Ciencia Amazonica (Iquitos), 2011, Vol. 1, No. 1, 41-50

ESTUDIO QUIMICO DE LA CORTEZA DE Remijia peruviana “Cascarilla”

Gabriel Vargas-Arana,*! Lastenia Ruiz-Mesia,? Wilfredo Ruiz-Mesia’ y Matias Reina?

Universidad Cientifica del Per(, Avda. Abelardo Quifiones Km 2.5, Iquitos, Peru.
e-mail: gvargas@ucp.edu.pe
2Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales Antiparasitarios de la Amazonia, Universidad Nacional de la Amazonia
Peruana, Iquitos, Perd.
3Instituto de Productos Naturales y Agrobiologia-CSIC, Avda. Astrofisico Francisco Sanchez 3, 38206, La Laguna, Tenerife,
Espafia.

RESUMEN

En el presente trabajo se realizd el andlisis cualitativo de los metabolitos secundarios vy la
cuantificacion e identificacion de los alcaloides presentes en la corteza de Remijia peruviana, |a
cual forma parte de la familia Rubiaceae, caracterizada por sintetizar mayoritariamente alcaloides.
Se ha aislado y determinado la estructura quimica de cinco alcaloides quinolinicos: tres nuevos
derivados, Quinina acetato (1), Quinina alcohol (2) y N-Etil Quinina (3); y dos reportados
anteriormente en la literatura: Quinina (4) y Cinchonina (5). La estructura de los nuevos alcaloides
fueron elucidados por analisis basicos de espectroscopia RMN, incluyendo correlaciones homonuclear
y heteronuclear (COSY, NOESY, HMBC y HSQC).
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CHEMICAL STUDY ON THE BARK OF Remijia peruviana
“Cascarilla”

ABSTRACT

This study conducted the qualitative analysis of secondary metabolites and the quantification and
identification of alkaloids in the bark of Remijia peruviana, whose species is part of the family
Rubiaceae and is characterized by predominantly synthesizing alkaloids. We have isolated and
determined the chemical structure of five quinoline alkaloids: three new derivatives, Quinine acetate
(1), Quinine alcohol (2) and N-Ethyl Quinine (3) and two previously reported in the literature,
Quinine (4) and Cinchonine (5). The structures of the new alkaloids were elucidated on the basis of
spectroscopic analysis, including homonuclear and heteronuclear correlation NMR experiments (COSY,
NOESY, HMBC and HSQC).
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INTRODUCCION

El estudio de plantas medicinales se ha incrementado Ultimamente en el Perl y en la regién Loreto,
debido a la gran biodiversidad existente y porque las plantas desde tiempos muy remotos han
constituido para el hombre un recurso natural para el tratamiento de sus enfermedades.

Una de estas enfermedades es la malaria, la cual ha tenido un mayor impacto en la historia universal
que cualquier otra enfermedad infecciosa.! Afecta cerca del 40% de la poblacién mundial, causando
entre 1 y 2 millones de muertes cada ano.? En una campana internacional a finales del siglo 20, para
el control y la eliminacion de la malaria, se sefiald que el indice de infeccion continta
incrementandose en un ritmo significativo.> Un factor principal que contribuye a este aumento es la
extension cada vez mayor de la resistencia a los drogas antimalaricas usadas como estandares.*

El tratamiento de la malaria ha cambiado en las ultimas dos décadas en respuesta a la disminucion de
la sensibilidad a las drogas por el Plasmodium falciparum y al resurgimiento de esta enfermedad en
areas tropicales.

En la actualidad muchas de las drogas antimalaricas que se utilizan son compuestos derivados de la
Quinina, como por ejemplo la Cloroquina y Mefloquina. Por lo general la Cloroquina es bien tolerada,
aungue comunmente produzca prurito en pacientes de piel morena y en el tratamiento de Malaria
aguda puede causar nauseas, disforia y muy raramente un sindrome neuropsiquiatrico transitorio o
una disfuncién cerebelosa.’

Por lo tanto, con el problema de la resistencia por un lado y efectos secundarios mdltiples por el otro,
llega a ser inevitable la busqueda de una droga alternativa que cure la enfermedad mortal.
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Figura 1. Estructura de algunos compuestos naturales antimalaricos.

La familia Rubiaceae es rica en constituyentes quimicos de actividad potencial biodinamica, incluyen
varios tipos de alcaloides, triterpenos, esteroides, antraquinonas, derivados naftalenos, polifenoles,
taninos y es también conocida como una de las mayores fuentes del alcaloide tipo emetina. Algunas
especies del género Remijia son fuentes del alcaloides tipo Quinina y Cinchona.®
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La hoja y la corteza de las especies de Remijia es utilizada por el poblador amazédnico, para el
tratamiento de los sintomas relacionados con la malaria. Se espera entonces que la especie Remijia
peruviana presente buenos resultados que pueden tener interés quimico y farmacoldgico.

