiobiosa. A veces

puede faltar el enlace 7-8, a este grupo se le conoce como “seco-iridoide”*1,

El nombre “iridoide” proviene de la fuente natural de donde se obtuvo el primer ejemplo:

la iridomirmecina (2) que logré aislarse de una hormiga australiana Iridomyrmex

detectus.t1




[1.1.c Flavonoides

La estructura general de los flavonoides (3) consta de dos anillos bencénicos (A y B)
comunmente ligados a través de un anillo C heterociclico o, pocas veces, a través de una
cadena abierta (chalconas)i*ll. Sin ser metabolitos primarios, se encuentran en casi

cualquier especie vegetal superior.

Los flavonoides presentan una intensa absorcion en la region ultravioleta y visible, debido
a la presencia de sistemas aromaticos conjugados. En las plantas desempefian varias
funciones. Asi se consideran antioxidantes y secuestradores de radicales libres, agentes
antimicrobiales, fotoreceptores y protectores contra la luz UV, agentes quelantes de

metales, atractores visuales para insectos, entre otros.!*4

[l.2.a Strychnos amazonica Krukoff:

De Strychnos amazonica K. se ha aislado mascusina B (4), la cual posee propiedades
analgésica, hipotensora y convulsivante; bisnordihidrotoxiferina (5) con actividad
antimicrobiana, relajante muscular, sedativa e antidiarreica;, mavacurina B (6),
mavacurina C (7) y nordihidrofluorocurarina (8), en las cuales se demostr6 un efecto

cicatrizante.[13]



7 R= OH

II.2.b Strychnos atlantica Krukoff & Barneby:
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De S. atlantica K. & B. se ha aislado normascusina B (9), el cual posee propiedades
convulsivantes, sedativas e hipotensoras; longicaudatina (10), la cual es hipotensor y

tranquilizante.[14:15.16]

CH,OH

Il.2.c Strychnos barnhartiana Krukoff:

De S. barnhartiana K. se ha aislado norharmano (11).13



11

11

Il.2.d Strychnos brasiliensis (Spreng.) Mart.:

De S.  brasiliensis se ha aislado espermoestricnina (12), 12-hidroxi-11-

metoxiespermoestricnina (13), diacetilestricnosilidina (14), 12-hidroxi-11-

metoxiestricnobrasilina (15) y 10,11-dimetoxiestricnobrasilina (16).117:18]

12 Re=H, Rs=H 14

13 Rs= OCHgs, R4= OH
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15 R1= H, Ry= OCHgs, R3s= OH

16 R1: R2: OCH3, R3: H

Il.2.e Strychnos castelnaeana Wedd:

De S. castelnaeana W. se han identificado diabolina (17) la cual se utiliza como relajante
muscular con accién hipotensora; jobertina (18); 3-hidroxidiabolina (19) y C-alcaloide D

(20) el cual posee propiedades cicatrizantes.[19:20

17 Rs= Rs=H, R;=Ac, 17-OH
18 Rs= H, Ro= R3= Ac, 17- OAc a

19 Rs= H, R>= Ac, R4= OH
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CH3

20

También se han aislado N-metil-sec-pseudo-diabolina (21) y a-o-acetil-N-metil-sec-

pseuso-diaboline (22).13

[I.2.f Strychnos divaricans Ducke:
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De S. divaricans D. se han aislado diidrotoxiferina (23), warifiteina (24), velocimina (25)
la cual presenta actividad espasmddica, C-curarina | (26), toxiferina Il (27), divaricina (28),
divarina (29).113

CH3

23 24

CH3

CHO

I—2Z=

25 26
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15
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Il.2.g Strychnos erichsonii R. H. Schomb:

De S. erichsonii se ha aislado angustina (30), ericsonina (31), caracurina (32),
heningsamina (33) y epiafinina (34).12.22

CH,0OH
. OH
oy
e 9’
\
H
31
CH,OH
N o}
\
H
32R=R3=H,17-OH B 34

33 Ry= Rs= Ac, 17- OAc B
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Il.2.h Strychnos froessi:

De S. froessi se han aislado 3 compuestos con propiedades cicatrizantes
nordihidrofluorocurarina (35), toxiferina | (36) y alcaloide E (37).1'%

CH3

35 36

CHg

37
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Il.2.i Strychnos garderi A. DC.:

De S. garderi se ha aislado acagerina (38) con actividad citotéxica y convulsivante, C-
alcaloide H (39) y 11-metoxidiabolina (40).12]

CH3

40
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Il.2.j Strychnos guianensis J.B. Aublet:

De S. guianensis se ha reportado: guiaflavina (41); guiacrisina (42); harmano (43); C-
proflurocurina  (44); C-alcaloide O (45); 9-metoxi-N-metilgeisoscizol (46);

metoxigeisoscizol (47).[2425.26]

41 42



20

N CH3 55
\
H HO
43 44
OCHj
OCHj b
i \ _
N\ — {
N
\ H
H HO
45 46 Nb= N*-CHs

47 Nb=N



Il.2k Strychnos hirsuta Spruce ex Benth:

De S. hirsuta se ha aislado estricnohirsutina (48).1%3]

OCHj

NH

CH,0H

CHs

48

[I.2.m Strychnos macrophylla Barb. Rodr.:

De S. macrophylla se ha aislado fluorocurina (49).13l

49

21
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Il.2.n Strychnos mattogrossensis S. Moore:

De S. mattogrossensis S. se ha aislado matogrosina (50).1%"]

II.2.0 Strychnos melinoniana Baillon:

De S. melinoniana B. se ha aislado melinonina F (51) con propiedades antimicéticas,

melinonina G (52), melinonina E (53), melinonina B (54), meninonina A (55).

N\H - N\H

51 52
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Z+

z
T

OH

53 54

55

[I.2.p Strychnos mitscherlichii M. R. Schomb:

De S. mitscherlichii se ha aislado C-alcaloide F (56) con propiedades cicatrizantes. !



CH3

N
+

CH,0H

56

I1.2.q Strychnos panamensis Seemann:

De S. panamensis S. se ha aislado estricnina (57) y brucina (58) con actividad

analgésica, antireumatica, convulsivante y relajante muscular.!*!

sty

57 58

24



También se ha aislado C-alcaloide G (59) con propiedades cicatrizantes. [l

CH20H

59

[I.2.r Strychnos rubiginosa A. DC.:

De S. rubiginosa se ha aislado estricnorubigina (60).[2%]

H3CO,C

60

25



Il.2.s Strychnos solimoesana Krukoff:

De S. solimoesana K. se ha aislado C-calebassinina (61) y C-alcaloide A (62) con

propiedades cicatrizantes. ']

HsC N

Z+

HO

61 62

[I.2.t Strychnos tabascana Sprague & Sandwith:

De S. tabascana se ha aislado N-acetil-O-metoxiestricnosplendina (63).12!

26
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Il.2.u Strychnos toxifera Robert Schomburgk ex Bentham:

De S. toxifera se ha aislado mascusina A (64), mascusina C (65), hemitoxiferina (66),
toxiferina IX (67), curacurina Il (68) y caracurina (69).13!

64 R1= CH20H, R,= CO2CH3s

65 R;= COOCHs, Ry= CH20CH3

67 Nb= N*-CH3 69

68 Nb= N



28

[I.2.v Strychnos trinervis (Vell.) Mart:

De S. trinervis se ha aislado cantleina (70) con actividad espasmodica y trinervina
(71)_[29.30]

OH

H3CO,C ”

70 71



II.2.w Strychnos fendleri Sprague & Sandwith:

Figura N°2. llustracion de las hojas de Strychnos fendleri Sprague & Sandwith

29

Strychnos fendleri es un arbol pequefio de 10 m 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 federal, Falcon, Guérico, Lara, Miranda,

Nueva Esparta, Sucre, Zulia; nordeste de Colombia, Brasil (Roraima).l!
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Figura N°3. Hojas de Strychno fendleri Sprague & Sandwith

De la corteza de S. fendleri se ha aislado espermostrychnine (72), strychnosplendine (73),
N.acetil-O-metoxiestrychnosplendine (74), N-acetilestrychnosplendine  (75),  N-
desacetilspermostrychnine (76), N-acetil-12-hidroxi-11-metoxistrychnoespledine (77),
strychnofendlerine (78), 12-hidroxi-11-metoxistrychnofendlerine (79), 11-
metoxistrychnofendlerine (80), N-desacetilstrychnosfendlerine (81), diaboline (82),
heningsamine (83), pseudostrychnine (84) y 19,20-dihidroicajine (85).[1331.32]

72 R1= Ac, Ro=H, Rs3=H, Ry=H

73 Ri=H, R,=OH, Rs=H, Rs=H
74 Ry= Ac, Ry= OCHs, Re= H, Rs= H
75 R1= Ac, Rp= OH, Rs= H, Rs=H
76 Ri=H, R>=H, Rs3=H, Rs=H

77 R1= Ac, R>= OH, R3= OCHgs, R4= OH



78 R1= Ro=H, R4= Ac

79 R1= OCHgs, Ro= OH, R4= Ac

80 R.= OCHs, R,>= H, R4s= Ac

81 R1= OCHs, R>=H, Rs=H

82R=H, 17-OH

83 R=Ac, 17-OAc

31



32

85
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Il JUSTIFICACION

En nuestro pais se utilizan muchas plantas en el tratamiento de distintas patologias o
enfermedades, sin que sobre las mismas se hayan realizado estudios de toxicidad y
de evaluacién quimica. Dentro de un proyecto que se lleva a cabo en la Facultad de
Farmacia de nuestra universidad donde se evalla el potencial terapéutico de plantas
utilizadas por las poblaciones rurales, se escogi6 el estudio de esta planta que es
ampliamente utilizada por los habitantes de la zona de los estados Bolivar vy
Amazonas para tratar la malaria y en general cualquier tipo de fiebre. Los Unicos
reportes fitoquimicos de Strychnos fendleri, colectada en Brasil se llevaron a cabo
hace mas de 40 afios, cuando no se disponian de las técnicas modernas actuales

para la caracterizacion de estructuras quimicas.



V.
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OBJETIVOS

IV.1 Objetivo general

Aislar y caracterizar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en la corteza y

hojas de la planta Strychnos fendleri Sprague & Sandwith colectada en Venezuela.

IV.2 Objetivos especificos

V.

