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Resumen

Abstract

Resumo

Ocho compuestos conocidos fueron

aislados del extracto etanélico de corteza

de Nectandra turbacensis (Kunth) Nees
(Lauraceae). Estos fueron identificados como
acido meso-dihidroguayarético 1, 4cido
treo-dihidroguayarético 2, sauriol B 3,y
treo-austrobailignano-6 4; vitexina (8-C-f3-
D-glucopiranosil-5,7,4’-trihidroxiflavona) 5;
estigmast-4-en-3-ona 6 y la mezcla sitosterol
7 | estigmasterol 8. Las estructuras de los
compuestos fueron elucidadas por métodos
espectroscopicos, que incluyeron técnicas de
RMN en 1D y 2D, CG/EM y por comparacién
de los datos espectroscopicos, reportados

en la literatura de compuestos relacionados.
Este es el primer reporte de la presencia

de este tipo de compuestos en la especie.

Se describen también las implicaciones
quimiotaxondmicas; relacionadas con la
presencia frecuente de lignanos en especies
del género Nectandra.

Eight known compounds were isolated

from the ethanol extract of bark Nectandra
turbacensis (Kunth) Nees (Lauraceae); which
were identified as meso-dihydroguaiaretic
acid 1, threo-dihidroguaiaretic acid 2,
sauriol B 3, and threo-austrobailignan-6 4;
vitexin (8-C-p-D-glucopyranosyl-5,7,4’-
trihydroxyflavone) 5; stigmast-4-en-3-one

6; and sitosterol 7/ stigmasterol 8 mixture.
The structures of the compounds were
elucidated by spectroscopic methods,
techniques involving 1D and 2D NMR,
GC/MS and by comparison of spectral

data, reported in the literature, of related
compounds. This is the first report of the
presence of such compounds in the species.
The chemotaxonomic implications are also
described; related to the frequent presence of
lignans in the genus Nectandra.

Oito compostos conhecidos foram isolados
do extrato etandlico da casca de Nectandra
turbacensis (Kunth) Nees (Lauraceae).
Quais foram identificados como acido
meso-dihidroguayarético 1, 4cido treo-
dihidroguayarético 2, sauriol B 3, e treo-
austrobailignano-6 4; vitexina (8-C-f-D-
glucopiranosil-5,7,4 -trihidroxiflavona) 5;
estigmast-4-en-3-ona 6 e mistura sitosterol
7/ estigmasterol 8. As estruturas dos
compostos foram determinadas por métodos
espectroscdpicos, técnicas que envolvem

a 1D e 2D RMN, CG/EM e a comparagio
dos dados espectroscopicos, relatados na
literatura, compostos relacionados. Este

¢ o primeiro relato da presenga de tais
compostos na espécie. As implicagdes
quimiotaxondmicos também sao descritos;
relacionada com a presenca freqiiente de
lignanas no género Nectandra.

Palabras clave: Nectandra turbacensis,
lignanos diarildimetilbutdnicos, flavonoides,
esteroles, esteroides.
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diaryldimethylbutane lignans, flavonoid,
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Lignanos diarildimetilbutanos y otros constituyentes aislados de N. turbacensis.

