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RESUMEN

En el presente estudio fitoquimico se logro obtener el extracto metandlico total de las hojas
de la especie ecuatoriana Croton rivinifolius Kunth, del cual se obtuvieron fracciones de
particion de hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol/agua. De la fraccion de
particion de hexano se aisl6 e identifico mediante CG-EM una mezcla en la cual predominaba
el Escualeno (1) como compuesto mayoritario. Por otro lado, de la fraccion de particion de
acetato de etilo se logro aislar por cromatografia de columna y caracterizar mediante la técnica
espectroscopica RMN dos compuestos, uno de origen flavonoide conocido como Tilirosido
(2), y otro de origen iridoide glicosilado de nombre Swerosido (3), el mismo que es reportado
por primera vez en nuestro caso para el género Croton. Igualmente se obtuvo el extracto
metandlico de los tallos de donde se consiguid aislar y caracterizar un compuesto de
naturaleza alcaloide conocido como Isocorydine (4). Todos los compuestos que se
identificaron son de suma importancia, debido a que presentan una gran variedad de actividad
bioldgica.

Palabras claves: Croton rivinifolius Kunth, Escualeno, Tilirosido, Swerosido, RMN, CG-EM



ABSTRACT

In the present phytochemical study it was possible to obtain the total methanolic extract of the
leaves of the Ecuadorian species Croton rivinifolius Kunth, from which fractions of partition of
hexane, dichloromethane, ethyl acetate and methanol / water were formed. In which, from the
fraction of hexane partition, a mixture in which Squalene (1) predominated as a major
compound was isolated and identified by GC-MS. On the other hand, the ethyl acetate partition
fraction was isolated by column chromatography and characterized by the NMR spectroscopic
technique two compounds, one of flavonoid origin known as Tiliroside (2), and another of
glycosylated iridoid origin called Swerosido (3), the same one that is reported for the first time
in our case for the Croton genus. Finally, the methanolic extract of the stems was obtained
from which it was possible to isolate and characterize a compound of alkaloid origin known as
Isocorydine (4). All the compounds that were identified are of great importance, because they

present a great variety of biological activity.

Key words: Croton rivinifolius Kunth, Squalene, Tiliroside, Swerosido, Isocorydine, NMR, CG-
EM



INTRODUCCION

Desde hace muchos afios atras el hombre ha tratado de atenuar sus dolencias y prolongar su
vida, es por ello que para sanar sus enfermedades o bien para reducir los sintomas y
trastornos que algunas provocan, se da el uso de drogas vegetales, la cuales cuentan con
extraordinarias propiedades metabdlicas, siendo un auténtico deposito quimico, del mismo
gue se conoce Y ha sido estudiado con éxito una parte del total en el mundo, incluyendo la
gran diversidad de especies encontradas, asi como también de las que no se ha explorado
(Avello & Cisternas, 2010). La utilizacion de plantas medicinales ha sido difundida
ampliamente a través de los afios alrededor del mundo y presente en las diversas culturas
gue lo conforman, en consecuencia no es un hecho que hace poco se ha formado, sino que

viene de hace mucho tiempo atras (Vicente-Herrero et al., 2013).

Segun la definicion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las plantas medicinales
son especies gue presentan metabolitos secundarios o compuestos que pueden ser usados
en el ambito terapéutico, siendo los precursores para la formacion de nuevos medicamentos
(Loraine & Mendoza-Espinoza, 2010). Asi como también la OMS estima que alrededor del
80% de la poblacién en el mundo satisface sus necesidades dentro del ambito médico y de la

salud mediante la utilizacién de plantas (Ocegueda, Moreno, & Koleff, 2005).

Uno de los paises que se establece como una potencia mundial en lo respecta a la medicina
tradicional es el Ecuador, gracias a su gran diversidad biolégica y cultural, motivo por el cual
es de suma importancia dar a conocer los beneficios médicos y el cuidado a la salud que
ofrece la medicina tradicional en las diversas comunidades del pais, de igual formar ensefiar
las maneras de uso de estas plantas, y lo mas importante implantar aspectos de valorizacion
y conservacion de las mismas (Zambrano, Buenafio, Mancera, & Jiménez, 2015). Para el
cuidado de la salud y bienestar de la poblaciéon ecuatoriana, se estima que el uso de la

medicina tradicional es alrededor del 80% (Buitron, 1999).

Euphorbiaceae cuenta con mas de 300 géneros y 5000 especies, encontrandose la mayor
parte de estas en el continente Americano, motivo por el cual esta familia es reconocida como
una de las mas extensas y diversas en términos morfolégicos (Bittner et al., 2001). La
presencia del latex o savia coloreada, de igual manera las diferentes formas de estipulas, son
motivos por lo que se reconoce a la familia Euphorbiaceae (Murillo, 2004). Se debe mencionar
que esta familia no ha tenido muchos estudios fitoquimicos a diferencia de otras familias
botanicas, sin embargo, se ha publicado varios estudios referentes a su taxonomia y

clasificacion. De ella se han aislados terpenoides, alcaloides, glucosinolatos, glicésidos



cianogénicos y acidos grasos, etc., debido a esto es considerada una familia muy variada

desde el punto de vista bioquimico (Pascual & Correal, 1992).

Desde el pasado a las especies de la diversa familia Euphorbiaceae se han concedido
propiedades de curacion, se han utilizado para el tratamiento de cancer, tumores, y otras
enfermedades. Gracias a sus diversos efectos en la medicina tradicional, varias de las
especies son usadas abundantemente. El manejo de estas especies de plantas medicinales
deberia tener un absoluto y completo conocimiento acerca de los metabolitos secundarios que
ostentan tener. Por esto y mucho mas ha sido la principal motivacion para que tanto quimicos
como bioguimicos hayan puesto el gran interés en conocer la estructura y composicion
gquimica de las plantas y de este modo estudiar y verificar si su uso posee alguna base en el

amplio campo de la ciencia (Bittner et al., 2001).

Croton es un género de gran importancia de la familia Euphorbiaceae, que comprende
alrededor de 1.300 especies de arboles, arbustos y hierbas distribuidas en regiones tropicales
y subtropicales de ambos hemisferios. El género es rico en componentes con actividades
biolégicas, principalmente diterpenos tales como ésteres de forbol, clerodano, labdano,
kaurano, cleistantano, crotofalano, trachylobano, pimarano, entre otros. Asimismo, varias
especies del género son aromaticas, lo que indica la presencia de constituyentes de aceites

volétiles (Salatino, Faria, & Negri, 2007).

La quimica del género Croton ha sido muy explorada; se ha registrado el aislamiento de
esteroides, alcaloides, flavonoides, cumarinas (Suarez et al., 2013). Ciertas especies de este
género producen una savia roja y de consistencia viscosa conocida como sangre de drago la
misma que en medicina popular de Sudamérica es usada principal y considerablemente para
el tratamiento de heridas, infecciones, cancer, inflamaciones y diarreas (Suérez et al., 2013).
Se le confiere a este género una gran diversidad de propiedades medicinales que incluye el
tratamiento de céancer, estrefiimiento, diabetes, problemas digestivos, disenteria, heridas
externas, fiebre, hipercolesterolemia, hipertensién, inflamacién, gusanos intestinales, malaria,

dolor, Ulceras y pérdida de peso (Salatino et al., 2007).

Debido a la gran importancia de las propiedades medicinales de este género, se realizd la
presente investigacion, la misma que propuso como objetivo aislar y caracterizar los
metabolitos secundarios mayoritarios presentes en los extractos apolares de la especie
Croton rivinifolius Kunth, la cual no cuenta con informacién relevante y validada sobre los

posibles compuestos que esta especie tendria.



Ademas, esta investigacion pretende contribuir a la caracterizacion fitoquimica de especies
nativas del Ecuador especialmente Croton rivinifolius Kunth, perteneciente a un género que

muestra muchos metabolitos con interesantes actividades biolégicas.
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1.1. Fin, propdésito y componentes del proyecto

1.1.1. Fin del proyecto

Contribuir a la caracterizacion fitoquimica de especies nativas del Ecuador especialmente
Croton rivinifolius Kunth, perteneciente al género Croton el cual es uno de los géneros que

muestra mayor cantidad de actividad bioldgica.

1.1.2. Propésito del proyecto

Aislar y caracterizar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en los extractos

apolares de la especie Croton rivinifolius Kunth.

1.1.3. Componentes del proyecto

+ Preparar un extracto metandlico de las hojas de Croton rivinifolius Kunth.

+ Realizar particiones del extracto metanélico con solventes de baja y mediana
polaridad, hexano, diclorometano, y acetato de etilo.

+ Separar por técnicas cromatograficas, los compuestos mayoritarios presentes en los
extractos apolares.

+ Purificar cada compuesto aislado y caracterizarlo con el uso de RMN y GC/MS.
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2.1. Antecedentes

Cuando la salud o bienestar del hombre se ve afectada por alguna enfermedad o dolencia,
provoca una intranquilidad por su sanacién y pronta recuperacion. Debido a esto, desde hace
mucho tiempo atrds han existido indicios de ciertos conocimientos rudimentarios para tratar
los padecimientos del hombre primitivo, mediante el uso de plantas medicinales (Farifias,
Cutifio, Pichin, Malberti, & Leo6n, 2014). Pero durante todo este tiempo que ha trascurrido,
hasta la actualidad, se han llevado experimentos con errores y aciertos que fueron forjando

los conocimientos fitoterapéuticos que hoy en dia se conoce (Chifa, 2010).

Desde hace muchos afios atrds y mucho antes del crecimiento de la medicina de hoy en dia,
se ha encontrado presente en todo el mundo la medicina tradicional formando parte del
patrimonio cultural de cada nacién e impartiendo los conocimientos que se transmiten de

generacion en generacion (Moron & Jardines, 1997).

A la medicina tradicional se la considera una parte muy importante en el diario vivir y en el
bienestar de las personas, razon por la que tanto en Latinoamérica, Asia y Africa, la usan para
satisfacer sus necesidades en lo que respecta a la salud, y por lo que son factibles y

accesibles econdmicamente (Organizacién Mundial de la Salud, 2002).

Gracias a la gran importancia de los compuestos con actividad biolégica, en la actualidad se
esta prestando un mayor enfoque al uso de la informacion etnobotanica para la seleccién de
plantas en la investigacion de estos compuestos. No obstante, el conocimiento tradicional que
se ha trasmitido de una generacion a otra, acerca del uso de las plantas medicinales y de
otras plantas de gran ayuda para el ser humano, se esta perdiendo y cada vez disminuyendo

mas, en gran parte de los paises en desarrollo (Oliveira, Velazquez, & Bermudez, 2005).

Ademas, dentro del &mbito cientifico, no hay suficientes estudios de informacién acerca de la
gran cantidad, distribucién y clasificacién de las plantas medicinales a nivel mundial, y también
sobre los efectos de la extraccion en la vegetacion. Por eso y mucho mas, conlleva una gran
responsabilidad resguardar este patrimonio cultural que nos ha sido heredado por nuestros
ancestros, de tal manera que se evite la disminucion terminante del conocimiento tradicional
sobre las plantas medicinales, y de este modo contribuir a la proteccion de nuestra
biodiversidad, ofreciendo un sin nimeros de beneficios a la comunidad por medio de
investigaciones sobre especies de plantas que servirian para el desarrollo contundente de

nuevos farmacos (Oliveira et al., 2005).



2.2. Biodiversidad en el Ecuador

El Ecuador cuenta con una gran biodiversidad biol6gica y cultural especialmente a lo que
respecta a la flora, motivo por el cual, se ha establecido como uno de los paises con un gran
potencial en lo referente a la medicina tradicional (Zambrano et al., 2015). La flora ecuatoriana
ha sido reconocida y estudiada desde la antigledad. Hoy en dia se han encontraron 3118
especies pertenecientes a 206 familias de plantas usadas con fines medicinales, a partir de
16216 registros de uso. Por tanto, el 60% de las especies de plantas Utiles registradas en
Ecuador, tiene usos medicinales. El 75% de las especies medicinales son plantas nativas y el
5% de ellas son endémicas, mientras que el 11% son introducidas en el Ecuador (Balslev,
Navarrete, De la Torre, & Macia, 2008).

