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RESUMEN

La Region Sur del Ecuador cuenta con una gran riqueza vegetal y constituye una de
las zonas menos estudiadas, que sin embargo ofrece grandes posibilidades para la
obtencion de nuevas metabolitos que pueden llevar al desarrollo de productos

farmacéuticos.

Con el presente trabajo de investigacion se pretendié extraer (mediante maceracion y
extracciones liquido-liquido con diferentes solventes), purificar (empleando técnicas
cromatogréficas: TLC, CC) e identificar (analizando por técnicas espectroscopicas CG-
EM, RMN) metabolitos secundarios de la especie Lycopodium complanatum L.

Luego de la maceracién se procedié a eliminar las clorofilas, se continué con una
extraccion liquido-liquido para obtener la fraccion de alcaloides que fue fraccionada

por cromatografia en columna aislandose el alcaloide Licopodina.

El extracto sin alcaloides se fraccioné en cromatografia en columna usando solventes
de polaridad creciente y de la cual se logré aislar el compuesto 5,7,4'-trihidroxi -3', 5'-
dimetoxiflavona conocido como TRICIN y un compuesto de posible naturaleza

triterpénica cuya identidad aln no ha sido establecida completamente.

PALABRAS CLAVES: Ecuador, Lycopodium complanatum L., Licopodina, flavona
TRICIN, triterpenoides.



ABSTRACT

The South Region of Ecuador has vast plant richness and is one of the least surveyed
zones. However, it offers a great possibility to obtain new metabolites that may lead to

the development of pharmaceuticals.

In this work, we attempted to extract (through maceration and liquid — liquid extractions
with different solvents), purify (using chromatographic techniques: TLC, CC) and
identify (analyzed by spectroscopic techniques: GC-MS, NMR) secondary metabolites

of the specie Lycopodium complanatum L.

After maceration, chlorophylls were removed and the process by a liquid-liquid
extraction for the total fraction of alkaloids. Alkaloid fraction was fractionated by column

chromatography and isolated alkaloid Lycopodine.

The no alkaloidal extract was fractionated on column chromatography using
increasingly polar solvent and led to the isolation of compound 5,7,4'-trihydroxy-3',5'-
dimethoxyflavone, known as TRICIN. It was also possible to isolate a compound of
triterpenic nature, but it has not been identified yet.

KEY WORDS: Ecuador, Lycopodium complanatum L., Lycopodine, TRICIN flavone,

triterpenoids.



INTRODUCCION

El reino vegetal posee muchas especies de plantas que contienen sustancias de valor
medicinal, en la actualidad un gran niumero de plantas son estudiadas constantemente
respecto a su posible valor farmacolégico (Noriega, Venegas, Chavez, & Eustaquio,
2010). A nivel mundial la utilizacién de plantas con principios activos, constituye la
aplicacion primaria en el tratamiento de diversas enfermedades (Cos, Maes, Vlietinck,
& Pieters, 2008).

Las plantas medicinales se han empleado desde la antigliedad como un recurso para
la alimentacion y medicina (Lock, 1994), las primeras culturas en su afan de bienestar
y prosperidad empezaron a adquirir conocimientos empiricos sobre la utilizacién de

plantas para curar enfermedades (Mufioz, 2008).

En Ecuador el uso de plantas medicinales esta inmerso en la cotidianidad de sus
habitantes debido, principalmente, a que el conocimiento médico ancestral es
inmenso. Se reportan 3118 especies pertenecientes a 206 familias de plantas usadas
con fines medicinales en nuestro pais, el 75% de estas especies son nativas y el 5%
endémicas, mientras que el 11% son introducidas. Las partes de las plantas mas
utilizadas son las hojas (30%), la planta entera (10%) y las flores o inflorescencia (6%)

(De la Torre, Alarcén, Lars, & Salazar, 2011).

El estudio de los metabolitos secundarios de las plantas nos brinda valiosa
informacién, tanto para la estandarizacién del uso de plantas en medicina tradicional,
como para el descubrimiento de nuevas moléculas con posible actividad terapéutica,
para lo cual, la fitoquimica a través de herramientas como: cromatografia de capa fina
(TLC) y cromatografia en columna (CC), nos permiten aislar compuestos activos de las

plantas.

Hoy en dia, Ecuador es considerado uno de los paises poseedores de la mas alta
biodiversidad en el mundo y donde la poblacién mantiene sus costumbres ancestrales
en el uso de remedios ancestrales. Loja y Zamora Chinchipe son dos provincias del
sur del Ecuador con una biodiversidad abundante y una tradicion etnobotanica rica

(Tene, Malagon, Vita-Finzi, Vidari, Armijos, & Zaragoza, 2007).

Basados en este contexto el Departamento de Quimica de la Universidad Técnica
Particular de Loja esté desarrollando un estudio fitoquimico de algunas especies de la

familia Lycopodiaceae distribuidas en la region Sur del Ecuador.



Asi, la finalidad de proyecto: “Aislamiento e Identificaciéon de Metabolitos Secundarios
de la especie Lycopodium complanatum L.”, consiste en extraer e identificar
compuestos con posible actividad terapéutica que permitan el desarrollo de nuevos
productos farmacéuticos.

Con el presente estudio se pretende, comprobar la presencia de alcaloides de tipo
Lycopodium, asi como de compuestos triterpenoides del tipo serratano que son
comunes en especies de la familia Lycopodiaceae.

Ademas verificar si la flavona TRICIN aislada de otras especies de Lycopodiaceae de
la Region Sur del Ecuador se encuentra en la especie Lycopodium complanatum L.
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1.1. Antecedentes

Las culturas Asiaticas han empleado especies de la familia Lycopodiaceae como
analgésico y diurético, del cual se ha aislado un compuesto bioactivo denominado
Huperzina A, estudiado a la vez por su potencial para el tratamiento de demencias
como el Alzheimer (Wu & Gu, 2006).

Lycopodium serratum Thunb. (syn. Huperzia serrata (Thunb.) Trev., ha sido utilizada
en la medicina tradicional China desde hace siglos para el tratamiento de la amnesia,
contusion, cepa, hematuria, la esquizofrenia y la hinchazén. Esta demostrado que L.
varium posee actividad insecticida hacia la moscas, y se ha informado que L.
clavatum, tienen un efecto curativo en las heridas y enfermedades dermatolégicas
incluyendo fiebre en los bebés y, por tanto, llamado "polvo vientre" (Orhan et al.,
2007).

Por otro lado, en Argentina, Huperzia saururus (Lycopodiaceae) tiene un extenso uso
en etnomedicina debido a sus propiedades afrodisiacas, razén por la cual se han
llevado a cabo estudios quimicos demostrando que los alcaloides sauroxina, 6-
hidroxilycopodina y Licopodina, exhiben una importante actividad inhibitoria sobre

acetilcolinesterasa (Ortega, Agnese, Barboza, & Cabrera, 2007).

