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1. Introducciéon



1. INTRODUCCION

Durante miles de afios, el hombre ha hecho uso de los beneficios de las drogas
provenientes de la naturaleza. Las cuales estan constituidas por extractos de plantas, animales
y por algunas sales inorganicas. En la India, la medicina Ayurvédica dio paso a una gran
variedad de medicinas de origen vegetal, conocidas desde 1000 afios antes de Cristo, mientras
que las primeras prescripciones de la medicina china datan de unos 500 afios antes de Cristo.
Cabe destacar, ademas, que ya desde el afio 800, los monjes Benedictinos tenian un profundo
conocimiento de las hierbas y su uso en medicina, eran capaces de aplicar Papaver
somniferum, no so6lo para el tratamiento del dolor, sino también para anestesiar a los pacientes.
El principio activo, la morfina, fue aislada por primera vez en 1806 y la preparaciéon de una
droga analgésica fue realizada por E. Merck en Alemania, en 1826. Hasta el presente, pese a
los esfuerzos por sintetizar drogas que reemplacen a la morfina, ninguna alternativa se puede

i . . . 1
ofrecer aun a los pacientes con dolores severos, como en la fase terminal del cancer.

Gradualmente, cuando el conocimiento acerca de las drogas aumento, las disciplinas
especializadas se convirtieron en una necesidad. A principios del siglo XIX la materia médica
empezd a dividirse en Farmacologia (accién de los farmacos) y Farmacognosia (todos los
aspectos de las drogas de origen vegetal, animal y mineral, con menos énfasis en la accion). A
finales del siglo XIX los quimicos empezaron a sintetizar una gran variedad de compuestos
organicos con estructuras de complejidad creciente, algunos utiles como agentes terapéuticos.
Dado que el estudio de estos productos caia fuera del alcance de la Farmacognosia, la
disciplina llamada Quimica Médica (la ciencia de los farmacos sintéticos), dormida desde los
tiempos de Paracelso, cobrd nuevo vigor. Esta situacion prevalecid hasta mediados del siglo

XX, cuando la Farmacognosia y la Quimica Médica empezaron a emerger.2

Muchos farmacos del mercado han llegado hasta nosotros mediante el uso folclorico o
por culturas indigenas. Estos farmacos estan siendo usados de alguna manera en la medicina

moderna, aunque no necesariamente con el mismo propoésito para el que eran empleados por



los indigenas. La medicina folclérica ha sido una herramienta util para el descubrimiento de

. . o, . . 3
muchos de los medicamentos que usamos y de otras sustancias biolégicamente activas.

En la década de los 70 y 80, los productos naturales pasaron por una fase de reducido
interés en el descubrimiento de drogas, debido a los enormes esfuerzos necesarios para aislar
los principios activos y elucidar sus estructuras. Sin embargo, el desarrollo tecnologico que ha
permitido reducir el tiempo y la cantidad de muestra para llevar a cabo el aislamiento,
elucidacion estructural y ensayos bioldgicos, junto con el amplio espectro de variacion
estructural encontrado en la naturaleza, han hecho resurgir el interés por los productos

4
naturales.

Dado que solo un pequefio porcentaje de los organismos vivientes en la biosfera han
sido descritos hasta la fecha, existe un enorme reservorio de compuestos naturales sin

descubrir, con una amplia diversidad estructural.’

Estos ofrecen compuestos que abren enfoques terapéuticos nuevos; ademds, han
contribuido sustancialmente a la identificacion y entendimiento de nuevas rutas biogenéticas,
con lo que no soélo se dispone de drogas, sino que también han sido una herramienta esencial

para la Bioquimica, la Biologia Molecular y el desarrollo académico de estas disciplinas.’

En las ultimas décadas del siglo XX, con pocas excepciones, el desarrollo de farmacos
sigue una ldégica progresion a partir de un compuesto natural sin modificar, normalmente
extraido de una planta, el cual es sometido a una modificacidn sintética hasta llegar a un
compuesto puramente sintético que no muestra ninguna relacion aparente con sus antepasados

naturales.

Investigaciones fitoquimicas recientes realizadas en dos especies de la Familia

Celastraceae, pertenecientes a la flora salvadorefia, Maytenus chiapensis y Crossopetalum
5 . . . . .-y r .

uragoga,” dieron como resultado el aislamiento y elucidacion de mas de 100 metabolitos

secundarios, 26 de los cuales resultaron nuevos en la bibliografia quimica, destacandose los



sesquiterpenos dihidro-B-agarofurano, alcaloides sesquiterpénicos, diterpenos del abietatrieno,

triterpenos de la serie del baccharano, lupano, friedelano y oleano.

En el presente trabajo se presentan los resultados del aislamiento y elucidacion de los
metabolitos secundarios de dos especies de celastraceas de la flora salvadorena: Maytenus
segoviarum y Cassine xylocarpa, que se recolectaron en las cercanias del Rio “El Sapo”,

Morazan y en el Parque Nacional “El Imposible”, Ahuachapan, respectivamente.

Después de sucesivas cromatografias y con el empleo de técnicas espectroscdpicas y la
comparacion con diferentes articulos cientificos, se establecio la estructura de los compuestos
aislados del extracto diclorometénico de las hojas de Maytenus segoviarum, obteniendo cinco
productos conocidos en la literatura quimica, cuatro triterpenos: epifriedelanol, friedelina,

a-amirina, lupeol y un esteroide: B-sitosterol.

Del extracto diclorometanico de las ramas de Maytenus segoviarum se aislaron seis
productos conocidos en la literatura quimica, dos triterpenos del lupano: lupeol y 63-hidroxi-
lupan-3-ona, y cuatro alcaloides sesquiterpénicos: euonymina, 4-hidroxi-7-epichuchuhuanina

E-V, 2-deacetilevonina y forrestina.

Del extracto de n-hexano/éter etilico (1:1) de la corteza de raiz de Cassine xylocarpa se
aislaron trece productos conocidos en la literatura quimica, once triterpenos: tingenona,
pristimerina, 20B-hidroxitingenona, 22-hidroxitingenona, 7-hidroxi-6-oxopristimerol, 6-
oxopristimerol, celastrol, 3-O-metil-6-oxotingenol, 3f,29-dihidroxiglut-5-eno, o-amirina,
lupeol; un esteroide: B-sitosterol, y un derivado del acido shikimico: siringaldehido. Ademas
se aislaron, cuatro triterpenos nuevos en la bibliografia quimica, cuyas estructuras se
elucidaron mediante un cuidadoso estudio de sus datos espectroscopicos y espectrométricos:
3a,21a-dihidroxi-33(25)-epoxi-olean-12-eno (xylocarpina, triterpeno de la serie del oleano,),
3B,21,22-trihidroxi-baccharan-5-eno (leonatriol, triterpeno de la serie del baccharano), 3-
hidroxi-3,4-didehidro-5-formil-2-oxo-D:A-friedoolean-29-carboxilato de metilo (20-
metiléster de cangoronina, triterpeno de la serie del friedelano) y 20a-hidroxitingenona

(triterpeno metilénquinona).
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2. FUNDAMENTO TEORICO



| 2. FUNDAMENTO TEORICO !

2.1 GENERALIDADES DE LA FAMILIA CELASTRACEAE

La familia Celastraceae es conocida cominmente como familia agridulce (bittersweet),

debido al sabor de sus frutos.’

La clasificacion botdnica de esta familia ha experimentado cambios debido a las
hibridaciones.” Asi, el género Maytenus incluye actualmente las especies antiguamente
incluidas en Gymnosporia y algunas especies de Rhacoma, hoy en dia son incluidas en el

género Crossopetalum, dando lugar a que muchas especies tengan varios sindnimos.

Fig. 1 Distribucion geogréafica de la familia Celastraceae (en rosado).

Las especies de la familia Celastraceas son arboles o arbustos que comprenden
aproximadamente 98 géneros y 1211 especies® que incluyen trepadoras, con distribucion
pantropical, aunque existe un gran nimero de especies distribuidas en climas célidos y calido-
templados (Fig. 1). Los géneros mas representativos son Maytenus con 255 especies,
Eonymus con 200 especies, Cassine con 40 especies y Celastrus con 30 especies’'°. Doce

géneros de esta familia han sido reportados en Centroamérica.'’



Numerosas especies de la familia Celastraceae son conocidas por su uso en la medicina

tradicional o en la agricultura en todo el mundo, especialmente en Asia y América Latina.

Asi por ejemplo, Catha edulis Forsk, conocido como “khat” (Fig. 2), es un arbusto de
hojas perennes que crece a lo largo de la Costa este de Africa y de la peninsula Arabiga. Las
hojas y brotes del “khat” son masticadas por sus efectos estimulantes y ello constituye un
evento social. Su consumo produce una sensacién de bienestar y excitacion, sin embargo
presenta numerosos efectos secundarios como son insomnio y falta de concentracion y el uso

. . SO 12
abusivo del “khat” crea grandes problemas de salud, sociales y econdmicos.

Fig. 2 Catha edulis Forsk

Otro ejemplo del uso de especies de celastraceas en la cultura tradicional es Tripterygium
wilfordii Hook (Fig. 3), conocida comunmente en China como “Lei Gong Teng” y que es sin
lugar a dudas, la especie mas estudiada y de la que se han aislado mayor numero de principios
activos. Las raices molidas de esta especie se han usado en China durante siglos por sus

. . .. 13
propiedades insecticidas.

Recientemente, extractos crudos y extractos refinados de 7. wilfordii se estan usando en
clinica para el tratamiento de la artritis reumatoide, espondilitis anquilosante, enfermedades

autoinmunes y diversas afecciones dérmicas.'® Existen diversas patentes sobre el uso de la raiz



seca de esta especie como antitumoral y de la actividad del extracto cloroféormico como

inmunosupresor y antiinflamatorio."’

Fig. 3 Tripterygium wilfordii Hook

2.2 GENERO: Maytenus

El género Maytenus consta de 255 especies; su distribucion es pantropical y es endémico
de Centro y Sudamérica'®. En el Ecuador se han registrado 5 especies; en los bosques andinos
se conocen 3 especies: Maytenus jamesonii Briq., M. prunifolius Presl y M. verticillatus DC.,
Reportandose ademas 15 especies en Perti y 15 en Venezuela.'” En Centroamérica se

: 11
encuentran 11 especies.

El genero Maytenus fue descrito en una obra pre-Linneo por Feullée bajo el nombre de
“maitén” basandose en la especie Maytenus boaria. Posteriormente, fue Molina en 1972 quien
describio esta especie, no obstante cometié muchos errores morfologicos, lo que motivo que
algunos botanicos confundieran su descripcion ubicandola en otras familias o creando otros

géneros.

Las plantas del genero Maytenus tienen una larga historia de empleo en la medicina

popular de varios pueblos. En la cultura Guarani, se empleaba la corteza de diversas especies



de Maytenus, por ejemplo, M. ilicifolia se empleaba para el control de la natalidad, ademas

han mostrado actividad anti-inflamatoria.'®

Muchos compuestos con actividad bioldgica han sido aislados de estas plantas, como los
maitensinoides con actividad insecticida, alcaloides sesquiterpénicos piridinicos con actividad
antialimentaria e inmunosupresora, poliésteres sesquiterpénicos con actividad antitumoral,
triterpenoquinonas y dimeros triterpénicos con actividad antimicrobiana, sesquiterpenos con

actividad antialimentaria y nortriterpeno metilénquinonas con actividad antimicrobiana ."

Maytenus, es el unico genero representante de la familia Celastraceae, del que se han
aislado e identificado diferentes compuestos derivados del nucleo B-agarofurano, los cuales
comparados con otros compuestos similares, se presentan como promisorios insecticidas

naturales.

Descripcion botanica de Maytenus segoviarum

Popularmente conocida como “Cola de pavo”, arbol pequefio o arbusto de 4 a 9 m de
altura, hojas simples (Fig. 4), alternas, de 3.5 - 7(11) por 1.5 - 3(4) cm., elipticas, apice agudo,
redondeado, borde aserrado-dentado y de color grisiceo cuando estdn secas, ramitas

anguladas, verdosas; estipulas diminutas y rojizas (Fig. 5).

Inflorescencias fasciculadas, flores muy pequefias y verdosas (Fig. 6), observadas en
los primeros seis meses del afio y en diciembre. Frutos tipo cépsulas (Fig. 6),de 1 a 1.5 cm de
largo, de globosos a obovoides, anaranjados cuando maduros, observados entre marzo, agosto,

octubre y noviembre.



Fig. 4 Hoja de Maytenus segoviarum

Fig. 5. Arbol de Maytenus segoviarum



Una especie con la que se confunde es M. recondita y de la que se reconoce por el
habitat en que crece Maytenus segoviarum (vertiente de la zona del Pacifico) y por el clima

seco en el que habita.

Fig. 6 Flor (a) y Fruto (b) de M. segoviarum

° Informacidén taxonomica:

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida (Dic.)
Orden: Celastrales

Familia: Celastraceae

Nombre cientifico: Maytenus segoviarum Standl. & L. O. Williams

., <y 22
° Informacidn de recoleccion en El Salvador

Determinada por: R.A. Carballo, 12 Mayo 2003
Lugar de recoleccion: En la zona del parqueo del area protegida de El Rio Sapo,
Arambala, Morazan.

Elevacion: 690 m
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Coordenadas: 13.55N 088.06W

Recolector(es): R.A. Carballo y J. Monterrosa

Numero de Coleccion: RAC00717

Fecha de recoleccion: 30 Abril 2003

Clasificacion Boténica: J. Monterrosa & C. Rivera 704 (JMS-704)

La Fig. 7 muestra la presencia y distribucion de Maytenus segoviarum en la region

centroamericana.

Fig. 7. Ubicacién geografica de M. segoviarum en la region Centroamericana

(Imagen satelital reportada por el Jardin Botanico de Missouri)
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2.3 GENERO: Cassine

Cassine, nombre dado en la lengua de los indios americanos Timucua a una bebida

(cassena) preparada con las hojas de Ilex vomitoria, de frutos parecidos.

Comprende unas 40 especies nativas de los tropicos y subtrdpicos. Son arbustos o
arboles siempre verdes con ramillas tetragonas y hojas alternas u opuestas, enteras o aserradas,
coridceas. Flores pequefias dispuestas en cimas axilares. Perianto con 3-5 segmentos, con los
sépalos a veces carnosos y los pétalos mayores que los sépalos. Androceo con 3-5 estambres
mas cortos que los pétalos. Fruto indehiscente, drupaceo, oblongo-globoso, ligeramente

carnoso.21

Descripcion botanica de Cassine xylocarpa

) Sin6nimos:

Elaodendron xylocarpun (Vent.) DC
Elaodendron dioicum (Macfad.) Griseb.

Elaodendron attenuantum A. Rich.
Cassine rotundata (DC) Kuntze

Freziera dioica Macfad

Arbol jaspeado (Fig. 8), también conocido como &rbol cuchara, arbol peligroso,
coscorron, aceituno, guayarote, mate prieto, pininpinche de sabana, bois-tan. Es un arbusto
verde o arbol pequefio comunmente de 2 a 4 metros de altura y de 5 a 8§ cm de diametro. Hojas
simples, opuestas, a veces algunas alternas, de 2.5 - 10 por 1.2 — 3.3(6) cm, de obovadas a
elipticas, apice de obtuso a corto acuminado, glabras, finamente reticuladas en el envés, borde

aserrado-crenado; peciolo aplanado de hasta 1.5 cm de largo.

Inflorescencias racemosas o pequefias paniculas, de 1 - 3.5 cm de largo, axilares. Flores

blanco verdosas o amarillentas, muy pequefias y escasas en el arbol. Frutos tipo drupa, de 1.7 -
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3 por 1.5 - 2 cm, de globosos a oblongo-elipsoidales, muy duros y amarillos cuando maduros;
semillas hasta 1 cm de largo. La planta es soportada por un sistema de raiz lateral de poca
profundidad y algunas veces una raiz principal distinguible. Las raices son naranjas y rigidas.

Las flores son observadas en febrero y los frutos en mayo.

Por la forma, venacion y borde de sus hojas, se parece a otros géneros de la Familia,
como Maytenus, Wimmeria y Zinowiewia, de los primeros se diferencia por sus hojas

principalmente opuestas y del ultimo por el borde aserrado-crenado.

Las caracteristicas de las hojas de esta especie también la asemejan a otros géneros,
como Symplocos (Symplocaceae) y Symplococarpon (Theaceae), pero las hojas opuestas y las

estipulas diminutas en las ramitas permiten descartarlos a ambos.

a b

Fig. 8. Arbusto (a) yraiz (b) de C. xylocarpa Vent.
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° Informacidén taxonOmica:

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida (Dic.)
Orden: Celastrales

Familia: Celastraceae

Nombre cientifico:  Cassine xylocarpa Vent.

