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Resumen vy Abstract V

Resumen

A partir del extracto etandlico de hojas de la especie Ocotea heterochroma
(Lauraceae) se aislaron dos neolignanos de nucleo furociclohexanona de
estructura novedosa denominados heterocromina A y B y siete compuestos
conocidos, un neolignano biciclo[3.2.1]octanico (cinerina C), cinco flavonoides de
los cuales tres ya han sido elucidados (afzelina, tamarixetina-3-O-ramnosido y 2°-
O-(Z-p-coumaroil)astragalina) y un derivado de acido cindmico conocido como p-
hidroxicinamato de etilo. Sus estructuras fueron determinadas mediante el analisis
de sus datos espectroscépicos de RMN *H y 3C y por EM. Se determiné la
presencia de los metabolitos previamente aislados en el extracto de hojas, en los
extractos de corteza y madera de la especie objeto de estudio por FR-CLAE-DAD-
EM encontrandose que la heterocromina A y la 2°-O-(Z-p-coumaroil)astragalina
estan presentes tanto en corteza y madera, mientras que el cinnamato de etilo, la
cinerina C y la afzelina se presentan en corteza pero no en madera. Los
neolignanos novedosos, junto a otros compuestos relacionados estructuralmente
de los cuales se conoce su actividad como antagonistas al PAF, se estudiaron por
Docking molecular con el fin de establecer el modo de interaccion entre estos
compuestos y el receptor PAF. Los resultados mostraron una relacion proporcional
entre los valores de ICsy, obtenidos en forma experimental con la afinidad
calculada, observandose ademas valores de afinidad para las heterocrominas A 'y
B que permiten considerarlas como promisorias antagonistas al PAF. El presente
trabajo corresponde al primer estudio realizado a las hojas de O. heterochroma.

Palabras clave: Lauraceae, Ocotea heterocroma, neolignanos, flavonoides, CLAE,
Docking molecular
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Abstract

From the ethanol extract of Ocotea heterochroma (Lauraceae) leaves, two novel
furocyclohexanone neolignans, called heterochromin A and B, and seven known
compounds: a bicyclo[3.2.1]octane neolignan (cinerin C), five flavonoids with three
of them possessing elucidated structure (azfelin, tamarixetin 3-O-rhamnoside and
2'-O-(Z-p-coumaroyl)astragalin) and a cinnamic acid derivative known as ethyl
ethyl p-hydroxycinnamate. Their structures were determined by spectroscopic
analysis of *H and **C NMR and MS data. The presence in bark and wood extracts
to those metabolites previously isolated in the leaves extract was determined by
HPLC-DAD-FR-EM, finding that the heterochromin A and 2'-O-(Z-p-
coumaroil)astragalin are present in bark and wood; whereas ethyl cinnamate,
cinerin C and afzelin also occur in bark but in wood don’t. The novel neolignans,
along with other structurally related compounds with known PAF antagonism, were
studied by molecular docking in order to analyze the mode of interaction between
these compounds and PAF receptor. The results showed a proportional
relationship between the ICs, values obtained experimentally with the affinity
values calculation. It was also observed that heterochromin’s affinity might be
considered as promising PAF antagonists. The present work corresponds to the
first study performed on O. heterochroma leaves.

Key words: Lauraceae, Ocotea heterocroma, neolignans, flavonoids, HPLC,
Molecular docking
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Introduccioén

En los ultimos afios, el campo de investigacion en productos naturales ha visto un
aumento en la producciéon cientifica debido a la diversidad de enfoques que
existen, los cuales abarcan la fitoquimica, la quimiotaxonomia y la actividad
bioldgica, entre otros, observandose que los metabolitos secundarios, aislados de
especies vegetales han basado su uso teniendo en cuenta su actividad biolégica.
La familia Lauraceae, que posee una distribucién mundial en zonas tropicales y
subtropicales, es rica en metabolitos secundarios especialmente lignanos,
neolignanos, alcaloides, terpenos y flavonoides, los cuales resultan importantes

desde el punto de vista tanto quimiotaxonémico como de actividad bioldgica.

Uno de los géneros mas abundantes de esta familia corresponde al género
Ocotea, el cual resultd rico especialmente en neolignanos, alcaloides y terpenos.
Los neolignanos presentes en las especies de este género se clasifican en dos
clases dependiendo de su estructura, conocidas como de tipo burchellina o de tipo
macrofilina; tres neolignanos de tipo macrofilina fueron aislados, por ejemplo, a
partir de la Ocotea bullata, especie endémica africana, util ethobotanicamente en
el manejo de desérdenes urinarios, dolores de cabeza y de espalda, conocidos
como ocobullenona, iso-ocobullenona y sybillenona, esta ultima demostro tener
actividad antiinflamatoria frente la 5-lipooxigenasa.(Drewes et al., 1995; Sehlapelo,
Drewes, & Sandor, 1993; Zschocke et al., 2000) Otros neolignanos de este mismo
tipo son los ocofiloles [A - C] aislados de Ocotea macrophylla los cuales exhibieron
una actividad promisoria contra el factor activador de plaquetas (PAF). (Coy-

Barrera, Cuca-Suéarez, & Sefkow, 2009c)

Los neolignanos de tipo burchellina presentan una amplia variedad estructural,
ejemplo de esto fue el aislamiento de diez de ellos a partir de la corteza de Ocotea
catharinensis (Ishige, Motidome, Yoshida, & Gottlieb, 1991) entre los que se
cuentan las canellinas B — C; y a partir de hojas de Ocotea aciphylla (Romoff,

Yoshida, & Gottlieb, 1984) de donde fueron aislados siete neolignanos entre ellos
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las ferrearinas A y C. Estos compuestos han evidenciado ademas una importante
actividad frente a procesos inflamatorios, especificamente contra el factor PAF, de
forma similar a los compuestos de tipo burchellina, ejemplo de ello son la
mirandina A, la (+)-denudatina B y la (+)-kadsurenona (Coy-Barrera, Cuca-Suarez,
& Sefkow, 2009 c) los cuales presentan un efecto inhibitorio importante frente a

este factor plaquetario, incluso similar al patron utilizado (Ginkgolido B).

Otro tipo de actividad que ha sido reportada corresponde al efecto que poseen
este tipo de compuestos contra el trypomastigote de Tripanosoma cruzi
encontrandose que la burchellina, aislada de Ocotea cymbarum, y la licarina A,
aislada de Nectandra glabresens, presentan un ICsp de 520 pM y 960 uM
respectivamente, inferiores al 1Cso de 1229 uM que presenta el medicamento de

control conocido como benznidazol (Cabral et al., 2010).

Otro grupo de metabolitos importantes en el género Ocotea son los alcaloides, los
cuales son generalmente de tipo aporfinico como el caso de la (+)-dicentrina, (+)-
nantenina y la didehidroocteina aislados de Ocotea macrophylla (Coy-Barrera &
Cuca-Suarez, 2009) .Asi mismo trece alcaloides relacionados con los alcaloides
aporfinicos fueron aislados de Ocotea lancifolia entre los que se cuentan la (-)-
caaverina, (+)-domesticina y la (+)-nordomesticina los cuales presentaron valores
de ICi00 en pg/mL de 10, 25 y 50 respectivamente frente a tres lineas de
promastigotes de Leishmania, entre ellas la L. donovani considerandose

promisorios. (Fournet et al., 2007)

Otro tipo importante de alcaloides presentes en especies del genero Ocotea son
los alcaloides bencilisoquinolinicos cuyos ejemplos mas representativos
corresponden a la coclaurina y la S-reticulina aisladas ambas de Ocotea duckei.
La S-reticulina demostré tener actividad vasorelajante sobre anillos de aorta de
ratén al parecer por influencia sobre los canales de Ca*? evitando contracciones.
(Da Silva, Barbosa-Filho, Da Silva, De Lacerda, & Da-Cunha, 2002; Medeiros et
al., 2009)
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Los flavonoides por su parte, pese a ser considerados como marcadores
guimiotaxonémicos de la familia (Gottlieb, 1972) y a estar presentes en diversos
géneros como Litsea, Laurus y Cinammomum, no son comunes en este género,
existiendo Unicamente dos reportes en la literatura que indiquen la presencia de

este tipo de compuestos en el género Ocotea.

A partir de los frutos de Ocotea vellosiana, (Garcez, Yoshida, & Gottlieb, 1995) se
aislaron cuatro flavonoles glicosilados, la astragalina, la quercitrina, la hirsutrina y
la afzelina asi como tres derivados p-coumaroil de la afzelina. Asi mismo a partir
de las hojas de Ocotea notata fueron aislados diez compuestos de nucleo
flavonoide, entre ellos se encuentran la isoquercitrina, la afzelina, la quercetina y el
kaempferol. (Garrett et al., 2012)

En Colombia, el género Ocotea es el género mas abundante de la familia
Lauraceae ya que representa un 30.4% de las especies de esta familia segun lo
registrado por el Herbario Nacional Colombiano, encontrandose ampliamente
distribuido en todo el territorio nacional. Una de las especies de este género,
conocida como Ocotea heterochroma, considerada ademéas endémica de los
andes colombo-ecuatorianos, y que presenta un Unico estudio del extracto
etanolico de sus frutos de donde fueron aislados dos lignanos, un triterpeno y un
neolignano biciclo[3.2.1]octanico (Cuca-Suarez, Leon, & Coy-Barrera, 2009), fue
tomada como especie objeto de estudio, considerandose el presente trabajo como

el primer estudio fitoquimico de sus hojas.

Para el desarrollo del presente trabajo se plantedé como objetivo general, contribuir
al estudio quimico de la familia Lauraceae mediante el andlisis quimico de las
hojas de Ocotea heterochroma (Lauraceae), y para dar cumplimiento a este
objetivo general, se contemplé realizar el analisis fitoquimico preliminar y registrar
el perfil cromatografico de los extractos de hojas, corteza y madera, con el fin de

seleccionar el extracto de trabajo, para el posterior aislamiento y elucidacion
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estructural de algunos metabolitos secundarios presentes en el extracto
seleccionado, para luego determinar la presencia de los metabolitos aislados en
los extractos de corteza y madera.



1.Estado actual del tema

1.1 Generalidades de la familia Lauraceae

La familia Lauraceae consta de alrededor de 49 a 50 géneros distribuidos en
alrededor de 2500 a 3500 especies, algunas de las cuales poseen una reconocida
importancia desde el punto de vista econdmico como la Persea americana
(Aguacate), Laurus nobilis (Laurel) y Cinnamomum zeylanicum (Canela de Ceilan)

importantes en la industria alimenticia. (Marques, 2001)

Asi mismo es representada por especies como la Aniba rosaeodora (palisandro de
cayena) ampliamente utilizada en perfumeria y en actividades de aromaterapia.

(Herrera Valencia, Barbosa Sampaio, & Gomes De Souza, 2010)

En cuanto a su distribucién geogréfica se conoce que esta familia se encuentra
presente en los tropicos de América, Asia y Africa siendo centros de alta densidad
de especies las regiones de Ameérica del norte y del sur, el sudeste de Asia y
Madagascar. Solo pocas especies se encuentran en zonas subtropicales y menos

en las zonas templadas (ver Figura 1-1).

. A e e SR
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Figura 1-1. Distribucién geografica de la familia Lauraceae
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Los géneros mas importantes de la familia Lauraceae teniendo en cuenta la
cantidad de especies reportadas son: Litsea (400), Ocotea (350),
Cinnamomum (350), Cryptocarya (250) y Persea (200) (Laboratorio de

sistematica de plantas vasculares ).

En Colombia se encuentra distribuida en todo el territorio nacional segun la
informacion del Herbario Nacional Colombiano (Herbario Nacional Colombiano)
siendo los generos mas reportados Ocotea (80), Nectandra (41), Persea (24),
Endlicheria (24) y Aniba (20). Existen ademas especies endémicas colombianas

como la Ocotea caparrapi. (Herbario Nacional Colombiano, 2014)

La familia Lauraceae posee gran cantidad de especies entre las cuales se
presentan similitudes morfologicas que dificultan su clasificacion taxondmica y han
dado lugar a sinonimias taxondmicas, por los que los estudios filogenéticos se
presentan como una opcion para realizar una clasificacion mas acertada de las
especies, en 2001 se realizé un estudio enmarcado en la filogenia que permitié
dividir la familia en cuatro grandes clados denominados: Perseeae-Laureae,
Chlorocardium-Mezilaurus, Neocinnamomum-Cassytha-Caryodaphnopsis y

Cryptocaryeae.

El clado Perseeae — Laureae a su vez se divide en 4 grupos (ver Figura 1-2)
siendo el grupo Complejo Ocotea el grupo al que pertenece la especie objeto de
estudio (ver Tabla 1-1). (Chanderbali, van der Werff, & Renner, 2001)

Familia Lauraceae * Clados

Perseeae-Laureae Chlorocardium - Mezilaurus . Grupos

Complejo Ocotea Cryptocaryeae
Neocinnamomum- Cassytha- Caryodaphnopsis

Figura 1-2. Clasificacion filogenética de la famil  ia Lauraceae
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Complejo Ocotea

Pleurothyrium Aniba Endlicheria Licaria
Nectandra Aiouea Ocotea Umbellaria
Paraia Kubitzkia Rodostemonodaphne

Tabla 1-1. Géneros pertenecientes al Complejo  Ocotea

1.2 Caracteristicas morfol6gicas de la familia Lauracea e

En cuanto a su morfologia, las especies pertenecientes a la familia Lauraceae se
caracterizan por ser generalmente arboles o arbustos como la Aniba perutilis
(Figural-3(a)) a excepcion de las especies del genero Cassytha que son
enredaderas como la Cassytha ciliolata (Figural-3(b)). Estas especies son
generalmente perennifolias, pueden ser escandentes o sufrutescentes, poseen
una madera de naturaleza desde aroméatica hasta fétida, glabros o pubescentes
como el tronco de Beilshmedia miersii (Figural-3(c))). Se caracterizan por tener un

alto contenido de aceite esencial principalmente en las hojas.

Figura 1-3. a) Aniba perutilis . B) Cassytha ciliolata c) Beilshmedia miersii

Las hojas son generalmente alternas u opuestas, mas o menos translucidas,
simples y enteras como las de la Nectandra coriaceae (Figural-4 (a)) o las de
Cinnamomun zeylanicum (Figural-4 (b)) penninervadas o trinervadas, estipulas

ausentes.
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Figura 1-4. Hojas de Nectandra coriaceae (a)y de Cinnamomun zeylanicum (b).

Las especies de esta familia presentan inflorescencias cimosas, paniculadas,
capitadas, racemosas axilares o agrupadas en ramillas como las de la Persea
americana (Figura 1-5 (a)). Las flores son actinomorfas, pequefias, regulares,
perfectas, amarillentas o verdosas, hermafroditas o unisexuales, no se presenta
diferenciacion entre céliz y corola, tépalos en dos series, de ovario generalmente
supero de ovulo Unico, como en la Cinnamomum burmannii (Figura 1-5 (b)) o la

Persea americana (Figura 1-5 (c)).

Figura 1-5. Inflorescencias y flores de Persea americana (a) y (c) y flores de Cinnamomum
burmannii (b).

En cuanto al fruto este se presenta generalmente como drupaceo, negro en la
madurez y la parte carnosa es verde o amarillo palido, ctpula (hipanto en el fruto)
presente o ausente, como en Ocotea insularis (Figura 1-6 (a)) o en Persea
americana (var. Hass) (Figura 1-6 (b)) en algunos casos como en el Laurus nobilis
se presentan frutos en forma de baya (Figura 1-6 (c)). (van der Werff & Lorea-
Hernandez, 1997)
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Figura 1-6. Frutos de en Ocotea insularis (a) de Persea americana (var. Hass) (b) y de
Laurus nobilis  (c).

1.3 Usos Etnobotanicos de la familia Lauraceae

La familia Lauraceae ha reportado una gran variedad de usos etnhobotanicos

provenientes de la medicina tradicional, en los que se involucra el uso de casi

todos los organelos de las plantas, algunos ejemplos y la forma de utilizacion del

material vegetal se presentan en la Tabla 1-2:

Especie

Beilshmedia
anacardiodies
(Chouna et al., 2010)

Cassytha filiformis
(Wu, Chao, Chang, &
Chen, 1997)
Especies del genero
Lindera
(Zhao, Zhao, & Wang,
2006)
Litsea pungens
(Jiang, Akhtar, Bradbury,
Zhang, & Isman, 2009)
Nectandra cuspidata
(Valadeau et al., 2009)
Persea peruviana
(Cabral et al., 2010)

Especies del genero
Cinnamomum
(Benarroz et al., 2008)

Forma de
aplicacion
Infusion de la
corteza

Infusion

Infusion

Medicina tradicional
China
Corteza hervida
Corteza en polvo en
forma de yeso

Infusién o como
condimento

Efecto

Curar tumores uterinos, la rubeola,
las infecciones genitales femeninas
y reumatismos. (Camerun)

Util para tratar la gonorrea,
desordenes del rifiébn y como
diurético.

Usadas en la medicina tradicional
china en el tratamiento de reumas,
indigestion, gastroenteritis, diarrea,
artritis y urticaria.

Contra gripa, dolor de estbmago y
otras dolencias

Dolor de estbmago y diarrea

Huesos rotos

Control de problemas
gastrointestinales y pérdida del
apetito, Gtil también como
vasodilatador y antimicrobiano

Tabla 1-2. Usos etnobotanicos de la familia Lauraceae.
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Especie

Actinodaphne lancifolia
(M. R. Kim et al., 2002)

Cinnamomum
camphora
(Hu et al., 2011)

Laurus nobilis
(De Marino et al., 2004)

Litsea glutinosa
(Pradeepa et al., 2011)

Persea americana
(Adeyemi, Okpo, &
Ogunti, 2002)

Lindera strychnifolia
(Q. Liu et al., 2013)

Continuacién Tabla 1-2. Usos etnobotanicos de la fa

Forma de
aplicacion

Infusion de la raiz

Infusién de hojas

Infusién de hojas y
de frutos

Infusion de corteza

Pasta de hoja

Infusién o consumo
de la parte carnosa

Infusion de raiz

Extracto de raiz y
hojas.

Efecto

Tratamiento de enfermedades
estomacales, artritis, cansancio
excesivo y edemas.
Tratamiento de la inflamacion
relacionada a diferentes
enfermedades como el reumatismo,
esguinces bronquitis y dolores
musculares.

