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Resumen.

El presente trabajo trata acerca de la extraccion de esteroides de Asclepias curassavica L.
El aislamiento de cada uno de los metabolitos secundarios se realizé por técnicas
cromatograficas a partir del extracto etandlico de la especie vegetal. Las técnicas
cromatograficas que se utilizaron son: cromatografia en columna, cromatografia por
exclusion de tamafio y cromatografia en capa fina preparativa. EI método de extraccion de
esteroides se tuvo que investigar, ya que en la Universidad de El Salvador (UES) no se
tenian los disolventes necesarios para llevar a cabo el proceso de extraccion recomendado
en la bibliografia, por lo que se hicieron cromatografias en capa fina analitica antes de
llevar a cabo cada etapa de extraccion y fue con el fin de determinar las mezclas de
disolventes disponibles que resultaran adecuadas como fase mdvil en cada una de las
cromatografias antes mencionadas. Las cromatografias en capa fina analitica también
implicaron revelar los compuestos no coloreados, por lo que se utilizaron reactivos
indicadores como el reactivo de Oleum vy el reactivo de Baljet, y una lampara ultravioleta
(UV).

El resultado final de la extraccién fueron 17 compuestos, de los cuales se caracterizaron 13
por RMN *H (Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno-1) y en base a los resultado
obtenidos, se seleccionaron 3 compuestos para caracterizarlos por RMN *C (Resonancia
Magnética Nuclear de Carbono-13). Todos los compuestos se caracterizaron con equipos de
RMN *H y *C de la Universidad de Costa Rica (UCR).

Los programas que se utilizaron para la elucidacion de las estructuras de los tres
compuestos fueron mnova 10.0, ACD/1D NMR Processor 12.0, ChemBioDraw Ultra 12.0
y el simulador NMR Predict. Ademas de la tablas de RMN que proporciona la bibliografia.






1. Introduccion.
Los productos naturales son compuestos organicos complejos producidos por sistemas
vivos. La elucidacion de sus estructuras y su quimica, sintesis y biosintesis, son ambitos
principales de la quimica orgéanica." Estos compuestos han demostrado ser de mucha
utilidad para combatir enfermedades a lo largo de la historia. En la antigiiedad se
desconocia de la composicion quimica de las plantas, sin embargo, por experimentacion, el
ser humano logré reconocer sus propiedades medicinales y supo aprovecharlas. En la
actualidad se conocen productos naturales de diversas fuentes tales como la penicilina que
producen los hongos del género penicilium y que sirve para evitar infecciones, entre otros
que también tienen actividad bioldgica en el organismo.? David Newman et al, han llevado
un registro de nuevas drogas aprobadas como medicamentos en diversos paises,
principalmente los registrados por la FDA de Estados Unidos, desde 1981 hasta el 2014. La
figura 1, que fue tomada del registro, evidencia la influencia de las drogas naturales y sus
derivados, ya que los afios en que mas productos naturales se aprobaron fueron 1985, 1987,
2001 y 2010. Durante esos afios el porcentaje de productos naturales aprobados fueron
aproximadamente del 45%. En el registro de David Newman también se mencionan las
fuentes principales de productos naturales y la necesidad de investigar nuevas drogas para

aumentar la disponibilidad de medicamentos.’
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Figura 1. Grafica del porcentaje de drogas de productos naturales y sus derivados versus los afios en que
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fueron aprobados. Newman, D. J.; Gragg, G. M. Naturals Products as Source of New Drugs from 1982 to

2014. J. Nat. Prod. 2016. 79. pp 629-661.

Los productos naturales pueden dividirse en tres grandes categorias:



e Metabolitos primarios. Son aquellos compuestos que estan presentes en todas las
células y juegan un papel central en el metabolismo y la reproduccién de las células.
Estos compuestos incluyen 4cidos nucleicos, aminoacidos y azlicares comunes.”

e Material polimérico de alto peso molecular. Estos son compuestos como la celulosa,
las ligninas y las proteinas que forman las estructuras celulares.”

e Metabolitos secundarios. Son compuestos caracteristicos de un rango limitado de
especies que han atraido el interés debido a su efecto biolégico en otros organismos.*
Las clases de metabolitos secundarios son: Policétidos, &cidos grasos, terpenoides,
esteroides, fenilpropanoides, alcaloides, aminoacidos especializados, péptidos

especializados y carbohidratos especializados.”

Los productos naturales de interés en esta investigacion, estan clasificados en la categoria
de metabolitos secundarios, por lo que es necesario abordar brevemente aspectos generales
como su estructura y las bases con las que se inicia cada ruta biosintética. Por ejemplo, la
estructura de los policétidos se forma por la combinacion lineal de unidades de acetato
(etanoato) derivadas del bloque de construccion acetil coenzima A (figura 2). Los
terpenoides y esteroides se ensamblan a partir de isoprenoides derivados del pirofosfato de
isopentenilo (3-metilbut-3-en-1-ilo). Los aminoacidos son los bloques de construccion de
péptidos y proteinas. Aunque los aminoacidos se consideran normalmente como
metabolitos primarios, hay algunos aminoacidos inusuales que tienen una reducida
presencia. Algunos antibioticos, como la antes mencionada penicilina, se forman a partir de
pequefios péptidos. Los alcaloides son un grupo estructuralmente diverso de productos
naturales que contienen nitrégeno. Las porciones nitrogenadas de los alcaloides se derivan

de aminoacidos tales como ornitina, lisina, tirosina o triptéfano.*
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2. Objetivos.
2.1 Objetivo general.

o ldentificar esteroides de Asclepias curassavica L.

2.2 Objetivos especificos.
e Obtener el extracto etandlico de Asclepias curassavica L.
e Aislar metabolitos secundarios del extracto por técnicas cromatogréaficas.

e Identificar los esteroides aislados del extracto etandlico de Asclepias curassavica
L. mediante RMN 'H y C.






3. Marco teorico.
3.1 Generalidades de los esteroides.
Los esteroides son metabolitos secundarios que presentan una diversa variedad estructural,
pero todos tienen en comun un sistema de ciclopentanoperhidrofenantreno (figura 3). El
sistema consiste en cuatro anillos denominados como A, B, C y D. Los anillos A, By C
tienen seis miembros y D tiene cinco. La numeracion de las posiciones de los carbonos
inicia en el anillo A hasta llegar a D y luego se continta la numeracion de acuerdo a los
radicales Ri1, R, Rz y R4 El nimero total de carbonos varia entre los esteroides, por

ejemplo, el gonano presenta 17 carbonos y otros esteroides pueden llegar a tener hasta 30.°

El gonano es el Unico esteroide que presenta atomos de hidrégeno en R;, Rz, Rz ¥ Ry,
mientras que el Ry de los cardendlidos y bufadiendlidos generalmente es un hidroxilo. A
partir del estrano, el R, y R3 son metilos, a los que se les asignan las posiciones 18 y 19,

respectivamente.’

Lo que define la identidad de un esteroide y lo diferencia de los demas, es el radical Rs.
Para el gonano, estrano y androstano, el R4 es un a&tomo de hidrégeno y para el pregnano,
colano, colestano, ergostano, estigmastano y poriferastano, son cadenas carbonadas que van
aumentando el nimero de carbonos en el respectivo orden en que se han mencionado. En
otros esteroides se presenta una lactona (radical R4) unida al C17 del ndcleo esteroidal y
ésta define a los dos subgrupos: cardenolidos con un anillo insaturado de butirolactona y
los bufadienolidos con una a-pirona.” Otros de los compuestos que presentan anillos
adicionales a los del sistema ciclopentanoperhidrofenantreno son espirostano y furostano.
En otros casos se pueden presentar insaturaciones entre los anillos A, B y C del

ciclopentanoperhidrofenantreno y en algunas cadenas carbonadas radicales Ra.’

La forma del sistema ciclopentanopentanoperhidrofenantreno depende de la isomeria entre
las fusiones de los anillos (figura 4). Generalmente, los anillos A/B y C/D presentan fusion
-cis y los anillos B/C estan fusionados en -trans; mientras que los cardenolidos producidos

por plantas de Asclepiadaceae, presentan anillos A/B con fusion -trans.’



R, Ry

Ry
R;

Nombre Sustituyentes

del esteroide -Ry -R, -R;3 -Ry
Gonano -H -H -H -H

Estrano -H -CH; -H -H
Androstano -H -CH,4 -CH,4 -H
Pregnano -H -CH; | -CHj -CyHs

21, AN
Colano -H -CH; -CH3 20
S, AN AN
Colestano -H -CH,4 -CH,4 o
AV 26
28

Ergostano -H -CH; -CHj3 '
Campestano -H -CH; -CHj3

Estigmastano -H -CH,4 -CH;

Poriferastano -H -CH,4 -CH;

Cardenolido -OH -CH; -CH3
Bufadiendlido -OH -CH,4 -CH;

Espirostano -H -CH,4 -CH;3

Furostano -H -CH; -CH3
Colesterol (A% -OH -CH; | -CH,

Figura 3. Estructura general y nombre de algunos esteroides. Jaeger, M.
Steroids and NMR. Annu. Rep. NMR Spectro. 77. 2012. pp 115-258.
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R, R,

Ry

Estructura general

Sistema con insaturacion A*

Sistema con anillo aromatico

Ry

i H
Sistema con insaturacién A%’
Figura 4. Tipos de sistemas de anillos que presentan los esteroides. Dewick, P. M. Medicinal Natural
Products: a biosynthetic approach. 3™ Ed. Wiley-Blackwell. Oxford. United Kingdom. 2009.

La disponibilidad, la cristalinidad y la conformacion bien definida de los esteroides, los
convierte en sustratos adecuados para investigar la influencia de los factores estéricos en la
velocidad de los mecanismos de reaccion. El colesterol forma un constituyente importante
de las membranas lipidicas, y es tipico encontrarlo en mamiferos, mientras que el ergosterol
en las plantas y hongos.® Entre las hormonas esteroidales, los progestagenos (por ejemplo,
progesterona) y los estrogenos (por ejemplo, estradiol) son hormonas femeninas
responsables de las caracteristicas sexuales femeninas, para el mantenimiento del embarazo
y para el control del ciclo menstrual. Los estrogenos y progestdgenos modificados se usan
en los anticonceptivos orales. Algunos canceres de seno son dependientes de estrgenos.®
El sistema de enzimas aromatasa, que cataliza la conversion de testosterona a estradiol, es
objeto de estudio para la quimioterapia contra el cancer.® Los andrégenos como la
testosterona son hormonas sexuales masculinas (figura 5). Una de las propiedades que

tienen los andrégenos es el efecto estimulante sobre el desarrollo de los musculos (efecto
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anabdlico). Los esteroides anabolicos se han utilizado para estimular el crecimiento de la

carne del ganado."

(@ (b) (©

Figura 5. Estructura esteroidal de las hormonas sexuales. (a) Progesterona. (b) Estradiol. (c)
Testosterona. Bennet, R. N.; Wallsgrove, R. M. Secondary Metabolites in Plant Defence Mechanisms.
New Phytol. 1994. 127. pp 617-633.

3.2 Biosintesis de los esteroides.
Los esteroides son triterpenos que carecen del gem-dimetilo situado sobre C4 y el metilo

sobre C14, lo que los diferencia de otros triterpenos.’

En la ruta biosintética de los esteroides, la ciclacion del escualeno se efectla via el
intermediario 2,3-oxidoescualeno en una reaccion de protonacion y apertura del anillo
epoxido, catalizada por la enzima escualeno epoxidasa (figura 6). La serie de triterpenos
policiclicos que se forman en esta ruta, pueden racionalizarse como un conjunto de
ciclaciones y migraciones concertadas tipo Wagner-Meerwein de grupos metilo e hidruro, a

través de la formacion de carbocationes.’

Escualeno

0,, FAD

Escualeno epoxidasa
NADPH

2,3-Oxidoscualeno

Figura 6. Formacidn del intermediario 2,3-Oxidoscualeno. Dewick, P. M. Medicinal Natural
Products: a biosynthetic approach. 3" Ed. Wiley-Blackwell. Oxford. United Kingdom. 2009.
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Asi, el proceso iniciado con la protonacion y apertura del epoxido del 2,3- oxidoescualeno,
origina carbocationes terciarios, lo que facilita la adicion electrofilica a los dobles enlaces
hasta la formacion del cation protosterilo, a partir del que se biosintetiza, por un lado
lanosterol en animales y hongos (figura 7a) y, por otro cicloartenol en plantas y algas
(figura 7b).**

Cabe mencionar asi que, los primeros pasos en la biosintesis de esteroides en
plantas y animales son comunes, a excepcion de que en las plantas el lanosterol es
sustituido por el cicloartenol, que contiene un anillo de tres miembros (C9, C10, C19)

en lugar del doble enlace presente en el lanosterol.**

El siguiente paso en la biosintesis de esteroides en plantas, es la transformacion del
cicloartenol en colesterol, la cual transcurre a través de la pérdida del metilo en C14,
pérdida del gem-dimetilo en C4 por descarboxilacion oxidativa y finalmente, apertura del
anillo de ciclopropano, formando el doble enlace C8-C9 que, posteriormente, migra a C5-
C6 (figura 8). Esta secuencia de reacciones involucra una isomerizacion alilica, una
deshidrogenacién y una reduccion de doble enlace, conduciendo a la formacion de
colesterol. A pesar que la mayoria de los tejidos vegetales contienen solo trazas de
colesterol, este esterol es el precursor biogenético de esteroides en plantas, tales como

sapogeninas, glicosidos y alcaloides.™
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Figura 7. Esquema biosintético para la formacion de lanosterol y cicloartenol. Dewick, P. M. Medicinal
Natural Products: a biosynthetic approach. 3™ Ed. Wiley-Blackwell. Oxford. United Kingdom. 2009.
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3.3 Generalidades de Asclepias curassavica L.
La Asclepias curassavica L. es una especie vegetal muy conocida en El Salvador y fue

descrita en el libro “Especies Utiles de la Flora Salvadorefia” del Dr. David J. Guzman. A

nivel mundial adopta muchos nombres, pero en el pais se le conoce cominmente como

Sefiorita 0 Viborana.’> En los apartados siguientes se da a conocer informacién mas

detallada de la especie vegetal.
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3.3.1 Informacion boténica.
Nombre comuan: Algodoncillo, Bandera espafiola, Bencenuco, Calerona, Corcalito, Flor de
agua, Flor anaranjada, Flor de la reina, Flor de sangre, Flor de sapo, Flor de seda, Flor de
muerte, Hierba de la vibora, Lechosilla, Mal cascada, Marianilla, Mata caballo, Nifio
muerto, Oficial de sala, Platanillo, Quita soliman, Sangria, Sefiorita, Viborana, Vivorana,
Yerba de la calentura y Yuquillo."”
Nombre cientifico: Asclepias curassavica Linnaeus, 1,753."
Familia: Asclepiadaceae.™ ™
Referencia del herbario: Jardin Botanico de La Laguna, Antiguo Cuscatlan.