° Informacién de Recoleccién en El Salvador®

Determinada por: J. Linares

Informacién de recoleccion: El Salvador, Ahuachapan, San Benito, El Imposible

Elevacion: 1425 m.s.n
Coordenadas: 14.25 N 089.21W
Recolector(es): Max Sandoval
Numero de Coleccion: ISB874

Fecha de recoleccion: 25 de marzo de 1995

Clasificacion botéanica: V. Campos s.n. (ISF-153)

En El Salvador es reportada la presencia de esta especie en el Parque Nacional “El

Imposible”, Departamento de Ahuachapan. (Fig. 9)
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Fig. 9 Ubicacion geografica de Cassine xylocarpa en la region Centroamericana

(Imagen satelital reportada en el Jardin Botanico de Missouri)

2.4 METABOLITOS SECUNDARIOS EN LA FAMILIA CELASTRACEAE

Los metabolitos secundarios, juegan un papel importante en la supervivencia del

organismo en un ecosistema determinado, proporcionandole las sustancias de defensa u otros

compuestos fisiologicamente importantes, a diferencia, de los metabolitos primarios, que
constituyen la maquinaria basica para mantener la vida y son comunes a todos los seres vivos,
en el vegetal le ayudan a su desarrollo, obtencioén de energia, morfogénesis y reproduccion. La
mayoria carecen de interés farmacéutico, ejemplos de ellos lo constituyen: Azucares, Lipidos,

Proteinas, Acidos nucleicos y Aminoacidos.*

El grupo mas numeroso de metabolitos secundarios aislados de la Familia Celastraceae
sin duda son los terpenoides. Estos son un grupo de metabolitos secundarios con gran
diversidad estructural, que estan formados por la repeticion de una unidad de isopreno, que se

unen entre si, mediante una reaccion “cabeza-cola”.
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Las estructuras tipicas contienen esqueleto de carbono representados por (Cs),, y son
clasificados como: hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cjg), sesquiterpenos (Cjs), diterpenos

(Cyo), sesterterpenos (Cys), triterpenos (Csp) y tetraterpenos (Cyp). (Fig. 10).

La ruta biogenética se inicia por condensacion de dos moléculas de Acetil-CoA, dando
acetoacetil-CoA, la cual se condensa a su vez con otra molécula de Acetil-CoA originando 3-

hidroxi-3-metilglutaril-CoA.**

Los monoterpenos (Cjg), son biogenéticamente derivados de dos unidades de isopreno
que estan distribuidos en una gran variedad de sistemas vivos: plantas, microorganismos e
insectos; algunos tiene funcién especifica en el individuo productor y varios presentan
actividades biologicas de distinta naturaleza, son compuestos volatiles que forman parte de los
aceites esenciales. La p-thujona (Fig. 11), es el monoterpeno responsable del olor

caracteristico de las hojas frescas del Catha edulis Forsk “khat”.*®
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Fig. 11 Estructura de la -Thujona

Los sesquiterpenos y alcaloides sesquiterpénicos, con esqueleto basico de dihidro-f3-

agarofurano, se consideran indicadores quimiotaxondmicos de la familia Celastraceae. (Fig.

12)

Se les ha descrito una gran diversidad de propiedades como antialimentarias e
insecticidas y recientemente, como inmunosupresoras, antitumorales, inhibidoras de Ia

multirresistencia a farmacos y de la activacion del virus Epstein-Barr, asi como actividad anti-

VIH.*
OAc OAc
AcO OAc Ac(g / OAc
AcO, % £ F (OAc  AO, %z F  (OAc
OAc
0Ay/OBz
AcO,, A G I OBz
HO
OH
Triptofordin F-2 Alatusinina Euonymina
Fig. 12 Estructura de Triptofordin F-2 (sesquiterpeno agarofurdnico), Alatusinina y

Euonymina (alcaloides sesquiterpénicos)

Los diterpenos, son poco frecuentes en esta familia, se han aislado algunos metabolitos

con esqueletos de isopimarano, abietano y abietatrieno. Estos ultimos, poseen estructuras muy
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oxidadas como la triptolida (Fig. 13), un triepdxido aislado de las raices de 7. wilfordii y uno
de los responsables de la actividad antileucémica e inmunosupresora de esta planta,”’que se

comercializa en China, ademas para el control de la fertilidad.?®

Fig. 13 Estructura de la Triptolida

Los triterpenos, constituyen un grupo muy amplio de metabolitos secundarios, con
mas de 5000 compuestos descritos hasta el momento, que pueden dividirse en diferentes

familias quimicas.

Estos terpenos se forman por la uniéon de dos unidades de farnesil pirofosfato, que da
lugar al escualeno, el cual es epoxidado enantioselectivamente por la cara 3 mediante la
accién enzimatica, formandose el 385,2,3-epoxiescualeno.”® La mayoria de los esqueletos
triterpénicos, tanto tetraciclicos como pentaciclicos, derivan de la ciclacion del conférmero
silla-silla-silla-bote de este epdxido. Mediante la apertura regioselectiva del grupo epoxido y a
través de una secuencia de adiciones electrofilicas sobre los dobles enlaces presentes en la
molécula, se generan los correspondientes anillos, formandose asi el intermedio clave, el

cation dammarenilo. (Fig. 14)
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Y
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Cation friedelanilo

Fig. 14 Esquema biosintético de triterpenos
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La mayoria de los triterpenos naturales y esteroides contienen un grupo hidroxilo en el

carbono 3 que proviene del epoxido del escualeno.

Un grupo importante de triterpenos pentaciclicos se obtienen a partir del cation
dammarenilo. Estan constituidos por un esqueleto de 30 carbonos que pueden estar dispuestos
en cinco anillos de seis miembros, o bien en cuatro anillos de seis miembros y uno de cinco
como son los triterpenos con esqueleto de lupano. De esta forma los triterpenos descritos de
especies de la familia Celastraceae pertenecen a las series lupano, oleano, friedelano,

. 2
taraxeno, glutinano, ursano, dammarano y baccarano. ?

Se presentan con diferentes esqueletos con la singularidad de que algunos de ellos
presentan sistemas metilenquinénicos sobre un esqueleto de friedelano, D:A-friedo-nor-
oleano, que presentan oxidados los carbonos 2 y 3. Este grupo de metabolitos inicamente han
sido aislados de especies de la Familia Celastraceae e Hipocrataceae, denominandose a estos

. . . S o . s 30
compuestos nortriterpenometilenquinonas, considerandose un indicador quimiotaxonémico.

Este tipo de metabolitos recibieron el nombre de celastroloides®'*

(Fig. 15), término que
incluye a compuestos que poseen un agrupamiento fenolico, asi como, los dimeros y trimeros

de estos compuestos.

Pristimerina 0) 6-oxopristimerol

Fig. 15 Ejemplos de estructuras de celastroloides

Sobre las nortriterpenometilénquinonas se han descrito una gran diversidad de
actividades biologicas. Asi, por ejemplo la tingenona (Fig. 16) presenta actividad citotoxica™

y actividad antimicrobiana frente a diferentes bacterias.’® Otro triterpeno interesante es el
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acido salaspérmico (Fig. 16), que muestra actividad anti-VIH, al ser un inhibidor de Ia

: : .35
transcriptasa inversa del virus.

Tingenona Acido Salaspérmico

Fig. 16 Estructuras de Triterpenos frecuentes en celastraceas

Los friedelanos rara vez contienen una funcidén hemicetalica entre el grupo hidroxilo
del carbono 24 y la cetona sobre el carbono 3. Este tipo de compuestos, como el acido
salaspérmico y el acido orthosphénico, han sido propuestos como posibles intermedios en la

C . 36
biosintesis de las quinonas triterpénicas.

Los nor-triterpenofenoles, se diferencian estructuralmente de las metilénquinonas por
tener una quinona en el anillo A, por lo cual son ligeramente amarillos. El esqueleto basico de
los nor-triterpenometilenfenoles es el nucleo 24-nor-D:A-friedoleano aromatizado en el anillo

A y con funciones oxigenadas en los carbonos C; y Cs.

En una revisién bibliografica realizada en el afio 2000”7, se da la relacién de los 101
compuestos (50 triterpenometilénquinonas y 51 triterpenofenoles) aislados hasta ese momento,
clasificados segln el grado de conjugacion de los anillos, criterio propuesto previamente por

Gunatilaka.
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Los esteroides constituyen un grupo importante de metabolitos secundarios se originan a
partir de la ciclacién del 3S,2,3-epoxiescualeno, mediante la ciclacion de su conférmero silla-
bote-silla-bote originando el cation protosterilo, precursor de la estructura tetraciclica
caracteristica. Los esteroides incluyen un buen ntimero de compuestos de gran relevancia
quimica, bioldgica y médica, que se encuentran tanto en el reino animal como vegetal y en
muchos microorganismos. El catidon protosterilo da lugar al cicloartenol en plantas y algas o al
lanosterol en animales y hongos, originando este tltimo el colesterol que es el principal esterol
animal que forma parte de las membranas celulares y es precursor de las hormonas sexuales,
acidos biliares, vitamina D, entre otros. Un esterol ampliamente distribuido en las plantas es el
B-sitosterol’® (Fig. 17), que ha sido utilizado junto con el estigmasterol para la semisintesis de

esteroides con utilidad farmacologica.

Fig. 17 Estructura del -Sitosterol

Los glicésidos cardiotonicos son muy abundantes en las semillas y raices del género
Elaeodendrom. Los metabolitos més interesantes de este grupo son los elacodendrdsidos (Fig.
18), esteroides aislados de Elaeodendrom glaucum Pers, con una marcada actividad

cardioténica.>’
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Fig. 18 Elaeodendrdsido A

Actividades bioldgicas de los triterpenos y esteroides aislados de la Familia

Celastraceae:

En los ultimos afos, se ha incrementado el nimero de articulos cientificos sobre las
actividades biologicas de triterpenos y su potencial uso como farmacos. Asi, por ejemplo, mas
de 100 triterpenos con diferentes esqueletos han revelado ser prometedores agentes

. i 40
citostaticos.

La funcidén fisioldgica de los triterpenos en plantas es generalmente relacionada a la
defensa quimica contra agentes patdgenos y herbivoros. Debido a esto se tienen grandes
posibilidades que ellos puedan ser usados para defender el organismo frente a agentes

pat(’)genos.41

Los triterpenos, con esqueletos de friedelano son bastante abundantes en la Familia
Celastraceae, existiendo numerosos ejemplos que han mostrado una actividad significativa in
vivo frente a diferentes tipos de células cancerigenas. Asi, el acido polpundnico (Fig. 19)
aislado de Orthosphenia mexicana, presentd citotoxicidad frente a células A-549 (células de
carcinoma de pulmén) con una DEsy de 0.21 ug/mL** y su administracion (100 mg/kg)

disminuye el indice de ulcera (ILU) en un 55.6%.* El 4cido salaspérmico, aislado del extracto
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de la corteza de raiz de 7. wilfordii, mostr6 una importante actividad antivirica frente al

VIH*

COOH

Fig. 19 Estructura del Acido polpunénico

En recientes investigaciones de la corteza de raiz de Hippocratea excelsa, se aislaron dos
nuevos triterpenoides derivados del oleano y de la pristimerina, ademas los metabolitos
conocidos Tingenona y Pristimerina, los cuales resultaron ser los compuestos mas activos

. .. . . ’ . J 45
frente a Giardia intestinalis, comparandolos con el Metronidazol utilizado como control.

Otro grupo de triterpenos presentes en las celastraceas son aquellos de las series del
oleano y ursano, los cuales han mostrado un perfil farmacoldgico similar al de los retinoides y
esteroides, destacando su actividad antiinflamatoria, supresora tanto de la promocion tumoral
como de la sintesis de inmunoglobulinas, hepatoprotectora e inductora de la sintesis de
coldgeno.*® Durante la ultima década, se han publicado mas de 700 articulos cientificos sobre
las actividades bioldgicas de los triterpenos de estas dos series, lo que refleja su enorme

interés.

Asi, el acido ursolico, es un triterpeno habitual en las especies de celastraceas. Los
ensayos bioldgicos realizados para este producto, han mostrado que posee actividad
antiinflamatoria, contra artritis, diabetes y ulceras, asi como, hipolipidémica y contra la
arteriosclerosis. La citotoxicidad de este producto y varios ésteres derivados fue ensayada por
Lee y col.”’, frente a varias lineas celulares de canceres humanos. Este acido mostré actividad

frente al crecimiento celular de las leucemias linfociticas P-388 y L-1210 y frente al
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carcinoma A-549, asi como citotoxicidad frente a células tumorales de colon (HCT-8) y mama

(MCEF-7).#

Por otro lado, el acido ursolico, junto con el acido oleandlico (Fig. 20), son inhibidores
de la activacion del virus Epstein-Barr, con actividad similar a los revertidores de la
promocidn de tumores, acido retinoico y glycyrrhizina, lo que sugiere que estos acidos pueden

ser valiosos agentes quimiopreventivos.*’

Otro grupo de triterpenos frecuentes en especies de Celastraceas son los lupanos, cuyo
interés se remonta al siglo XIX, siendo compuestos pentaciclicos con 30 atomos de carbono, la
posicion C-3 contiene un grupo OH en posicidn B. Siendo la betulina, un componente de los
emplastos antisépticos.” El interés por estos metabolitos surgié en la ultima década, tras
observar que estos compuestos mostraban una prometedora actividad antiviral (en particular
anti-VIH) y antineoplasica. En particular, el 4cido betulinico se reconocié como un interesante
agente antitumoral’' y prometedor inhibidor del virus del SIDA>*. El lupeol muestra efecto
antiinflamatorio, lo que junto a su baja toxicidad hacen de esta sustancia un interesante agente
terapéutico. Ademas, tiene actividad analgésica y antipirética, con la ventaja de que no induce

ulcera gastrica.

Acido oleandlico Acido ursélico

Fig. 20 Triterpenos con esqueleto de oleano y ursano aislados de Celastraceas

A partir de estos resultados, se han llevado a cabo numerosos estudios evaluando las

actividades biolégicas y farmacoldgicas de esta clase de triterpenos.”
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Se ha demostrado que los triterpenos del lupano son efectivos in vitro como inhibidores
del o6xido nitrico y en la produccion de PGE, por los macréfagos. Estos compuestos reducen
la produccion excesiva de estos mediadores y tienen potencial para el tratamiento y

prevencion de diferentes patologias inflamatorias.>

En investigaciones recientes, se han descubierto nuevos terpenoides derivados del lupano

los cuales han mostrado actividades antimicrobianas y citotoxicas.>

Asi, el lupeol (Fig. 21) ha mostrado ser un efectivo agente citostatico, ademas de un
inhibidor de la elastasa leucocitaria humana (Clso 1.9 pM).>® Asi mismo, se ha publicado que
inhibe el crecimiento de células leucémicas humanas (HL-60) induciendo su apoptosis®’ e
inhibe selectivamente la topoisomerasa humana I1°® La administracién topica de 1-2
mg/ratén, previene la formacién y crecimiento del cancer de piel.” Por otro lado, muestra
efecto antiinflamatorio, lo que junto a su baja toxicidad hacen de esta sustancia un interesante
agente terapéutico.”’ Ademas posee actividad analgésica y antipirética, con la ventaja de que

. , I . 1
no induce ulcera géstrica.’

Lupeol Betulina Acido Betulinico

Fig. 21 Triterpenos con esqueleto de lupano frecuentes en la Familia Celastraceas

La betulina (Fig. 21) puede inhibir la ADN topoisomerasa Il a concentraciones
comparables al etoposido.”® Ademas, muestra efecto inhibidor de la activaciéon del virus
Epstein-Barr y actividad bacteriostatica frente a Escherichia coli, Shigella flexneri y

Staphylococcus aureus.®* Asi mismo, se ha publicado que presenta un efecto protector frente a
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la toxicidad del cadmio, observandose que los grupos hidroxilos sobre C-3 y C-28 y el grupo
isopropileno sobre C-19 son fundamentales para dicha actividad.”* La administracién conjunta

de la betulina con aciclovir disminuye la replicacion del virus VIH-1 y 2.%

El 4cido betulinico ha atraido la atencion en los ultimos 10 afios por su extraordinaria
actividad biologica. Asi, ademds de actividad anti -VIH, ha mostrado actividad citotdxica
frente al melanoma humano mediante induccion de apoptosis, actividad leishmanicida frente a
Leishmania amazonensis y actividad antimalarica frente a los estadios asexuales eritrociticos
del Plasmodium falciparum.®> Se han realizado ensayos in vivo que han mostrado que la
administracion del acido betulinico desminuye sustancialmente los tumores de piel inducidos
por el TPA (13-acetato-12-O-tetradecanoil-forbol) en ratones.®® Su especificidad por las
células de melanoma, lo hace ser una de las sustancias mas prometedoras frente a este tipo de

cancer.”’(Fig. 21)

La ochraceolida A (Fig. 22), es un ejemplo de lupano con un reagrupamiento y-lactona
entre C-21 y C-30, que exhibi6 actividad citotdxica frente a cultivos de células P-388 con un
valor de Clso de 0.26 pug/mL, asi como actividad inhibidora del farnesil-transferasa, FPTasa
(Clso 1.0 pg/mL), lo que demuestra su potencial como agente anticancerigeno.®® Esta actividad
se pierde cuando se reduce el carbonilo en C-3, lo que a sugiere esta posicion como sitio de
anclaje a la enzima. Este compuesto se ensayd frente a 60 lineas de células cancerigenas
humanas en el Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos (NCI) y ha sido seleccionado

para su evaluacion in vivo en varios sistemas xenograficos de raton.