Introduccion

La Quimica de los Productos Naturales Vegetales, entendida como la in-
vestigacion en metabolitos secundarios procedente de plantas (1), con-
templa generalmente aspectos relacionados con una o varias de las si-
guientes lineas generales: a-elucidacién de la bioactividad o mecanismo
de accién directa (biodirigidos) y caracterizacién de compuestos activos,
b-modificacion y/o sintesis de analogos, c-estudios de los mecanismos
de accidn. Por lo tanto, el estudio de los metabolitos, es un proceso inte-
ractivo donde se combinan el aislamiento, la caracterizacion y la sintesis
y/o transformaciones de nuevos analogos para la determinacién de, por
ejemplo, los perfiles farmacoldgicos (2). En este contexto, son diversos
los estudios fitoquimicos que involucran diferentes géneros; entre los
que se encuentra Nectandra, y que en términos de caracterizacion y elu-
cidacion estructural de los metabolitos secundarios aislados de este, es-
tan articulados con las lineas generales planteadas anteriormente. De he-
cho, son diversos los estudios reportados en la literatura, que involucran,
el género Nectandra, los cuales permitieron determinar la presencia de
algunos tipos de metabolitos secundarios, encontrdndose sesquiterpe-
nos, fitoesteroles, polialcoholes, derivados de arilpropanoides, flavono-
les, arilpropanoides; lignanos furofuranicos, neolignanos del tipo dihi-
drobenzofuranicos (3) y algunos norlignanos (4). Otros estudios han
reportado, también, la presencia de alcaloides inddlicos (5), taninos (6),
diterpenos (7) y componentes de aceites esenciales (8). No obstante, a
pesar de la variedad de metabolitos aislados en el género Nectandra, la
caracteristica quimiotaxonomica la da la presencia de compuestos del
tipo lignano (9), en donde varios poseen incluso actividad bioldgica qui-
mioterapéutica (5). Se presenta en este trabajo el aislamiento de metabo-
litos secundarios de la especie Nectandra turbacensis.

Materiales y métodos

General

Los espectros de RMN 'H y RMN *C, DEPT, HMQC, HMBC, y ex-
perimento COSY fueron tomados en un Bruker Avance 400 (CDCI, o
CD,OD) usando TMS como estdndar interno. Las cromatografias en
columna a gravedad (CC) fueron corridas usando silica gel (Merck, 40-
63 mm), la cromatografia liquida al vacio (CLV) usando silica gel para
placa, malla 70-230 (Merck), y la cromatografia de capa delgada (CCD)
sobre silica gel 60 E., (Merck, 0,30 mm de espesor). Se utilizé como
complemento de purificacion sephadex LH-20. El analisis CG/EM (cro-
matografia de gases acoplado a espectrometria de masas) fue corrido en
un cromatografo de gases Shimadzu GC-17A acoplado a un espectrd-
metro de masas Shimadzu GCMS-QP5050A. Los disolventes hexano,
tolueno, éter etilico, acetato de etilo, acetona y metanol fueron purifi-
cados antes de su uso. Los reactivos de identificacion preliminar fueron
preparados minutos antes de la aplicacion de los procedimientos, y entre
ellos estan: reactivo de Gibbs (utilizados para los lignanos diarildime-
tilbutanicos); prueba en medio basico y con AICI, (para el flavonoide,
vitexina); prueba del nitrato amonico cérico en dioxano, junto con la
reacciones de Salkowski y de Liebermann-burchard (cada una indepen-
diente), para la identificacion de la mezcla sitosterol y estigmasterol.

Material vegetal

El material vegetal utilizado para el estudio fitoquimico corresponde a
la corteza de la especie Nectandra turbacensis, recolectada en la ciudad
de Santa Marta (Magdalena, Colombia), en el corregimiento de Bonda

(+11° 14’ 13.20”), en marzo de 2010; asistido por el botdnico Magister
Eduino Carboné de la Universidad del Magdalena (Director del Her-
bario de la Universidad del Magdalena) y determinada por el biélogo
Adolfo Jara Muifioz de la Universidad Nacional de Colombia. Un es-
pécimen reposa en el Herbario Nacional Colombiano del Instituto de
Ciencias Naturales con el numero COL- 556717.