En Peru, especies de la familia Lycopodiaceae se emplean como talisman asociada a
la fertilidad de animales domésticos y en especial de cuyes, en el mismo especies de
Huperzia como H. brevifolia, H. kuesteri y H. sellifolia son comercializadas como parte

de objetos y plantas de valor magico (Navarrete et al., 2006).

Estudios realizados en el Departamento de Quimica de la UTPL han demostrado la
presencia de alcaloides en especies de la familia Lycopodiaceae (Guaman, 2010),
ademas estudios realizados en Italia, Universidad de Pavia se demostré la presencia
de alcaloides: Lycodine y Licopodina y el flavonoide 5,7,4-trihidroxi -3', 5'-

dimetoxiflavona en otras especies de la misma familia (Armijos C. , 2012).

Finalmente los sanadores de la Etnia Saraguro, Rikuyhampiyachak (visionarios) han
empleado especies de la familia Lycopodiaceae por sus propiedades alucinégenas en

rituales y ceremonias de sanacion (Andrade, Lucero, Armijos, & Malagon, 2009).



1.2. Familia Lycopodiaceae

Las licopodiadceas son un grupo de plantas vasculares con una larga historia evolutiva,
ya que fueron parte de los principales elementos de la flora terrestre primitiva y son el
producto de un evento cladogénico temprano en la evolucion de las plantas vasculares
(Arana & Qllgaard, 2012).

Lycopodiaceae es una familia cosmopolita de 4 géneros (Murillo-Pulido & Murillo-
Aldana, 1999). Lycopodiella con 40 especies. Lycopodium con 40 especies. Huperzia
con 400 especies de amplia distribucion, principalmente en zonas tropicales y
subtropicales y Phylloglossum con 1 sola especie proveniente de Tasmania, Australia
y Nueva Zelandia (Riba & Lira, 1996).

En Ecuador la familia esta representada por tres géneros: Huperzia con 67 especies,
Lycopodiella con 8 especies y Lycopodium con 5 especies (Jorgensen & Ledn-Yanez,
1999).

La familia Lycopodiaceae destaca la presencia de alcaloides, diterpenos y triterpenos,
flavonas y acidos fendlicos, algunos de los cuales poseen actividades farmacolégicas
(Hongmei et al., 2010).

1.2.1. Descripcién del género Lycopodium

Comunmente conocido como "licopodios, musgos, pino suelo, la garra del diablo" son
plantas que se encuentra en bosques tropicales y subtropicales de todo el mundo.
Muchos son utilizadas por tribus para mejorar el efecto memoria, también como
analgésico para aliviar dolores reumaticos en las articulaciones y la espalda (Das,
Ghosh, Dutta, Nath, & Choudhury, 2011).

Son plantas con tallos principales subterrdneos o epigeos, largamente rastreros o
erectos, raices emergiendo directamente de la cara ventral de los tallos principales.
Ramas laterales erectas, dorsiventrales, aplanadas en seccion transversal, con tres
tipos de licofilos dispuestos en cuatro hileras, una dorsal y otra ventral de licofilos
angostos hasta casi filiformes, y dos hileras laterales con licofilos mas anchos.
Esporofilos subpeltados, agrupados en estrébilos pedunculados o sésiles, mas cortos
gue los licofilos del pedunculo. Esporangios reniformes. Esporas reticuladas en todas

las caras (Arana & Qlligaard, 2012).



1.2.2. Descripcién botanica de la especie L. complanatum L.

Figura 1. Fotografia de L. complanatum L.

Elaboracion: La autora

Tabla 1. Clasificacion botanica de la especie L. complanatum L.

Reino Plantae
Phylum Lycopodiophyta
Clase Lycopodiopsida
Orden Lycopodiales
Familia Lycopodiaceae
Geénero Lycopodium
Especie Lycopodium complanatum L.

Fuente: (Instituto de Botanica Darwinion, 2013)



1.3. Medicinatradicional y empleo de especies alucindgenas.

La Organizacion Mundial de la Salud, (2004) define la Medicina Tradicional en los
siguientes términos: “practicas, enfoques, conocimientos y creencias sanitarias
diversas que incorporan medicinas basadas en plantas, animales y/o minerales,
terapias espirituales, técnicas manuales y ejercicios aplicados en forma individual o en
combinacion para mantener el bienestar, ademas de tratar de diagnosticar y prevenir

enfermedades”.

Este sistema de medicina se basa en las tradiciones culturales de curacion, las cuales
han ido pasando de generacién en generacion, de curador en curador, de familia en
familia y a veces de tribu en tribu, influenciados por factores tales como la historia, las
actitudes personales v la filosofia. Su practica varia en gran medida de un pais a otro y
una region a otra y es compartida con la gente autéctona, colonizadora y migratoria del

sector (Gualavisi, 2008).

A diferencia de la biomedicina oficial, la medicina tradicional ha sido caracterizada a
partir de elementos culturales orientados a la sanacién, que varian en su combinacion.
Como uno de sus rasgos preponderantes se ha destacado su dimensién mistico-
religiosa, asi como el uso de préacticas distintivas como la herbolaria (Nigenda, Mora,
Aldama, & Orozco, 2001).

El uso de plantas alucinégenas ha formado parte de la experiencia humana, influyendo
en la formacion de los pueblos primitivos como parte importante de los ritos religiosos.
La diversidad cultural asociada con el diverso ecosistema andino, expone en la
actualidad cantidad y calidad de conocimientos etnobotanicos, entre los cuales se
encuentran los conocimientos sobre el empleo de especies estimulantes capaces de
alternar la conciencia para explorar el mundo metafisico y comunicarse con los
espiritus y dioses que forman parte de la cosmovisiébn de los pueblos primitivos
(Guaman, 2010).

Las plantas psicoactivas han servido para contactar a los dioses, diagnosticar o curar
enfermedades, evaluar o resolver problemas, incorporar fuerza fisica o simplemente
para relajar y hasta divertirse. La coca (Erythroxylum coca), San Pedro (Echinopsis
pachanoi), el arbol de vilca (Anadenanthera colubrina), el yoc6 (Paullinia yoco), la
guayusa (llex guayusa) y el wantuk (Brugmasia sanguinea) fueron usadas desde la
época pre y post coloniales debido a sus propiedades alucindégenas y narcoticas (Kvist
& Morales, 2006).



1.4. Alcaloides
1.4.1. Generalidades.

Uno de los grupos de metabolitos secundarios mas diversos encontrados en los
organismos vivos son los alcaloides. La diversidad estructural y la variedad en la
actividad biolégica, hacen de los alcaloides los grupos mas importantes entre las
sustancias naturales de interés terapéutico (Loyola, Sanchez, Canto, Gutiérrez, Galaz,
& Moreno, 2004), estos se han aislado principalmente en plantas superiores,
encontrandose en mas de 100 familias Fanerégamas (aquellas plantas que se
reproducen por semillas producidas en sus inflorescencias), en menor proporcién en
Criptdgamas (Plantas que tienen sus 6érganos reproductores ocultos) del tipo
licopodios, también en microorganismos (ergot); muchos de ellos empleados en

medicina siendo prominentes farmacos hoy en dia (Arango, 2008).