Aislar y purificar mediante técnicas cromatograficas los metabolitos secundarios
mayoritarios presentes en la fracciones de hexano, diclorometano y acetato de

etilo del extracto metandlico de las hojas de la planta Strychnos fendleri.

Aislar y purificar mediante técnicas cromatograficas los metabolitos secundarios
mayoritarios presentes en la fracciones de hexano, diclorometano y acetato de

etilo del extracto metandlico de la corteza de la planta Strychnos fendleri.

Caracterizar e identificar la estructura de los compuestos procedentes de las hojas
mediante técnicas espectroscopicas de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de

'H y 3C en unay dos dimensiones, Infrarrojo y Espectrometria de Masa.

Caracterizar e identificar la estructura de los compuestos procedentes de la
corteza mediante técnicas espectroscopicas de RMN de 'H y 3C en una y dos

dimensiones, Infrarrojo y Espectrometria de Masa.

MATERIALES Y EQUIPOS
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V.1 Equipos de laboratorio

e Balanza analitica digital, marca OHAUS Adventurer.

e Secador, modelo HG-751 B.120V.A.C., 60 Hz, 14,5 AMPS. Rango temp. 750/1000
°F (399/538 °C). Master Appliance.

e Estufa Memmert. Modelo 500.

e Rotaevaporador, marca Buchi, modelo B-480.

e Lampara de UV longitud de onda (2) 254 y 365 nm, UVP, modelo UVG-11.

e Equipo Soxhlet Electrothermal, 2000 mL.

e Espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear, modelo ECLIPSE-JEOL. 270
MHz para los experimentos de *Hy 75 MHz para los experimentos de 3C.

e Espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear Bruker Avance 500 MHz (Centro
de Quimica, IVIC)

e Espectrometro de masas Hewlett Packad, modelo 5971A (Centro de Quimica,
IVIC)

e Fusiometro, marca Fisher-johns.

e Espectrofotbmetro de infrarrojo medio (FT-IR), marca Varian, Modelo 640.

V.2 Materiales cromatograficos

e Silica gel G60 para cromatografia de columna (CC), 0,06-0,2 mm (70-230 mesh
ASTM) Scharlau.

e Placas de silica gel para cromatografia de capa fina (CCF) Macherey-Nagel
ALUGRAM SIL G/UV254, 20X20 cm. 0,20 mm de espesor.
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e Placas preparativas de silica gel 60. F254, 20X20 cm, 0,25 mm de espesor. MERK.

e Columna fase reversa, waters Sep-Pak. Vac 35cc, C1s-10g.

V.3 Disolventes

Se emplearon solventes grado p.a. Aldrich:

Metanol (MeOH)
Diclorometano (CH2Cl,)
Cloroformo (CHCl3)
Acetato de etilo (AcOEt)
n-hexano (CH3(CH.)4CHz)

V.4 Disolventes para analisis de RMN

V.5 Reveladores

Cloroformo deuterado (CDClIs) Aldrich
Metanol deuterado (MeOD) Aldrich
Piridina deuterada (CsDsN) Aldrich
Acetona deuterada (CsHeO) Aldrich
Dimetilsulfoxido deuterado (DMSO) Aldrich
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— p-anisaldehido (revelador universal): se prepar6 mezclando 5 mL de
p-anisaldehido con 90 mL de EtOH, 5 mL de H2SOsy 1 mL de
CH3COOH glacial.

— Reactivo de Dragendorff (revelador de alcaloides): se Prepararon 2
soluciones: Solucion A: 0,85 g. de nitrato de bismuto en una mezcla
de 10 mL de acido acético glacial y 40 mL de agua. Solucién B: 8 g.
de loduro de potasio en 20 mL de agua.

Preparacion: 5 mL de la solucion A, con 4 mL de solucién B y 100
mL de agua. Por cada 10 mL de esta solucion A se agregaron 10g.de

acido tartarico y 50 mL de agua.

V.6 Desecantes

— Sulfato de magnesio anhidro, ANALAR (BDH).

VI. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
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VI.1 Colecta del material vegetal

Las hojas y corteza de la especie Strychnos fendleri Sprague & Sandwith, empleados
para llevar a cabo el presente trabajo, fueron colectadas en Maniapure, Edo. Bolivar,
Venezuela, en diciembre de 2012 e identificadas por el Botanico Dr. Stephen S. Tillett.
Una muestra comprobante de la coleccidn se encuentra en el herbario “Dr. Victor Manuel
Ovalles” de la Facultad de Farmacia de la UCV. (MYF28423)

VI.2 Preparacion de la muestra

Las hojas y corteza se dejaron secar al aire libre durante una semana. Luego fueron

almacenadas, por separado, hasta la fecha de inicio del trabajo (19 de febrero de 2013).

El analisis fitoquimico de la corteza y las hojas de Strychnos fendleri Sprague & Sandwith

fue realizado por separado.

a. ESTUDIO FITOQUIMICO DE LAS HOJAS DE STRYCHNOS FENDLERI
SPRAGUE & SANDWITH
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Vl.a.1l Extraccién

Se peso6 la cantidad disponible de hojas de Strycnos fendleri Sprage & Sandwith,
obteniéndose un total de 41,31 + 0,01 g. Seguidamente las hojas fueron mecéanicamente
fragmentadas y sometidas a un procedimiento de extraccion continua en caliente durante
12 horas, en un equipo Soxhlet, empleando metanol como disolvente. El extracto
metandlico obtenido fue filtrado y concentrado, evaporando el disolvente hasta sequedad
por medio de un rotaevaporador.

Vl.a.2 Fraccionamiento del extracto metanélico

El extracto metandlico resultante 7,50 £ 0,01 g. fue disuelto en una mezcla 50:50 metanol-
agua, la solucion se verti6 en un embudo de separacion y se llevd a cabo el
fraccionamiento a través de un proceso de particion, afiadiendo tres porciones de 50 mL
de cada uno de los siguientes solventes, en orden creciente de polaridad: n-hexano
(CH3(CH)4CHs), diclorometano (CH2Cl>) y acetato de etilo (AcOEt), obteniéndose asi las
correspondientes fracciones de hexano (MMQAH), de diclorometano (MMQAD), acetato
de etilo (MMQAAC) y acuosa (MMQAEA). Cada una de estas fracciones fue concentrada,
evaporando el disolvente en su totalidad a través de un rotaevaporador. Este
procedimiento aplicado se ilustra y sintetiza a través del siguiente esquema (esquema
N°1):

Extracto metandlico

Evaporacion




40

Disolucion en MeOH/H20 50:50

Particibn con Hexano

(3 porciones de 50 mL, unién de las 3 fracciones)

Fase de hexano

Filtracion

Fraccion de Hexano
(MMQAH)

Secado con MgSOa4

Evaporacion (a P reducida)

Fase MeOH/H,O

Particion con 3

porciones de CH2Cl2

(Union de las 3 fracciones)

Fase de CH.CI;

|

Secado con MgSO4

Filtracion

Evaporacion (a P reducida)

Fase de MeOH/H,O

Particion con 3
porciones de
EtOAc (Union de
las 3fracciones)

Fraccion de CH.Cl;

(MMQAD)

Evaporacion (P reducida)

Liofilizacién

Secado con MgSOa

Fase de

Fase de EMDAC

MeOH/H.0

Filtracion

Evaporacion (a P reducida)

Fraccion de EtOAc
(MMQAAC)

Fraccioén
acuosa
(MMQAEA)

Esquema N°1. Fraccionamiento del extracto metandlico de las hojas Strychnos fendleri.
Vl.a.3 Separacion de los componentes por fraccion
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A cada una de las fracciones obtenidas se le aplico la técnica de cromatografia de capa
fina (CCF) para la determinacion y seleccion de las condiciones de 6ptima separacion de
los compuestos constituyentes, visualizando las placas mediante la iluminacion
ultravioleta (254 y 365 nm) seguida de inmersion en solucion de p-anisaldehido vy

posterior calentamiento.

Una vez determinadas las mencionadas condiciones, se aplic6 la técnica de
cromatografia en columna (CC), sobre silica gel para llevar a cabo la separacion,
empleando solventes y mezclas de los mismos con incremento de la polaridad a lo largo
del proceso, de acuerdo a las determinaciones efectuadas en la cromatografia de capa
fina (CCF). Las fracciones obtenidas fueron concentradas, evaporando el solvente a
través de un rotaevaporador; luego de lo cual fueron monitoreadas por medio de CCF y
se agruparon tomando en consideracion el numero de compuestos observados sobre la

placa, asi como los factores de retencion (Rf).

Los grupos de fracciones en los cuales se observd una composicion relativamente
sencilla al realizar el monitoreo por CCF, fueron examinadas por espectroscopia de RMN
(*Hy 3C), y aquellos en los cuales se observo la presencia de un componente mayoritario
de interés quimico, se sometieron a un procedimiento de purificacion por CC o
cromatografia de placa preparativa, de acuerdo a la cantidad obtenida y conveniencia,

empleando de nuevo las condiciones de separacion determinadas a través de CCF.

Los grupos de fracciones que presentaron una composicion relativamente compleja, se
sometieron nuevamente a un proceso de separacion en CC, sobre silica gel, empleando
solventes y mezclas de acuerdo a lo determinado por CCF. A continuacion se presentan

los detalles de la separacion de componentes en cada fraccion.
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Vl.a.4 Separacion de los componentes en la fraccion de hexano obtenida del

extracto metandlico de las hojas de Strychnos fendleri Sprague & Sandwith

La fraccion de hexano obtenida, una vez concentrada hasta completa sequedad, se pesé
obteniéndose 605,4 + 0,1 mg. y se analizé a través de CCF para determinar las
condiciones necesarias para la 6ptima separacion de los compuestos constituyentes. Una
vez determinada la composicién de la fase movil que generd una mejor separacién de los
compuestos presentes, 9:1 cloroformo-hexano, se efectué el procedimiento de
separacion a traves de CC en fase normal, empleando como fase estacionaria silica gel
en una proporcion silica/muestra 50:1, iniciando la elucion con la mezcla 9:1 cloroformo-
hexano y aumentando progresivamente la polaridad de la fase mévil, pasando por
cloroformo puro, luego mezclas cloroformo-metanol, aumentando la polaridad hasta una
mezcla 8:2 cloroformo-metanol y finalmente metanol puro. Se obtuvo un total de 58
fracciones, las cuales fueron monitoreadas mediante CCF, empleando como revelador p-
anisaldehido y continuando con el calentamiento de la placa. En base a los resultados
obtenidos en este monitoreo, las fracciones fueron combinadas en 20 grupos:
MMQAH(A), MMQAH(B), MMQAH(C), MMQAH(D), MMQAH(E), MMQAH(F),
MMQAH(G), MMQAH(H), MMQAH(l), MMQAH(@J), MMQAH(K), MMQAH(M),
MMQAH(N), MMQAH(O), MMQAH(P), MMQAH(Q), MMQAH(R), MMQAH(S),
MMQAH(T) y MMQAH(U) (ver tabla N° 1).