O
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Fig. 22 Estructura de la Ochraceolida A
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El B-sitosterol (Fig. 17) es un esterol presente en muchas plantas superiores, sobre el se
ha publicado una extensa relacion de actividades bioldgicas.*® Asi, cabe destacar que posee
actividad antiinflamatoria y antipirética, con un efecto similar a la hidrocortisona y la
oxifenbutazona.”” Ademas, presenta un amplio margen de seguridad debido a su minimo
efecto ulcerogénico, lo que le confiere un alto valor terapéutico. Recientemente se ha descrito

como posible firmaco para el tratamiento de la hiperplasia benigna de prostata.”

2.5 ESTUDIO FITOQUIMICO

La fitoquimica comprende el estudio de los metabolitos secundarios de origen vegetal y la
metodologia que se sigue depende de los objetivos de tales estudios. Sin embargo, existen

etapas comunes, que no necesariamente ocurren al mismo tiempo.

2.5.1 Seleccion del material vegetal

La seleccidn del material depende del interés que persiga el estudio, como se detalla a

continuacion:

a) Por el interés particular: se tiene informacioén etnobotdnica de que una especie

vegetal se emplea en el tratamiento de cierta enfermedad. Se localiza la especie, se
comprueba su clasificacion botanica, se la ubica en la literatura quimica (a ella, o a
géneros y especies relacionados). Ello informa sobre los posibles constituyentes
quimicos lo que permitira planificar el fraccionamiento, la purificacidn, y las pruebas

bioldgicas tanto de los extractos como de los compuestos puros.

b) Por el interés dirigido a un tipo de compuesto quimico: por ejemplo alcaloides con
cierto esqueleto particular. Se localiza una Familia botanica, un género o una especie
que de acuerdo a la informacion bibliografica, lo contiene. Se comprueba la

presencia de alcaloides mediante pruebas quimicas en diferentes partes de la especie
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y, si es preciso, a diferentes edades de la misma. Posteriormente se procede a la

etapa de extraccion y purificacion.

c) Por el interés en una determinada actividad bioldgica: se buscan Familias, géneros o

especies citadas con esa actividad. Se recolectan cantidades pequefias (10-50 g) de
material, indiscriminadamente. Se hacen extractos alcohdlicos, hidro-alcohdlicos o
acuosos (directamente o provenientes del extracto alcoholico llevado a sequedad) y
se comprueba en ellos esa actividad. En el caso de dificultades para solubilizar el
solido en el medio bioldgico, se usa un cosolvente adecuado (uno de los mas usados
es dimetilsulféxido) a una concentracion inocua al sistema bioldgico, la cual debe

71
pre-establecerse.

2.5.2 Recoleccion

La recoleccion de la especie vegetal, debe ser realizada bajo requisitos legales y
ambientales. En El Salvador, se solicita un permiso al Ministerio de Medio Ambiente,
detallando el interés que se tiene en dicha especie, esta autorizacién demora en ser aprobada
un promedio de dos meses. La recoleccion debe llevarse a cabo con la ayuda de un botanico,
quien ademas de clasificar el material, guardard una muestra testigo para futuras

comprobaciones.

Para cada dérgano de la especie existe un momento adecuado de recoleccion. Las plantas
herbaceas son generalmente utilizadas en su totalidad, pero en el caso de plantas lefiosas es
preferible seccionarlas en sus diferentes partes botdnicas: flores, frutos, semillas, hojas,

corteza, tallo, raices, etc. Esto permitira también programar la estrategia de extraccion.”
2.5.3 Extraccion y fraccionamiento de los metabolitos de la fuente vegetal
El proceso de extraccion mas comUnmente usado en productos naturales es la

extraccion continua con el aparato Soxhlet (Fig. 23), donde el solido se coloca en el deposito

superior del aparato, dentro de un cartucho de celulosa que actia como filtro. Al calentar el
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balon, el vapor del disolvente asciende por el tubo lateral y condensa en el refrigerante
cayendo sobre el sélido que se encuentra en el cartucho. El disolvente extrae poco a poco el
solido y va llenando el depdsito superior hasta que, cuando alcanza la parte alta del tubo
lateral estrecho, cae de nuevo al matraz y el depdsito superior se vacia completamente por
efecto “sifon”. El proceso se repite automaticamente y la concentracion del compuesto

organico extraido va aumentando en el matraz hasta que la extraccion finaliza.

Los solventes para extraccion son organicos de bajo punto de ebullicion (alcohol etilico,

alcohol metilico, alcohol isobutilico, acetato de etilo, etc.) y de baja reactividad.

El alcohol etilico, es generalmente mas eficaz para recuperar la mayoria de los
metabolitos secundarios, pero a su vez, se obtiene un crudo muy complejo y su
fraccionamiento se convierte en un problema. Los extractos son evaporados a presion reducida

e ., 2
o liofilizados, en el caso de extraccion con agua.’

Fig. 23 Aparato de extraccion continua Soxhlet
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2.5.4 Separacion y aislamiento de los metabolitos secundarios

La cromatografia, es una técnica que permite la separacion de los componentes de una

mezcla debido a la influencia de dos efectos contrapuestos:

e Retencion: efecto ejercido sobre los componentes de la mezcla por una fase

estacionaria que puede ser un solido o un liquido anclado a un soporte sélido

e Desplazamiento: efecto ejercido sobre los componentes de la mezcla por una

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

La mezcla a separar, se deposita sobre la fase estacionaria y la mévil atraviesa el sistema
desplazando a los componentes de la mezcla a distinta velocidad, dependiendo de la magnitud
de sus interacciones relativas con ambas fases. La repeticion sucesiva de las operaciones
elementales de retencion y desplazamiento a lo largo del sistema cromatografico da lugar a la

. L 1T
separacion de la mezcla original.

2.5.4.1 Cromatografia en Capa Fina

La fase estacionaria (adsorbente) se encuentra depositada, formando una capa fina de
espesor uniforme (0.1 - 0.2 mm), sobre una placa de vidrio, plastico, o una lamina metalica. La
mezcla a analizar se deposita a una pequefia distancia del borde inferior de la placa y se
introduce en una cubeta que contiene la fase movil (eluyente), la cual asciende a lo largo de la
placa por capilaridad, desplazando a los componentes de la mezcla a diferentes velocidades, lo
que provoca su separacion (Fig. 24). Cuando el frente del disolvente se encuentra proximo al
extremo superior de la placa, esta se saca de la cubeta, se deja secar y se procede a la

visualizacion de las manchas.
Si el compuesto es activo a la luz ultravioleta, visualizar la placa en una lampara

Ultravioleta-Visible. Marcar con un lapiz el contorno de las manchas observadas, en caso

contrario, utilizar un agente revelador.” (Fig. 25)
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Fig. 25 (a) Cromatografia en capa fina: Camara UV-VIS, (b) Camara de revelado y (c) capa

fina revelada

2.5.4.2 Cromatografia en Columna

Es el método mas general para la separacion y purificacion de compuestos organicos,

solidos o liquidos, a escala preparativa.

La fase estacionaria (adsorbente) se deposita en el interior de una columna de vidrio que
termina en un estrechamiento con una llave, y se impregna con una fase moévil (eluyente). La
mezcla a separar se deposita sobre la parte superior de la fase estacionaria, y la fase mdvil
atraviesa el sistema. Los compuestos son disueltos en la fase mévil, van eluyendo y se recogen

en fracciones. Los menos polares, que son los que se retienen poco en el adsorbente, son los
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primeros en salir. Los polares quedan més retenidos y para su elucion generalente es necesario
incrementar la polaridad del disolvente. El tiempo necesario para eluir un compuesto de la
columna, recibe el nombre de tiempo de retencion, y es caracteristico para cada compuestos en

unas condiciones cromatograficas determinadas.’”

[l

o

SCT i

a b
Fig. 26 Cromatografia en columna a vacio (a) y Cromatografia a media presion

(Cromatografia flash) (b)

El adsorbente mas utilizado para cromatografia en columna es la gel de silice. La elucion
de la cromatografia puede realizarse por gravedad, a vacio o a media presion (Cromatografia
flash) (Fig. 26). En este ultimo caso se conecta la cabeza de la columna a un compresor de
media presion (5 -10 psi) o a una linea de aire comprimido. El tamafio de particula de la gel de
silice para cromatografia a media presion (0.040 - 0.063 mm, 230 - 400 mesh), es mas
pequeiio que el que se utiliza para cromatografia por gravedad (0.063 - 0.200 mm, 70 - 230

mesh).
La cromatografia a media presidn proporciona, mejores resultados que la cromatografia

por gravedad, debido a que emplea un tamafio de particula menor y esto produce una

r 14 /4 /4 r s 72
separacion mas eficaz, ademds de ser mucho mas rapida.
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2.5.4.3 Cromatografia en capa fina preparativa

La cromatografia preparativa, se lleva a cabo en placas de gel de silice de 1 - 2 mm de

espesor sobre un soporte de vidrio de 20 x 20 cm. Se utiliza para la separacién y aislamiento

de los componentes de mezclas en cantidades comprendidas entre 20 - 40 mg. (Fig. 27)

Para llevar a cabo una cromatografia preparativa se debe seguir el siguiente

procedimiento:

10.

Elegir la fase movil adecuada para llevar a cabo la separacion de los componentes de
la mezcla mediante cromatografia analitica en capa fina.

En la superficie del adsorbente, trazar una linea recta con un lapiz (no utilizar tinta) a
1.5 cm. del borde inferior de la placa, marcar con suavidad, sin levantar el
adsorbente.

Disolver la muestra en una pequefia cantidad de disolvente apropiado.

Utilizando una pipeta Pasteur, depositar de modo continuo la mezcla disuelta a lo
largo de la linea previamente marcada. Para ello, apoyar ligeramente la pipeta con la
disolucion sobre el adsorbente y dejar evaporar el disolvente, repetir esta operacion
hasta sembrar toda la mezcla.

Introducir la placa en posicion vertical en la cubeta, que durante la elucion, debe
permanecer tapada, para evitar la evaporacion del disolvente, y no moverse.

Cuando el frente llegue a poca distancia del borde superior de la placa (ascension por
capilaridad), abrir la cubeta, sacar la placa y dejarla secar.

Si los compuestos no son coloreados, visualizarlos a la luz UV. En algunos casos se
puede cubrir una parte de la placa y rociar con un revelador apropiado, para poder
observar los productos que no absorben luz UV.

Marcar con un lapiz, suavemente, el entorno del compuesto a aislar.

Con ayuda de una microespatula, desprender del soporte de vidrio la gel de silice
con el compuesto adsorbido y transferirlo a un embudo-filtro.

Afiadir un disolvente en el cual el compuesto a aislar sea soluble (generalmente

acetato de etilo) y extraer a vacio.
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11. Filtrar la gel de silice y eliminar el disolvente a presion reducida.

Siembra de la placa Colocacién en camara de Observacion a luz
separacion U.V.

Raspado de la placa para obtener la Colocacion de la muestra
muestra en el embudo-filtro

Fig. 27 Esquema de aislamiento de un compuesto utilizando Cromatografia en Capa fina

preparativa
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2.6 ELUCIDACION ESTRUCTURAL

Una vez que el producto es purificado, se procede a su determinacién estructural por

medio de técnicas espectroscopicas y espectrométricas.

2.6.1 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (I.R.)

Las bandas que se observan en los espectros de infrarrojo (4000 - 200 cm™), se

relacionan con el cambio de los estados vibracionales de los enlaces presentes en la molécula.

La posicion e intensidad de las bandas correspondientes a un grupo funcional, que
generalmente aparecen distribuidas en varias zonas mas o menos constantes del espectro, son
muy poco afectadas por el resto de la molécula, por lo tanto el andlisis del espectro ofrece
informacion sobre los grupos funcionales presentes en la molécula, tales como: -OH, -NH, -

CO-, etc., asi como del caracter alifatico o/y aromatico del compuesto.

La region comprendida entre 1350 y 900 cm™ representa la “huella dactilar” de la
molécula, pues las bandas de esa region corresponden a las vibraciones y rotaciones del
esqueleto carbonado y por lo tanto son muy sensibles a los diferentes arreglos moleculares,
aun para sustancias muy similares. Por esta razon esta zona debe considerarse cuidadosamente

al establecer la identidad de dos muestras por comparacion de sus espectros de IR.”

En el siguiente ejemplo, se muestra el espectro IR de un sesquiterpeno dihidro-f3-
agarofurano (V-1), aislado de aislado de Celastrus vulcanicola (Celastraceae),” observandose
las tensiones: O-H a 3474 cm'l, C-H a 2925 ecm™, COO™ a 1724 ecm™, C=C a 1277 cm™,
sobretonos aromaticos a 1635 — 1368 cm™ y debido al anillo aromatico a 712.67 cm™ (Fig.

28)
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Fig. 28 Espectro Infrarrojo del sesquiterpeno V-1

2.6.2 ESPECTROMETRIA DE MASAS (EM)

Es una técnica instrumental que contribuye a efectuar la elucidacion estructural de

sustancias utilizando una pequefia cantidad de muestra.

Un compuesto organico que se expone a una corriente de electrones de alta energia
(frecuentemente a 70 eV) se degrada en fragmentos de los cuales las especies con cargas
positivas se registran en el espectro de masas, segun la relacion masa - carga (m/z, donde z=1

generalmente).
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Un aparato de alta resolucion registra la unidad de masa del i6n molecular (Ia molécula
que pierde un solo electréon sin degradarse) hasta con cuatro o mas cifras decimales, lo cual

permite establecer la formula molecular correspondiente.

El patron de fragmentacion, es decir, el mecanismo de degradacién, es una
caracteristica de las diferentes clases de compuestos, y esto es aprovechado para la ubicacién

de ciertos grupos funcionales en entornos particulares de la molécula.”

La Fig. 29 muestra el espectro de masas del sesquiterpeno dihidro-f-agarofurano
denominado J-1, aislado de Maytenus jelskii'*, dicho espectro presentd fragmentos
correspondientes a la pérdida de metilo (M"-15, m/z 621, CH3), acido acético (M'-60, m/z 561,
C,H40,), acido cinamico (M'-148, 488 m/z, CsH;CO,H, 131 m/z, CgHsCO") y 4cido benzoico
(M"™-15-18-122, 481 m/z, C; Hg O3, 105 m/z, C;H50").
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Fig. 29 Espectro de masas del sesquiterpeno J-1
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2.6.3 ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE (UV-VIS)

La espectroscopia UV-VIS permite determinar la absorcién de luz en una muestra;
cuando la radiacion incide sobre una sustancia no toda ella se ve afectada por la misma, al
atomo o conjunto de atomos que absorben radiacién se le denominaba cromoéforo. En las
moléculas existen también atomos o grupos de atomos que no absorben radiacion, pero hacen
que se modifique alguna de las caracteristicas de la absorcioén del cromoéforo, se denominaban

a tales grupos auxocromos.

La absorcion de la energia se registra de 190 a 380 nm para la region ultravioleta y de

380 a 700 nm para la region visible.

En contraste con las técnicas RMN e IR, las sefiales en el espectro UV son muy anchas
debido a los multiples cambios de estados vibracionales y rotacionales que acompafan a las

transiciones electronicas.

Para que se observe una absorcidn maxima debe existir en la molécula un croméforo
(aquellos grupos funcionales que sin unién o conjugacién con otros grupos, muestran
absorcion electronica en la region del visible y ultravioleta), de esta manera la técnica permite
detectar la presencia de un determinado cromoforo el cual origina practicamente el mismo

patrén espectral, independientemente de la estructura total de la molécula.”
La Fig. 30 muestra el espectro UV de un sesquiterpeno (V-1), aislado de Celastrus

vulconicola (Celastraceae),”® observandose los maximos de absorbancia a 223 nm y 280 nm,

correspondientes a los grupos cromodforos benzoato y cinamato, respectivamente
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Fig. 30 Espectro UV del sesquiterpeno V-1

2.6.4 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

La RMN se basa en la absorcion de energia por cambio del espin nuclear de dtomos
sometidos a un campo magnético externo. Es el método mas importante y de mayor utilidad

para la elucidacién estructural de los productos naturales.

El andlisis del espectro de RMN ofrece evidencias bastante explicitas sobre las
caracteristicas de los nucleos que conforman una molécula dada, y los mas frecuentemente

analizados son IH, 13C, ISN, 19F, 31P, siendo los dos primeros utilizados en anélisis de rutina.

Los desplazamientos quimicos de las sefiales en RMN de 'H (0-20 ppm) y de "*C (0-
230 ppm) dan informacion acerca de la naturaleza de hidrogenos (alifaticos, aromaticos,
olefinicos, geminales y heterodtomos, etc.) y de carbonos (en dobles enlaces, aromaticos,
carbonilicos, unidos a oxigeno, etc.). Por la integracion de las sefiales y el acoplamiento espin-
espin (multiplicidad de la sefial y magnitud de la constante de acoplamiento) que se observa en
el espectro de protén, se deduce el numero de hidrégenos y el modo de distribuciéon en la

molécula; por otro lado, el numero de sefiales presenten en el espectro de carbono (registrado
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por la técnica de desacoplamiento de protones) indica el nimero de atomos de carbono

presentes en la molécula.