En humanos, los alcaloides generan respuestas fisioldgicas y psicolégicas la mayoria
de ellas consecuencia de su interaccién con neurotransmisores. A dosis altas, casi
todos los alcaloides son muy téxicos. Sin embargo, a dosis bajas tienen un alto valor
terapéutico como relajantes musculares, tranquilizantes, antitusivos o analgésicos
(Avalos & Pérez-Urria, 2009).

1.4.2. Definicién.

No existe una definicion exacta para los alcaloides, pero se puede considerar como:
“Un compuesto orgénico de origen natural (generalmente vegetal), nitrogenado (el
nitrdgeno se encuentra generalmente intraciclico), derivados generalmente de
aminoacidos, de caracter mads o menos basico, de distribucion restringida, con
propiedades farmacolégicas importantes a dosis bajas y que responden a reacciones

comunes de precipitacién” (Arango, 2008; Bruneton, 2001).

1.4.3. Deteccidn y caracterizacion.

Las técnicas de reconocimiento son basadas en la capacidad que tienen los alcaloides
en estado de sal (extractos acidos), de combinarse con el yodo y metales pesados
como bismuto, mercurio, tugsteno formando precipitados; estos ensayos preliminares

se pueden realizar en el laboratorio o en el campo (Arango, 2008).

En la practica, se utilizan reactivos generales para detectar alcaloides como: la
soluciéon de yodo-yoduro de potasio, reactivo de Wagner; mercurio tetrayoduro de

potasio, reactivo de Mayer; tetrayodo bismuto de potasio, reactivo de Dragendorff
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(Bruneton, 2001); solucién de &cido picrico, reactivo de Hager; &cido silico tangtico,
reactivo de Bertrand; p-dimetilamino benzaldehido, reactivo de Ehrlich; nitracion de
alcaloides, reaccion de Vitali-Morin (Arango, 2008).

Las reacciones colorimétricas planteadas caracterizan la presencias de alcaloides,
pero no verifican la identidad de una droga, no proporcionan tampoco conocimientos
sobre la composicion de una mezcla, para este fin, se lleva a cabo la cromatografia de

capa fina (CCF), usando para el revelado el reactivo de Dragendorff (Bruneton, 2001).

1.4.4. Extraccién de alcaloides.

La extraccion se basa en el caracter basico de los alcaloides y en el hecho de su
existencia en las plantas como sales de &cidos organicos o0 como combinaciones

solubles de otras sustancias (Arango, 2008).

En escala de laboratorio la extraccion de alcaloides de cualquier planta que los
contenga, tiene como principio la separacion de bases débiles, medianas y fuertes,
debido a la accién de solventes de creciente polaridad y variaciones de pH. Las
fracciones obtenidas son cromatografiadas en columnas de silica gel o en
cromatoplacas preparativas. Los alcaloides aislados son purificados por

recristalizacion en solventes.

Aunque este proceso es de gran utilidad y eficiencia en un laboratorio de fitoquimica,
no es adecuado a escalas industriales por ser demorado, por emplear grandes
cantidades de solventes y por necesitar cromatografia en columnas de silica gel, que

es un material de alto costo.

Los procesos industriales para la obtencién de alcaloides comprenden la extraccién de
la droga vegetal se realiza con solventes organicos o con soluciones acuosas de
acidos o de sales de reaccion acida. En el primer caso, los alcaloides son extraidos en
forma de bases libres. En el segundo caso, en forma de sales (Sharapin, Machado, &
Pinzén, 2000).

Es posible extraer los alcaloides a escala industrial por medio de cuatro procesos:

e Extraccion con solventes no miscibles con agua.
e Extraccion con solventes miscibles con agua.
e Extraccion con agua acidulada.

e Extraccion con soluciones de sales de reaccion acida.
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1.4.5. Alcaloides de la familia Lycopodiaceae.

A nivel cientifico especies de la familia Lycopodiaceae son motivo de estudio en
diferentes paises por ser fuentes de alcaloides del tipo Lycopodium, cuya actividad en
la cura de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer ha sido comprobada,
tal es el caso de la Huperzina A (Armijos, Gilardoni, Malagoén, Vita-Finzi, & Vidari,
2012).

Los denominados alcaloides Lycopodium representan un gran niamero de metabolitos
secundarios obtenidos a partir de especies pertenecientes a la familia Lycopodiaceae.
Desde los impresionantes esqueletos y diversas actividades bioldgicas interesantes,
estos alcaloides siguen siendo motivo de interés y algunos de ellos han sido un

desafio para los objetivos de sintesis total biogenética y biolodgica (Zhang, et al. 2013).
1.5. Flavonoides

Son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que protegen al organismo del
dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos ultravioletas, la polucion
ambiental, sustancias quimicas presentes en los alimentos, etc. El organismo humano
no puede producir estas sustancias quimicas protectoras, por lo que deben obtenerse
mediante la alimentacién o en forma de suplementos (Martinez, Gonzalez, Culebras, &
Tufion, 2002).

Biolégicamente, los flavonoides desempefan un papel importante en la polinizacién y
alimentacién de los insectos en las plantas; algunos tienen un sabor amargo que
repele a ciertas orugas e impide que se coman las hojas de las especies que los
contienen. Por otra parte, el hombre consume cantidades considerables de flavonoides
en la dieta vegetal, lo cual se considera beneficioso para la salud humana, dada sus
propiedades antoxidantes, protegiendo contra enfermedades vasculares y algunos

tipos de cancer (Formica & Regelson, 1995).

Son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto comdn de
difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a
través de un anillo C de pirano (heterociclico). Los atomos de carbono en los anillos C
y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2' al 6' (Figura 2) (Escamilla,
Cuevas, & Guevara, 2009).
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Figura 2. Estructura basica de los flavonoides

Fuente: (Escamilla, Cuevas, & Guevara, 2009)

Los flavonoides se pueden clasificar en diferentes subgrupos segun el nivel de
oxidacién del anillo central (unidad C3) en: flavanonas, flavonas, isoflavonas,
flavonoles, antocianidinas, chalconas y auronas. Los dos ultimos subgrupos se
separan algo de la estructura general: las chalconas tienen una forma isomérica de
cadena abierta y las auronas poseen un heterociclo de cinco miembros, en lugar del
de seis como en el resto de los flavonoides. Los diferentes flavonoides se forman por
adicién, en distintas posiciones de los anillos A y B, de grupos hidroxilo, metoxilo,

metilo e isoprenilo (Ruiz, 2002).