Extraccion y aislamiento

El material (corteza) seco y molido (1000 g) de Nectandra turbacensis
fue sometido por una semana a extraccion por percolacion con etanol
al 96%, y a temperatura ambiente. El disolvente fue retirado a presion
reducida, obteniéndose el correspondiente extracto etandlico, denomi-
nado NtcEtOH (242 g); posteriormente fue sometido a fraccionamien-
to por cromatografia liquida al vacio (CLV) utilizando disolventes con
polaridad especifica (no mezclados) y de las cuales se obtuvieron seis
fracciones (hexano, 10g; tolueno, 45 g; éter etilico, 50 g; acetato de etilo
70 g, acetona 70 g; y metanol, 30 g) que fueron monitoreadas por croma-
tografia de capa delgada (CCD). Con base en el analisis de los perfiles
cromatograficos, se reunieron, la fraccion de tolueno con la de éter eti-
lico (cuya unién fue denominada, Fr-1) (95 g), y la fraccion de acetato
de etilo con la de acetona (Fr-2) (140 g), las cuales fueron purificadas,
en forma independiente, por cromatografia en columna sobre silica gel
usando en ambos casos la mezcla de hexano:acetona en gradiente (95:5
a 0:100), obteniéndose 20 fracciones en cada una de ellas. Con base en
el analisis del perfil cromatografico de las fracciones monitoreadas con
CCD de Fr-1 (95 g), se reunieron las subfracciones 4 a 7 (Fr-1.4 a Fr-
1.7) (120 mg) y de 8 a 10 (Fr-1.8 a Fr-1.11) (150 mg), sometiéndose
en forma independiente, a cromatografia en columna sobre silica gel
utilizando como disolvente la mezcla hexano:acetona en proporcién de
9:1 a 7:3, en ambos casos; seguido por filtracion sobre sephadex LH-
20. De las primeras subfracciones reunidas (Fr-1.4 a Fr-1.7), luego del
proceso cromatografico y de filtracién, se obtuvieron los compuestos:
estigmast-4-en-3-ona 6 (30 mg) y la mezcla sitosterol 7/estigmasterol
8 (en proporcion, 80/20) (50 mg) (ver Figura 1), las cuales fueron de-
terminadas por CG/EM; y elucidadas por RMN; mientras que de las
segundas subfracciones reunidas (Fr-1.8 a Fr-1.11), se aislaron e iden-
tificaron los compuestos: acido meso-monometil dihidroguayarético 1
(15 mg), acido treo-dihidroguayarético 2 (19 mg), sauriol B 3 (15 mg), y
treo-austrobailignano-6 4 (22 mg) (ver Figura 1).

Paralelamente, del tratamiento de purificacion de Fr-2 (140 g) y
con base en el andlisis del perfil cromatografico de las fracciones mo-
nitoreadas con CCD, se reunieron las subfracciones (Fr-2.10 a Fr-2.20)
(160 mg) las cuales se sometieron a CC, utilizando también la mezcla de
los disolventes hexano:acetato de etilo, pero con mayor polaridad (6:4
a 4:6), obteniéndose el compuesto vitexina (8-C-B-D-glucopiranosil-
5,7,4 -trihidroxiflavona o apigenin-8-C-p-D-glucopirandsido) 5 (30
mg) (ver Figura 1).

Resultados y discusion

Los compuestos 1, 2, 3 y 4 dieron resultados positivos para la reaccion
del reactivo de Gibbs (2,6-dicloro-p-benzoquinona cloroimida); que su-
ponen la presencia de fenoles o sus derivados sustituidos en la posicion
para (-p) (10), la cual es una de las caracteristicas estructurales presente
en los compuestos en mencion. Los compuestos 1, 2, 3 y 4, muestran
sefiales que de acuerdo a los valores de desplazamiento corresponden a
lignanos del tipo diarildimetilbutano (11); y que en el caso del compues-
to 1, el cual se presenté como un aceite incoloro; mostrd, de acuerdo al
analisis de los datos espectroscopicos, los siguientes valores de despla-
zamiento en RMN 'H; a § 6,62 (1H, d, J=2,0, H-2), 6,82 (1H, d, J=8,0,
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Figura 1. dcido meso-dihidroguayarético 1, dcido treo-dihidroguayarético 2, sauriol B 3, treo-austrobailignano-6 4, vitexina 5, stigmast-4-en-3-ona 6 y sitosterol 7/stigmasterol 8.