Tabla N°1. Combinacion y peso de las fracciones obtenidas en la separacion de la
fraccibn de hexano obtenida del extracto metandlico de las hojas, por
cromatografia de columna en fase normal sobre silica gel, para obtener grupo de

fracciones.
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Grupo de fracciones Fracciones Peso 0,1 mg
combinadas

MMQAH(A) 2-3 28,5
MMQAH(B) 4-5 11,3
MMQAH(C) 6 6,4

MMQAH(D) 7 01,0
MMQAH(E) 8-10 18,4
MMQAH(F) 11-13 7,9

MMQAH(G) 14-17 16,3
MMQAH(H) 18 0,2

MMQAH(I) 19-24 50,0
MMQAH(J) 25-32 29,5
MMQAH(K) 33 18,4
MMQAH(M) 34-36 29,4
MMQAH(N) 37-38 10,2
MMQAH(O) 39-40 10,4
MMQAH(P) 41-42 19,0
MMQAH(Q) 43-45 36,5
MMQAH(R) 46-48 6,5

MMQAH(S) 50-52 23,2
MMQAH(T) 53-57 7.7

MMQAH(U) 58 389,0

De los 20 grupos obtenidos, sélo 2, MMQAH(E) y MMQAH(F), reflejaron ser fracciones
considerablemente sencillas, por lo cual fueron analizadas por espectroscopia de RMN
(*H y *3C), sin embargo no se reflejaron resultados quimicamente interesantes. Para el

grupo MMQAMH(]) al realizar CCF se observaron 3 compuestos facilmente separables, por
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lo cual se llevd a cabo el procedimiento separativo a través de cromatografia en placa
preparativa, empleando diclorometano como fase mdvil. A partir de éste ultimo
procedimiento, se obtuvieron 3 fracciones identificadas sobre la placa: MMQAH(I-1),
MMQAH(I-2) y MMQAH(I-3). Cada zona de la placa que contenia adsorbidos estos
compuestos fue removida, y se mantuvo en agitacién continua durante 15 min empleando
una mezcla de cloroformo-metanol como solvente. Estas fracciones fueron examinadas
por espectroscopia de RMN (*H y 3C), los espectros obtenidos no arrojaron resultados

guimicamente interesantes.



Fraccion de hexano

(MMQAHH)
MMQAH(J) MMQAH(M)
| |
MMQAH(A) MMQAH(C) MMQAH(E) MMQAH(G) MMQAHN) || MMQAH(P) MMQAH(R) MMQAH(U)
MMQAH (B) MMQAH(D) MMQAH(F) MMQAH(H) MMQAH(K) MMQAH(0) MMQAH(Q) MMQAH(T)
MMQAH(I)
MMQAH(I-1) MMQAH(I-2) MMQAH(I-3)
0,9+0,1 mg. 6,2+ 0,1 mg. 55+0,1 mg.

Esquema N°2. Separacion de los componentes en la fraccion de hexano obtenida del extracto metandlico de las

hojas de Strychnos fendleri Sprague & Sandwith
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Vl.a.5 Separacion de los componentes en la fraccion de diclorometano obtenida del

extracto metandlico de las hojas de Strychnos fendleri Sprague & Sandwith

La fraccion de diclorometano obtenida, una vez concentrada hasta completa sequedad,
se peso obteniéndose 280,3 + 0,1 mg. y se analiz6 a través de CCF para determinar las
condiciones necesarias para la 6ptima separacion de los compuestos constituyentes. Una
vez determinada la composicion de fase movil que generé una mejor separaciéon de los
compuestos presentes, 95:5 cloroformo-metanol, se efectu6 el procedimiento de
separacion a través de cromatografia de placa preparativa, sembrando toda la fraccion
de diclorometano obtenida en dos placas. Se logré separar 2 compuestos mayoritarios,
MMQAD(1) y MMQAD(2), los cuales fueron analizados por espectrometria de RMN (*Hy
13C), sin embargo los espectros obtenidos no arrojaron resultados quimicamente

interesantes.

Fraccion de diclorometano
(MMQAD)

95:5 cloroformo- metanol

MMQAD(1) MMQAD(2)

8,5+0,1 mg. 11,3+ 0,1 mg.

Esquema N°3. Separacion de los componentes en la fraccion de diclorometano
obtenida del extracto metandlico de las hojas de Strychnos fendleri Sprague &
Sandwith
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Vl.a.6 Separacion de los componentes en la fraccién de acetato de etilo obtenida
del extracto metanilico de las hojas de Strychnos fendleri Sprague & Sandwith

La fraccion de acetato de etilo obtenida, una vez concentrada hasta completa sequedad,
se peso obteniéndose 855,5 + 0,1mg. y se analizé a través de CCF para determinar las
condiciones necesarias para la Optima separacion de los compuestos constituyentes,
resultando que la mezcla 9:1 cloroformo-metanol fue la fase movil que permitio la mejor
separacion de los compuestos constituyentes. Se llevo a cabo la separacion de los
componentes mediante CC en fase normal silica gel, en una proporcion silica/muestra
50:1, debido a que la fraccion de acetato de etilo Unicamente se disolvio en metanol, fue
necesario preparar un “tapon” de silica, el cual consistié en afadir una pequefa cantidad
de silica al extracto para luego ser evaporado en su totalidad, de esta manera se sembré
en la columna. La elucibn de la misma inici6 con cloroformo, aumentando
progresivamente la polaridad de la fase movil con una mezcla cloroformo-metanol, hasta
llegar a una mezcla 8:2 cloroformo metanol y finalmente metanol puro. Se obtuvo un total
de 37 fracciones, las cuales fueron monitoreadas mediante CCF, empleando como
revelador p-anisaldehido y continuando con el calentamiento de la placa. En base a los
resultados obtenidos en este monitoreo, las fracciones fueron combinadas en 9 grupos:
MMQAAc(A), MMQAAc(B), MMQAAc(C), MMQAAc(D), MMQAAc(E), MMQAAc(F),
MMQAACc(G), MMQAAc(H) y MMQAACc(I) (ver tabla N° 2).

Para los grupos de fracciones MMQAACc(G), MMQAAc(H) y MMQAACc(]), al realizar CCF
se observaron compuestos facilmente separables, por lo que se sometieron a
cromatografia de placa preparativa:. MMQAAc(G) se emple6 una mezcla 8:2
diclorometano-metanol como fase movil, logrando separar 2 compuestos, MMQAAc(G-1)
y MMQAACc(G-2), estos compuestos fueron examinados por espectroscopia de RMN (*H

y 3C); MMQAACc(I) se empled una mezcla 8:1:1 acetato de etilo-metanol-éter de petréleo
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como fase movil, logrdndose la separaciéon de dos compuestos MMQAAc(I-1) y
MMQAACc(I-2), igualmente los compuestos fueron analizados por espectroscopia de RMN
(Hy ).

Tabla N°2. Combinacion y peso de las fracciones obtenidas en la separacion de la
fraccion de acetato de etilo obtenida del extracto metandlico de las hojas, por
cromatografia de columna en fase normal sobre silica gel, para obtener grupo de

fracciones.
Grupo de fracciones Fracciones Peso +0,1 mg
combinadas
MMQAAC(A) 1-12 6,1
MMQAAC(B) 13-16 6,9
MMQAACc(C) 17-21 13,9
MMQAACc(D) 22-24 11,8
MMQAAC(E) 25-26 8,4
MMQAAC (F) 27 4,2
MMQAAC(G) 28-32 143,6
MMQAACc(H) 33-36 100,1
MMQAAC(I) 37 236,0




Fraccion de acetato de etilo (MMQAAC)

MMQAAC(A) MMOQAAC(C) MMOQAAC(E) MMOQAAC(G) MMQAAC(1)
MMQAACc(B) MMQAAC(D) MMQAAC(F) MMQAAC(H)
MMQAAC(I-1) [ ] MMQAAC(I-2)
49,7+ 0,1 mg. 36,7+ 0,1 mg.
|
Compuesto Il
MMQAAC(G-1) MMQAAC(G-2)
15,9 + 0,1 mg. 56,3+ 0,1 mg.
Compuesto | |

Esquema N°4. Separacion de los componentes en la fraccion de acetato de etilo obtenida del extracto metandlico

de las hojas de Strychnos fendleri Sprague & Sandwith
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Vl.a.7 Separacion de los componentes en la fraccion acuosa obtenida del extracto

metandlico de las hojas de Strychnos fendleri Sprague & Sandwith

La fraccidén de extracto acuoso obtenida, fue liofilizada hasta completa sequedad, se pesé
obteniéndose 3,45 £ 0,01 g. y se analizé a través de CCF en fase reversa para determinar
las condiciones necesarias para la 6ptima separacion de los compuestos constituyentes,
resultando que la mezcla 1:1 agua-metanol fue la fase movil que permiti6 mejor
separacion de los compuestos constituyentes. Se llevé a cabo la separacién de los
compuestos mediante CC en fase reversa, sin embargo no se obtuvo separacion. Esto
llevo a analizar el extracto a través de CCF en fase normal para determinar las
condiciones necesarias para la Optima separacion de los compuestos constituyentes,
resultando que la mezcla 9:1 acetato de etilo-metanol fue la fase movil que permitié mejor
separacion de los compuestos constituyentes. Se llevé a cabo la separacion de los
componentes mediante CC en fase normal silica gel, en una proporcion silica/muestra
50:1, iniciando la elucion con la mezcla 9:1 acetato de etilo-metanol, y aumentando
progresivamente la polaridad de la fase movil, hasta llegar a metanol puro. Se obtuvo un
total de 67 fracciones, las cuales fueron monitoreadas mediante CCF, empleando como
revelador p-anisaldehido y continuando con el posterior calentamiento de la placa. En
base a los resultados obtenidos en este monitoreo, las fracciones fueron combinadas en
5 grupos: MMQAEA(A), MMQAEA(B), MMQAEA(C), MMQAEA(D) y MMQAEA(E) (ver

tabla N° 3). Estas fracciones fueron analizadas por espectroscopia de RMN (*H y 3C)
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Tabla N°3. Combinacion y peso de las fracciones obtenidas en la separacion de la

fraccion del extracto acuoso obtenida del extracto metandlico de las hojas, por

cromatografia de columna en fase normal sobre silica gel, para obtener grupo de

fracciones.