Figura 3. Clasificacion de los flavonoides.
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Fuente: (Ruiz, 2002).

Estudios de laboratorio, investigaciones epidemioldgicas y estudios clinicos indican

gue los flavonoides tienen efectos importantes en la quimio-prevencién y quimioterapia
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del cancer. Algunos mecanismos de accion celular se han identificado gracias al
estudio de flavonoides, como son por ejemplo la interrupcion del ciclo celular, la
induccion a la apoptosis y diferenciacion, la inhibicion de la angiogénesis, el efecto
antiproliferativo o la inactivacion de la carcinogénesis (Ren, Qiao, Wang, Zhu, &
Zhang, 2003).

1.6. Terpenos

Los terpenos, también denominados terpenoides o isoprenoides, son probablemente el
grupo mas numeroso de productos naturales presentes en las plantas, habiéndose
descrito alrededor de veinte mil estructuras. Los terpenos pueden encontrarse en
todas las partes de las plantas superiores: semillas, flores, frutos, hojas y raices.
También se encuentran en algas, musgos, liquenes, insectos y microorganismos
(Ruiz, 2002).

Los terpenos son compuestos que se biosintetizan a partir de unidades de isopreno de
cinco &tomos de carbono. Su sistema de clasificacion es muy sencillo y se agrupan
segun el nimero de atomos de carbono del esqueleto carbonado, siempre multiplo de
cinco. Los més sencillos son los monoterpenos (C10) que se caracterizan por tener
dos unidades de isopreno, le siguen los sesquiterpenos (C15) con tres unidades de
isopreno, los diterpenos (C20) constituidos por dos unidades de geranilo, los
triterpenos (C30) con dos unidades de farnesilo, los carotenoides (C40) con dos
unidades de geranilgeranilo y los poliisoprenoides con mas de cuarenta atomos de
carbono (Ruiz, 2002).

Muchos terpenoides son comercialmente interesantes por su UsO como aromas Yy
fragancias en alimentaciébn y cosmeética, o por su importancia en la calidad de
productos agricolas. Otros compuestos terpenoides tienen importancia medicinal por
sus propiedades anticarcinogénicas, antiulcerosas, antimalariales, antimicrobianas,
etc. Muchas plantas (limo6n, menta, eucalipto o tomillo) producen mezclas de
alcoholes, aldehidos, cetonas y terpenoides denominadas aceites esenciales,
responsables de los olores y sabores caracteristicos de estas plantas, algunos de los
cuales actllan como repelentes de insectos o insecticidas (Avalos & Pérez-Urria,
2009).

Triterpenos serratano se han encontrado en diversas plantas como las coniferas
(especialmente especies de Pinus y Picea), licopodios (especies de Lycopodium), y
mas recientemente Homogyne alpina y Nardia scalaris (Conner, Nagasampagi, &
Rowe, 1984).
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Las investigaciones de los constituyentes de tipo triterpeno de ciertas especies de
Lycopodium que crecen en Japon ha dado como resultado el aislamiento de
serratanodiol y tohogenol (triterpenos del tipo serratano) (Inubushi, Sano, & Price,
1967).

Estudios fitoquimicos de Lycopodium clavatum han demostrado la presencia de
triterpenoides de tipo serratano o derivados de la biogenética precursor a-onocerin.
(Deng, Ai, Chen, & Yang, 2009).

1.7. Cromatografia

Es una técnica que permite la separacién de los componentes de una mezcla debido a

la influencia de dos efectos contrapuestos.

e Retencion. Efecto producido sobre los componentes de la mezcla por una fase
estacionaria, que puede ser un sélido o un liquido anclado a un soporte sélido.
o Desplazamiento. Efecto ejercido sobre los componentes de la mezcla por una

fase movil, que puede ser un liquido o un gas.

El fendbmeno de migracion de los componentes de una mezcla a lo largo de la fase
estacionaria, impulsados por la fase movil, recibe el nombre de elucion. La mezcla a
separar se deposita sobre la fase estacionaria, mientras que la mévil atraviesa el
sistema desplazando a los componentes de la mezcla a distinta velocidad,
dependiendo de la magnitud de sus interacciones relativas con ambas fases. Las dos
fases se eligen de forma que los componentes de la muestra se distribuyan de modo
distinto entre la fase movil y la fase estacionaria. Aquellos componentes que son
fuertemente retenidos por la fase estacionaria se mueven lentamente con el flujo de la
fase movil; por el contrario los componentes que se unen débilmente a la fase
estacionaria, se mueven con rapidez. Como consecuencia de la distinta movilidad, los
componentes de la muestra se separan en bandas o zonas discretas que pueden

analizarse cualitativa y/o cuantitativamente (Jhonson & Pasto, 1977).
1.7.1. Cromatografia de capa fina.

La cromatografia en capa fina se basa en la preparacién de una capa, uniforme de un
absorbente mantenido sobre una placa, la cual puede ser de vidrio, aluminio u otro
soporte. La fase movil es liquida y la fase estacionaria consiste en un sélido. La fase
estacionaria serd un componente polar y el eluyente serd por lo general menos polar
que la fase estacionaria, de forma que los componentes que se desplacen con mayor

velocidad seran los menos polares (Guamén, 2010).
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La mezcla a analizar se deposita a una pequefia distancia del borde inferior de la placa
y se introduce en una cubeta que contiene la fase movil, que asciende a lo largo de la
placa por capilaridad, desplazando a los componentes de la mezcla a diferentes
velocidades, lo que provoca su separacion. Cuando el frente del disolvente se

encuentra préximo al extremo superior de la placa esta se saca y se visualiza.

La relacion entre la distancia recorrida por un compuesto y por el disolvente desde el
origen se conoce como Rf (Jhonson & Pasto, 1977).

1.7.2. Cromatografia en columna.

Es el método mas utilizado para la separacion de compuestos organicos a escala
preparativa. La fase estacionaria se deposita en el interior de una columna de vidrio
que termina con una placa porosa que impide su paso y en un estrechamiento con una
llave. La mezcla se deposita sobre la parte superior de la fase estacionaria mientras
que la fase movil atraviesa el sistema. Los compuestos van saliendo por separado de
la columna y se recogen en fracciones, los mas polares quedan mas retenidos y para
gque salgan generalmente hace falta aumentar la polaridad del disolvente. El tiempo

necesario para eluir un compuesto de la columna se llama tiempo de retencion.

1.7.3. Cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas.

Técnica combinada que permite la separacion e identificacion de mezclas complejas,
la utilizacién de la cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masas
requiere sistemas especiales de conexién. En principio, se trata de dos técnicas que
trabajan en fase gaseosa y necesitan una muy pequefia cantidad de muestra para su

analisis, por lo que son muy compatibles.