Las técnicas bidimensionales, entre las cuales podemos destacar los experimentos
homonucleares (H,H-COSY, NOESY, ROESY, INADEQUATE, etc.) y heteronucleares
(HSQC, HMBC, TOCSY, etc.) ofrecen informacion estructural mucho madas directa y
presentan ventajas enormes cuando se trata de esqueletos nuevos, poco relacionados a los ya

conocidos.”

Una de las ventajas de la técnica es su cardcter no destructivo, por lo que la muestra

puede recuperarse si se desea.

La RMN se puede utilizar en un amplio intervalo de aplicaciones, siendo las mas
importantes: el estudio e investigacion de productos naturales, en la sintesis orgénica, el
analisis de fluidos corporales (sangre, orina, bilis, etc.), establecimiento de interacciones
(Proteina-Ligando, Droga-ADN, etc), control de calidad de materias primas en la industria
farmacéutica, analisis de derivados del petroleo y quiza una de las aplicaciones de mayor

empleo en la actualidad es en el area de imagenes diagndsticas en medicina.”> ’®"’

2.6.4.1 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR MONODIMENSIONAL (RMN 1D)

a) Resonancia Magnética Nuclear de Proton (RMN 1H)

El experimento mas comun de Resonancia Magnética Nuclear, es el de proton
RMN 'H. El espectro que se obtiene proporciona informaciéon del tipo y el numero de
hidrégenos (por integracién) que contiene una molécula (alifaticos, aromaticos, olefinicos,
geminales y/o unidos a heteroatomos, etc.), permitiendo elucidar su estructura. El rango de

desplazamiento quimico tipico es de 0-20 ppm y las sefiales por lo general son finas. Los
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calculos de la constante de acoplamiento entre nucleos vecinos ayudan a identificar a los

hidrogenos conectados a través del esqueleto molecular. A continuacion se presenta el ejemplo

del espectro de un metabolito aislado de Maytenus chiapensis’, denominado Boscialin (nor-

isoprenoide), conocido como dihidro-B-ionano, que posee actividades biologicas interesantes,

tales como, actividad antiulcerogénica, antibacteriana, citotdxica y antiparasitaria. (Fig. 31)

Fig. 31 Espectro de RMN 'H de Boscialin (400 MHz, CDCl5)

b) Resonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN 13C)

La resonancia magnética nuclear de '°C es complementaria a la de 'H. Esta tltima
técnica se utiliza para deducir la estructura del esqueleto carbonado observando los entornos
magnéticos de los atomos de hidrégeno, mientras que la espectroscopia de RMN de “C

determina el entorno magnético de los 4tomos de carbono.
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El experimento de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN 13C), es menos
sensible que el de proton, debido a que solo el 1% de los 4tomos de carbono posee espin y,
ademés, la frecuencia de resonancia del °C, para un campo magnético dado, es la cuarta parte
de la que se da en la RMN de 'H, sin embargo, tiene un rango de desplazamiento quimico
mucho mas grande (0-200 ppm). Desacoplando el proton se pueden obtener espectros de *C
en donde cada sefial corresponde a un carbono. Da informacion acerca de la naturaleza de los

carbonos, dobles enlaces, aromaticos, carbonilicos, oxigenados, etc.

A continuacién se muestra un ejemplo de Espectro de RMN °C con desacoplamiento

proténico de banda ancha para Bescialin (100 MHz, CDCls) (Fig. 32)
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Fig. 32 Espectro de RMN "C con desacoplamiento proténico de banda ancha de
Boscialin (100 MHz, CDCls)

¢) DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer)

Proporciona un espectro monodimensional de carbono que permite conocer el numero
de protones unido a cada atomo de carbono. Este experimento permite editar las sefiales del

espectro 1D C en distintos subespectros de forma que se puedan distinguir grupos CH, CH,
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y CH;, no observandose los carbonos cuaternarios, que son aquellos carbonos que no se

encuentran unidos directamente a ningun proton. (Fig. 33)

La version mas utilizada del DEPT se denomina DEPT-135° que permite obtener

sefiales de grupos CHsy CH de fase opuesta a las de grupos CH,. Por convenio se ajusta la

fase del espectro de manera que queden hacia arriba las sefiales de grupos CHs y CH.

En la secuencia hay que resaltar que el pulso final de proton no tiene porque ser de 90°

si no un cierto angulo 6. Segun sea el valor de este dngulo en el experimento podemos

encontrar diferentes experimentos DEPT.”® (Tabla 1)

Tabla. 1 Diferentes experimentos DEPT

Angulo teta Espectro obtenido Nombre del
experimento
1350 Grupos -CH3 y -CH signo positivos y
-CH; signo negativo DEPT-135
90° Solo grupos CH DEPT-90
45° -CH3;, CH,y -CH del mismo signo. DEPT-45

La Fig. 34 muestra el espectro de RMN *C de Boscialin’, donde se distinguen cuatro

metilos, dos metilenos, cuatro metinos y cuatro carbonos cuaternarios.
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Fig. 34 Espectro de RMN "°C y experimentos DEPT para Boscialin (100 MHz, CDCl5)
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2.6.4.2 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE DOS DIMENSIONES (RMN-2D)

La espectroscopia de RMN es tan util porque existen experimentos de pulsos
cuidadosamente disefiados, que permiten obtener informacion de relevancia quimica tales
como angulos de torsidon de enlaces, distancias entre dtomos, etc. Ademas, la posibilidad de
dispersar esta informacién en un espectro con dos (o mas) dimensiones, aumenta la

informacion extraible del espectro, especialmente en moléculas de gran complejidad.

La idea basica de la espectroscopia multidimensional es registrar la sefial de RMN en
funcién de dos o mas tiempos incrementales, cada uno de estos tiempos corresponde a una
dimension en el espectro. Uno de estos tiempos, el ultimo que aparece en la secuencia del
experimento, es el tiempo de coleccion de datos (FID) que se usa en los experimentos de
RMN-1D y se denomina tiempo de adquisicion. Los demas tiempos se denominan tiempos de
evolucién. Los tiempos de un experimento se nombran por orden de aparicion en la secuencia
t, to, etc. En el caso de la espectroscopia 2D solo hay dos tiempos, el primer tiempo que
aparece (tiempo de evolucion) se llama t; y el segundo tiempo (tiempo de adquisicion) se

llama t,.

Un experimento bidimensional necesita registrar una FID muchas veces, no solamente
para mejorar la relacion sefial/ruido (S/N), sino para seguir (diseccionar) la evolucién de las
sefiales durante t;. Los datos de la dimensién de adquisicion t, se almacenan en tiempo real;
sin embargo, la evolucion en t; se construye repitiendo el experimento (la misma secuencia de
pulsos) con valores diferentes de t; (realmente con valores de t;que se incrementan de un

78
modo constante).

Clasificacion de los espectros de RMN-2D:

- Homonucleares

Son los espectros en dos dimensiones en los que la informacion se transfiere solamente

entre espines del mismo tipo.
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Por ejemplo, se pueden hacer experimentos homonucleares 1D-NOE, 2D-COSY, 2D-
TOCSY, 2D INADEQUATE, 2D-NOESY o 2D-ROESY para un determinado nucleo como
4, 13C, °F, 0 3'p.8

a) 2D COSY (COrrelation SpectroscopY)

Fue el primer experimento de RMN-2D propuesto por el fisico belga Jean Jeener en el

afio 1971. Es uno de los mas simples y utiles experimentos bidimensionales.

El experimento COSY sirve para correlacionar parejas de protones acoplados a 3
enlaces vecinalmente (tipicamente para valores de “Juy 3-15 Hz). El espectro 2D COSY
contiene picos diagonales y picos de cruce (fuera de la diagonal). Los picos de la diagonal
corresponden al espectro de 1H monodimensional. Los picos de cruce son correlaciones a
través del acoplamiento escalar (2 y 3 enlaces) entre una pareja de protones de la diagonal.

Estos picos aparecen en posiciones simétricas respecto de la diagonal. (Fig. 35)

En el experimento COSY del ejemplo se obtiene sefiales de correlacion: H (rojo) con H
(azul) y H (rojo) con H (rosa) intensas, mientras que sera muy pequefia o no deberd verse la
sefial de correlacién H (azul) con H (rosa) por ser la constante de acoplamiento H-H a cuatro
enlaces muy pequeiia (Fig. 36).”* En la Fig. 37, se observa el espectro COSY y las respectivas

correlaciones para el Boscialin.’

0
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Fig. 35 Representacion de protones acoplados
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b) 2D TOCSY (TOtal Correlation SpectroscopY)

Este experimento es capaz de correlacionar todos los espines de una red de
acoplamientos o sistema de espines acoplados. Los picos de cruce pueden ser no solamente
entre nucleos acoplados directamente con una J medible, si no también entre ntcleos que
pertenezcan al mismo sistema de espines, aunque su J mutua sea cero. Este experimento es
complementario del experimento COSY en el que solo se obtienen correlaciones con los

espines acoplados con J distinta de cero. (Fig. 38)

El espectro TOCSY contiene picos diagonales y picos de cruce simétricos. Todos los
picos de cruce aparecen en fase y del mismo signo que los picos diagonales, en caso contrario

se trataria de artefactos.

(@
oo ®
/ 1H
5 o ® o
) @ @ (Hd @ o o

/\/§’) T 1H
Fig. 38 Espectro TOCSY de una molécula

En macromoléculas existe el riesgo de que aparezcan artefactos debido a la presencia
de relajacion cruzada (ROESY). Estos picos de artefacto son solo reconocibles porque
aparecen con distinto signo de los picos diagonales. Este experimento revoluciond la
asignacion de sefiales en biomoléculas, especialmente el estudio de los carbohidratos

(monosacaridos, disacaridos, etc.).
Cualquier conjunto de protones en una cadena de acoplamientos J que no este

interrumpida por una constante de acoplamiento muy pequefia (<3 Hz) o por un heterodtomo,

puede dar lugar a picos de cruce en el experimento TOCSY.”
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La Fig. 39 muestra una ampliacion del espectro 2D-TOCSY del 12,14-di--
9

butilbenzo[g]criseno’
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Fig. 39 Ampliacion del espectro 2D-TOCSY del 12,14-di-#-butilbenzo[g]criseno

¢) 2D-INADEQUATE (Insensitive Natural Abundance DoublE QUAntum

Transfer Experiment)

Este experimento permite realizar la conectividad carbono-carbono a través de los
acoplamientos BC - C a un enlace. Para muestras en abundancia natural de °C (1%), la
probabilidad de que existan dos carbonos contiguos en la molécula es muy pequeia
(0.01*0.01 = 10™) por lo que el experimento es muy insensible y requiere mucho tiempo de

acumulacidn y utilizar una concentraciéon de muestra elevada (100 - 500mg).
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En este experimento 2D aparecen las correlaciones habituales del espectro de '*C a lo
largo del eje horizontal, mientras que el eje vertical es un eje de frecuencias de doble cuanto
(DQ) que corresponde a la suma de los desplazamientos quimicos de dos carbonos acoplados a
1 enlace. Cuando una pareja de picos aparece a la misma frecuencia en la dimensién DQ

significa que estan acoplados.

La figura 40, indica cual es el procedimiento para analizar la conectividad de los

distintos carbonos utilizando este experimento.

El espectro tiene simetria respecto de la diagonal, lo que ayuda a establecer la

conectividad incluso si una de las parejas de picos es demasiado débil para ser observada.

Las flechas del espectro indican la asignacién del esqueleto de carbono.”

ppm 629 360 203 152

+

=T T
ppm 629 360 203 152

Fig. 40 Simulacion de un espectro INADEQUATE
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d) 2D NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy)

Este experimento bidimensional sirve para determinar la estructura espacial de
moléculas en disolucion. Proporciona una correlacidon entre cada pareja de protones de la

molécula que estan proximos en el espacio (acoplamiento bipolar). Fig. 41

NOE
L@@, /
% !
g, ST 4

Fig. 41 Representacion de protones de una molécula

Un analisis cuantitativo de las intensidades de las sefiales permite determinar la

distancia entre ellos.

O Ho
e | | S
Ha” W H (ppm)
o--@Ha O
He’ f
Hb @O o
2
'H (ppm)

Fig. 42 Esquema de un experimento 2D-NOESY (a la derecha) para una molécula

representada a la izquierda en la figura

Los picos de la diagonal son los picos correspondientes al espectro de proton (picos
Ha, Hb y Hc en color naranja.( Fig. 42) Ademads de estos picos, pueden aparecer otros picos
fuera de la diagonal que se denominan picos de cruce (en amarillo). Para un pico de cruce se

puede encontrar su correspondiente pareja de protones en la diagonal (si se mueve en el eje
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vertical y en el horizontal). En principio un pico de cruce puede aparecer en el espectro
cuando los dos protones correlacionados estén situados en la molécula a una distancia menor
de aproximadamente 4.5 A°. Por otro lado, la intensidad del pico de cruce en principio ha de
ser tanto mayor cuanto mas cerca estén los dos protones en la molécula (depende de la

. . -6
distancia como1").

Los picos de cruce del experimento aparecen en fase y pueden ser de distinto signo

(moléculas pequefias) o del mismo signo (macromoléculas) que los picos diag,onales.78

La Fig. 43 muestra el espectro NOESY para Boscialin, sefialandose las correlaciones

'H-'H (en el espacio).’
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Fig. 43 Experimento NOESY para Boscialin
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Heteronucleares

Son los espectros en dos dimensiones en la que los espines que transfieren la
informacion durante los periodos de evolucion, mezcla y/o adquisicion entre distinto tipo de

nucleo, por ejemplo: 2D-HMQC, 2D-HMBC y 2D-HSQC.”®
a) HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation)

Es un experimento 2D que sirve para asignar sefiales del esqueleto de una molécula
organica. Los picos que se observan en este experimento son correlaciones entre un proton y
un heterontcleo (por ejemplo, B¢, o N) situado a una distancia de 2 o 3 enlaces. En
ocasiones se puede llegar a observar correlaciones hasta 4 enlaces. En este experimento no se

observan los acoplamientos directos 'H - "°C (a un enlace). Fig. 44

W ()

1

Fig. 44 Representacion de las correlaciones 'H - "°C a dos y tres enlaces

Este experimento permite establecer correlaciones con carbonos cuaternarios que
tengan un proton a dos o tres enlaces con mucha mejor sensibilidad que en el espectro
monodimensional de "*C, por tanto, puede ser una alternativa para detectarlos cuando la

cantidad de muestra es escasa.

La asignacion completa de las sefiales de 'H y '°C de un compuesto a menudo puede
determinarse mediante la informacién del experimento HMQC (o HSQC) que da la
conectividad heterontcleo-protébn a un enlace, junto con la informacion obtenida del

experimento HMBC que proporciona la conectividad a varios enlaces.”® La Fig. 45, muestra el
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espectro HMBC para el Boscialin, donde se observan por ejemplo, las correlaciones a dos

enlaces del H, con el Cs; H4 con el Cs y a tres enlaces del Hg con el Cyy.

10 111213
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Fig. 45 Experimento HMBC (‘H — °C) del Boscialin
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b) 2D HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation)

Este experimento proporciona correlaciones a través de acoplamiento escalar a un

enlace entre un protén y el heteronucleo al que esta directamente unido.

. . , 1 13 1 15
Puede aplicarse para obtener correlaciones con heteronucleos como H/°C, H/ N,

"HAP, ete.

Para el nucleo X= "C, el experimento HMQC 'H/"C es el método de uso en la
acutalidad para moléculas organicas pequefias. En macromoléculas se usa el experimento
HSQC. Ambos experimentos HMQC y HSQC (Heteronuclear Single-Quantum Correlation)
proporcionan la misma informacién y ambos se basan en la deteccion exclusiva de los
protones que estan unidos al heterontucleo. Cuando el nicleo es °C, la secuencia debe

“climinar el 99% de los protones que estan unidos a '*C (filtro isot6pico)”.

La asignaciéon completa de las sefiales de 'H y "°C de un compuesto a menudo puede
determinarse mediante la informacion del experimento HMQC (o HSQC) que da la
conectividad heteronucleo-proton a un enlace, junto con la informacion obtenida del
experimento HMBC que proporciona la conectividad a varios enlaces. La ventaja de esta
técnica es que necesita una menor cantidad de muestra, ya que la correlacion C-H se establece

a través del hidrogeno.”™
En la Fig. 46 muestra el espectro HSQC para el Boscialin, donde se observan las

- 1 13 . .
correlaciones H — “C, cada protdén con su respectivo carbono, exceptuando los carbonos

. 13
cuaternarios que no aparecen en el espectro de “C.
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Fig. 46 Espectro HSQC del (‘"H — '°C) para Boscialin
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2.6.5 DICROISMO CIRCULAR

Es un método espectroscdpico en el que se irradia un rayo de luz polarizado sobre un
plano formado por dos componentes polarizados circularmente, uno a la derecha y el otro a la
izquierda. Estos componentes estan en fase y son de la misma amplitud. Al pasar por un medio
opticamente activo, cada componente interactia de manera diferente con los centros quirales
de las moléculas presentes. La interaccion de la radiacién con la muestra induce un
desfasamiento y un cambio de magnitud diferenciales en ambos componentes circularmente
polarizados de la luz, y estos fenomenos provocan una rotacion del plano de polarizacion en

un dngulo a y la distorsion de este plano genera una elipse.