Grupo de fracciones Fracciones combinadas Peso 0,1 mg
MMQAEA(A) 15-21 5,8
MMQAEA(B) 25-33 101,5
MMQAEA(C) 34-55 606,6
MMQAEA(D) 1-14 9,9
MMQAEA(E) 57-67 576,9
Fraccién acuosa (MMQAEA)
MMQAEA(A) MMQAEA(B) MMQAEA(C) MMQAEA(D) MMQAEA(E)
Compuesto lll
606,6 + 0,1 mg.

Esquema N°5. Separacion de los componentes en la fraccidon acuosa obtenida del

extracto metandlico de las hojas de Strychnos fendleri Sprague & Sandwith
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b. ESTUDIO FITOQUIMICO DE LA CORTEZA DE STRYCHNOS FENDLERI
SPRAGUE & SANDWITH

VI.b.1 Extraccion

Se peso la cantidad disponible de corteza de Strycnos fendleri Sprage & Sandwith,
obteniéndose un total de 107,34 + 0,01 g. Seguidamente la corteza fue mecanicamente
fragmentada y sometida a un procedimiento de extraccion continua en caliente durante
12 horas, en un equipo Soxhlet, empleando metanol como disolvente. El extracto
metanolico obtenido fue filtrado y concentrado, evaporando el disolvente hasta sequedad

por medio de un rotaevaporador.

VI.b.2 Fraccionamiento del extracto metandlico

El extracto metandlico resultante 6,42 = 0,01 g. fue disuelto en una mezcla 50:50 metanol-
agua, la solucion se verti6 en un embudo de separacion y se llevd a cabo el
fraccionamiento a través de un proceso de particion, afiadiendo tres porciones de 50 mL
de cada uno de los siguientes solventes, en orden creciente de polaridad: n-hexano
(CH3(CH)4CHs), diclorometano (CH2Cl>) y acetato de etilo (AcOEt), obteniéndose asi las
correspondientes fracciones de hexano (MMQACH), de diclorometano (MMQACD),
acetato de etilo (MMQACAC) y acuosa (MMQACEA). Cada una de estas fracciones fue
concentrada, evaporando el disolvente en su totalidad a través de un rotaevaporador.
Este procedimiento aplicado se ilustra y sintetiza a través del siguiente esquema

(esquema N°6):



Extracto metanoélico

Evaporacion

Particibn con Hexano

Fase de hexano

Filtracion

Fraccion de Hexano
(MMQACH)

Secado con MgSOa4

Evaporacion (a P reducida)
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Disolucién en MeOH/H20 50:50

(3 porciones de 50 mL, unién de las 3 fracciones)

Fase MeOH/H,O

Particion con 3
porciones de CH2Cl2

(Unién de las 3 fracciones)

Fase de CH.CI,

Secado con MgSO4

Filtracion

Evaporacién (a P reducida)

Fase de MeOH/H,O

Particion con 3
porciones de
EtOAc (Unién de
las 3fracciones)

Fraccion de CH.Cl;

(MMQACD)

Evaporacién (P reducida)

Liofilizacién

Secado con MgSOs4

Fase de

Fase de EMDAC

MeOH/H.0

Filtracion

Evaporacién (a P reducida)

Fraccioén

Fraccion de EtOAc
(MMQACAC)

acuosa
(MMQACEA)

Esquema N°6. Fraccionamiento del extracto metandlico de la corteza Strychnos fendleri.
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VIL.b.3 Separacién de los componentes por fracciéon

A cada una de las fracciones obtenidas (excepto la acuosa) se le aplico la técnica de
cromatografia de capa fina (CCF) para la determinacion y seleccion de las condiciones
de Optima separacion de los compuestos constituyentes, visualizando las placas
mediante la iluminacion ultravioleta (254 y 365 nm) seguida de inmersién en solucién de

p-anisaldehido y posterior calentamiento.

Una vez determinadas las mencionadas condiciones, se aplicd la técnica de
cromatografia en columna (CC), sobre silica gel para llevar a cabo la separacion,
empleando solventes y mezclas de los mismos con incremento de la polaridad a lo largo
del proceso, de acuerdo a las determinaciones efectuadas en la cromatografia de la capa
fina (CCF). Las fracciones obtenidas fueron concentradas, evaporando el solvente a
través de un rotaevaporador; luego de lo cual fueron monitoreadas por medio de CCF y
se agruparon tomando en consideracion el numero de compuestos observados sobre la

placa, asi como los factores de retencion (Rf).

Los grupos de fracciones en los cuales se observé una composicion relativamente
sencilla al realizar el monitoreo por CCF, fueron examinadas por espectroscopia de RMN
(*Hy 3C), y aquellos en los cuales se observo la presencia de un componente mayoritario
de interés quimico, se sometieron a un procedimiento de purificacion por CC o
cromatografia de placa preparativa, de acuerdo a la cantidad obtenida y conveniencia,

empleando de nuevo las condiciones de separacion determinadas a través de CCF.

Los grupos de fracciones que presentaron una composicion relativamente compleja, se

sometieron nuevamente a un proceso de separacion en CC, sobre silica gel, empleando
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solventes y mezclas de acuerdo a lo determinado por CCF. A continuacion se presentan

los detalles de la separacion de componentes en cada fraccion.

VI.b.4 Separacion de los componentes en la fraccion de hexano obtenida del
extracto metandlico de la corteza de Strychnos fendleri Sprague & Sandwith.

La fraccion de hexano obtenida, una vez concentrada hasta completa sequedad, se pesé
obteniéndose 281,3 + 0,1 mg. y se analizé a través de CCF para determinar las
condiciones necesarias para la Optima separacion de los compuestos constituyentes. Una
vez determinada la composicién de fase mévil que generd una mejor separacion de los
compuestos presentes, 3:2 hexano-diclorometano, se efectud el procedimiento de
separacion a través de cromatografia de placa preparativa, debido a la poca masa
obtenida del extracto. Se logré separar 2 compuestos mayoritarios, MMQACH(A) y
MMQACH(B), los cuales fueron analizados por espectrometria de RMN (*H y *3C),

obteniéndose el compuesto IV.

Fraccion de hexano (MMQACH)

3:2 hexano-diclorometano

MMQACH(A) MMQACH(B)

32,3+0,1 mg. 1,9+ 0,1 mg.

Compuesto IV

Esquema N°7. Separacién de los componentes en la fraccién de hexano obtenida

del extracto metandlico de la corteza de Strychnos fendleri Sprague & Sandwith
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V1.b.5 Separacién de los componentes en lafraccion de diclorometano obtenida del

extracto metandlico de la corteza de Strychnos fendleri Sprague & Sandwith.

La fraccidon de diclorometano obtenida, una vez concentrada hasta completa sequedad,
se peso obteniéndose 583,3 + 0,1 mg. y se analiz6 a través de CCF para determinar las
condiciones necesarias para la 6ptima separacion de los compuestos constituyentes. Una
vez determinada la composicion de fase movil que generé una mejor separaciéon de los
compuestos presentes, cloroformo puro, se efectud el procedimiento de separacion a
traves de CC en fase normal, empleando como fase estacionaria silica gel en una
proporcion silica/muestra 50:1, iniciando la elucion con cloroformo puro y aumentando
progresivamente la polaridad de la fase movil, con mezclas cloroformo-metanol hasta
llegar a una proporcion 8:2 cloroformo-metanol y finalmente metanol puro. Se obtuvo un
total de 39 fracciones, las cuales fueron monitoreadas mediante CCF, empleando como
revelador p-anisaldehido y continuando con el calentamiento de la placa. En base a los
resultados obtenidos en este monitoreo, las fracciones fueron combinadas en 10 grupos:
MMQACD(A), MMQACD(B), MMQACD(C), MMQACD(D), MMQACD(E), MMQACD(F),
MMQACD(G), MMQACD(H), MMQACD(l) y MMQACD(J) (ver tabla N°4)
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Tabla N°4. Combinacion y peso de las fracciones obtenidas en la separacion de la
fraccion de diclorometano obtenida del extracto metandlico de la corteza, por
cromatografia de columna en fase normal sobre silica gel, para obtener grupo de

fracciones.
Grupo de fracciones Fracciones Peso 0,1 mg
combinadas
MMQACD(A) 1-4 22,5
MMQACD(B) 5-8 18,7
MMQACD(C) 9-14 11,0
MMQACD(D) 15-17 31,5
MMQACD(E) 18-19 73,3
MMQACD(F) 20-22 66,4
MMQACD(G) 23-26 24,2
MMQACD(H) 27-28 5,8
MMQACD(I) 29-36 13,6
MMQACD(J) 37-39 26,5




Fraccion de diclorometano (MMQACD)

MMQACD(J)

cloroformo
MMQACD(B) MMQACD(D) MMQACD(F) MMQACD(H)
MMQACD(A) MM{  MMQACD(E) MMQACD(G) MMQACD(I)
Compuesto Compuesto
Compuesto VI ‘ ‘
18,2 +0,1 mg 73,3+ 0,1 mg. 24,2 + 0,1 mg.

Vi

Esquema N°8. Separacién de los componentes en la fraccion de diclorometano obtenida del extracto metandlico

de la corteza de Strychnos fendleri Sprague & Sandwith
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VI1.b.6 Separacion de los componentes en la fraccion de acetato de etilo obtenida

del extracto metandlico de la corteza de Strychnos fendleri Sprague & Sandwith

La fraccion de acetato de etilo obtenida, una vez concentrada hasta completa sequedad,
se peso obteniéndose 773,5 + 0,1 mg. y se analiz6 a través de CCF para determinar las
condiciones necesarias para la 6ptima separacion de los compuestos constituyentes. Una
vez determinada la composicion de fase movil que generé una mejor separaciéon de los
compuestos presentes, 9:1 cloroformo-metanol, se efectué el procedimiento de
separacion a través de cromatografia de placa preparativa, debido a la poca masa
obtenida del extracto. Se logré separar 3 compuestos mayoritarios, MMQACACc(A),
MMQACACc(B) y MMQACACc(C) los cuales fueron analizados por espectroscopia de RMN
(*H y 2C), obteniéndose el compuesto VIII.