J. Monterrosa 2010 (LAGU), Metapan, Santa Ana.

3.3.2 Origeny distribucion.
La Asclepias curassavica L. esta tan extendida y resulta familiar a alrededor del mundo, ya
que esta naturalizada en muchas regiones tropicales y subtropicales de las Américas,
Australia y Asia, y menos frecuentemente en Africa. También fue ampliamente introducida
en los tropicos de Europa (figura 9). El origen preciso de la Asclepias curassavica es

desconocido, pero se piensa que es Sudamérica, Centroamérica o las Antillas.*

Figura 9. Distribucion mundial de Asclepias curassaviaca L. La especie vegetal se distribuye
mayoritariamente en las zonas tropicales. Su amplia distribucion se debe a que en muchos paises ha sido
introducida y todavia continGa en expansion. CABI (Centre for Agriculture and Biosciences
International).
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3.3.3 Descripcion botanica.
La planta presenta tallos de 3-12 dm de altura, con frecuencia tiene una base lefiosa, que
puede ser simple o ramificada, minuciosamente aracnoidea tomentosa cuando es joven,

pronto glabra.™

Las hojas son opuestas, pecioladas, elipticas-lanceoladas, agudas a acuminadas, la base es
aguda a obtusa, mide 5-12 cm de largo, 1-3 cm de ancho, minuciosamente pilosas cuando la
planta es muy joven, pronto se ponen glabras y finamente membranéceas; los peciolos son
de 0.5-1.0 cm de largo. Inflorescencias solitarias en los nodos superiores, pueden tener
muchos floridos; los peddnculos tienen de 3-6 cm de largo y los pedicelos de 1-2 cm de
largo. Las flores son bastante grandes y vistosas (figura 10); I6bulos del céliz estrechamente
lanceolados, de 2-3 mm de largo; las corola o pétalos suelen ser brillantes carmesi,
raramente amarillos o blancos, los 16bulos 5-10 mm de largo; ginostegio pedunculado,
amarillo intenso, la columna puede ser cilindrica o cénica, 2-3 milimetros de largo y 1
milimetro de ancho en la base, las capuchas, distintamente pedunculadas, ampliamente
oblongadas, redondeadas en la extremidad, tienen de 3-5 milimetros de largo, el cuerno
basal, estrechamente acicular, de 4-5 mm de largo, ligeramente escarlata-carmesi sobre la
cabeza de la antera; la cabeza antera cilindrica tiene de 2 -3 mm de largo y 1.5-2.5 mm de

ancho.™ ¢

Los foliculos se presentan erectos sobre pedicelos erectos, estrechamente fusiformes de 6-

10 cm largo, liso, glabro; semillas ampliamente ovales de 5-7 mm de largo, el coma blanco

de 2-3 cm de largo.™®

Figura 10. Detalles de hojas, tallos, flores y semillas de Asclepias curassavica L. Esta especie, que es
nativa de la América tropical, actualmente se encuentra naturalizada en muchas otras partes del mundo
y florece esporadicamente durante todo el afio. Natural Resources Conservation Services.
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3.3.4 Habitat.
Estan presentes en las zonas tropicales y subtropicales de América, frecuentemente se
encuentran en lugares bastante humedos y con una elevaciéon de hasta 2,000 m sobre el

nivel del mar.*®

3.3.5 Composicion.
Dos tipos de componentes quimicos se han detectado en esta planta, alcaloides y esteroides.
De estos ultimos, la asclepina, la calactina y la calotropina se han identificado en la planta
completa, ademés de alcaloides derivados de la 2-metoxi-pirazina (figura 11). De las hojas
se han aislado los esteroides cardiotonicos calotropagenina y uzarigenina. Del latex se han

aislado la uscaradina y uscarina.'* *% 1% %4 %
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Sustituyentes

Nombre -R; -R, -R;
Calotropagenina -H -H -H
Uzarigenina -OH -H -H
Nombre -R, -R;
Calotoxina -H -H
Asclepina -H -H
Calactina -H -H
Calotropina -H -H
Uscaridina -H -H
Uscarina -H -H
Voruscarina m\] -H -OH -H -H
—5

Figura 11. Estructura de algunos esteroides de Asclepias Curassavica L. Roy, M.;
Chang, F.; Huang, H.; Chiang, M.; Wu, Y. Cytotoxic Principles from the
Formosan Milkweed, Asclepias curassavica. J. Nat. Prod. 68. 2005. pp 1494-1499.
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3.3.6 Usos de Asclepias curassavica.
Las flores de Asclepias curassavica son grandes y vistosas, por lo que es muy apreciada
como planta ornamental para jardines. La especie vegetal es la principal fuente alimenticia
de las larvas de mariposa monarca (Danaus plexippus L.), ya que, ademas de aportarles
nutrientes, les provee de cardenolidos (figura 11). Los cardendlidos son compuestos de
sabor amargo y resultan ser venenosos para los mamiferos. Por eso las larvas de mariposa
monarca los utilizan en su mecanismo de defensa contra los depredadores (figura 12)."* *
En cuanto a aplicaciones médicas, los cardendlidos de Asclepias curassavica son de mucha
importancia para el tratamiento de la hidropesia o insuficiencia cardiaca congestiva y el
cancer. También a la planta se le atribuyen propiedades como quiebra muelas, ya que al
aplicar un poco del latex en una muela con caries, ésta se fragmenta a la vez que ayuda a
calmar el dolor y a tratar la infeccion. Otra propiedad medicinal que se ha reportado al latex
de la planta es la mejora en la vision por la disminucién en la presion ocular. A las mezclas
de la planta con otras especies vegetales las utilizan para tratar trastornos digestivos y

cicatrizar, debido a las cisteinas proteasas presentes en el latex '* 1% 19 21,2223, 24, 25,26

Figura 12. Mariposa monarca. Larva de Danaus plexippus alimentandose de frutos de Asclepias
curassavica y una hembra de mariposa de la misma especie poniendo un huevo en el revés de una hoja de
Asclepias curassavica. Fernandez Haeger, J.; Jordano Barbudo, D. La Mariposa Monarca Danaus
plexippus (L., 1758) en el Estrecho de Gibraltar (Lepidoptera: Danaidae). SHILAP Revta. lepid. 37 (148).
2009. pp 421-438.

3.4 Método de obtencion e identificacion de esteroides.
3.4.1 Extraccion.
La extraccion se puede definir como la separacion de un componente (del seno de una
mezcla), por la accién de un solvente que lo disuelve selectivamente.?’ Las técnicas de

extraccion que se abordaran en este apartado son la maceracion y la extraccion liquido-
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liquido, ya que son las de mayor importancia en el método de obtencidn de esteroides en

esta investigacion.

3.4.1.1 Maceracion.
La muestra vegetal cruda, previamente fragmentada o triturada, se pone en contacto con
suficiente volumen de disolvente, en un recipiente cerrado a temperatura ambiente hasta
agotamiento (figura 13). Puede utilizarse agitacion. Posterior a la maceracion, la mezcla es
filtrada, el material insoluble es lavado con el mismo solvente y los filtrados se mezclan

para concentrar el extracto por evaporacion a presion reducida.”®

Figura 13. Balones con muestra vegetal en proceso
de maceracion. Puma Araujo, A. C. Tesis de
Licenciatura. Universidad Central del Ecuador.
Quito. Ecuador. 2013.

3.4.1.2 Extraccion liquido-liquido.
Si un sistema de dos fases liquidas inmiscibles o muy poco miscibles, se le agrega una
cantidad de un tercer componente, soluble en ambas fases, éste se distribuird en cada fase,
de tal forma que el cociente que resulta de dividir las concentraciones logradas en cada fase
sera una constante, que solo dependera de la temperatura. Se asume que el estado molecular
de la sustancia en cuestion es el mismo en ambas fases, aunque a veces puede cambiar, en

este caso no se consideran asociaciones ni disociaciones.?’

Si Ca y Cg son las concentraciones de la sustancia en las fases liquidas A y B, entonces, a

una temperatura dada se cumple que:
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Ca _ 27
-4 =Kp
Cp

Ko es la constante de coeficiente de particion o distribucion.”’

Las extracciones liquido-liquido se realizan en ampollas de separacion (figura 14). Para ello
se agita la ampolla y se distribuye el tercer componente entre las dos fases. Quedaré en
mayor concentracion, en la fase liquida en la que resulte ser méas soluble y siempre en la

proporcién que cumpla con Kp.?’

|

Figura 14. Extraccion liquido — liquido.

3.4.1.3 Eliminacion de disolvente por destilacion al vacio con rotavapor.
La eliminacion rapida de una gran cantidad de solvente volatil de una disolucion de un
compuesto organico (es decir, que puede ser resultado de un proceso de extraccion con
solvente) se efectlla convenientemente usando un rotavapor. En este sistema la evaporacién

se realiza a presion reducida (utilizando una bomba de vacio) y, por lo tanto, a temperaturas
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relativamente bajas. EI matraz de fondo redondo evaporador se calienta a la temperatura
apropiada en un bafio de agua y se gira durante la evaporacion: Esto asegura una mezcla
homogénea, evita golpes y hace que la fuerza centrifuga y la fuerza de friccion entre la
pared del matraz giratorio y la muestra liquida den como resultado la formacién de una
pelicula delgada de disolvente caliente que se extiende generando una mayor superficie. El
disolvente destilado de la superficie de evaporacion, es condensado por un condensador en

espiral y finalmente se deposita en el matraz de fondo redondo receptor.”®

Generador de vacio

Figura 15. Sistema rotavapor. Williamson, K. Techniques.
Macroscale and Microscale Organic Experiments. 6" Ed.
Brooks/Cole, United States of America. 2011.

3.4.2 Cromatografia.
La cromatografia se utiliza para la purificacion de pequefias cantidades de mezclas
orgénicas complejas, ya que se basa en la distribucion diferencial de los diversos
componentes de una mezcla entre la fase mavil y la fase estacionaria. La fase movil puede

ser un gas o un liquido, mientras que la fase estacionaria es un sélido o un liquido.*

Entre las técnicas cromatograficas mas utilizadas se pueden mencionar la cromatografia en

capa fina (TLC) y la cromatografia en papel que forman parte de la cromatografia planar.
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La TLC es el méas simple de todos los métodos cromatograficos ampliamente utilizados. El
mecanismo de separacion de la cromatografia en capa fina, al igual que la cromatografia en
columna, es por adsorcion de los componentes de una mezcla que pasan a través de la fase
estacionaria solida. Por otro lado, cuando el mecanismo de separacion se da por la
distribucion de tamafio del poro de la fase estacionaria, los solutos se separan por
diferencias de tamafio, a esta técnica se le puede denominar cromatografia de exclusion por
tamafio (SEC), cromatografia de filtracion en gel (GFC) o cromatografia de permeacion en
gel (GPC).*

3.4.2.1 Cromatografia en capa fina analitica.
La cromatografia en capa fina es una técnica de particion solido-liquido. La fase liquida en
movimiento asciende por una fina capa del adsorbente que recubre un soporte. El soporte
mas tipico es un material plastico, pero también se utilizan otros materiales. Se extiende la
capa delgada del adsorbente (0.1-0.2 mm) sobre la placa y se deja secar. A la placa

recubierta y secada se le denomina placa de capa delgada o lamina de capa delgada.®

Previo al desarrollo de una TLC, se debe trazar una linea base con lapiz en la placa fina 'y
con la ayuda de un capilar se aplica disolucién de la muestra como un pequefio punto sobre
la linea trazada. A esta técnica se le denomina manchado. Luego del manchado, la placa
fina se coloca en la camara cromatogréfica con fase mavil en su interior y posteriormente
se tapa. Lo que se observara después de colocar la placa fina con muestra, es el ascenso del
disolvente en la placa. Durante el ascenso capilar, la muestra se reparte entre la fase liquida
en movimiento y la fase estacionaria. Por lo que se separaran los compuestos de la muestra.
La separacion se basa en los muchos equilibrios que los solutos experimentan entre la fase
en movimiento y la estacionaria (figura 16). Por la naturaleza de la fase estacionaria, las
sustancias menos polares avanzan mas rapido que las sustancias mas polares y resulta de las
diferencias en las velocidades a las que los componentes individuales de la mezcla avanzan
hacia arriba en la placa. En una mezcla estan presentes dos 0 mas sustancias, cada una
presenta su propia solubilidad y adsorcion caracteristica, dependiendo de los grupos

funcionales en su estructura.®

Cuando se ha desarrollado la placa de capa delgada, se retira del depdsito de revelado y se

deja secar hasta que esté libre de disolvente. Habra una serie vertical de puntos en la placa.
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Cada mancha corresponde a un componente o compuesto separado de la mezcla original. Si
los componentes de la mezcla son sustancias coloreadas, los diversos puntos seran
claramente visibles después del desarrollo, sin embargo, es muy frecuente que las
"manchas" no sean visibles porque corresponden a sustancias incoloras. Si las manchas no
son evidentes, solo pueden hacerse visibles si la placa de capa delgada se mantiene bajo luz

ultravioleta o se puede usar algtin reactivo revelador en forma de aerosol.*

Frente del
disolvente

Manchas

de los 9

compuestos /
Placa . separados
cromatografica

Manchas

de los

[ X W ]
compuestos
Disolvente separados ®

Muestra cn disolvente volatil o
Papel filtro

> —o—0—o Origen

(a) (b) (c)

Figura 16. Cromatografia en capa fina. (a) Proceso de manchado de la placa fina con disolucién de la
muestra a analizar. (b) Desarrollo de la placa fina, en la que se separan los componentes de la muestra.
(c) El desarrollo de la placa deja cada uno de los componentes separados y se les puede determinar el Rf.
Shriner R.; Hermann C.; Morril T.; Curtin D.; Fuson R. Separation of Mixtures. The Sistematic
Identification of Organic Compounds. 8" Ed. John Wiley & Sons. United States of America. 2004. pp 65-
109.

Siempre que las condiciones experimentales sean reproducibles, el movimiento de
cualquier sustancia con respecto al frente del disolvente en un sistema cromatografico dado

es constante y caracteristico de la sustancia. La constante es el valor Rf y se define como:

Distancia recorrida por la sustancia 34

Rf =

Distancia recorrida por el disolvente

Las fases estacionarias mas utilizadas, que estan disponibles en grados especialmente
preparados para el uso en TLC, incluyen gel de silice, alumina y polvo de celulosa; muchos
de ellos estan disponibles con compuestos fluorescentes incorporados con el fin de facilitar
la deteccién de los componentes resueltos de la mezcla y posteriormente se visualizan las

placas bajo luz ultravioleta.*

3.4.2.2 Cromatografia en capa fina preparativa.
La cromatografia en capa fina preparativa es una técnica que se realiza con el fin de aislar

compuestos en cantidades de 10-100 mg para la identificacion de compuestos por
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espectrometria de masas (MS), resonancia magnética nuclear (RMN), infrarrojo (IR),
ultravioleta (UV), difraccion de rayos X (DRX), etc. También para diversos fines
analiticos, o para la determinacion de la actividad bioldgica (figura 17). Es un valioso

método de purificacién de muestras con fines preparativos y aislamiento.*

(a) (b)
c:\x NNNEE \\.\\.'\f\‘f?\\_:\\\_\:.‘_\\ S\ \\ \;S

AN 2 7
RN ‘ N \\\ Compuestos
A :
Placa cromatografica \ R s\\\\\\i\"\\\}i\\g\\\t\\\\ alsla(]jjos

de silice

R Y

Fasc movil
Figura 17. Cromatografia en capa fina preparativa. () La cromatografia en placa fina preparativa se
desarrolla en una placa de silica gel de 20 x 20 cm. (b). Los componentes de la muestra se aislan para
posteriores analisis. Zubric, J. Thin-Layer Chromatography. The Organic Chem Lab Survival Manual.
John Wiley & Sons. United States of America. 1988. pp 197-208.