Util para tratar el reumatismo como
carminativo, diaforético y
antiséptico.

Util como emoliente en procesos
inflamatorios contra la diarreay la
disenteria, facilita el proceso de
curacion de heridas
Util en enfermedades respiratorias y
tos y como emoliente.
Tratamiento de diversas
enfermedades: menorragia
hipertension, dolor de estomago
bronquitis, diarrea y diabetes.
También para controlar la fiebre
Util en deficiencias renales tales
como polaquiuria

Efecto antioxidante y antidiabético

milia Lauraceae.

1.4 Estudios quimicos y de actividad biol6gica de | a
familia Lauraceae.

La familia Lauraceae ha sido objeto de gran cantidad de estudios quimicos y de

actividad biolégica. Esto es debido a la diversidad de metabolitos aislados de las

especies de esta familia asi como a su distribucion a nivel mundial. Dentro de los

metabolitos aislados se encuentran principalmente

lignanos, neolignanos,

flavonoides, alcaloides y terpenos obtenidos a partir de los diferentes organelos

vegetales. En la mayoria de los casos el aislamiento de los metabolitos

mencionados va acompafado de la evaluacion de su actividad biolégica en
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funcion de su estructura. A continuacion se describiran los ndcleos mas

representativos de metabolitos aislados de especies de la familia Lauraceae.

1.4.1 Lignanos

Este tipo de compuestos han sido aislados en diferentes géneros como
Actinodaphne, Nectandra y Litsea. A partir del extracto de tallos de la especie
Actinodaphne lancifolia se aislaron 3 lignanos, 2 de nucleo furofuranico y uno de
tipo ariltetralina conocidos como ()-syringaresinol (1), (£)- 4"-O-metilmagnolina (2)
y lyoniresinol (3)(M. R. Kim et al., 2002) . El lignano (z)-syringaresinol ha sido
aislado de diversos géneros dentro de la familia como Cassytha, Cinnamomum,
Ocotea, Neolitsea y Lindera.(Chang, Chao, Teng, & Wu, 1998)

(1) R =OCH,
(2)R=H

H,CO

Figura 1-7. Lignanos aislados de tallos de  Actinodaphne lancifolia

De la especie Lindera obtusiloba fueron aislados 5 lignanos entre ellos la actifolina
(4) y la 5,6-dihidroximatairesinol (5) los cuales fueron evaluados como agentes
citotoxicos frente a 5 lineas celulares siendo el 5,6-dihidroximatairesinol el mas
activo frente a SK-MEL 2 con un ED50 = 3.4 pug / mL. XXXX

Dentro de las especies del genero Nectandra, en el extracto de inflorescencias de
N. amazonum se encontraron 2 lignanos del tipo furofurdnico como la sesamina
(4) y el o-metilpiperitol (5). (Barbosa-Filho, Yoshida, & Gottlieb, 1989)
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Figura 1-8. Lignanos aislados de tallos de especie s de Nectandra

En la especie Litsea chinpingunesis a partir del extracto etandlico de sus hojas se
encontraron 3 derivados de la ariltetralona, la (-)-aristoligona (6), la (-)-
aristotetralona (7) y la (-)-cagayanona (8) este tipo de lignanos han sido aislados
en una especie de la familia Myristicaceae, familia relacionada con la familia
Lauraceae, conocida como Virola sebifera lo cual indica su relacion
guimiotaxonomica. (Yang et al., 2009) De la especie Litsea grandis fueron aislados
dos lignanos uno furanico, como la grandisina (9) y otro furofuranico, como la

eudesmina (10). (Holloway & Scheinmann, 1974)

0
! * HO
e

Rs T CH, H;CO OCH; "

Ot .
H,CO OCH, o @\
! Rs HyCO ©) OCHj (10) OH
4

(6) R1=R2=OCH3 R3=R4=H
(7) R1=R2=OCH3 R3,R4=OCH20
(8)R1,R2=OCH20 R3,R4=OCH20

Figura 1-9. Lignanos de especies de Litsea
1.4.2 Neolignanos

Los neolignanos resultan ser mas comunes en especies de la familia Lauraceae
gue los lignanos, lo que les otorga importancia quimiotaxonémica. Los metabolitos

aislados dentro de este grupo se pueden clasificar en dos subgrupos segun su
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esqueleto basico: macrofilina y burchellina. (Coy-Barrera, Cuca-Suéarez, & Sefkow,
2009c)

Como ejemplo de los neolignanos del primer subgrupo se encuentran los
metabolitos aislados a partir del extracto en hexano de la madera de Licaria
brasiliensis, 4 de ellos conocidos [e. g. (11)], asi como 6 neolignanos mas
relacionados estructuralmente [e. g. (12-13)] de estructura novedosa, cuya
nomenclatura sigue las normas de la IUPAC, e.g. (12): rel-(7S,8R,1'S,4'S,5'R)-4"-
hidroxi-3,4,5,3,5’-pentametoxi-6"-oxo0-A-1,3,5,2’,8’-8.1’,7.5’-neolignano.  (Guilhon,
Conserva, Maia, Yoshida, & Gottlieb, 1992)

(11) R4=Mp (12) R4=Tp (13)

Figura 1-10. Neolignanos de Licaria brasiliensis
Dentro de este mismo grupo de neolignanos se encuentran los aislados a partir del

extracto en benceno de la madera de la especie Aniba simulans e.g. (14 — 15). (De
Alvarenga, Castro C., Giesbrecht, & Gottlieb, 1977)

(14) (15)

Figura 1-11. Neolignanos de Aniba simulans
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Dentro de los neolignanos del segundo subgrupo, es decir burchellina se
encuentran los neolignanos aislados de Nectandra miranda como la mirandina A
(16) y B (17) y la licarina C (18), (C. Aiba, Gottlieb, Pagliosa, Yoshida, &
Magalhaes, 1977) asi mismo del extracto etandlico de frutos de N. glabrescens se
aislaron dos neolignanos relacionados con este subgrupo conocidos como licarina
A (19) y E. Algunos de estos compuestos fueron evaluados por su posible
actividad antiinflamatoria encontrandose que solo la mirandina A resulta
promisoria por comparacion de su ICsy (LM), necesario para la inhibicion de las
enzimas COX-1, COX-2 y LOX-5, con valores de 77.9, 126 y 13.9 uM
respectivamente utilizando como patron Celecoxib de ICso de 8.32, 0.113 y 0.62
UM.(Coy-Barrera, Cuca-Suarez, & Sefkow, 2009c¢)

HsCO L OCHy _
HsCO W(II\/ HO O O O OH
o o)
H;CO OCH;, OCHj;
(16) Ar(o) OCHg (o) (17) Ar(ct) OCH3 (B) (18) (19)

Figura 1-12. Neolignanos aislados de  Nectandra miranda y Nectandra glabrescens

No obstante, se han reportado compuestos con estructura relacionada a los
neolignanos del segundo subgrupo tales como aquellos aislados de Aniba
lancifolia como la lancilina (20) y las lancifolinas A (21) y B (22). (Diaz D,
Massayoshi, & Gottlieb, 1980)

o OCHj; OCHjs
S Ts o
H:CO™ “Yii.co H3CO
OCHs (20 © (21)c3's (22) 3R

Figura 1-13. Neolignanos aislados de  Aniba lancifolia .
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1.4.3 Flavonoides

Los flavonoides han sido aislados de diferentes especies dentro de la familia
Lauraceae, encontrandose mas comunmente flavonoles glicosilados, flavanonas y
chalconas. A partir de hojas de Cinnamomum osmophloeum fueron aislados
nueve glicosidos del kaempferol, tres de ellos derivados de la kaempferitrina (23) y
dos estructuras diglicosiladas e.g. el kaempferol-3-O-3-D-xilopiranosil-(1->2)-a-L-
arabinofuranosil-7-O-a-L-ramnopiranosido (24), de los cuales solo el kaempferol 7-
o-a-L-ramnopiranosido presentd actividad antiinflamatoria frente al lipopolisacarido
inductor de Oxido nitrico con un ICso de 42 uM en comparacion con la quercetina
utilizado como compuesto patron que presenta un ICsg de 7.4 pM, los demas
compuestos no presentaron actividad (Fang, Rao, & Tzeng, 2005). De la especie
Litsea fruticosa fueron aislados ocho flavonoides entre ellos la astragalina (25), la
pinocembrina (26) y el kaempferol 3,4-di-O-L-ramnopiranésido (27) (R. Liu et al.,
2013). A partir de hojas de la especie Laurus nobilis fueron aislados 4 derivados p-
coumaroil de la afzelina e.g. kaempferol-3-.-(2",4"-di-Z-p-coumaroil)-ramndsido
(28). (Fiorini, David, Fourasté, & Vercauteren, 1998)

(24)  R,=ramnosa
Rg= B-D-Xil,-(1-2)-0-L-Aray

OH

OH O OH O
(25) (26)
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OH

(0]
- M@
0 OH
RO
O (28)
OR

Figura 1-14. Flavonoles glicosilados aislados de e  species de la familia Lauraceae

En especies del género Cryptocarya también han sido aislados compuestos de
nucleo flavonoide pero de tipo chalcona como la chalcocarianona C (29) o de tipo
flavanona como las criptogionas A (30) y B (31) aisladas a partir de la Cryptocarya
chingii. Asi mismo y de tipos similares, han sido aisladas la cryptocariona A (32), la
cryptocarianona (33) y la bicarianona B (34) a partir del extracto de corteza de
Cryptocarya infectoria. (Feng et al., 2012) (Dumontet et al., 2001)

0,

R 0]

O  (30) R=OH
(31) R=OCHj3

(34)

Figura 1-15. Flavanonas y chalconas aisl adas de especies de la familia Lauraceae
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1.4.4 Alcaloides

1.4.4.1 Alcaloides bencilisoquinolinicos:

Actualmente se ha demostrado que este tipo de alcaloides estan presentes en los
géneros Cryptocarya y Ocotea siendo mas comunes en este Ultimo. En la especie
Cryptocarya chinensis fue aislada de la fraccion alcaloidal no fendlica de las hojas
la (+)-romneina (35): (Lee & Chen, 1993)

g
o) N
H;CO O
(35)
H;CO
Figura 1-16. Alcaloide aislado de Cryptocarya chinensis .

1.4.4.2 Alcaloides aporfinicos:

Estos alcaloides se encuentran ampliamente reportados en especies de la familia,
se encuentran presentes en los géneros Alseodaphne, Cassytha, Lindera, Litsea y
Actinodaphne y se han aislado de extractos de diferentes organelos de la planta.
Algunos de estos alcaloides fueron aislados de mas de una especie como se
relaciona en la Tabla 1-3: (Nafiah et al.,, 2011; Tewari, Bhakuni, & Dhar, 1972;
Uprety, Bhakuni, & Dhar, 1972; Wu et al., 1997)

Alcaloide Especies reportadas
boldina (36) Litsea glgtenosa th_se:.i wightiana
Lindera strychnifolia
norboldina (37) Litsea glutenosa Litsea wightiana

Alseodaphne perakensis
laurotetanina (38) Litsea glut_enosa Litsea sebifera
Actinodaphne obovata
catafilina (39), cataformina (40) y
cassitina (41)
Tabla 1-3. Alcaloides aporfinicos en especies de la  familia Lauraceae

Cassytha filiformis
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(36) Ry= CH3 R, = OH (39) Ry= COOH R, = H
(37) Ry=H R, = OH (40) Ry=H R, = OH
(38)R{=HR,=0OCH;  (41)R;=HR;=0CH;

Figura 1-17. Alcaloides aporfinicos aislados de es  pecies de la familia Lauraceae

Algunos de estos alcaloides fueron aislados también de extracto etandlico de raiz
de Lindera  angustifolia, y evaluados como posibles agentes
antinociceptivos,(modulacion en la respuesta al dolor) encontrandose que la
boldina, la norboldina y la laurotetanina presentan una actividad promisora, en
términos de porcentaje de inhibicibn con un 76.3%, 74,6% y 62,3 %
respectivamente, para este ensayo se determiné que el compuesto mas activo
correspondia con el alcaloide norisocodina (42) con un 83.5 % de inhibicién y se
propone que dicha actividad esta relacionada con la posicién de la sustitucion por

grupos hidroxilo sobre los anillos del ndcleo apérfinico. (Zhao et al., 2006)

1.4.5 Terpenos:

Dentro de este grupo de compuestos han sido reportados del tipo diterpeno, como
los presentes en la Persea indica, el garajoneno (43) y el anhidrocinnzeylanina
(44) la cual presenta actividad antialimentaria frente a Spodoptera littoralis y
Leptinotarsa decemlineata descrita como dosis efectiva ECso de 0.22 y 2.29

nmol/cm? respectivamente. (Fraga, Terrero, Gutiérrez, & Gonzalez-Coloma, 2001)
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(43) (44)

Figura 1-18. Diterpenos aislados de Persea indica .
En la Persea japdnica, un arbol siempre verde comun en Taiwan, Corea y Japon
fue aislado un sesquiterpenoide novedoso, machikusanol (45) asi como el y-

eudesmol (46) vy el y-selineno (47) entre otros. (Wang, Kuoh, & Wu, 1996)

HO
OH (45) (46) (47)

Figura 1-19. Sesquiterpenos aislados de  Persea japonica
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1.5 Generalidades del género Ocotea.

Uno de los géneros mas importantes dentro de la familia Lauraceae, corresponde
al género Ocotea que cuenta con alrededor de 350 especies ubicadas
principalmente en América del sur y Centroamérica, en Africa principalmente en
Madagascar y con algunos reportes de su presencia en el continente europeo

como se observa en la Figura 1-20.

Figura 1-20. Distribucion geografica del genero  Ocotea.

Este género cuenta con alrededor de 200 especies, algunas de ellas son O.
amazonica, bofo, bernoulliana, chiapensis, cernua, cymbarum, elegans, glauca,
heterochroma , insularis, longifolia, macrophylla, odorata, puberula, sericea,
tenera, tomentosa, veraguensis, venosa y zoque. (Royal Botanic Gardens & Kew
and Missouri Botanical Garden, 2013) En Colombia las especies de este género
representan aproximadamente el 30 % del total de la familia, con una distribucion
en todo el territorio nacional con un total de 80 reportes en el Herbario Nacional

Colombiano. (Herbario Nacional Colombiano, 2014)

1.6 Caracteristicas morfoldgicas del género Ocotea

El género Ocotea se presenta en forma de arboles o arbustos como se observa en
O. foetens (Figura 1-21(a)) o en O. bullata (b)).
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Figura 1-21. Habitat del (a) O. foetens y (b) O. bullata

Por lo general su morfologia foliar corresponde a hojas alternas como en la O.
cernua (Figura 1-22(a)) y rara vez subopuestas pinnanervias generalmente
lanceoladas como en la O. aciphylla (b), inflorescencias paniculadas como en la O.
insularis (c) o en la O. aciphylla (d). De flores poligamodioicas o bisexuales como
se observa en la O. foetens (e), posee 6 tépalos en el caliz, 9 estambres fértiles.

El ovario se encuentra dentro del tubo del caliz y posee un estigma capitado.

Figura 1-22. Hojas de (a) O. cernua y (b) O. aciphylla , infloresencias de (¢) O. insularis vy (d)
0. aciphylla y flores de (e) O. foetens .

El fruto es una baya globosa de cupula carnosa en algunos casos endurecida
como en la O. tenera (ver Figura 1-23 (a)), la O. benthaminana (b) y la O. puberula

(c). (van der Werff & Lorea-Hernandez, 1997)



Metabolitos secundarios aislados de hojas de Ocotea heterochroma (Lauraceae 22

Figura 1-23. Frutos de (a) O. tenera, (b) O. benthaminana y (c) O. puberula.

1.7 Usos etnobotanicos del género Ocotea

Este género cuenta con un buen nimero de usos a nivel etnoboténico desde la

medicina tradicional, especies maderables y de caracter ornamental como se

observa en la Tabla 1-4:

Especie

O. lancifolia
(Fournet et al., 2007)

O. bullata
(Zschocke et al., 2000)

O. caparrapi
(Garcia Barriga, 1992)

O. veraguensis
(Balick, Atha, Canham, &
Romero, 2002)
género Ocotea (Brasil)
(Morais, Barbosa-Filho, &
Almeida, 1998)

0. quixos
(Cardenas & Salinas,
2006)

O. odorifera
(Yamaguchi et al., 2011)
O. foetens
(Lopez & Valera, 1995)

Tabla 1-4. Usos etnobotanicos de especies del gener

Forma de aplicacion
Decoccién de las hojas

Infusién de la corteza
(utilizado por los Zulu)

Aceite extraido
directamente de la
corteza.

Extracto obtenido en
copas talladas de la
madera de la especie

Infusion

Efecto

Antiparasitario

Control del dolor de cabeza, y
dolores estomacales asi como
desordenes urinarios
Efectivo contra el hormiguillo
en caballos, picaduras de
insectos y contra
enfermedades como gonorrea,
lepra, ulcera y cancer.

Febrifugo

Dolores, neuralgias, anorexia y
dispepsia

Maderable para tratamiento de la artritis, los resfriados
severos Yy la hidropesia

Tratamiento de dermatosis

Ebanisteria y carpinteria

o Ocotea
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Especie Forma de aplicacion Efecto

Pasta de corteza o raiz Inflamaciones de garganta

Interior de la corteza
mezclada con caldo de
carne

O. usambarensis
(worldagroforestry, 2009)

Manejo de abscesos, tos
ferina y sarampion

Tratamiento de malaria y
dolores de espalda
Continuacion de Tabla 1-4. Usos etnobotanicos de es  pecies del genero Ocotea

Jugo de raiz

1.8 Estudios quimicos y de actividad biologica del genero
Ocotea

El género Ocotea presenta una gran variedad de metabolitos secundarios
reportados pero existen algunos que resultan relevantes a nivel quimiotaxonomico
ya que son comunes a muchas de las especies previamente estudiadas a nivel
fitoquimico. Dentro de ellos se encuentran lignanos, neolignanos alcaloides
bencilisoquinolonicos y aporfinicos, los cuales ademas muestran una variedad de
actividades biologicas.

Los compuestos mas relevantes de cada uno de los grupos de metabolitos y en

algunos casos su posible actividad biolégica se describen a continuacion.