H-5), 6,66 (1H, dd, J=8,2, H-6), 2,30 (1H, dd, 13,4, 9,3, H-7a), 2,76 (1H,
dd, J]=13,4, 4,8, H-7b), 1,77 (1H, m, H-8), 0,84 (3H, d, J=6.7, H-9), 6,64
(1H, d, J=2,0, H-2’), 6,78 (1H, d, J=8,0, H-5), 6,69 (1H, dd, ]=8,2, H-6’),
2,30 (1H, dd, J=13,4, 4,8, H-7), 2,76 (1H, dd, J=13,4, 4,8, H-7’b), 1,77
(1H, m, H-8"), 0,86 (3H, d, J=6,7, H-9°), 3,84 (6H, 5, OMe), 3,85 (3H, s,
OMe), 5,49 (1H, s, OH); correspondientes al 4cido meso-monometil di-
hidroguayarético 1 (12); el compuesto 2 (aceite incoloro), el analisis del
espectro de RMN 'H, mostro los siguientes valores de desplazamiento,
RMN 'H (400 MHz, CDCl,) a § 6,80 (2H d, ]=7,9 Hz, H-5,5), 6,58 (2H,
dd, J=7.,0, 1,6, H-6,6’), 6,52 (2H, d, J=1,6, H-2,2), 5,43 (2H, s, Ar-OH),
3,81 (6H, s, OMe), 2,52 (2H, dd, J=13,6, 7,1, H-7b, 7’b), 2,38 (2H, dd,
J=13,5, 7,5, H-7a, 7a), 1,73 (2H, dd, J=12,9, 6,5, H-8, 8), 0,83 (6H, d,
J=6,6, H-9, 9°), los cuales concuerdan con el compuesto denominado,
acido treo-dihidroguayarético 2 (11); el compuesto 3, mostrd los si-
guientes valores de desplazamientos de RMN 'H (400 MHz, CDCIS), )
0,80 (6H, d, ] =6,6, H-9/9’), 1,71 2H, (bm, H-8/8), 2,34 (1H, dd, H-7"),
2,37 (1H, dd, H-7), 2,48 (1H, dd, H-7"), 2,51 (1H, dd, H-7), 3,77 (3H, s,
OMe,C-3), 3,81 (3H, s, OMe, C-3/5), 5,19 (1H, s, OH, C-4’ 0 5’), 5,21
(1H, s, OH, C-4’ 0 5), 5,33 (1H, s, OH, C-4), 6,12 (1H, d, J=1.7, H-2"),
6,26 (2H, s, H-2/6),y 6,33 (1H, d, J= 1,8, H-6,) (13). La rotacion especifi-
ca fue de (¢, 1,5, CHCIS), lo cual concuerda con los datos espectroscopi-
cos del compuesto sauriol B (14); mientras que el compuesto 4, mostrd
valores de RMN 'H (400 MHz, CDC13) a 8: 6,83 (1H, d, J]=7,8, H-5"),

6,72 (1H, d, J=7,9, H-5), 6,63 (1H, m, H-6"), 6,56 (1H, m, H-6), 6,52
(1H, m, H-2"), 6,67 (1H, d, J=1,5, H-2,), 5,92 (2H, s, O-CH2-0), 5,51
(1H, s, Ar-OH), 3,87 (3H, s, OMe), 2,56 (2H, dd, ]=13,0, 6,6, H-7b, 7’b),
2,30 (1H, dd, J=14,5, 9,5, H- 7a) , 2,38 (1H, dd, J=13,4, 8,3, H-7a), 1,76
(2H, m, H-8, 8°), 0,83 (3H, d, ]=6,4, H-9), 0,83 (3H, d, ]=6,9, H-9) (11).