El presente articulo describe el aislamiento y determinacién estructural de 5 alcaloides quinolinicos de
la corteza de Remijia peruviana: Cinchonina, Quinina y 3 nuevos alcaloides: Quinina alcohol, Quinina
acetato y el N-Etil Quinina.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Para el presente trabajo Remijia peruviana (corteza) fue recolectada en el ARBORETUM CIEFOR
(Puerto Almendras) en noviembre de 1998, de arboles adultos en época de floracion. La muestra fue
identificada por un botanico y una exicata estd depositada en el Herbarium AMAZ de la UNAP
codificada con el nimero 5402, J Ruiz.

Analisis cualitativo

A 55 g de la corteza seca y molida se le realizaron extracciones en caliente (soxhlet) de donde se
obtuvo tres extractos: Hexanico, Cloroférmico y Etandlico, a los cuales se les realizd una marcha
fitoquimica.”

Aislamiento e identificacion de alcaloides

La corteza seca y molida (1.55 Kg.) fue macerada en una solucidon de acido citrico al 5% (pH = 2)
durante 48 horas a temperatura ambiente; el extracto acuoso acido fue extraido tres veces con
CH.Cl> (150 mL), para dar la fraccién A (65 mg). La fase acuosa acida fue ajustada a pH = 10, con
una solucién concentrada de NaOH y extraida con CH,Cl, (150 mL x 3) para dar la fraccion B (2.15

9).
Fraccionamiento cromatografico
Se decidié estudiar sélo la fraccion B, debido a que se obtuvo muy poca cantidad de la fraccién A.

La fraccion B (2.15 g) se cromatografié sobre alimina 90, actividad II y III, se eluyé con mezclas de
hexano, acetato de etilo y metanol de polaridad creciente, donde se obtuvo 143 fracciones, el analisis
cromatografico de Capa Fina permitié hacer las agrupaciones que se indican: (37-40), (41-50), (49-
50), (51-69), (70-76), (77-78), (89-101), (138-143).

La fraccion 77-78 (182 mg) se cromatografid repetidas veces utilizando como fase estacionaria dxido
de aluminio, actividad II y III y como fase mévil mezclas de hexano, acetato de etilo y metanol en
polaridad creciente, lograndose aislar el alcaloide Quinina Acetato (1) (14.5 mg).

La fraccion 41-48 (32.6 mg) se cromatografid repetidas veces sobre déxido de silicio y oxido de
aluminio, no lograndose aislar los alcaloides de la mezcla por lo que se decidié sembrar en placa de
oxido de silicio a escala preparativa y se eluyd con ciclo-hexano y dietil amina (70:30), observandose
en el U.V. cuatro compuestos, dos de ellos mayoritarios 41-48 PTLC-1 (4.8 mg) y el 41-48 PTLC-4 (6
mg); después de separar los compuestos se purificaron sobre silica gel utilizando como eluyente la
mezcla acetato de etilo-metanol (70:30) de donde se obtuvo la Cinchonina (5) (10 mg) y la N-Etil
Quinina (3) (5.2 mg).

La fraccion 70-76 (185.6 mg) se cromatografié sobre dxido de aluminio actividad II y III y se eluyd
con mezclas de hexano, acetato de etilo y metanol de polaridad creciente, obteniéndose las
fracciones C1 y C.
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La fraccion C; (98.35 mg) se sembrd en 3 placas de silica gel a nivel preparativo y se eluyd 2 veces
con mezclas de ciclo-hexano-dietil amina (70:30), observandose en U.V. dos compuestos, después
de separarlos, se purifico sobre silica gel utilizando como eluyente acetato de etilo — metanol (70:30)
y se obtuvo el alcaloide Quinina Alcohol (2) (22,6 mg).

La fraccién 49-50 (35 mg), mezcla de 3 compuestos, se cromatografié en columna de fase reversa
Lobar de la casa MERCK, utilizando como fase estacionaria Lichroprep R—18 y como fase mdvil aceto
nitrilo-metanol (1:1)-. El andlisis en cromatografia en capa fina de Oxido de silicio nos permitid
agrupar varias fracciones en una sola (D:) que luego fue sembrada en cromatografia preparativa de
oxido de silicio y se eluyd en mezclas de ciclo-hexano y dietil amina (70:30), lograndose purificar el
alcaloide Quinina (4) (5.2 mq).