En nuestro pais las plantas han sido un recurso fundamental para las comunidades
campesinas e indigenas. Se estima que el 80% de la poblacién ecuatoriana depende de la
medicina tradicional y por consiguiente de las plantas o productos naturales, para la atencién
primaria de la salud y bienestar (Buitron, 1999). La mayoria de las personas de la zona rural
todavia dependen directa o indirectamente de las plantas para cubrir sus necesidades de
alimento, medicina y vivienda. No obstante, el uso y comercio de plantas medicinales se
mantiene como una practica activa, donde se expenden por lo menos 273 especies de hierbas
medicinales, mismas que se emplean para tratar mas de 70 dolencias (Cerén, 2006). Si
tomamos conciencia que nuestras culturas andinas, son poseedoras de un enorme
conocimiento sobre el uso de las plantas, la cantidad de plantas usadas y las practicas
medicinales tradicionales podria ser mas numerosas de las que hasta ahora se han registrado
y publicado; por lo tanto es fundamental continuar con estudios etnobotanicos y fitoquimicos
que permitan sistematizar y difundir estos valiosos conocimientos que podrian ser de gran

beneficio para toda la poblacion ecuatoriana (Ansaloni et al., 2010).

2.3. Euphorbiaceae

En la actualidad una de las familias reconocida como una de las mas diversas, por su
morfologia y habitat son las pertenecientes a la familia de las Euphorbiaceae (Barrera, Gémez,
& Castiblanco, 2016). Estas comprenden desde altos arboles forestales hasta lianas,
incluyendo arbustos, hierbas anuales y perennes, suculentas gedfitas y plantas acuaticas
flotadoras. Sin embargo, debido a la distribucién principalmente tropical de la familia y a sus
diminutas flores, las Euphorbiaceae han sido mucho menos estudiadas que otras familias
botanicas (Pascual & Correal, 1992); la mayoria de sus especies son componentes del bosque

poco perturbado, pero también las hay de zonas altamente intervenidas (Barrera et al., 2016).
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Esta familia contiene alrededor de 8000 especies en 300 géneros. Incluye especies
predominantemente tropicales, pero también ampliamente distribuidas en zonas templadas.
Los géneros mas importantes de la Euphorbiaceae son: Euphorbia (1000 especies), Croton
(1300 especies) y Phyllanthus (400 especies) (Pascual & Correal, 1992).

Euphorbiaceae se caracteriza por presentar un exudado coloreado y estipulas de diversas
formas; sus hojas tienen una colocacién en forma alternada con respecto al tallo;
generalmente presentan glandulas de diversas formas en la lamina y a veces sobre el peciolo.
Las flores generalmente estan arregladas en inflorescencias muy variadas (Murillo, 2004).
Segun investigaciones se conoce la composicion quimica de mas de 120 especies. Sus
principales compuestos quimicos son triterpenoides (tetra y pentaciclicos), flavonoides
(flavonas y flavonoles en forma de glicosidos y metilésteres) y alcaloides, pero también
contienen cumarinas, glucésidos cianogénicos y taninos. Conjuntamente, en géneros como
Aleurites, Croton, Euphorbia, Jatropa, Sapium, se encuentran ciertas sustancias toxicas como
esteres de alcoholes diterpénicos, forbol, resiniferonol e ingenol que son irritantes de la piel
(Pascual & Correal, 1992).

2.4. Género Croton

Croton es un gran género de la familia Euphorbiaceae, que posee una gran diversidad, gracias
a gque comprende alrededor de 1.300 especies de arboles, arbustos y hierbas distribuidas en
regiones tropicales y subtropicales de ambos hemisferios. Algunas de estas especies han sido
identificadas y utilizadas en la medicina tradicional para muchas aplicaciones, incluyendo el

cancer (Salatino et al., 2007).

Muchas especies del género presentan diversas propiedades en el ambito terapéutico como:
hipoglucemiante, antinflamatoria, antineoplasica, antinociceptiva y para el tratamiento de
complicaciones gastrointestinales, razon por la cual son muy usadas en América, Asia y Africa.
Aparte otras especies son de gran ayuda para tratar otras anomalias de la salud por los

beneficios que tienen sus aceites esenciales (Suérez, Taddei, Sojo, & Arvelo, 2014).

Los estudios fitoquimicos elaborados sobre un grupo considerable de plantas del genero
Croton, han conducido a la identificacién de flavonoides, cumarinas, alcaloides, esteroides y
una enorme diversidad de diterpenos con estructura carbonada de tipo crotofalano, kaurano,
labdano, cleistantano asi como clerodano, siendo este Ultimo el mas abundante. También se
ha demostrado que muchas especies son ricas en mono y sesquiterpenos (Suarez et al.,

2012). Todos estos compuestos mencionados se destacan por tener una significante cantidad
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de actividad biologica, esto origina un gran interés por desarrollar estudios a nuevos
componentes bioactivos que presenten algun beneficio terapéutico en el adelanto de nuevos
medicamentos y avances farmacoldgicos (Barrera et al., 2016). Croton igualmente es rico en
alcaloides activos y varias especies de este género son aromaticas, lo que indica la presencia
de constituyentes volatiles de aceite (Salatino et al., 2007). Como la mayoria de las
Euphorbiaceae, las especies de Croton pueden contener latex, que como se menciono
anteriormente se la conoce como sangre de drago, la cual presenta varias propiedades
terapéuticas (Suarez et al., 2014).

2.5. Croton rivinifolius Kunth

Hasta la actualidad no se ha realizado estudios fitoquimicos, ni bioquimicos de la especie
Croton rivinifolius Kunth, es por esto que no existe informacion relevante y validada sobre esta
planta, en lo que respecta a sus metabolitos secundarios y actividad biol6gica. Por tal
circunstancia es que el presente proyecto se ha interesado por la investigacion de la especie
Croton rivinifolius Kunth, ya que como antes mencionamos este es uno de los géneros que

muestra mayor cantidad de actividad bioldgica en el reino vegetal.

2.6. Descripcién Botanica de la especie Croton rivinifolius Kunth

Figura 1. Croton rivinifolius Kunth

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018
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Tabla 1. Clasificacién botanica de la especie Croton rivinifolius Kunth

Reino Plantae

Clase Equisetopsida
Orden Malpighiales
Familia Euphorbiaceae
Genero Croton
Especie Croton rivinifolius Kunth

Fuente: (Svenson & Knute, 1946)
Elaboracion: (Svenson & Knute, 1946)

2.7. Metabolitos Secundarios

Dentro del mundo vegetal hay una sorprendente diversidad de metabolitos extrafios, a los
cuales a la mayoria no se les ha podido definir ninguna participacion evidente en los procesos
metabdlicos primarios de la planta (fotosintesis, respiracion, etc.). Estos compuestos se los
conoce como metabolitos secundarios y por este antecedente, las investigaciones
fitoquimicas se han convertido en uno de los temas mas relevantes en la actualidad, pero otro
punto de gran interés es el de encontrar los diferentes tipos de mecanismos de cémo se

producen y para que los utiliza la planta (Dirzo, 1985).

Las plantas originan una enorme variedad de compuestos bioactivos y metabolitos
secundarios, los cuales los utiliza como medio de defensa contra insectos, microorganismos
y los diferentes cambios del ambiente (temperatura, humedad, luz, sequia, etc.). Se entiende
por bioactivo, a todos los compuestos que tiene la capacidad de provocar efectos
farmacologicos o toxicoldgicos en humanos y animales, es por esto que se los ha utilizado
durante muchos afios en la fabricacion de medicamentos y preservacion de alimentos, etc.
(Vélez-Terranova, Campos, & Sanchez-Guerrero, 2014).

Aproximadamente se han identificado alrededor de 100 mil metabolitos secundarios y se
considera que la cantidad aumenta alrededor de 4 mil cada afio. Se agrupan en tres clases
principales: terpenos, compuestos fendlicos y alcaloides. Los metabolitos secundarios son los
responsables de las propiedades organolépticas tales como el sabor, el color, el olor y la
consistencia de las plantas alimentarias y ornamentales (De la Cruz & Gonzéalez, 2009).
Ademas, a estos también se los conoce como productos naturales, debido a sus varias

aplicaciones y usos tanto como medicamentos, insecticidas, perfumes, entre otros. Se dividen
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entre grupos taxondmicos, lo mas relevante de los metabolitos secundarios es que presentan

propiedades bioldgicas y funciones ecoldgicas (Avalos & Peérez-Urria, 2009).

2.7.1. Clasificacion de Metabolitos Secundarios.

2.7.1.1. Terpenos.

Los terpenos o conocidos como terpenoides, conforman el conjunto mas numeroso de
metabolitos secundarios, contando con mas de 40.000 moléculas diferentes. La ruta
biosintética de los terpenos genera tanto a metabolitos primarios como secundarios que son
de suma importancia para el crecimiento y persistencia de las plantas (Avalos & Peérez-Urria,
2009).

Estos compuestos se forman por la polimerizacion de unidades isoprénicas también conocido
como isopentenil pirofosfato (IPP) y su isémero dimetilalilpirofosfato (DMAPP), estas
moléculas son de cinco atomos de carbono que se originan de la ruta del &cido mevalénico
(Castillo & Martinez, 2015).

Segun Avalos & Peérez-Urria (2009), mencionan que los terpenos se forman de la union de
unidades de isopreno (cinco atomos de carbono), y que su clasificacion se da por el nUumero
de estas unidades, y algo que vale destacar es que los terpenos frecuentan ser insolubles en

agua. En la Tabla 2 se puede observar su clasificacion.

Tabla 2. Clasificacion de los Terpenos

GRUPO CARACTERISTICAS
Monoterpenos 10 C y 2 unidades de isopreno C5
Sesquiterpenos 15 C y 3 unidades de isopreno C5
Diterpenos 20 C y 4 unidades de isopreno C5
Triterpenos 30 C y 6 unidades de isopreno C5
Tetraterpenos 40 C y 8 unidades de isopreno C5
Politerpenos Mas de 8 unidades de isopreno.

Fuente: (Avalog & Peérez-Urria, 2009)
Elaboracion: (Avalos & Peérez-Urria, 2009)

En numerosos terpenos su interés comercial radica en el uso como aromas y fragancias, en

alimentacion y cosmética. Por otra parte tienen importancia por sus propiedades medicinales
14



como: anticarcinogénicas, antiulcerosas, antimalariales, antimicrobianas, etc. (Avalos &
Peérez-Urria, 2009).

2.7.1.2. Compuestos Fendblicos.

Los compuestos fendlicos forman un extenso grupo de metabolitos secundarios de las
plantas. Principalmente se caracterizan por presentar en su estructura un anillo aromético con,
al menos un grupo hidroxilo (fendlico). Las rutas biosintéticas mas frecuentes son las del 4cido

shikimico y la via del acetato (Castillo & Martinez, 2015).

Los compuestos fendlicos juegan un papel muy importante en las funciones metabdlicas de
las plantas, tanto en el crecimiento y reproduccién, asi como en la proteccion contra patégenos
externos, la radiacion UV y los depredadores. Son los encargados del color y las propiedades

sensoriales de las plantas (Pefarrieta, Tejeda, Mollinedo, Vila, & Bravo, 2014).

A partir de la estructura quimica, estos compuestos abarcan desde acidos fendlicos que son
moléculas sencillas hasta taninos y lignina los cuales son polimeros complejos. Dentro de este
grupo se encuentra uno de los mas importantes como lo son los flavonoides (Avalos & Peérez-
Urria, 2009).

2.7.1.3. Flavonoides.

Los flavonoides son un grupo muy importante que pertenece a los compuestos fendlicos. La
estructura de estos comprende 15 atomos de carbono dispuestos en dos anillos aromaticos,
los mismos que se encuentran ligados por un puente de 3 &tomos de carbono. En funcién del
grado de oxidacion de dicho puente, los flavonoides se clasifican en: antocianinas
(pigmentos), flavonas, flavonoles e isoflavonas. Entre sus principales funciones se encuentra

la defensa y la pigmentacion (Avalos & Peérez-Urria, 2009).

Los flavonoides se encuentran presentes en ciertas plantas, y estos son los compuestos
responsables del color de las flores y frutas. El término flavonoide proviene del latin "flavus",
que significa amarillo, debido a esto muchos flavonoides purificados son de color amarillo
(Penarrieta et al., 2014).

La ruta de biosintesis de los flavonoides consiste primeramente en la condensacion de tres
moléculas de malonil-CoA con una molécula de p-cumaril-CoA, la cual esta catalizada por la
chalcona sintasa que forma a naringerina chalcona, la misma que actia como precursor de

las antocianinas y flavonoles (Avalos & Peérez-Urria, 2009).
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2.7.1.4. Alcaloides.

Los alcaloides en la actualidad son mas de 21.000 compuestos procedentes de plantas. Estos
son sustancias nitrogenadas, basicas, de origen natural y con actividad farmacologica
significativa. Habitualmente se originan a partir de un aminoacido lo cual hace que se
clasifiquen en grupos segun su precursor. Y estan formados por carbono e hidrogeno (Castillo
& Martinez, 2015).