3.4.2.3 Cromatografia en columna.
La cromatografia en columna esta basada en los mismos principios de la cromatografia en
placa fina, a diferencia de que la fase mdvil desciende por gravedad a través de una
columna y no por ascenso capilar a través de una superficie plana. En la cromatografia en
columna también se utiliza la silica gel como fase estacionaria y se empagueta con fase
movil hasta quedar bien envasada en la columna de vidrio, la cual finaliza en una llave para
controlar el paso de sustancias al exterior de la columna (figura 18). Seguidamente la
mezcla organica a separar se deposita por la parte superior de la fase estacionaria y asi la
fase movil podré ir atravesando el sistema. Los compuestos arrastrados por el disolvente se

colocan en recipientes separados. Luego se analizan las fracciones por TLC.*

26



Embudo —\\ /%

Mczcla
a separar—>

<«—Solvente

iy < Arcna

«— Silica gel

.\-{; Lana de vidrio

Figura 18. Cromatografia en columna de silica
gel. Williamson, K. Techniques. Macroscale
and Microscale Organic Experiments. 6t" Ed.
Brooks/Cole, United States of America. 2011.

3.4.2.4 Cromatografia de exclusién por tamafio.
La cromatografia de exclusion por tamafio se conoce también como cromatografia de
filtracion en gel o cromatografia en tamiz molecular. En este método, las perlas finas y
porosas se envasan en una columna para cromatografia (figura 19). Las perlas estan
compuestas de polimeros de dextrano (Sephadex), agarosa (Sepharose), o poliacrilamida
(Sephacryl o BioGel P). Los tamafios de poro de estas perlas se aproximan a las
dimensiones de las macromoléculas. El volumen total de la columna de cromatografia
empaquetada, Vt, es la suma del volumen fuera de las perlas porosas (o), mas el volumen
dentro de las perlas (Vi) y el volumen realmente ocupado por el material de la perla (Vg ):
Vt=Vo + Vi + Vg. (Vg es tipicamente menos del 1% de Vt y puede ser convenientemente

ignorarlo en la mayoria de las aplicaciones).*

A medida que se pasa una disolucion de moléculas a través de la columna, las moléculas se
distribuyen pasivamente entre Vo y Vi, dependiendo de su capacidad para entrar en los

poros (es decir, su tamafio). Si una molécula es demasiado grande como para entrar en los
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poros de la fase estacionaria, esta totalmente excluida de Vi y emerge primero de la
columna a un volumen de elucién, Ve, igual a VVo.*° Si una molécula particular puede entrar

en los poros del gel, su distribucion esta dada por el coeficiente de distribucion, Kp:
Ko = (Ve-Vo)/Vi*

Donde Ve es el volumen de elucidn caracteristico de la molécula. La cromatografia se

completa cuando un volumen de disolvente igual a \Vt ha pasado a través de la columna.*

Perlas de polimero \ &
poroso ; ‘
2
e
: 53
, 4G
; \J
2% g
o vy
N ay —_— g,,,
NS 5)e B
A 5 3{(-‘3
- ’é)'.
La muestra sc anade ) @fﬁ
a una columna que [ ?q
contiene un polimero - Yoia
reticulado '
Los compuustos de la muestra é
se  sepafan  por tamaio: f
las moléculas mas grandes pasan
mas libremente, apareciendo en
las primeras fracciones 12

Figura 19. Cromatografia de exclusion por tamafio. Esquema de la
columna de cromatografia por exclusion de tamafio y su relleno poroso.
Nelson, D.; Cox M. Lehniger’s Principles of Biochemistry. 5" Ed. W. H.
Freeman and Company. United States of America. 2008.
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3.5 Espectroscopia de RMN *H y *C.
La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN), es una técnica en la que una
muestra se coloca en un campo magnético homogéneo (constante), se irradia y se detecta
una radiofrecuencia. ElI bombardeo de fotones a la muestra hace que los nucleos de éesta
experimenten transiciones entre estados (resonancia). La perturbaciéon de la poblacion de
ndcleos en equilibrio se le llama excitacion. Los ndcleos excitados emiten una sefial
magnética llamada decaimiento de induccién libre (FID, del inglés: Free Induction Decay)
que se detecta electrénicamente y se captura digitalmente. Los FID digitalizados se
procesan usando métodos computacionales para revelar informacién significativa sobre la

muestra.**

La observacion de la sefial de RMN requiere una muestra que contenga isétopos de a&tomos
con un numero atémico especifico, es decir, un nudcleo especifico tal como protio, el
isétopo mas ligero y abundante del hidrégeno. En la tabla 1 se pueden observar nucleos

magnéticamente activos con dos estados de espin nuclear permitidos.**

- . - " 41
Tabla 1. Ndcleos activos en Resonancia Magnética Nuclear.

Nucleo | Elemento -isétopo | Espin | Abundancia natural (%) | Frecuencia relativa a *H
H Hidrogeno — 1 s 99.985 1.00000
Bc Carbono — 13 s 1.108 0.25145
BN Nitrégeno — 15 Yy 0.37 0.10137
F Fltor — 19 s 100 0.94094
p Fosforo — 31 s 100 0.40481

Al colocar una muestra en el equipo de RMN, ésta se somete a un campo magnético de
muy alta intensidad (figura 20). La aplicacion del campo magnético a la muestra hara que
los momentos nucleares magnéticos se alineen, ya sea parcialmente en paralelo (estado de
espin o) o antiparalelo (estado de espin B) a la direccion del campo magnético. La
alineacion de los dos estados de espin permitidos para un ndcleo de espin-%2 es anéloga a la

alineacion de una aguja de brdjula con el campo magnético de la Tierra (figura 21).%

En la figura 22 se observa que las energias de los estados de espin paralelos y antiparalelos
de un ndcleo de espin-¥2, divergen linealmente con el aumento del campo magnético. A una
intensidad de campo magnético determinada, cada nucleo activo en RMN exhibe una
diferencia de energia Unica entre sus estados de espin. El hidrégeno tiene la segunda mayor

pendiente para la divergencia de energia (solo superada por su otro raro isétopo, tritio, *H o
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3T). Esta pendiente se expresa a través de la relacién giromagnética, y, que es una constante
Unica para cada nucleo activo en RMN. La razon giromagnética indica cuantas rotaciones
por segundo (giros) por unidad de campo magnetico aplicado. La ecuacion siguiente
muestra como la brecha de energia entre los estados (AE) de un nucleo de espin-Y2 varia
con la intensidad del campo magnético aplicado By (en Tesla). Las unidades de y son Joules

por Tesla.*" *

AE = VBO

Para inducir transiciones entre los estados de espin permitidos de un nucleo activo en
RMN, deben aplicarse fotones con su energia ajustada al espacio entre los dos estados de

espin.*t %2

AE = fv

Donde h es la constante de Planck en Joules'segundo, v es la frecuencia en ciclos por

segundo.*"*

De las ecuaciones anteriores podemos calcular la frecuencia de RMN de cualquier ndcleo
activo. Para el hidrégeno, y es 2.675x10° radianes/Tesla/segundo, por lo que la frecuencia

es:
U= ’YBQ/ﬁ4l

Asi un equipo de RMN que opera a un campo magnético de 11.74 Tesla requiere una
frecuencia de 500 MHz.*!
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La muestra sc disuelve en un tubo
delgado de RMN y se coloca en
un campo magnético

Espcetro de RMN

|

(|

Tubo de
muestra

Consola de RMN

Iman superconductor

En la sonda de RMN, la muestra sc hace girar
en un campo magnético y se irradia con un
pulso corto de radiofrecuencia

Figura 20. Espectrémetro de RMN. Smith, J. G. Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy. Organic
Chemistry. 3" Ed. McGraw-Hill. United States of America. 2008. pp 494-537.

| S !J'*éf 1

(a) (b) (c)

Figura 21. Espin nuclear. (a) EI movimiento de la carga del protdn genera un campo magnético (espin
nuclear). (b) Sin un campo magnético externo, los espines nucleares se orientan aleatoriamente. (c) En
un campo magnético By, los espines nucleares se orientan en sentido de By 0 contra By. Smith, J. G.
Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy. Organic Chemistry. 3" Ed. McGraw-Hill. United States of

America. 2008. pp 494-537.
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Intensidad del campo magnético aplicado ———=

Figura 22. Estados de energia a y f de los niicleos con espin-1/2 en presencia
de un campo magnético B,. Simpson, J. H. Organic Structure Determination
Using 2-D NMR Spectroscopy. 1% Ed. Academic Press. United States of
America. 2008.

La frecuencia de resonancia exacta de un tipo de nucleo determinado depende de una forma
caracteristica de su entorno. La intensidad del campo magnético efectivo que actua sobre el

nacleo se diferencia de Bg en la magnitud del campo inducido oBy.
Bet = Bo - 6By

La constante de apantallamiento ¢ es adimensional y aparece e influye en la condicion de

resonancia.”?
v =1vBo/2n (1- o)

Cuanto mas apantallado se encuentra un nicleo, mayor es ¢ y menor Bes; esto significa asi
mismo que, a frecuencia constante, mayor debera ser el campo magnético aplicado By para
lograr la resonancia del nucleo. Un razonamiento analogo, muestra que, a campo By

constante, la frecuencia v disminuye al aumentar el apantallamiento.*®

Debido a que la frecuencia estd en funcion del campo magnético aplicado, la posicion de
las absorciones en RMN no se puede definir mediante una escala absoluta de frecuencia o
de campo magnético aplicado. En lugar de ello, la posicidn de la sefial se establece respecto

de un compuesto de referencia.”® En este caso, el tetrametilsilano (TMS, Si(CHs)s) se ha
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impuesto como como tal en la espectroscopia de RMN *H y *3C. Para la diferencia de
posicion entre las sefiales del nicleo considerado X y la de TMS, para un valor de la

frecuencia de medida v, se obtiene:
AB = B(X) — B(TMS)*
y el valor correspondiente relativo a la escala de frecuencias en Hz:
Av = v(X) — 0(TMS) = y AB/21t*®

El espectrometro de RMN detecta sefiales y las registra como una grafica de frecuencias
frente a intensidad, que es el Ilamado espectro de RMN (figura 23). En consecuencia, para
la determinaciéon de sefiales en un espectro, se define como desplazamiento quimico

(chemical shift) & de un nucleo X al valor de:
8(X) = 10° (Av/v) donde 5(TMS) = 0*°

El desplazamiento quimico es una magnitud adimensional, caracteristica para el nucleo
considerado y su entorno es independiente a la medida y de la intensidad del campo
magnético. En los espectros se utiliza el factor 10° para expresar el valor de & en ppm
(partes por millon). La amplitud de la escala de § alcanza un valor aproximado de 10 en
resonancia de proton y de alrededor de 200 ppm en la resonancia de carbono. Dependiendo
del nimero de sefales se habla de un singulete, doblete, triplete, cuartete, etc, en general:
multiplete. A la variedad de estas sefiales se le conoce como multiplicidad (figura 24) y la
causa de ello es la interaccion con los nucleos vecinos que poseen momento magnético.
Este acoplamiento espin-espin aparece entre nicleos del mismo tipo (homonuclear) y entre
ntcleos de elementos diferentes (heteronuclear).”® Ejemplo, en la figura 23 se observan los
espectros de RMN 'H y **C del 2,4-dimetilpentano. En el espectro de protén se puede
observar un doblete generado por los cuatro CHs- equivalentes, un triplete generado por el -
CH.- y el multiplete generado por los dos -CH- equivalentes. En el espectro de carbono se

observan los singuletes generados por los tres tipos de carbonos en la estructura.
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Figura 23. Espectros de RMN *H y **C del 2,4-dimetilpentano.

Parte de la informacion mas util para determinar la estructura en un espectro RMN
unidimensional proviene de las constantes de acoplamiento, que son magnitudes de valores
independientes de la magnitud del campo magnetico externo aplicado By, lo que posee una
especial relevancia. Dos lineas de resonancia que aparecen en un espectro pueden ser
debidas a dos sefiales singuletes procedentes de dos nicleos no acoplados, con diferente
desplazamiento quimico, o bien un doblete correspondiente a un nucleo que forma un
sistema con otro acoplado a él (figura 24). La diferenciacion es muy sencilla mediante el

registro de dos espectros con diferentes frecuencias de medida. Si la separacion entre lineas
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permanece constante, se trata de un fendmeno de acoplamiento; si la separacion (en Hz)
aumenta al hacerlo la frecuencia de medida, entonces se consideran como dos singuletes.

En la escala 8, la separacion es independiente de la frecuencia de medida.*

Con base a lo abordado, es posible generalizar la sefial de RMN de un nucleo acoplado a n
hidrogenos equivalentes, ya que se dividira en una sefial multiplete con un nimero de lineas
determinado por la formula n + I. La intensidad relativa de las lineas en un multiplete,

estaran dadas por los coeficientes binomiales de orden “n”.**

n Multiplicidad Intensidad relativa Espines Patrén de acoplamiento
1 Singulete 1 J
2 Doblete (lr\/\llﬁ =t t I’—'—I
3 Triplete I/I\I/Iz\(lj RE
4 Cuartete KIY3 3 IW n=2 ﬁ
5 Quintete |/1\|/4\|/6\|/4Y1W " IK:‘ ] I ' I
¢ SexEE (I 5 mYm 5\'/1 J J J
7 Septete (1Y6 |5Yzo\l/15 6\|/l\' 3 m m

Ll 2N 35 B8 D ol ol S : :
o IK\S/ 28 56 % ;E 28 Ws/wx Wi l

Figura 24. Las areas relativas del multiplete n+1 dadas por el triangulo de Pascal. La divisién de una
sefial de RMN revela la cantidad de protones no equivalentes cercanos. Silverstein, R. M.; Webster, F.
X.; Kiemle, D. J. Spectrometric Identification of Organic Compounds. 7" Ed. John Wiley & Sons. United
States nf America 20058
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4. Metodologia.
4.1 Tipo de estudio.
Este trabajo es de tipo experimental, con el proposito de extraer e identificar metabolitos
secundarios de Asclepias curassavica L., mediante técnicas fisicas. Los resultados
requirieron de un andlisis tedrico detallado con aplicacion préactica. Se considera que los
metabolitos secundarios aislados e identificados a partir de la especie vegetal, pueden dar

lugar a posteriores investigaciones.

4.2 Investigacion bibliogréfica.
La investigacion requirié la consulta de libros especializados, articulos cientificos, tesis y
paginas de internet en las areas de fitoquimica, espectroscopia y otros aspectos generales de

la quimica orgénica.

4.3 Investigacion de laboratorio.
La parte experimental, se llevo a cabo en los siguientes laboratorios:
e Laboratorio de investigacion de la Escuela de Quimica, Facultad de Ciencias
Naturales y Matematica, Universidad de EIl Salvador.
e Centro de Investigaciones en Productos Naturales de la Escuela de Quimica,
Universidad de Costa Rica.

4.3.1 Recoleccion e identificacion de las muestras de Asclepias curassavica.
Las partes aerobicas de Asclepias curassavica se colectaron de la zona de Chanmico en
San Juan Opico, La Libertad (figura 25). Previo a la labor de recoleccion, se llevd una
muestra de la especie vegetal al Jardin Botanico de La Laguna para identificarla (J.
Monterrosa 2010 (LAGU), Metapan, Santa Ana).

37



I §

Figura 25. Muestra de Asclepias curassavica seca.

4.3.2 Preparacion de las muestras de Asclepias curassavica.
En primer lugar, las partes aéreas de Asclepias curassavica, fueron fragmentadas y secadas

a la sombra durante cinco dias.

4.3.3 Maceracion con etanol de las partes aerdbicas de Asclepias curassavica.
Se pesaron 1.95 kg de fragmentos de la planta y luego se colocaron en un balén de 4L con

etanol al 90 % para dejarlos macerando durante 5 dias.