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis cualitativo

Los resultados de la marcha fitoquimica realizada a los tres extractos obtenidos de la corteza se
muestran en la Tabla 1, donde se puede apreciar la alta presencia de alcaloides en la corteza.

Tabla 1.
Marcha fitoquimica de la corteza de Remijia peruviana

Test Extractos
Hx CHCI3 EtOH
Taninos - + +
Fenoles -- - -
Flavonoides - +- ++
Esteroides + - -
Triterpenos -- - -
Saponina -- + +
Quinonas +- - -
Alcaloides -- + ++

Leyenda: (++) alta presencia, (+) presencia, (+-) dudosa presencia (--) ho presencia.

Aislamiento e identificacion de alcaloides

Los datos de RMN *H para los alcaloides 1 — 3 y RMN *3C para 1-5 se muestran en la tabla 2 y 3
respectivamente.
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Tabla 2.
Datos de RMN H (500 MHz, CDCls) de los alcaloides 1 — 3, & (multiplicidad, Jen Hz).
Posicion 1 2 3
H-2' 8,85 (d, 4,54) 8,52 (d, 3,64) 8,72 (d, 4,41)
H-3 7,57 (d, 4,57) 7,51 (d, 3,93) 7,67 (d, 4,4)
H-5 7,13 (d, 2,55) 7,37 (s) 7,04 (brs)
H-7 7,27 (d, 9,1, 2,5) 7,16 (d, 8,97) 7,21 (d, 9,1)
H-8’ 7,88 (d, 9,1) 7,80 (d, 8,96) 7,99 (d, 8,9)
H-8 3,36 (t, 8,6) 3,20 (t, 8,48) 3,28 (m)°
H-9 5,83 (s) 6,00 (s) 6,33 (brs, 8,9)
H-10 5,53 (m) 5,46 (m) 6,03 (m)
H-11A 4,98 (d, 17,2) 4,85 (d, 16,9) 5,22 (d, 15,75)
H-11B 4,94 (d, 10,4) 4,84 (d, 10,4) 5,21 (d, 11,57)
H-2 trans 3,27 (dd, 10,52, 2,99 (t, 10,48) 4,26 (t, 10,1)
13,32)
H-2 cis 3,11 (dt, 13,41, 2,73(d, 11,5) 3,28 (m)®
2,76, 3,11)
H-3 2,57 (brs, 10,8) 2,34 (Sa) 2,52 (m)
H-4 1,19 (m) 1,86 (s) 1,94 (brs)
H-5 endo 2,02 (m) 1,98 (m) 1,84 (t, 12,5)
H-5 exo 1,74 (m) 1,57 (Sa) 1,67 (m)
H-6 endo 4,16 (m) 4,10 (m) 3,28 (m)®
H-6 exo 3,00 (m) 2,80 (m) 3,08 (m)
H-7 endo 1,19 (m) 1,98 (m) 2,32 (t, 2
H-7 exo 1,22 (m) 1,27 (m) 0,95 (m)
OAC 1,96 (s)
OMe 3,81 (s)
N-C3Hs 1,28 (t, 5,76)
2,00 (s)

2 Desplazamiento quimico en ppm.

b Sefial obliterada.

El nuevo alcaloide Quinina Acetato (1) fue obtenido como un prisma cristalino de punto de fusién
198-200 ©C, cristaliza en hexano-acetato de etilo, [a]*°p -116,6° (¢ 0,32, EtOH). Su espectro de U.V.
mostrd absorciones a 206, 232 y 286 nm, valores caracteristicos para anillos aromaticos y
heterodtomos conjugados con insaturaciones.

El espectro de *H RMN (CDsOD, 500 MHz) muestra sefales caracteristicas comprendidas entre 7,12 y
8,55 ppm para anillos aromaticos quinolinicos, asi tenemos un doblete a 8,55 ppm que dio una
correlacion a tres enlaces con el C-9 y el C-4’ en el experimento de HMBC, por lo que esta sefal se