Una mezcla de compuestos inyectada en el cromatégrafo de gases se separa en la
columna cromatografica obteniendo la elucion sucesiva de los componentes
individuales aislados que pasan inmediatamente al espectrometro de masas. Cada
uno de estos componentes se registra en forma de pico cromatografico y se identifica

mediante su respectivo espectro de masas.

En este proceso, el espectrometro de masas, ademas de proporcionar los espectros,
actla como detector cromatografico al registrar la corriente iénica total generada en la
fuente idnica, cuya representacion grafica constituye el cromatograma. En efecto, la
corriente ionica generada por todos los iones da lugar a un pico gaussiano de area

proporcional a la concentracion del compuesto detectado (Jhonson & Pasto, 1977).
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1.8. Resonancia Magnética Nuclear.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear es un fenbmeno que se produce
cuando los nucleos de ciertos atomos se encuentran inmersos en un campo magnético

estatico y se expande a un segundo campo magnético oscilante.

Para obtener un espectro de RMN, se coloca una pequefia cantidad del compuesto
orgéanico disuelto en medio mililitro de disolvente deuterado en un tubo de vidrio largo
gue se sitta dentro del campo magnético del aparato. El tubo con la muestra se hace
girar alrededor de su eje vertical, el ordenador recoge la intensidad respecto al tiempo
y convierte dichos datos en intensidad respecto a frecuencia, generando finalmente las
respectivas gréficas (James, 1998).

Por lo tanto es una técnica instrumental no destructiva que permite el analisis de
compuestos organicos y algunos inorganicos. Por medio de ella se puede deducir la
identidad de la gran mayoria de compuestos organicos conocidos y desconocidos.

Tan solo se necesitan unos cuantos miligramos de sustancia para realizar un analisis.

Por su versatilidad y la riqueza de la informacion que produce, es la técnica mas usada
en la identificacion de nuevos compuestos organicos. El rango de posibles
aplicaciones de la resonancia magnética nuclear es demasiado amplio para incluir una

lista completa, pero algunas son:

e Verificacién del grado de pureza de materias primas.
e Andlisis de drogas y farmacos.

e Desarrollo de productos quimicos.

e Control de calidad de productos quimicos.

e Investigacion de reacciones quimicas.

e |dentificacion de sustancias desconocidas.

e Andlisis de polimeros
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS



Para llevar a cabo la presente investigacion se procedié a realizar la siguiente

metodologia:

Figura 4: Esquema del desarrollo de la investigacion.

Recoleccion y manejo Obtencién del extracto
del material vegetal —> hidro-etandlico
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!

Fraccionamiento
en columna

Fraccién neutralizada
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Fraccionamiento
en columna

l

Caracterizacion e identificacion de

metabolitos secundarios

Elaboracién: La autora.
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2.1. Areade recoleccion

La recoleccion de la muestra de la especie vegetal Lycopodium complanatum L., se
realiz6 en la Provincia de Loja, en la comunidad de Saraguro con coordenadas
geogréaficas 17697649E - 9590439N y una altitud de 3219 m s.n.m. La identificacién
taxondémica fue realizada por Bolivar Merino curador oficial del Herbario-Loja de la
Universidad Nacional de Loja (UNL). Un ejemplar de la muestra fue depositado en el
Herbario de la Universidad Técnica Particular de Loja (UTPL) con el cddigo voucher
Ly-001-08.

2.2. Obtencion del extracto hidro-etandlico de L. complanatum L.

El material vegetal se sec6 por 3 dias a 34°C, se pes6 200 g y se procedioé a triturar.
La obtencion del extracto se realiz6 por maceracién dinamica a temperatura ambiente
por 5 horas, utilizando como solvente de extraccién etanol: agua (9:1 v/v), luego se
separ6 el residuo vegetal y el liquido extractivo empleando filtracién al vacio. Se
procedié a la concentracion del extracto empleando un equipo rota-evaporador a

temperatura moderada de 30-35°C, hasta obtener un extracto seco.

Figura 5. Obtencion del extracto A) Maceracion B) Filtracion C) Rota evaporacion

Elaboracién: La autora.
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2.3. Desclorofilacion del extracto

El extracto libre de solvente pesé 23,6 gramos y fue sometido a una eliminacion de
clorofilas mediante una columna SPE Discovery-18 60 ml de 10 gramos, utilizando
como eluyente una mezcla de MeOH:H,O en proporcion 7:3 (v/v), de este modo se
obtuvo el extracto desclorofilado, mientras que el extracto con clorofilas fue recogido
con acetona al 100%.

2.4. Obtencion de la fraccion total de alcaloides

Durante la maceracion dindmica y al extracto libre de clorofilas con el objetivo de
detectar la presencia de alcaloides se les realiz6 las pruebas generales de

Dragendorff, Mayer y Warner (Anexo 1).

Confirmada la presencia de alcaloides y para obtener la fraccién total se siguié el
procedimiento de separacion liquido-liquido, en el cual se acidific6 el extracto
desclorofilado con H,SO, al 2%, se realiz6é una filtracion para separar la fraccion que
fue lavada repetidamente hasta que las pruebas de Dragendorff, Mayer y Warner
fueron negativas, al final la fraccion fue neutralizada con solucién de amoniaco y

secada.

La fase acuosa acida que contiene la fraccion alcaloidea fue extraida de la siguiente

manera:

e Extraccion con Hexano (triplicado) a pH &cido, Fraccién A.
e Extraccion con CHCI; (triplicado) a pH acido, Fraccion B.
e Extraccion con CHCI; (triplicado), Fraccién C.

e Extraccion con CHCI; (triplicado), Fraccion D.

El proceso general de la obtencién de la fraccion total de alcaloides se resume en el

esguema a continuacion.

21



Figura 6: Esquema de la extraccion de la fraccion total de alcaloides
Extracto desclorofilado

Suspensiéon con H,SO, al 2%

Filtrar. Neutralizar la fraccién sobrante con solucién
de amoniaco

Extraer la fase acuosa acida con hexano

Hexano Fraccion A Fase acuosa

Extraer con cloroformo

Cloroformo Fraccion B Fase acuosa

Ajuste apH 7
Extraer con cloroformo

Cloroformo Fraccion C Fase acuosa

Ajuste a pH 12
Extraer con cloroformo

Cloroformo Fraccién D Fase acuosa

Fraccion total de alcaloides

Elaboracion: La autora.

Las fracciones se evaporaron y en el caso de la fraccion D que resultd positiva a

Dragendorff, Mayer y Warner se procedio a fraccionar.

22



2.5. Cromatografia de capa fina

La fraccion total de alcaloides y la fraccibn sin alcaloides fueron sometidas a
cromatografia de capa fina. Esto se llevo a cabo en placas de aluminio cubiertas de

silica gel 60 F.s4 Merck y la visualizacion se realizé con luz UV 254 y 360 nm.
2.6. Cromatografia en columna

Para el montaje de la columna de la fraccion total de alcaloides (fraccion D) se us6 una
relacion muestra-silica gel 1:100 (Figura 7a), para el fraccionamiento se utilizaron las
siguientes polaridades: DCM:AcOEt:MeOH, en proporciones 8:1.5:0.5, 8:1:1, 8:1:1+5

gotas de 4cido férmico, tomando un volumen de 50 ml por cada fraccion.