Fraccion de acetato de etilo
(MMQACAC)

9:1 cloroformo-metanol

MMQACAC(A) MMQACACc(B) MMQACACc(B)

54+0,1mg. 22,3+0,1 mg. 37,8+ 0,1 mg.

Compuesto Vil

Esquema N°9. Separacion de los componentes en la fraccién acetato de etilo
obtenida del extracto metandlico de la corteza de Strychnos fendleri Sprague &
Sandwith
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VI1.b.7 Separacion de los componentes en la fraccion acuosa obtenida del extracto

metandlico de la corteza de Strychnos fendleri Sprague & Sandwith

Esta fraccion fue reservada para un analisis futuro.

VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

Como se ha hecho mencién en anteriores oportunidades, los compuestos aislados a
partir de las hojas y corteza de Strychnos fendleri Sprague & Sandwith fueron
caracterizados por medio de espectroscopia de RMN (*H y 3C) en una y dos
dimensiones, y comparacion de los datos reportados por otros autores en estudios de

sistemas analogos.
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VII.1 Compuesto |: Vogelosido

El compuesto (I) se aisl6 como un aceite incoloro de la fraccién de acetato de etilo
obtenida del extracto de las hojas de Strychnos fendleri, con un peso de 15,9 + 0,1 mg.
Su formula molecular fue establecida de acuerdo al analisis en conjunto de los
experimentos de RMN 3C -DEPT 135 (espectro N° 2) y el espectro de masas (espectro
N° 5), el cual mostré un iéon molecular de 389,12 m/z, permitiendo proponer una estructura
con formula molecular C17H24010 la cual establece seis insaturaciones en la molécula. El
analisis de los espectros de resonancia magnética de protones indicé la presencia de una
estructura que contenia un fragmento glicosilado con sefiales en la zona entre 3,27 -5,31
ppm, corroboradas en el espectro de RMN 3C con las resonancias de un grupo de
metinos en la zona entre 70,1 y 77,02 ppm. Ese fragmento de tipo carbohidrato se
caracterizé como una glucosa por sus tipicas sefales del carbono metilénico a 62,35 ppm
y su carbono anomérico a 99,0 ppm. El espectro de protones se mostraba bastante
complicado, pero en el espectro de °C se identific una serie de sefiales que indicaban
la presencia de dos olefinas, una de tipo terminal (6 131,4; 119,7), otra trisustituida (&
104,0; 153,2) y un grupo carboxilo perteneciente a una lactona alfa-beta insaturada a
165,9 ppm. Todas las sefiales de protones y carbono trece fueron correlacionadas,
utilizando espectros de RMN (HETCOR) (espectros N° 3-4). La comparacion de nuestros
datos con compuestos reportados en la literatura nos permitid proponer una estructura
muy semejante a la estructura del conocido iridoide swerosido (85), con la diferencia de
un grupo metéxido en la estructura que analizabamos, el cual mostraba una sefial singlete
en protones a 3,40 ppm que correlacionaba con 55,7 ppm en el carbono trece. Este
metdxido solo podria ser ubicado en el carbono 7 de la estructura de swerosido variando
de d 67,8 (CH2) a & 102,0 (CH) en nuestro compuesto. Todo el andlisis de la data
espectroscopica permitid proponer la estructura del compuesto como el 7-metoxi-
swerosido (1), cuyos datos comparados con la literatura se muestran en la tabla N° 5, el

mismo fue aislado previamente de la planta Chelonanthus alatus®¥'y por primera vez de
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Anthocleista vogeii, a la cual debe su nombre y se reporta en esta oportunidad en
especies de Strychnos.

el [ITTTID

/

Swerosido (85)

Vogelosido (I)
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Tabla N° 5. Asignaciones de los desplazamientos quimicos de las sefiales de RMN

'Hy ¥Calos atomos de C presentes en el Vogelosido (I)

o O~ W

10

G 2

= o

& (ppm) [m; J

(Hz)] Exp.2
5,55,d, (1,5)
7,62,d, (2,4)
3,30- 3,32,m
a.- 1,69,m
b.-1,91,m
5,28,t,(2,0)
5,48.t, (9,8)
2,66,m
a.- 5,26,m
b.- 5,28,m
4,68,d,(7,9)
3,34- 3,50,m
3,34- 3,50,m
3,34- 3,50,m
3,34- 3,50,m
3,40,s

&¢c (ppm) Exp.2

97,3
153,2
104,0

21,6

28,8

102,0
131,4
42,2
119,7

166,2
99,0
73,2
76,7
70,2
61,3
55,7

a: tomado en MeOD, 270 MHz

8 (ppm) 2
Vogelosido
98,7
155,2
104,4
22,8
28,8

103,3
133,0
43,4

121,4

167,4
100,4
74,7
78,1
71,4
62,6
56,9
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VII.2 Compuesto Il: Kamferitrin

El compuesto (Il), aislado de la fraccion de acetato de etilo obtenida del extracto
metandlico de las hojas de Strychnos fendleri, resulté ser un sélido amarillento de peso
49,7 £ 0,1 mg., el cual mostro en el espectro de masas un [M + H] de 579 m/z (espectro
N° 10). Se disolvié en DMSO para tomar sus espectros de RMN y posteriormente debido
a la falta de una buena linea de base en sus espectros, se decidi6é tomarlos nuevamente
utilizando como solvente piridina deuterada (CsDsN). El espectro de RMN de *H (espectro
N° 6) mostro sefiales en todo el campo espectroscopico, a campo alto, se visualizaron
sefales a6 0,79 (d,J=3H)y 1,12 (d, J = 3H), los cuales sugirieron dos metilos acoplados
a un metino. Un grupo de sefiales complejas entre 2,54- 3,49 ppm indicaron la presencia
de protones glicosidicos en la estructura. Igualmente se observaron un grupo de sefales
en la zona aromatica: a & 7,78 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 6,93 (d, J =8,1 Hz) sefiales que se
corresponden a un sistema de tipo AA'BB" y a 6,77 (d, J =2 Hz, 1H), 6,43 (d, J = 2Hz,
1H), se observan las resonancias de un sistema AB que se corresponden con dos
protones que guardan una relacion meta. A desplazamientos de 5,53 y 5,26 ppm se
observaron dos dobletes con J = 1,6, que indicaron la presencia de dos protones
anomericos en la estructura analizada; estas sefales conjuntamente con los dos metilos
anteriormente descritos sugirieron la presencia de dos ramnosas en la estructura del
flavonoide. El andlisis de las sefiales aromaticas sefialé una aglicona de tipo kamferol. El
espectro de 3C el cual se analiz6é conjuntamente con un espectro DEPT 135 mostré que
la estructura poseia 27 atomos de carbonos, de ellos 9 de naturaleza cuaternaria y
oxigenada, 16 metinos y dos grupos metilo. Este analisis conjuntamente con datos
aportados por el espectro de masas, nos permitieron proponer una formula molecular de
C27H30014. Los experimentos en dos dimensiones HETCOR y FLOCK nos permitieron
ubicar los protones correspondientes a cada carbono, asi como correlaciones a dos y tres
enlaces. Toda la data que teniamos nos sugeria la estructura de kamferol sustituido en
las posiciones 3 y 7 con grupos ramnosas. La bUsqueda en la literatura de estructuras

que cumplieran con nuestra data, sefialaron que el compuesto analizado corresponde al
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kamferol-3,7-O-(a)-diramnosido (II) , también conocido como kamferitrin, reportado
anteriormente en plantas como Bauhinia forticatal®® y Uncaria guainensisi®®, el cual se

informa por primera vez en una especie Strychnos.

Los datos espectroscopicos fueron comparados con los datos reportados en la literatura

de productos naturales (espectros N° 11-12; tabla N°6).

Kamferitrin (II)
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Tabla N° 6. Asignaciones de los desplazamientos quimicos de las sefiales de RMN

'Hy BCalos atomos de C presentes en el Kamferitrin (1l)

C

© oo N~ WNDN

-
Qah N2 o

1”
2”
3”
4”
5”
6”
1”!
2!!!
3!”
4!!!
5!”
6!!!

&+ (ppm) [m; J

(H2)] Exp.2

6,75,d,(2,4)

6,94,d,(2,0)

7,79,d,(8,8)
6,94,d,(8,8)
6,94,d,(8,8)
7,79,d,(8,8)
5,31,5
3,34- 3,79,m
3,34- 3,79,m
3,34- 3,79,m
3,34- 3,79,m
0,81,d,(5,6)
5,56,5
3,82,m
3,34- 3,79,m
3,32,m
3,34- 3,79,m
1,13,d,(6,4)

&¢c (ppm) Exp.2

158,5
134,6
178,4
161,3
100,0
162,1
94,7
156,6
106,3
120,5
131,2
116,1
161,5
116,1
131,2
102,4
70,7
70,8
12,7
70,2
17,9
98,8
70,7
70,2
12,2
70,5
18,4

&c (ppm) 3P

Kamferitrin
157,7
134,6
177,9
160,9

99,4
161,7
94,6
156,1
105,8
120,4
130,7
115,4
160,1
115,4
130,7
101,9
70,4
70,6
72,4
70,1
17,5
98,5
70,3
69,8
71,6
70,1
17,9

a: tomado en DMSO, 270 MHz; b: tomado en DMSO, 600 MHz
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VII.3 Compuesto lll: D-1-metilmyoinositol