La rotacién del plano y la diferente absorcion de los componentes circularmente
polarizados (dicroismo circular) varian de acuerdo con la longitud de onda, pudiéndose
obtener espectros de estos fendmenos, esto es, graficas de la rotacion o elipticidad contra la
longitud de onda. Los espectros de dicroismo circular se obtienen generalmente en las
regiones del ultravioleta cercano (250 a 350 nm) y lejano (180 a 250 nm) de la radiacion
electromagnética. Los compuestos quirales que tienen un cromdforo que absorbe en el UV
pueden dar curvas andmalas que se correlaciona con la estereoquimica de la molécula. Ello se
conoce como Efecto Cotton, el cual tiene una aplicacidon importante para la determinacion de
la configuracién y conformacién del centro quiral en compuestos ciclicos cetonicos mediante

la conocida regla del octante.”

La Fig. 47 muestra la determinacién de la configuracién absoluta del Sesquiterpeno

S-1, aislado de Crossopetalum uragoga’, empleando la técnica del dicroismo circular.
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Fig. 47 Dicroismo circular de S-1 (1R, 28, 4S5, 55, 6R, 7R, 95, 105)-1,2,6,9,15-pentaacetoxi-4-

hidroxi-8-oxodihidro-B-agarofurano

2.6.6 DIFRACCION DE RAYOS X

El andlisis cristalografico por rayos X es el medio mds directo para determinar las
estructuras, incluyendo la configuracion absoluta. Aunque esta técnica, se usa con cierta
frecuencia, debido a la comercializacién de los aparatos automatizados, su aplicacion en el
area de los productos naturales es todavia limitada por cuanto es condicion indispensable

disponer de cristales perfectos de compuestos puros.

La interacciéon de los rayos X con los cristales demostré que eran radiacion
electromagnética de longitud de onda del orden de 10 metros y que la estructura interna de

los cristales era discreta y periddica, en redes tridimensionales, con separaciones de ese orden.
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Esto hizo que, ya desde el siglo pasado, la Cristalografia se convirtiera en un aspecto basico de
muchas ramas cientificas y en especial de la Fisica y Quimica de la materia condensada, de la

Biologia y de la Biomedicina.

Los rayos X que mas interesan en el campo de la Cristalografia de rayos X, son
aquellos que disponen de una longitud de onda préxima a 1 Angstrom (los denominados
RAYOS X "duros" en el esquema superior) y corresponden a una frecuencia de
aproximadamente 3 millones de THz (Tera-Hertzios) y a una energia de 12.4 keV (kilo-
electrén-voltios), que a su vez equivaldria a una temperatura de unos 144 millones de grados.
Estos rayos X se producen en los laboratorios de Cristalografia o en las llamadas grandes

. . . , 80
instalaciones de sincrotron.

La Fig. 48 muestra la estructura obtenida por difraccion de Rayos X, del acido D:A-
friedoolean-24-al-3-en-2-on-29-oico (Cangoronina), aislado del extracto metanolico de la

raiz de Maytenus ilicifolia.*'

Fig. 48 Difractograma de Rayos X del acido D:A-friedoolean-24-al-3-en-2-on-29-oico

(Cangoronina)
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l 3. PARTE EXPERIMENTAL ”

31 EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO DE LOS METABOLITOS
SECUNDARIOS AISLADOS DE LAS HOJAS DE Maytenus segoviarum

Las hojas de Maytenus segoviarum se recolectaron en la zona protegida del Rio

El Sapo, Municipio de Arambala, Departamento de Morazan, el 9 de octubre de 2004.

Se procedi6 a continuacién al proceso de secado y luego al molido de la hoja,

obteniéndose un peso de 4.63 Kg.

Los 4.63 Kg de hojas, finamente divididas, de Maytenus segoviarum (Celastraceae),
fueron extraidas a reflujo con diclorometano en un Soxhlet, durante 5 dias, obteniéndose tras

evaporacion del disolvente en un rotaevaporador, 191.62 g de extracto diclorometanico.

El extracto fue fraccionado mediante cromatografia liquida de vacio sobre gel de silice,
utilizando como sistema de eleccidon inicialmente n-hexano, y luego mezclas de n-hexano-
acetato de etilo en gradiente de polaridad creciente, hasta llegar a acetato de etilo puro.
Finalmente la columna se lavo con metanol. Asi fueron recogidas siete fracciones de
aproximadamente dos litros cada una, que fueron reunidas de acuerdo a la similitud presentada

en cromatografia en capa fina.
Las fracciones fueron sometidas a sucesivas cromatografias sobre gel de silice en

columnas y placas preparativas usando como eluyentes mezclas de n-hexano, acetona, acetato

de etilo, diclorometano, éter dietilico, cloroformo, metanol, tolueno y benceno.
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3.2 EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO DE LOS METABOLITOS
SECUNDARIOS AISALDOS DE LAS RAMAS DE Maytenus segoviarum

Las ramas de Maytenus segoviarum se recolectaron en la zona protegida del Rio

El Sapo, Municipio de Arambala, Departamento de Morazan, el 9 de octubre de 2004.

Se procedio a continuacidon al proceso de secado y luego al molido de las ramas,

obteniéndose un peso de 650.0 g.

Los 650.0 g de ramas, finamente divididos de Maytenus segoviarum (Celastraceae),
fueron extraidos a reflujo con etanol en un Soxhlet, durante 4 dias, obteniéndose tras
evaporacion del disolvente 79.0 g de extracto etandlico, una vez separado el disolvente por
medio del rotaecvaporador, fue suspendido en agua y extraido con diclorometano, luego de una

posterior evaporacion del disolvente se obtuvieron 7.5 g de extracto diclorometanico.

El extracto fue fraccionado mediante cromatografia liquida de vacio sobre gel de silice,
utilizando como sistema de eleccién inicialmente n-hexano, y luego mezclas de
n-hexano-acetato de etilo en gradiente de polaridad creciente, hasta llegar a acetato de etilo
puro. Finalmente la columna se lavo con metanol. Asi fueron recogidas 33 fracciones de
aproximadamente 300 mL cada una, que fueron reunidas de acuerdo a la similitud presentada

en cromatografia de capa fina.
Las fracciones fueron sometidas a sucesivas cromatografias sobre gel de silice en

columnas y placas preparativas usando como eluyentes mezclas de n-hexano, acetona, acetato

de etilo, diclorometano, éter dietilico, cloroformo, metanol, tolueno y benceno.
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33 EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO DE LOS METABOLITOS
SECUNDARIOS AISLADOS DE LAS RAICES DE Cassine xylocarpa

Las raices de Cassine xylocarpa se recolectaron en el Parque Nacional “El Imposible”,
localizado en el Municipio de San Francisco Menéndez, Departamento de Ahuachapan, en

mayo de 2004.

Se procedio al secado de la raiz, posteriormente se separd la corteza y se molio,

obteniéndose 985 g de polvo.

Los 985 g de corteza de raiz de Cassine xylocarpa (Celastraceae), fueron extraidos a
reflujo con una mezcla de solventes n-hexano/éter etilico 1:1 en un Soxhlet, durante 4 dias,

obteniéndose tras evaporacion del disolvente en un rotaevaporador, 58.4 g de extracto.

El extracto fue fraccionado mediante cromatografia liquida de vacio sobre gel de silice,
utilizando como sistema de eleccidon inicialmente diclorometano, y luego mezclas de
diclorometano-acetona en gradiente de polaridad creciente, hasta llegar a acetona pura.
Finalmente la columna se lavo con metanol. Asi fueron recogidas dieciséis fracciones de
aproximadamente un litro cada una, que fueron reunidas de acuerdo a la similitud presentada

en cromatografia en capa fina.

Las fracciones fueron sometidas a sucesivas cromatografias en columna sephadex
LH-20 (n-hexano:CHCIl;:MeOH) (2:2:1), cromatografia sobre gel de silice en columna y
placas preparativas usando como eluyentes mezclas de n-hexano, acetona, acetato de etilo,

diclorometano, éter dietilico, cloroformo, metanol, tolueno y benceno.
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3.4 TECNICAS ESPECTROSCOPICAS EMPLEADAS

3.4.1 Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de RMN 'H, '*C, DEPT y experimentos bidimensionales se realizaron en
los espectrometros Bruker Avance 300 (300 MHz para 'H y 75 MHz para "°C) y Bruker
Avance 400 (400 MHz para 'H y 100 MHz para "°C). Los productos se disolvieron en
cloroformo deuterado (CDCls). Se utilizdo como referencia interna el tetrametilsilano (TMS).
Los valores de desplazamiento quimico (8) se expresan en ppm Yy las constantes de
acoplamiento (J) en Hz. En los experimentos de RMN 'H, la multiplicidad de las sefiales se
indica por las abreviaturas: (s) singulete, (d) doblete y (m) multiplete y en los experimentos de

RMN "*C: (c) CH3, (t) CHa, (d) CHy (s) C.

3.4.2 Experimentos Bidimensionales

Los experimentos bidimensionales se realizaron con los programas COSY, HSQC,

HMBC y ROESY, suministrados por la casa Bruker.
3.4.3 Espectroscopia Infrarroja (IR)
Los espectros de infrarrojo fueron realizados con los productos puros en disolucion de

cloroformo seco, formado una pelicula sobre pastillas de NaCl de 0.2 mm de espesor. Se uso

el espectrofotometro Bruker IFS 55 (FTIR), los valores de v se expresan en cm™.

3.4.4 Espectroscopia Ultravioleta (UV)
Los espectros de ultravioleta se efectuaron con el producto disuelto en etanol, en una

celda de cuarzo de 1 mL de volumen con un paso de luz de 10 mm. Se utiliz6 el aparato Jasco

V-560. Los valores de la longitud de onda (1) de la muestra se expresan en nm.
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3.4.5 Rotacién Optica ([a]p)

La determinacidn del valor de la actividad Optica se realizé con el polarimetro Perkin
Elmer 343, usando la linea D del sodio a 20°C. Para la realizacion de la medida el producto se
disolvia en cloroformo seco, en una célula de 1 mL de volumen y 1 dm de paso de luz. La

concentracion esta expresada en gramos por 100 mL de disolucidn.

3.4.6 Espectrometria de masas de baja resolucion (EM)

La realizacion de los espectros de masas de baja resolucidon se llevaron a cabo en
espectrometro Hewlett Packard 5995, VG Micromass AZ B-2F y/o Espire 3000 Bruker. Los
métodos de ionizacion empleados son impacto electronico (IE) empleando potenciales de

ionizacion de 70 eV, bombardeo con atomos rapidos (FAB) y electrospray (ESI)
3.4.7 Espectrometria de masas de alta resolucion (EMAR)
La determinacion de las formulas moleculares, de fragmentos y/o iones moleculares, se

realizo en el espectrometro VG Micromass ZAB-2F (a poteciales de ionizaciéon de 15-70 eV),

y Fisons Intruments VG Autospec.
3.5 TECNICAS CROMATOGRAFICAS
3.5.1 Cromatografia en capa fina (CCF)

Las cromatografias en capa fina se realizaron sobre cromatofolios (20 x 20 cm) de gel
de silice tipo G, de 0.25 mm de espesor, con indicador de fluorescencia a 254 nm, de la
empresa Macherey-Nagel Sil G/UV,s4. La deteccion de los productos sobre las placas se

realizo por fluorescencia con luz ultravioleta a 254 y/o 360 nm, o bien aspersando Oleum

(disoluciéon de H,SO4:CH3;COOH:H,0, 1:20:4) y posterior calentamiento a 120°C.
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3.5.2 Cromatografia preparativa en capa fina (CCFP)

Se utilizaron placa (20 x 20 cm) de 1 mm de espesor de gel de silice tipo G, con
indicador de fluoresceina a 254 nm, de la empresa Macherey-Nagel SIL G-100 UV;s4. La
cantidad de muestra a sembrar en estas placas es de unos 30 mg, usandose para la elucién

diferentes mezclas de disolventes.

La deteccion de los productos sobre las placas se realizo por fluorescencia con luz
ultravioleta a 254 y/o 360 nm, o bien aspersando 6leum sobre el borde, después de proteger
convenientemente el resto de loa placa con una lamina de vidrio y posterior calentamiento de

la zona tratada con una pistola de calor.

3.5.3 Cromatografia en columna (CC)

En la realizacién de columnas cromatograficas (secas y huimedas) se empleo gel de
silice fina, de 0.063-0.200 nm de didmetro, de la empresa Macherey-Nagel. Las columnas
secas se montaron aplicando vacio a la columna mientras se carga lentamente con gel de silice.
La mezcla a resolver se coloco en la parte superior de la columna absorbida en gel de silice
gruesa, de 0.2-0.5 nm de didmetro, de la empresa Merck. Las columnas himedas se montaron
con gel suspendido en un disolvente, con posterior compactacién por presion, colando la

muestra a resolver disuelta en la minima cantidad de disolvente.

3.5.4 Cromatografia de exclusion molecular

Se uso como soporte Sephadex LH-20, suministrado por la empresa Sigma, y que
requiere una previa estabilizacion del polimero en suspensidon con metanol (4.1 mL/g), durante
al menos doce horas. A continuacidn, se vierte en la columna y se deja reposar durante una
hora, aproximadamente. Esta columna se estabiliza, posteriormente en la mezcla que se va a
usar como eluyente, para lo cual se eluye tres veces la cantidad correspondiente al volumen
muerto. El eluyente que en general se utiliza es n-hexano:cloroformo:metanol (2:1:1). La

muestra a cromatografiar, tras ser filtrada, se coloco en la cabeza de la columna disuelta en
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una cantidad de eluyente no superior al 5% del volumen muerto de la columna. La columna
puede ser reutilizada tras ser lavada con metanol y estabilizada con el eluyente que se va a

utilizar.

3.6 PROGRAMAS INFORMATICOS:

Para los calculos de mecanica molecular se utilizé el PC Model 7.0, en la simulacion de
espectros de RMN 'H y "°C hemos empleado el ACD/Labs, para el procesamiento y el andlisis
de los espectros de RMN el MestREC y en la representacion de las moléculas el ChemDraw

Ultra 8.0
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| 4. RESULTADOS Y DISCUSION !

41 AISLAMIENTO Y ELUCIDACION DE LOS METABOLITOS
SECUNDARIOS DE LAS HOJAS DE Maytenus segoviarum

El Extracto diclorometénico de las hojas de Maytenus segoviarum rindié un 4.1% y
después de sucesivas cromatografias, se aislaron cinco productos conocidos en la literatura

quimica (Fig. 49): epifriedelanol, friedelina, a-amirina, lupeol y B-sitosterol. (Esquema 1)

Epifriedelanol Friedelina o-Amirina

Lupeol B-Sitosterol

Fig. 49 Estructuras de los metabolitos secundarios aislados de las hojas de

Maytenus segoviarum

El esquema 1 representa el proceso de extraccion, fraccionamiento y aislamiento de los

metabolitos secundarios presentes en las hojas de Maytenus segoviarum
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Maytenus
segoviarum
Hojas (4.63 kg)

Extraccion Soxhlet
Diclorometano

Extracto Diclorometanico
191.62 g

I. Cromatografia liquida a vacio con I1. Reunidn de fracciones por
gradiente de n-hexano/acetato de etilo similitud en CCF

Fracciones 1-2 Fracciones 3-6 Fraccidon 7

CC, CCF, CCFP, utilizando como eluyentes
mezclas de n-hexano,
ACOEt, CH2C12, Etzo, etc

Friedelanos: epifriedelanol y friedelina,
Ursano: a—amirina
Lupano: lupeol
Miscelaneo: 3-sitosterol

Esquema 1. Separacion de los metabolitos secundarios de las hojas de Maytenus segoviarum

Los productos fueron elucidados, por medio de su comparacidon con datos de espectros

de RMN-'H reportados en articulos cientificos.