asigno al C-2'.
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Tabla 3.
Datos de RMN 13C (100 MHz, CDCls) para los alcaloides 1-5.
Posicion 1 2 3 4 5
C-2' 146,2 d 146,3 d 147,4d 147,2d 1499d
C-3 118,4 d 118,9d 118,8d 118,5d 118,6 d
c-4 144,7 s 144,3 s 144,5 s 1459 s 145,8 s
C-5 102,8d 103,6 d 100,2d 100,5d 122,3d
C-6 156,4 s 156,6 s 158,1s 158,2 s 127,0d
C-7 122,5d 121,7 d 121,7 d 122,0d 128,9d
C-8 131,0d 1304d 131,6d 131,3d 1299d
Cc-9 142,7 s 142,8 s 143,9 s 1439 s 147,7 s
C-10’ 1259 s 125,8 s 125,5s 1259 s 124,2 s
C-8 59,3d 60,1d 59,8 d 59,8 d 60,4 d
C-9 66,8 d 67,3d 66,8 d 68,2 d 66,8 d
C-10 137,8d 137,7 d 136,8 d 139,2d 136,6 d
C-11 116,6 t 1158 t 117,1t 1151t 1174t
C-2 54,2t 54,2t 49,0 t 55,5t 48,6 t
C-3 37,4d 37,1d 37,8d 38,3d 37,7d
C-4 26,3 d 26,8 d 27,7d 27,3d 27,6d
C-5 24,5t 23,8t 23,8t 25,7 t 23,6t
C-6 43,6t 44,0t 48,9t 43,4t 49,2 t
C-7 18,6 t 18,2t 18,4 t 19,3t 18,2 t
OAc 179,6 s
23,4 c

Los carbonos singletes a 142,7 y 125,9 ppm se asignaron a los carbonos C-9’y C-10’ respectivamente
por sus conectividades a tres enlaces en el experimento HMBC con el C-2"y el C-8'.

La sefial a 5 7,57d que correlacion6 a un enlace con el carbono doblete a 118.4 ppm, en el
experimento HSQC y a tres enlaces con el C-10’ en el experimento HMBC se asigné al C-3'.

Las sefiales a & 7.27dd y 7.88d por su posicién multiplicidad y su conectividad a tres enlaces en el
experimento HMBC con los C-5’, C-9’, C-6" y C-10’, se asigné a los C-7' y C-8' respectivamente.

En el anillo quinuclidinico las asignaciones se hicieron teniendo en cuenta la multiplicidad y la posicién
de las sefales.

En el espectro de H y 3C RMN se observo la presencia de un doble enlace metilénico terminal a §
3,27dd y 3,11dt que en el experimento HSQC conectaron con la sefal a 54,2t y en el experimento
HMBC conectaron a tres enlaces con las sefiales a 5 137,8d, 59,3d y con la sefal 43,6t, por lo tanto
se les asignd al H-2 y C-2 respectivamente, la estereoquimica de la sefial § 3,27dd quedd definida
como H-2trans por la fuerte conectividad espacial en el experimento NOESY con el H-6exo, por lo
tanto, la sefal a § 3,11dt se asigno la configuracién H-2cis, asimismo estas dos sefales mostraron
una correlacion escalar en el experimento COSY con el H-3.

La sefial a § 3,36t que en el experimento HSQC conecta con la senal a 59,3d y en el experimento
HMBC mostrd conectividades con los carbonos C-2, C-4" y con el C-6', se asign6é al H-8 y C-8
respectivamente. La estereoquimica de esta sefial como H-8exo quedd definida por su correlacién
espacial en el experimento NOESY con los protones H-7exo, H-2cis, H-9 y H-5'".

Las demas sefales fueron asignados por comparacion con los datos espectroscdpicos del alcaloide
Quinina® y teniendo en cuenta la multiplicidad de las sefales y desplazamientos quimicos, las
correlaciones escalares y espaciales que mostraron las sefiales en los experimentos HSQC, COSY,
MHBC y NOESY.
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Figura 2. Estructura del Quinina Acetato (1) aislado.

Quinina Alcohol (2), alcaloide cristalino, con punto de fusién 195-197°C, cristaliza en MeOH, [a]**p -
168° (¢ 0.62, EtOH). Su espectro de U.V. mostrd absorciones a 208,4, 283,6, 233 nm
correspondiente para anillos aromaticos sustituidos y heteroatomos conjugados con insaturaciones.

El espectro de masa presenta un ion molecular a m/z 310 (13%) y los fraccionamientos que se
indican en la Figura 3.°

| M+ 310 (15%)

m/z = 136 (100%) m/z = 138 (35%)

Figura 3. Fraccionamiento del espectro de masa del Alcaloide Quinina Alcohol (2).

En el espectro de RMN !H y !3C se observa sefales caracteristicas para grupos aromaticos
quinolinicos, asi tenemos que la sefial a 6 8,52d (1H, J=3,6Hz) y 146,2d que en el experimento HMBC
conectd a tres enlaces con el C-4’ se asignaron al H-2" y C-2’ respectivamente; las sefiales a § 7,51d
(1H, J=3,93Hz) que en el experimento HSQC conectd con la sefal a 117,8d y que correlaciona a tres
enlaces con el C-10" en el experimento HMBC se asigné al H-3" y C-3’; las demas sefiales en el
anillo quinolinico se asignaron teniendo en cuenta las correlaciones de los H y 3C existentes en los
experimentos HSQC y HMBC.