En su forma base, los alcaloides, son compuestos poco solubles en agua y solubles en
disolventes organicos, pero en forma de sal son hidrosolubles, solubles en alcoholes e
insoluble en disolventes muy apolares (Castillo & Martinez, 2015). En dosis altas, la mayoria
de los alcaloides son muy toxicos (Avalos & Peérez-Urria, 2009). Por tal razon, en los ultimos
afios no es comun usar plantas con contenido alto en alcaloides, solamente las sustancias
aisladas, perfectamente dosificadas y controladas. Sin embargo, a dosis bajas suelen
presentar actividad farmacoldégica muy intensa, como relajante muscular, tranquilizante y

analgésico (Castillo & Martinez, 2015).

2.8. Técnicas de separacion, purificacion, aislamiento e identificacion de metabolitos

secundarios

2.8.1. Extraccion o Maceracion.

El proceso de maceracién consiste en poner en contacto la droga y el solvente, durante varios
dias. Se conoce como un proceso que da como resultado un equilibrio de concentracién entre
la droga y el solvente. Hay dos tipos de maceracion: estatica y dinAmica. La maceracion
estatica consiste en dejar la droga en contacto con el solvente durante varios dias, con
agitacion ocasional, es sumamente lento. En cambio a la maceraciéon dinamica se requiere
mantener en movimiento constante a la droga y el solvente, para abreviar el tiempo de
operacion. Ambas se pueden elaborar a una temperatura ambiente 0 a temperaturas mas
elevadas. Las desventajas del proceso de maceracion son la lentitud de la operacion y de no
alcanzar la extracciéon completa de la droga. Para disminuir las pérdidas del extracto en el
residuo de la extraccion, el proceso de maceracion puede repetirse dos o tres veces, después

de haber escurrido el solvente de la extraccion anterior (Valverde, 2000).
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Figura 2. Maceracion

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

2.8.2. Concentracion.

El proceso de concentracion trata de aumentar el contenido de sélidos en el extracto con la
finalidad de conseguir un determinado contenido de residuo seco, fabricar extractos blandos
y como etapa preliminar en la produccidon de extractos secos. En la elaboracion de los
productos fitoterapéuticos, la concentracion es una etapa problematica, por la posibilidad de
degradacion de sustancias termolabiles. Las soluciones que contienen sustancias estables
pueden ser concentradas a presién normal o al vacio, pero la mayoria de los extractos deben
ser evaporados a temperaturas muy bajas de ser lo posible, asi como, al vacio (Valverde,
2000).

2.8.3. Cromatografia.

La cromatografia es una técnica fisica que permite la separacion de mezclas de sustancias
en sus componentes individuales. Este método también consigue informacion cualitativa y
cuantitativa sobre las sustancias que se encuentran en la mezcla. La cromatografia aumenta
la eficacia en el analisis de productos fitoterapéuticos, razén por la cual estos son conocidos
como fitocomplejos, ya que estan constituidos por una gran cantidad de sustancias
individuales y algunas de estas se encuentran asociadas entre si, mientras que otras no
(Machado, 2000).

El analisis cualitativo es conocido por definicion como “la huella digital” de los componentes.

Incluso si las sustancias activas no son conocidas, el cromatograma de la planta muestra una
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especie de disefio Unico en el cual la proporcién entre sus compuestos debe ser homogéneo
0 variar en proporciones suficientemente estrechas. Ademas, es valido para los extractos cuya
composicion quimica es desconocida o que aun no se han realizado ensayos farmacolégicos.
Por el contrario, si una sustancia activa es conocida se obtienen resultados cuantitativos solo

si se dispone de un patrén puro de ella (Sharapin, 2000).

2.8.3.1. Cromatografia en columna (CC).

La cromatografia en columna es una técnica de separacion y purificacion de diversos
metabolitos secundarios. Al igual que la mayoria de las demas cromatografias se divide en
dos fases, una fase estacionaria (silice gel), y una fase movil (gas o liquido), donde la fase
estacionaria estd contenida dentro de un tubo de vidrio. Una de las caracteristicas
fundamentales de la cromatografia en columna es que el gradiente de presion para el
desplazamiento de la fase movil a través de la fase estacionaria, esta originado por gravedad.
Una parte muy importante para que se dé una buena separacion de los compuestos es utilizar
el solvente adecuado (Willard, Merritt, Dean, & Settle, 1991).

2.8.3.2. Cromatografia en capa fina (CCF).

La cromatografia en capa fina (CCF) radica en la separacién de los componentes de una
mezcla a través del desplazamiento diferencial sobre una capa fina de adsorbente, retenida
sobre una superficie plana. Mediante esta técnica, la solucién de la muestra que sera
analizada se aplica por medio de un tubo capilar sobre la superficie de un adsorbente inerte
gue puede ser silice, alimina, etc., que se encuentra distribuido de forma homogénea sobre

la placa de aluminio (Machado, 2000).

En la cromatografia de capa fina la fase mévil se migra por la fase estacionaria por accién
capilar, en ocasiones ayudada por la gravedad. Es rapida, tiene buena resolucién y es muy
sensible (Skoog, Holler, & Crouch, 2008). En esta técnica podemos encontrar las siguientes
ventajas: se usa equipos simples y de bajo costo, su comprensién y ejecucion es facil, se usa
una minima cantidad de solvente y de la muestra analizar, tiene la capacidad de analizar
diversas muestras en una sola placa cromatografica. La cromatografia en capa fina es una
técnica de suma importancia en todo el proceso fitoquimico, ya que permite proporcionar
informacion sobre la homogeneidad de los componentes quimicos de la especie y garantiza
gue las sustancias encargadas de la actividad farmacoldgica se encuentren en los niveles
establecidos (Machado, 2000).
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2.8.3.3. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas es un método analitico que
consiente en separar, identificar y cuantificar compuestos volatiles o semivolatiles de mezclas
compuestas. Es por lo tanto, una asociacion de dos técnicas, la cromatografia de gases (CG)
y la espectrometria de masas (EM) las mismas que son de gran ayuda para la separacion e
identificacion de combinaciones complejas de metabolitos secundarios, y la combinacion de
estas dos técnicas da como resultado a la CG-EM. Por un lado, la CG logra la separacion de
componentes de una mezcla, mientras que la EM puede identificar la estructura de casi

cualquier sustancia pura (Gutiérrez & Droguet, 2002).

Para la CG-EM se requiere de una minima cantidad de muestra para su respectivo analisis,
ya que trabajan en fase gaseosa y sobre todo que estas dos técnicas son muy similares y
compatibles. Esto implica que el uso de la CG-EM necesita de sistemas especiales de
conexion (Gutiérrez & Droguet, 2002).

Se debe comprender claramente los alcances y las limitaciones de la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas, ya que las condiciones principales son evidentes por el
tipo de muestra a analizar, ya sea por el peso molecular, la volatilidad, la termoestabilidad y
la polaridad de los componentes. Adicionalmente podemos sefalar que la identificacion
erronea de los compuestos y la coelucién de los mismos en la comuna son algunos problemas

gue prevalecen en esta técnica (Stashenko & Martinez, 2010).

Figura 3. Cromatografia de gases
acoplada a Espectrometria de masas

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018
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2.8.4. Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

La resonancia magnética nuclear es un procedimiento espectral que se fundamenta en las
propiedades magnéticas que presentan ciertos nicleos, mas comunmente en las propiedades
del nucleo de hidrogeno. Los electrones producen débiles modificaciones, pero observables,
siendo esos efectos electronicos quienes van a producir los desplazamientos quimicos
conjuntamente con las constantes de acoplamiento, y de esta forma permitir la caracterizaciéon
de las moléculas o un estudio mas detallado de la estructura electrénica de las mismas
(Elguero, Alkorta, Pardo, Claramunt, & Santa Maria, 2008).

Es la técnica que mayor informacion estructural puede proporcionar de un compuesto. Esto
es gracias a que se observan los nicleos de los atomos y también pueden conocer la
influencia de cada ambiente molecular sobre cada uno de los atomos. Los atomos
mayoritarios en los compuestos organicos son el H'y C, a estos se los pueden observar
facilmente con cantidades no muy grandes de muestra, incluso se puede observar otros
atomos si hay una gran cantidad suficiente de un isétopo magnéticamente activo, estos son:
15N y 3IP, para los atomos mas relevantes entre las biomoleculas. Del hidrégeno el isétopo
mas abundante y el que se observa es 'H. Para el carbono, el isétopo observado es el *C,
mientras que el mas abundante es '?C, pero magnéticamente inactivo (Medarde, Pelaez, &
Alvarez, 2015).

Un espectrometro de resonancia magnética nuclear (RMN) radica fundamentalmente en un
iman, un emisor y un detector de radiofrecuencia (Elguero et al., 2008). La aplicacion mas
importante de la espectrometria de resonancia magnética nuclear (RMN) de protones es la
identificacién y la comprobacién de la estructura de las moléculas organicas, organometalicas
y bioquimicas. De igual forma esta técnica establece en muchas ocasiones un procedimiento
uatil para la determinacion cuantitativa de especies absorbentes. La resonancia magnética
nuclear es una herramienta eficaz y muy indispensable para identificar compuestos puros
(Skoog et al., 2008).

Algo muy propio y Unico del espectro de RMN es la proporcionalidad directa entre las areas
de los picos y el nUmero de nucleos causantes del aparecimiento del pico. Otra de las
aplicaciones del RMN es la determinacion de grupos funcionales, por ejemplo los grupos
hidroxilo en alcoholes y fenoles, aldehidos, etc. Se usa para el analisis de elementos que es
posible efectuar determinaciones cuantitativas puntuales del hidrogeno total en mezclas
organicas. Existen factores que se combinan para hacer del RMN de carbono unas 6000
veces menos sensible que el RMN de protones, esta baja intensidad de la sefial se relaciona
directamente con la poca abundancia natural del is6topo de un 1.1% y su pequefa relacion
giromagnética, que aproximadamente es la cuarta parte de la del proton (Skoog et al., 2008).
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Figura 4. Resonancia Magnética
Nuclear (RMN)

Fuente: Autor, 2018

Elaboracién: Autor, 2018
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3. CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS
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3.1. Esquema metodoldgico

La metodologia que se empled en la presente investigacion es la siguiente, como muestra la

Figura 5.

muestra a estudiar mustra

horas y filtrado

_ Secado de | Maceracién con
Recoleccion de la Beeloly RS metanol por 72

Fraccionamiento del
Aislamiento de extracto metanolico
posibles total en particiones de:
metabolitos hexano, diclorometano,
secundarios acetato de etilo y
metanol/agua

Obtencion del
extracto metanoélico
total

Identificacion de

Purificacion de metabolitos
metabolitos secundarios por CG-
secundarios EMy RMN

Figura 5. Esquema del desarrollo de la investigacion

Fuente: Autor, 2018
Elaboracion: Autor, 2018

3.2. Recoleccién de la muestra

La recoleccion de las partes areas de la especie Croton rivinifolius Kunth, se realizé en la
provincia de Loja, canton Célica, Via Célica-Cerro Guachanama, a una altitud de 2255 msnm,
con las siguientes coordenadas geogréficas 17615966 - 9547676. La identificacion
taxonomica fue realizada por el Dr. Nixon Cumbicus Torres y una muestra fue depositada en
el Herbario de la Universidad Técnica Particular de Loja (UTPL) con el cddigo voucher de
colecta HUTPL 8027.

Para la siguiente investigacion se uso0 la parte aérea de la planta que corresponde a las hojas
y tallos de la misma. Para el proceso de secado o deshidratacién, se sometié en una camara
de secado tanto las hojas como los tallos a una temperatura de 32°C por aproximadamente 3
dias.
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3.3. Obtencién de extracto metandlico de las hojas

La obtencién del extracto metandlico, se realiz6 primeramente por un proceso de maceracion
estética a temperatura ambiente por 72 horas, usando como solvente de extraccion el metanol
al 100%, luego se procedi6 a filtrar al vacio, logrando separar los residuos vegetales y el
liguido extractivo. Por dltimo, se realizd la concentracion del extracto, empleando el uso de un
equipo rotavaporador a presién reducida Buchi modelo R-210, a una temperatura moderada

de 20-35°C, hasta lograr obtener el extracto metandlico total (Figura 6).

Figura 6. Obtencion del Extracto metandlico total: Filtracién, Concentracién y Extracto

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

3.4. Particiones liquido - liquido (VLCR)

Del extracto metandlico se utilizé 44.58g, el cual se diluyé en una solucién MeOH/H,0 (1:1)
de 300 ml, la misma que fue secuencialmente sometida a particibn en hexano (6 veces x

100ml), diclorometano (5 veces x 100ml), y acetato de etilo (6 veces x 100ml).