1.8.1 Lignanos

Estos compuestos han sido aislados en varias especies del género. En O. duckei
de donde se aislo la yangambina (48) (Monte Neto et al., 2011) un lignano con una
variedad de propiedades farmacoldgicas entre las que se cuentan antagonismo
contra el factor activador de plaquetas PAF, protector cardiovascular y efectos
analgésicos y que segun el test de Ames ademas no tiene efectos mutagénicos.
(Pereira Marques, Batistuzzo De Medeiros, Da Silva Dias, Barbosa-Filho, &
Agnez-Lima, 2003). En O. foetens se aislo un lignano furanico cuya nomenclatura
IUPAC es: 2-(2',5 ‘-dimetoxifenil) - 3 ,4 -dimetil- 5 - (3", 47, 5" -trimetoxifenil) —
tetrahidrofurano (49). (Lopez & Valera, 1995)
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Figura 1-24. Lignanos aislados de  O. duckei y O. foetens

1.8.2 Neolignanos

Estos metabolitos son considerados de gran importancia quimiotaxonomica por
gue han sido encontrados en gran numero de especies y, al igual que las especies
de la familia, también son abundantes los neolignanos tanto del subgrupo de la
burchellina como de la macrofilina. Del subgrupo burchellina como en O.
cymbarum de donde se aisl6 la burchellina misma, para la cual se demostro que
tiene actividad importante contra la enfermedad de Chagas como ya se habia
mencionado® (50) (Cabral et al., 2010). A partir de la corteza de O. porosa fue
aislado un neolignano conocido como porosina (51) (C. J. Aiba, Filho, & Gottlieb,
1973) y a partir de madera de O. catharinensis fueron aislados 10 neolignanos de
tipo burchellina entre ellos e.g. (7R,8S,1'S)-A*"*"%-3' 5'-Dimetoxi-3,4-metilenodioxi-
4'-0x0-8.1',7.0.6’-neolignano (52) y (7S,8S)-A***°"¥.3" 5-metoxi-3,4-metilenodioxi-
8.1',7.0.6’,4’.0.7’-neolignano (53) (Ishige et al., 1991) . Dentro de los neolignanos
del tipo macrofilina se encuentran ejemplos como a los aislados a partir de O.
bullata que corresponde con dos isémeros la ocobullenona (54) y la
isoocobullenona (55) los cuales difieren en la posicion del metilo en el carbono 7
(Drewes et al, 1995) y de la O. macrophylla se aislaron neolignanos
biciclo[3.2.1]octanicos de nombres ocofilol A (56), ocofilol B (57) y ocofilol C (58)
entre otros, los cuales presentaron una actividad promisoria frente al factor
activador de plaguetas PAF teniendo en cuenta su valor de I1Csy (UM) de 3.1, 3.0y

2.3 respectivamente los cuales son cercanos al compuesto control utilizado

! Ver pagina 2
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(Ginkgélido B) cuyo ICsy es de 0.93 uM. (Coy-Barrera, Cuca-Suarez, & Sefkow,
2009b).

(56) R1,R2=OCH20 R3=H
(57) R1 = R2 = OCH3 R3 =H
(58) R1 = R2= R3 = OCH3

Figura 1-25. Neolignanos aislados de especies del  genero Ocotea
1.8.3 Flavonoides

Los flavonoides no son considerados como compuestos comunes en las especies
del genero Ocotea reportandose Unicamente en frutos de O. vellosiana de donde
fueron aislados 4 flavonoides glicosidados tales como la astragalina (59), la
afzelina (60), la quercitrina (61) y la hirsutrina (62) y 3 derivados p-coumaroil de la
afzelina (63-65). (Garcez et al., 1995)

Asi mismo, a partir de hojas de O. notata fueron aislados seis compuestos
mayoritarios entre ellos isoquercitrina (66) reynoutrina (67) miquelianina (68)
quecitrina (61) y afzelina (60) junto con 4 compuestos minoritarios catequina (69),
epicatequina (70), quercetina (71) y kaempferol (72). (Garrett et al., 2012)
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(59) R = 3-D -Glu
(60) R = o-L-Ram (61) R = a-L-Ram

OH

O  (63) R4=R, = H, R3 = p-coumaroil. or (66) R=p-D-Glu
OH O (64) R4= H, Ry, = R3 = p-coumaroil. OH O (67) R = D-Xil
R.O 0 (65) Ro=H, R4 = R3 = p-coumaroil. (68) R =Acido glucoronico
3
R,0
OR;
96
HO O \\\\ OH
-R4
oy e OH ©
(69) Ri=OH R,=H (71)

(70) R1= H R2= OH

Figura 1-26. Flavonoides aislados de especies del genero Ocotea

1.8.4 Alcaloides

Los alcaloides son importantes marcadores quimiotaxonomicos tanto de la familia
Lauraceae como del genero Ocotea habiendo sido aislados de varias especies,

siendo los alcaloides bencilisoquinolinicos y aporfinicos los mas representativos.

1.8.4.1 Alcaloides bencilisoquinolinicos

Este tipo de compuestos han sido aislados en los extractos de hojas de O. duckei,
como la coclaurina (73) siendo el primer y Unico reporte de aislamiento de este
compuesto en el género Ocotea (Da Silva et al., 2002) y tanto en O. duckei como
en O. vellosiana se encuentra la reticulina (74) (Garcez et al., 1995). La reticulina
demostré en pruebas sobre ratones y ratas un potente efecto sobre el sistema

nervioso central, modificando los patrones de comportamiento y reduciendo la
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coordinacion motora (Morais et al., 1998) y como ya se habia mencionado posee
actividad vasorelajante?.
OH

/©/OH /©/OCH3

HO HO

H -

.
:

HaCO (73) HaCO (74)

Figura 1-27. Alcaloides bencilisoquinolinicos aisl ados especies del genero Ocotea

1.8.4.2 Alcaloides aporfinicos

Este tipo de compuestos han sido aislados por ejemplo en la O. macrophylla. A
partir de esta especie han sido aislados varios de estos compuestos como lo son
la (+)- nantenina (75), la (+) dicentrina (76) y la didehidroocoteina. (77) (Coy-
Barrera & Cuca-Suarez, 2009). A partir de los diferentes organelos hojas, madera,
corteza y frutos de O. vellosiana se aislaron 12 alcaloides aporfinicos algunos de
ellos son la (+)-dicentrina (76), la nordiscentrina (78), la ocoteina (79) y la
ocopodina (80) (Garcez et al., 1995). La (+)-dicentrina ha demostrado tener no
solo actividad citotoxica, sino una importante influencia frente al EGFR (Epidermal
growth factor receptor) importante factor en la biologia del cancer, dando lugar a

ruputuras del DNA de la celula infecciosa lo que produce una detencion del ciclo

celular, se observd ademas una selectividad hacia ciertas lineas celulares.
(Konkimalla & Efferth, 2010)

Rs

(78) Ry =R,=H
(79) R{=OCH3 R,=H
2 (80) R4= H Ry= OCHj

(75) R1 = R2 = OCH3, R3,R4 = OCH20, R5 =H
(76) R1,R2 = OCH20, R3,R4 = OCH20, R5 =H H3CO
(77) R1,R2 = OCH20, R3= R4 =R5 = OCH3 OCH3

Figura 1-28. Alcaloides aporfinicos aislados espec  ies del genero Ocotea

% Ver pagina 2
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1.8.5 Terpenos

Este tipo de compuestos son comunes a los aceites esenciales obtenidos de las
especies del género pero también han sido aislados de fracciones apolares de una
especie del género que resulta importante actualmente desde el punto de vista de
actividad biolégica, como lo es la O. caparrapi, cuyo aceite obtenido por incisiéon
de la corteza estd compuesto en un 70% por el sesquiterpeno nerolidol (81), este
aceite ha demostrado ser citotoxico contra lineas celulares de leucemia. Otros
compuestos presentes en este aceite son el sesquiterpeno caparratrieno (82) y los
sesquiterpenos oxigenados como el Oxido de caparrapi, el caparrapidiol y
caparrapitrol. (Palomino, Maldonado, Kempff, & Ksebati, 1996)

X

| (82)

Figura 1-29. Terpenos aislados de Ocotea caparrapi
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2.Metodologia

2.1 Recoleccion y clasificacion del material vegeta |

La especie objeto de estudio fue recolectada por parte del Grupo de Investigacion
de Productos Naturales Vegetales de la Universidad Nacional de Colombia — Sede
Bogot4 en la via Cota — Tabio. Una muestra fue enviada al Herbario Nacional
Colombiano donde el bidlogo Adolfo Jara la determino como Ocotea

heterochroma. Una muestra de la especie reposa bajo el nUmero COL 563467.

2.2 Preparacion de extractos etandlicos

Los extractos crudos se prepararon a partir de 2140 g de hojas secas por
percolacion y a partir de 3111 g corteza y 2720 g de madera secas por
maceracion, utilizando etanol al 95% como solvente de extraccion. Los extractos
etanolicos totales obtenidos de cada uno de los organelos de la especie objeto de
estudio fueron denominados Ohc H (Hojas) (100 g), Ohc C (Corteza) (140 g) y
Ohc M (Madera) (210 g) respectivamente.

2.3 Analisis fitoquimico preliminar

Con los extractos etandlicos totales, obtenidos previamente, se realizé un analisis
fitoquimico preliminar, teniendo en cuenta el protocolo establecido por Bilbao
Rodriguez. Este analisis corresponde a pruebas cualitativas, generalmente de
coloracion o precipitacion que tienen como finalidad inferir la posible presencia de

ciertos nucleos propios de metabolitos de origen natural. (Bilbao Rodriguez, 1997)

2.4 Técnicas cromatograficas convencionales

Dentro de las técnicas cromatogréaficas convencionales utilizadas se encuentran la
cromatografia en capa delgada (CCD), para lo cual se utilizaron cromatofolios de
silica gel 60 Fs4 (Merck) utilizado como fases moviles mezclas de solventes como

éter de petroleo (EDP), n-hexano (Hex), n-heptano (Hept), tolueno (Tol), acetato
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de etilo (AcOEt), acetato de isopropilo (AcOiPr), acetona (Me,CO), metiletilcetona
(MEK), metanol (MeOH) y acido formico (HCOOH). Las placas fueron reveladas
utilizando luz UV a 254 y 365 nm, vapores de |, y revelador de Hannessian
(disolucién acuosa de molibdato amonico, sulfato de cerio y H,SO,4). Para la
cromatografia en columna (CC) se utilizo silica gel 60 (0.063-0.200 mm) (Merck).
Para la cromatografia flash (CF) se us6 silica gel 60 (0.04 — 0.063 mm) (Merck).
Para la cromatografia liquida al vacio (CLV) se emple0 silica gel 60 HF ,54 (Merck).

2.5 Teécnicas cromatograficas instrumentales

Para la cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) se utiliz6 un equipo
Shimadzu Prominence en fase reversa equipado con una columna Shimadzu
Premier C18 de 100 mm x 4.6mm, 5um con un detector de arreglo de diodos
(DAD) y un detector por espectrometria de masas con analizador cuadrupolar y
una interfase de ionizacion por electrospray (ESI). Como fases moviles se uso: (A:
Acido trifluoroacético (TFA) / HOMilliQ al 0.005%, B: acetonitriio (ACN)). Se
realizaron diferentes procesos de analisis con el objetivo de optimizar el método
cromatogréfico. Para el proceso de separacion optimizado se utilizd un gradiente

de elucién como el que se observa en la Figura 2-1.

Perfil de elucion en gradiente para CLAE analitico
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Figura 2-1. Perfil de elucién en gradiente utiliza do en CLAE-DAD y CLAE-MS

Para la cromatografia de alta eficiencia a nivel semipreparativo se utilizaron como

fases moviles A: MeOH y B: H,O (TFA al 0.005%) con un gradiente de elucion
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como el que se indica en la Figura 3-2, utilizando una columna Luna C-18 de

150mm x 10mm con un detector UV de Anax €n 270 nm.

Perfil de elucién en gradiente para CLAE
semipreparativo

- //—\

N

t (min)

Figura 2-2. Perfil de elucién en gradiente utiliza  do en CLAE-UV semipreparativo

Para la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) se
utilizé un equipo Thermo Scientific Trace 1300 con una columna capilar Restek Rxi
5Sil MS de 60m, 0.25 mm ID y 0.25 pum df con un flujo de gas de arrastre (He) de 1

ml/min, con analizador de masas cuadrupolar.

Para el andlisis de los extractos apolares en n-hexano de hojas, corteza y madera
se utilizé una rampa de temperatura iniciando en 120°C y manteniéndose esta
temperatura durante 2 min luego subié a 10°C/min hasta 220 °C manteniéndose
en esta temperatura durante 11 min, luego subié a 16°C/min hasta 280 °C y
manteniéndose en esta temperatura durante 6 min. Para el analisis de las
fracciones apolares se utilizé una rampa de temperatura iniciando en 50 °C y
manteniéndose en esa temperatura durante 2 min luego subié a 10 °C/min hasta
250 °C manteniéndose en esa temperatura 6 min, luego subié a 7.5 °C hasta 280

°C y manteniéndose en esa temperatura 2 min.

La determinacién del indice de retencién linear (LRI) tiene en cuenta la ecuacion

propuesta por H. van den Dool y D.J. Kratz (Stashenko & Martinez, 2010):

tpy — €
LRI = 100n + 100 XX __Rn

trRN — trn

Donde: n = es el nUmero de atomos de carbono en la n-parafina que eluye antes

del compuesto de interés cuyo tiempo de retencion sera try, trn Y trn



Metabolitos secundarios aislados de hojas de Ocotea heterochroma (Lauraceae 31

corresponden con los tiempos de retencion de las parafinas de n y N a&tomos de

carbono que eluyen inmediatamente antes y después respectivamente.

2.6 Analisis estructural

Para el proceso de elucidacion estructural fueron utilizados los espectros de
resonancia magnética nuclear tanto de *H como de *3C asi como los experimentos
unidimensionales (DEPT 135) y bidimensionales (COSY, HMQC y HMBC)
tomados en un equipo Bruker Avance 400 MHz y un equipo Bruker Avance 300
MHz, utilizando solventes deuterados CDCl;, (CD3),CO, CD3OD. Para los
compuestos que presentaron centros asimétricos, se establecio la configuracion
relativa teniendo en cuenta las constantes de acoplamiento asi como la
comparacion con la literatura sobre estructuras similares. Para la configuracion
absoluta de los neolignanos se utilizé el método quirdptico, dicroismo circular y se
compardé con los resultados reportados para estas moléculas o algunas de

estructura similar. (Brittain, 2000)

2.7 Seleccion de extracto de trabajo por andlisisd e
perfiles por RP-HPLC-DAD

Como criterios para la seleccion del extracto de trabajo se tuvieron en cuenta los

resultados del andlisis fitoquimico preliminar asi como el perfil cromatografico por

RP-CLAE-DAD obtenido para cada uno de los extractos. Después del andlisis de

la informacion anterior (ver seccion 3.1 Resultados y Discusion) se seleccioné el

extracto de hojas (Ohc H) como extracto de trabajo del presente estudio.

2.8 Aislamiento de metabolitos del extracto etandli co de
hojas de O. heterochroma.

Se tomaron 80g del extracto etandlico Ohc H y se fraccionaron por polaridad a
través de una extraccion solido-liquido en un equipo Soxhlet, utilizando disolventes

de polaridad creciente EdP-CHCI3-AcOEt-MeOH hasta extraccion exhaustiva y
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obteniendo 4 subextractos denominados Ohc H EdP, Ohc H CHCI3;, Ohc H AcOEt

y Ohc H MeOH como se muestra en la Figura 2-3.

Hojas
| 21409 |

l

Percolacion

l

Extracto etanolico total
por percolacién 80 g

Soxhlet

l l l l

Ohc H EDP Ohc H CHCI, Ohc H AcOEt Ohc H MeOH
A B C D
11.29 6949 10.8¢g 299

. | |
Ohc A M1-M4 Ohc 1-4 Ohc 5-9

Figura 2-3. Fraccionamiento inicial de Ohc H por p  olaridad

Posteriormente se realizo un estudio cromatografico en CCD sobre cada uno de
los extractos determinandose las fases moviles asi como la metodologia a utilizar

en cada caso.

2.8.1 Fracciones apolares obtenidas del extracto Ohc HEd P

A partir de los 11.2 g del extracto Ohc H EdP (que se denominara subextracto A)
fueron obtenidas 4 fracciones de caracter apolar, solubles en n-hexano que fueron
analizadas por CG-EM. Teniendo en cuenta el estudio cromatografico en CCD se
realizd sobre el extracto A un fraccionamiento inicial por medio de una CLV con
fase movil tol y en polaridad creciente con AcOEt hasta 100% de AcOEt,
obteniéndose 9 fracciones. La fraccion Al (1.7 g) fue fraccionada nuevamente por
medio de una CC con fase movil EdP y en polaridad creciente con AcOEt hasta
100% de AcOEt obteniéndose 5 fracciones. A partir de la fraccion A 1.1 (188 mg)
por cromatografia sucesiva como se indica en la Figura 2.4 fueron obtenidas 2
fracciones depuradas denominadas Ohc A M1 — Ohc A M2.

Asi mismo a partir de la fraccién A 1.3 (369.8 mg) por cromatografia sucesiva fue

obtenida la fraccion Ohc A M3. La Figura 2-4 corresponde al diagrama de flujo de
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fraccionamiento del extracto A y la obtencién de las fracciones depuradas
denominadas Ohc A M1- Ohc A M3 .

A Al
Ohc H EDP
tol-AcOEt (98:2)
9frs cc
EdP-AcOEt (10:0 a 0:10)
5frs
Al1l
Al13
58 360.8mg
cC
EdP-AcOEt (10:0 a 0:10) CcC
7frs ALL151 Tol-AcOiPr (10:0a 0:10)
Sy 10frs
52.6mg > OhcA M1 o
AL15 ce 476mg
- hex — ACOEt (95:5)
80.2mg
7 frs cc
hex — ACOEt (95:5)
A1.155
127mg > Ohc A M2 4frs

A1351

223mg =———> OhcA M3

Figura 2-4. Diagrama de flujo de fraccionamiento d el extracto A.

2.8.2 Metabolitos aislados del extracto Ohc H CHCI 3

A partir del subextracto obtenido en CHCI; (denominado B) fueron aislados 4
metabolitos denominados Ohc H1 — Ohc H4. Teniendo en cuenta el estudio
cromatografico en CCD el extracto B se fracciono inicialmente por medio de una
CLV con EdP y en polaridad creciente con AcOEt hasta 100% de AcOEt

obteniéndose 21 fracciones.