Para la preparacion de la columna de la fraccion sin alcaloides se usé una relacion
muestra-silica gel 1:100 (Figura 7b), para el fraccionamiento se utilizaron los
disolventes hexano, acetato de etilo y metanol en polaridad creciente; tomando un

volumen de 100 ml por cada fraccion.

Figura 7. Cromatografia en columna A) Fraccion de alcaloides B) Fraccion sin alcaloides

Elaboracién: La autora.

2.7.  Uniény purificacion de fracciones

Para la union de fracciones se relaciond la altura de las manchas caracteristicas de
cada fraccion y la similitud visual que estas reflejaron ante la luz ultravioleta a una
longitud de 254 y 365 nm; ademas esto se corrobord con el agente revelador acido

sulfarico al 5% y vainillina (Anexo 2).
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2.8. Caracterizacién quimica de las fracciones

Esta caracterizacion se realizé en las fracciones que cristalizaron. Se determiné el

punto de fusién (Pf), factor de retencion (Rf) y solubilidad.
2.8.1. Punto de Fusion.

La determinacion del punto de fusién de los compuestos se realizé tomando una
muestra soélida de la fraccion y utilizando el equipo Fisher-Johns-Melting Point
Apparatus, serial 40-22 de 50-60 Hz (Figura 8).

Figura 8. Equipo Fisher-Johns-Melting Point Apparatus, serial 40-22

Elaboraciéon: La autora

2.8.2. Solubilidad.

Los disolventes empleados para determinar la solubilidad de los compuestos fueron:
hexano, acetato de etilo, metanol, diclorometano, acetona, DMSO.

2.8.3. Factor de retencion.

El Rf del compuesto quimico se calculé de acuerdo a la férmula y considerando la

gréafica del anexo 3.
2.9. Identificacion de los compuestos aislados

2.9.1. Cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas.

La identificacion de los compuestos aislados de la especie L. complanatum L., por
cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas (CG-EM) se hizo
mediante un cromatégrafo de gases Agilent, las respectivas inyecciones se realizaron

en las columnas capilares DB-5MS (5%-Fenil —metilpolisiloxano).

En la tabla 2 se detallan las caracteristicas de las columnas capilares que se usaron

para las inyecciones cromatograficas.
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Tabla 2. Caracteristicas de la columna

Caracteristicas de la columna capilar

Fraccion | Columna | Temperatura °C Pelicula Diametro Longitud
(Mm) (mm) (m)
LC3 DB-5MS 350 0,25 0,25 30

Fuente: Fielquimec

2.9.2. Resonancia magnética nuclear (RMN).

Los espectros de NMR fueron obtenidos en un equipo Varian N° de serie 21953
operando a 400 MHz para 'H y 100 MHz para **C, usando acetona-d6 y CDCl; a 25°C.
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CAPITULO 1Nl

RESULTADOS Y ANALISIS



3.1. Identificacion de los compuestos aislados

3.1.1. Identificacién preliminar de alcaloides.

Los resultados obtenidos en la identificaciébn preliminar de alcaloides del extracto
hidro-etandlico con clorofilas y sin clorofilas usando reactivos de precipitacion se

muestran en la siguiente tabla.

Tabla 3. Identificacion fitoquimica de alcaloides.

Dragendorff -
Hidro-etanolico con )
_ Mayer Alcaloides +
clorofila
Warner +
Dragendorff +
Hidro-etandlico sin )
_ Mayer Alcaloides +
clorofila
Warner +

(+) Presencia; (-) Ausencia
Elaboracion: La autora

3.2. Alcaloides obtenidos de L. complanatum L.

A partir de la cromatografia en columna se obtuvieron 11 fracciones denominadas LC
1 hasta LC 11 (Figura 9). Todas las fracciones eluidas fueron analizadas por
cromatografia de capa fina, usando placas de silica gel 60F,s, (fase directa) y
reveladas con solucion de Dragendorff.
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Figura 9. Esquema de la obtencién del alcaloide Licopodina

Fraccién de alcaloides de
Lycopodium complanatum L.

CC, fase directa, relacion

7m
9 1:100, DCM:AcOEt:MeOH

CG-EM CHCl;

N O

La fraccion LC3 fue disuelta en cloroformo y analizada mediante cromatografia de

Elaboracién: La autora

gases acoplada a espectroscopia de masas.

El espectro de masas presentd un pico de ion molecular a 247 m/z, compatible con la
férmula molecular C;6H,sNO que corresponde al nombre de Licopodina. Los datos

espectrales se compararon con los de Gerard R., (1985) (Anexo 4).

La primera investigacion sobre alcaloides Lycopodium se remonta a 1881, siendo
Licopodina el primer alcaloide Lycopodium identificado (Hiroshi & Choo, 2006). Orhan
et al. (2007) analizé el contenido de la fraccion de alcaloides de Lycopodium clavatum,
por cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM) e identifico a
Licopodina como el principal alcaloide. Ayer et al. (1968) estudi6 la fraccion total de
alcaloides de Lycopodium alopecuroides L. encontrando siete alcaloides. Estos
incluyen: Licopodina, Licodolina, clavolonina alopecurina, debenzoylalopecurina,
alopecuridina y anhydrolicodolina. Bodeker, separé Licopodina, a partir de Lycopodium
complanatum en 1938 (Hiroshi & Choo, 2006). Orhan et al. (2009) identifica el

alcaloide Licopodina mediante CG-MS en la especie L. complanatum colectada en

28



Turquia, lo cual corrobora los resultados obtenidos en la presente investigacion, pues
dicho alcaloide es comun encontrarlo en especies de la familia Lycopodiaceae.

Con respecto a la actividad biol6gica, Mandal et al. (2010) sefalan que Licopodina
inhibe considerablemente el crecimiento de las células HelLa lo que indica su potencial
uso en la quimioterapia. Bishayee et al. (2013), sugiere que Licopodina, es un

prometedor candidato para el uso terapéutico como un farmaco anticancer.

Asi mismo, Ortega et al. (2007) han demostrado que los alcaloides sauroxina, 6-
hidroxilycopodina y Licopodina, exhiben una importante actividad inhibitoria sobre

acetilcolinesterasa.
3.3. Compuestos aislados de la fraccién sin alcaloides de L. complanatum L.

De la cromatografia en columna se obtuvieron 146 fracciones. Todas las fracciones
eluidas fueron analizadas por cromatografia de capa fina, usando placas de silica gel
60F254 (fase directa).

En la Tabla 4 se exponen los disolventes empleados y las proporciones a las cuales

las fracciones fueron eluidas asi como también la apariencia que presentaron.