A continuacién se muestran los espectros de RMN 'H de los distintos metabolitos

secundarios aislados.
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4.1.1 Espectro de RMN 'H del epifriedelanol (400 MHz, CDCl3)

1.150 1.100 1.050 1.000 0.950 0.900 0.850 0.800
ppm (t1)

b

J L

6.0 5.0 4.0 3.0 2.0
ppm (1)

[
1.0

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz): &: 3.73 (1H, dd, J = 2.4, 4.8 Hz, H-3), 1.17 (3H, s, H-28), 1.00
(3H, s, H-27), 0.99 (3H, s, H-30), 0.988 (3H, s, H-26), 0.96 (3H, s, H-24), 0.94 (3H, d,

J=6Hz, H-23), 0.92 (3H, s, H-29), 0.86 (3H, s, H-25).*
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4.1.2 Espectro de RMN 'H de la Friedelina (400 MHz, CDCl3)

26, 30

25

27
28 29 2

23

e e N s e e s s e s e e s e
1.40 1.30 120 1.10 1.00 0.90 0.80 0.70 0.60
ppm (t1)

5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
ppm (t1)

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz): §: 2.37 (1H, m, H-2), 1.97 (1H, m, H-1), 1.55 (1H, s, H-18),
1.18 (3H, s, H-28), 1.05 (3H, s, H-27), 1.0 (3H, s, H-26, 30), 0.95 (3H, s, H-29), 0.89 (3H, s,
H-23), 0.87 (3H, s, H-25), 0.72 (3H, s, H-24)¥
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4.1.3 Espectro de RMN 'H de 1a a-Amirina (400 MHz, CDCl5)

24 29
25 28

[ulioh

RMN 'H (CDCls, 300 MHz): &: 5.29 (1H, t, J = 6 Hz, H-12), 3.22 (1H, dd, J,. = 3.3 Hz,
Jua = 15.6 Hz, H-3), 1.25 (3H, s, H-27), 1.2 (3H, s, H-26), 1.14 (3H, s, H-23), 1.0 (3H, s, H-
25), 0.96 (3H, s, H-24), 0.94 (3H, s, H-28), 0.80 (6H, d, J = 6 Hz, H-29, H-30)** %
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4.1.4 Espectro de RMN "H del Lupeol (400 MHz, CDCl;)

26 27
23 25 24
28
T L B e e L A e e L A
1.050 1.000 0.950 0.900 0.850 0.800 0.750 0.700
ppm (t1) 30
29a 29b
R R
4750 4700 4650 1600
(C)
29a 2%
JL S
L T T T T T T L T T
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

RMN 'H (CDCl3, 400 MHz): o: 4.69 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-29a), 4.57 (1H, sext, J = 1.2 Hz,
H-29b), 3.18 (1H, dd, J = 5.1, 10.8 Hz, H-3), 2.39 (1H, m, H-19), 1.69 (3H, s, H-30), 1.04
(3H, s, H-26), 0.97 (3H, s, H-27), 0.95 (3H, s, H-23), 0.84 (3H, s, H-25), 0.79 (3H, s, H-28),
0.77 (3H, s, H-24)*%
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4.1.5 Espectro de RMN 'H del B-Sitosterol (400 MHz, CDCl5)

\\\\

HO p

-

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): §: 5.35 (1H, d, J = 6 Hz, H-6), 3.41 (1H, m, H-3), 0.59-2.34 (48

H, m).*

76



42 AISLAMIENTO Y ELUCIDACION DE LOS METABOLITOS
SECUNDARIOS DE LAS RAMAS DE Maytenus segoviarum

El extracto etandlico de las ramas de Maytenus segoviarum obtuvimos un rendimiento

de 12.2% y del extracto diclorometanico 9.5%.

Después de sucesivas cromatografias, del extracto diclorometdnico de las ramas de
Maytenus segoviarum se aislaron seis productos conocidos (Fig. 50) en la literatura quimica:
lupeol (Pag. 75), 6B-hidroxi-lupan-3-ona, euonymina, 4-hidroxi-7-epichuchuhuanina E-V, 2-

deacetilevonina y forrestina.

“,
2
2
Z

OH

Lupeol 6B-hidroxi-lupan-3-ona

4-Hidroxi-7-epichuchuhuanina E-V 2-deacetil-evonina Forrestina

Fig. 50 Estructuras de los metabolitos secundarios aislados de las ramas de

Maytenus segoviarum
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El esquema 2 representa el proceso de extraccion, fraccionamiento y aislamiento de los

metabolitos secundarios presentes en las ramas de Maytenus segoviarum

Extracto acuoso

Maytenus segoviarum
Ramas (650 g)

Extraccidon Soxhlet
EtOH 95 %

Extracto etanolico
(79.0 g)

Particion liquido-liquido
H,0/CH,Cl,

Extracto diclorometanico

(7.5¢)
I. Cromatografia liquida a II. Reunién de las
vacio con gradiente de fracciones por
n-hexano/acetato de etilo similitud en CCF

Fracciones
1-6

Fracciones Fracciones Fracciones
7-16 17-20 21-33

CC, CCF, placas preparativas en
silica gel, utilizando como eluyentes
mezclas de n-hexano, AcOEt, CH,Cl,,
alcohol isopropilico, Et,0, etc.

Lupanos: lupeol y 6f-hidroxi-lupan-3-ona.
Alcaloides sesquiterpénicos: euonymina,4-hidroxi-7-
epichuchuhuanina E-V, 2-deacetilevonina y forrestina.

Esquema 2. Separacion de los metabolitos secundarios de las ramas de Maytenus segoviarum
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Los productos fueron elucidados, por medio de su comparacion con datos de espectros

de RMN 'H reportados en articulos cientificos de la especialidad.

A continuacién se muestran los espectros de RMN 'H de los distintos metabolitos

secundarios aislados.

4.2.1 Espectro de RMN 'H de la 6B-hidroxi-lupan-3-ona (400 MHz, CDCl;)

22

I—— I—— I—— I—— I—— I—— I—— I
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm (1)

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) § 4.63 (1H, s, H-29a), 4.57 (1H, s, H-29b), 4.47 (1H, s, H-6),
2.79 (1H, tdd, J = 5.4, 6.6, 14.1 Hz, H-2b), 2.40 (1H, ddd, J = 5.7, 11.1 Hz, H-19), 2.32 ( 1H,
dt, J=1.8, 15 Hz, H-2a), 1.92 (1H, m, H-22), 1.68 (3H, s, H-30), 1.42, 1.41 (9H, s, H-23,
H-25, H-26), 1.14 (3H, s, H-24), 0.91 (3H, s, H-27), 0.80 (3H, s, H-28).%
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4.2.2 Espectro de RMN "Hdela Euonymina (400 MHz, CDCl;)

3
1

i 2 f . 12A
. . | 2 |s|  15a

’ - | | ,

V LH W
_L _-rl_-. _I -f_ J‘ ._’—l’ | d ] - |
;Il | Pt 'I J -
e e e L U e 4 o/
D;m 1 '-rrla!v—v o 4 w-;"—r' T 1—1—ré'|-'—'— T '—v—;l e -rT BB i

6x OAc

14

U-l

— A

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) § 8.69 (1H, dd, J = 1.5, 4.9 Hz, H-6'), 8.06 (1H, dd, J = 1.6, 7.8
Hz, H-4"), 7.24 (1H, dd, J = 4.6, 7.6 Hz, H-5"), 7.02 (1H, s, H-6), 5.95 (1H, dap, J = 11.7 Hz,
H-12B), 5.54 (1H, d, J = 3.9 Hz, H-1), 5.52 (1H, dd, J = 4.0, 6.0 Hz, H-8), 5.34 (1H, d,
J=6.2,H-9), 523 (1H, t, J= 2.5 Hz, H-2), 5.12 (1H, dap, J = 13.6 Hz, H-15A), 4.72 (1H, d,
J =122 Hz, H-3), 4.65 (1H, ¢, J = 6.5 Hz, H-7'), 4.50 (1H, d, J = 5.5 Hz, OH-4), 4.45 (1H, s,
H-15B), 3.68 (1H, dap, J = 11.5 Hz, H-12A), 2.52 (1H, ¢, J = 7.0 Hz, H-8'), 2.34 (1H, d,
J = 4.0 Hz, H-7), 2.32 (3H, s, OAc-15), 2.21 (3H, s, OAc-6), 2.15 (6H, s, OAc-8, OAc-2),
2.00 (3H, s, OAc-9), 1.94 (3H, s, OAc-1), 1.67 3H, s, H-13), 1.59 (3H, s, H-14), 1.31 (3H, d,

J=3.2Hz, H-9"), 1.18 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-10").”°
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4.2.3 Espectro de RMN 'H del 4-hidroxi-7-epichuchuhuanina E-V (400 MHz, CDCl;)

OAc
OAc/OAc
oS E \OACc
o R\
5x OAc
13
14
EAT)
6
7
1 3 o 124
¢ 4 5 B o9 15 ) .
J'L Jm J ) UJ
n " A .
T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T
9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 40 3.0 2.0 1.0

ppm (t1)

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) & 8.68 (1H, dd, J= 1.9, 4.6 Hz, H-6'), 8.04 (1H, dd, J = 1.9,
7.6 Hz, H-4"), 7.25 (1H, dd, J = 4.6, 7.6 Hz, H-5"), 7.03 (1H, s, H-6), 5.97 (1H, dag,
J=11.5 Hz, H-12B), 5.52 (1H, dd, J = 4.0, 6.0 Hz, H-8), 5.41 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-1), 5.34
(1H, d, J= 6.0, H-9), 5.28 (1H, dap, J = 13.7 Hz, H-15A), 4.74 (1H, d, J = 4.74 Hz, H-3), 4.65
(1H, ¢, J=7.0 Hz, H-7"), 4.62 (1H, dag, J = 13.7 Hz, H-15B), 4.45 (1H, s, OH-4), 4.06 (1H, s
ancho, H-2), 3.67 (1H, dap, J = 11.4 Hz, H-12A), 2.52 (1H, ¢, J = 7.1 Hz, H-8"), 2.32 (1H, d,
J=4.0 Hz, H-7), 2.30 (3H, s, OAc-15), 2.20 (3H, s, OAc-6), 2.14 (3H, s, OAc-8), 2.00 (3H, s,
OAc-9), 1.93 (3H, s, OAc-1), 1.65 (3H, s, Me-13), 1.57 (3H, s, H-14), 1.36 (3H, d, J = 7.0 Hz,
H-9), 1.14 (3H, d, J = 7.1 Hz, H-10").”!
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4.2.4 Espectro de RMN 'H de la 2-deacetil-evonina (400 MHz, CDCl;)

OAc

4 x OAc

10

6' 4 12B 15B 12 J
15A W

10.0 5.0 0.0
ppm (t1)

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) § 8.71 (1H, dd, J = 1.5, 4.8 Hz, H-6"), 8.10 (1H, dd, J = 1.2,
7.5 Hz, H-4"), 7.29 (1H, dd, J = 4.6, 7.6 Hz, H-5"), 6.75 (1H, s, H-6), 6.06 (1H, d, J = 12.2 Hz,
H-12B), 5.61 (1H, d, J = 3.4 Hz, H-1), 5.57 (1H, s, H-9), 4.92 (1H, dag, J = 13.4 Hz, H-15A),
4.83 (1H, d, J = 2.82 Hz, H-3), 4.64 (1H, dp, J = 13.5 Hz, H-15B), 4.07 (1H, s ancho, H-2),
3.03 (1H, s, H-7), 2.35 (1H, ¢, J = 8.1 Hz, H-8"), 2.24 (3H, s, OAc), 2.12 (3H, s, OAc), 2.03
(3H, s, OAc), 2.00 (3H, s, OAc), 1.42 (3H, d, J = 7.2 Hz, H-9"), 1.19 (3H, d, J = 7.2 Hz,
H-10").”

82



4.2.5 Espectro de RMN 'H de la Forrestina (400 MHz, CDCl5)

SJOAc
/
|

4

/ |k
| 1

L1 i
AT uw WL |

ppn B 7 6 5 A 3

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) & 8.70 (1H, dd, J = 1.5, 4.7 Hz, H-6"), 8.08 (1H, dd, J = 7.7,
16.8 Hz, H-4"), 7.63, 7.26 (5H, s, OBz), 7.25 (1H, dd, J = 4.6, 7.6 Hz, H-5"), 7.03 (1H, s, H-6),
5.97 (1H, dag, J = 11.5 Hz, H-12B), 5.69 (1H, d, J = 3.8 Hz, H-1), 5.54 (2H, m, H-2, H-8),
5.48 (1H, dag, J = 11.5 Hz, H-15A), 5.41 (1H, d, J = 5.9 Hz, H-9), 4.74 (1H, d, J = 2.4 Hz,
H-3), 4.65 (1H, m, H-7"), 4.54 (1H, s, OH-4), 4.42 (1H, dag, J = 11.5 Hz, H-15B), 3.67 (1H,
das, J = 11.4 Hz, H-12A), 2.60 (1H, m, H-8'), 2.37 (1H, d, J = 3.9 Hz, H-7), 2.30 (3H, s,
OAc), 2.22 (3H, s, OAc), 2.16 (3H, s, OAc), 1.95 (3H, s, OAc), 1.82 (3H, s, OAc), 1.57 (3H,
s, H-14), 1.42 (3H, d, J= 7.6 Hz, H-9'), 1.21 (3H, d, J= 7.1 Hz, H-10").”?
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43 AISLAMIENTO Y ELUCIDACION DE LOS METABOLITOS
SECUNDARIOS DE LA RAIZ DE Cassine xylocarpa

El extracto de n-hexano/éter etilico (1:1) de la corteza de raiz de Cassine xylocarpa

obtuvimos un rendimiento del 5.9%.

Después de sucesivas cromatografias, del extracto de corteza de raiz de Cassine
xylocarpa se aislaron trece productos conocidos en la literatura quimica (Fig. 51): tingenona,
pristimerina,  20B-hidroxitingenona,  22-hidroxitingenona,  celastrol,  7-hidroxi-6-
oxopristimerol, 6-oxopristimerol, 3-O-metil-6-oxotingenol, 3[,29-dihidroxiglut-5-eno, o-
amirina (Pag. 74), lupeol (Pag. 75), B-sitosterol (Pag. 76) y siringaldehido. Ademas de cuatro
productos nuevos en la literatura quimica (Fig. 52): denominados: H-1 (triterpeno con
esqueleto de oleano), B-1 (triterpeno con esqueleto de baccharano), F-1 (triterpeno con

esqueleto de friedelano) y la 20a-hidroxitingenona (triterpeno metilénquinona).

20B-hidroxitingenona

\\\COOMe

22-hidroxitingenona Celastrol 6-oxopristimerol

Continua
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Continuacion

7-hidroxi-6-oxo-pristimerol 3-0-metil-6-oxotingenol o-Amirina

—/l HOH,C,,

Lupeol 3B, 29-dihidroxiglut-5-eno p-Sitosterol
u. 0
H;CO OCH;

OH
Siringaldehido

Fig. 51 Estructuras de los metabolitos secundarios conocidos aislados de la raiz de

Cassine xylocarpa
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HO™
H-1 B-1
Triterpeno del oleano Triterpeno del baccharano

<COOCH;

CHO
F-1 20a-hidroxitingenona
Triterpeno del friedelano Triterpeno metilénquinona

Fig. 52 Metabolitos secundarios nuevos en la literatura quimica,

aislados de la raiz de Cassine xylocarpa

El esquema 3 representa el proceso de extraccidn, fraccionamiento y aislamiento de los

metabolitos secundarios presente en la raiz de Cassine xylocarpa
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Cassine xylocarpa
Raiz985.0 g

Extraccion Soxhlet

n-hexano/éter etilico 1:1

584¢g

Extracto

I. Cromatografia liquida a vacio con
gradiente de diclorometano/acetona

II. Reunioén por similitud en CCF

Fracciones 1-2 Fracciones 3-4 Fracciones 5-9 Fracciones 10-12 Fracciones 13-16

Sephadex LH-20 (n-hexano:CHCl3:MeOH) (2:1:1),
CC, CCF, placas preparativas
en silica gel, utilizando como eluyente
mezclas de n-hexano,
AcOEt, CH,Cl,, Et,0, etc

Sephadex LH-20 (n-hexano:CHCl3:MeOH) (2:1:1),

CC, CCF, placas preparativas
en silica gel, utilizando como
eluyente mezclas de n-hexano,
ACOEt, CH2C12, Et20, etc

Triterpenoquinonas: tingenona, pristimerina,
22-hidroxitingenona, 20p3-hidroxitingenona.
Triterpenofenol: 7-hidroxi-6-oxopristimerol.
Glutinano: 353,29-dihidroxiglut-5-eno.
Ursano: a—amirina.
Lupano: lupeol.
Miscelaneo: (3-sitosterol.
Nuevos:
20a-hidroxitingenona,
29-metiléster de la Cangoronina

Triterpenoquinonas: tingenona, pristimerina y
celastrol.
Triterpenofenoles: 7-hidroxi-6-oxopristimerol,
6-oxopristimerol y 3-O-metil-6-oxotingenol.
Miscelaneo: [-sitosterol y siringaldehido
Nuevos:
20o—hidroxitingenona, 29-metiléster de la
Cangoronina, leonatriol, xylocarpina

Esquema 3. Separacion de los metabolitos secundarios de la raiz de
Cassine xylocarpa

Los productos fueron elucidados, por medio de su comparacion con datos de espectros

de RMN 'H reportados en articulos cientificos.




A continuacién se muestran los espectros de RMN 'H de los distintos metabolitos

secundarios aislados.