En la fraccién B2 se observo la presencia de un sélido blanco de 26.4 mg el cual
se purifico por CC con diferentes fases mdviles hasta obtener el compuesto
denominado Ohc H1.

La fraccion B4 (516.5 mg) se fracciond por medio de una CF con fase mdvil tol-
AcQOiPr (9:1) y 4% de MeOH obteniéndose 3 fracciones de la fraccion B4.2 (134.3
mgq) fue purificada utilizando CC con una fase movil tol-AcOiPr (95:5) y 4% de
MeOH hasta obtener una fraccion B4.2 (25 mg) que presenta un compuesto
mayoritario denominado Ohc H4 que fue purificado utilizando un sistema CLAE-

semipreparativo, obteniéndose 2 mg de compuesto mayoritario de interés.
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La fraccién B7 (324 mg) se fraccion6 por medio de una CF con fase mévil EDP:
AcOEt (9:1) hasta 100 % de AcOEt obteniéndose 4 fracciones. La fraccion B 7.3
(92.9 mgq) fue purificada utilizando CF, CC y CCDP hasta obtener 17.6 mg del
compuesto Ohc H2 y 7.8 mg del compuesto Ohc H3. Asi mismo la fraccion B 7.4
(102 mg) utilizando CF y CC fue purificada hasta obtener 32.9 mg de un
compuesto con Rf y datos espectroscopicos idénticos al compuesto Ohc H2. La
Figura 2-5 describe el fraccionamiento y purificacion de los compuestos Ohc H1 a
Ohc H4.

B
Ohc H CHCl 5 >
6.99 cLy
EdP:AcOEt (98:2)
21frs
B2 B4 B7
26.4mg 516.5mg 324 mg
CF CF
cc Tol-:AcOiPr (9:1) EdP-AcOEt (9:1)
| Tol:AcOiPr MeOH (4%) 4frs
(10:0a0:10) 3frs
5frs
B4.2 B7.3 B7.4
B2.2 134.3mg 92.9mg 102 mg
17.3 mg
CcC '?Ci AcOiPr (95:5) o cF
0l-ACOIPT (35 Tol:AcOiPr (95:5 : i :
EdP-ACOEt MeOH (4%) Sirs ©59 4 DLACOIPI (95:9)
(95:5) 3frs A
2frs s
B4.2.2 59.9 mg 58576452
25mg S
B221 cc cc
8.1mg HPLC CH,Cl,-MeOH (95:5)
Semipreparativa 5 frzs : (gegtl,)AcOZEftr;\/I eOH
Fase A: MeOH J/ L \ -
. Fase B: H,O(TFA 0.005%) A B7.4.2.1
T \ B7.3.4.2 B7.3.4.3 3P0 9 mg
Ohc H4 19.2 mg 16.6 mg
2mg ccop V,
- CH,Cl,-(CH3),CO (99:1) -Ohc H2
3frs
B7.3.4.2-3.1 B7.3.4.2-3.2
17.6 mg 7.8mg
7 J
OhcH2 Ohc H3

Figura 2-5. Fraccionamiento y purificacion de los compuestos Ohc H1 — Ohc H4.

2.8.3 Metabolitos aislados del extracto Ohc H AcOEt

A partir del subextracto obtenido en AcOEt denominado C fueron aislados 5
metabolitos denominados Ohc 5 — Ohc 9. Teniendo en cuenta el estudio
cromatografico en CCD se fracciono inicialmente el extracto C por medio de una
CLV con fase mévil EAP:AcOEt:AcOiPr (2:1:1) en polaridad creciente hasta 100%
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de AcOiPr obteniéndose 7 fracciones. La fracciéon C3 con 5.219 g se fraccioné por
medio de una CF con fase mévil Hex:AcOEt:MeOH (5:4:1) en polaridad creciente
hasta 100% de MeOH obteniéndose 8 fracciones. La fraccion C 3.4 (833.1 mg)
fue purificada por CF, CC y CCDP utilizadas en forma sucesiva hasta obtener los
compuestos Ohc 5 (6 mg), Ohc 6 (9.4 mg) y Ohc 7 (17 mg). Asi mismo la
fraccion C 3.5 (1.374 g) fue fraccionada utlizando tanto CF, CC y CCDP
obteniéndose los compuestos Ohc 8 (13.3 mg) y Ohc 9 (6.2 mg). La Figura 2-6
muestra el procedimiento de fraccionamiento y purificacion de los compuestos
Ohc 5- Ohc 9.

c3
52139
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........ s 3518
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14571) {&5:1) i
F =0
¥ | ToAcomraacH )
OO
| o353z
1343 myg
. cC
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= CHCIME0H(ET) HOOoH
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| one He ﬁi—-l {'.31,53:433.2.3.4.1 e OO0 g Aliva
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Figura 2-6. Fraccionamiento y purificacion de los compuestos Ohc H5 — Ohc H9.
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2.9 Modelamiento y Docking Molecular de neolignanos

2.9.1 Modelamiento molecular a nivel DFT

Una busqueda conformacional aleatoria Monte-Carlo, sin ningun tipo de
restricciones geométricas, se hizo mediante parametrizacion semi-empirica AM1
(Dewar, Zoebisch, Healy, & Stewart, 1985) incluido en el software SPARTAN con
un limite de 500 conférmeros y utilizando el campo de fuerza molecular (MMF) de

Merck implementado en el paquete del software.

Los conférmeros energéticamente mas estables, dentro de un rango energético de
6 kcal/mol, fueron optimizados a nivel DFT mediante el uso de la combinacion del
funcional B3LYP y el grupo de bases 6-31+G* (Becke, 1993). Después de la
optimizacion DFT, un conjunto de conformaciones (con energias no mas de
aproximadamente 3 kcal/mol por encima de la estructura energéticamente mas
baja) se consideraron para el analisis de la poblacion de Boltzmann. Las
conformaciones restantes fueron descartadas porque estaban duplicadas o tenian
alta energia. Por lo tanto, de acuerdo con el andlisis de la poblacion de Boltzmann,

se obtuvieron entonces los conférmeros mas estables.

2.9.2 Andlisis por Docking

Los experimentos de docking molecular se realizaron con el plug-in Autodock/Vina
(1.1.2) para PyMOL (1.3r2) bajo entorno Python 2.5.2 en Windows (Seeliger y de
Groot). Las coordenadas de la estructura cristalina de Rayos-X de la enzima
objetivo (receptor PAF) se obtuvieron a partir del modelo homdlogo reportado de
una proteina G (GPCR) importada del Protein Data Bank RCSB (Codigo PDB:
1L9H). A la enzima se le agregaron los atomos de hidrégeno y las moléculas de
agua. Las moléculas de ligando se optimizaron como se describié en la seccién
anterior. El experimento de acoplamiento en la enzima se llevo a cabo entre el
ligando minimizado a través de un cubo en el centro geométrico del ligando nativo

presente en la estructura PDB evaluada, con las dimensiones 24x24x24 A, que
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cubre el sitio de union del ligando con un espaciado de rejilla de 0,375 A. Las
poses de acoplamiento se clasificaron de acuerdo a sus puntajes de docking
(como la energia libre de acoplamiento o afinidad) y tanto la lista clasificada de
ligandos acoplados y sus correspondientes poses de docking se exportaron como
un archivo CSV para su posterior analisis. Cada evaluacion se hizo 10 veces. Los
valores de RMSD no superaron los 1,2 A. Como control del estudio in silico se

utilizé ginkgolido B.

Los datos de acoplamiento molecular y de actividad inhibitoria, fueron
correlacionados mediante la construccion de una grafica con los datos
logaritmicos de concentracion inhibitoria media (pIC50) con los datos logaritmicos
de constante de afinidad (pKi), cuyo valor de Ki fue calculado mediante la
ecuacion K; = e““R" donde R (constante de los gases) es 1.98 cal*(mol*K) ™y T
(temperatura) es 298.15 Kelvin. (Shityakov & Forster, 2014)

2.9.3 Modelamiento Farmacoférico

El modelamiento farmacoférico se realiz6 en el programa Discovery Studio 2.0
(Accelrys®, San Diego, USA). En este programa las moléculas se importaron
separadamente como archivos .mol2 previamente optimizadas a nivel DFT. Una
vez importada, se definieron las caracteristicas moleculares de cada una a través
del algoritmo para modelamiento farmacoférico del software, identificando los
centros de los farmacaoforos posibles. Una vez el modelo fue obtenido, la molécula
se acoplé nuevamente al sitio activo de la enzima PTR1, para luego identificar si
los farmacaoforos descritos influian en las interacciones residuales del complejo en
ese sitio activo. Ademas, se utilizd el programa Ligand Scout para analizar tales

interacciones para establecer el modelo farmacoforico adecuado.
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3.Resultados y Discusion

3.1 Seleccidén del extracto de trabajo

A partir del material vegetal como se indica en el literal 2.3 se obtuvieron los
extractos etandlicos totales de los tres organelos a los que se tuvo acceso
correspondientes a las hojas, corteza y madera de la especie de interés Ocotea
heterochroma. Para establecer el extracto de trabajo se tuvieron en cuenta tanto
los resultados del analisis fitoquimico preliminar como los del analisis
cromatografico por FR-CLAE-DAD.

3.1.1 Anadlisis fitoquimico preliminar

El andlisis fitoquimico preliminar tiene como finalidad inferir sobre la posible
presencia de algunos nucleos tipicos de metabolitos de origen natural entre ellos,
alcaloides, flavonoides, taninos, etc. Se realizaron por lo tanto pruebas de
coloracion/precipitacion (Bilbao Rodriguez, 1997) sobre los tres extractos
etanolicos denominados Ohc H (hojas), Ohc C (corteza) y Ohc M (madera). Los

resultados se encuentran relacionados en la Tabla 3-1.

Grupo de Prueba Ohc H Ohc C Ohc M
compuestos
FeCls; + + +
Taninos Acetato de plomo + + +
Gelatina — sal - + +
Sesquiterpen
lactonas Hidroxamato férrico + + -
Cumarinas _
Erlich = - -
Glicosidos B! i " ’
Cardiotonicos Molish ) : +

Tabla 3-1. Resultados de la marcha fitoquimica prel  iminar sobre Ohc H, Ohc C y Ohc M
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Grupo de

Prueba Ohc H Ohc C Ohc M
compuestos
Saponinas Espuma + + +
Shinoda - - -
Flavonoides
Rosenhein - + -
Borntrager — Krauss - - =
DRleges Comportamiento + i _
como donor de e-
Valser + - +
Mayer - - +
Alcaloides
Dragendorff - - +

1
1
+

Reinekato de amonio

Resultado (+) indica obtencién del precipitado esperado o de la coloracion reportada en literatura y (-) indica

no reaccion o cambio en la muestra analizada

Continuacion de Tabla 3-1. Resultados de la marcha  fitoquimica preliminar sobre Ohc H,
Ohc CyOhc M

Como es posible observar en la Tabla 3- existen dentro de estas pruebas de
coloracion, algunas que corresponden a metabolitos comunes a la gran mayoria
de las plantas como saponinas y taninos encontrdndose que los extractos
evaluados evidencian una respuesta positiva a estas pruebas. Se debe tener en
cuenta que la prueba para determinar la posible presencia de taninos corresponde
a la reaccion con FeCl; reactivo que genera una prueba positiva no solo para
taninos sino para compuestos polifendlicos en general. Se obtuvieron ademas
pruebas positivas en la reaccion de Baljet y la prueba del hidroxamato férrico Gtiles
en la determinacion de glicosidos cardiotonicos y sesquiterpenlactonas,
respectivamente, lo que indica la posible presencia de metabolitos con anillos tipo
lactona en su estructura. En cuanto a la determinacion de alcaloides se
encontraron pruebas positivas para los diferentes grupos en el extracto de
madera, mientras que en el extracto de hojas solo fue positiva la prueba de
Draggedorff mientras que todas las pruebas fueron negativas en la corteza, lo que
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indica que el Unico extracto que posiblemente posee este tipo de compuestos es el
de madera. Asi mismo, se evalud la presencia de flavonoides, encontrandose
pruebas negativas de Shinoda y de Rosenhein en la mayoria de los extractos lo
cual puede deberse a que se presenten interferencias en los extractos crudos, lo
cual se corrobord al realizar dichas pruebas sobre el subextracto soluble en
acetato de etilo [Ohc H AcOEt (C)], obteniendo resultados positivos. En este caso,
sobre el extracto C se realizé ademas un estudio cromatografico en CCD revelado
con vapores de NH;3; que reacciono fuertemente. Todas las pruebas realizadas
estan de acuerdo con la revision bibliogréafica realizada sobre la familia Lauraceae,
esta revision indica que las especies dentro de ella son generalmente ricas en
alcaloides como es el caso de la Ocotea lancifolia de donde fueron aislados trece
alcaloides becilisoquinolinicos (Fournet et al., 2007), asi como en compuestos con
anillos tipo lactona como las lactonas aisladas de Litsea japonica (Min et al., 2003)

o los butandlidos aislados de Cinnamomum subavenium. (Chen et al., 2007).

3.1.2 Andlisis de extractos etandlicos por FR-CLAE-DAD

Se obtuvieron los perfiles cromatogréaficos de cada uno de los extractos etandlicos
observandose que el extracto Ohc H, (correspondiente al extracto de hojas),
presenta mayor cantidad de sefiales cromatogréficas y, por lo tanto, se considero
un mejor perfil en términos de cantidad de metabolitos detectados en comparacion
con los extractos de corteza (Ohc C) y madera (Ohc M) como se observa en la
Figura 3-2. Esto puede deberse tanto a la riqueza metabdlica en las hojas de la
especie como a la presencia de metabolitos que absorben en UV teniendo en
cuenta el detector utilizado. Resulta también importante tener en cuenta que el
proceso de molienda con las hojas permite tamafios de particula menores que los
obtenidos con la corteza y la madera, debido esto a la naturaleza de la muestra, y
el tamafio de particula interviene directamente en la eficiencia de la extraccion. Se
observa ademas que los compuestos presentes en el extracto de hojas, teniendo
en cuenta sus valores de tiempo de retencion, presentan un rango mas amplio de
polaridades que los compuestos presentes en el extracto de corteza y, ain mas,

gue los compuestos presentes en el extracto de madera.
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Figura 3-1. Perfiles cromatograficos de los extrac  tos etandlicos de hojas, corteza y madera
de O. heterochroma por RP-CLAE-DAD.

Al ampliar la region comprendida entre 16 y 22 min se presentan alrededor de
nueve sefiales comunes a los tres extractos con idéntico tiempo de retencion,
entre los que se observan tres picos relevantes en tiempo de retencién de 18.22

min, 19.08 min y 19.36 min que resultan ser sefiales mayoritarias en los tres
extractos analizados (ver Figura 3-2).

Commn )

18.22 min

19.08 min

21.72 min

17.02 min 20.76 min

16.03 min 19.36min 20.98 min | 21.98 min

16 17 8 19 20 21 22
tiempo

Figura 3-2. Ampliacion de los perfiles cromatograf

icos de hojas, corteza y madera entre 16 y
22 min.

Teniendo en cuenta tanto los resultados del analisis fitoquimico preliminar como
los resultados del perfil cromatografico de cada uno de los extractos se decidio

seleccionar como material de trabajo el extracto de hojas (Ohc H) que presenta la
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mayor cantidad de metabolitos detectados en comparacion, teniendo en cuenta el

objetivo general del presente trabajo.

3.2 Analisis de fracciones apolares por CG-EM

Las fracciones provenientes del extracto A, denominadas Ohc A M1- Ohc A M4,
segun un estudio cromatografico previo en CCD vy revelado con vapores de I,
indicaban relativa complejidad para lograr el aislamiento de los metabolitos por
CCDP y ademas se obtenian pequefias cantidades, no obstante teniendo en
cuenta su alta solubilidad en n-hexano fue posible analizar dichas mezclas por
CG-EM, mediante el programa de temperatura descrito en el literal 2.5,
correspondiente a las mezclas, obteniéndose los resultados relacionados en la
Tabla 3-2:

lones
#  Tret Integracion caracteristicos L.R.I. | L.R.L.
pico  (min) relativa (%) m/z (int.rel.%) calc rep
experimental
Ohc A M1
151 (100) 416 (54)
1 3359 98 150 (24) 191 (21) - 3036 y-tocoferol
Ohc A M2
94 (100) 106 (85)
1 26.86 15 91 (71) 105 (60) 2027 | 2034  kauren-15-eno
119 (37)
91 (100) 105 (88)

2 27.65 99 79 (61) 81 (65) 257 2053 2043 kauren-16-eno
(52)
Ohc A M3

71 (100) 55 (10) 57

(9,4) 82 (8,3) 69

(7,8) 123 (6,1) 72
(5,3)

Tabla 3-2. Resultados del andlisis por GC-MS de mue stras apolares obtenidas del extracto A

Determinacion

1 25.27 96 1869 1899 Isofitol

La identificacion de los compuestos se realizd teniendo en cuenta la libreria
interna del equipo (NIST) asi como la determinacion de su indice de retencion
lineal (LRI), encontrdndose en una de ellas la presencia mayoritaria del diterpeno

kauren-16-eno (82) aunque en mezcla con su is6mero kauren-15-eno (83). Este
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tipo de compuestos de caracter apolar han sido encontrados previamente en otras
especies del género Ocotea, en donde se refieren al kaureno en la forma de su
isbmero mas abundante es decir kauren-16-eno. Ejemplo de ello es la Ocotea
floribunda cuyo aceite esencial esta compuesto principalmente de kaureno con
aproximadamente un 37% de su composicion(Takaku, Haber, & Setzer, 2007).En
el caso de Ocotea acutifolia se presenta como un componente minoritario con un

1.7 % de su composicion (De Lima Silva et al., 2013)

(82) (83)

Figura 3-3. Estructura de los diterpenos kauren-16  -eno y kauren-15-eno

Los kaurenos son de importancia para la planta por ser intermediarios en la
produccion de giberelinas, consideradas como hormonas vegetales que inducen el
crecimiento (Avalos et al., 1999). Los compuestos derivados de los kaurenos han
sido estudiados por su potencial actividad citotéxica especialmente cuando se
encuentran oxigenados como es el caso de los compuestos acido ent-kaur-16-
eno-19-oico, el ent-3p-hidroxikaur-16-eno, ent-kaur-16-en-3a,19-diol y el &cido ent-
17-hidroxikaur-15-en-19-oico los cuales resultaron promisorios y especificos para
algunas de las lineas celulares de cancer de prostata analizadas teniendo en

cuenta sus valores de ICsp. (Henry et al., 2006)

De las restantes dos mezclas ambas presentan como caracteristica la presencia
de un compuesto mayoritario identificado; en el caso de la Ohc A M1 corresponde
con el y-tocoferol (85), compuesto importante en la dieta humana, presente
principalmente en semillas de soya y maiz (Christie, 2014), que presenta potencial
accion antiinflamatoria asi como una accion citotéxica proapoptotica. (Reiter,
Jiang, & Christen, 2007)
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En la Ohc A M3 se encontrd el isofitol (84), como uno de los compuestos
mayoritarios, compuesto que no ha sido previamente aislado o reportado en
especies de la familia Lauraceae. Se encuentra presente en las hojas de la
especie Ginkgo Biloba (Ginkgoaceae) de donde fue aislado junto con otros
compuestos conocidos como el nerolidol, linalool y algunos esteroles,
encontrandose interacciones sinérgicas en mezcla como antibacteriano frente a
Salmonella entérica. (Tao, Wang, & Kong, 2013).