El compuesto Il fue identificado como D-1-metilmyoinositol. Fue aislado de la fraccion
acuosa de las hojas de Strychnos fendleri, con un aspecto fisico tipo “miel” con un peso
606,6 £ 0,1 mg. Se disolvié en metanol deuterado (MeOD) para tomar sus espectros de
RMN y posteriormente debido a la falta de una buena linea de base en sus espectros, se
decidié tomarlos nuevamente utilizando como solvente piridina deuterada (CsDsN). Su
espectro de RMN de protones (espectro N° 15), mostro sefiales tipicas de carbohidratos
entre 1,98y 3,11 ppmy un triplete a 3,11 ppm, el resto eran sefiales anchas y complejas.
Los espectros de RMN de carbono trece y DEPT (espectro N° 16), sefialaron que la
estructura analizada estaba constituida por 7 atomos de carbono, seis de ellos metino
tipo oxigenado y a 55,9 ppm se observaba una sefal posiblemente de un grupo metoxi.
Se tomo un espectro de masas el cual arrojé un idbn molecular m/z de 217,13 [M+Na]*
(espectro N° 17). Igualmente fue observado en el espectro de masas un ion m/z 195
[M+H]. Con este dato y el RMN *3C se establecié una formula molecular de C7H1406. Se
consider¢ la estructura de un poliol ciclico tipo inositol. La posicion del grupo O-metilo no
fue facil de determinar por cuanto la molécula tiene seis centros estereogénicos y nueve
estereoisdmeros y aun cuando todos han sido reportados en la literatura [¥7:383°% es muy
dificil determinar espectroscopica e inequivocamente la estructura de ellos. Como primer
paso se compararon los desplazamientos quimicos obtenidos tanto en piridina como
metanol deuterado, llegandose a la conclusién que dichos desplazamientos no parecian
depender del solvente, para la determinacion de la posicién del grupo metoxi se procedio
a comparar el desplazamiento del mismo con la figura N° 4, llegandose a pensar que
podria tratarse del compuesto C, sin embargo al comparar nuestra data espectroscépica
con datos reportados en la literatura, especialmente los aislados de plantas,
consideramos que nuestros datos se asemejan mas al D-1-metilmyoinositol (tabla N° 7).
Experimentos de derivatizacion y RMN avanzados se tiene previsto realizar a futuro con
este compuesto para determinar con certeza la posicion del grupo metilo. Por las razones

antes expuestas proponemos que la estructura del compuesto (ll) es la de D-1-



80

metilmyoinositol. Recientemente este compuesto también fue reportado con Boonein (1V)
de la especie Aspidosperma ulei*® de la cual también se han reportado alcaloides

inddlicos.

D-1-metilmyoinositol (l11)

Figura N°4:. Posibles rearreglos estéricos del grupo metoxi con dos grupos
hidroxilo adyacentes, visto desde el atomo de oxigeno del grupo metoxi a lo largo
de su enlace con el atomo de carbono del anillo. Los efectos de la O-metilacion se
encuentran indicadas en paréntesis para la sefiales H y en corchete para las

sefales 13C.[38l

H e H t(+o07 (+0.03) H OR

-1 [+5]

H
RO OR RO (+0.24)
“Me [80.5] Me [57.5]
{3.60) v
H H (3.45)
-0.22) (-0.35)
A B A c
<

RO OR RO H
+0.20)
. -~
Me” “Me [63.0] Me [59.5)
(3.60) H (3.45)



81

—

L B L B L L B B i N L B L B L B L i L N L R R L

AT 2l s

—

(ST}

AT T

EDER'T

16007
GFFIE
DERnE
IRITE

EHLTE
nengE
LIFTE
THRTE
RFRTE
SHALY
GFOE'E
FOTEE
RYIEY
BLEEY
REPET
TOHEY
LEKFE
RO6PE
1965%
TAEY'E
GPLYE
LEDLE
GOSLE
FRLE
EIISY
REFRE
DOLEE

TEER'T
Rl

LoLly
1IBITY
Togl'r

(11143
GRIT'F

IEaE't

GETFY

166"+
LISt

SRIGT

FORIS

eper's

1H

X : parts per Milllan :

Espectro N° 13: RMN H D-1-metilmyoinositol (lll) (270 MHz; MeOD)



82

ioe 110 120 130 140 1500 160
A I PN I P I |

60 7 S0 w0
NN I P

50
.

4.0
ral

k]
Laly

{Thousands)
L] 20
———
—

10
plaos

=10
il

T — T T —
LI T LiL{E]] S04

BLAKTI
766218 ——
TEMNE ——
721601
TLY53E
GRAMGE ——
ShSR2

L4380

1248

H03Y

AT

1778

5 08 1= e s
11111

X : parts per Milllon : 13C

Espectro N° 14: RMN 3C D-1-metilmyoinositol (Ill) (270 MHz; MeOD)




83

= _|
-
=]
W]
=]
-
=]
*"}_
=]
i
=]
=
e
Z =7
=
......... —— ——T—T—T—T—T—T— —T
7.0 6. 30 4 Lo
E FfF EEEHEFZE B H2Z 2R I 5 ZEERC RREEHDERYIIR DIZSEL =
bl far g0 P> W5 ®uTh AN e 1 TGS MM Moe ST S0 e e GO0 e BN IO PL S B 00T R e BT ~
- =E =S M ee T A =Ef 58 S 5 SCTE5 ASCERENtRERS CSELRER R
o W EEw ow o ow v W dAFF FAFF o F elemeleldd deisricicdeiccicded demmeSe -
X : parts per Milllon : 1H

Espectro N° 15: RMN H D-1-metilmyoinositol (lll) (270 MHz; CsDsN)



84

X 1 parts per Million : 13C

=]
=
-
=
EE
E C-3 Me
- 4 (: 1 (:-s (:'2
=
] =7
E 3
2
=] ]
23
P . S T
1800 170.0 1600 Istj‘\ 1400 AIjll.l:! 0.0 1100 100.0 Q0.0 rﬂ.ll |}({Il}l G0.0 ‘ Sﬂ.ﬂl Al
L — — - -——gn k- Wi
333 Agz  §if = EE%E i £
== L] = = aE s =
EEs ZEE HHE = HARE CEE

200 300 400

{Thausands)
0
NPTITTTTITE FETETITITY INTTITTTTY MYTTITTIN MTTTITRN T

10,0

wi"

1800 1700 1600

X ¢ parts per Milllon : 130

150.0

1400

L300

1200

11,0

LA

LD

K1.7023

rw

N\

T—

A

—

Fr=g
SEREs
SO Y e e
O [ [ [ [~ [~ W5

61,3800

558717

L B B L L L e L e R

.0 | 20,0 | 400

48,1172

Espectro N° 16: RMN 13C y DEPT 135 D-1-metilmyoinositol (lll) (270 MHz; CsDsN)



R elative Abundance

B

[M+HNa]+
21713

2
1

==
=

s

ES

B

21508
[ | 22012

21147 21817 Zrp 23300 B4

18118 187.15 19'.?.113_' 20311
12508 [M1+H]

s 5 8 = Bo

&

217.07

||||I|||I|||Ig|||$llll_$hlzl

ES

B

218407
[ 22008

=

2 225 230 235

TTrr I 1 rrrr1r7Trrr1rrrrJrrrrrJrrrrrrrrrrrr
185 180 185 200 205 210 5
miz

Espectro N° 17: masas D-1-metilmyoinositol (lll)

85

HNL:
881E7
AlricassEns
AT 2485 Av:1
T:+ cESI QM3
[100.000-
400.007]

ML:

212EE

C7 Hig Og +H:
Sy HizOs
patChg

ML:

212EE

C 7 Hyy O Hla:
C7H1s O Hay
paChg



86

Tabla N° 7. Asignaciones de los desplazamientos quimicos de las sefiales de RMN

13Calos atomos de C presentes en los compuestos tipo Inositol.*®

Inositol
O-metil-scyllo-
D-1-O-metil-
myo-
2-O-metil-myo-
D-1-O-metil-
chiro-
L-2-O-metil-
chiro-
D-3-O-metil-
chiro
3-O-metil-epi-

Experimental

Typo

A
B

C-1
84,2
81,3

72,4
82,4

68,2

72,3

72,6
81,7

C-2
73,7
68,4

83,6
71,0

81,1

70,7

72,6
68,1

C-3
74,3
71,8

72,4
73,9

72,9

83,5

76,4
71,8

C-4
74,3
73,1

73,5
73,4

73,8

72,9

72,6
72,6

C-5
74,3
75,2

75,2
71,4

714

71,4

72,6
75,1

C-6
73,7
72,4

73,5
68,9

72,3

72,5

71,1
71,9

Me
60,6
57,5

63,0
59,4

57,8

60,5

56,7
S8
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VIl.4 Compuesto IV: 3-metoxi-quercetina

Este compuesto fue aislado de la fraccion hexano obtenida del extracto metandlico de la
corteza de Strychnos fendleri como un polvo amarillo de pf: 139- 141 °C, peso 32,3 + 0,1
mg. Los espectros de 'H, *C y DEPT, sugirieron un esqueleto de tipo flavonoide. El
analisis del espectro de RMN de protones (espectro N° 18-19), indicé un patrén 5,7
dihidroxilado para el anillo A, ya que muestra dos protones acoplados en meta con
dobletes a & 6,24 y & 6,46, J =1,97 Hz y un patrén para el anillo B de tipo 3", 4'-
dihidroxilado, ya que muestra un sistema de tipo ABX con senales a d 6,97, d, J = 8,4 Hz;
07,58,dd, J=6,3, 2,21 Hz; § 7,69, d, J = 2,2 Hz. Estos datos permitieron reconocer un
flavonoide de tipo quercetina. El espectro de RMN 'H y 3C sefalaron igualmente la
presencia de un grupo metoxi en la estructura a on 3,88; &c 59,34. Los datos
espectroscopicos y fisicos se compararon con datos de la literatura, los cuales
permitieron la identificacion del compuesto (IV) como el flavonoide 3-metoxi-quercetina
(tabla N° 8)

3-metoxi-quercetina (IV)
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Tabla N° 8. Asignaciones de los desplazamientos quimicos de las sefiales de RMN

'Hy BCalos atomos de C presentes en 3-metoxi-quercetina (IV)

© 00 N O O A~ W DN

- = =
Q g A @ N 2 5

&1 (ppm) [m; I &c (ppm) Exp.? 8c (ppm) * 4
(Hz)] Exp.2 3-metoxi-
guercetina

- 149,3 147.,6

- 138,4 135,6

- 178,5 176

- 161,9 160,7

6,19,s 98,7 98,2

- 164,7 163,9

6,40,s 94,2 93,4

- 156,9 156,2

- 104,7 103,0

3,79,s 60,3 56,1

- 121,5 122,0

7,54,s 116,0 115,3

- 145,8 145,0

- 156,2 146,9

6,92,d,(8,5) 116,3 115,6

7,44,dd,(2,1;8,5) 121,1 120,0

a: tomado en DMSO, 270 MHz
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VIIL.5 Compuesto V: Boonein