Luego a cada fraccion de particion se le afiadio sulfato de sodio anhidro (Na>SOs), con el fin
de eliminar el agua que pueda estar presente en cada uno de estos, después se evaporo el
solvente presente en las fracciones de particion a presion reducida, utilizando un
rotavaporador Buchi modelo R-210. Finalmente se pudo lograr obtener 4 fracciones de

particion (Figura 7).
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Figura 7. Fracciones de particion de: hexano,
diclorometano, acetato de etilo y metanol/agua

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

3.5. Cromatografia de Capa Fina

Después de haber obtenido las diferentes fracciones de particién, estos fueron sometidos a
cromatografia de capa fina (CCF) a distintas polaridades, con el fin de observar tanto la
composicién en metabolitos secundarios, asi como la mejor opcion de separacion de esos
compuestos presentes en cada fraccion de particion, esto se llevd a cabo, usando placas de
aluminio cubiertas con silice gel 60 F2s4 Merck (fase directa y reversa). Por Gltimo, se procedio
a visualizar con luz UV a longitudes de onda de 254 y 360 nm, donde se pudo determinar la
presencia de algunos posibles compuestos. Finalmente, estas placas fueron reveladas con

acido sulfarico al 5%, vainillina y fuente de calor.

3.6. Fraccionamiento de la fracciéon de particion diclorometano (VLCRD)

Primeramente, se procedio con el fraccionamiento de la fraccion de particién diclorometano,
tomando el peso completo que se obtuvo de dicha fraccién de particién (1.76g), el cual se lo
sembré en una columna cromatogréafica con 200g de silice gel de fase directa, en una relacién
1:100 extracto/silice, la misma que se compact6é con hexano 100%. Se eluy6 con polaridad
creciente iniciando con hexano 100%, hasta acetato/diclorometano en relacion 7:3
respectivamente, obteniendo 125 fracciones. Posterior a esto se procedié a realizar
cromatografia en capa fina (CCF) de todas las fracciones obtenidas, usando una placa de
CCF como fase estacionaria y como fase mévil diclorometano/hexano en relacion 9:1. Para
su visualizacion se utilizé una lampara de luz UV a una longitud de onda de 254 y 365 nm. Se
revelaron las placas agregando acido sulfarico al 5%, vainillina y fuente de calor. Por dltimo
se unieron las fracciones de acuerdo con la similitud de su Rf y color de las manchas,

observadas en la CCF, obteniendo un total de 3 fracciones que se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Fracciones obtenidas de la fraccién de particion diclorometano

Fraccion de particion diclorometano (VLCRD)

Codigo de la Fracciones Peso (mgQ)
Fraccion
VLCRDF1 80-95 20
VLCRDF2 96 — 109 20
VLCRDF3 110 - 125 20

Fuente: Autor, 2018
Elaboracion: Autor, 2018

De este fraccionamiento no se pudo aislar, ni purificar ningn compuesto por lo que poseian
mezclas muy unidas y dificiles de separar, ademas los valores de las cantidades de cada

fraccion son muy escasos.

3.7. Fraccionamiento de la fraccion de particion hexano (VLCRH)

Para el fraccionamiento de la fraccion de particién hexano se pesé 3g de muestra (VLCRH),
y se procedio a cargar la columna cromatografica con 220g de silice gel de fase directa, la
misma que fue compactada y eluida con hexano al 100%, y posteriomente se fue aumentando
gradualmente la polaridad hasta diclorometano/acetato de etilo en relacion 8:2
respectivamente, utilizando en cada polaridad 400ml. Se obtuvieron 91 fracciones, de lo cual
se procedié a realizar cromatografia en capa fina (CCF) de todas las fracciones obtenidas,
utilizando una placa de CCF como fase estacionaria y como fase movil hexano/diclorometano
en relacion 1:1 (v/v). Para su visualizacion se utilizé una lampara de luz UV a una longitud de
onda de 254 y 365 nm. Ademas, se revelaron con una solucion de acido sulfarico al 5%,
vainillina y fuente de calor. Finalmente se unieron las fracciones de acuerdo con la similitud
de su Rf y color de las manchas, observadas en la CCF, obteniendo un total de 8 fracciones

como se muestra en la Tabla 4.

Para las tres fracciones: VLCRHF1, VLCRHF2 y VLCRHF6, no se purificd, debido a que
parecian no necesitar de dicho procedimiento, ya que se mostraban como una sola mancha
en la CCF. Por tal motivo estas fracciones fueron enviadas para su identificacion a
cromatogréfia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM). Donde la fraccion
VLCRHF1 fue la unica que se logro indentificar como una mezcla en la cual predominaba el

compuesto 1.
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Tabla 4. Fracciones obtenidas de la fraccion de particion hexano

Fraccion de particion de hexano (VLCRH)

Codigo de la Fracciones Peso (mgQ)

Fraccion

VLCRHF1 29-33 30
VLCRHF2 47 - 59 140
VLCRHF3 60 -73 40
VLCRHF4 74 — 81 20
VLCRHF5 82 - 88 20
VLCRHF6 1-8 243.2
VLCRHF7 9-27 16.7
VLCRHF8 36 — 46 5.7

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

3.8. Fraccionaminto de la fraccion de particién acetato de etilo (VLCRA)

En el fraccionamiento de la fraccion de particion acetato primeramente se procedié a pesar
3g de muestra (VLCRA), y se sembré en una columna cromatografica con 220g de silice gel
de fase directa, la cual fue compactada con acetato de etilo al 100%. Se eluy6 con polaridad
creciente comenzando con acetato/metanol en relacion 99:1 respectivamente hasta metanol
al 100% (Figura 8). De lo cual se obtuvieron 77 fracciones, posterior a esto se realizd
cromatografia en capa fina (CCF) de todas las fracciones obtenidas, utilizando una placa de
CCF como fase estacionaria y como fase movil acetato/metanol en relacion 9:1 (v/v). Para la
visualizacién se us6 una lampara de luz UV a una longitud de onda de 254 y 365nm (Figura
9). Las placas se revelaron adicionando acido sulftrico al 5%, vainillina y fuente de calor
(Figura 10). Finalmente se unieron las fracciones de acuerdo con la similitud de su Rf y color
de las manchas, observadas en la CCF, obteniendo un total de 4 fracciones como muestra la
Tabla 5.
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Tabla 5. Fracciones obtenidas de la fraccion de particién acetato de etilo

Fraccion de particion de acetato de etilo

(VLCRA)
Cédigo de la Fracciones Peso (mgQ)
Fraccién
VLCRAF1 30-52 50.1
VLCRAF2 53 -63 16.8
VLCRAF3 64-71 16.5
VLCRAF4

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

Figura 8. Columna Cromatogréfica
de la fraccién de particién acetato

Fuente: Autor, 2018
Elaboracion: Autor, 2018

Figura 9. CCF de las fracciones obtenidas de la fraccion de particion acetato de
etilo en luz UV 254 nm

Fuente: Autor, 2018
Elaboracion: Autor, 2018
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Figura 10. CCF de las fracciones obtenidas de la fraccion de particion
acetato de etilo revelada

Fuente: Autor, 2018

Elaboracion: Autor, 2018

3.8.1. Purificacion de la fraccion VLCRAFL1.

La fraccion VLCRAF1 se la purific6 mediante una microcolumna cromatogréfica en fase
directa, para de esta manera obtener la separacién de los posibles compuestos. Se utilizé
50mg de muestra (VLCRAF1) en 3g de silice gel (Merck 0.0015-00) de fase directa, para
compactarla se usé acetato al 100%, y se utiliz6 como eluyente acetato/metanol en relacion
99:1 respectivamente, el mismo que fue eluido de forma isocrética. De la cual se obtuvieron
2 fracciones como muestra la Tabla 6, las cuales fueron analizadas mediante cromatografia
de capa fina (CCF).

Tabla 6. Fracciones obtenidas de la purificacion de la fracciéon VLCRAF1

Purificacién de la fraccion VLCRAF1

Cdbdigo de la Fracciones Peso (mgQ)
Fraccion
VLCRAF5 2-9 225
VLCRAF6 10-17 6.5

Fuente: Autor, 2018
Elaboraciéon: Autor, 2018

3.8.1.1. Purificacién de la fraccion VLCRAFS5.

La purificacion de la fraccion VLCRAF5 se la realiz6 mediante un procedimiento de lavados
continuos, utilizando hexano y diclorometano, los cuales cumplian la funcion de retirar las
contaminaciones presentes en la fraccion y de esta manera purificar el compuesto. Posterior
a esto se procedi6 analizar mediante cromatografia de capa fina (CCF), presentando una sola
mancha tal como muestra la Figura 11, y de este modo aislando al compuesto 2 de la especie
Croton rivinifolius Kunth.
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Figura 11. CCF de la purificacion de la fracciéon VLCRAF5
(8A:2M): Luz UV 254 nm, Luz UV 365 nm y revelada

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

3.8.2. Purificacion de la fraccion VLCRAF4.

Para la purificacion de la fracciéon VLCRAF4, se realiz6 una microcolumna cromatogréfica en
fase directa, para de esta manera obtener una mejor separacion de los posibles compuestos.
Se utilizé6 350mg de muestra (VLCRAF4) en 20g de silice gel (Merck 0.0015-00) de fase
directa. Debido a que esta fraccion es soluble en metanol, se opt6 por realizar un tapon de
Silice, para compactar la microcolumna cromatogréfica se us6 acetato al 100%. Se utiliz6
como eluyente acetato/metanol en relaciéon 8:2, el mismo que fue eluido de forma isocrética y
utilizando 500 ml de solventes. Se obtuvieron 3 fracciones como muestra la Tabla 7, las cuales

fueron analizadas mediante cromatografia de capa fina (CCF), como muestra la Figura 12.

Tabla 7. Fracciones obtenidas de la purificacién de la fraccién VLCRAF4

Purificacion de la fraccion VLCRAF4

Cdbdigo de la Fracciones Peso (mgQ)
Fraccion
VLCRAF7 13-33 87
VLCRAFS8 34-51 27.4
VLCRAF9 52-75 20.8

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018
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Figura 12. CCF de la purificacion de la fraccion VLCRAF4 (8A:2M): Luz UV
254 nm y revelada

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

3.8.2.1. Purificacién de la fraccion VLCRAF?7.

A la fraccion VLCRAF7 se la purific6 mediante una microcolumna cromatografica en fase
directa, para asi obtener una mayor separacion de los posibles compuestos. Se utiliz6 87mg
de muestra (VLCRAF7) en 8g de silice gel (Merck 0.0015-00) de fase directa, para
compactarla se us6 acetato al 100%. Se eluyé con polaridad creciente iniciando con
acetato/metanol en relacion 8:2 hasta metanol al 100%, utilizando 200 ml. Se obtuvieron 2
fracciones como muestra la Tabla 8, las cuales fueron analizadas mediante cromatografia de
capa fina (CCF) (Figura 13).

Tabla 8. Fracciones obtenidas de la purificacion de la fraccion VLCRAF7

Purificacion de la fraccion VLCRAF7

Cdédigo de la Fracciones Peso (mgQ)
Fraccion
- VLCRAF7.1 ~ 8-26 72.2
VLCRAF7.2 27 -49 10.6

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018
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Figura 13. CCF revelada de la purificacién de la fraccion VLCRAF7
(8A:2M)

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

3.8.2.1.1. Purificacion de la fraccion VLCRAF7.1.

Para la purificacién de la fraccion VLCRAF7.1, se la realiz6 mediante la elucion de toda la
muestra a través de una pipeta Pasteur con una pequefia cantidad de silice gel (Merck 0.0015-
00) de fase directa, a manera de lavado o filtracién de la muestra para retener en la silice las
impurezas o contaminaciones y de esta manera obtener una mejor purificacioén del posible
compuesto. Se utilizé como eluyente acetato/metanol en relacion 8:2 respectivamente, el
mismo que fue eluido de forma isocrética. Posterior a esto se procedié analizar mediante la
cromatografia de capa fina (CCF), y de acuerdo a su resultado, se present6 una sola mancha

en la CCF tal como muestra la Figura 14, dando lugar al compuesto 3 de la planta en estudio.

Figura 14. CCF de la purificaciéon de la fraccion

VLCRAF7.1 (8A:2M): Luz UV 254 nm y revelada
Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

32



3.9. Obtencidn del extracto metandlico de los tallos

La obtencidn del extracto metandlico de los tallos, se realizd de la misma forma de la que se
obtuvo el extracto metandlico de las hojas, como se indicé anteriormente, y se logré conseguir

un extracto metandlico total completamente seco de 46.30 g.