Tabla 4. Fraccionamiento cromatografico de la fraccién sin alcaloides

Fracciones Proporcion (I;/!ezclas de Apariencia
isolventes

1-2 100 Hex Aceitosa

3-5 90:10 Hex- AcOEt Aceitosa
6 -8 80:20 Hex- AcOEt Sdélida
9-12 70:30 Hex- AcOEt Sdélida
13 -16 60:40 Hex- AcOEt Sélida
17-20 50:50 Hex- AcOEt Sélida
21-24 40:60 Hex- AcOEt Sdélida
25-28 30:70 Hex- AcOEt Sdélida
29-32 20:80 Hex- AcOEt Sélida
33-37 10:90 Hex- AcOEt Solida

38-41 100 AcOEt Cristales
42-51 100 AcOEt Sdélida
52-61 100 AcOEt Sdélida
62-69 90-10 AcOEt — MeOH Solida

70-73 80-20 AcOEt — MeOH Cristales
74-77 80-20 AcOEt — MeOH Sdélida
78-85 70-30 AcOEt — MeOH Sdélida
86-93 60-40 AcOEt — MeOH Sdélida
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94-101 50-50 AcOEt — MeOH Sélida
102-109 40-60 AcOEt — MeOH Sélida
110-117 30-70 AcOEt — MeOH Sélida
118-125 20-80 AcOEt — MeOH Sélida
126-133 10-90 AcOEt — MeOH Sélida
134- 146 100 MeOH Sélida

Elaboracién: La autora

Como se puede observar en la Tabla 3 las fracciones de la 38-41 y 70-73 presentaron
la formacion de cristales luego de evaporarse el disolvente, por ello se decidio realizar
en los mismos las pruebas respectivas para facilitar la identificacion molecular del

compuesto. El andlisis de estas fracciones se indica a continuacion:

3.3.1. Aislamiento de la flavona TRICIN de la fraccion sin alcaloides de L.

complanatum L.

Este compuesto se obtuvo en las fracciones 38-41 eluidas con acetato de etilo (100%).
El precipitado tuvo la apariencia de cristales amarillo, luego de ser lavado
sucesivamente con metanol y agregar unas gotas de acetona, se obtuvieron 11 mg, su
punto de fusién fue de 287-289 °C, el compuesto fue soluble en DMSO y acetona e
insoluble en hexano, acetato, diclorometano y metanol. Su cromatografia de capa fina
corrida con Hex: AcOEt en proporcion 1:1, dio una mancha amarilla al ser revelada
con &cido sulfdrico y vainillina, con un Rf de 0,30 (Figura 10).

Figura 10. CCF de la flavona TRICIN aislada de L. complanatum L.

Elaboracién: La autora
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3.3.2. Identificacion de la flavona TRICIN de la fracciéon sin alcaloides de L.

complanatum L.

Mediante el andlisis de RMN de *H y **C (Anexo 5). Los datos espectrales se muestran

a continuacion:

'H - RMN: (400 MHz, acetona-d6): & ppm 12.99 (s, 1H), 7.37 (s, 2H), 6.73 (s, 1H), 6.55
(d, 1H), 6.25 (d, 1H), 3.96 (s, 6H).

13C- NMR: (100 MHz, acetona-d6): & ppm 183.1 (C-4), 165.0 (C-2 y C-7), 163.3 (C-9),
158.7 (C-5), 149.1 (C-3'y C-5'), 140.9 (C-4'), 122.3 (C-1"), 105.2 (C-2' y C-6), 104.6
(C-3y C-10), 99.7 (C-6), 94.8 (C-8), 56.9 (OCH3x2).

En comparacion con los datos espectrales de publicaciones anteriores (Jiao, Zhang,
Liu, Liu, Wu, & Zhang, 2007) (Kuwabara, Mouri, Otsuka, Kasai, & Yamasaki, 2006) y la
muestra analizada en el presente estudio, el producto final se identific6 como 5,7,4'-
trihidroxi -3', 5'-dimetoxiflavona (figura 11) méas conocido como TRICIN.

Figura 11. Estructura quimica de la flavona TRICIN

OCH;

Fuente: (Jiao et al., 2007)

TRICIN es un compuesto de origen natural que pertenece a la clase de flavonas. Este
compuesto se ha detectado principalmente en hojas y tallos, y raices rara vez (Zhou &
Ibrahim, 2010).

Estudios anteriores sefialan a TRICIN como agente farmacol6gicamente activo en la
prevencion del cancer. Hudson et al. (2000) demostraron que el flavonoide TRICIN
interfiri6 de forma potente en el crecimiento in vitro de células malignas humanas
MDA-MB-468 cancer de mama. Otro estudio informa de que los altos niveles de
TRICIN encontrados en el tracto gastrointestinal después de la ingesta alimentaria,
evita la carcinogénesis colorrectal (Cai, Al-Fayez, Tunstall, Platton, Steward, &

Gescher, 2005). Ademas, la literatura describe entre otras actividades atribuidas a
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TRICIN, antiviral (Yazawa et al., 2010) y antioxidante (Duarte-Almeida, Negri,
Salatino, de Carvalho, & Lajolo, 2007)

3.3.3. Aislamiento del posible triterpeno de la fraccién sin alcaloides de L.

complanatum L.

El compuesto se obtuvo en las fracciones 70-73 eluidas con AcOEt:MeOH (80:20 v/v).
El precipitado tuvo la apariencia de cristales blanquecinos, luego de ser lavado
sucesivamente con hexano y agregar unas gotas de acetato, se obtuvieron 7 mg,
soluble en cloroformo y acetato e insoluble con hexano y metanol. Su cromatografia de
capa fina corrida con AcOEt: MeOH en proporcién 1:1, dio una mancha color violeta al

ser revelada con acido sulfarico y vainillina y un Rf de 0,81 (Figura 12).

Figura 12. CCF del posible triterpeno aislado de L. complanatum L.

Elaboracién: La autora

3.3.4. Identificacién del posible triterpeno de la fraccion sin alcaloides de

L. complanatum L.

Los datos espectrales de compuesto aislado comparados con los de la literatura se

muestran a continuacion:
Triterpenoide del tipo serratano reportado por Fang et al. (1991):

13C- NMR: (300 MHz, CDCly): & ppm 38.5, 22.3, 88.5, 38.2, 56.3, 18.8, 45.2, 38.9,
57.0, 36.0, 25.3, 27.2, 62.9, 138.3, 121.9, 24.1, 49.6, 37.1, 36.7, 23.8, 81.1, 37.7, 15.7,
19.8, 28.1, 16.2, 56.0, 13.4, 27.5, 15.7, 57.5, 21.3, 17.0

Compuesto aislado de L. complanatum L.