4.3.4 Obtencidn del extracto etandlico por destilacién a presion reducida con
rotavapor.
El extracto etandlico fue destilado a presion reducida, obteniéndose un extracto acuoso, por

lo que fue necesario eliminar el agua (figura 26).
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Figura 26. Balén con extracto etandlico de Asclepias curassavica.

4.3.5 Eliminacién del agua en el extracto por extraccion liquido-liquido
(diclorometano/agua).

El agua se eliminé mediante una particion liquido-liquido con una mezcla de CH,ClI,/H,O

(figura 27). La fase orgéanica se destilo, obteniendo un extracto diclorometanico con una

masa de 46.90 g (figura 28). La fase acuosa se almacené en el laboratorio de investigacion

de la Escuela de Quimica.

Figura 27. Eliminacién del agua en el
extracto etanolico de Asclepias curassavica.
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Recoleccién e identificacion| _ |Fragmentacion y secado de las _}1.95 kg de partes aerébicas
de Asclepias Curassavica partes aerdbicas de la planta de Asclepias Curassavica

Extracto acuoso |< Extraccion liquido-liquidol  |Destilacion a presion| |Maceracion en EtOH
CH,ClL,/H,0 reducida durante 12 dias

Y
46.9 g de extracto

cn CH2C12

Figura 28. Esquema del procedimiento experimental para la obtencion del extracto diclorometanico de
Asclepias curassavica.

4.3.6 Cromatografias en capa fina del extracto diclorometanico con
diclorometano/metanol y ciclohexano/acetato de etilo.

A pequefias porciones del extracto diclorometanico se le realizaron cromatografias en capa
fina analitica utilizando como fase movil la mezcla CH,Cl,/MeOH a concentraciones de 10,
40 y 80% (figura 29). También se realizaron cromatografias en capa fina con Cy/AcOEt a
concentraciones ascendentes de 10 en 10 hasta el 50% (figura 30). Luego a todas las placas
finas se les rocid reactivo de Oleum (ver la preparacion del reactivo en los anexos) para
revelar las manchas no visibles y se determiné que el eluyente mas adecuado era la mezcla
Cy/AcOEt al 20%. En las tablas 2 y 3 se presentan las caracteristicas de las cromatografias

en placa fina realizadas.

Figura 29. TLC analitica del extracto diclorometanico con fase movil de
CH,CI,/MeOH. Las manchas fueron reveladas con reactivo de Oleum.
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Tabla 2. TLC analitica del extracto diclorometanico con CH,CL,/MeOH.

Caracteristicas
Tamano de la placa: 7.50x3.50 cm.
Grosor de la capa: 20 um
Fase estacionaria: Silice
Tamafio de poro: 60 A
Fase movil: Cy/MeOH 10, 40 y 80%
Volumen de fase movil: 5.00 mL
Ndmero de manchas observadas: 3
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Figura 30. TLC analitica del extracto con fase movil de Cy/AcOEt. Las manchas fueron reveladas con
reactivo de Oleum.

Tabla 3. TLC analitica del extracto diclorometanico con Cy/AcOEt.

Caracteristicas
Tamario de la placa: 7.50x3.50 cm
Grosor de la capa: 20 um
Fase estacionaria: Silice
Tamafio de poro: 60 A
Fase movil: Cy/AcOEt 10, 20, 30, 40 y 50%
Volumen de fase movil: 5.00 mL
Numero de manchas observadas: 7

4.3.7 Cromatografia A.
Una vez determinado el eluyente mas adecuado, se llevd a cabo una cromatografia en
columna de silica gel a 5.00 g del extracto diclorometanico (figura 31). De esta
cromatografia se colectaron 82 fracciones y la columna tenia las caracteristicas dadas en la

tabla 4.

41




Figura 31. Columna de silica gel y las 82 fracciones obtenidas.

Tabla 4. Cromatografia A: Cromatografia en columna de silica gel.

Caracteristicas
Diametro de columna: 6.40 cm
Altura de columna: 12 cm
Fase estacionaria: Silice 60
Fase movil: Cy/AcOEt
Gradiente: 2,3,5,7,10, 15,20y 30 %
Volumen de fase movil: 200 mL
Masa de extracto: 5.00¢g
Numero de fracciones colectadas: 82

A las 82 fracciones colectadas en la cromatografia A, se les realizd una cromatografia en
capa fina analitica (figura 32) y después se utilizé el reactivo de Oleum y una lampara UV,
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que revelaron las manchas para hacer una reunién de la fraccion 22 a la 44 (figura 33). La

cromatografia en capa fina tenia las caracteristicas especificadas en la tabla 5.

1-29

30-62

63-82

Figura 32. Cromatografia en capa fina a las 82 fracciones de la cromatografia A. Las
manchas fueron reveladas con el reactivo de Oleum.
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Tabla 5. TLC analitica de las 82 fracciones con Cy/AcOEt.

Caracteristicas
Tamafo de la placa: 20X7 cm
Grosor de la capa: 20 um
Fase estacionaria: Silice
Tamafio de poro: 60 A
Fase movil: Cy/AcOEt 20%
Volumen de fase movil: 50.00 mL

46.9 g de extracto,
en CH2C12

Y

Cromatografia A I “'|83 fracciones c-olectadas|
5 g para cromatografia en columna de silice
Y

[Reunion de la fraccion 22 a la 44|

Figura 33. Esquema del procedimiento experimental para la obtencién de la reunién
de la fraccion 22 a la 44 resultado de la cromatografia A.

4.3.8 Cromatografia B.
La masa de la reunion de las fracciones 22 a 44, que resulté de la cromatografia A, fue de
1.17 g y se sometié a una cromatografia por exclusion de tamafio en sephadex LH-20
(figura 34). De la cromatografia se colectaron 38 fracciones. Las especificaciones de la
columna para la cromatografia de exclusion por tamafio que se llevé a cabo se presentan en
la tabla 6.

Figura 34. Columna de sephadex LH-20.
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Tabla 6. Cromatografia B: Cromatografia de exclusion por tamafio.

Caracteristicas
Diametro de columna: 3.30cm
Altura de columna: 20 cm
Fase estacionaria: Sephadex LH-20 (dextrano)
Fase movil: Hx/MeOH/CHCI; (2/1/1)
Volumen de fase movil: 171.00 mL
Masa de la reunion: 1.17 g (22-44A)
Numero de fracciones colectadas: 38

Al conjunto de 38 fracciones obtenidas en la cromatografia B, se les realiz6 una
cromatografia en capa fina analitica (figura 35) y, con la ayuda del reactivo de Oleum y la
lampara UV, se hicieron dos reuniones: La reunion de la fraccion 4 a la 24 y la reunion de
la fraccién 25 a la 30 (figura 36). La cromatografia en placa fina tenia las mismas

caracteristicas que la realizada anteriormente y especificada en la tabla 5.

Figura 35. Cromatografia en capa fina a las 38 fracciones de la cromatografia B. Las manchas
fueron reveladas con el reactivo de Oleum.

[Reunion de la fraccion 22 a la 44 (A)]

Y

[Reunion de la fraccion 4 a la 24f«——]38 fracciones colectadasf*——]  Cromatografia B
1.17 g para cromatografia

v de exclusion por tamafio

[Reunién de la fraccion 25 a la 30|

Figura 36. Esquema del procedimiento experimental para la obtencion de las reuniones de la fraccion 4 a
la 24y lade lafraccion 25 ala 30 que resultaron de la cromatografia B.

4.3.9 Cromatografia B1.
La reunidn de la fraccion 4 a la 24, que se obtuvo de la cromatografia B, tenia una masa de
853.50 mg y se sometié a una cromatografia en columna de silica gel (figura 37). El
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resultado fue de 63 fracciones colectadas. En la tabla 7 se da la informacién de la

cromatografia en columna de silice que se desarroll6.

Figura 37. Columna de silica gel y las 63 fracciones obtenidas.

Tabla 7. Cromatografia B1: Cromatografia en columna de silica gel.

Caracteristicas
Diametro de columna: 3.30 cm
Altura de columna: 10 cm
Fase estacionaria: Silice 60
Fase movil: Cy/AcOEt
Gradiente: 5,7,9, 12,15, 18, 21, 25, 30 y 50%
Volumen de fase movil: 70.00 mL
Masa de la reunién: 853.50 mg (4-24B)
Numero de fracciones colectadas: 63

Despueés de que se llevo a cabo una cromatografia en capa fina analitica (figura 38) vy, el
revelado con reactivo de Oleum y la lampara UV, se hicieron tres reuniones de las 63

fracciones colectadas: La reunion de la fraccion 14 a la 28, la reunién de la fraccién 35 a la
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42 y la reunion de la fraccion 43 a la 54 (figura 39). Las caracteristicas de la cromatografia

en capa fina son similares a las dos realizadas anteriormente y especificadas en la tabla 5.

1-39

40-63

Figura 38. Cromatografia en capa fina a las 63 fracciones de la cromatografia B1. Las
manchas fueron reveladas con el reactivo de Oleum.

Reunioén de la fraccion 4 a la 24 (B).

Cromatografia B1
853.5 mg para cromatografia
en columna de silice

63 fracciones colectadas'

Y ' ¥
Reunidn de la fraccion 14 a la 28. Reunidn de la fraccién 35 a la 42. [Reunion de la fraccion 43 a la 54'

Figura 39. Esquema del procedimiento experimental para la obtencion de las reuniones de la fraccion 4 a
la 28, de la fraccion 35 ala 42 y lade la fraccion 43 a la 54 que resultaron de la cromatografia B1.
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4.3.10 Cromatografia B1A.
La masa de la reunién de las fracciones 14 a 28, obtenida en la cromatografia B1, fue de
118.40 mg. Esta masa se sometié a una cromatografia en columna de silica gel y se
lograron colectar 36 fracciones (figura 40). En la tabla 8 se muestran las condiciones de la

cromatografia que se llevd a cabo.

Tabla 8. Cromatografia B1A: Cromatografia en columna de silica gel.

Caracteristicas
Diametro de columna: 1.20cm
Altura de columna: 10 cm
Fase estacionaria: Silice 60
Fase movil: Cy/AcOEt
Gradiente: 5,7,9,12,15, 18, 21, 25,30 y 50 %
Volumen de fase movil: 25.00 mL
Masa de la reunion: 118.40 mg (14-28B1)
Numero de fracciones colectadas: 36

Al igual que en las ocasiones anteriores se desarrollé una cromatografia en capa fina
analitica y, posterior revelado con reactivo de Oleum y la ldmpara UV a las 36 fracciones
obtenidas de la cromatografia B1A. De acuerdo a las manchas reveladas se obtuvieron dos
reuniones: La reunién de la fraccion 7 a la 18 y la reunion de la fraccion 19 a la 34. La
cromatografia en capa fina se realizd en las mismas condiciones que se llevaron a cabo para
las fracciones obtenidas en las cromatografias A, B y B1l. También se detallan las

especificaciones en la tabla 5.

|Reuni(')n de la fraccion 14 a la 28 (B1)|

Y
Cromatografia B1A
118.4 mg para cromatografia
en columna de silice

Y
|36 fracciones colectadasl

Y

Y

|Reuni(')n de la fraccion 7a la 18| [Reunién de la fraccion 19 a la 34|

Figura 40. Esquema del procedimiento experimental para la obtencién
de las reuniones de la fraccion 7 a la 18 y la de la fraccion 19 a la 34
que resultaron de la cromatografia B1A.
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4.3.11 Cromatografia B1A1ly B1A2.
La masa de la reunién de la fraccion 7 a la 18, que resultd de la cromatografia B1A,
pes6 22.50 mg (figura 41). A ésta masa se le realizdé una cromatografia en capa fina
preparativa con 50.00 mL de Cy/AcOEt al 20% y se lograron separar cinco compuestos.
La cromatografia en capa fina preparativa se denominé B1A1 y de ella se obtuvieron
2.80 mg del compuesto B1A1la, 11.40 mg de B1A1b, 1.10 mg de B1Alc, 6.60 mg de
B1Ald y 3.40 mg de B1Ale (figura 42). Las condiciones de la cromatografia se

muestran en la tabla 9.

Figura 41. Hoja de cromatografia en capa fina en la que se desarroll¢ la cromatografia
B1Al. Las manchas fueron reveladas por el reactivo de Oleum.
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Tabla 9. Cromatografia BLAL: Cromatografia en capa fina preparativa.

Caracteristicas

Tamafo de la placa: 20x20 cm
Grosor de la capa: 20 um
Fase estacionaria: Silice
Tamafio de poro: 60 A
Fase movil: Cy/AcOEt 20%
VVolumen de fase mdvil: 50.00 mL
Masa de la reunion: 22.50 mg (7-18B1A)
Compuestos aislados: B1Ala, B1Alb, B1Alc, B1Ald y B1Ale

|Reuni(’>n de la fraccion 7a la 18 (BlA)|

Y

Cromatografia B1A1
22.5 mg para PTLC

Y

Compuestos aislados:
BlAla, B1A1b, BlAlc,
B1Ald y BlAle

Figura 42. Esquema del procedimiento
experimental para la obtencion de los
compuestos BlAla, BlAlb, BlAlc,
B1Aldy B1Ale.

En el caso de la reunion de las fracciones 19 a la 34, obtenida también de la
cromatografia B1A, la masa fue de 23.10 mg y se sometio a una cromatografia en placa
fina preparativa (figura 43). La cromatografia se llevo a cabo con 50.00 mL de Cy/Ace
al 15% y se separaron cinco compuestos. A la cromatografia se le asigné el codigo
B1A2 y como resultado de su desarrollo, se obtuvieron 2.70 mg del compuesto B1A2a,
3.80 mg de B1A2b, 7.50 mg de B1A2c, 3.50 mg de B1A2d y 5.60 mg de B1A2e (figura

44). Las condiciones de la cromatografia se muestran en la tabla 10.
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Figura 43. Hoja de cromatografia en capa fina en la que se desarrollé la cromatografia
B1A2. Las manchas fueron reveladas por el reactivo de Oleum.

Tabla 10. Cromatografia B1A2: Cromatografia en capa fina preparativa.

Caracteristicas
Tamafio de la placa: 20x20 cm
Grosor de la capa: 20 um
Fase estacionaria: Silice
Tamafio de poro: 60 A
Fase movil: Cy/Ace 15%
Volumen de fase mdvil: 50.00 mL
Masa de la reunion: 23.10 mg (19-34B1A)
Compuestos aislados: B1A2a, B1A2b, B1A2c, B1A2d y B1A2e
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[Reunion de la fraccion 19 a la 34 (B1A)|

Y
Cromatografia B1A2
23.1 mg para PTLC

Y
Compuestos aislados:
B1A2a, B1A2b, B1A2c,
B1A2d y B1A2e

Figura 44. Esquema del procedimiento
experimental para la obtencion de los
compuestos B1A2a, B1A2b, B1A2c, B1A2d y
B1A2e.

4.3.12 Cromatografia B1B y B1C.
De la cromatografia B1 se obtuvo la reunion de las fracciones 35 a la 42, que peso
53.10 mg. Con ésta masa se desarroll6 una cromatografia en capa fina preparativa en
50.00 mL de Cy/AcOEt al 20%. El codigo asignado a la cromatografia fue B1B y
cuando se llevd a cabo se obtuvieron 3.70 mg del compuesto B1B1 y 22.30 mg de

B1B2. Las condiciones de la cromatografia preparativa se dan en las tablas 11.

Tabla 11. Cromatografia B1B: Cromatografia en capa fina preparativa.