3.10. Fraccionamiento del extracto metandlico de los tallos (VLCRMT)

Para el fraccionamiento del extracto metandlico de los tallos se pesé 3g de muestra
(VLCRMT), y se procedio a cargar la columna cromatografica con 220g de silice gel de fase
directa, la misma que fue compactada con hexano/acetato (1:1). Se eluyé con polaridad
creciente comenzando con hexano/acetato en relacion 1:1 hasta acetato/metanol en relacion
7:3 respectivamente. Se obtuvieron 97 fracciones, de lo cual se procedié a realizar
cromatografia en capa fina (CCF) de todas las fracciones obtenidas, utilizando una placa de
CCF como fase estacionaria y como fase mévil acetato/hexano en relacion 9:1 'y 7:3 (v/v).
Para su visualizacion se utilizé una lampara de luz UV a una longitud de onda de 254 y 365
nm., la placa se revel6 con acido sulftrico al 5%, vainillina y fuente de calor (ver Figura 15).
Finalmente se unieron las fracciones de acuerdo con la similitud de su Rf y color de las
manchas, observadas en la CCF, obteniendo un total de 10 fracciones como se muestra en
la Tabla 9.

Tabla 9. Fracciones obtenidas del extracto metandlico de los tallos

Extracto metanélico de los tallos (VLCRMT)

Cédigo de la Tubos Total (mQ)
Fraccion

VLCRMTF1 11-19 20.2
VLCRMTF2 20 - 27 9.1
VLCRMTF3 28 — 33 7.1
VLCRMTF4 34 - 53 61.5
VLCRMTF5 LAVADO 2080.4
VLCRMTF6 71-75 16.3
VLCRMTF7 76 -79 10.9
VLCRMTF8 80 -85 29.8
VLCRMTF9 86 — 95 28.1

VLCRMTF9(2) 86 — 95 29.1

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018
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Figura 15. CCF revelada del extracto metandlico de los tallos.

Fuente: Autor, 2018
Elaboraciéon: Autor, 2018

3.10.1. Purificacién de la fraccion VLCRMTFS5.

La fraccion VLCRMTF5 se la purificO mediante una columna cromatografica en fase inversa,
para de esta manera obtener la separacion de los posibles compuestos. Se utilizé 2g de
muestra (VLCRMTF5) en 180g de silice gel (Merck 0.0015-00) de fase inversa, para
compactar y eluir se usé metanol/agua en relacion 6:4 respectivamente, la misma que fue
eluida de forma isocratica. Se procedi6 a unir las fracciones de acuerdo con la similitud de su
Rf y color de las manchas, observadas en la CCF, obteniendo 2 fracciones como muestra la
Tabla 10, las mismas fueron analizadas mediante cromatografia de capa fina (CCF) (ver
Figura 16).



Tabla 10. Fracciones obtenidas de la purificacién de la fraccion VLCRMTF5

Purificacion de la fraccion VLCRMTF5

Codigo de la Tubos Total (mQ)
Fraccion
VLCRMTF5.1 3-20 1611.5

Fuente: Autor, 2018
Elaboracion: Autor, 2018

Figura 16. CCF revelada de la
fraccion VLCRMTF5.2 (9A:1M)
Fuente: Autor, 2018

Elaboracién: Autor, 2018

3.10.1.1. Purificacion de la fraccion VLCRMTF5.2.

La fraccibn VLCRMTF5.2 se la purific6 mediante una microcolumna cromatogréafica en fase
inversa, para de esta manera obtener la separacién de los posibles compuestos. Se utilizd
48.5mg de muestra (VLCRMTF5.2) en 15g de silice gel (Merck 0.0015-00) de fase inversa,
para compactarla se usé metanol al 100%, y se utilizé6 como eluyente metanol/agua en relacion
7:3 respectivamente, el mismo que fue eluido de forma isocratica. Se obtuvieron 84 fracciones,
de lo cual se procedi6 a realizar cromatografia en capa fina (CCF) de todas las fracciones
obtenidas a una polaridade de metanol/agua 7:3 (ver Figura 17). Seguidamente se procedio
a unir las fracciones de acuerdo con la similitud de su Rf y color de las manchas, observadas

en la CCF, y se obtuvo 5 fracciones como muestra la Tabla 11, las cuales fueron analizadas

mediante cromatografia de capa fina (CCF) (ver Figura 18).
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Tabla 11. Fracciones obtenidas de la purificacion de la fraccién VLCRMTF5.2

Purificacién de la fraccion VLCRMTF5.2

Cédigo de la Tubos Total (mg)
Fraccién
VLCRMTF5.2.1 1-17 4.4
VLCRMTE5.2.2 24 - 35 7.3
VLCRMTF5.2.3 39-49 6
VLCRMTF5.2.4 51 -84 4.8
VLCRMTF5.2.5 LAVADO 7.2

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

Figura 17. CCF en fase inversa de la purificacion de la fraccion VLCRMTF5.2 revelada

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

Figura 18. CCF en fase inversa de
las uniones de la purificacion de la
fraccion VLCRMTF5.2 revelada.

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018



3.10.1.1.1. Purificacién de la fraccion VLCRMTF5.2.3.

La purificacion de la fraccion VLCRMTF5.2.3 se la realiz6 mediante un procedimiento de
lavados continuos, utilizando hexano y diclorometano, los cuales cumplian la funcién de retirar
las contaminaciones presentes en la fraccion y de esta manera purificar el compuesto. Donde
el diclorometano fue el solvente que separo la mayoria de las impurezas. Posterior a esto se
procedié analizar mediante cromatografia de capa fina (CCF), presentando una sola mancha
tal como muestra la Figura 19 en el lavado de diclorometano, finalmente se hizo una CCF
revelada con Dragendorff para determinar si era o no un posible alcaloide, y tal como muestra
la Figura 20 efectivamente se trataba de un alcaloide y de este modo se aislé al compuesto 4
de la especie Croton rivinifolius Kunth.

Figura 19. CCF en fase inversa
de la purificacién de la fraccion

VLCRMTF5.2.3 revelada
Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

Figura 20. CCF revelada con
Dragendorff de la purificacion
de la fraccién VLCRMTF5.2.3
Fuente: Autor, 2018
Elaboracion: Autor, 2018
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3.11. Identificacién de los compuestos

3.11.1. Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Los compuestos se identificaron mediante el analisis de espectros de RMN, a través de un
equipo Varian N° de serie 21953, el mismo que opera a 400 MHz para ‘H-RMN y 100 MHz
para *C-RMN, utilizando como disolvente metanol (CDzOD) y cloroformo (CDCls) deuterado.
Cabe mencionar que los desplazamientos quimicos (0) de los espectros estan expresados en

partes por millon (ppm), y los valores de las constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz).

3.11.2. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).

Para determinar los espectros de masas de los metabolitos secundarios aislados se utilizé un
cromatografo de gases marca Agilent modelo 6890N acoplado a un espectrémetro detector
de masas modelo Agilent serie 5973 inert. El espectrémetro dispone de una base de datos
MSD-Chemstation D.01.00 SP1, el cual cuenta con un inyector automatico Split/splitess serie
7683.

Las condiciones de operacion del equipo que se utilizé fueron: una columna capilar no polar,
DB-5MS, Agilent 122-5032, 0.25mm x 30 m, espesor 0.25 um de pelicula, a una temperatura
maxima de 350°C con flujo constante y flujo inicial de 1mL/min a una velocidad promedio de
36 cm/seg. Las muestras se disolvieron en hexano y diclorometano. Como fase movil se utilizd
helio como gas de arrastre con un radio de particion de 25:1 a una temperatura inicial de
250°C. El detector presentaba 2 temperaturas una de cuadruplo a 200°C y una de fuente a
280°C. La temperatura inicial del horno se ajust6é a 40°C durante un tiempo de 3 min,
posteriormente la temperatura fue aumentando a razén de 10°C/min hasta llegar a una

temperatura final de 270°C.
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4. CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Fracciones de particion obtenidas de Croton rivinifolius Kunth

En la Tabla 12 se describe a detalle el peso y rendimiento de todas las fracciones de particién

obtenidos a partir de 923.38g de muestra

Tabla 12. Peso y rendimiento de las fracciones de particion obtenidas

FRACCION DE PESO RENDIMIENTO PESO RENDIMIENTO
PARTICION INICAL (g) (%) FINAL (g) (%)
Hexano 9.98 g 1.08 %
Diclorometano 1.76 g 0.19 %
Acetato de etilo 923.38¢ 10.97% 7.54 ¢ 0.82 %
Metanol + agua 21.369g 2.31%

Extracto metanolico
de los tallos 46.2976 g 21.10%

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

De todos los extractos obtenidos el que mayor rendimiento tuvo fue el de metanol/agua con

2.31%, mientras que el extracto con menor rendimiento fue el de diclorometano con 0.19%.

4.2. Compuestos aislados de Croton rivinifolius Kunth

En la Tabla 13 se muestra los compuestos que fueron aislados, purificados y caracterizados

de las fracciones de particion hexano y acetato de etilo.

Tabla 13. Compuestos aislados, purificados y caracterizados de Croton rivinifolius Kunth

Fracciones de Fracciones Nombre del Polaridad Peso (mQ)
particion Compuesto
Hexano Compuesto 1 Escualeno 1H:1D 30 mg
Acetato de Compuesto 2 Tilirosido 8A:2M 22.5 mg
etilo Compuesto 3 Swerosido 8A:2M 56,6 mg
Extracto
metandlico de Compuesto 4 Isocorydine 7M:3H20 6 mg
los tallos

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018
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4.3. Fraccionamiento de la fraccion de particion hexano

4.3.1. Compuesto 1.

El compuesto 1 se lo obtuvo como masa blanda de color amarillo, el cual mediante el andlisis
de CG-EM y comparado con la base de datos MSD-Chemstation D.01.00 SP1, se identificd
una mezcla en la cual el compuesto mayoritario era el Escualeno tal como lo muestra el
espectro de masas (Anexo 1). Presentando un ion molecular de 410 m/z, en un tiempo de
retencion de 31.08 minutos. Con peso molecular de 410,718 g/mol, cuya formula molecular

es CsoHso. Su estructura quimica se puede observar en la Figura 21.

Figura 21. Estructura quimica del Escualeno (1)

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

El Escualeno es el precursor comun de todos los triterpenos (Marcano & Hasegawa, 2002).
Es un triterpeno que se localiza de forma caracteristica en el aceite de oliva. Posee actividad
antioxidante y antitumoral. Pero entre las actividades mas destacables de este compuesto, se
menciona que en modelos experimentales murinos, inhibe la tumorigénesis de tumores
inducidos quimica y especificamente de colon, pulmén y piel (Warleta, Ruiz-Mora, Campos-

Segura, Serrano, & Gaforio, 2010).

4.4. Fraccionamiento de la fraccion de particion acetato de etilo

4.4.1. Compuesto 2.

El compuesto 2, se obtuvo como un sélido amorfo de color amarillo claro, cuyo punto de fusiéon
fue de 263 -265°C con descomposicion. El cual para la toma de espectros de RMN, se disolvid
en metanol deuterado (CDsOD). El espectro de RMN de protones *H (Anexo 2), muestra
sefiales en la zona espectral de campo medio y campo bajo, lograndose visualizar
resonancias de protones aromaticos, olefinicos y oxigenados que parecian indicar la
presencia en la estructura analizada de un carbohidrato. El andlisis de la sefiales ampliadas
del espectro (Anexo 2), nos indica un par de dobletes con constante de acoplamiento de 16Hz
a los siguientes desplazamientos & 6.07 (1H, d, J = 16 Hz) y 7.40 (1H, d, J = 16Hz), estas

sefiales muestran la presencia de una olefina trans en la estructura. Otro par de sefiales
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dobletes que integran cada uno para dos protones con constante de acoplamiento de protones
orto, nos indican la presencia de un sistema aromatico para sustituido:  7.30 (2H, d, J= 8.4Hz)
y 7.97 (2H, d, J = 8.8 Hz). Por ultimo un par de dobletes que integran cada uno para un proton
y que exhiben acoplamiento meta, nos sugiere un posible anillo aromético 1, 2, 3, 5
tetrasustituido. Las sefales mencionadas aparecen a 6 6.12 (1H, d, J= 2.0 Hz) y 6 6.30 (1H,
d, J= 2.0 Hz). Estas y otras sefiales mas complejas ademas de las correspondientes al
carbohidrato se observaban en el espectro completo de *H. La sefial doblete con J = 7.6 Hz,

nos indica el proton andémerico de una 3-D-glucosa.