WV 0

Figura 3-4. Estructura de isofitol y el  Yy-tocoferol

Los cromatogramas de cada una de las fracciones analizadas asi como los
respectivos espectros de masas se encuentran en el anexo A. Los extractos
etanolicos de corteza (Ohc C) y madera (Ohc M) fueron extraidos con n-hexano
asistido con ultrasonido y analizados posteriormente por GC-MS obteniéndose los

siguientes resultados:
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Figura 3-5. Cromatograma del extracto en n-hexano  del extracto de corteza de O.
heterochroma y estructuras de los compuestos determ inados.
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lones
# | Tret Integracion | caracteristicos @ L.R.l. | L.R.L
pico (min) relativa (%) @ m/z (int.rel.%) calc rep
experimental
161(73), 119
(87) 105 (99) 93
(25) 91 (55) 204

Determinacion

1 10.84 2.20 1404 1376 a-copaeno (86)

(30)
93 (100) 119
trans-a-
2 11.47 1.43 (90) 69 (50) 77 1452 1430 | o ieno (87)
(33) 91 (30) g
132(100)

3 12.02 1.17 119(95) 105 (65) 1494 1524  q-curcumeno (88)
91(50) 202 (50)
161 (100) 119
(80) 105 (73) 91
(59) 134 (42)
204 (35)
161 (100) 119
(82) 105 (60) 93
(35) 189 (35)
162 (35)
183 (100) 168
(48) 198 (41)
153 (27) 152
(21) 81 (21)

4 | 12.60 0.74 1540 1469 @ (+)-d-cadineno (89)

5 14.35 1.99

1632 1598 agarospirol (90)

6 14.84 1.87 1648 1706 cadaleno (91)

81 (100) 67 (99) 9,12-
7 2541 0.83 95 (60) 55 (54) 2082 2193 octadecadienoato
82 (49) 96 (34) de etilo (92)
105 (100) 107
8 | 29.07 32.96 (81) 91 (77)95 2280 sitosterol (93)
(77) 81 (68)
Componentes identificados (%) 4 3.19%

Tabla 3-3. Compuestos determinados en el extracto e  n n-hexano de Ohc C.

Como se puede observar, tanto en la Tabla 3-3 y en la Figura 3-3, el compuesto
mayoritario del extracto en n-hexano del extracto etandlico de corteza,
corresponde al sitosterol (93), con un 32 % de la composicién del extracto,
mientras que los deméas componentes identificados corresponden a componentes
minoritarios. Entre ellos cinco sesquiterpenos, un sesquiterpeno oxigenado y un

derivado de &cido graso.
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Para el extracto en n-hexano del extracto etandlico de madera (Ohc M) se

obtuvieron los siguientes resultados:

0
1 ©)Lo/\© 2543 o
2081 A~
(98) WLO
, (96) (100)
0

7 (87) I A~
§o 7 99 WV\WOV
g (99) 4 (92) 70
2 (97) |
@
£ 4
@Q
& 16.33 28,01

(95) 14.70
’ @4 | ‘ | 205 3304
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Figura 3-6. Cromatograma del extracto en n-hexano  del extracto de madera de O.

heterochroma y estructuras de los compuestos determ inados
lones
# | Tret Integracion caracteristicos L.R.I.  L.R.L

pico | (min) relativa (%) m/z (int.rel.%) calc rep PEEmlEEe

experimental
91 (100) 105 (90)

1 1203 075 79 (59) 93 (59) 1495 1444 Arom"’z‘;i;‘dreno
107 (51) 55 (41)
93 (100) 119 (86) —

2 |1261| 076 o1 (44) 69 (40) 1541 1500
107 (34) 77 (31)
161 (100) 122
(93) 107 (84) 91 a-panasinsen
(40) 105 (39) 81 1296 1416 (95)
(32) 93 (29)
157 (100) 142
(64) 156 (21)115
(19) 200 (17) 158
(11) 128 (9)
81 (100) 161 (66)
5 1489 423 03 (59) 67 (58) 1650 1647

bergamoteno (87)

3 12.79 1.02

4 12.99 0.83 1571 1547 @ a-calacoreno (96)

eudesm-7(11)-en-

189 (57) 204 (51) 4-0l (97)

105 (100) 91 (51)

77 (35) 212 (16) benzoato de
6 |1633| 351 104 (14 65 (12) | 1696 | 1763 | 2 e

51 (12)

Tabla 3-4. Compuestos determinados en el extracto e  n n-hexano de Ohc M.
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lones
# | Tret Integracion | caracteristicos @ L.R.l. | L.R.L
pico (min) relativa (%) @ m/z (int.rel.%) calc rep
experimental
88 (100) 101

Determinacion

(56) 55 (21) 89 hexadecanoato de
7 20.81 13.15 (17) 69 (15) 57 1892 1978 etilo (99)
(14)

88 (100) 101

(56) 55 (19) 73 heptadecanoato de

8 23.78 0.64 (14) 57 (18) 89 2051 2077 etilo (100)
(17) 69 (16)
67 (100) 81 (96) 9,12-
9 2543 10.89 95 (74) 55 (50) 2082 2193 octadecadienoato
82 (45) 68 (33) de etilo (92)
Componentes identificados (%) 35.78 %

Continuacion de Tabla 3-4. Compuestos determinados en el extracto en n-hexano de Ohc M.

Como se puede observar en la Figura 3-4 y en la tabla 3-4, los componentes
mayoritarios del extracto en n-hexano del extracto etandlico de madera
corresponden a esteres de acidos grasos. Un 24.04% de la composicién se
encuentra representada entre el hexadecanoato de etilo y el 9,12-
octadecadienoato de etilo. Los restantes componentes identificados son
minoritarios, entre los que se encuentran 4 sesquiterpenos, un sesquiterpeno

oxigenado, un derivado del acido benzoico y un éster derivado del 4cido graso.

Los extractos analizados presentan como compuestos identificados comunes el
sesquiterpeno trans-a-bergamoteno y un derivado del acido graso, el 9,12-
octadecadienoato de etilo. Algunos de los compuestos identificados se han
encontrado en fracciones apolares y aceites esenciales de otras especies dentro
de la familia Lauraceae y el género Ocotea. Tal es el caso del a-copaeno, el cual
se ha identificado en el aceite esencial de especies de la familia como Litsea
neesiana (0.08 %), Litsea pringlei (1.44 %), Cryptocaria mandioccana (2.87 %). En
especies del género, este componente posee mayor porcentaje en la composicion,
como en el caso de la O. holdrigeana (5.2%) y la O.brenesii (21.1%). El &
cadineno también ha sido identificado en hojas y corteza de Beilshmiedia madang

con un 17% y 20.5 %, respectivamente, siendo los compuestos mayoritarios de



Resultados v discusion 48

dichos aceites. Este mismo comportamiento se presenta en el extracto soluble en
n-hexano de las hojas de Nectandra amazonum donde el d-cadineno tiene un 30%

de la composicion.

Algunos otros componentes que se refieren en la literatura son el aromadendreno,
presente en un 0.1 % en el aceite esencial de hojas de O. whitei, el a-calacoreno,
presente en un 3.8 % en el aceite esencial de hojas de O. brenessi. A pesar de
gue el eudesm-7(11)-en-4-ol no ha sido reportado en aceites esenciales ni
extractos de la familia Lauraceae o del género Ocotea, si se han encontrado otros
derivados como el y-eudesmol y el B-eudesmol presentes en O. valeriana y en una
especie de Ocotea sp. (Jimenez Perez, Lorea-Hernandez y Jankowski) (Salleh,
Ahmad y Yen) (Cuca Suarez, Ramos y Coy Barrera) (Telascrea, de Araujo y
Marques) (Cuca-Suarez, Ramos, & Coy-Barrera, 2013; Jiménez-Pérez, Lorea-
Hernandez, Jankowski, & Reyes-Chilpa, 2011; Salleh, Ahmad, & Yen, 2014;
Telascrea et al., 2007)

3.3 Andlisis estructural de metabolitos aislados

Los metabolitos aislados se clasificaron en dos grupos, los compuestos Ohc H1-
H4 son neolignanos o compuestos relacionados, y los compuestos Ohc H5- H9
son de nucleo flavonoide. Los neolignanos han sido previamente aislados en
diferentes especies tanto del género Ocotea como de la familia Lauraceae,
mientras que los flavonoides no son tipicos en este género, pero presentan

estructuras similares a las reportadas previamente (ver literal 1.7.3).

3.3.1 Compuesto Ohc H1

El compuesto Ohc H1 fue aislado como un sélido blanco soluble en CHCI3, que
revela con vapores de I,. El espectro de RMN 'H (Figura 3-7) del compuesto
presenta sefales en la regibn aromatica entre &y 6.8 ppm y &4 7.5 ppm

correspondientes a protones sobre el anillo aromatico y entre &y 6.2 ppmy oy 7.8
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ppm correspondientes a protones sobre carbonos olefinicos, asi como en la region
alifatica entre dy 1.6 ppm y & 4.2 ppm correspondientes a los protones sobre

metilo alifatico y metileno sobre heteroatomo.

CHO34.5'2.3.1
CHCI3 4.5'.2.3.1, 5mg, ProdNaturalesLEQK
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Figura 3-7. Espectro RMN 1H compuesto Ohc H1

La estructura del compuesto Ohc H1 fue determinada teniendo en cuenta los
datos de RMN *H y *3C unidimensional, comparacién con la literatura y analisis por
FR-CLAE-DAD-MS encontrandose que corresponde con el p-hidroxicinamato de
etilo (101) que comparte junto con los lignanos y los neolignanos un precursor
comun, el acido p-hidroxicinnamico (Dewick, 2009). Como producto natural ha sido
reportado en especies de familias diferentes a la familia Lauraceae, e.g. en el
extracto etandlico de hojas de la especie Atractylodes macrocephala

(Compositae). (Peng et al., 2011)

HO )
8

5 % o -7
o) (101)

Figura 3-8. Estructura del compuesto Ohc H1

La Figura 3-9 muestra una ampliacién del espectro de *H del compuesto Ohc H1.

En la regidon aromatica se observan dos dobletes en &y 6.84 ppm (d, J = 8.6 Hz,
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2H-6,8) y &y 7.43 ppm (d, J = 8.6 Hz, 2H-5,9) que corresponden a los hidrogenos
aromaticos homotopicos de un anillo aromético disustituido en para. Se observan
dos dobletes en oy 6.30 ppm (d, J = 16 Hz 1H-8) y &4 7.62 ppm (d, J = 16 Hz 1H-7)
caracteristicos por su constante de acoplamiento de hidrogenos olefinicos en

posicion trans.

CHCI3 4.5'2.3.1
CHCI3 4.5'.2.3.1, 5mg, ProdNaturalesLEQK
o3 550
24 de Julio de 2013
500
[ [
/ /
/’ / 7 T 450
| [ | I
[ ! ! ! 400
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300
= 24 = o 250
200
150
100
l\__,J \'M J X
) U,
T T T T
2 H H ] -

78 77 76 75 74 73 72 71 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 63 62
1 (ppm)

Figura 3-9. Ampliacion del espectro de 1H del comp  uesto Ohc H1 desde &H 6.3 a dH 7.7
ppm.

La Figura 3.10 corresponde con una ampliacién del espectro de RMN *H del
compuesto Ohc H1 en la region alifatica donde se observa una sefial en &y 4.19
ppm (t, J= 6.7 Hz, 2H-1") que corresponde con un metileno unido a un
heteroatomo y la sefiale en &4 1.69 (m, 3H-2") correspondientes al metilo alifatico

del etilo. (Espectro de **C del compuesto Ohc H1 ver anexo B.2).

CHCI3 4.5.2.3.1
CHCI3 4.5.2.3.1, 5mg, ProdNaturalesLEQK
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Figura 3-10. Ampliacién del espectro de 1H del com  puesto Ohc H1 de &H 1.0 a &H 4.3 ppm.
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Para confirmar la estructura planteada asi como analizar la pureza del compuesto
se analizé por FR-CLAE-DAD-MS bajo las mismas condiciones cromatograficas
utilizadas para realizar los perfiles de los extractos etandlicos totales de hojas,
corteza y madera, encontrando que el compuesto Ohc H1 posee un tiempo de
retencion de 17.04 min (Figura 3-11).

T = 17.04 min

Tiempo de retencién (min)

Figura 3-11. Cromatograma en FR-CLAE-DAD de Ohc H1

El espectro de masas correspondiente al pico con tiempo de retencion en 17.04

min presenta el ion pseudomolecular esperado en m/z = 193.
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Figura 3-12. Espectro de masas para el compuesto O  hc H1.
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3.3.2 Compuesto Ohc H2

El compuesto denominado Ohc H2 se aisl6 como un liquido amarillo que revela
fuertemente con vapores de I, y con revelador de Hannessian (Pirrung). El
espectro UV-vis de Ohc H2 indica Anax €n 256 y 285 nm obtenido por medio del
detector DAD del sistema CLAE.

El espectro IR tomado en disco de KBr, en un equipo Nicolet iS10 Spectrometer
Thermo Fisher Scientific, muestra las bandas caracteristicas e.g. las bandas en
3074 cm™ que corresponden con el estiramiento =C-H en alquenos
monosustituidos, entre 2850 y 2950 cm™ estiramiento de enlaces C-H alifatico
tanto metilos como metilenos, en 1647 cm™ la sefial del carbonilo de cetona y

sefiales alrededor de 1200 cm™ correspondientes a estiramientos C-O.
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Figura 3-13. Espectro IR del compuesto Ohc H2

El espectro de RMN *H (Figura 3-14) del compuesto Ohc H2 presenta sefiales que
integran para 30 protones, encontrdndose sefiales caracteristicas en la region
aromatica en &y 6.78 ppm (s, 2H-2,6) correspondiente a dos protones homotopicos

dentro de un anillo aromatico tetrasustituido, en la region entre oy 5.0 ppm y &y 6.0
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ppm se encuentran las sefiales caracteristicas del vinilo terminal, entre oy 3.0 ppm

y o4 4.0 ppm las sefales tipicas de grupos metoxilos y la region entre oy 1.2 ppm y

oy 3.0 ppm que corresponde con la region alifatica donde se encuentran las

sefales de los grupos metilo y metileno.
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Figura 3-14. Espectro de RMN ‘H del compuesto Ohc H2.

Teniendo en cuenta la revision bibliografica realizada se sabe que las especies del
género Ocotea y de la familia Lauraceae son ricas en neolignanos de nucleo
burchellina, siendo uno de los nucleos de este tipo de compuestos el conocido
como furociclohexanonas, las cuales poseen una estructura base que cuenta
generalmente con un anillo de benceno sustituido por grupos metoxilo y/o
metilenodioxi, presenta sustituyentes alilicos y cetonas ciclicas tanto saturadas
como insaturadas, (algunos de estos compuestos se observan en las Figuras 1-12
y 1-23). La estructura del compuesto Ohc H2 fue determinada por analisis de los
datos de RMN *H y *C uni y bidimensional asi como la comparacién con la
literatura encontrdndose que corresponde con un neolignano de tipo

furociclohexanona de estructura similar a la mirandina A (16).
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Figura 3-15. Estructura de la mirandina A.