Fue aislado como un aceite viscoso de color amarillo de la fraccion de diclorometano
obtenida del extracto metandlico de la corteza de Strychnos fendleri, con un peso de 18,2
+ 0,1 mg. Su espectro de RMN H (CDCIls) (espectro N° 22), mostrd una serie de sefiales
en la zona alifatica entre 1,02 y 4,27 ppm, todas las sefiales mostraron ser complejas
evidenciandose acoplamientos multiples en los protones de la estructura. El espectro de
RMN de C analizado conjuntamente con un espectro DEPT 135 (espectros N° 24),
permitié establecer la presencia de nueve atomos de carbono que conformaban la
estructura. De estos carbonos solo uno era metilo (& 13,8), se observaron sefales
asociadas a dos metilenos a (& 29,6; 41,2) y un tercer metileno oxigenado aparecio a
67,0 ppm. El resto de las sefales pertenecian a cuatro metinos, de los cuales uno era
oxigenado (6 75,3) y los otros mostraban resonancias a 34,0, 44,1 y 47, 3 ppm. Un
carbono cuaternario evidenciando un grupo acilo en la estructura se observo a 174,9
ppm. Se propuso de acuerdo a los datos de RMN de protones y carbono trece una
estructura con una formula molecular de CoH1402, que debia contener 3 insaturaciones,
considerando que el grupo acilo fuese de tipo éster. Con la ayuda de experimentos de
RMN en dos dimensiones HETCOR, se establecieron las correlaciones de carbonos con
sus protones. Se considerd luego del andlisis un monoterpeno que debia contener una
lactona y otro anillo que completaria la insaturacion. Con la formula molecular propuesta
se realizé la busqueda bibliografica que permiti6 comprobar que el compuesto que
habiamos aislado correspondia a la estructura de boonein (IV), previamente aislado de
plantas del género Aspidospermal*® y de Alstonia (Apocyneacea)“?., En la tabla N° 9 se
presentan nuestros datos experimentales con los reportados para boonein (IV) y su
isomero Isoboonein (50). En la literatura no se ha reportado este compuesto en especies

del género Strychnos.
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Espectro N° 24: RMN 13C y DEPT 135 Boonein (V) (270 MHz; CDCl5)
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Tabla N° 9. Asignaciones de los desplazamientos quimicos de las sefiales de RMN
'Hy 3Calos atomos de C presentes en los compuestos de Boonein e Isoboonein

comparado con el experimental.

C 5 (ppm) Sc (ppm) 8 (ppm) 24 & (ppm)?**
[m; J (Hz)] Exp.2 Boonein Isoboonein
Exp.2
- 1749 175,3 173,5
4,26,m 67 67,08 68,6
4 a.- 1,45m 29,6 29,52 32,7
b.- 2,16,m
2,62,m 34,0 33,64 34,5
a.- 1,50,m 41,2 40,85 41,5
b.- 2,04,m
4,10,s 75,3 75,6 75,6
2,18,m 441 43,9 41,6
2,62,m 47,3 47,16 41,7
10 1,20,d,(7,2) 13,8 13,46 12,7

a: tomado en CDCl3, 270 MHz



101

VII.7 Compuesto VI. N-acetilstrychnosplendine

Compuesto VI fue aislado de la fraccion de diclorometano obtenida del extracto
metandlico de la corteza de Strychnos fendleri, como un sélido de color marrén p.f.153-
156 °C, peso 73,3 £ 0,1 mg. Su espectro de IR (espectro N° 27) mostr6 bandas de
absorcion a 3417, 1657 y 1588, sefialando la presencia de grupo hidroxilo, carbonilo de
éster 0 amida y aromaticos en la estructura analizada. La informacién obtenida de su
espectro de masas (espectro N° 28) con m/z igual a 355 [M+H], conjuntamente con los
datos de RMN de *3C, permitieron proponer una formula molecular de C21H26N203. El
espectro de RMN de !3C analizado conjuntamente con un experimento DEPT 135
(espectro N° 32), reveld la resonancia de 21 carbonos, los cuales fueron clasificados
como 2 metilos, 5 metilenos, 9 metinos (cuatro de los cuales son de naturaleza aromatica)
y cinco carbonos cuaternarios que incluian 2 aromaticos, 1 de grupo acilo (éster o amida)
y dos de naturaleza alifatica. El andlisis del espectro de RMN de *3C, luego de obtener la
data del masas, permitié observar la dualidad de un grupo N-acetilo a (dc 23,8y 23,2y
on 2,36 y 1,98) para el grupo metilo y (8¢ 169,7, 170,1) para el grupo acilo. Esta
caracteristica dualidad de sefiales ha sido informada en alcaloides acetil-inddlicos, debido
a la conformacion que puede adoptar el grupo acetilo sobre el nitrogeno indélico. El
espectro de RMN de *H (espectro N° 29), mostro sefiales muy complejas en todo el rango
espectral, identificandose claramente la presencia de un grupo metiloa 1,12 ppmy lo que
parecian ser dos grupos acetilos a 1,98 y 2,36 ppm. En la zona aromatica se observo un
sistema bencénico disustituido. Teniendo en consideracion que estabamos en presencia
de un alcaloide, se realiz6 el analisis de la data espectroscopica de RMN, asignando cada
proton a su carbono con el experimento HMQC (espectro N° 37). Los experimentos COSY
y HMBC (espectro N° 33-35), nos llevaron a proponer la estructura que se mostro, cuya
comparacion con datos de la literatura (tabla N° 10), sefialé que la estructura elucidada
coincidia con la de N-acetil-strychnosplendinel®], reportada para esta especie colectada

en Brasil en el afio 1976. La informacion obtenida a través de los espectros en 2D para
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esta estructura, con los cuales no se contaba en la época en la cual fue reportada,

representa un valioso aporte a la literatura de esta clase de alcaloides.

N-acetilstrychnosplendine (VI)
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Principales correlaciones observadas en el espectro de HMBC:
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Espectro N° 39: HMQC ampliado N-acetilstrychnosplendine (VI) (500 MHz; CDCl3)
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Espectro N° 40: HMQC ampliado N-acetilstrychnosplendine (VI) (500 MHz; CDCl3)
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Tabla N° 10. Asignaciones de los desplazamientos quimicos de las sefiales de RMN

'Hy BCalos atomos de C presentes en N-acetilstrychnosplendine (VI)

&¢c (ppm) Exp.2

180,5 (C)
169 (C)
141,1 (C)
1345 (C)
128,4 (CH)
127.6 (CH)
125.2 (CH)
116,8 (CH)
95,4 (C)
75,1 (CH)
70,1 (CHy)

66,9 (CH)
60,4 (C)
55,0 (CH)
51,9 (CHy)

51,8 (CH2)
39,2 (CH)
36,8 (CHy)
36,2 (CH)
34,3 (CH)
32,8 (CHy)
23,8 (CHa)
23,4 (CHs)
18,1 (CHs)

&n (ppm) [m; J (HZ)]
Exp.2

7,24 (t, J = 6,65 Hz)
7,96 (d, J = 7,95 Hz)
7,07 (d, J = 7,6 Hz)
7,07 (d, J = 7,6 Hz)

3,56 (m)
4,27 (d, 3 =11,0); 3,40
(d,J=10,9)
5,10 (d, J=11,4 Hz)

3,77 (s)
2,96 (m); 3,12 (t, J =12
Hz)

3,56 (m); 3,99 (m)
1,47 (m)

2,41 (m); 2,29 (m)
1,94 (m)
2,18 (m)
2,38 (m)
2,36 (s)
1,97 (s)

1,11 (d,J=7,0 Hz)

a: tomado en CDCl3, 500 MHz

Correlaciones

23,2/1,97/ 51,9
23,8/ 66,9
128/ 66,9/ 116,8
66,9/ 128,4/ 125,2
125,2/ 127,6

75,1/ 51,8/ 36,2
70,1/ 18,1/ 36,2
66,9/ 75,1/ 36,2/ 39,2

23,8/ 70,1/ 141/ 134

23,89
51,8/ 95

51,9/ 75
32,8

95/ 70
36,2/ 39,2
95,1
169,7/ 66,9
180,8/ 55,0
75,1/ 36,2
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Compuesto VII: Strychnosine

El compuesto VII, fue aislado de la fraccion de diclorometano obtenida del extracto
metandlico de la corteza como un solido amorfo de color marrén con pf.: 140-142 °C,
peso 24,2 + 0,1 mg. Su espectro de IR mostré bandas de ymax a 3383 cm de estiramiento
de OH, 1738 cm atribuible a estiramiento de grupo acilo, ademas de bandas a 1645 y
1595 cmtidentificando estiramientos de anillos bencénicos (espectro N° 41).

El espectro de masas obtenido con la técnica de ESI (electroespray) en modo negativo
sefald un pico base de m/z 395 [M-H20] vy el pico que identifico al ion molecular se obtuvo
en 411 [M-H] esto en conjunto con el analisis de los espectros de carbono y DEPT 135
(espectro N° 45), permitid proponer una estructura con una formula molecular de
C23H28N20s. Los espectros de RMN de protones y carbono trece de este compuesto,
mostraron gran similitud con los del alcaloide VI. También aqui fue evidenciado la
dualidad de las sefiales del grupo N-acetil presente en la estructura inddlica dn (2,38;
1,97) y &c (24,1; 22,6) para el metilo y &¢ (170,1; 172,1) para el grupo carbonilo, estas
asignaciones se corroboraron con el analisis de los experimentos de RMN en 2D. Toda
la data espectroscopica sefialé que la estructura que se analizaba era muy similar a N-
acetilstrychnosplendine (VI), con unas pequefias diferencias que se veian representadas
por la presencia de otro grupo acetilo &+ (2,01) y ¢ (21,0) del metilo y &c (168,8) para el
carbonilo, y también un grupo hidroximetilenico &x (3,60; 3,74) y ¢ (72,3). Igualmente el
patron de acoplamiento para las sefiales proténicas del anillo aromatico, revelan una
disustitucion orto de un anillo tipo bencénico. La estructura del compuesto VI, fue
completamente verificada con la informacién obtenida de los experimentos de RMN en
2D. A través del experimento HMQC se asignaron los hidrégenos correspondientes a los
carbonos que los contenian, los experimentos COSY y HMQC (espectro N° 46-48) fueron
fundamentales para obtener las correlaciones entre protones y las correlaciones a largo
alcance para proponer la estructura de este nuevo alcaloide Strychnosine, reportado por

primera vez para la especie Strychnos fendleri Sprague & Sandwith y para la literatura de
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productos naturales. En relacion a la estereoquimica, hemos asignado la configuracion
relativa de este compuesto por comparacién de nuestros datos espectroscépicos de RMN
con compuestos anélogos, lo que nos sefiala que los centros quirales tienen la misma
configuraciéon absoluta de esos compuestos!*3l. Finalmente se prevén experimentos de

Dicroismo Circular (efecto Cotton) para confirmar la asignacion establecida.