La espectroscopia de RMN de 3C y el experimento DEPT 135 como muestra el Anexo 2, nos
permitieron obtener mayor informacién de la estructura del compuesto 2 que analizamos. En
el espectro de carbono se observan 30 sefiales, de las cuales segun el espectro DEPT 135,
12 son carbonos cuaternarios, entre ellos dos carbonilos (179.4 ppm, 168.8 ppm), un CHx y
17 son carbonos metinicos (CH), entre los cuales se incluyen los del azucar presente, tal como
muestra el Anexo 2. El compuesto 2 esta constituido por un flavonoide tipo kamferol, un aztcar
de tipo glucosa y adicional contiene un sistema aromatico a, B- insaturado (168.8, 116.04 y
146.55 ppm), que fue identificado como éster del &cido p-coumarico. La comparacion de los
datos de RMN con flavonoides de la literatura, que tuviesen estas caracteristicas, nos sefiald
que el compuesto era un flavonoide conocido como Tilirosido (2), de férmula molecular
CsoH26013 Y peso molecular 594.525 g/mol, el cual en la Figura 22 se puede observar su
estructura. Mientras que en la Tabla 14 se anexan los datos experimentales de *H y *C RMN

con los reportados por Jung & Park (2007).

Figura 22. Estructura quimica del Tilirosido (2)

Fuente: Autor, 2018
Elaboracion: Autor, 2018
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Tabla 14. Comparacion de los valores experimentales y bibliograficos de desplazamiento quimico de
'H y 13C RMN del Tilirosido en CD30OD (400 MHz y 100 MHz)

Atomo de
hidrogeno
y carbono

2

© 00 N o o b~ W

1
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2
.
5
-
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2o
o
oo
.-
o
-
o

(Jung & Park,
2007)
H RMN (400 MHz)

6.02 (1H, d)

6.18 (1H, d)

7.86 (2H, d)
6.71 (4H, 1)

6.71 (4H, 1)
7.86 (2H, d)
5.13 (1H, m)
3.37 (1H, m)
3.21 (2H, m)
3.21 (2H, m)
3.38 (1H, m)
4.19 (2H, m)

7.20 (2H, d)
6.71 (4H, 1)

6.71 (4H, 1)
7.20 (2H, d)
7.32 (1H)
5.99 (1H, d)

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

Datos
Experimentales
H RMN (400 MHz)

6.12 (1H, d, J= 2.0 Hz)

6.30 (1H, d, J= 2.0 Hz)

7.97 (2H, d, J= 8.8 Hz)
6.80 (4H,t, J= 18.4 Hz)

6.80 (4H,t, J= 18.4 Hz)

7.97 (2H,d, J= 8.8 Hz)

5.24 (1H,m, J= 7.6 Hz)
3.63 (1H, d)
3.46 (3H, m)
3.46 (3H, m)
4.19 (1H, m)
4.30 (1H, dd)

7.30 (2H, d, J= 8.4 Hz)
6.80 (4H.t, J= 18.4 Hz)

6.80 (4H.t, J= 18.4 Hz)
7.30 (2H, d, J= 8.4 Hz)
7.40 (1H, d, J= 16 Hz)
6.07 (1H, d, J= 16 Hz)
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(Jung & Park, 2007)
13C RMN (100 MHz)

158.01
133.93
178.09
161.63
98.70
164.65
93.57
157.07
104.30
121.40
130.93
114.74
160.21
114.74
130.93
102.72
74.50
74.44
70.42
76.71
63.06
125.78
129.89
115.48
159.87
115.48
129.89
145.26
113.44
167.53

Datos
Experimentales
13C RMN (100 MHz)
158.40
135.17
179.43
162.96
99.97
165.90
94.80
159.35
105.60
122.71
132.20
114.72
161.51
114.72
132.20
103.92
75.80
75.70
71.71
77.90
64.29
127.08
131.17
116.78
161.17
116.78
131.17
146.55
116.04
168.80



El Tilirosido es un flavonoide glucosidico que se encuentra en varias plantas medicinales y
dietéticas, como tilo, rosa mosqueta y fresa. Segun varios estudios se ha demostrado que
este compuesto exhibe varias propiedades farmacolégicas, como antiinflamatoria,
antimicrobiana, antihipertensiva, antirreumatica, antidiabética, antihiperlipemica, antioxidante,
antiviral y citotoxica (Luhata, Munkombwe, & Hatwiko, 2016). Asimismo es un compuesto
novedoso natural para inhibir la neuroinflamacion en trastornos neurodegenerativos. Esta
actividad posiblemente se deba, en parte a la propiedad antioxidante de este compuesto
(Velagapudi, Aderogba, & Olajide, 2014).

El Tilirosido se encuentra comiunmente en varias plantas medicinales, entre estas tenemos
las familias de Rosaceae, Malvaceae, Tiliaceae, Platanaceae, Lamiaceae, Pteridaceae. Este
ha sido utilizado para el tratamiento adicional de los resfriados comunes y los estados
inflamatorios, asi como en el aumento de la inmunidad de los organismos, ademas este
compuesto mostré actividades farmacoldgicas muy interesantes, como, citotoxicas para lineas
celulares leucémicas humanas y actividad anti-complemento muy potente en la via clasica del
sistema del complemento (Nowak, 2003). Otros estudios han establecido que el Tilirosido
tiene un mayor efecto antiproliferativo en las lineas celulares de cancer T47D en comparacion

con las lineas celulares de cancer MCF7 (Da'i et al., 2016).

El género Croton es uno de los mas estudiados por su alto contenido de actividad biol6gica y
segun investigaciones han demostrado que varias especies presentan en su estructura al
Tilirosido como el Croton lachnostachyus que presenta un mayor contenido de Tilirosido,
seguido de C. serratifolius, especie perteneciente a la secciébn de Croton barhamia. Este
flavonoide se ha informado como mayoritario en C. grandivelum, C. antisyphiliticus, C.
hemiargyreus, C. dichrous, C. erythroxyloides, C. myrianthus y C. splendidus Se ha
reconocido que posee actividades bioldgicas, como antioxidantes y antiinflamatorias,
citotoxicas y ansioliticas, entre otras, como las anteriormente mencionadas (Furlan et al.,
2015).

El Tilirosido se ha identificado en otras especies de Croton como: C. ghaphalii, C. kongensis
(como C. tonkinensis), C. caudatus Geisel, C. gratissimus, C. zambesiscus, y la
estrechamente relacionada Astraea lobata (L.) Klotzsch. (Sinonimia de C. lobatus). Y en otras
especies de Croton, como C. gnaphalii Baill, C. sellowii Baill, C. dichrous Mu'll. Arg., C.

erythroxyloides Baill., C. myrianthus Mu'll. Arg., y C. splendidus (Furlan et al., 2015).
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4.4.2. Compuesto 3.

Compuesto solido de color amarillo, cuyo punto de fusién fue de 107-110°C y con un peso
molecular de 358.343 g/mol, fue disuelto en metanol deuterado (CD30D) para adquirir sus
espectros de RMN. En primer lugar, el espectro de RMN de protones H (Anexo 3), muestra
una serie de sefales a campo medio sumamente complejas y un doblete muy desapantallado
a un desplazamiento de 7.59 ppm (d, J = 2.4 Hz), es evidente que muchas de las sefiales son
las de un carbohidrato presente en la estructura. Especialmente fue importante para la
identificacion de esta unidad estructural, el doblete a 6 4.68 (1H, d, J =8 Hz), que muestra la
presencia de la B-D-glucosa. Los desplazamientos de los otros protones de la estructura
indican protones de tipo olefinicos y algunas sefiales alifaticas (Anexos 3). Se analiz6 el
espectro de RMN de '*C conjuntamente con el espectro DEPT 135 como se presenta en el
Anexo 3, el cual nos indica que el compuesto analizado contiene 16 carbonos; de ellos dos
son cuaternarios 6 (168.5 y 106.0), existen cuatro metilenos & (25.92, 69.7, 62.6 y 120.8, dos
de ellos oxigenados 69.7 y 62.6, y el ultimo de 120.8 indica la presencia de una olefina
terminal). El resto de los 10 carbonos restantes corresponden a metinos de diferente
naturaleza: alifaticos oxigenados a & (99.7, 97.9, 77.8, 74.7, 71.1), metinos olefinicos a &
(133.3 y 153.9) y tres metinos adicionales a 6 (28.4, 43.8 y 78.6). La formula molecular segun
el andlisis de H y 3C es C16H2209, lo cual requiere de 6 insaturaciones en la molécula, entre
ellas un grupo carbonilo posiblemente de éster, como muestra la Figura 23. Con el espectro
de HMSQC (Anexo 3), los protones y los carbonos fueron correlacionados. Finalmente, con
todos estos datos y la revision de la literatura nos indica que el compuesto analizado es un
iridoide glicosilado de hombre Swerosido (3), como muestra la Figura 23. En la Tabla 15 se
anexan los datos experimentales de *H y *C RMN con los reportados por Joshi (2013).

Figura 23. Estructura quimica del Swerosido (3)

Fuente: Autor, 2018
Elaboracion: Autor, 2018
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Tabla 15. Comparacion de los valores experimentales y bibliograficos de desplazamiento quimico de

'H y 13C RMN del Swerosido en CDz0D (400 MHz y 100 MHz)

Atomo de
hidrogeno
y carbono
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10b

11
1!
2!

(Joshi, 2013)

IH RMN (400 MHz)

5.43 (1H,d,J=1.2 Hz)
7.56 (1H,d,J=2.4 Hz)

3.11 (1H, m)
1.71 (2H, m)
4.41 (2H, m)
5.56 (1H, m)
2.72 (1H, m)
5.33 (1H,dd, J=2.0,
16.8 Hz)
5.25 (1H,dd, J=2.0,
9.0 Hz)

4.63 (1H,d,J=8.0 Hz)
3.22 (1H,dd,J=8.0,
8.8 Hz)

3.71 (1H,t,J=8.8 Hz)
3.31 (1H, m)
3.44 (1H, m)
3.65 (1H, dd,
J=12.0, 6.0 Hz)
4.02 (1H, dd,
J=12.0, 6.4 Hz)

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

Datos
Experimentales

1H RMN (400 MHz)
5.55 (2H,d,J=1.6 Hz)

7.59 (1H,d,J=2.4 Hz)

3.14 (1H, m)
1.71 (1H, d)
4.39 (1H, d)
5.55 (2H,d,J=1.6 Hz)
2.72 (1H,d,J= 1.6 Hz)
5.32 (2H,d, J=2.0,
16.8 Hz)
5.26 (2H, d, J=2.2,
7.2 Hz)

4.68 (1H,d,J=8 Hz)
3.20 (1H,J=8.0,8.8
Hz)

3.67 (2H,t,J=8.8 Hz)
3.31 (1H, m)
3.43 (1H)
3.65 (2H, dd,
J=10.0, 7.2 Hz)
3.89 (1H, dd,
J=10.0, 2 Hz)

(Joshi, 2013)
13C RMN (100 MHz)

98.1
154.3
105.3

27.3

25.1

70.1
132.1

42.6

121.2

169.7
99.4
73.7

76.2

70.2
78.0

61.0

Datos
Experimentales

13C RMN (100 MHz)
97.9

153.9
106.0
28.4
25.9
69.7
133.3
43.8

120.8

168.5
99.7
74.7

77.8

71.5
78.6

62.6

El Swerosido fue aislado en un gran numero de especies de la familia Gentianaceae (Sanchez,

2011), en la cual predomina los géneros Centaurium, Gentiana, Gentianella y Swertia siendo

el constituyente principal (Nadinic et al., 2002). De la especie Chelonanthus alatus

(Gentianaceae) también se identificé al Swerosido (Sanchez, Moreno-Murillo, & Cuca, 2013).

Se menciona que ha sido identificado de las hojas de Tabernaemontana psorocarpa. Sin

embargo fue aislado por primera vez de Swertia japonica y desde aquel tiempo lo han aislado

de varias otras especies (Van Beek, Lankhorst, Verpoorte, & Svendsen, 1982), tales como
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Scabiosa columbaria L., en la cual mostré una actividad antimicrobiana moderada (Horn et
al., 2001), asi como también de los botones florales de Lonicera japonica THUNB (Luo, Chen,
Cao, Wen, & Li, 2009). Pero lo mas destacado es que ha sido reportado por primera vez en
nuestro caso para el género Croton.