El proton H-9 fue asignado teniendo en cuenta la correlacién en el experimento COSY con el H-8 y las
correlaciones espaciales en el experimento NOESY con los protones H-8 y H-5'.
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Las sefiales a § 1,98 y 1,27 nm que conectaron en el HSQC con la sefal a 18,7t y que correlacionaron
en el experimento NOESY con los protones H-8 y H-10 se asignaron al H-7endo y H-7exo,
respectivamente.

El H-3 fue asignado teniendo en cuenta la correlacion espacial con el H-10 y con el H-5exo en el
experimento NOESY y por su conectividad en el experimento HMBC con el C-4 y el C-10.

Las demas sefiales en el anillo quinuclidinico se asignaron por las correlaciones existentes de 1H y
13C en los experimentos HSQC y HMBC y por comparacién con los datos espectroscdpicos de
alcaloides relacionados como la Quinina Acetato y la Quinina.?

La N-Etil Quinina (3), alcaloide amorfo, que no se pudo cristalizar, [a]*> +128° (¢ 0,13, EtOH). Su
espectro de U.V. mostré absorciones de anillo aromatico sustituido a 206 nm y 279 nm y
heterodtomos conjugados con insaturaciones a 230 nm.

En el espectro de I.R. se observan bandas caracteristicas a 3224,9 cm™ de grupos hidroxilos, 1620,8
cmt y 863 cm™ para doble enlace metilénico, 1472,3 cm™, 1135,1 cm?, 832,4 cm™ para grupos
aromaticos, 1241,7 cm™ y 1028,2 cm para metoxilo aromatico y 1104,2 cm™ para enlace C-O.

La similitud de los espectros de RMN 'H y !3C con los publicados para Quinina, Quinidina,
Dihidroquinina y epiquinina!® nos permitié identificar a nuestra muestra como un alcaloide quinolinico.

En los espectros de RMN 'H y 13C se observaron sefiales a § 2,92 (2H, q) 42,17t, H-12 y C-12
respectivamente, 1,29 ppm (3H, t, J=7,1Hz) H-13 y C-13 y 3,81 (3H, S) 55,899 para un grupo
metoxilo.

Las sefiales a 6 8.72 (1H, d), 7.99 (1H, d), 7.67 (1H, d), 7.21 (1H, d) y 7.04 (1H, brs) se pueden
asignar por su posicién, constantes de acoplamiento y multiplicidad de las sefiales a los protones H-
2', H-8', H-3’, H-7" y H-5' respectivamente para este tipo de alcaloides.

En la RMN 13C, el triplete a 117,2 ppm se puede asignar al C-11 sefial que corresponde a un doble
enlace terminal, el doblete a 66,8 ppm se asignd al C-9’ por su desplazamiento quimico corresponde
a un carbono sustituido por un grupo hidroxilo secundario.

Las asignaciones en el anillo quinuclidinico se hizo teniendo en cuenta los desplazamientos quimicos y
las correlaciones escalares y espaciales existentes entre los protones, asi tenemos que la
estereoquimica del H-8 quedd definida como exo, por el fuerte acoplamiento espacial existente con
los protones H-2cis, H-5" en el experimento Noesy.

El proton designado como H-3 se designd por su posicion y multiplicidad en la RMN H y 3C y su
correlacion escalar con el H-10 en el experimento COSY y el protdn H-6exo en el experimento NOESY.

Figura 4. Estructura del N-Etil Quinina aislado.

El nombre y la estructura de los alcaloides conocidos se determinaron por comparacién de los datos
fisicos y espectroscdpicos, como punto de fusién, actividad dptica, I.R., E.M., RMN 'H y 13C, con los
publicados.
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El alcaloide Quinina (4) descrito en la bibliografia, ° cristalizado en mezcla de metanol-acetato de
etilo, punto de fusion 177-179 °C, con un [a]*p -158,7° (¢ 0.85, EtOH).

Alcaloide Cinchonina (5), descrito en la bibliografia, ° cristaliza en metanol-acetato de etilo, punto de
fusion 256-257 °C y [a]*>o +230° (¢ 0,64, EtOH).

Quimiotaxonomicamente Remijia peruviana esta relacionada con las Cinchonas, por la similitud de los
compuestos presentes en las especies de donde también se aislaron alcaloides Inddlicos y
Quinolinicos (Cinchonina, quinina, quinidina, quinamina, conquinamina, etc.)
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