4.3.1 Espectro de RMN "Hdela Tingenona (400 MHz, CDCl3)

23 27

26
25

30

28

ppm (t1)

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): &: 7.06 (1H, d, J = 7.4 Hz, H-6), 6.55 (1H, s, H-1), 6.39 (1H, d,
J=72Hz, H-7), 2.92 (2H, d, J = 14.3 Hz, H-22), 2.49 (1H, m, J = 7.4 Hz, H-20), 2.23 (3H,
s, H-23), 1.52 (3H, s, H-25), 1.35 (3H, s, H-26), 1.26 (3H, s, H-28), 1.01 (3H, s, H-27), 0.99
(3H, d, J = 6 Hz, H-30)*
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4.3.2 Espectro de RMN 'H de la Pristimerina (400 MHz, CDCIl3)

26

OMe
23

25 | 30

28
27

6 7
I d
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
ppm (t1)

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz): &: 7.02 (1H, dd, J = 0.9, 7.2 Hz, H-6), 6.54 (1H, s, H-1), 6.35
(1H, d, J= 7.2 Hz, H-7), 3.55 (3H, s, COOMe), 2.42 (2H, d, J = 15.0 Hz, H-19), 2.21 (3H, s,
H-23), 1.45 (3H, s, H-25), 1.26 (3H, s, H-26), 1.18 (3H, s, H-30), 1.09 (3H, s, H-28), 0.53
(3H, s, H-27)">*°
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4.3.3 Espectro de RMN "Hdela 20p-hidroxitingenona (400 MHz, CDCl5)

26
29

23

25 27
28

ppm (t1)

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz): §: 7.02 (1H, d, J= 5.3 Hz, H-6), 6.53 (1H, s, H-1), 6.37 (1H, d,
J= 6.4 Hz, H-7), 2.99 (2H, d, J = 14.2 Hz, H-22), 2.22 (3H, s, Me-23), 1.46 (3H, s, Me-25),

1.35 (6H, s, Me-26 y Me-29), 1.12 (3H, s, Me-28), 0.88 (3H, s, Me-27).”
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4.3.4 Espectro de RMN "Hdela 22-hidroxitingenona (400 MHz, CDCl5)
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RMN 'H (CDCl;, 400 MHz): §: 7.16 (1H, d, J = 6.7 Hz, H-6), 6.66 (1H, s, H-1), 6.46 (1H, d,
J=17.1 Hz, H-7), 4.54 (1H, s, H-22), 3.69 (1H, s, H-20), 2.26 (3H, s, H-23), 1.53 (3H, s,
H-25), 1.38 (3H, s, H-26), 1.07 (3H, d, J = 6 Hz, H-30), 0.97 (3H, s, H-27), 0.87 (3H, s,

H-28)"
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4.3.5 Espectro de RMN "H del Celastrol (400 MHz, CDCl3)

23

ppm (1)

26| 30
25
28
27
1
6
T T

7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

RMN 'H (CDCLs, 400 MHz): §: 7.06 (1H, d, J = 7.2 Hz, H-6), 6.5 (1H, s, H-1), 6.32 (1H, d,
J =172 Hz, H-7), 221 3H, s, H-23), 1.43 (3H, s, H-25), 1.26 (3H, s, H-26), 1.21 (3H, s,

H-30), 1.08 (3H, s, H-28), 0.57 (3H, s, H-27)”’
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4.3.6 Espectro de RMN "H del 7-hidroxi-6-oxopristimerol (400 MHz, CDCl5)

30

OMe

25

23 26

28 27

.jLJL P N N WY J

I T T I I T T
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

RMN 'H (CDCL;, 400 MHz): &: 6.95 (1H, s, H-1), 3.57 (3H, s, COOMe), 2.68 (3H, s, H-23),
1.38 3H, s, H-25), 1.26 (3H, s, H-30), 1.18 (3H, s, H-26), 1.09 (3H, s, H-28), 0.70 (3H, s,
H-27).100- 101
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4.3.7 Espectro de RMN "H del 6-oxopristimerol (300 MHz, CDCl;)

25
26
30
28
27
OMe
23
1 7
J_J | P TN
l l l l l l I
7.0 .0 5.0 4.0 3.0 20 10
pEm (1)

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz): &: 6.97 (1H, s, H-1), 627 (IH, s, H-7), 3.80 (3H, s,
COOMe-29), 2.91 (1H, d, J = 13.5 Hz, H-19), 2.67 (3H, s, H-23), 1.38 (3H, s, H-25), 1.30
(6H, s, H-26, H-30), 1.01 (3H, s, H-28), 0.98 (3H, s, H-27).'%% 1"
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4.3.8 Espectro de RMN "H del 3-0-metil-6-oxo-tingenol (400 MHz, CDCl,)

25
27
28
OMe
23
26

30

1 7
H L e Mw\,w -

J0 &.0 a0 4.0 2.0 20 1.0

ppm (1)

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): &: 6.97 (1H, s, H-1), 6.28 (1H, s, H-7), 3.80 (3H, s, OMe), 2.67
(3H, s, H-23), 1.60 (3H, s, H-25), 1.38 (3H, s, H-26), 1.01 (3H, s, H-27, H-28), 0.98 (3H, d,
J= 5.9 Hz, H-30).'"
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4.3.9 Espectro de RMN "H del 3pB,29-dihidroxiglut-5-eno (400 MHz, CDCl5)

30

29
HOH,C,

28

28 27 26
25

30

29
6 3
T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘

7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
ppm (1)

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): §: 5.63 (1H, d, J = 5.8 Hz, H-6), 3.47 (1H, s, H-3), 3.27 (2H,
dd, J = 7.8, 16.8 Hz, H-29), 1.21 (3H, s, H-30), 1.14 (3H, s, H-23), 1.13 (3H, s, H-24), 1.04
(3H, s, H-28), 1.02 (3H, s, H-27), 1.00 (3H, s, H-26), 0.85 (3H, s, H-25). *!- 1%

96



4.3.10 Espectro de RMN 'H de Siringaldehido (400 MHz, CDCl5)

H o
)
6 2
H3CO OCH3
OH
OMe
26
A . N
T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T
10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

ppm (t1)

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz): 5: 9.81 (1H, s, H-7), 7.21 (2H, s, H-2, H-6), 3.90 (6H, s,
O&)‘m

97



TRITERPENO DEL OLEANO
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4.4 ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS PRODUCTOS NUEVOS AISLADOS
DE LA RAIZ DE Cassine xylocarpa

4.4.1 TRITERPENO H-1

El compuesto denominado H-1 presentd una férmula molecular C3oHag0s3,
determinada por espectrometria de masas de alta resolucion, indicando siete grados de
insaturacion. El espectro de masas presenté un fragmento de 438 m/z [M-18]", correspondiente
a la pérdida de agua y de 423 m/z [M-15-18]", correspondiente a la perdida de agua y metilo.
En su espectro de IR se observaron bandas de absorcidon correspondientes a grupo hidroxilo a

3404 cm™ y doble enlace (2927, 1730 y 756 cm™).

El espectro de RMN 'H (Fig. 53, Tabla 3) presenté sefiales para siete metilos como
singuletes a oy 0.84 x 2, 0.89, 0.95, 0.97, 1.03 y 1.11, Un doble doblete asignable a un protén
geminal a un alcohol secundario a 8y 3.51 (J=4.8, 12.0 Hz), ademads se observaron sefiales de
un sistema AM de dos protones metilénicos unidos a oxigeno a oy 3.90 (J = 8.7 Hz) y o 4.27
(J =2.7, 8.4 Hz), el primero doblete y el segundo doble doblete, asi como un multiplete a oy

5.25, caracteristico de un esqueleto A'*-oleano.

Su espectro de RMN "°C con desacoplamiento proténico de banda ancha (Fig. 54,
Tabla 3), mostr6 sefiales para 30 carbonos, lo que junto con los experimentos DEPT 90° y
135°, indicaron la existencia de siete metilos, diez metilenos, cinco metinos y ocho carbonos
cuaternarios, lo que nos sugiere que uno de los metilos se ha oxidado, formando un
hidroximetileno, y ademds se observo un carbono cuaternario a d¢ 98.0, caracteristico de un
sistema hemicetdlico, ademés de sefiales a o¢ 122.3 (d) y 143.4 (s) correspondientes a los

carbonos 12 y 13 del esqueleto A'*-oleano.

Todos estos datos nos indican que H-1 es un triterpeno con esqueleto de oleano, con

un alcohol secundario y un hemicetal.
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Fig. 53 Espectro de RMN 'H de H-1 (CDCls, 400 MHz)

100



DEPT 90°

DEPT 135°

3C Base

Fig. 54 Espectro de RMN "°C con desacoplamiento proténico de banda ancha y experimentos

DEPT 90°y 135° para H-1 (CDCls, 100 MHz)

La posicion de los grupos funcionales en la molécula se determind mediante un
experimento HMBC (Fig. 55), en el cual se observd correlacion del Me-23 (dy 1.03) con un
carbono metinico a d¢ 50.2 (C-5), con dos carbonos cuaternarios a 6¢c 40.0 (C-4) y 98.0 (C-3),
y con el carbono metilico a d¢ 18.0 (C-24), asi como correlacion de los protones a oy 3.90
(H-25a, d, J = 8.7 Hz) y 4.27 (H-258, dd, J = 2.7, 8.4 Hz) y a dy 1.68, 2.15 (H-2) con el
carbono hemicetalico a ¢ 98.0 (C-3), ademas de la correlacion de H-25a con C-5. Estos datos

permiten situar el hemicetal ciclico entre C-3 y C-25.
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Fig. 56 Ampliacion de Experimento HMBC de H-1
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Las correlaciones observadas entre la sefial del hidroximetino (H-21) y dos sefiales de
carbonos metilicos a d¢ 16.6 (Me-29) y 28.8 (Me-30), asi como, correlacidon de los protones a
On 1.35, 1.48 (H-22) con el carbono 21, indicaron que el grupo hidroxilo secundario se ubica

sobre el C-21. (Fig. 57)

27 23 26 28

24 30 29
|
. 1 |l v
19.»' \ 2 22 122 /| 119 AW
22 7 HE
19 __ v P [P f) §
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5 Q06 o) 0 \ r8
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H-22/C-21 H-30/C-21  H-29/C-21 *
21 : (N = \ = e AN

(( ) 3 [
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—— v e EEEEEE————— . " ——

22 20 18 16 14 12 10 08 F2(ppm]

Fig. 57 Ampliacion de Experimento HMBC de H-1
La asignacion completa de las sefiales de 'H y "°C se realizé mediante las correlaciones
observadas en un experimento HSQC ('H-"°C). Fig. 58
Considerando la unién cis y la conformacion silla-silla de los anillos D y E, en los

triterpenos del oleano, la estereoquimica relativa del grupo hidroxilo sobre C-21 fue

determinada mediante el analisis de las constantes de acoplamiento, el estudio del experimento
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Fig. 58 Experimento HSQC ('H-">C) para H-1

ROESY y del programa de modelizacion PC Model 6.0. Asi de comparacion de las constantes
de acoplamiento de H-21 con los protones de H-22, obtenidas del espectro de RMN 'H vy las
constantes de acoplamiento calculadas utilizando el programa de modelizacién PC Model 6.0
(Tabla 2), determind que el grupo hidroxilo sobre el carbono 21 presenta orientacion
ecuatorial y el H-21 se encuentra axial. El experimento ROESY, permitio establecer la

estereoquimica relativa del OH sobre C-21 como o
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Tabla 2. Constantes de Acoplamiento de H-21 con H-22

Valores de J obtenidos’

Valores de J calculados’

Valores de J calculados’

H21,, - H22,,

H21,, - H22,,

H21,, - H22,,

H21,, - H22,,

H21. - H22,,

H21. - H22,,

12.0 Hz

4.8 Hz

11.6 Hz

3.1 Hz

23 Hz

4.4 Hz

La estereoquimica relativa de los protones H-25 (Fig. 59), fue determinada mediante
un experimento ROESY, donde se observo correlacion entre H-250 (8 4.27) con los metilos
24y 26 y de H-25a (0 3.90) con H-2. Estos datos nos permitieron establecer la estructura de
H-1 como 3a,21a-dihidroxi-3(25)-epoxi-olean-12-eno, para el que proponemos el nombre

de xylocarpina.

258 21

25a

M_ , ‘_,_;-""“"‘\Ml\.,_,_w

H25/H26 (0]

26 @ HO /2 I
24 /f H25/H24 D L F1.0

Fig. 59 Experimento ROESY para H-1

! Valores de Constante de acoplamiento obtenidas del espectro y que se comparan con las obtenidas por el programa PC
Model 6.0
? Valores de Constante de acoplamiento obtenidas del Programa PCModel 6.0
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Tabla 3. Datos de RMN 'H (400 MHz) y *C (100 MHz) de la xylocarpina (3a,21a-
dihidroxi-3B(25)-epoxi-olean-12-eno)

Posicion
1

O 0 A O | K| W N

W N NN N NN NN N N = e e e e | e |
SO 0 9 N DN A W= O AN N DRV = O

3, CDCl;, 400 MHz. J en paréntesis en Hz. Datos basados en experimentos COSY y HSQC.
"3, CDCl;, 100 MHz. Datos basados en experimentos DEPT, HSQC y HMBC.
s= singulete, d= doblete, dd= doble doblete, t= triplete, c=cuartete y m= multiplete.

on’
1.17,2.14s
1.68,2.15

1.20
1.42,1.52
1.40

1.68
1.74,1.97
525 m

1.73

1.95

1.99
1.15,1.80

3.51B dd (4.8, 12.0)

1.35,1.48
1.03 s
0.97 s

3.90 ad (8.7),4.27 Bdd (2.7, 8.4)

0.89 s
1.11s
0.84 s
0.84 s
0.95s

oc”
34,7t
29.4 t
98.0s
40.0 s
50.2d
19.4t
30.8t
385s
41.6d
35.0s
23.6t
122.3d
1434 s
41.6d
25.8t
28.0t
36.0s
47.0d
46.5t
36.0s
73.8d
450t
27.0¢
18.0¢c
67.7t
17.0 ¢
25.1¢c
28.1¢
16.6 ¢
28.8 ¢
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TRITERPENO DEL BACCHARANO

108



Los triterpenos con esqueleto de baccharano son escasos en el campo de los productos

naturales, con pocas excepciones ~, estan restringidos a las plantas terrestres.

El nombre Baccharano deriva del o6xido de baccharano,106 aislado de Baccharis
halimifolia L. (Compositae). Hosenkol A,'” con un esqueleto pentaciclico y sasanquol,'® con
esqueleto 3.,4-seco-triciclico, fueron los primeros baccharanos y D:B-friedobaccharanos,

respectivamente, reportados en la literatura. (Fig. 60)

R
R
N

Oxido de baccharano HOH,C Hosenkol-A

Baccharis halimifolia L. Impatiens balsamina L.

Sasanquol
Camellia sasanqua Thunb.

HO

Fig. 60 Estructuras de baccharano y D:B-friedobaccharanos

En investigaciones recientes del extracto de la corteza de raiz de Maytenus blepharodes
Lundell, se aisl6 el primer ejemplo de triterpeno tetraciclico con esqueleto de
friedobaccharano, denominado Baruol,109 y casi simultaneamente se aislo del extracto
diclorometédnico de las hojas de Maytenus chiapiensis, un compuesto triterpénico también con

109
L,

estructura de friedobaccharano, denominado Leona siendo este ultimo considerado como

un producto de oxidacion en el carbono 30 del Baruol. (Fig. 61)
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1 R= Me Baruol
2 R= CHO Leonal

Fig. 61 Estructuras de Baruol (1) y Leonal (2)

4.4.2 TRITERPENO B-1

El compuesto denominado como B-1 presentd una formula molecular C;yHs;Os3,
determinada por espectrometria de masas de alta resolucion. Esta formula indica 5 grados de
insaturacion correspondientes a un doble enlace y cuatro anillos. El espectro de masas
presenté fragmentos correspondientes a la pérdida de agua a 442 m/z [M-18]", metilo a 445

m/z [M-15]" y H,O + metilo a 427 m/z [M-15-18]".

En su espectro de IR se observaron bandas de absorcién correspondientes a grupo

hidroxilo (3423 ecm™) y doble enlace (2929, 1729, 756 cm™).

Su espectro RMN 'H (Fig. 63, Tabla 4), mostro sefiales para ocho metilos singuletes a
oy 0.88, 0.90, 098, 1.03, 1.08, 1.13, 1.17, 1.22. Ademas se observaron senales
correspondientes a dos alcoholes secundarios a 6y 3.28, (dd, J = 2.7, 9.6 Hz) y oy 3.47, (t,
J=2.4 Hz), y un doble enlace trisustituido (dy 5.61, t, J=2.4 Hz).

Los datos anteriores se corroboraron con su espectro de RMN C con desacoplamiento
proténico de banda ancha (Fig. 64, Tabla 4), mostrando sefales para 30 carbonos, lo que junto
con los experimentos DEPT 90° y 135°, indican la presencia de ocho metilos, diez metilenos,
cinco metinos y siete carbonos cuaternarios, siendo las sefiales mds significativas, las
correspondientes a un doble enlace trisustituido (6c 121.7, d y dc 141.8, s) y tres carbonos
unidos a oxigeno (d¢c 73.0, s, 6¢ 76.1, d y oc 79.6, d). Estos datos y la comparacién con las

sefiales de RMN dadas en la bibliografia para los anillos A, B y C del glutinol''(triterpeno de
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la serie del glutinano) (Fig. 62), sugieren que B-1 es un triterpeno tetraciclico con esqueleto de

baccharano.

Glutinol

Fig. 62 Estructura de un triterpeno de la serie del glutinano

28 OH

29
.\\\\\ 21
30

OH

|II|"I5

25
) 3

27
24 28

26

Fa .0 50 40 2.0 20 10
ppm i1l

Fig. 63 Espectro de RMN 'H de B-1 (CDCl;, 400 MHz)
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DEPT 135°

DEPT 90°

A

|

4

Fig. 64 Espectro de RMN "°C con desacoplamiento proténico de banda ancha y
experimentos DEPT 90° y 135° para B-1 (CDCl3, 100 MHz)

- - < 1 13 - .
Las asignaciones de las sefiales de 'H y °C, se establecieron a través de las

conectividades observadas en los experimentos 'H-'H COSY, HSQC y HMBC.