Debido a que los iridoides pertenecen a un grupo muy abundante de metabolitos secundarios,
los mismos que han sido aislados e identificados en plantas y cuyo uso se han empleado en
la medicina natural y para el tratamiento de enfermedades como: hipertension, infeccion
respiratoria, inflamacion, dolor de cabeza, enfermedades epidérmicas, fiebre, entre otras. Los
iridoides se muestran principalmente distribuidos en plantas que conciernen a las familias de:
Acanthaceae, Apocynaceae, Bignoniaceae, Caprifoliaceae, Cornaceae, Dipsacaceae,
Gentianaceae, Lamiaceae, Lentibulariaceae, Loasaceae, Loganiaceae, Nyctanthaceae,
Oleaceae, Plantaginaceae, Pedaliaceae, Rubiaceae, Scropulariaceae, Valerianaceae y
Verbenaceae (Joshi, 2013; Rios, 2015).

El Swerosido es un compuesto importante de Fructus corni, y segun investigaciones se han
comprobado que es muy util para la prevencioén y el tratamiento de la osteoporosis. Dentro de
la farmacologia moderna realiza varias actividades farmacoldgicas y biolégicas, como
antiinflamatorio,  antialérgico,  vasodilatacion,  antiproliferacion,  antihepatitis, vy
antiagregante (H. Sun et al., 2013).

Otros estudios realizados al Swerosido le asignan propiedades Utiles en lo que respecta en el
aumento de la secrecién hepatica de bilis, sobre todo ayuda al sistema digestivo facilitando
las digestiones, ademas facilita la eliminacién de la bilis contenida en la vesicula biliar y
estimulando el apetito (Lopez, Miguel, & Aleixandre, 2012). Incluso se ha demostrado

actividad antitumoral contra la linea celular p388 (Rios, 2015).

Dentro de las propiedades bioldgicas de los compuestos iridoides, en el cual se encuentra el
Swerosido, se ha reportado segun bibliografia actividad antimicrobiana, hipotensiva,
analgésica, antiflogistica, hepatoprotectora, sedativa, laxante, antileucémica, anticolinérgica y

antileishmaniésica (Nadinic et al., 2002).

4.5. Fraccionamiento del extracto metandlico de los tallos

4.5.1. Compuesto 4.

Este compuesto se aislé después de sucesivos “lavados” con hexano y diclorometano a una
fraccion sélida de color verde, obteniendo un sélido de color azul. El espectro de RMN de *H

(Anexo 4) de este compuesto muestra sefiales en la zona alifatica, en la zona de campo medio
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presenta grupos metoxilos y sefiales aromaticas. Adicional a estas sefiales un protén bien
desapantallado se encuentra a un desplazamiento de 9.0 ppm. Las sefiales de la zona alifatica
son bastante complejas con diversos acoplamientos que parecen sugerir protones de anillos
alifaticos. Adicionalmente, es evidente que el compuesto esta impuro, por lo cual existen
sefales que no pueden ser atribuidas a la estructura en estudio. Consideramos tomar los
espectros de *C y un DEPT 135 (Anexo 4) para ver a cudl tipo de familia de compuestos
pertenecia el que habiamos aislado. Un gran numero de carbonos en la zona aromatica se
visualizan, de los cuales 9 de ellos son cuaternarios. Igualmente son evidentes los carbonos
de varios grupos metoxi. Un metileno a un desplazamiento & 52.9 ppm, sugiere que puede ser
vecino de un nitrégeno, igualmente un grupo metilo a un desplazamiento de 44.1 ppm, sugiere
un CHs sobre un nitrégeno. El espectro DEPT 135 (Anexo 4) no se veia bien resuelto, sin
embargo, por las sefiales previamente indicadas consideramos la presencia de un alcaloide.
El estudio detallado de las sefiales *H y 3C nos llevé a proponer un alcaloide de tipo
aporfinico, sustituido con tres grupos metoxi. La comparaciéon con un considerable grupo de
compuestos gue contienen las caracteristicas previamente detalladas en nuestro compuesto,
nos permiten considerar dos estructuras como las méas probables Corydine (4), e Isocorydine
(4) (ver Figura 25), los cuales entre ellos solo se diferencian en la posicion del hidroxilo
fendlico. Finalmente, después de una meticulosa comparacion con varias referencias de la
literatura, nos atrevemos a proponer como mas probable a Isocorydine (4) (ver Figura 24). En
la Tabla 16 se anexan los datos experimentales de *H y 3C RMN con los reportados por Sun
et al. (2014). Un trabajo de posterior purificacion y la coleccion de espectros de RMN en dos
dimensiones, nos permitira definir con exactitud su completa identidad. En el género Croton,
son comunes los alcaloides de distinta naturaleza, entre ellos algunos aporfinicos, pero la
revision de la literatura no muestra la presencia de Isocorydine en ninguna especie
previamente estudiada. Este compuesto se considera con interesantes propiedades

anticancerigenas.

48



H5CO

HO

H,CO

Figura 24. Estructura quimica del Isocorydine

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

H,CO

HO

H;CO

H5CO HO

HsCO H;CO

Figura 25. Diferencia estructural entre el Corydine e Isocorydine

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018
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Tabla 16. Comparacion de los valores experimentales y bibliograficos de desplazamiento quimico de
IH y 13C RMN del Isocorydine en CDCIz (400 MHz y 100 MHZz)

Atomo de
hidrogeno

1-OCHg
2-OCHgs
3

8
9
10-OCHs
11-OH
NCHs

(Sun et al., 2014)
'H RMN (400 MHz)

3.72 (3H,s)
3.94 (3H,s)
6.73 (1H,s)
3.20 (1H,m)
2.72 (2H,d, J=17 Hz)
3.02 (1H,m)
2.49 (1H,t, J=12 Hz)
2.89 (1H,d, J=12 Hz)
3.06 (1H,dd,J=13.5Hz)
2.45 (1H,q,J=13.5 Hz)
6.86 (1H,d,J=8.0 Hz)
6.88 (1H,d,J=8.0 Hz)
3.92 (3H,s)
8.85 (1H,s)
2.55 (3H,s)

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

Datos
Experimentales
'H RMN (400 MHz)

3.70 (s)
3.91 (s)
6.70 (s)
3.21 (sanch)
2.72 (2d,J=3.6 HZ)
3.02 (2d,J=3.6 Hz)
2.49 (m)

2.89 (d, J=12.8 Hz)
3.03 (m)
2.45 (m)

6.82 (d, J=8.0 Hz)
6.90 (d, J= 8.0 Hz)
3.91 (s)

9.0
2.54

Atomo
de
carbono
C-1
C-la
C-1b
C-2
C-3
C-3a
C-3b
C-4
C-5
C-6a
C-7
C-7a
C-8
C-9
C-10
C-11
N-CH3

(Sun et al.,
2014)
13C RMN
(100 MHz)
142.2
126.0
120.1
151.3
1111
129.0
130.0
294
52.8
62.9
35.9
130.0
119.0
111.0
149.5
144.0
43.9

Datos
Experimentales
13C RMN (100
MHz)
142.0
125.9
120.2
151.3
111.3
129.1
130.5
294
52.9
63.0
35.7
130.5
120.2
1114
146.4
146.4
44.0

La caracteristica que tiene en comun los alcaloides de tipo aporfinico es su esqueleto

tetraciclico, aunque con distintos sustituyentes. Estos alcaloides aporfinicos han demostrado

segun investigaciones un amplio arsenal de actividades biolégicas como antioxidantes,

citotoxicas, agente dopaminérgico y antiplaquetarias. En las ultimas décadas este tipo de

alcaloides han sido de gran interés en lo que respecta a las investigaciones farmacéuticas

gracias a su actividad anticancerigena y se han desarrollado varios estudios centrados en la

importancia de estos compuestos para la elaboracion de medicamentos debido a las

actividades biol6gicas antes mencionadas (Zhong et al., 2014).

El Isocorydine al inducir a la interrupcion del ciclo celular G2/M y apoptosis, inhibe la

propagacion celular en lineas celulares de carcinoma hepatocelular in vivo e in vitro. Esto se
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sabe por estudios que se han realizado recientemente, pero no es lo Unico que se ha
demostrado, sino también induce a la apoptosis acoplada con PDCDA4, dirigida a la poblacién

celular resistente a los farmacos o células madre cancerosas (Zhong et al., 2014).

Otras actividades bioldgicas reportadas para Isocorydine son: actividad antiarritmica,
analgésica, vasodilatadora, espasmolitica y antiplasmodial, y en cierto lugares es recetado
para sanar dolores endégenos. Como se menciond anteriormente el Isocorydine se lo podria
utilizar para el tratamiento quimioterapéutico del carcinoma hepatocelular como un
medicamento terapéutico. Pero muestran restricciones a su avance como quimioterapia
moderna las cuales son: la eliminacion rapida, la dosis baja y la vida media corta, sin embargo
para perfeccionar la actividad anticancerigena se ha modificado la estructura de este

compuesto (Chen et al., 2015).

Este alcaloide aporfinico se presenta en una gran variedad de plantas, pero principalmente
en la especie Dicranostigma leptopodum (Maxim) Fedde (Chen et al., 2015), de igual forma
se asilado de Ocotea macrophylla (Pabon & Cuca, 2010), y de las hojas de Aristolochia
lagesiana var. intermedia (Ferreira, de Pascoli, Nascimento, Zukerman-Schpector, & Lopes,
2010).
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CONCLUSIONES

Se obtuvo el extracto metandlico total, el mismo que se sometid a particion, obteniendo las
fracciones de particiébn de hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol/agua. Habiendo
sido el extracto de metanol/agua el que mayor rendimiento mostrd, mientras que el extracto

de diclorometano el que menor rendimiento presento.

De la fraccién de particion hexano se consiguio identificar mediante CG-EM una mezcla en la
cual el compuesto que mayor predominaba fue uno de cadena larga conocido como

Escualeno, con un peso de 30 mg.

De la fraccién de particion acetato de etilo se logré aislar y caracterizar dos compuestos. Uno
de origen flavonoide conocido como Tilirosido con un peso de 22.5 mg y de apariencia de
polvo amarillento, y el otro de tipo iridoide glicosilado de nombre Swerosido con un peso de
56.6 mg, de apariencia blanda de color amarillo.

Del extracto metandlico de los tallos de la planta se aisl6 un alcaloide conocido como

Isocorydine.

Todos los compuestos aislados han sido reportados de otras especies de plantas y presentan
un amplio rango de actividades bioldgicas.
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RECOMENDACIONES

Continuar con los estudios fitoquimicos de aislamiento y caracterizacion de metabolitos
secundarios de las diferentes fracciones de particion de la especie Croton rivinifolius Kunth,

debido a que no hay estudios relevantes realizados en esta especie ecuatoriana.

Realizar diferentes técnicas que determinen la actividad biolégica como: anticancerigena,
antioxidante, antimicrobiano y antiviral, de los dos compuestos aislados e identificados de la

especie Croton rivinifolius Kunth.
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Anexo 1. Espectro de masas de CG-EM del Escualeno
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1%

Quality
D

0

AR A VL’LI M‘

 Squalene

§can 5346 (31 060 min). AS1.D

m ‘2’ m

'°' m 88 2y 2 ] oW w40
M nn ” 217 'v %vr?ﬁwﬁiz‘wwﬁqu; '\sgy'mvrmrvavsvsmmm wvrvm*mqr-

me> 040960100 eo 1oonommuoisoaoowommzoommzwmmmzmmmmommmwmmmmm«om

Abundance
I

|
o
ol
0

i

W)

OM'V "

#7960 Squalens

()

%
| w
109 12 149
||l L u
| Jl L Lm o mom W W w
- ey " vt rrrerryereny'nr ALt AT ta LRAAd CAA RAALA LR N L

mz> 30 40 50 60 70 80 %0 100110120130140150100170m190200210220230mmmmmmmwmmwmmmmmmuom
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Anexo 2. Espectros de Resonancia Magnética Nuclear del Tilirosido

1. Espectro de 'H RMN (400MHz, CDs0OD) del Tilirosido

STARDARD 18 OBSERVE - profile t

domple Hooe:

Ln2ifd_fmag 1 m n [
Data Collscted on:

wornhole—vimesdin
Archive directory!

o v enmr ey data
Somple dipectory:

IRIL0Z CPaS 1 20171130 o1
FidFila: B0

Pulse Sequance: PROTON (sdpul)
Solvent; cdled
Tata collected on: Dec 20 2007

L L

8 7 § 5 4 3 2 1 PR
¥ Wy iy L ¥ 'y Iy ¥ vy
1.9 1.78 0.0 A7 1.00 .35 .27 .33
Lol 4.11 1.030.4%8 .55 1L .48 0.4
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2. Espectro ampliado de *H RMN (400MHz, CD30D) del Tilirosido

STANDARD 18 OBSERVE - profile

Semple omw:
Ln2if Cuak 1
Dats Collectod oa:
WODELOL&—FTEE S0
Archive directory!
vomeveaa ] vomceye ‘dats
dample dirvetory:
LAZI00 ChAR 1 201TIAI0 9
Pl le: FROTON_OL