La sefial en d4 6.78 ppm (s, 2H-2,6) mediante el experimento HMBC (ver Figura 3-
16) correlacionan con los carbonos aromaticos oxigenados en d¢c 138.6 ppm (C-4)
y en &¢c 154.3 ppm (C-3,5) asi como con un carbono alifatico oxigenado en d¢c 94.8
ppm (C-7).
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Figura 3-16. Ampliacién del experimento HMQC ( *H>™C) (3H 6.6- 8H 6.9 ppm)

Mediante el experimento HMQC los carbonos aromaticos oxigenados en &c 138.6
ppm (C-4) y en ¢ 154.3 ppm (C-3,5) presentan correlaciones con las sefiales en
Oy 3.72 ppm (s, 3H-OCH3 4) y 3.82 ppm (s, 6H-OCH3 3,5) tipicas de metoxilos
sobre el anillo aroméatico (ver Figura 3-17) lo que permite corroborar la presencia

de un anillo trimetoxilado como indica la Figura 3-18.
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Figura 3-17. Ampliacién del experimento HMBC ( *H>'*C) (8H 3.6 — 8H 3.9 ppm)
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Figura 3-18. Subestructura del compuesto Ohc H2 (a )

El experimento COSY indica la presencia de una correlacion entre la sefial en oy
5.25 ppm (d, J=2Hz, 1H-7) tipica de metino oxigenado con la sefial en &y 2.89 ppm
(dgq J = 7.4, 2 Hz 1H-8) que corresponde con un metino alifatico, y de esta con la
sefial en &y 1.21 ppm (d J=7.4 Hz 3H-9) y por medio del experimento HMBC se
observan correlaciones entre los protones en &y 1.21 ppm y &y 2.89 ppm con el
carbono alifatico cuaternario oxigenado en dc 85.5 ppm (C-5") asi como con los
protones en &y 3.05 ppm (s, 3H-OCH3 5%) lo que sugiere que la oxigenacién de
dicho carbono es dada por un metoxilo (ver Figura 3-19). Lo anterior indica la

presencia de un anillo furdnico metoxilado (ver Figura 3-20)
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Figura 3-19. Ampliacién del experimento HMBC ( ‘H>'*C) (8H 0.8 — 8H 3.2 ppm)

o

Figura 3-20. Subestructura del compuesto Ohc H2 (b )

En la regién entre &4 5.0 y &4 6.0 ppm se encuentran las sefiales en &y 5.03 (dd,
J=10.2, 0.9 Hz, 1H-9"a) y 5.08 (dd, J= 16.9, 1.6 Hz, 1H-9'b) tipicas de un metileno
terminal, las cuales por medio del experimento COSY correlacionan con la sefal
en oy 5.81 ppm (m, 1H-8"), la cual a su vez acopla con las sefiales en &y 2.17 ppm
(m, 1H-7") y &4 2.70 ppm (m, 1H-7") correspondientes a dos hidrégenos

diasterotépicos (ver Figuras 3-21) lo que corrobora la presencia del grupo alilo.
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Figura 3-21. Ampliaciones del experimento COSY ( *H>'H)

Los protones en oy 2.17 ppm y &y 2.70 ppm pertenecientes al grupo alilo
correlacionan mediante el experimento COSY con un metino alifatico en &y 2.57
ppm (ddt J=12.4, 8.3, 4.1 Hz, 1H-1") el cual a su vez acopla con dos sefiales en &y
1.68 ppm (dd, J= 14, 12.2 Hz 1H-6a") y d4 2.36 ppm (dd, J = 14, 4.3 Hz, 1H-6b")
gue corresponden a dos hidrogenos diasterotopicos de un metileno alifatico en C-6
gue diferencia al compuesto Ohc H2 de la mirandina A. Tanto estos protones
diasterotopicos como el proton en &y 2.57 ppm correlacionan mediante el
experimento HMBC con un carbono en &¢c 194.7 ppm (C-27) tipico de un carbonilo
de cetona asi como con el carbono cuaternario oxigenado en d¢c 85.5 ppm (C-5)
(ver Figura 3-22).

A\NWV\«—‘N\M/\JJM«L“__V—A_}LL
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CHCI3_7.3.4.2.2.3.1,10mg, ProdNaturalesLEQK
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Figura 3-22. Ampliacién del experimento HMBC ( ‘H>'*C) (8H 1.65 — 3H 2.55 ppm)
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Con esta informacién se propone entonces que la estructura del compuesto Ohc
H2 corresponde con la que se presenta en la Figura 3-23. Esta estructura, a
diferencia de la mirandina A, esta ausente el doble enlace en C-6" y esta presente
un sustituyente metoxilo en la posicion C-3°, que corresponde con la sefial en &y
3.67 ppm Esta sefial, mediante el experimento HMQC se observé que correlaciona

con el carbono C-3"(&¢c 133.5 ppm), tipico de carbono olefinico oxigenado:

~  (102)

Figura 3-23. Estructura del compuesto Ohc H2.
Esta estructura posee cuatro carbonos quirales en las posiciones 7, 8, 1’y 5. La
estereoquimica relativa entre las posiciones en C7 y C8 es posible establecerla
comparando con la literatura (ver Tabla 3-5) con un compuesto relacionado
estructuralmente, con el neolignano aislado conocido como armenina B (103).
(Trevisan, Yoshidaa, & Gottlieb, 1984)

armenina B (CDCI j3) Ohc H2 ((CD3)20) Ohc H2 (CDCl 3)
C7 (5.27d J=2Hz) (5.25dJ =2H2) (5.13d J=2.2 Hz)
C8 (2.65dq J=2 y8Hz) (2.89dq J=2y7,4Hz) (2.74dqJ=2.2y7.4Hz)

Tabla 3-5. Comparacion con datos espectroscopicos d e Ohc H2 y el neolignano armenina.
(N )
O\@ o
5

Figura 3-24. Estructura de la armenina B.

o)

~ (103)

La posicion relativa del grupo alilo se establecié asi mismo por analisis de la
constante de acoplamiento del proton en C1" (ddt, J= 12.4, 8.3, 4.1 Hz) con
relacion a los protones diasterotopicos en C6” (H6'add J = 14, 12.2 Hz / H6'b dd J
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= 14, 4.3 Hz) teniendo en cuenta la Figura 3-25 que corresponde a la

configuracion de un ciclohexeno. (Eliel & Wilen, 2005)

Figura 3-25. Compuesto Ohc 2: Configuracién parau  n ciclohexeno

Dicho modelo permite explicar las constantes de acoplamiento de los protones
diasterotdpicos, siendo la J = 14 Hz presente en ambos la que corresponde con la
constante geminal, J= 12.2 Hz constante ax-ax entre H6’a-H1" y J = 4.3 Hz
constante ax-eq entre H6'b —H1". La comparacién de los datos de *°C, con la
literatura utilizando como patrén la mirandina A aislada de Nectandra miranda y la
asignacion total de las sefiales se encuentra en el anexo C.2. (Wenkert, Gottlieb,
Gottlieb, Pereira, & Formiga, 1976)

Para analizar la pureza del compuesto y corroborar la estructura planteada se

registro el cromatograma del compuesto por FR-CLAE-DAD-EM obteniéndose los

siguientes resultados:

T ;&= 18.20 min

L

T T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30

Tiempo de retencién (min)
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Figura 3-26. Cromatograma por FR-CLAE-DAD-EM y Esp ectro de masas del compuesto Ohc
H2

Se obtuvo un ion [M+H]" = 419 m/z, el cual corresponde con el valor esperado
para la estructura planteada. Su formula molecular fue ademéas corroborada
mediante la determinacion de la masa exacta por CLAE-ESI-EM de alta
resolucion, cuyo valor para el i6n pseudomolecular [M+H]" fue de m/z
419.207(C,3H3,07, requerido m/z 419.2070).

Para establecer la estereoquimica absoluta del compuesto, se realizd el
experimento de dicroismo circular. Su espectro (ver anexo B.24) mostrd los
efectos cotton negativo y positivo, respectivamente, fueron dados a [0]294 -38666;
[6]27s O; [B]s32 16000 (MeOH, c 0.12), los cuales fueron comparados con los
reportados para la armenina A, asi como otros compuestos relacionados, lo que
permitié concluir que la configuracion absoluta del compuesto es similar a la de la
armenina A, y se plantea entonces la estructura mostrada en la Figura 3-26. Este
compuesto no presenta reportes previos en la literatura, por lo que se considera
novedoso y se denominara heterocromina A , ((7S,8R,5°S,1'R)-1"-alil-3",5"-

dimetoxi-8-metil-7-(3,4,5-trimetoxifenil)-7,1",5",6"-tetrahidrobenzofuran-2(2H)-ona).



Metabolitos secundarios aislados de hojas de Ocotea heterochroma (Lauraceae 61

% O  (104)

Figura 3-27. Estructura de Ohc H2.

3.3.3 Compuesto Ohc H3

El compuesto Ohc H3 se aisl6 como un solido blanco soluble en CHCI; y su
estructura fue determinada por andlisis de sus datos de RMN *H y *C y por
comparacion con la literatura, encontrandose que su esqueleto béasico
corresponde a un grupo de compuestos previamente aislados de una especie de
la misma familia (Coy-Barrera, Cuca-Suéarez, & Sefkow, 2009a) conocidas como
cinerinas (ejemplo cinerina A (105) Figura 3-29) pertenecientes a los neolignanos
biciclo[3.2.1]octanicos, su espectro de RMN 'H se observa en la Figura 3-28 con
las sefales caracteristicas en la region aromatica, sefales caracteristicas de
metoxilos alrededor de d4 3.5 ppm y sefiales en la region alifatica, dichas sefiales

integran para 25 protones .

CHCI3 7.3.4.2.2.3.2 =
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Figura 3-28. Espectro de 'H del compuesto Ohc H3.
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0 (105)

Figura 3-29. Estructura de la cinerina A aislada d e Pleurothyrium cinereum

En la region aromatica se observan dos dobletes en &4 6.86 ppm (d, J=1,4 Hz 1H-
6) y 04 6.63 ppm (d J=1,3 Hz 1H-2) que corresponden a los hidrdgenos aromaticos
en posicion meta sobre un anillo tetrasustituido. Estas sefales correlacionan en el
experimento HMQC con los carbonos en d¢c 134.6 ppm (C-3), &¢c 149.3 ppm (C-4) y
Oc 143.5 ppm (C-5) tipicos de carbonos aromaticos oxigenados asi como con un

carbono en &¢ 57.5 ppm (C-7) correspondiente a un metino alifatico.

La oxigenacion de los carbonos aromaticos se explica con la sefial en dy 3.81 ppm
(s, 3H, OCHgs 5) que correlaciona en el experimento HMQC con el carbono en &c
143.5 ppm y corresponde con un metoxilo sobre el anillo aromético asi como la
sefial en &y 5.91 ppm (dd J= 5.1, 1.1 Hz, 2H-OCH,0 3,4) que correlaciona con los
carbonos aromaticos en &c 134.5 y dc 149.3 y corresponde con un grupo
metilenodioxi entre los carbonos C3 y C4 sobre el anillo aromético lo que permite
corroborar la subestructura correspondiente al anillo aromatico tetrasustituido

como se indica en la Figura 3-30.

~

Figura 3-30. Subestructura del compuesto Ohc H3 (a )

En la region entre 4 3.0 y &4 5.0 ppm se observan las cuatro sefiales tipicas de un
sustituyente alilico. En &4 5.08 ppm (ddt, J=5, 2, 1 Hz 1H-9"a) y &y 5.14 ppm (ddd,

J=17.1, 3.4, 1.5 Hz, 1H-9'b) se encuentran las sefiales que corresponden a los
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hidrogenos diasterotépicos del metileno terminal, la sefial en & 5.91 (m, 1H-8")
correspondiente a un metino de tipo olefina y la sefial en &y 3.03 ppm (m, 2H-7")
correspondiente a un metileno alifatico, el cual, en el experimento HMBC,
correlaciona con el carbono olefinico en & 151 ppm (C-17), lo que permite

determinar la posicién del sustituyente sobre el biciclo como se indica en la Figura

o

Figura 3-31. Sustituyente alilico del compuesto Oh ¢ H3
En la region alifatica se encuentra la sefial en &, 0.87 ppm (d, J= 6.9 Hz, 3H-9)
gue corresponde con un metilo el cual por el experimento COSY correlaciona con
la sefal en &y 2.79 ppm (dt, J= 14.5, 7.1 Hz, 1H-8) correspondiente a un metino
alifatico, el cual correlaciona a su vez con la sefial en d4 2.39 ppm (d, J =8.6, 1H-7)
también de tipo metino alifatico, los protones en &; 0.87 ppm y &y 2.79 ppm, asi
como la sefial en &4 3.43 ppm (s, 3H-OCH3 57) tipica de metoxilo sobre carbono
alifatico correlacionan en el experimento HMQC con el carbono en &: 88.3 ppm
(C-5"). De forma similar en el experimento HMQC se observan las correlaciones
de la sefal en &y 2.39 ppm asi como la sefal en dy 3.28 ppm (s, 3H-OCHg3 3") con
el carbono alifatico oxigenado en ¢ 91.04 ppm (C-3") por lo que la oxigenacion de

este carbono también viene dada por la presencia de un metoxilo.

Figura 3-32. Subestructura del compuesto Ohc H3 (b )

La sefial en &y 4.39 ppm (d, J = 3.5, 1H-4") es tipica de un hidrégeno sobre

carbono de oximetino la cual en el experimento HMQC correlaciona con los



Resultados v discusion 64

carbonos &c 49.4 ppm (C-8) y &¢ 57.5 ppm (C-7) lo que permite ubicar esta sefial
en la posicion C4". Finalmente la sefal en &4 6.98 ppm (s, 1H, HE") tipica de
protones sobre carbonos olefinicos corresponde a la posicion C-6" del esqueleto
basico presentando ademas en el experimento HMBC una correlacion con el

carbono en &¢ 199 ppm (C2") tipico de cetona.

S

Figura 3-33. Subestructura del compuesto Ohc H3 (¢ )

La estructura propuesta para el compuesto Ohc H3 por comparacién de los
desplazamientos de '°C (ver anexo C.3) con la literatura (Coy-Barrera, Cuca-
Suarez, & Sefkow, 2009a) se corresponde a la estructura planteada para la
cinerina C (106), donde se presentan 4 carbonos asimétricos en las posiciones 7,
8, 3 y 5, la estereoquimica relativa en los carbonos 7 y 8 se determind
comparando los datos de RMN *H con los reportados en literatura encontrandose
gue se presentan diferencias debido al solvente pero se mantienen las
multiplicidades y la constante en el caso del doblete, por lo que es posible afirmar

gue posee la misma estereoquimica relativa para las posiciones C7 y C8:

Figura 3-34. Estructura de la cinerina C

H Cinerina C (CDCI 3) (400MHz) Ohc H3 ((CD3),CO (400MHz)
H7 2.43 (1H d 8.5) 2.39 (1H d 8.6)
H8 2.88 (1H m) 2.79 (1H m)

Tabla 3-6. Comparacioén con datos espectroscopicos d e Ohc H3 y el neolignano cinerina C.
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Se obtuvo el cromatograma del compuesto Ohc H3 por FR-CLAE-DAD-MS el cual

evidencié la presencia de algunas impurezas y se determind el pico del i6n

pseudomolecular [M+H]" en 403 m/z, que resulta ser el pico mayoritario, lo que

permite confirmar la estructura planteada.

T 1= 17.99 min
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Figura 3-35. Cromatograma por FR-CLAE-DAD-EM y Esp ectro de masas del compuesto Ohc

H3.

Se determind por CLAE-ESI-EM de alta resolucion la masa exacta del compuesto
Ohc H3 que corresponde con 402.1679 ([M+H] 403.1768) y por medio del
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experimento de DC ([6] 265 — 16250; [6] 331 — 11875, MeOH, ¢ 0.08) se determino
su configuracién absoluta equivalente a la de la cinerina C. (Coy-Barrera, Cuca-
Suarez, & Sefkow, 2009a)

3.3.4 Compuesto Ohc H4

El compuesto denominado Ohc H4 corresponde al compuesto mayoritario de una
mezcla que revela fuertemente con vapores de I, y con revelador de Hannessian.
Su estructura se determiné por andlisis de los datos de RMN *H y * C y en
comparacion con los datos espectroscopicos del compuesto Ohc H2 ya que
presenta una estructura similar. La purificacion de dicho compuesto por FR-CLAE-
UV en semipreparativa permitié la obtencién de 2 mg del compuesto puro cuyo
espectro evidencia muchas de las sefiales esperadas pero que presenta una baja
relacion sefal-ruido, por lo que requiere de un analisis por RMN con aditamento
para microsonda. El espectro de RMN *H (Figura 3-36) del compuesto Ohc H4

presenta sefiales que integran para 26 protones.

C2223
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Figura 3-36. Espectro RMN 1H del compuesto Ohc H4
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Al comparar los espectros de RMN *H del compuesto Ohc H2 y Ohc H4 es posible
observar que se presentan diferencias en la region entre &y 5.0 ppm y &y 7.0 ppm
(ver Figura 3-38) donde para el compuesto Ohc H4 se encuentran dos dobletes en
oy 6.64 ppm (d, J= 1 Hz 1H-2) y &y 6.72 ppm (d, J= 0.8 Hz 1H-6) que
corresponden a dos protones aroméaticos en posicion meta. Lo anterior indica que
existe una variacion en la sustitucion del anillo aromético. Se observa ademas una
sefial en &y 5.98 ppm (s, 2H-OCH,0 3,4) correspondiente con un singlete tipico de
protones de un grupo metilenodioxi, que es comun en este tipo de neolignanos
(ver literal 1.7.2), lo que permite plantear la siguiente subestructura:

Figura 3-37. Subestructura del compuesto Ohc H4 (a )

23
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Figura 3-38. Comparacion espectros RMN  'H de Ohc H2 y Ohc H4 entre 3H 5.6 a 3H 6.9 ppm.
Otra region del espectro donde se presentan diferencias entre los compuestos
Ohc H2 y Ohc H4 es entre &y 3.0 ppm y &y 4.0 ppm como se observa en la Figura
3-39.
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Figura 3-39. Comparacion espectros RMN 'H de Ohc H2 y Ohc H4 entre oH 3y 8H 4 ppm

Para el compuesto Ohc H4 se presentan en esta regién 3 sefales tipicas de
metoxilos en &y 3.04 ppm (s 3H-OCH3 3"), oy 3.66 ppm (s 3H-OCH3 57),y oy 3.87
ppm (s 3H-OCHj; 5). Las restantes sefiales de Ohc H4 son comparables con las
ya analizadas para Ohc H2. En cuanto a su estereoquimica relativa presenta un
comportamiento similar al compuesto Ohc H2 tanto en las posiciones C7 y C8

como en la ubicacién del sustituyente alilico como se observa en la Tabla 3-7.

C Ohc H2 ((CD) 0) Ohc H4 ((CD ) 0)
H7 5.25(d J = 2Hz) 5.23 (d J 2.3 Hz)

H8  2.89 (dq J =2, 7.4 Hz) 2.85 (dgq J = 2, 7.2 Hz)
6'a 1.68(ddJ=14,12.2 Hz) 1.67 (dd J= 14, 12.2 Hz)
6'b  2.36 (dd J = 14, 4.3 Hz) 2.35 (dd J = 14, 4.3 Hz)

1" 257 (ddd, J=12.4,8.3, 4.1 Hz) 2.56 (ddd, J=16.3, 8.4, 4.1 Hz)
Tabla 3-7. Comparacion con datos espectroscopicos d e Ohc H2 y Ohc H4.

El andlisis comparativo realizado permite plantear que la estructura del compuesto
Ohc H4 es:
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\ oL (107)
Figura 3-40. Estructura del compuesto Ohc H4.