El compuesto 5, vitexina nombrada como 8-C-B-D-glucopiranosil-
5,7,4’-trihidroxiflavona o apigenin-8-C-B-D-glucopiranésido, fue ob-
tenida como un polvo amarillo, con un punto de fusién de 262-264
°C y que dio positivo a las pruebas de analisis fitoquimico preliminar
como son: prueba en medio bésico (15) y por formacién del complejo
con AlCI, (16, 17); permitiendo presumir preliminarmente que se tra-
taba de un flavonoide. El anilisis del espectro de RMN 'H (400 MHz,
DMSO-d6) mostrd un protén con multiplicidad en singlete a § 13,14,
que corresponde a un grupo hidroxilo quelatado ubicado en el carbono
5; que ligado a las sefiales a § 6,75 (1H, s, H-6), 6 6,25 (1H, s, H-3), su-
giere que se trata de un flavonoide. Se observa, también, un sistema de
acoplamiento del tipo A X, de los protones ubicados a desplazamien-
tos de § 8,01 (2H, d, J= 8,6 Hz, H-2} 6°), y § 6,86 (2H, d, ] = 8,6 Hz,
H-3%5") que son atribuibles a un grupo fenilo con sustituyentes para
(-p). También se observan valores de desplazamiento a § 6,75 (1H, s,
H-6), § 6,25 (1H, s, H-3), correspondiente a los hidrégenos especifica-
dos, y un protén anomérico a § 4,66 (1H, d, J=9,9 Hz, H-1”) cuyo valor
de desplazamiento junto con la ausencia de las sefiales del hidrégeno

4
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anomérico de un O-glicésido; sugieren la presencia de un flavonoide
C-glicésidado. El espectro también muestra una serie de sefales a &
3,19-3,98 que corresponderia a una unidad de azucar, que para nuestro
caso es la glucosa (18-20).

El analisis de los datos espectroscépicos de RMN 1D para el com-
puesto mencionado anteriormente y la interpretacion de los experimen-
tos DEPT-135, HMQC y HMBC confirman que el compuesto aislado es
la vitexina (8-C-B-D-glucopiranosil-5,7,4 - trihidroxiflavona o apigenin-
8-C-B-D-glucopirandsido) 5.

El compuesto 6, se presenté como un solido con punto de fusion de
92 °C (89-90 °C, reportado) (21). La complejidad de las sefiales obser-
vadas en el espectro de RMN 'H, en especial en la zona § 0,7-2,35 ppm,
indica que se trata de un compuesto del tipo esteroidal. En el mismo se
observan a campo alto algunas seales como a § 0,71 ppm (s, 3H) que
es generada por el grupo metilo de la posicién 18; a § 1,05 ppm (s, 3H)
para el grupo metilo ubicado en la posicion 19, a 6 0,95 ppm (d, 3H)
para el grupo metilo ubicado en la posicion 21; también muestra un
multiplete ancho a campo bajo en el rango §2,2-2,35 ppm (para dos
protones) generado por el sistema (-CH,-CO-) y la sefial del protén vi-
nilico (como un singlete ancho) a § 5,72 ppm correspondiente al sistema
(-CO-CH=C). Por su parte el anilisis del espectro de RMN "*C, presentd
valores de desplazamientos a § 123,6 ppm que es consistente con la in-
saturacion ubicada en el carbono 4 (C4), a § 171,5 ppm con el carbono
de la posicion beta (5 ppm con el carbono de la posicion beta (-C) del
sistema a, -insaturado; mientras que el carbono con el grupo carbonilo
aparece a §_199,49 ppm (22, 23). El EIMS del compuesto mostré un m/z
(intensidad relativa) a 412 (M*) como un ion molecular consistente con
la férmula molecular (C,,H,O). El espectro de masas del compuesto
con un peso molecular de 412 sugiere que este es un A*-3-ceto esteroide
y adicionalmente los picos fuertes a m/z 124 (100%) el cual resulta del
rompimiento del anillo B. Otras fragmentaciones observadas en el es-
pectro de masas del compuesto incluye fragmentos a m/z 398 (M-15)*
(18),370 (M-42)* (4.5), 289 (M-124)* (10), y 124 (100), entre otros, que
resultan de la fisién de enlaces alilicos. Por lo tanto estos resultados y los
valores de desplazamiento de RMN que son consistente con la literatu-
ra, permiten sugerir que el compuesto debe ser estigmast-4-en-3-ona
6 (21).