Pulse Sequence! PROTON (sZpul)
Salvent: cdled
Tuta collected on: Dec 20 2007

o
2§°
a® ik
gr i)
L
=

L -5-8
T.E8d

T . 319
T.258

.85
6. B2E

ai1d

[Py -1
[

. @OL
N . RS

—_—

LUJW\ __,__J LJ-L.._._.._.;

.24
G, 20F

i

1t
[
13

I

4 |J.,

1 |IIII|III IIII|IIII III|IIII| II|IIII|I I|IIII|II |IIII|III IIII|IIII III|IIII| II|IIII|I I|IIII|II |IIII|III IIII|IIIIIIII|IIII|
8.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 ppm
iy C C o Wy W
1.9 L.75 .37 0.820.47
lLm 411 10 b.& 0.95
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3. Espectro amplificado de 'H RMN (400MHz, CD3OD) del Tilirosido

STANTARD 18 OBSERNE - profile

Somple Heme:
L2102 Chag 1 ]
Data Colleeted oa: | =
Archive directory:
[t vems ] Svrmseys data
Semple dicwsteony:
LRZ10Z CPA% 1 200TIZI0 0L
Fidfile: FRTON_O1

Pulse Sequence: FROTON (slpul)
Solvent; cdlad
Dots collected on: Dec 20 2007

3. 4T
S.4ded

- A5
3. am0

- 4TS

; :
L

;']_ 9w
‘} 1
N

_JU\_J J v]JL_J lum_._Jllh”ll b“\m,,

Rl ko]
3_4asa

— 3.&38
]

1.3 4.2 i1 4.0 1.9 38 3.7 3.6 1.5 PPl
—_— Y e
L.00 0.3
L2 1.66
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4. Espectro de 3C RMN (100MHz, CD30D) del Tilirosido

STAAIAD 18 ODSERVE - profils

“ample Hoae:
LNigp Cnagl
Data Collected on:
VOTIOL T s
Archive directory!
e, vona ] vrms ey et e
Sample direstory:
LAZ135 Cha% 1 2018010400
FidPile: ChRBON_OL

L]

168 . TS

— 1G5, 58T
PP T T
d6d . =514

ATH. 432
1€l . 4T3
e 1sms_aas
TT.oE4
—TE. T3
—Ts. 707
T1.TLE

e Lma.add

146 . 545
L2 -1 1

A 1F5. AT
L A3Z.TSL

Pulse Sequence: CARBON {sdpul)
Salvent: cdld
Dots collested on: Jan 4 2000

180 170 160 150 140 130 120 110 100 %0 80  ppm

180 160 140 120 100 Ll 60
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5. Espectro DEPT 135 (100MHz, CD30OD) del Tilirosido

s Lol Ll A ) o | A l

1T T ) 1777 LR LR MR LU L TTrryrrTT IFERANNNYEAXEAI I‘T] T VIII TrT IIVITVT] II]

180 160 140 120 100 80 60 40 ppm
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Anexo 3. Espectros de Resonancia Magnética Nuclear del Swerosido

1. Espectro de 'H RMN (400MHz, CD3sOD) del Swerosido

STRTARD 18 QBSERVE - profils
Sozple Haae; t'
L21pg FRAT L 4 | "m*
Data Callected ca: @ @ ¥ L W Ad B A e hnh1h= q L
woals-rincsdod 23 28 AR8. 8 G| §5895%hERiNd 2
Archive directory: FE i g 'TEEER i FAAF A At Ay MR,",E
[heomafvrasl S eye/data r'J ' | ] _J ] /J J ] aaw,,;
Sample directory: 3 TR - : adl
LRL09 CAAT_L 4 201TALZ0 0L H g -
FidPile: PR 0L ¢ 0o A
3 E} H
Fulse Sequencer PROTOH (sZpul) g 7 »
Solvent: cdled :
Duta collectsd on: Dec 20 2047 A ‘
N Lﬂ, JmM JUL
L kA L oL 1111 A A L L L L LU R
ppm 5,59 5.55 ppm | 532 ppm ppm | 4.46 4.42 438 pem 3,93 ppm
A
| e, w--nmJl"hh"'\-ll
T T T T | T T T | T T T | T T T T | T T T T | T T T | T T T T | T T | T T T
8 ki & 5 4 3 2 1 FEm
¥ oo I N T T T
0.69 L84 0.9 100 DWW o.M D75 0.5D.45
L& 0.0 097 1.4 1.2.20 LIDATOM 0.8
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2. Espectro amplificado de *H RMN (400MHz, CDsOD) del Swerosido

STANARD 1B CBSERVE - profile c
]

Semple Heme:
Ln1ph fman 1 4 il
Data Collected on: |gn
WOl —TmE SN
Archive directory!
S hamevemr ] Svnmowye/data
Somple dioctory:
LAL0S ChaT 1 4 200TiI0 0L
Fidfile: FROTON_OL

Pulse Sequence: PROTON {sdpul)
Jalvent: <dled
Tota collected on: Dec 20 2047

3 o
ah a0
EE;
1 13 :
I
; :15%
L] ﬂ"'l
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3. Espectro amplificado de 'H RMN (400MHz, CD30OD) del Swerosido

STARDARD 18 CBSERVE - profile t
]

Sample Hone:
LRZIQH COAT 1 4 Wi
Data Cellscbed sa: m =]
vimmhole—vimes 400
Archive directory:
/hone/veaal, ey data
Semple directony:
LAZL0G CPAT 1 4 200TAZI0 0L
Fidrile: FROTON_OL

Pulse Sequence; FROTOH (s2pul)
Salvent; cdded
Tats collected on; Dec 10 2007

B9, 3ack
Addattn
I". o
A M
;ﬁ,xi Fds erd
139 qREs2iss
N&TT" g
B

IUUJL;“W”{ n JW S |

3.2 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 2.5 2.4 2.3 2.2 2.1 FFM
0.33% 0.3
1.z0
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4. Espectro amplificado de *H RMN (400MHz, CD30OD) del Swerosido

STAADARD 18 {BSERVE - profile

Semple Home:
LIZ1D5 COAT_3 4 L]
DBata Collecked oa: m -‘_“;
wOrmhOLe—vTme a0
Archive directory!
e veams 1 vras vye data
Semple directory:
LRZLO5 ChAT 1 4 200TALd) 01
FidFile: FROTG 0L

Pulse Sequence! FROTON (s2pul)
Salvent: cdled
Tuta collected on: Dec 20 2017

-
e ;
Arg ¥ H - "
d 4
':j - ﬁE EE.
" !
; 34 R |
1 o

\ |
M N M \\-JLJJLW«,,__N_.LJ Wwoan

1.3 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.% FED
. e 1 d ' 1 ’ I_'-l
116 .47 0.58 0.6
0.75 0.5 046
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5. Espectro de *C RMN (100MHz, CD30OD) del Swerosido

STMTARD 18 GBSERVE - profile

Sszple eae: w"
LIl Lty

Bata Collected oa |g :"
wormhole—vrme s400

Th.Bald
Te. 447
TI.280

™ .08z

q
ki |
Archive directory: N L N i o -
/v e L /vnms ey /data ﬁ § E . E b1 E ¥ i g |
Sample directory: 5 ad r aEge u\ 3L 4 i
LALLM 20Lan10s ol e =1 ﬂ‘ ﬂ ; g o
FidFile: CARBON s L 3 gn
Pulse Bequence! CAREM (s2pul) ‘:' - 2 Ll
Solvent: odlod : 3 &
Pata collected on: Jan 3 2000 A 3 «
| -
""" TTTT | TTTT | TTTT | TTTT | TTTT | TTTT | TTTT | TTTT I TTTT I TTTT W
160 150 149 130 120 110 100 50 &0  ppm 3/ 32 26 20 pmm
||||||||I||||||| ||||||||||||||||I||||||| L |||||||||||||||||||||||| ||||
160 140 120 100 80 &0 40 20 P
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6. Espectro DEPT 135 (100MHz, CDsOD) del Swerosido

180 160 140 120 100 80 60 40 20 PER
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7. Espectro de HMSQC del Swerosido

STATARD 1H JBSERVE - poodile
- .
Ll ik
Data Collected oa: m" =
wormhole-vrmesddd
Archive directory!
home,/vear ] vrnseysdata
Sample dirvctory
LRZLM 20080105 00
FidFile: gHE0C 01 N I‘ Ll
Solvent; cdled
Data collected on: Jan & 20010 1
Fl 1
Temp. 25.0C /2881 R B
Operstor: vimel o {H‘,E -—
1 307
Folax, deley 1.000 sec 1
kg, time 0130 s 40
Wighk  f410.3 He I 1
Ih Width 170%0.4 Hz 7
16 repetitions — 50
i x 312 incremsnts 1
OMERVE  HL, W9.0070611 Miz 50
DROOUPLE Gid, D004 Mz - ] -
Powpr 3 0B 1
on durleg acquisitiss — 707 - =
off during dalay . ]
W40_OHEFROEE modulated - 80
TATA PROCERSIHG s
Geups spedizataion 0,063 sec .
FL DATA PHXESSING 907
Gauss apodizabicn 0.028 ssc 1
FT size HME 1 409 — 1004 .
Total time 5 hr, 28 min
— ]
110
— 120 bl
307
140

55 50 4.5 40 35 30 2.5 2.0 1.3 1.0
FZ (ppm)
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8. Espectro de HMBC del Swerosido

STANDARD 1H {BSERVE - profile

Semple Hone:

LN
Data Collecbed on:

wormhole—vime s
Archive directory:

o ver] vnnr ey data
HEple dectenr

LALLM Z0LA010 0L
FidFile: ghABE DL

Fulse Sequence qHMEC
Salvent: cdled

Dots collected on: Jan § 2000
Fl
Temp. 15.0C [ 2981 R 1 (poair
Operator: vimrl — 3
Tebe, delay 1,000 sec E
hog. bime 0,190 sec ] 40
Widtk L), B el =
ID Width 24LI5.5 Hx ]
16 repetitions 1 &0
2 x 311 increments ]
GMERL B, WRKTTIE Wiz — E
TATA FRUEHDN — &
£, aing bell 0,075 ses 3
FL DATA PROCESSING E
Gauss apodization 0.020 sec o ]
TT size 2040 & 409G —1 100~
Total time % hr, 3% min — E "
1205
140
1607
180

g 7
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Anexo 4. Espectros de Resonancia Magnética Nuclear del Isocorydine

1. Espectro de 'H RMN (400MHz, CDCI3) del Isocorydine

STANIARD 18 CBSERVE - profile t
]

homple Hoae:
LI1§4_FIT 5 2 3 1]
Bata Collacted on: |g
wormhol e-vrmes400 E a
Archive directory! A
/o vene ] Svnnreye/data L] E
Semple dinwctory: i '
LAZ164_CRT 5.2 5 2008002 01 [’

L
5
- TR

F. PTH
T—3_ SS9
Z. 954
3
F.2A0

Fidrile: FROTON 01

Pulse Sequence: FROTH {sZpul)
Jalvent: cdeld
Tuts collectsd on: Jan 12 2000

i
d ‘AJ_J—_JLU_-Ju M

9 8 7 & 5 i 1 2 1 P
! i il ¥y W
9.6 1.0 1.432.17 0.720.80 2.22
L0065 2.l 08551 0.ML83
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2. Espectro amplificado de 'H RMN (400MHz, CDCI3) del Isocorydine

LT )

. i 9
TIRE it g
T dd ¥

3.0 2.9 2.8
I_'_I I_'_l
1.5
480

2.7 2.6 2.5 2.4 ppn
[N l.gx
4.4
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3. Espectro de 13C RMN (100MHz, CDCI3) del Isocorydine

STANDARD 18 CBSERVE - profile

Semple Hiae: c

]

LIZLT4 G 43 "
Data Collected ga: | B dl

vormbol e-viae 400 FR88%E gad 3 ,. ; 159
Archive directory: :"!'"'!:E“‘,‘ ::: . g . ..".";

{home/veaz] S vnmseye/data sadaad nodd E @ . a Hﬁd
Semple divctory: P J _,J ) | aa :1.' £ . E | E [

sz samen [0 PR . \ @) R
FidFile: CARBNLGL ¢ 3 ] 1 29 : q CE
Pulse Sequence; CARBON (s2pul) ) H E " ]

Solvent: cdold - 3
Duta collected on: Jan 14 2000

60 35 W 45 40 ppm | 130 143 140 135 130 123 120 PPl

140 120 100 a0 60 40 20 Pt
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4. Espectro DEPT 135 (100MHz, CDCI3) del Isocorydine

A ————

160 140 120 100 80 0 40 20 ppm
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