Para determinar su configuracion absoluta se requeriria de un andlisis por DC,
pero no fue posible realizarlo por la cantidad obtenida del compuesto puro. El
compuesto Ohc H4 no presenta reportes previos en la literatura por lo que se
considera novedoso, y debido a la relacién estructural que mantiene con el
compuesto Ohc H2, se denominarad heterocromina B . ((7S,3R,5R)-1-alil-3",5"-
dimetoxi-7-(3,4-metilendioxi-5-metoxi)-8-metil-7,1",5",6"-tetrahidrobenzofuran-
2°(2H)-ona)

3.3.5 Compuesto Ohc H5

El compuesto Ohc H5 se aislé como un liquido amarillo que revela con vapores de
I, y con vapores de NHs; el cual por comparacién de sus datos espectroscopicos
con la literatura corresponde con el flavonol 3-O- glicosidado conocido como
afzelina (60) (kaempferol-3-O-a-L-ramndsido) reportado previamente en el género
(literal 1.7.3). (Garcez et al., 1995)

. o7 )

HO
H
° OH

Figura 3-41. Estructura del compuesto Ohc H5 (afze lina)
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El espectro de RMN 'H (Figura 3-42) muestra sefiales que integran para 14
protones. Tanto los protones de los grupos hidroxilo sobre los anillos aromaticos
como aquellos sobre el carbohidrato resultan intercambiables por estar en un

disolvente prdético.

E2.1.2..3 L300
E2.1.2...3, 15mg, ProdNaturalesLEQK

MeOD
25 de Marzo de 2014 |

F(d)
o
H (d) G (d) E (d) D (d) c (dd) B (dd) x @) 140
7 76 5 93 6 18 S 37 4 23 3 72 q 92|
"

JUUUM@

6.5 6.0 55 4.0 35 3.a.0
f1 (ppm)

o

2,081
3.02=

8.0 75 7.

°

Figura 3-42. Espectro RMN ‘H del compuesto Ohc H5

Las sefiales caracteristicas de este compuesto se encuentran para la aglicona en
la region aromatica entre dy 6.0 y dy 8.0 ppm correspondientes a dos dobletes en
Oy 7.76 ppm (d, J= 8.7 Hz, 2H-2"-6") y &y 6.93 ppm (d, J= 8.7 Hz, 2H-3"-5") tipicos
de protones en posicién relativa orto sobre un anillo aromético disustituido, y dos
dobletes en &y 6,18 ppm (d, J=1.7 Hz, 1H-6) y en &y 6.35 ppm (d, J=1.5 Hz, 1H-8)

caracteristicos de protones en posicion meta sobre un anillo tetrasustituido.

12.3
E2.1.2...3; 15mg; ProdNaturalesLEQK 500
MeOl

25 de Marzo de 2014

350
300
1) T(d) K@) (e 250
7.7 6.3 633 |61

200

150

| EEnatas GRaerle

g

80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 61 60
f1 (ppm)

Figura 3-43. Ampliacién del espectro RMN  'H del compuesto Ohc H5 entre  8H 6.0 y 3H 8.0
ppm
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Las sefiales correspondientes al azlcar se encuentran entre oy 0.90 ppm y o4 5.5
ppm, entre ellas se encuentran la sefial caracteristica en o4 5.37 ppm (d, J= 1.4
Hz, 1H-1"") tipica del proton sobre el carbono anomérico de la ramnosa y la sefal
en &y 0.92 ppm (d, J= 5.6 Hz, 3H-6") correspondiente al metilo terminal que

caracteriza a este deoxiazUcar.

1123
E2.1.2..3, 15mg, ProdNaturalesLEQK 500

MeOl
25 de Marzo de 2014 |

F(d)| E (dd) D (dd)
537 4.23 372

12

i i) G S, N N

b

56 55 54 53 52 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 09 08 07
f1 (ppm)

Figura 3-44. Ampliacién del espectro RMN  "H del compuesto Ohc H5 entre  8H 0.7 ppm y 3H
5.6 ppm

Para confirmar la estructura propuesta y analizar la pureza del compuesto se
registr0 el cromatograma en FR-CLAE-DAD-MS, observandose que presenta
algunas impurezas en su cromatograma. En su espectro de masas es posible
observar tanto el pico de ion pseudomolecular en m/z = 433 asi como el pico

correspondiente a la aglicona que resulta ser mayoritario en m/z = 287.

T ;&= 18.44 min

Tiempo de retencién (min)
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Inten(x100.000)
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Figura 3-45. Cromatograma por FR-CLAE-DAD-EM y Esp ectro de masas del compuesto Ohc
H5.

3.3.6 Compuesto Ohc H6

El compuesto Ohc H6 se aislé como un liquido amarillo que revela con vapores de
I, y con vapores de NH3. Por comparacion de sus datos espectroscopicos con la
literatura se establecid que corresponde al flavonol 3-O- glicosidado conocido
como tamarixetina 3-O-a—L-ramnosido (93) reportado previamente en una especie
de la familia conocida como Lindera glauca. (Huh et al.,, 2014). El espectro de

RMN *H del compuesto Ohc H6 presenta sefiales que integran para 16 protones.

Figura 3-46. Estructura del compuesto Ohc H6 (tama  rixetina-3-O- a-L-ramnosa)
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£24,2..2 400
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Figura 3-47. Espectro RMN 'H del compuesto Ohc H6

El compuesto Ohc H6 presenta una estructura similar al compuesto Ohc H5, la
diferencias se presentan en &y 3.94 ppm (s, 3H-OCH3; 4") sefial correspondiente al
metoxilo aromatico en la posicion C4°. También hay diferencias en la region
aromatica donde debido a la modificacion en el patron de sustitucion se
encuentran las siguientes sefiales un doblete en &, 6.93 ppm (d, J = 7.7 Hz, 1H,
H5).y en & 7.40 ppm (m, 2H, H2'y H6") un multiplete donde se encuentran
solapadas las sefales del protén en C2" y C6’, que fueron determinadas teniendo
en cuenta el experimento HMBC y por comparacion de los datos de RMN *3C con

la literatura.(ver anexo C.6).

75 73 71 69 67 65 63 61 59 57 55 53 42 40
f1 (ppm)

Figura 3-48. Comparacion espectros RMN  'H de Ohc H5 y Ohc H6 entre 3H 4.0- 3H 7.5 ppm
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La razén de la superposicion de las sefales atribuida a la presencia de una
impureza fue confirmada por medio del cromatograma por FR-CLAE-DAD-MS.
Para el tiempo de retencion del compuesto mayoritario se observaron tanto el pico
de ion pseudomolecular como el que corresponde a la aglicona como se observa

en la Figura 3-49.

T o= 12.55 min

Tiempo de retencién (min)

Inten 100,000
4.0

3.5+
304
25 317

207

1.0+
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0o0L4 101 14 188 Q T | | 39 % ‘599 631 690 71 4

i i i i i i i i i i i i i
50 100 150 200 250 300 39 400 450 500 550 600 650 700 70

Figura 3-49. Cromatograma por FR-CLAE-DAD-EM y Esp ectro de masas del compuesto Ohc
H6

3.3.7 Compuesto Ohc H7

El compuesto Ohc H7 se aislé como un liquido amarillo que revela con vapores de

I, y con vapores de NHs, el cual por comparacion de sus datos espectroscéopicos
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con la literatura corresponde con el flavonol 3-O-glicosidado conocido como 2""-O-
(Z-p-coumaroil)astragalina (94) reportado previamente en una especie de la familia
Rosaceae conocida como Rubus rigidus. (Nguelefack et al., 2011) El espectro de
RMN *H del compuesto Ohc H6 presenta sefiales que integran para 19 protones.

OH

Figura 3-50. Estructura del compuesto Ohc H7 (2°- O-(Z-p-coumaroil)astragalina)
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Figura 3-51. Espectro RMN 'H del compuesto Ohc H7

Los datos espectroscépicos del compuesto Ohc H7 presentan similitudes con los
datos del compuesto Ohc H5 ya que poseen sefiales para la misma aglicona. Las

sefiales caracteristicas que diferencian el compuesto Ohc H7 se encuentran para
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el azacar en o4 4.19 ppm (dd, J=11.8, 6.5 Hz, 1H-6""a) y &4 4.30 ppm (dd, J=11.7,
2 Hz, 1H-6""b) que corresponden con los protones diasterotopicos caracteristicos

de la glucosa en la posicion C6”".

Para el sustituyente p-coumaroil las sefiales corresponden con dos dobletes en &y
6.08 ppm (d, J= 15.9, 1H-8"") y en &y 7.41 ppm (d, J= 15.9, 1H-7""") que por su
valor de constante de acoplamiento se asignan a los protones olefinicos de las
posiciones C7""" y C8""" del sustituyente asi como dos dobletes en &y 7.32 ppm (d,
J=8.6 Hz, 2H-2"""- 6""") y d4 6.80 ppm (d, J= 8 Hz, 2H-3""- 5 ") correspondientes

a los protones sobre el anillo aromatico.

E2.1.2..3
E2.1.2...3, [{5mg, ProdNaturalesLEQK]
MeOD

25 de Marzly de 2014 22

Ohc He
Ohc H6, ProdNaturalesLEQK
Met
25 d¢ Julio de 2014 1 1

Ohc H7

s 11

80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 46 44 4240
f1 (ppm)

Figura 3-52. Comparacion espectros RMN  'H de Ohc H5 y Ohc H7 entre 3H 4.0 - 3H 8.0 ppm

Para confirmar la estructura propuesta y analizar la pureza del compuesto se
obtuvo el cromatograma en FR-CLAE-DAD-MS, observdndose que presenta
algunas impurezas en su cromatograma. En cuanto a su espectro de masas, es
posible observar tanto el pico de ion pseudomolecular en m/z = 595 asi como el

pico correspondiente a la aglicona que resulta ser mayoritario en m/z = 287.
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Figura 3-53. Cromatograma por FR-CLAE-DAD-EM y Esp ectro de masas del compuesto Ohc
H7

3.3.8 Compuesto Ohc H8

El compuesto Ohc H8 se aisl6 como un liquido amarillo que revela con vapores de
I, y con vapores de NH3;. Se obtuvo el cromatograma para este compuesto en FR-
CLAE-DAD-MS, observandose que su espectro UV-vis es caracteristico para
compuestos de nucleo flavonoide. Asi mismo, presenta en su espectro de masas
un pico en m/z = 317 correspondiente con la aglicona, un pico en m/z = 463 cuya
diferencia de masa sugiere la presencia de un deoxiazUcar que posiblemente
corresponde con la ramnosa.
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T 1= 10.05 min
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Figura 3-54. Cromatograma por FR-CLAE-DAD-EM y Esp ectro de masas del compuesto Ohc
H8

Comparando ademas los espectros UV-vis de los compuestos Ohc H5-Ohc H7
con el compuesto Ohc H8 (ver Figura 3-52) presenta similitudes con el espectro
obtenido para la 2°-O-(Z-p-coumaroil)astragalina lo que sugiere ademas la
presencia de un sustituyente p-coumaroil sobre el azucar. Falta analizar los datos
de RMN del compuesto.
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Figura 3-55. Comparacion de espectros UV-vis para  los compuestos de nucleo flavonoide
aislados.

3.3.9 Compuesto Ohc H9

El compuesto Ohc H9 se aislé como un liquido amarillo que revela con vapores de
I, y con vapores de NH3, Se obtuvo el cromatograma para este compuesto en FR-
CLAE-DAD-MS, observandose que su espectro UV-vis es caracteristico para
compuestos de nudcleo flavonoide y teniendo en cuenta ademas la Figura 3-55 se
observa que posee un espectro de UV-vis, similar a los compuestos Ohc H5 y
Ohc H6 ambos correspondientes a flavonoides glicosilados lo cual es concordante
con su espectro de masas donde se observa un pico correspondiente a su ion
pseudomolecular en m/z = 449 asi como un pico en m/z=287 correspondiente a la
aglicona cuya perdida en masa sugiere la presencia de una hexosa posiblemente

glucosa o galactosa. Falta analizar los datos de RMN del compuesto.
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Figura 3-56. Cromatograma por FR-CLAE-DAD-EM y Esp ectro de masas del compuesto Ohc
H9

3.4 Determinacion de la interaccion con el receptor PAF a
través de Docking molecular de los compuestos Ohc
H2 y Ohc H4.

La actividad que poseen los neolignanos [que estan muy relacionados
estructuralmente con los compuestos Ohc H2 y Ohc H4 (heterocrominas A y B)],
con el receptor PAF ha sido previamente estudiada in vitro, y en dicho estudio fue
posible determinar la 1Cso (UM) para cada uno de los compuestos analizados,
encontrandose que la kadsurenona (115) presentd la mejor actividad en

comparacion con los demas neolignanos, siendo tal actividad mayor a la del
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control positivo utilizado (Ginkgolido B (102)) (Coy-Barrera, Cuca-Suéarez, &
Sefkow, 2009c)

)

~Q
YOH / 7
\ o %
SOy .
o (12 < T 106
o) o Jd o (106)
AN
2’epiguianina 0 _
cinerina C nectamazina A
—0 e o )z
o I O
0
/ O O / o —@.,,,gﬁ\/
—0
(16) (114) (115)
mirandina A denudatina B kadsurenona

-0 0 (116)

heterocromina A (104)

gikgolido B

Figura 3-57. Estructuras de los compuestos utiliza  dos para analisis por Acoplamiento
molecular.

Con el fin de analizar la posible actividad como antagonistas del PAF de los
compuestos aislados, (heterocrominas A y B), se genero la correlacion entre los
datos de actividad in vitro (en términos de plCso) obtenidos del trabajo previo,
reportado en literatura, con los valores de puntaje expresdos como afinidad
obtenidos por acoplamiento molecular (AM) entre los ligandos y la proteina
(analogo del receptor PAF).

Este analisis arrojo los resultados mostrados en la Tabla 3.8:
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ICso Afinidad b

Compuesto pICso? pKi

(mM) (Kcal/mol)
ginkgolido B 0.925 6.03 -11.1 8.17
2 -epiguianina 1.61 5.79 -10.7 7.87
cinerina C 1.09 5.96 -10.9 8.02
nectamazina A 1.37 5.86 -10.5 7.72
Mirandina A 3.48 5.48 -10.2 7.50
Denudatina B 75.6 4.12 -9.4 6.92
Kadsurenona 0.153 6.82 -11.2 8.24
Heterocromina A - -10.8 7.95
Heterocromina B - -10.6 7.80
Isbmero de heterocromina B
- -9.1 6.69
(116)
& Experimental ® Calculado a partir de los datos de AM

Tabla 3-8. Valores de IC50 y afinidad de neolignano s sometidos a AM

De la tabla anterior es importante resaltar que teniendo en cuenta los valores de
puntaje que el compuesto que presenta mejor afinidad con el sitio activo, de forma
similar al control positivo, es la kadsurenona. Este resultado que est4 de acuerdo
con la actividad determinada experimentalmente, donde presenta un valor inferior

de 1Csp en comparacion con el control positivo.

Las heterocrominas, por su parte, poseen valores de afinidad similares a los de los
compuestos considerados en la literatura como promisorios antagonistas al PAF
(e.g. kadsurenona) y se observa ademas una dependencia importante en el valor
de afinidad con la estereoquimica del compuesto, o que se evidencia con un
aumento en el valor de afinidad del compuesto (116) con relacion a la energia de

su isémero, la heterocromina B.

Los datos de pKi y de pICsy permitieron, en este caso, obtener un modelo de
correlacion lineal como se muestra en la siguiente figura a partir del cual es

posible inferir el valor de 1Cso de las heterocrominas A y B.
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Modelo correlacion antiPAF
7
_ *
plCso=1,6992 pK;-7,4924
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g5 *
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Figura 3-58. Modelo de correlacién lineal entre el  pIC50 y pKi

Compuesto heterocromina A | heterocromina B
IC 50 calculado ( pM) 0.963 1.73
Tabla 3-9. Valores de IC 54 calculados a partir del modelo para los neolignano s heterocromina
Ay B aislados.

El andlisis por Acoplamiento molecular permiti6 ademas conocer las posibles
interacciones de las moléculas con los residuos de aminoacidos dentro del sitio

activo analizado como se muestra en la Figura 3-59.

kadsurenona cinerina-C

Figura 3-59. Acoplamiento molecular para los neoli ~ gnanos kadsurenona, cinerina C y
heterocromina A.
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Este analisis permitio inferir que los residuos criticos involucrados en la interaccion
con el sitio activo corresponden a Lys296, Trp265 y Thrl118. Para profundizar en
esta interaccion, se realiz0 un analisis farmacoférico sobre los compuestos
aislados. Para el caso de la heterocromina A (Figura 3-57) se pudieron observar
diferentes interacciones, tanto polares (tipo puente de hidrogeno generalmente)
como apolares, que la molécula presenta con los diferentes residuos de
aminoacidos en el receptor, lo que justifica su baja energia de afinidad y por lo
tanto su potencial actividad como antagonista al PAF. Este modelo farmacoforico
permitié confirmar la importancia de los residuos anteriormente descritos por AM,
los cuales se comportan como grupos donores de enlaces de hidrogeno para tres
atomos de oxigeno presentes en la molécula, permitiendo asi su estabilizacion a
una cara del compuesto, ya que por el otro lado, una serie de aminoacidos

estabilizan el complejo receptor-ligando, mediante interacciones apolares.

Los residuos que presentan contactos polares con el ligando estan ubicados en
las hélices Ill, VI y VII de la enzima, los cuales estan involucrados en el
acoplamiento de la cadena alifatica del PAF. En otros estudios se ha indicado que
la His188, His248, His249 y Asp 289, los cuales también hacen parte del sitio
activo, interactian con el extremo polar (fosfato) del PAF. (Gui et al., 2007) No
obstante, nuestros resultados indican que la inhibicion del receptor PAF por los
neolignanos se da por el acoplamiento al otro extremo del sitio activo,

involucrando los aminoécidos Lys296, Trp265 y Thr118.

LYS366A TF?P_-‘..\:-.&

ALAT17A

THR11BA

TYR191A oA
219 PHE2124
TYR268A

ALA269A
ILE189A |MET207A

Figura 3-60. Andlisis farmacoférico de la heterocr  omina A
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3.5 Comparacion cromatografica de los compuestos
puros aislados de hojas con los extractos de hojas
corteza y madera

Los metabolitos aislados de las hojas de Ocotea heterocroma (Ohc H1 — Ohc H9)
fueron utilizados como patrones de comparacion cromatografica con el fin de
determinar su presencia en los extractos de corteza y madera de la especie objeto
de estudio. Como pardmetros de comparacion se tuvo en cuenta el tiempo de

retencion asi como el espectro de masas de cada uno de ellos.