Strychnosine (VII)
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Espectro N° 44: RMN 3C Strychnosine (VII) (500 MHz; CDCls)
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Espectro N° 45: RMN *C y DEPT 135 Strychnosine (VII) (500 MHz; CDCl5)
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Espectro N° 46: COSY Strychnosine (VII) (500 MHz; CDCl5;)



127

Espectro N°47: HMBC Strychnosine (VII) (500 MHz; CDCls)

Principales correlaciones observadas en el espectro de HMBC:
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Espectro N° 48: HMQC Strychnosine (VII) (500 MHz; CDCls)
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Espectro N° 50: HMQC ampliado Strychnosine (VII) (500 MHz; CDCl3)

Tabla N° 11. Asignaciones de los desplazamientos quimicos de las sefiales de RMN

Hy BCalos &tomos de C presentes en Strychnosine (Experimental)



&¢c (ppm) Exp.2

172,1
170,1 (N-CO-)
168,8 (OCO-)
142,3 (C)
132,9 (C)
128,7 (CH)
124,7 (CH)
121,6 (CH)
119,0 (CH)
102,2 (CH)
75,3 (CH-O-)
72,3 (CH2-0-)
67,4 (CH)
64,4 (CH2)

63,5 (CH)
58,9 (CH)
53,9 (C)
53,2 (CHo)
51,4 (CHy)
44,7 (CH)
37,7 (CHy)
36,1 (CH)
33,1 (CH)

25,1 (CH2)
24,1 (N-Me)

21,0 (MeCO-O)

(ACNH)

&n (ppm) [m; J (HZ)]
Exp.2

7,26 ()
7,05 (d)
7,13 (b)
7,97 (d)
5,82 (s)
3,60 (m)
3,60 (m)
5,18 (d)
4,10

4,34 (1)
4,08 (dd)

3,90
4,00/ 3,50
1,97 (d)
2,0/ 1,73
2,0
2,83

1,73/ 1,60 (d)
2,38 (s)
2,01 (s)

6,00

a: tomado en CDCl3, 500 MHz

132

Correlaciones
171,2
160,4

134,4

129,9

128,2

126,1
115,9/110,2/ 105,8

102,1

70,2 (4,18%)
68,6
61,8 (4,55d)/ 61,4
(4,34d)

56,6/ 56,3/ 55,2

51,9/51,3/ 51,2
44,8/ 39,2
37,3
34,4
29,7/ 29,2 (1,27)/
178,6/ 18,1(1,13t)
impureza A.G. sat.

23,1
22,7

VII.8 Compuesto VIII: 1,3-Di-O-B-D-glucopiranosil-4-metoxibenceno
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El compuesto VI, fue aislado de la fraccion de acetato de etilo obtenida de la corteza de
Strychnos fendleri, con un aspecto tipo “miel” de color marrén con un peso de 22,3+ 0,1
mg. La data espectral de RMN de protones y carbono trece (MeOD), sefialaron que parte
de la molécula estaba constituida por un anillo aroméatico tipo bencénico trisustituido en
un sistema 1,2,4. Tres sefiales las cuales integraban cada una para un protén en la zona
comprendida entre & 7.59 y 6.71 sefialaron ese patron de sustitucion: la sefial a & 7.58
(d, J = 2,5 Hz), fue asignada al protdén 2 del anillo. A 7,10 ppm (dd, J = 2,5; 8.6 Hz) se
observo la sefial asignada al proton de la posicion 6y a d6.71 (d, J = 8.6 Hz), se evidencio
la resonancia del proton de la posicion 5. Adicional a las sefiales descritas, un grupo de
resonancias entre la zona de 3.63 — 4.19 ppm se consideraron pertenecientes a grupos
glicosilados. Se observo igualmente un metilo oxigenado a 3.46 ppm. Se analizo el
espectro de RMN de *3C conjuntamente con un DEPT 135(espectro N° 55), el cual nos
permitid considerar una estructura compuesta de 19 atomos de carbono de la siguiente
naturaleza: 3 carbonos cuaternarios (156,7 y 149,5 (x2)) dos de los cuales resonaban al
mismo desplazamiento quimico (inferido en base a su intensidad); 2 metilenos
oxigenados, un grupo metoxi y el resto eran todos metinos oxigenados. Con la ayuda del
espectro de 2D HETCOR (Ver espectro N° 56) se pudo correlacionar todos los carbonos
con sus correspondientes protones. De este analisis fue evidente la subestructura de la
B-D-glucopiranosa como parte de la molécula analizada. El numero de carbonos y el
patron de sustitucion, claramente sefialaron la presencia de dos subunidades de glucosa
como sustituyentes, adicional al grupo metoxi. Tomando en consideracion el analisis de
nuestra data, se llevé a cabo la busqueda bibliografica, la cual nos permitié comparar
nuestros datos con los reportados para compuestos que contenian esas subunidades.
Los datos espectroscopicos fueron comparados con aquellos del 1,4-di-O-f-D-
glucopyranosiloxi-2-metoxibenceno (86)1°] (tabla N° 12 y espectros N° 53- 54) y con base
en el andlisis de todos los espectros, se propone por primera vez el producto natural 1,3-

Di-O-B-D-glucopiranosil-4-metoxibenceno.
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Tabla N°12. Asighaciones de los desplazamientos quimicos de las sefiales de RMN

'Hy 3C a los atomos de C presentes en compuesto experimental y 1,4-di-O-f-D-

glucopyranosiloxi-2-metoxibenceno.

C

o O~ W N P

1’
2
3’
&
5’
6’
17
27
3
4”
57
6”

MeO

& (ppm) [m; J

(Hz)] Exp.2

7,58,d,(2,5)

6,71,d,(8,6)
7,10,dd,(2,5;
8,6)
4,14,d, (7,5)
3,63- 3,91,m
3,63- 3,91,m
3,63- 3,91,m
3,63- 3,91,m
3,63- 3,91,m
4,14,d,(7,5)
3,63- 3,91,m
3,63- 3,91,m
3,63- 3,91,m
3,63- 3,91,m
3,63- 3,91,m
3,46,s

&¢c (ppm) Exp.2

149,6
118,4
149,6
156,7
116
122,7

102,4
12,2
75,0
70,1
76,8
61,2

102,4
72,8
73,7
68,4
76,6
60,8
56,6

& (ppm) °*°
1,4-di-O-B-D-

glucopyranosiloxi-2-

metoxibenceno

141,4
149,6
102,5
152,8
107,3
116,4

100,9
73,3
76,8
69,9
77,1
60,8

101,3
73,3
76,7
69,7
76,9
60,7
55,6

a: tomado en MeOD, 270 MHz; b: tomado en DMSO, 500 MHz
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VIIl.  CONCLUSIONES

> En el estudio fitoquimico del extracto metandlico de las hojas de Strychnos fendleri
Sprague & Sandwith se aislaron e identificaron tres compuestos nuevos para esta
especie: Vogelosido (1), Kamferitrin (1) y D-1-metilmyoinositol (l11).

» En el estudio fitoquimico del extracto metandlico de la corteza de Strychnos
fendleri Sprague & Sandwith se aislaron e identificaron cinco compuestos: Un
compuesto conocido para esta especie: N-acetilstrychnosplenderine (VI); Dos
compuestos nuevos para esta especie: 3-metoxi-quercetina (IV) y Boonein (V); y
dos compuestos por primera vez reportados en la literatura de productos naturales:

Strychnosine (V1) y 1,3-Di-O-B-Dglucopiranosil-4-metoxibenceno (VIII).

» De la fraccion de Acetato de etilo obtenido del extracto metandlico de las hojas de
Strychnos fendleri Sprague & Sanwith se aislaron dos compuestos nuevos para

esta especie: Vogelosido (I) y Kamferitrin (11).

» De la fraccion acuosa del extracto metandlico de las hojas de Strychnos fendleri
Sprague & Sandwith se aisl6 un compuesto nuevo para esta especie: D-1-

metilmyoinositol (111).

» De la fraccion de hexano obtenida del extracto metandlico de la corteza de
Strychnos fendleri Sprague & Sandwith se aislé un compuesto nuevo para esta

especie: Boonein (V).

» En la fraccion de diclorometano del extracto metandlico de la corteza de Strycnos
fendleri Sprage & Sandwith se aisl6 un total de tres compuestos: un compuesto

conocido para la especie: N-acetilstrychnosplenderine (VI); un compuesto nuevo
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para la especie: Boonein (V); y un compuesto por primera vez reportado en la

literatura de productos naturales: Strychnosine (VII).

De la fraccion de acetato de etilo obtenida del extracto metandlico de la corteza de
Strychnos fendleri Sprague & Sandwith se aislé6 un compuesto por primera vez
reportado en la literatura de productos naturales: 1,3-Di-O--D-glucopiranosil-4-
metoxibenceno (V).
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RECOMENDACIONES

Realizar el estudio fitoquimico de las hojas y corteza de Strychnos fendleri
Sprague & Sandwith, partiendo del procedimiento experimental realizado en la
ref. 31, con la finalidad de realizar la basqueda de nuevos alcaloides.

Estudiar la composicion de la fraccion acuosa del extracto metandlico de la
corteza de Strychnos fendleri Sprague & Sandwith.

Realizar el estudio fitoquimico de los frutos de Strychnos fendleri Sprague &
Sandwith.

Evaluar los efectos citotoxicos y antimalaricos del nuevo alcaloide Strychnosine
(vn.
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