La mezcla sitosterol 7/estigmasterol 8 (en proporciéon 80/20), se
presenté como un so6lido de color blanco, dando positivo tanto a la
prueba del nitrato amdnico cérico en dioxano como a las reacciones
de Salkowski y de Liebermann-burchard (24). El anélisis de los datos
espectroscopicos de esta mezcla muestran algunos valores representa-
tivos para estos compuestos, por ejemplo, para el sitosterol 7, a §, 3,25
(tdd, J=4,5, 1,1) que corresponderia al hidrogeno ubicado en la posicion
3 (H-3), un protén olefinico (H-6) que se presenta como un multiplete
a §,,=5,14, dos protones olefinicos que aparecen a campo bajo (5, 4,14,
m)ya (6H=4,61, m) parecidos a los del estigmasterol 8. No obstante,
este ultimo (estigmasterol) presente en la mezcla mostrd sefiales a 6,
3,29 con multiplicidad de un triplete de un doble de doble (J=4,5, 1,1) y
un proton olefinico similar al anterior compuesto. En la mezcla se ob-
servan sefiales que se solapan en algunos casos y que pertenecen a estos
compuesto como son: 6H = 1,07, 1,26, 0,91, 1,01, 1,00, 0,97, 1,16, 1,25
y que de acuerdo a la literatura los valores 6H =1,16, 1,25 deben ser del
estigmasterol 8 y 6,,=1,07, 1,00 y 0,97 deben corresponder al sitosterol 7
(25). El anilisis del espectro de masas permite ubicar un pico a m/z 414
y otro a m/z 367, lo cual sugiere que se trata de una mezcla de dos com-
puestos con peso molecular 414 y 412; mientras que los picos a m/z 271
y m/z 273 (por la formacién de un carbocatién) se explica por la fision
del enlace beta (B), que luego de la deshidratacion de este ultimo daria
el pico a m/z 255. Sucesivas dealquilaciones de este explican la presencia
de otros picos, por ejemplo, a 188, 189, 175, etc. (24).

En la especie N. turbacensis se ha reportado previamente la presen-
cia de lignanos del tipo 2,6-diarilfurofuranos, tales como: (+)-sesamina,
(+)-demetoxiexcelsina, (+)-piperitol, (+)-metoxipiperitol y (1R,2S,5R)-

2-(3’-metoxi-4,5 -metilenodioxifenil)-3,7-dioxa-6-oxobiciclo(3.3.0)oc-
tano aislados de madera y de corteza tronco (26). Sin embargo, este es el
primer reporte de este tipo de metabolitos secundarios tanto en la espe-
cie como en el género; contribuyendo al estudio fitoquimico del género;
y donde el aislamiento, de lignanos, como los aislados en el presente
trabajo, estd en concordancia con las implicaciones quimiotaxondmi-
cas planteadas por Rohwer, que propone que los compuestos del tipo
fenilpropanoides y productos de dimerizacion (lignanos y neolignanos)
corresponden a los metabolitos secundarios mas comunes en el género
Nectandra (9).

Conclusiones

Del extracto etandlico de corteza de la especie Nectandra turbacensis
se lograron aislar cuatro lignanos del tipo diarildimetilbutano (dcido
meso-dihidroguayarético 1, y cido treo-dihidroguayarético 2, sauriol B
3, treo-austrobailignano-6 4, un flavonoide (vitexina 5) y tres compues-
tos de tipo esteroidal (estigmast-4-en-3-ona 6 y la mezcla sitosterol 7 /
estigmasterol 8); los cuales fueron determinados y elucidados mediante
el uso de técnicas espectroscopicas 1D y 2D, IR, y EM. Se considera
importante el estudio de otras partes estructurales (raices y hojas, por
ejemplo) de la especie como forma de presentar su estudio fitoquimi-
co completo; y adicionalmente, dada la gran diversidad de metabolitos,
reportados en el género, plantear la posibilidad de ensayos bioldgicos
como forma de complementar la investigacién fitoquimica.
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