Caracteristicas
Tamario de la placa: 20x20 cm
Grosor de la capa: 20 um
Fase estacionaria: Silice
Tamafio de poro: 60 A
Fase movil: Cy/AcOEt 20%
Volumen de fase movil: 50.00 mL
Masa de la reunion: 53.10 mg (35-42B1)
Compuestos aislados: B1B1lyB1B2

|Reuni(’)n de la fraccidon 35 ala 42 (B1)|

Y
Cromatografia B1B
53.1 mg para PTLC

\

Compuestos aislados:
B1B1 y B1B2

Figura 45. Esquema del procedimiento
experimental para la obtencion de los
compuestos B1B1y B1B2.
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cromatografia B1, se sometid a una cromatografia en capa fina preparativa en las
mismas condiciones que la cromatografia B1B. A dicha cromatografia se le denominé
B1C y se obtuvieron 7.90 mg del compuesto B1C1 y 10.00 mg de B1C2 (figura 46).

Las condiciones de la cromatografia preparativa se dan en las tablas 12.

Tabla 12. Cromatografia B1C: Cromatografia en capa fina preparativa.

La masa de 23.40 mg de la reunion de las fracciones 43 a 54, también obtenida en la

Caracteristicas

Tamafo de la placa: 20x20 cm
Grosor de la capa: 20 um
Fase estacionaria: Silice
Tamafio de poro: 60 A
Fase movil: Cy/AcOEt 20%
Volumen de fase movil: 50.00 mL
Masa de la reunion: 23.40 mg (43-54B1)
Compuestos aislados: B1C1lyB1C2

[Reunién de la fraccion 43 a la 54 (B1)]

Y

Cromatografia B1C

23.4 mg para PTLC

Y

Compuestos aislados:

BIC1y BIC2

Figura 46. Esquema del procedimiento
experimental para la obtencion de los
compuestos B1C1ly B1C2.

4.3.13 Cromatografia B2.

La cromatografia en capa fina preparativa B2 se llevo a cabo con los 14.10 mg de masa
reunida de las fracciones 25 a la 30 obtenidas en la cromatografia B (figura 47). Los
compuestos que se lograron separar fueron tres. Se obtuvieron 0.85 mg del compuesto
B2A, 4.00 mg de B2B y 11.50 mg de B2C (figura 48). Las condiciones de la cromatografia

son las mismas que las dos anteriores y se muestran la tabla 13.
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Figura 47. Desarrollo de la cromatografia B2.

Tabla 13. Cromatografia B2: Cromatografia en capa fina preparativa.

Caracteristicas

Tamafo de la placa: 20x20 cm
Grosor de la capa: 20 pm
Fase estacionaria: Silice
Tamafio de poro: 60 A

Fase movil: Cy/AcOEt 20%
Volumen de fase movil: 50.00 mL

Masa de la reunion:

14.10 mg (25-30B)

Compuestos aislados:

B2A, B2By B2C




[Reunion de la fraccion 25 a la 30 (B)]

Y
Cromatografia B2
14.1 mg para PTL(C

Y
Compuestos aislados:
B2A, B2B y B2C

Figura 48. Esquema del procedimiento
experimental para la obtencion de los
compuestos B2A, B2By B12C.

4.3.14 Cromatografia en capa fina con ciclohexano/acetona a todos los
compuestos obtenidos y prueba con reactivo de Baljet.

A una pequefia porcion de los 17 compuestos se les hicieron dos cromatografias en capa
fina analitica con Cy/Ace al 30%. Posteriormente a una de las placas se le rocio reactivo de
Oleum y a la otra reactivo de Baljet para identificar lactonas (ver la preparacion del
reactivo en los anexos). Ninguna de las manchas dio resultado positivo para Baljet (figura
49), luego se seleccionaron algunos compuestos para realizarles analisis RMN *H y
confirmar los resultados que se obtuvieron del reactivo de Baljet. Las condiciones para cada
cromatografia en capa fina analitica se muestran en la tabla 14.
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Reactivo de Oleum

Reactivo de Baljet
Figura 49. Revelacion de manchas con reactivo de Oleum y Baljet.

Tabla 14. Cromatografia en capa fina analitica de todos los compuestos con Cy/Ace.

Caracteristicas
Tamafo de la placa: 20x7 cm
Grosor de la capa: 20 um
Fase estacionaria: Silice
Tamafio de poro: 60 A
Fase movil: Cy/Ace 30%
Volumen de fase movil: 50.00 mL

4.3.15 ldentificacion de los metabolitos secundarios por RMN *H y *C.
De los 17 compuestos obtenidos, se seleccionaron 13 para realizarles anélisis de RMN *H
en la Universidad de Costa Rica. Los compuestos seleccionados fueron B1B1, B1B2,
B1C1, B1Ala, B1Alb, B1Alc, B1Ald, B1A2b, B1A2c, B1A2d, B1A2e, B2B y B2C
(figura 50). Luego de Obtener los espectro RMN *H se seleccionaron los compuestos
B1A1lb, B1A2c y B1B2 para analisis de RMN *3C (tabla 15).

Los espectros RMN *H y *3C fueron realizados en un instrumento Brucker Ascend 600
(600 y 151 MHz para los ndcleos de *H y **C, respectivamente). Los desplazamientos

quimicos se reportan relativos al tetrametilsilano (TMS) para los ntcleos de *H y *3C con
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unidades de partes por millén (ppm), utilizando como referencia el CHCl3, 7.26 y 77 ppm,

respectivamente.

Figura 50. Viales con los metabolitos secundarios aislados del extracto diclorometanico de Asclepias
curassavica.

Tabla 15. Compuestos aislados del extracto diclorometanico de

Asclepias curassavica L.

Masa (mg)

Analisis espectroscépico.

Cadigo del compuesto RMN H RMN 2C
BlAla 2.80 v -
B1Alb 11.40 v v
B1Alc 1.10 v -
B1Ald 6.60 v -
B1Ale 3.40 - -
B1A2a 2.70 - -
B1A2b 3.80 v -
B1A2¢c 7.50 v v
B1A2d 3.50 v -
B1A2e 5.60 v -
B1B1 3.70 v -
B1B2 22.30 v v
B1C1 7.90 v -
B1C2 10.00 - -

B2A 0.85 - -
B2B 4.00 v -
B2C 11.50 v -

El signo “¢” indica que se realizo el analisis espectroscopico y

que no se llevé a cabo.
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4.3.16 Esquema del procedimiento experimental para la extraccion

metabolitos secundarios de Asclepias curassavica.

de

Recoleccion e identificacion
de Asclepias Curassavica

Fragmentacion y secado de las

1.95 kg de partes aerobicas
oy -
partes aerdbicas de la planta

de Asclepias Curassavica

Extracto acuoso | |Extraccion liquido-liquido

CH,Cl,/H,0

Destilacion a presion
reducida

L | Maceracion en EtOH
durante 5 dias

Y
46.9 g de extracto

en CH,Cl,

Y
Cromatografia A

5 g para cromatografia en columna de silice

—>183 fracciones colectadas|
Y

[Reunién de la fraccion 22 a la 44]

Y
Cromatografia B
1.17 g para cromatografial
Y de exclusion por tamafio

[Reunion de la fraccion 25 a la 30]

[Reunién de la fraccion 4 a la 24j«——|38 fracciones colectadas|™ ]

Y
Cromatografia B1

853.5 mg para cromatografia
en columna de silice Y

Cromatografia B2| _ |Compuestos aislados:

14.1 mgpara PTLC] ~ | B2A, B2By B2C

Y
[63 fracciones colectadas|
[

Y

|Reuni0’n de la fracciéon 35 a la 42|

|Reuni(’)n de la fraccion 14 a la 28| [Reunion de la fraccion 43 a la 54

Y
Cromatografia B1A
118.4 mg para cromatografia
en columna de silice

Y
Cromatografia B1B
53.1 mg para PTLC

Y
v Compuestos aislados:
B1B1 y B1B2

Y
Cromatografia B1C
23.4 mg para PTLC

Y
Compuestos aislados:
B1C1y B1C2

|36 fracciones colectadas|
T

Y

|Reunic’>n de la fraccion 7a la 18|

[Reunion de la fraccion 19 a la 34|

Y Y

Cromatografia B1A1
22.5 mg para PTLC

\i
Compuestos aislados:
B1Ala, B1Alb, BlAlec,
B1Ald y BlAle

Cromatografia B1A2
23.1 mg para PTLC

Y

Compuestos aislados:
B1A2a, B1A2b, B1A2c,
B1A2d y B1A2e

Figura 51. Resumen del procedimiento experimental para la extraccion e identificacion de metabolitos

secundarios de Asclepias curassavica L.
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5. Resultados y discusion.

5.1 Compuestos aislados.
Las continuas cromatografias al extracto diclorometanico de Asclepias curassavica L.,
permitieron aislar 17 compuestos. A continuacion se presenta una tabla de los compuestos

con una breve descripcion:

Tabla 16. Datos generales de los compuestos aislados.

Caodi Masa it D ipcié espeﬁtnrilsi,zic'?p'co
6digo escripcion i
(mg) | (Cy/Ace 20 %) RMN H | RMN BC
B1Ala | 2.80 - Aceite de aspecto amarillento traslicido. v -
B1Al1b | 11.40 0.43 Masa aceitosa color blanco amarillento. v v
B1Alc | 1.10 0.32 Masa aceitosa blanca amarillenta. - -
B1Ald | 6.60 0.95 Aceite amarillento traslucido. v -
B1Ale | 3.40 0.88 Aceite color amarillo traslicido. v -
B1A2a | 2.70 - Aceite amarillento traslicido. - -
B1A2b | 3.80 0.66 Aceite color amarillo traslicido. v -
B1A2c | 7.50 0.60 Masa color blanco amarillento. v v
B1A2d | 3.50 0.66 Aceite color amarillo traslicido. v -
B1A2e | 5.60 0.60 Aceite amarillo traslicido. v -
B1B1 3.70 0.60 Masa aceitosa color blanco amarillento. v -
B1B2 | 22.30 0.57 Solido color blanco. v v
B1C1 | 7.90 0.57 Compuesto color blanco cristalino. v -
B1C2 | 10.00 0.54 So6lido aceitoso color blanco amarillento. - -
B2A 0.85 0.54 Aceite color amarillo trasldcido. - -
B2B 4.00 0.52 Aceite color amarillo traslicido. v -
B2C | 11.50 - Compuesto color blanco cristalino. v -

«_

El signo “v” indica que se realizé el analisis espectroscopico y “-” indica que no se llevo a cabo.

Para el procesamiento de muestras en el equipo de RMN 'H, se seleccionaron los 13
compuestos a los que se logré aislar en mayor masa y aparentaban estar mas puros. Los
compuestos seleccionados fueron B1Ala, B1Alb, B1Ald, B1Ale, B1A2b, B1AZc,
B1A2d, B1A2e, B1B1, B1B2, B1C1, B2B y B2C.

5.2 Seleccion de los compuestos por analisis de espectros de RMN *H.
Los espectros de RMN *H obtenidos de los 13 compuestos seleccionados, se analizaron con
la ayuda de programas informaticos procesadores de espectros de RMN tales como mnova
10.0, ACD/1D NMR Processor 12.0, ChemBioDraw Ultra 12.0 y el simulador en linea
NMR Predict. Resulto que la mayoria de compuestos presentaron sefiales caracteristicas de
protones esteroidales y otros compuestos presentan sefiales de protones de acido graso

esterificado.
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El compuesto B1Alb presentd un espectro de RMN 'H con sefiales definidas y
caracteristicas de éster (RCH,COOR a & 2.31 ppm y RCOOCH.R a & 4.12 ppm*®), al igual
que los compuestos B1Ala, B1A2d, B1B1 y B2B, pero a diferencia que estos ultimos
compuestos no mostraban las sefiales con una buena resolucién. En la figura 52 se muestra
el apilamiento de los espectros de los compuestos B1Ala, B1Alb, B1A2d, B1B1 y B2B.
Las sefiales en los espectros indican que se trata del mismo tipo de compuesto, pero por la
poca resolucién que algunos espectros de RMN 'H presentan, no es posible definir si
algunos o todos los espectros corresponden a un mismo compuesto o si todos son diferentes
entre si, sin embargo, es claro que todos los compuestos son acidos grasos esterificados y
que por tener mejor resolucion el espectro de RMN 'H del compuesto B1Alb, se
seleccion6 para realizarle un segundo anlisis y determinar el espectro de RMN *C. En

apartados posteriores se detalla el anélisis de RMN *H y *C del compuesto B1A1b.

B2B

4.6 44 42 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2;16( 2:)4 22 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6 0.4
ppm

Figura 52. Apilamiento de espectros de RMN *H (CDCl;, 600 MHz) de los compuestos B1Ala, B1A1b,
B1A2d, B1B1y B2B.

El compuesto B1B2 present6 un espectro de RMN *H con sefiales caracteristicas de un
compuesto esteroidal (R,C=CHR a & 5.35 ppm y R,CHOH a & 3.53 ppm™), al igual que los
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espectros de los compuestos B1A1d, B1A2b, B1A2c, B1A2e y B1C1. En este caso, el
apilamiento de los espectros en la figura 53 también indica que corresponden a un mismo
tipo de compuesto y el més puro es B1B2. Se puede decir que todos son compuestos
esteroidales, pero por la baja resolucion de los espectros de B1Ald, B1A2b, B1AZ2c,
B1A2e y B1C1 no se puede definir si todos los esteroides son diferentes entre si o si todos
son el mismo compuesto. Los compuestos B1A2c y B1B2 fueron seleccionados para
procesarlos y obtener los espectros de RMN '*C. El andlisis completo se detalla

posteriormente en otro apartado de esta discusion.
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Figura 53. Apilamiento de espectros de RMN *H (CDCl;, 600 MHz) de los compuestos B1A1d, B1A2b,
B1A2c, B1A2e, B1B2 y B1Cl1.

En total fueron 3 compuestos los seleccionados para procesarlos y obtener los espectros de
RMN *C (B1A1b, B1A2c y B1B2).

5.3 Elucidacion de estructuras por analisis de espectros de RMN ‘Hy *C.
5.3.1 Compuesto B1A1lb.
El compuesto denominado B1Alb, aislado como una masa aceitosa color blanco

amarillento, cuyo espectro de protdn, presenta las siguientes sefiales:
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RMN H (600 MHz, CDCIs): 8y (ppm) 4.12 (¢, J=7.1 Hz, 2H), 2.31 (t, J=7.6 Hz, 2H), 1.61
(m, 2H), 1.24-1.29 (m, 19H), 0.88 (t, J=7.0 Hz, 3H).

En primer lugar, se observa una sefial a 6 4.12 ppm como un cuartete (J=7.1 Hz), que
integra para dos protones (figura 54). Seguido, se observa una sefial de triplete a & 2.28 ppm
(J=7.1 Hz) que también integra para dos protones. A & 1.61 ppm aparece un multiplete que
integra para dos protones. En la zona 6 1.24-1.29 ppm se observa un multiplete ancho que
integra para 19 protones y que se corresponde con sefiales de metileno de una cadena
alifatica. A campo alto & 0.88 ppm aparece un triplete (J=7.0 Hz) que integra para tres

protones y que corresponde a un metilo terminal.

De acuerdo a las sefiales presentadas por el compuesto B1A1b, se puede decir que se trata
de un compuesto alifatico de cadena abierta, ya que presenta varias sefiales de grupos
metileno. En este orden, existe al menos un carbono unido a un heterodtomo, que se

evidencia por los desplazamientos quimicos a campo bajo de tres grupos de estas sefiales.

mmmmmm
A8

4.14
4.13
4.10

3

3!