Para poder observar la comparacion realizada los compuestos se separaron en
dos grupos, inicialmente los neoliganos y compuestos relacionados (Ohc H1- Ohc
H3) y en un segundo grupo los compuestos de nucleo flavonoide (Ohc H5-Ohc
H6). El cromatograma del compuesto Ohc H4 no fue tomado debido a la cantidad
sino que se tomo para la mezcla, por lo que se comparara el tiempo de retencion y
el espectro de masas pero no se utlizo para las graficas mostradas a

continuacion.

Ohc C

OhcH3

OhcH2

OhcH1 I

r T T T T 1 r T T T T 1
15 16 17 18 19 20 15 16 17 18 19 20
Tiempo de retencion (min) (a) Tiempo de retencién (min) (b)

Figura 3-61. Cromatogramas de los compuestos Ohc H  1-Ohc H3 en comparacién con el
perfil del extracto de corteza (Ohc C) (a) yde mad era (Ohc M) (b)
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Figura 3-62. Cromatogramas de los compuestos Ohc H  5-Ohc H9 en comparacién con el
perfil del extracto de corteza (Ohc C) (a) yde mad era (Ohc M) (b)

Como se puede observar en las Figuras 3-61 y 3-62 los compuestos
heterocromina A (Ohc H2), y 2'-O-(Z-p-coumaril)astragalina (Ohc H7) se
encuentran presentes tanto en el extracto de corteza como en el de madera. Este
mismo comportamiento se presenta para el compuesto heterocromina B (Ohc H4)
(tr; 19.07min) no incluido en la grafica. Los compuestos p-hidroxicinamato de etilo
(Ohc H1), cinerina C (Ohc H3) y afzelina (Ohc H5) estan presentes en el extracto
de corteza pero no en el de madera. Los compuestos tamarixetina 3-O-ramnosido
(Ohc H6) y los flavonoides Ohc H8 y Ohc H9 parecen ser exclusivos del extracto
de hojas. Los valores de tiempo de retencion asi como m/z de ién

pseudomolecular para cada compuesto se presentan en el anexo D.1.
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4.Conclusiones y perspectivas.

A partir del extracto etanolico de hojas de Ocotea heterochroma especie
perteneciente a la familia Lauraceae se aislaron 9 metabolitos, dos de ellos
neolignanos de nucleo furociclohexanona, un neolignano biciclo[3.2.1]octanico,

cinco flavonoides y un derivado de acido cindmico.

De los metabolitos aislados, los neolignanos de nucleo furociclohexanona
denominados heterocromina A y B no presentan reportes previos en la literatura,
por lo que se consideran estructuras novedosas, pero Se encuentran
estrechamente relacionados con los compuestos reportados previamente en la
especies del genero, e. g. la especie Ocotea catharinensis, de donde fueron
aislados diferentes neolignanos entre ellos, un neolignano cuya estructura difiere
de las heterocrominas, en la posicion de los sustituyentes alilo y metoxilo sobre C-
1" y C-5 respectivamente.(Lacava Lordello & Yoshida, 1997). La presencia de
este tipo de neolignanos estd de acuerdo entonces con la quimiotaxonomia del

género.

Estos compuestos presentan una estereoquimica relativa en las posiciones C-7 y
C-8, mostrada por compuestos aislados anteriormente en especies de la familia,
como lo es la armenina B, aislada de Ocotea catharinensis. (Funasaki et al., 2009)
Esta estereoquimica, como se observé en el analisis por Docking molecular, esta

relacionada con la posible actividad biologica de los metabolitos.

La presencia del neolignano biciclo[3.2.1]octanico conocido como cinerina C, esta
de acuerdo con la quimiotaxonomia de la familia y del genero de donde han sido
aislados gran cantidad de este tipo de compuestos, ejemplo de ello son los
ocofilales A y B, y los ocofiloles A, B y C aislados previamente de la especie
Ocotea macrophylla, que dan cuenta de la diversidad estructural que posee este

tipo de compuestos. (Coy-Barrera, Cuca-Suéarez, & Sefkow, 2009b)
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De los cinco flavonoides aislados, fue posible elucidar estructuralmente tres de
ellos, los cuales corresponden a la afzelina (kaempferol 3-O-ramnosido)
previamente aislada una especie del genero Ocotea, (Garcez et al., 1995), la
tamarixetina 3-O-ramnosido aislada previamente en la especie Lindera glauca
(Lauraceae) (Huh et al., 2014) y la 2"-O-(Z-p-coumaroil)astragalina (kaempferol-3-
0O-(2°-O-(Z-p-coumaroil))glucésido) que no ha sido aislada previamente en
especies del género Ocotea ni de la familia Lauraceae, por lo que se considera

este el primer reporte de estos dos ultimos flavonoides para el género Ocotea.

La presencia de flavonoides en especies del género Ocotea presenta pocos
reportes en la literatura pese a ser considerados como quimiotaxones de la familia
Lauraceae.(Gottlieb, 1972). En el presente estudio se corroboré ademas que los
metabolitos de nucleo flavonoides presentes en el género Ocotea corresponden

con flavonoles 3-O-glicosidados.

Se determind por medio de un sistema FR-CLAE-DAD-MS la presencia de sefiales
comunes a los tres extractos analizados (hojas, corteza y madera) de la especie
Ocotea heterochroma tres de las cuales corresponden algunos de los metabolitos
aislados (heterocrominas A y B, 2°-O-(Z-p-coumaril)astragalina) lo que permite

conocer en parte la composicion quimica de los extractos de corteza y madera.

Por medio de un analisis computacional de Docking molecular se establecié una
relacion proporcional entre los valores de energia (afinidad) determinados
computacionalmente y la actividad determinada experimentalmente de una serie
de compuestos aislados previamente en el grupo de investigacidon y relacionados
estructuralmente con los neolignanos heterocromina A y B, entre ellos la cinerina
C también aislada en el presente trabajo. Esta correlacion permitio inferir que los
compuestos heterocromina A y B pueden considerarse como promisorios
antagonistas al PAF, lo que ratifica la aplicabilidad de los andlisis computacionales
en la blsqueda de compuestos bioactivos, asi como al género Ocotea como

fuente de este tipo de compuestos.
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Teniendo en cuenta los resultados del presente trabajo resulta pertinente realizar
el estudio quimico de los extractos de corteza y madera donde segun el analisis
por RP-CLAE-EM fue posible observar la presencia de algunos de los metabolitos
aislados con el fin de aumentar la cantidad de estos metabolitos, lo que permitiria
llevar a cabo estudios de actividad biologica, asi como el aislamiento de otros

metabolitos presentes en dichos extractos.
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ANnexos
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B. Espectros de RMN 13C, experimentos COSY,
DEPT,HMBC y HMQC para los compuestos Ohc H1 a Ohc
H9
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B.2 Espectro de RMN **C del compuesto Ohc H1 p-hidroxicinamato de etilo
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afzelina (Ohc H5)
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B.24 Espectro de RMN **C del compuesto Ohc H6 tamarixetina-3-O-
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B.26 Experimento HMQC Compuesto Ohc H6 tamarixetina  -3-O-ramnosido
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B.27 Espectro RMN *H compuesto Ohc H72’-(z-p-coumaroil)astragalina
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2 -(z-p-coumaroil)astragalina(Ohc H7)
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C. Tablas de comparacion de desplazamientos de RMN
13C para los compuestos aislados con datos de literat ura

C.1 Compuesto Ohc H1.

13 13
C C 1y
#C (Ohc (cinamato 'H (Ohc H1)® . .
H1)° de etilo) ? (cinamato de etilo)
1 169.3 167.8
2 115.9 1153 | 6.30 (d, J= 16 Hz, 1H) | 28 (& ‘1];)15'6 Hz,
3 144.4 1463 | 7.62(d, J=16 Hz, 1H) | 43 ‘1;)15'6 Hz,
4 127.5 127.2
7.42 (dd, J=8.6, 1.8 _
5-9 130.1 131.1 Hz, 2H) 7.43 (d, J=8.6, 2H)
6.79 (dd, J= J=8.6, 1.8 _
6-8 116 116.8 Hz, 2H) 6.84 (d, J=8.6, 2H)
7 161.2 157.7
1 64.9 61.4 4.19 (t, J=6.7 Hz, 2H) 4.19 (q, 2H)
> 143 14.6 1.69 (m, 3H) 1.29 (t, 3H)

& datos tomados a 150 MHz para RMN **C y 600 MHz para RMN H. (Solvente CD;OD) (Peng et
al., 2011)

® datos tomados a 100 MHz para RMN **C y 400 MHz para RMN *H. (Solvente CDCls)
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C.2 Compuesto Ohc H2.

13
#C (Ohc ﬁz) . | BC (mirandina A) ° HMBC @
1 137.2 135.5
2-6 104.2 102.6 6.78 (s 2H)
35 154.3 152.8
4 138.6 137.2
7 94.8 94.3 5.25 (d J=2 Hz, 1H)
2.89 (dq J=7.4, 2 Hz,
8 44.3 46.9 1H)
9 17.2 17.3 1.21 (d J = 7.4 Hz 3H)
, 2.57 (ddtJ = 12.4, 8.3,
1 41.7 142.5 4.1 Hz 1H)
2 194.2 186.8
3 133.5 104.6
& 165 177.6
5 85.5 80.9
1,68 (dd J= 14, 12.2 Hz
1H
6 29.6 131.6 )
2.36 (dd J= 14, 4.3 Hz
1H)
. 2.17 (m 1H)
7 34.9 33.2
2.70 (m 1H)
8 137.4 134.8 5.81 (m 1H)
5.03
9 117.1 116.9
5.08
OCHjs 3-5 56.5 56.1 3.82 (s 3H)
OCHjs 4 60.5 60.7 3.72 (s 3H)
OCH3 3 51 3.67 (s 3H)
OCH3 5 59.9 50.3 3.05 (s 3H)

2 datos tomados a 100 MHz para RMN **C y 400 MHz para RMN *H. (Solvente (CD5),CO)

® datos tomados a 25.2 MHz en (Solvente CDCl3) (Wenkert et al., 1976)
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C.3 Compuesto Ohc H3.

13C 13C a
#C (Ohc H3) @ | (cinerina C) ° HMBC

1 134.33 131.7

2 105.95 104.8 6.63 (d, J=1.3Hz, 1H)

3 149.27 148.8

4 134.66 134.4

5 143.5 143.1

6 111.98 110.5 6.86 (d, 1.4 Hz, 1H)

7 57.54 56.4 2.39 (d, J= 8.6 Hz, 1H)

8 49.4 47.8 2.79 (dt, J=14.5, 7.1 Hz, 1H)

9 13.34 13.4 0.87 (d, J=6.9 Hz, 3H)

1 137.95 139.6

2 199.06 198.3

3 91.04 87.2

4 75.63 75.3 4.39 (s, 1H)

5 88.31 89.9

6 151.01 149.3

7 33.13 32.6 3.04 (m, 2H)

8 136.22 134.4 5.95-5.87 (m, 1H)

9 117.13 117.9 5.08-5.14 (m, 2H)
OCH,0 101.77 101.5 5.91(d, J = 4.1 Hz, 2H)
OCH3 5 56.81 56.7 3.81 (s, 3H)
OCH3 5 53.51 54.6 3.43 (s, 3H)
OCHs 3 53.82 53.8 3.28 (s, 3H)

2 datos tomados a 100 MHz para RMN **C y 400 MHz para RMN *H. (Solvente (CD5;),CO)

® datos tomados a 100 MHz para RMN C y 400 MHz para RMN *H. (Solvente CDCls) (Coy-
Barrera, Cuca-Suarez, & Sefkow, 2009a)
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C.4 Compuesto Ohc H4.

Para este compuesto se comparo con la mirandina A, relacionada
estructuralmente con tanto con el compuesto Ohc H4 como con el compuesto Ohc
H2 y se asigno por comparacion.

13C 13C
#C a . b e
(Ohc H4) (mirandina A)
1 136.4 135.5
2 102.3 102.6 6.64 (d, J=1.0 Hz, 1H)
3 149.8 152.8
4 135.4 137.2
5 144.4 152.8
6 106.4 102.6 6.72 (d, J=0.8 Hz, 1H)
7 94.4 94.3 5.23 (d J=2,1 Hz, 1H)
2.85(ddd J=14.9,7.4,2.2
8 44.4 46.9 Hz, 1H)
9 17.2 17.3 1.19 (d J = 7.4 Hz, 3H)
. 2.56 (ddd, J=16.3,8.4,4.1
1 41.6 142.5 Hz 1H)
2 194.8 186.8
3 133.4 104.6
4 164.9 177.6
5 85.4 80.9
, 1,67 (dd J= 14, 12.2 Hz, 1H)
6 29.5 131.6
2.35 (dd J= 14, 4.3 Hz, 1H)
i 2.16 (m 1H)
7 34.8 33.2
2.69 (m 1H)
8 137.4 134.8 5.80 (m 1H)
i 5.02 (m 1H)
9 117.1 116.9
5.08 (m 1H)
OCHs 3 56.9 56.1 3.82 (s 3H)
OCH;0 4,5 100.5 5.98 (s 2H)
OCH3; 3 50.9 50.3 3.05 (s 3H)
OCH3 5 59.9 - 3.67 (s 3H)

2 datos tomados a 100 MHz para RMN **C y 400 MHz para RMN *H. (Solvente (CD5),CO)

® datos tomados a 25.2 MHz en (Solvente CDCl3) (Wenkert et al., 1976)
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C.5 Compuesto Ohc H5.

13
#C (Ohc ES) a 13C (afzelina) ° HMBC?
2 158.7 157.3
3 136.1 134.2
4 179.4 177.7
5 163.1 161.3
6 100.3 98.7 6.18 (d, J=1.7 Hz 1H)
7 167.3 164.2
8 95.1 93.8 6.35 (d, J= 1.5 Hz)
9 161.6 156.5
10 105.5 104.1
1 122.7 120.5
2-6" 131.9 130.6 7.76 (d, J= 8.7 Hz, 2H)
3-5 116.6 115.4 6.93 (d, J=8.7 Hz, 2H)
4 159.1 160.0
1" 100.3 101.8 5.37 (d, J=1.4 Hz, 1H)
. 4.23 (dd, J= 3.0, 1.5
2 71.9 70.1 Ha, 1H)
3.72 (dd, J= 8.9, 3.3
3 72.1 70.6 Ha, 1H)
4 73.2 71.1
> 3.33 (m 2H
5 72 70.3
6" 17.6 17.5 0.92 (d, J= 5.6 Hz, 1H)

2 datos tomados a 100 MHz para RMN **C y 400 MHz para RMN *H. (Solvente CD;0D)

® datos tomados a 125 MHz en (Solvente CD;0D) (Kim, Kim, Choi, & Ryu, 2004)
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C.6 Compuesto Ohc H6.

3¢ 13C (tamarixetina) °
#C (Ohc H5) @ ( aglicona ) HMBC"
2 158.9 159.5
3 131.3 133.6
4 170 178.7
5 162 162.8
6 99.7 100.5 6.21 (s 1H)
7 166.3 166.5
8 94.6 94.9 6.37 (s 1H)
9 158 158.6
10 105.3 105.6
1 122.8 122.4
2’ 113.4 114.3 7.40 (m 2H)
3 150.1 151.5
4 148.4 148.7
5 116.1 116.2 6.93 (d, J=8.8 Hz, 1H)
6 127.1 123.9 7.40 (m 2H)
1 102.7 101.8 5.36 (d, J=1.3 Hz, 1H)
2 71.2 70.1 4.22 (m 1H)
3 71.6 70.6 3.73 (m 1H)
4 72.6 71.1 3.34 (m 2H)
5 71.5 70.3 3.34 (m 2H)
6" 17.3 17.5 0.91 (d, J=5.3 Hz, 3H)
OCH3 4’ 56.3 56.8 3.94 (s 3H)

2 datos tomados a 100 MHz para RMN **C y 400 MHz para RMN *H. (Solvente CD;0D)

® datos tomados a 100 MHz en (Solvente CD;OD)(Parveen et al., 2012)
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C.7 Compuesto Ohc H7.

13 13 4
#C (Ohc ﬁ?) a coumar(o:il()ilst?a(gzallijna) b HMBC *
2 161.5 159.9
3 135.1 135.7
4 179.3 179.5
5 167. 163.5
6 96.2 100.5 6.13 (d J=1.4 Hz 1H)
7 166 166.4
8 94.8 95.3 6.31 (s 1H)
9 158.4 158.9
10 106.8 106.1
1 123.5 123.2
26 132.2 132.7 8.0 (d J=8.9 Hz, 2H)
3-5 116 117.3 6.82 (d J=8.5 Hz, 2H)
4 165.6 162
1 103.9 104.4 5.24 (d, J=7.4 Hz, 1H)
2 77.8 78.5 3.45 (m 3H)
3" 75.8 76.4 3.45 (m 3H)
e 71.7 72.2 3.32 (m 1H)
5 75.7 76.2 3.45 (m 3H)
4.19 (dd J=11.8, 6.5 Hz,
. 1H)
6 64.3 64.7
4.30 (dd J=11.7, 2.0 Hz
1H)
1 168.8 169.2
2 114.6 117 6.08 (d, J=15.9 Hz, 1H)
37 146.6 147 7.41 (d, J=15.9 Hz, 1H)
4 127 127.6
579" 131.2 131.6 7.32 (d, J= 8.6 Hz, 1H)
6-8" 116.8 116.7 6.80 (d, J= 8.0 Hz, 1H)
7 161.2 161.5

2 datos tomados a 100 MHz para RMN **C y 400 MHz para RMN *H. (Solvente CD30D)

b

datos tomados a 125 MHz

en (Solvente

CD;0D)

(Nguelefack et al.,, 2011)
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D. Datos del sistema FR-CLAE-DAD-EM para los
compuestos aislados (Ohc H1-Ohc H9) y comparacion
con extracto de corteza y madera.

Compuesto t ret (Min) [M+H] m/z Corteza Madera
Ohc H1 17.04 193 + -
Ohc H2 18.2 419 + +
Ohc H3 17.99 387 + -
Ohc H4 18.97 402 + +
Ohc H5 18.44 433 287 + -
Ohc H6 12.55 463 317 - -
Ohc H7 19.34 595 287 + +
Ohc H8 10.05 463 317 - -
Ohc H9 10.85 449 287 - -

+/- presencia o no del compuesto por comparacion del EM en el tiempo de
retencion establecido.
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