13C- NMR: (100 MHz, CDCly): & ppm 13.571, 14.268, 14.779, 15.948, 16.715, 18.921,
19.959, 21.485, 22.840, 23.978, 24.202, 24.876, 25.387, 27.377, 27.703, 27.803,
28.237, 29.220, 29.391, 29.514, 29.592, 29.739, 29.793, 29.809, 29.847, 32.078,
33.657, 36.267, 37.258, 38.040, 38.412, 39.016, 45.133, 49.624, 55.943, 56.113,
57.298, 62.819, 79.336, 80.985, 122.336, 138.287, 171.204.
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Las sefiales resaltadas con azul coinciden con las de la literatura consultada. Se debe
indicar que a pesar de los intentos realizados no se pudo elucidar completamente la
molécula, sin embargo las sefiales caracteristicas encontradas nos permiten inferir que
posiblemente se trata de un compuesto de naturaleza triterpenoide con una estructura
guimica que corresponde a los triterpenoides del tipo serratano (Figura 13) que han
sido aislados e identificados en varias especies de la familia Lycopodiaceae.

Figura 13. Estructura quimica de los triterpenos tipo serratano

Fuente: (Fang, Tsai, & Cheng, 1991)

En la especie Lycopodium complanatum L., colectada en Nueva Guinea se ha
identificado los triterpenoides serratanodiol y tohogenol, aislados como sus diacetatos
mediante cromatografia en columna (Inubushi, Sano, & Price, 1967), lo cual corrobora

de manera indirecta la presencia de triterpenos en la especie en estudio.

Los estudios farmacolégicos han demostrado que los triterpenoides de tipo serratano
tienen accién farmacoldgica, incluyendo la actividad quimiopreventivo del cancer y

efectos inhibitorios contra Candida albicans (Deng, Ai, Chen, & Yang, 2009).

3.3.5. Caracteristicas generales de los compuestos aislados en L.

complanatum L.

A continuacién se resume las caracteristicas y valores obtenidos de los compuestos:
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Tabla 5. Caracteristicas fisico-quimicas de los compuestos aislados.

Lycopodium complanatum L.
LC3 Fraccion 38-41 Fraccion 70-73
Peso 1.1 mg 11 mg 7 mg
Porcion de 8:1:1 80:20
100 % acetato
solventes DCM:AcOEt:MeOH AcOEt:MeOH
Apariencia _ _ _ Cristales
. Solido Cristales amarillos )
fisica blanquecinos
Factor de
L, - 0,30 0,81
retencion
Punto de
_ 112-114 °C 287-289 °C 230-232 °C
fusion
RMN - Flavona Posible terpeno
_ _ 5,7,4'-trihidroxi -3', 5'- _
Nombre Licopodina ) ) Por confirmar
dimetoxiflavona

Elaboraciéon: La autora
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



1. CONCLUSIONES

La separacion cromatografica del extracto desclorofilado de L. complanatum L.,
condujo al aislamiento e identificacion del alcaloide Licopodina mediante
cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas (CG-EM).

Por resonancia magnética nuclear se identific6  5,7,4'trihidroxi-
3',5'dimethoxiflavona (TRICIN), compuesto aislado e identificado en otras
especies de la familia Lycopodiaceae de la region Sur del Ecuador y a la cual

se le atribuyen algunas propiedades farmacoldgicas.

La estructura quimica probable del compuesto de la fraccibn 70-73 es
comparable con la estructura de triterpenos del tipo serratano comunes en la

familia Lycopodiaceae.
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2. RECOMENDACIONES

Continuar con el estudio de Lycopodium complanatum L., realizando el
aislamiento e identificacion de las demas fracciones que no cristalizaron con el

fin de contribuir al estudio de la planta.

Elucidar la estructura del compuesto de la fraccion 70-73 en base a los datos

espectrales obtenidos.

Realizar otras pruebas a los compuestos identificados, con el fin de determinar

sus propiedades.

Realizar trabajos de investigacion similares con otras especies del género en

la busqueda de nuevos compuestos.
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ANEXOS



ANEXO 1.

Preparacion de Reactivos Generales para la deteccion de alcaloides:
Dragendorff, Mayer y Wagner.

Se usaron reactivos generales para detectar alcaloides como: la solucion de yodo-
yoduro de potasio (Reactivo de Wagner), mercurio tetrayoduro de potasio (reactivo de
Mayer), tetrayodo bismuto de potasio (reactivo de Dragendorff).

Preparacion de reactivos:

El reactivo de Dragendorff: Comprende dos soluciones: Solucién a: 0.85 g de
subnitrato de bismuto disueltos en una mezcla de 10 ml de &cido acético y 40 ml de
agua. Solucién b: 8 g de yoduro de potasio disueltos en 20 ml de agua. Se mezclan 5
ml de solucién a con 5 ml de solucién b y 20 ml de acido acético para luego completar
a 100 ml con agua. La presencia de alcaloides se detecta por la formacion de un
precipitado naranja rojizo cuando se le adiciona esta reactivo a una solucion de

alcaloides.

Reactivo de Mayer: se prepara disolviendo 1.3 g de bicloruro de mercurio en 60 ml de
agua y 5 g de yoduro de potasio y se afora a 100 ml. Los alcaloides se detectan como
un precipitado blanco o de color crema.

Reactivo de Wagner: disolver 1,27 g de yodo y 2 gotas de yoduro de potasio en 20 ml
de agua, aforar la solucion en un matraz de 100 ml. Los alcaloides se detectan como

un precipitado blanco o de color crema.
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ANEXO 2.

Preparacion del revelador

Acido Sulfarico y Vainillina: Se emplea como revelador en los cromatogramas de

aceites esenciales y la mayor parte de compuestos organicos.

Reactivo Composicién

i 250ml Etanol
Acido sulfurico

12,5ml acido sulfdrico

Procedimiento:

» Se aforan los 12,5 ml de acido sulfdrico con los 250ml de etanol

Reactivo Composicién

Vainillina 250ml Etanol
2,5g de vainillina

Procedimiento:

 Se aforan los 2,5¢g de vainillina con los 250ml de etanol
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ANEXO 3.

Célculo del factor de retencidn en la placa silica gel marca Merck 60 Fsy4

R _Distancia desde el origen hasta el compuesto

Distancia desde el origen frente del solvente

Limite de recomdo
de 2 mezclade
solvende U,
R a
f =3 .
Donde: h

a= Distancia que recorre el compuesto desde lalinea de sismbra. a

b=Dristancia gue recorre la mezcla de solvente utilizada, desde lalinea
de siembra hasta el limite de recorrido superior.

L'I'lud!siﬂ'll:ﬂ_ . |
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ANEXO 4

Espectro de masas de Licopodina en la fraccion analizada (Anex. 4a) comparado
con el de la literatura (Anex. 4b)
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ANEXO 5

Espectros de *Hy *C MNR de la flavona TRICIN
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ANEXO 6
Espectros de 'Hy *C MNR del posible triterpenoide
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