3.
62
61
60
29
8
S
25
24
0.89
0.88
0.86

X
8
N
Lz
<
£
\

4.11

£
X4
/

174

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
42 4.0 38 36 34 32 3.0 2.8 2 22 2.0 1.8 1.6

6 24
fl (ppm)

Figura 54. Espectro de RMN 'H (CDCl,, 600 MHz) de B1A1b.

El espectro de RMN *C, mostrd las siguientes sefiales:
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RMN *C (151 MHz, CDCls): 8¢ (ppm) 174.0 (C1), 60.17 (C1°), 34.4 (C2), 31.9 (C10),
29.5 (C4, C5, C6, C7, C8, C9), 25.0 (C3), 22.7 (C11), 14.2 (C2’, C12).

Las ocho senales corresponden a 14 carbonos, destacando la que aparece a 6 174.0 ppm, la
cual corresponde a un grupo carbonilo de éster (figura 55). Asi también un carbono a
60.17 ppm, que es un carbono unido a oxigeno. En la zona de 6 22.7 ppm a ¢ 34.4 ppm se
observan sefales para 10 carbonos alifaticos y a campo alto existen dos carbonos que se

corresponden con grupos metilo, siendo dos metilos terminales.
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Figura 55. Espectro de RMN 3C (CDCl,, 151 MHz) de B1A1b.

Después de revisar las sefiales, tanto de RMN *H como de RMN *3C, se establece que el
compuesto B1A1b es un éster de 4cido graso, confirmado por la sefial en el espectro de *C,
de grupo carbonilo de éster, a 6 174.0 ppm; y ademas, la senal del carbono unido a oxigeno
a 6 60.17 ppm. De tal forma que el éster posee una cadena alifatica de acido graso de 12
carbonos, unida por heterodtomo a una cadena de alcohol de dos carbonos, tal como se

observa en el espectro de *H a & 4.12 ppm.
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A partir de los datos descritos, las simulaciones en NMR Predict™ vy, la comparacién con
los datos aportados en la literatura®® (tabla 17), permiteron confirmar la estructura de
B1A1b como dodecanoato de etilo o laurato de etilo (C14H2505).

Tabla 17. Valores experimentales, bibliogréficos y simulados de RMN *H y **C del dodecanoato de

etilo.*® %
2 4 6 8 10 12
Posicion Protdn Carbono
Desplazamientos quimicos [6 *H (ppm)] Desplazamientos quimicos [6 *C (ppm)]
Experimental | Bibliogréfico Simulado Experimental | Bibliografico | Simulado
600 MHz 89.56 MHz 600 MHz 151 MHz 25.16 MHz 150 MHz
1 - - - 174.0 173.76 172.97
2 231t(J=76 227t 2.25t 34.4 34.39 34.36
Hz)
3 1.61m 1.61m 1.55¢q 25.0 25.04 25.27
4 1.24-1.29°m | 1.04-1.52°m | 1.23-1.26°m 29.5% 29.66° 29.36°
5 1.24-1.29°m | 1.04-1.52°m | 1.23-1.26°m 29.5% 29.66° 29.36°
6 1.24-1.29°m | 1.04-1.52°m | 1.23-1.26°m 29.5% 29.52 29.36°
7 1.24-1.29°m | 1.04-1.52°m | 1.23-1.26°m 29.5% 29.39° 29.21°
8 1.24-1.29°m | 1.04-1.52°m | 1.23-1.26°m 29.5% 29.39° 29.21°
9 1.24-1.29°m | 1.04-1.52°m | 1.23-1.26°m 29.5% 29.22 28.95
10 1.24-1.29°m | 1.04-1.52°m | 1.23-1.26°m 31.9 31.97 32.41
11 1.24-1.29°m | 1.04-1.52°m | 1.23-1.26°m 22.7 22.74 22.62
12 1.24-1.29°m 1.251t 1.15t(J=6.8 14.2° 14.09 13.99
Hz)
1’ 412 c(I=7.1 4119 ¢ 412 ¢ (I=7.3 60.17 60.08 60.67
Hz) (J=7.19 Hz) Hz)
2’ 0.88 t (3=7.0 0.88t 0.87t 14.2° 14.24 14.14
Hz)

Los superindices “a” y “b” indican las sefiales que se traslapan en los espectros descritos en cada columna.

La figura 56 muestra el apilamiento de los espectros de protén de B1Alb y el espectro
simulado para el dodecanoato de etilo. Se puede observar que hay mucha semejanza en
ambos espectros, lo que hace inferir acerca de la identidad del compuesto B1A1b. Las
mismas semejanzas se pueden observar en los espectros de carbono apilados (figura 57).
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Figura 56. Apilamiento del espectro de RMN *H (CDCl;, 600 MHz) de B1A1b y el espectro de RMN 'H
simulado para el dodecanoato de etilo. NMRDB.ORG.
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Figura 57. Apilamiento del espectro de RMN **C (CDCl;, 151 MHz) de B1A1b y el espectro de RMN
13C simulado para el dodecanoato de etilo. NMRDB.ORG.

66



En la identificacion de los metabolitos secundarios extraidos del extracto diclorometanico
de Asclepias curassavica, no se han podido emplear otras técnicas como espectroscopia de
RMN bidimensional, espectroscopia infrarrojo o espectrometria de masas, sin embargo, se
han hecho anélisis comparando datos experimentales y datos computacionales de RMN ‘H
y 13C. En dicho analisis se grafican los desplazamientos quimicos experimentales contra los
desplazamientos quimicos simulados por computadora para una estructura propuesta. Se
debe tomar en consideracion que la gréafica seré de utilidad si solamente se comparan datos
experimentales de proton con datos simulados de proton (6Hexp vs 6Hcarc) Y 10 mismo en el
caso de los datos de carbono (8Cgxp vs 8Ccarc). Luego se determina una ecuacion de
correlacion lineal (Y = aX+b) y si los datos se ajustan al modelo lineal a partir del
coeficiente de determinacién (R?). Es importante saber que el resultado del coeficiente de
determinacion oscila entre 0 y 1. Cuanto mas cerca de 1 se sitle su valor, mayor sera el
ajuste del modelo a la variable que estamos intentando explicar. De forma inversa, cuanto
més cerca de cero, menos ajustado estara el modelo y, por tanto, menos fiable serd.”" ** La

férmula para calcular el coeficiente de determinacion es:

R2 — S)Z(y

- s2s2

Donde:
R? es el coeficiente de determinacion.
S2 es la varianza de la variable X.

S§ es la varianza de la variable Y.

Sxy- €s la covarianza (X, Y).

Mediante correlacion lineal se determind que los datos de RMN *H y *C del compuesto
B1A1b y los simulados en la plataforma NMR Predict para el dodecanoato de etilo dan
como resultado los coeficientes de determinacion de 0.9997 y 0.9999, para proton y
carbono, respectivamente (figura 58). Los datos de los coeficientes de determinacion que
resultaron son cercanos a 1, por lo que podemos concluir que los datos se ajustan al modelo
lineal y que los datos de RMN *H y *C del compuesto B1A1b son semejantes a los del
dodecanoato de etilo. Por lo que es evidencia que refuerza que el compuesto B1A1b es el

dodecanoato de etilo.>°
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Ecunacion de correlacion para desplazamientos Ecunacion de correlacion para desplazamientos
quimicos de proton. guimicos de carbono.
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Figura 58. Correlaciones lineales entre los datos experimentales y simulados de RMN *H y **C para el
compuesto B1A1b.

5.3.2 Compuesto B1AZ2c.
El compuesto B1A2c, se aislé como un sélido color blanco amarillento y de su espectro de

protdn se registraron las siguientes sefiales:

RMN 'H (600 MHz, CDCls): 8y (ppm) 5.41 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 5.35 - 5.31 (m, 1H), 4.15
(s, 1H), 2.43 - 2.28 (m, 2H), 2.15 (d, J = 16.7 Hz, 1H), 1.99 (m, J = 13.3, 5.6 Hz, 2H), 1.69
- 1.49 (m, 20H), 1.25 (m, 4H), 1.16 - 1.04 (m, 4H), 0.86 (m, J = 18.7, 12.1 Hz, 11H).

De acuerdo a la bibliografia quimica, las sefiales de protdn sugieren que se trata de un
compuesto esteroidal, por lo que se puede observar un triplete a 6 5.41 ppm, el cual
corresponde a un protén unido a un carbono con hibridacién sp? que se le atribuye a un
sistema RC=CHR, en especifico, a un protén en la posicion 6 de un esteroide insaturado
(figura 59)."°*** Otra de las sefiales caracteristicas de esteroides es el singulete a & 4.15
ppm, que corresponde a un proton geminal al grupo hidroxilo en la posicion 3 del sistema
de anillos fusionados en los esteroides. EI multiplete que aparece entre & 5.35 ppm y & 5.31
ppm corresponden a protones de doble enlace en las posiciones 22 y 23. Finalmente se
observan sefiales caracteristicas de metilos y metilenos en la zona entre 5 0.84 ppmy & 2.43

ppm, estas se encuentran solapadas.*®~***
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Figura 59. Espectro de RMN *H (CDCl;, 600 MHz) de B1A2c.

En su espectro de RMN *3C, el compuesto BLA2c presenté las siguientes sefiales:

RMN C (151 MHz, CDCls): 3¢ (ppm) 140.29 (C5, C22), 128.1 (C23), 123.02 (C6), 78.83
(C3), 61.78 (C14), 59.44 (C17), 54.95 (C9, C24), 47.61 (C4, C13), 45.43 (C20), 39.88
(C12), 37.3 (C1), 36.67 (C10), 33.69 (C7), 32.8 (C8), 32.7 (C25), 31.94 (C2), 28.1 (C16),
25.14 (C28), 24.81 (C15), 22.73 (C19, C21, C26), 22.64 (C11), 19.76 (C27), 15.52 (C29),
14.13 (C18).

La sefial que aparece a 6 140.29 ppm, corresponde a una sefial solapada de dos carbonos
con hibridacién sp? los cuales son 5y 22 en el sistema de anillos fusionados en los
esteroides. Mientras que las sefiales a 6 128.1 ppm y 6 123.02 ppm corresponden a otros
dos carbonos sp? y estos son los de las posiciones 23 y 6, respectivamente. Un carbono
unido a un heteroatomo aparece a & 78.83 ppm, correspondiente al carbono en la posicion
3. En la zona de 6 14.13 ppm a 6 61.78 ppm aparecen sefiales de metilos y metilenos, tal

como se observa en el espectro de la figura 60.
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Figura 60. Espectro de RMN “*C (CDCl,, 151 MHz) de B1A2c.

Los datos que se obtuvieron de los espectros de RMN *H y **C del compuesto B1A2c, se
han comparado con datos de la literatura® (tabla 18) y de simulaciones en NMR Predict™.
El anélisis de los espectros de RMN *H y **C ha conducido a proponer el esqueleto del
estigmasterol (CgH450)>*, cuyo nombre IUPAC es (3S,8S,9S,10R,13R,14S,17R)-17-
((2R,5S,E)5-¢til-6-metil-hept-3-en-2-il)-10,13-dimetil-2,3,4,7,8,9,11,12,14,15,16,17-

dodecahidro-1Hciclopenta[a]fenantren-3-ol.
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Tabla 18. Valores experimentales, bibliograficos y simulados de RMN 'H y *C del
estigmasterol.49’ %0,

Tl

Tl

22

Posicion Proton Carbono
Desplazamientos quimicos [8 *H (ppm)] Desplazamientos quimicos [ *C (ppm)]
Experimental | Bibliogréafico Simulado Experimental | Bibliografico | Simulado
600 MHz 400 MHz 600 MHz 151 MHz 150 MHz 150 MHz
1 - - 1.411-1.866° 37.30 37.3 37.2
m
2 - - 1.411-1.866° 31.94 31.6 32.4
m
3 4.15m 3.52m 4.27m 78.83 71.8 71.2
4 - - 256m@= 47.61% 42,3 41.2
16.8,15.3,4.4
Hz)
5 - - - 140.29" 140.8 140.5
6 5.32-5.41*m 5.357 s 5.405 m 123.02 121.7 121.9
(J=6.9)
7 - - 2.102°m 33.69 31.9° 319
(J=13.87,
7.19, 3.29)
8 - 1.411-1.866° 32.80 31.9° 32
m
9 - - 1.411-1.866° 54.95 51.2° 50.2
m
10 - - - 36.67 36.5 36.6
11 - - 1.411-1.866° 22.64 21.1 21
m
12 - - 1.411-1.866° 39.88 39.7 40.4
m
13 - - - 47.61% 42,3 43.2
14 - - 1.411-1.866° 61.78 56.9 56.8
m
15 - - 1.411-1.866° 24.81 24.4 24.7
m
16 - - 1.411-1.866° 28.10 28.4 26.2°
m
17 - - 1.411-1.866° 59.44 56.1 56.2
m
18 0.84s 0.699 s 0.73-0.89°m 14.13 11 12.7
19 1.06 m 1.01s 1.224 s 22.73° 21.2° 18.3
20 - - 204m@= 45.43 40.5 40.6
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10.7, 7.1 Hz)
21 1.14m 1.02d (J=75 1.129d 22.73° 21.2¢ 20.4
Hz) (J=6.4 Hz)
22 5.32-5.41%m - 5.396-5.4144 140.29° 138.3 134.2
(3=6.9) m (J=15.5,
7.12 Hz)
23 5.32-5.41%m - 5.396-5.4141 128.10 129.3 134.6
(3=6.9) m (J=15.5,
7.12 Hz)
24 - - 2.102° m 54.95 51.2° 41.1
(9=13.87,
7.19, 3.29)
25 - - 1.411-1.866° 32.70 31.9° 32.1
m
26 0.85s 0.795d 0.73-0.89°m 22.73¢ 21.2¢ 19.7°
(J=6.5 Hz)
27 0.87s 0.846d 0.73-0.89°m 19.76 19 19.7°
(J=6.5 Hz)
28 - - 1.411-1.866° 25.14 25.4 26.2°
m
29 0.86 m 0.804 t 0.73-0.89°m 15.52 12.1 11.6
(=187, 12.1 (9=7.5Hz)
Hz)

Los superindices “a”, “b”, “c” y “d” indican las sefiales que se traslapan en los espectros descritos en cada

columna.

La figura 61 muestra el apilamiento de los espectros de protén de B1A2c y el simulado para
el estigmasterol. La comparacion de espectros permite conocer la similitud entre ambos y
sirve como una evidencia acerca de la identidad de B1A2c. Las mismas similitudes se
pueden observar en el apilamiento de sus espectros de carbono (figura 62). El apilamiento

de espectros resulta Gtil para descartar estructuras y se vuelve una herramienta muy potente

si se cuenta con una amplia base de espectros.
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Figura 61. Apilamiento del espectro de RMN *H (CDCl;, 600 MHz) de B1A2c y el espectro de RMN *H
simulado para el estigmasterol. NMRDB.ORG.
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Figura 62. Apilamiento del espectro de RMN **C (CDCl;, 151 MHz) de B1A2c y el espectro de RMN
3C simulado para el estigmasterol. NMRDB.ORG.

La correlacion lineal de los datos experimentales y simulados para proton y carbono fue

muy (til para reforzar la evidencia de la identidad del compuesto en el apartado 5.3.1 y en
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este apartado, no sera la excepcion. Para este caso, los datos de RMN *H y °C del
compuesto B1A2c y los simulados en la plataforma NMR Predict para el estigmasterol dan
como resultado los coeficientes de determinacion de 0.9964 y 0.9907, para proton y
carbono, respectivamente (figura 63). Esta vez también se puede apreciar que los datos de
los coeficientes de determinacion que resultaron, son cercanos a 1, por lo que podemos
concluir que los datos se ajustan al modelo lineal y que los datos de RMN *H y **C del
compuesto B1A2c son semejantes a los del estigmasterol. Esto ha dado una evidencia Util

que refuerza que el compuesto B1A2c es el estigmasterol.*

Ecunacion de correlacion para desplazamientos Ecnacion de correlacion para desplazamientos
quimicos de proton. guimicos de carbono.
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Figura 63. Correlaciones lineales entre los datos experimentales y simulados de RMN *H y *3C para el
compuesto B1A2c.

5.3.3 Compuesto B1B2.
El compuesto B1B2 presentd cristales color blanco y de acuerdo a sus datos
espectroscopicos, al igual que el compuesto B1A2c, su esqueleto es esteroidal. En su

espectro de RMN *H se observaron las siguientes sefiales (figura 64):

RMN *H (600 MHz, CDCls): 8y (ppm) 5.35 (s, 1H), 3.53 (m, J = 15.7, 11.0, 4.5 Hz, 1H),
2.40 - 2.19 (m, 4H), 2.08 - 1.92 (m, 3H), 1.84 (m, J = 15.2, 5.2 Hz, 3H), 1.75 - 1.39 (m,
9H), 1.25 (s, 6H), 0.88 (m, J = 34.5, 28.1, 22.7 Hz, 19H), 0.69 (d, J = 11.0 Hz, 3H).

El singulete en 6 5.35 ppm se le atribuye al proton vinilico en la posicion 6 y el multiplete
en & 3.53 ppm corresponde al protdn geminal al hidroxilo en la posicion 3 del sistema de
anillos fusionados. De 6 0.68 ppm a & 2.35 ppm aparecen las sefiales solapadas de los
metilos y metilenos. Entre & 5.02 ppm y & 5.37 ppm se observan sefiales que no logran
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integrar para un proton y se le atribuyen al compuesto B1A2c, es decir, en el espectro

aparecen sefiales del estigmasterol, muy similar estructuralmente a este compuesto.™
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Figura 64. Espectro de RMN 'H (CDCl;, 600 MHz) de B1B2.

El espectro de RMN *3C del compuesto B1B2 present6 las siguientes sefiales (figura 65):

RMN C (151 MHz, CDCls): 8¢ (ppm) 140.74 (C5), 121.75 (C6), 71.85 (C3), 56.77
(C17), 56.05 (C14), 50.13 (C9), 45.84 (C24), 42.27 (C13), 40.51 (C4), 39.78 (C12), 38.84
(C1), 37.25 (C10), 36.51 (C20), 33.82 (C22), 32.43(C2, C8), 31.91 (C7), 29.7 (C25), 28.93
(C16), 26.06 (C23), 24.72 (C15), 23.07 (C28), 21.22 (C11), 19.83 (C27), 19.41 (C26),
18.79 (C21), 18.26 (C19), 12.26 (C29), 12.05 (C18).

El carbono en la posicién 5 se evidencia por la sefial 6 140.74 ppm y el carbono 6 en &
121.75 ppm. El carbono 3 est& unido a un heteroatomo y le corresponde la sefial en 6 71.85
ppm. Las sefales de los metilos y metilenos aparecen entre 6 11.87 ppm y 6 56.77 ppm. En
6 129.28 ppm y & 138.33 ppm aparecen las respectivas sefiales de los carbonos 22 y 23 de
B1A2c (estigmasterol), debido a la mezcla de ambos compuestos.™
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Figura 65. Espectro de RMN *C (CDCls, 151 MHz) de B1B2.

El anélisis de la informacion de los espectros de RMN, apunté que el compuesto B1B2 y
B1A2c se encuentran mezclados, por lo que se observan sefiales de este Gltimo en los
espectros RMN *H y *C de B1B2. Sin embargo, eso no ha sido impedimento para lograr
identificar al compuesto B1B2. En este caso también se hicieron comparaciones de sefiales
de los espectros de RMN de la literatura™ (tabla 19) y con los espectros simulados™. Se ha
llegado a determinar que la estructura del compuesto B1B2 corresponde al B-sitosterol
(C9Hs500)”’, cuyo nombre IUPAC es (3S,8S,9S,10R,13R,14S,17R)-17-((2R,5R)-5-¢til-6-
metilheptan-2-il)-10,13-dimetil-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahidro-1H-

ciclopenta[a]fenantren-3-ol.
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Tabla 19. Valores experimentales, bibliograficos y simulados de RMN 'H y °C del g -

sitosterol,”*">°
21
18 =20
29
H H
HO 3
Posicion Proton Carbono
Desplazamientos quimicos [8 *H (ppm)] Desplazamientos quimicos [ *C (ppm)]
Experimental | Bibliogréafico Simulado Experimental | Bibliografico | Simulado
600 MHz 400 MHz 600 MHz 151 MHz 150 MHz 150 MHz
1 - - 1.31-1.922 38.84 37.3 37.2
m
2 - - 1.31-1.922 32.43° 31.6 32.4
m
3 353m@= 3.52m 3.609 m 71.85 71.8 71.2
15.7,11.0,4.5 (J=10.21,
Hz) 3.33,2.42
Hz)
4 - - 2.33-2.49 40.51 42.2 41.2
m(J =145,
10.2 Hz)
5 - - - 140.74 140.8 140.5
6 5.35s 5.358s 524m@= 121.75 121.7 121.9
7.2,6.9 Hz)
7 - - 1.84-2.10 31.91 31.9% 31.9
m(J=13.2,
7.2,3.3 Hz)
8 - - 1.366-2.10? 32.43° 31.9% 32
m
9 - - 1.31-1.922 50.13 51.2 50.2
m
10 - - - 37.25 36.5 36.6
11 - - 1.31-1.922 21.22 21.1 21
m
12 - - 1.31-1.922 39.78 39.8 40.4
m
13 - - - 42.27 42.3 43.1
14 - - 1.31-1.922 56.05 56.8 56.8
m
15 - - 1.31-1.922 24,72 24.3 24.7
m
16 - - 1.31-1.922 28.93 28.3 28.8
m
17 - - 1.31-1.922 56.77 56 56.9
m
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18 0.69d (J=11.0 0.680 s 0.685m 12.05 11.9 12.7
Hz)
19 0.80-1.01°m 1.01s 1.17-1.25¢q 18.26 19.4 18.3
(J=34.5,28.1, (J=6.6 Hz)
22.7 Hz)
20 - - 1.31-1.922 36.51 36.2 35.4
m
21 0.80-1.01°m | 0.92d(J=6.4 0.947d 18.79 18.8 18.9
(J=34.5,28.1, Hz) (J=6.80 Hz)
22.7 H2)
22 - - 0.685-0.86" 33.82 33.9 33.8
m (J=7.71,
7.14 Hz)
23 - - 0.685-0.86" 26.06 26.1 26.3
m (J=7.71,
7.14 Hz)
24 - - 1.20mQ= 45.84 45.9 46.1
7.1,6.7,6.6
Hz)
25 - - 1.31-1.922 29.7 29.2 29
m
26 0.80-1.01%m 0.814d 0.685-0.86" 19.41 19.8 19.8°
(J=34.5, 28.1, (J=6.5 Hz) m (J=7.71,
22.7 H2) 7.14 Hz)
27 0.80-1.01%m 0.833d 0.685-0.86" 19.83 19.3 19.8°
(J=34.5, 28.1, (J=6.5 Hz) m (J=7.71,
22.7 H2) 7.14 Hz)
28 - - 1.195- 23.07 23.1 23
1.223 m
29 0.80-1.01*m | 0.845t (J=7.5 0.685-0.86" 12.26 12.2 12.2
(J=34.5, 28.1, Hz) m (J=7.71,
22.7Hz2) 7.14 Hz)

Los superindices “a” y “b” indican las sefiales que se traslapan en los espectros descritos en cada columna.

Los apilamientos de los espectros de RMN *H y *3C del compuesto B1B2 y los simulados
para B-sitosterol permiten ver con claridad la identidad de B1B2 (figuras 66 y 67). Esta
evidencia es Gtil desde un principio, aunque no suficiente, pero facilita en gran medida el
trabajo de blsqueda, ya que el B-sitosterol es un metabolito secundario muy comun en la

naturaleza.
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Figura 66. Apilamiento del espectro de RMN *H (CDCl,, 600 MHz) de B1B2 y el espectro de RMN *H
simulado para el p -sitosterol. NMRDB.ORG.
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Figura 67. Apilamiento del espectro de RMN **C (CDCl;, 151 MHz) de B1B2 y el espectro de RMN *C
simulado para el p -sitosterol. NMRDB.ORG.

Los datos de RMN *H y *3C del compuesto B1B2 y los simulados en la plataforma NMR

Predict para el B-sitosterol dan como resultado los coeficientes de determinacion de 0.9973
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y 0.9996, para proton y carbono, respectivamente (figura 68). Se puede apreciar que los
datos de los coeficientes de determinacion que resultaron, son cercanos a 1, por lo que
podemos concluir que los datos se ajustan al modelo lineal y que los datos de RMN *H y
3C del compuesto B1B2 son semejantes a los del B-sitosterol. Esto ha dado una evidencia

Gtil que refuerza que el compuesto B1B2 es el B-sitosterol.”

Ecunacion de correlacion para desplazamientos Ecunacion de correlacién para desplazamientos
guimicos de proton. guimicos de carbono.
151 A
55
BExp= LO0MBCale - 0.0153 131 1
R? = 0.0973 6Exp= 1.00058Cale + 0.017
43 - BZ=09995
111 A
E 35 E 11
5 5
= = 714
w 25 w3
51 4
135
31 9
03 T T T T T 11 T T T T T T T
035 135 25 33 45 53 11 31 51 71 a1 111 131 151
§Cale (ppm) §Cale(ppm)

Figura 68. Correlaciones lineales entre los datos experimentales y simulados de RMN *H y **C para el
compuesto B1B2.

5.3.4 Compuesto B2C.

El compuesto B2C se aislé como un sélido color blanco cristalino. En su espectro de RMN

'H presentd las siguientes sefales (figura 69):

RMN *H (600 MHz, CDCls): &4 (ppm) 5.29 (s, 1H), 3.22 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 3.03 (s,
1H), 2.82 (d, J = 14.1 Hz, 1H), 2.35 (t, J = 7.3 Hz, 3H), 2.03 - 1.76 (m, 7H), 1.56 (m, J =
69.9, 59.0, 28.7 Hz, 22H), 1.40 - 1.20 (m, 16H), 1.17 - 1.02 (m, 6H), 0.99 (s, 4H), 0.91 (m,
J=16.6, 13.6 Hz, 8H), 0.81 - 0.68 (m, 6H).

Los datos espectroscdpicos indican que es un triterpeno pentaciclico (tabla 20), entre los
cuales es muy probable que se trate de los compuestos: &cido morélico (CaHag03)*" > 0
4cido oleandlico (C3oHag03).>" *° No obstante, a falta de datos de RMN *3C, en el presente
trabajo no se puede concluir la identidad definitiva de este triterpeno. La identificacion que
se ha presentado estd basada unicamente en su espectro de proton y su comparacion con los
datos encontrados en la bibliografia quimica.”® *°

80



El acido morélico es un triterpeno pentaciclico A, que en sus espectros de protén presenta
un singulete en 5.28 ppm (figura 70), el cual corresponde al proton vinilico en la posicion
19 en su estructura. A pesar de las similitudes de los espectros del acido mordlico vy el
espectro de RMN *H del compuesto B2C, no es posible distinguir entre las sefiales, ya que
no se cuenta con la informacion suficiente para definirlas, sin embargo, es evidente que de
1.94 ppm a 0.68 ppm se encuentran siete sefiales de proton de metilos, metilenos y metinos

solapados, las mismas que se presentan en los triterpenos antes mencionadas.>® *°

El espectro del &cido oleandlico presenta una sefial a 5.19 ppm que corresponde al proton
de doble enlace en la posicion 12 y la sefial del proton geminal en la posicion 3 aparece a
3.34 ppm en la estructura del triterpeno pentaciclico A'2. También presenta siete sefiales de
protones de metilo y metilenos solapados. El espectro de proton de este compuesto coincide
en las sefiales mencionadas con las del espectro de proton del compuesto B2C, pero como

en el caso anterior, hace falta informacién para confirmar la identidad de B2C.>* %
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Figura 69. Espectro de RMN *H (CDCl;, 600 MHz) de B2C.
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Los triterpenos petaciclicos: acido morolico y acido oleanolico son propuestas de la posible
identidad del triterpeno pentaciclico B2C y que futuros estudios fitoquimicos a la especie

Asclepias curassavica, pueden ayudar a elucidar la estructura y revelar su identidad.

30 29

o ey

7
R
23 24
Sustituyente
Nombre del triterpeno -R
Acido mordlico (A™) -OH
Acido oleandlico (A%) -OH

Figura 70. Estructura de las posibles identidades del triterpeno B2C.

[1] Zhang, Pu; Hao, Jia; Liu, Jun; Zhang, Luyong; Sun, Hongbin.
Efficient Synthesis of Morolic Acid and Related Triterpenes Starting from
Betulin. Tetrahedron. 65. 2009. pp. 4304-4309. [2] Rodriguez Diaz, Maité.
Tesis Doctoral. Universidad de Chile. Santiago. Chile. 2011.

Tabla 20. Valores experimentales, bibliograficos y simulados de RMN *H del &cido
mordlico y acido oleandlico.”™ ™ ™

Posicion Protén
) Desplazamientos quimicos [ *H {ppm)]
Acido mordlico Acido oleandlico
Bibliografico Simulado Bibliografico Simulado
300 MHz 600 MHz 300 MHz 600 MHz
1 0.67-2.24 m* 1.28-2.93 m 0.74-1.2 m* 1.32-1.93m (=
(13.2,10.3 Hz)* 13.1,5.5, 1.5 Hz)*
2 0.67-2.24 m* 1.28-2.93 m 0.74-1.2 m* 1.32-1.93m (=
(13.2,10.3 Hz)* 13.1,5.5, 1.5 Hz)*
3 3.20 m (=54, 3.45m (J=10.2, 3.22s 346m@J=34,24
10.9 Hz) 3.2 Hz) Hz)
4 - - - -
5 0.67-2.24 m* 1.28-2.93 m 0.74-1.2 m* 1.29-1.36 m (dd, J =
(13.2,10.3 Hz)* 10.0, 2.0 Hz)°
6 0.67-2.24 m® 1.28-2.93 m 0.74-1.2 m* 1.32-1.93m(J =
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(13.2,10.3 Hz)* 13.1,5.5, 1.5 Hz)*

7 0.67-2.24 1.28-2.93 m 0.74-1.2 m® 1.32-1.93m@ =
(13.2,10.3 Hz)? 13.1,5.5, 1.5 Hz)?

8 - - - -

9 0.67-2.24 1.28-2.93 m 0.74-1.2 m* 1.32-1.93m (=
(13.2,10.3 Hz)? 13.1,5.5, 1.5 Hz)?

10 - - - -

11 0.67-2.24 1.28-2.93 m 0.74-1.2 m* 2.94m (=137,
(13.2,10.3 Hz)* 10.3 Hz)

12 0.67-2.24 1.28-2.93 m 5.27 t(3=2.7 5.26 m(J=8.2,6.4
(13.2,10.3 Hz)? Hz) Hz)

13 0.67-2.24 2.09 m (=102, - -

3.2 Hz)

14 - - - -

15 0.67-2.24 1.28-2.93 m 0.74-1.2 m* 1.32-1.93m (=
(13.2,10.3 Hz)* 13.1,5.5, 1.5 Hz)*

16 0.67-2.24 1.28-2.93 m 0.74-1.2 m* 1.32-1.93m (=
(13.2,10.3 Hz)* 13.1,5.5, 1.5 Hz)*

17 - - - -

18 - - 281 m (=105 | 252mJ=10.1,21

Hz) Hz)
19 5.16 s 5.50 s 0.74-1.2 m* 1.32-1.93m (=
13.1,5.5, 1.5 Hz)?

20 - - - -

21 0.67-2.24 1.28-2.93 m 0.74-1.2 m* 1.32-1.93m (=
(13.2,10.3 Hz)* 13.1,5.5, 1.5 Hz)?

22 0.67-2.24 1.28-2.93 m 0.74-1.2 m* 1.32-1.93m (=
(13.2,10.3 Hz)* 13.1,5.5, 1.5 Hz)*

23 0.78 s 0.93 ¢ 0.74-12 m* 0.93¢°

24 0.78 s 093¢ 0.74-1.2 m* 0.90s

25 0.76 s 0.88s 0.74-12 m® 0.89s°

26 0.97 s 1.04s 0.74-1.2 m? 1.05s

27 0.86s 1.03s 0.74-12m* | 1.29-1.36 m(dd, J =

10.0, 2.0 Hz)°

28 - - - -

29 0.98s 1.09 s° 0.74-12 m® 0.935°

30 1.00's 1.09s° 0.74-1.2 m® 0.93 ¢

Los superindices “a”, “b”y “c” indican las sefiales que se traslapan en los espectros descritos en
cada columna.

La figura 71 muestra el apilamiento del espectro de proton de B2C y los espectros
simulados para el 4cido morolico y acido oleandlico. En este caso no se puede confirmar la
identidad del compuesto B2C, pero en los espectros de proton se observan ciertas

semejanzas.”
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Figura 71. Apilamiento del espectro de RMN *H (CDCls;, 600 MHz) de B2C y los espectros de RMN

'H simulados para el &cido morélico y acido oleandlico. NMRDB.ORG.

La correlacion lineal entre los datos de RMN *H del compuesto B2C y los simulados en la
plataforma NMR Predict para el acido moro6lico y el &cido oleandlico dan como resultado
los coeficientes de determinacién de 0.9338 y 0.9666 (figura 72). Se puede apreciar que los
datos de los coeficientes de determinacion que resultaron, son cercanos a 1, por lo que
podemos concluir que los datos se ajustan a los modelos lineales, pero los que mejor se

ajustan son los del acido oleandlico.
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Ecuaciones de correlacion para desplazamientos quimicos de proton.

5.50 -
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Figura 72. Correlaciones lineales entre los datos experimentales y simulados de RMN *H para el
compuesto B2C. NMRDB.ORG.
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6. Conclusiones.

Se cumplio6 uno de los principales objetivos al obtener un extracto etandlico a partir de
1.95 kg de Asclepias curassavica, que al ser sometido a destilacion al vacio con
rotavapor y a una extraccion liquido-liquido con CH,Cl,/H,0, dio un extracto
diclorometanico de 46.9 g.

En concordancia con los objetivos, a partir de 5 g de extracto diclorometanico de
Asclepias curassavica, se aislaron un total de 17 metabolitos secundarios por
cromatografia en columna de silica gel, cromatografia de exclusion por tamafio y
cromatografia en capa fina preparativa.

Al revisar los espectros de RMN 'H de doce metabolitos secundarios aislados, se
determin6 que 5 de ellos presentaban sefiales caracteristicas de acido graso o éster de
acido graso, 6 presentaban sefiales que indicaron estructura de esteroide. Ademas, se
obtuvo un espectro que indicaba sefiales para un triterpeno.

Con base a los espectros de RMN 'H y '3C, se identificaron tres metabolitos
secundarios: un éster de acido graso identificado como dodecanoato de etilo y dos
esteroides identificados como estigmasterol y (-sitosterol.

En cuanto al metabolito secundario con espectro de proton para triterpeno, se ha
propuesto que se trata de un triterpeno pentaciclico con insaturacién en A o con
insaturacion en A'?, entre los compuestos que cumplen dichas caracteristicas se
proponen al acido mordlico y acido oleandlico. En este trabajo no se logré determinar
completamente la estructura del metabolito secundario, por no disponer de mas
experimentos de RMN. Las propuestas estan basadas solamente en su espectro de RMN
'H comparado con los datos encontrados en la bibliografia quimica.

El espectro del B-sitosterol presento sefiales caracteristicas del estigmasterol, por lo que
se ha llegado a la conclusion de que estdn mezclados y ademas las estructuras apenas
difieren en un enlace nt presente en el estigmasterol (entre las posiciones 22 y 23). La
poca diferencia en las estructuras también se nota en los valores de los Rf de la
cromatografia en capa fina analitica con Cy/Ace 20% que se llevo a cabo (ARf = 0.03).

La poca diferencia en los Rf hace que sea dificil lograr separarlos por completo.
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7. Recomendaciones.

Después de concluir este trabajo de graduacién, se plantean las siguientes

recomendaciones:

Durante el proceso de extraccion etandlica del material vegetal seco de Asclepias
curassavica, es mas conveniente utilizar un equipo Soxhlet, dado que al calentar el
disolvente, se aumenta la solubilidad de los metabolitos secundarios, permitiendo un
mejor rendimiento y mayor diversidad estructural de metabolitos secundarios extraidos.
Realizar ensayos bioldgicos de interés a los metabolitos secundarios obtenidos, y a los
extractos etanolico y diclorometéanico.

Se recomienda analizar el extracto acuoso de Asclepias curassavica, obtenido de la
extraccion liquido-liquido con CH,Cl,/H,0O, mediante una cromatografia en capa fina
analitica y reactivo revelador, ya que es posible encontrar otros metabolitos
secundarios.

Realizar el estudio fitoquimico de las raices de Asclepias curassavica, para determinar
el tipo de metabolitos secundarios que puedan almacenar.

Completar la serie de experimentos de RMN *C y RMN 2D tanto homo, como
heteronuclear a fin de sustentar por completo, la propuesta de estructura de todos los

metabolitos secundarios aislados y los que se presentan en este trabajo.
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9. Anexos.
9.1 Constancia de identificacién de Asclepias curassavica L.

Asociacién Jardin Botanico La Laguna

Antiguo Cuscatldn, 27 de enero de 2016

A quien inlerese,

Por medio de la presente nota, hago del conocimiento que el bachiller Marvin Alberto
Ramirez con carnet RA10021, estudiante de la carrera de Licencintura en Ciencias
Quimicas de La Universidad de El Salvador, quien se hizo presente al Herbario LAGL
de nuestra institucion este dia, con una muestra hotdnica seca para el andlisis y
clasificacion sistemdtica, la cual se someti6 a revision de literatura Yy comparacién con
imdgenes de especies tipo para poder clasificarle, resultando ser: Asclepias curassavica
L., ¥ que pertencce a la familia (ASCLEPIADACEAE).

Con el resultado anterior el estudiante manifiesta que la especie serd utilizada con fines
de elaboracién de tesis de grado denominada: “Identificacion de Cardendlidos de lhtex
de Asclepias curassavica, por RMN 'H y C™,

Se extiende la siguiente nota, para que ¢l interesado haga buen uso, y para lo que estime
conveniente dentro del trabajo de grado.

Alte.

e Y
/ 7N,
PRI it YL
‘Dagobrio Rodrlgiez =~ 7
Lic. i loglayd m/l S g
ey

-
% e

v

Urbanizacién Industrial Plan do La Laguna, Anliguo Cuscatldn La Libortad, Tel (503) 2243 - 7970/ 2243 - 7968
Emall; [ardinbolanico@ lardinbolanico.org.av  Sitio Wab: www Jardinbolanico.org sv
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9.2 Plataformas del software utilizado para procesar los espectros de RMN *H y
3C de los metabolitos secundarios de Asclepias curassavica.
9.2.1 Plataforma de ChemBioDraw Ultra 14.0.

5 ChemBioDraw Ultra - [Untitled Document-2 *] | R S|
©] File Edit View Object Structure Text Curves Colors Search Window Help - &

BREE=0x X byl or -1 @ §
CB/NNN % NNy RBEBMPDOWO
BL#ZAqQ=30mlao000~0

131108

152127

417 2.21:1.96

5oy Estimation quality is indicated by color: good, medium, rough

% [ -[c]c « 2 mlw]a]o] B o I ) il 4 orspm
Figura 73. Bandeja de ChemBioDraw Ultra 14.0. El software fue atil a la hora de editar
estructuras y predecir espectros de RMN *H y *C.

9.2.2 Plataforma de ACD/NMR Processor Academic Editon 12.0.

&l ACD/NMR Processor Academic Edition: Processor Window - [C:\Users\DELL\Desktop\Tesis\B1A2c Preb: lb_ﬁ-] Table of Integrals = |2 = =0 =
File Edit View Process Analysis Tools Series Options Windows ACD/Labs Help No. | (p..% Vale  Absolute Vale | Non-NegativeV..
S8 EeE[dwan a & B T e #d
Shorcut | Interactive FT Phase Baseline PeakPicking PeakFitting Integration  Reference Annotation Multiplets Assignment  bManual Offset _
Organizer. Process  Process&Print Jetd Table of Ass... = |[@ [ &
. B1A2c Preba.esp Mo. | Atom  Exp Shift(p.. v
07 . " . " 3 29 0.86
Assignment Quality by Shift Difference (ppm) N i
3 Ll Quality by (ppm) FREET) 087 @
- 5 21 1.06
G 19 144
E| 7 28 1.36
0.5 8 1 149
=z 3 9 12 152
]
é E 10 | 5a 153
E 11 1 155
R 12| 2% 156 o
£ 02 ek Table of Multiplets = =
2 E No. Sh.. v  Hs Type  Mutiplet! (ppm} %
0z q
0.1 4
3 A ok Table.. [ = [ = ][ 5= i
T T T T T T T T e e e [
7.0 [3 6.0 0 No (pm) ~ | 30 2 20 1 10 0.5 0 B
1 0.84 26 [ p -
« z 0.8 27 = v
3 0.86 29
B1A2c Preba.esp SPECTRUM 1H  5=264 ppm M| AL Hz pts
PP 4 087 18 (0]
1-ChemSketch 3-Structure 5 1.06 21 .
Bl " ¢ I g e = 6 H [ (] ” Jed ‘ @ e Y L 0329 pm. E

Figura 74. Bandeja de ACD/NMR Processor Academic Edition 12.0. El software fue util
para editar espectros de RMN *H y **C.
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9.2.3 Plataforma de MestReNova 6.0.2.

Archivo  Editar  Ver Procesado Anélisis  Herramientas  Analisis de Masas  Anotar  Molécula  Scripts  Documentos  Ayuda

FOESE ™Y FE 9 ¢ rigsompk -

' Péginas & X

6. spectra-data

- 7.spectra-data
[

| Bspectradata
£E
=
*A!

9. spectra-data

10. specira-date

51 50 43 45 44 42 49 I 35 34

N o - EFB-x- [ Anoe s -

ﬁﬁ"e]@ e ¢ @ .[@"M] : : (. 0328pm.

Figura 75. Bandeja de MestReNova 6.0.2. El software fue Util para editar espectros de
RMN Hy ¥C.

9.2.4 Plataforma de NMR Predict.

O Precitibprotan bedfguctin %

€ e A | nm2817
nmrdb.ore., o i

ASOUT PREDICT 1H HMR FREDICT 156 HMR PREDIETZ0 = TOOLS ~  OXEREISIS =  WEBSIRVICES
coNTACT

O MMR Predict

You Miay alsa try T old ARIEE varsion
Draw » chamical strutture and sick oe “Cabouleta pectnim”, Vou may ks DRAG DA 3 mallia | au vl pat an infaractiva S specimum.

+ Bk D o Basurractiig and procestiig NMRLspectsa ea-fina Ehons, 2008, £1(2), 150.282.
. ymn Caaelio Lo Painy 00 M st Fast and Ackurote | NMR: spctra of i urnal
e Resorance
+ Airai-di-5ousa, M. Hamnr, ). Gastsiger, * Frediction of 18 NHR Chemical Shifts Using Meural Wetworks!, Anaibtcal Cromsey, 2002, 7(1),
o050,
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g Faste ardrop a molfile or wvn o T o [aws [z | g Drop or paste a
SMILES » T T [ ]carnp fllG A
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Figura 76. Bandeja de NMR Predict. En la pagina web se pueden
predecir espectros de RMN *H y *C a partir de una estructura.
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9.3 Preparacion de reactivos reveladores.
9.3.1 Reactivo de Oleum.
Mezcla de H,O/H,SO4/AcOH (4:1:20). Recomendado para azlcares y compuestos que se

pueden deshidratar.*®

9.3.2 Reactivo de Baljet.
1 g de 4acido picrico en EtOH 95% + 10 g de NaOH en 100 mL H,O. Rojo claro a oscuro

para lactonas a, B-insaturadas.”’
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Glosario.™ “°

e Antera:

Parte del estambre de las flores, en forma de saquito, donde se encuentra el polen.

e Aracnoidea:
En botanica se emplea para denominar plantas cubiertas con largos y delicados pelos o

fibras.

e Caliz:
Conjunto de sépalos, normalmente de tono verdoso, que forman el envoltorio de una flor a

la que protegen antes de abrirse.

e Corola:

Es el érgano floral accesorio compuesto por los pétalos

e Efecto anabdlico:
Estimulacion del crecimiento y aumento en el volumen del tejido muscular por efecto de la

testosterona natural en el organismo.

e Escualeno:

Triterpeno cuya estructura consta de 30 atomos de carbono, los cuales provienen de seis
unidades de isopreno. Se aislo6 por vez primera del aceite de higado de tiburén.
Biosintéticamente, se considera el precursor de los triterpenos tetraciclicos y de los

esteroides.

e Foliculo:
Fruto sencillo y seco que se abre solamente por un lado y tiene una sola cavidad que,

generalmente, encierra varias semillas.

e Ginestegio:
En las flores, dicese de cualquier érgano protector del gineceo distinto del perianto. Es

tipico de las Asclepiadaceas.
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e Glabra:

Que esta desprovisto de pelos y glandulas.

e Hidropesia:

Acumulacion anormal de liquido en alguna cavidad o tejido del organismo.

e Oblongado:
Mas largo que ancho, y con los bordes convergentes.

e Peciolo:
El peciolo es la parte de la planta que une a la hoja con la base foliar, rama o tallo. Es una
estructura delgada, de forma cilindrica, algunas veces acanalada y otras planas.

e Pedicelo o pedunculo:
Presentando la misma estructura del tallo, el pedicelo o pedunculo es la rama o rabillo que
sostiene la flor solitaria o inflorescencia de una planta. También se conoce por pedicelo la
extension del tallo de la que penden los frutos. A las flores que carecen de esta estructura se

les llama apedunculadas, sésiles o sentadas.

e Pilosidad:
En botanica, es el conjunto de pelos de un 6rgano o de una planta.

e Tomentosa:
Es un término utilizado para describir los pelos de plantas que se doblan y son
enmarafados, formando capas de lana. A menudo, los pelos son de color plata o gris.
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