El estudio del experimento HMBC permiti6é situar los grupos funcionales de la
molécula de forma inequivoca; asi un grupo hidroxilo fue localizado sobre el C-3 al observar
correlacion a tres enlaces entre el proton a oy 3.47 (H-3) con los carbonos a ¢ 17.8 (t, C-1) y
Oc 141.8 (s, C-5). El segundo grupo hidroxilo secundario, fue localizado sobre C-21 al
observar las correlaciones entre el proton a dy 3.28, a dos enlaces con los carbonos a d¢ 26.2
(t, C-20) y ¢ 73.0 (s, C-22), y a tres enlaces con las sefiales a 0¢ 40.1 (t, C-19), 23.1 y26.4 (c,
Me-29, Me-30).
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El grupo hidroxilo terciario, se ubicd sobre C-22 al observar correlaciones a dos
enlaces entre el carbono a d¢ 73.0 con los hidrégenos a oy 1.17 y 1.22 (s, H-29, H-30) y un
protén unido a oxigeno a oy 3.28 (dd, J=2.7, 9.6 Hz, H-21).

El doble enlace fue fijado entre el Cq-C; al observar correlacién entre la sefial de
protén a dy 5.61 (H-6) con los carbonos a ¢ 40.6 (s, C-4), 23.4 (t, C-7), 44.4 (d, C-8) y 49.7
(d, C-10). (Fig. 65)

6 3 21
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—] - é
== HJC; H,,/Cy &

R H/C
G b4 o H,,/Cyy ¥

10 T - H(/C,,
g
3

80

I
120

160

.
7 6 5 4 3 2 F2 [ppm]

Fig. 65 Espectro HMBC ('H- "°C) para B-1

. ., ~ 1 1 .y . .
La asignacién completa de las sefiales de "H y °C se realizé mediante las correlaciones

observadas en un experimento HSQC ('H-"°C). Fig. 66

La estereoquimica del grupo hidroxilo sobre el carbono C-3, se determind mediante el
estudio de las constantes de acoplamiento y fue confirmada por un experimento ROESY,
donde se observd correlacion entre H-3 ec con los metilos 23 y 24, lo que indica una

estereoquimica 3 para dicho hidroxilo. (Fig. 67)
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Fig. 66 Experimento HSQC ('H-"°C) para B-1

Estos datos y la comparacion con las sefiales reportadas en la literatura para Baruol y
Leonal, nos permitieron conjuntamente con estudios de modelizacidon molecular y
consideraciones biogenéticas, establecer la estructura de B-1 como 3, 21, 22-trihidroxi-

baccharan-5-eno, y para el que proponemos el nombre de Leonatriol.
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Fig. 67 Experimento ROESY para Leonatriol (B-1)

Fig. 68 Conformero de minima energia para Leonatriol (B-1)
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Tabla 4. Datos de RMN 'H (400 MHz) y *C (100 MHz) del Leonatriol

Posicion

3, CDCl;, 400 MHz. J en paréntesis en Hz. Datos basados en experimentos COSY y HSQC.
"3, CDCl;, 100 MHz. Datos basados en experimentos DEPT, HSQC y HMBC.
s= singulete, d= doblete, dd= doble doblte, t= triplete, c= cuartete y m= multiplete.

* . .
= valores intercambiables

1

O 0 A O | K| W N

W oo NN N N NN = m m m m em em| =m =m —
S, 0,0 QAN LR W~ OOV KON AW~ O

6Ha
1.48,1.59
1.70, 1.87
3.47t(2.4)

5.61t(2.4)
1.86
1.45m
2.04 m
1.63
1.30, 1.52

1.19,2.00d (7.5)
1.11,1.24
1.23,1.34

1.38
3.28dd (2.7, 9.6)
1.03 s
1.13s
0.90 s
0.98 s
1.08 s
0.88 s
1.17 s
1.22's

oc”
17.8t
275t
76.1d
40.6 s
141.8 s
121.7d
23.4t
44.4d
353s
49.7d
342t
339
363 s
37.7s
3251
29.0t
31.5s
4451t
40.1t
26.2't
79.6 d
73.0s
28.8 ¢
252 ¢
173 ¢
20.0 ¢
15.0 ¢
32.6¢
23.1¢
26.4 ¢
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Los triterpenos en plantas se originan, biogenéticamente, a partir del epoxiescualeno, a
través de la protonacion del epdxido, apertura del mismo y una serie de ciclaciones en
cascada, que dan lugar al cation dammarenilo; posteriores reagrupamientos de Wagner-

Meerwein dan lugar a las diferentes series de triterpenos tetra y pentaciclicos.

La biogénesis de los triterpenos con esqueleto de baccharano y shionano tienen un
origen comun, el cation dammarenilo, via reagrupamiento friedo (Fig. 69). La expansion del
anillo D del cation dammarenilo conduce al cation baccharanilo, el cual por posterior
ciclacion, con participacion del enlace olefinico, genera el cation lupenilo. Una via alternativa,
implicaria un reagrupamiento de Wagner-Meerwein 1,2 de hidruro y posterior perdida de un
proton para dar lugar a la formacion del cation D:B-friedobaccharanilo, cuya desprotonacion
en el C-6, conduciria a los triterpenos D:B-friedobaccharan-5,21-dieno, ruta que podria
explicar la formacion de Baruol y Leonal. Por otro lado, la migracion 1,2 de un metilo en el

cation D:B-friedobaccharanilo, llevaria a la formacion del esqueleto de shionano.

El triterpeno denominado Baruol, represento el primer ejemplo de triterpeno
tetraciclico con un esqueleto de D:B-friedobaccharano. Aun cuando, el cation D:B-
friedobaccharanilo habia sido postulado como intermedio entre los triterpenos de la serie del
baccharano y shionano, el aislamiento de Baruol apoya la hipdtesis de la formacion de un

intermedio comun para ambos esqueletos, baccharano y shionano.

La Fig. 70, representa la ruta biosintética propuesta para la formacion de Leonatriol,
partiendo del Baruol, en la cual éste sufre una epoxidacion sobre el doble enlace, catalizado
por la enzima monooxigenasa en presencia de nicotinamida adenin dinucledtido fosfato
(NADPH) que dona oxigeno, seguida de la apertura del epdxido, generacion de un alcohol
secundario y un carbocatidn terciario, el posterior ataque nucleofilico del agua y formacion de

un grupo hidroxilo, dando origen al Leonatriol.
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Fig. 69 Ruta biosintética propuesta para la formacion de Baruol y Leonal
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Fig. 70 Ruta biosintética propuesta para la formacion del Leonatriol
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TRITERPENO DEL FRIEDELANO
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4.4.3 TRITERPENO F-1

El compuesto denominado F-1, present6 una formula molecular C3;H4605 determinada
por espectrometria de masas de alta resolucion, indicando nueve grados de insaturacion. El
espectro de masas presentd fragmentos correspondientes a pérdida de aldehido (469 m/z [M-

29]7, 100, CHO"), éster (438 m/z [M-60]", 31, HCOOCH3) y (28 m/z, 33, C=0").

En su espectro de IR se observaron bandas de absorcion correspondientes a grupo

hidroxilo (3408 cm™), aldehido (2868 cm™) y carbonilo o, B-insaturado (1659 cm™).

En el analisis del espectro de RMN 'H (Fig. 71, Tabla 5), mostré sefiales
correspondientes a seis metilos como singuletes a oy 0.81, 0.83, 0.88, 1.07, 1.18 y 1.66,
ademas, se observa una sefal caracteristica de metiléster a oy 3.63 y un proton de aldehido a

O 9.63.

Los datos anteriores se corroboran con su espectro de RMN "°C (Fig. 72, Tabla 5) con
desacoplamiento proténico de banda ancha, al observarse sefiales para 31 carbonos, lo que
conjuntamente con los experimentos DEPT 90° y 135° nos indico la existencia de siete
metilos, diez metilenos, tres metinos y diez carbonos cuaternarios; destacando la presencia de
las sefales correspondientes, a un carbono carbonilico a d¢ 191.9, un grupo aldehido a ¢
194.7, un carbono carboxilico a d¢ 178.9 y carbonos vinilicos a d¢ 146.2 y 8¢ 126.7. Todos

estos datos sugieren que F-1, es un triterpeno de la serie del friedelano.

La posicion de los grupos funcionales en la molécula fue determinada mediante un
experimento HMBC, donde se observo correlacion del proton a oy 1.66 (Me-23), a dos enlaces
con el carbono a d¢ 126.7 (C-4), a tres enlaces con las sefiales de carbono a 6¢c 146.2 (C-3) y
Oc 54.4 (C-5), y a cuatro enlaces con la sefial a 5¢c 194.7 (C-24), lo que permitiendo ubicar la

estructura de la a-hidroxi-o,p-cetona insaturada sobre el anillo A.
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Fig. 71 Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) de F-1

122



DEPT 90°

MWMWMM

DEPT 135°

13C

e Ly N S B S S I s S e e S S B | —
ppm 180 160 140 120 100 80 60 40 20

Fig. 72 Espectro de RMN "°C con acoplamiento de banda ancha y experimentos

DEPT 90°y 135° para F-1 (CDCl3, 100 MHz)

La sefal a oy 9.63 (H-24), mostrd correlacion a dos enlaces con el carbono d¢ 54.4
(C-5) y a tres enlaces con los carbonos a d¢ 55.6 (C-10) y 8¢ 31.1 (C-6), lo que permitié fijar
el aldehido sobre el C-24.

La posicion del metiléster sobre el C-20, se establecid por medio de la correlacion
mostrada a dos enlaces entre la sefial a oy 1.18 (Me-30) con la sefial de carbono a d¢ 40.3

(C-20), y a tres enlaces con los carbonos a d¢ 29.6 (C-21), 6¢ 30.4 (C-19) y 6¢ 178.9 (C-29).
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En la figura 74 se pueden observar las correlaciones del Me-23 con los carbonos C-4 y
C-3; asi como correlacion del Me-30 con el C-29, de los protones H-1 con el C-2 y C-3, y del
OH-3 con los carbonos C-4, C-3 y C-2, entre otras.
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Fig. 74 Ampliacién del espectro HMBC (‘H- "°*C) para F-1

125



. (4 ~ 1 1 . . .
La asignacion completa de las sefiales de 'H y °C se realizo mediante las correlaciones

observadas en un experimento HSQC (‘H-'°C). Fig. 75
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Fig. 75 Experimento HSQC ('H-"°C) para F-1
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Un cuidadoso estudio de las constantes de acoplamiento y un experimento ROESY
(Fig. 76), en el que se observd efecto NOE de H-1a con H-10a y de H-13 con H-24. Ademas,
se fijo el metiléster sobre C-29, al observar efecto NOE de éste con Me-27. La comparacion
con los datos reportados en la literatura para cangoronina® y otros productos similares''!, nos
permitio establecer la estructura de F-1 como 3-hidroxi-3,4-didehidro-5-formil-2-oxo0-D:A-
friedoolean-29-carboxilato de metilo, para el que proponemos el nombre de 29-metiléster de

la Cangoronina.

29

24 OH-3
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BY ® mppmp
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OH-3 - o
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!

4
|
|
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Fig. 76 Experimento ROESY para F-1
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Tabla 5. Datos de RMN 'H (400 MHz) y C (100 MHz) del
29-Metiléster de la Cangoronina

Posicion
1

O 0| I &N | B~ W

NN NN NN NN NN = ] = =] = = | = =
O 0 N O D K| W N = OO 0N NN W~ O

30
COOMe

3, CDCl;, 400 MHz. J en paréntesis en Hz. Datos basados en experimentos COSY y HSQC.

on’
1.40 oo m,1.70 B

2.78 dd (13.7,11.4)
1.44,1.60
1.43
2.16 m
1.23,1.31
1.29,1.51 sa

1.29,1.51 sa
1.6,2.32 da (10.8)
1.52 d (6.6)
2.68 dd (3.6, 13.8), 2.77
2.11,2.15m
0.98 da (10.5), 1.987 dt (2.4, 13.5)
1.66 s
9.63 s
0.88 s
0.83 s
0.81s
1.07 s
1.18 s
3.63s

oc”
3581
1929 s
146.2 s
126.7 s
544 s
31.1t
18.2t
49.1d
36.7 s
55.6d
3191
29.0 t
38.8s
39.0s
28.7 t
30.1t
299 s
442 d
304t
403 s
29.6 t
36.2't
104 ¢
194.7d
17.1¢
156 ¢
17.0 ¢
31.6¢
178.9 s
31.7c¢
513¢c

"3, CDCl;, 100 MHz. Datos basados en experimentos DEPT, HSQC y HMBC.
s = singulete, sa= singulete ancho, d = doblete, da= doblete ancho, dd= doble doblete, dt= doblete
de tripele, t = triplete, c= cuartete y m= multiplete.
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4.4.4 200-HIDROXITINGENONA

La 20-hidroxitingenona, se aisl6 por primera vez en 1973 por Brown y col.,''? como un
pigmento naranja de Euonymus tingens (Celastraceae), asignandose la orientacidon del grupo
hidroxilo sobre C-20 como a, a pesar de la falta de evidencias que permitieran establecer la
estereoquimica de dicho grupo. Afios mas tarde, Fernando y col.,'" describen de nuevo su
aislamiento de Casine balae (Celastraceae) y dan una asignacién completa de sus datos de

RMN "°C,'" sin embargo, tampoco justifican la configuracion relativa del C-20.

En 1993, Likhitwitayawuid y col.,”” aislaron la 20-hidroxitingenona de la corteza de
tallo de Glyptopetalum sclerocarpum (Celastraceae) y haciendo uso de técnicas de RMN
bidimensionales (HMBC, ROESY e INEPT selectivo), revisan la estructura propuesta por

1.''? para la 20-hidroxitingenona. Asi, establecen la configuracion relativa del C-20

Brown y co
mediante un detallado estudio de los efectos NOE observados en un experimento ROESY y su
estructura queda perfectamente establecida como la 20B-hidroxitingenona, que denominan
como 20-hidroxi-20-epi-tingenona, reportando una rotacién optica de [a]*’ p +102° (CHCls;

c0.1).

Ngassapa y col.'"” en el afio de 1994, caracterizaron por RMN'H (CDCls, 300 MHz)
la 20B-hidroxitingenona, aislada a partir del extracto de éter de petrdleo de la corteza de tallo
de Kokoona ochracea (Celastraceae) y sus datos de RMN 'H y "°C fueron coincidentes con los
descritos anteriormente, sin embargo, la medicion de la rotacion Optica de dicho compuesto
fue reportada como [a]p *° -23°, sin llegar a establecer el solvente y la concentracion a la cual

se realizd dicha medicidn.

En 1996 A.A. Leslie Gunatilaka,”® publicé una revisién bibliografica de compuestos
Celastroloides donde se reporta la 20a-hidroxitingenona, pero hace una referencia al pie de

;. .. . 97 . , . ..
pagina, que en revisiones recientes ' este compuesto se asignd como 20B3-hidroxitingenona.

Con lo anteriormente expuesto podemos concluir que hasta el momento solamente se

ha reportado el aislamiento y elucidacion estructural de la 20B-hidroxitingenona.
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De las raices de Cassine xylocarpa se aislo tanto la 20a-hidroxitingenona como la 20[3-
hidroxitingenona (Fig. 77 y 78), los espectros de RMN 'H presentaron como principales
diferencias los desplazamientos quimicos del Me-27 y de los protones sobre C-22, siendo para
la 20a-hidroxitingenona oy 0.62 y Jy, 2.74, d, respectivamente, y para la 20pB-
hidroxitingenona 0y 0.88 y 0y 2.99, d, J = 14.2 Hz, respectivamente.
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Fig. 77 Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) de la 20a-hidroxitingenona aislada de

Cassine xylocarpa
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Fig. 78 Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) de la 20B-hidroxitingenona aislada de

Cassine xylocarpa
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El compuesto denominado 20a-hidroxitingenona, es una laca amarilla-anaranjada de
formula molecular C,3H3¢O4 calculada por espectrometria de masas de alta resolucion
(EMAR), indicando once grados de instauracion. En el espectro de masas se observo el i6n

molecular a 202 m/z.

En su espectro de IR se observaron bandas de absorcién correspondientes a grupo
hidroxilo (3375 cm'l), dos carbonilos, uno de ellos sobre un ciclo de seis miembros
(1714 cm™) y el otro o.B-insaturado (1595 cm™), lo que sugiere la estructura de una

metilénquinona.

En su espectro de RMN 'H (Fig. 79, Tabla 6), se observan sefiales correspondientes a
seis metilos singuletes, el ultimo asignable a un metilo sobre anillo aromatico (dy 0.62, 1.29,
1.34, 1.38 1.46, 2.21), un sistema AMX de tres protones vinilicos a dy 6.30 (d, J = 5.4 Hz),
6.51 (s) y 7.01 (d, J = 4.8 Hz), caracteristicos de un sistema triterpenoquinonico. Ademads, se
observo la presencia de un proton como singulete a &y 3.33, intercambiable con D,O, y una

sefial a 0y 2.74 (d, J=12.0 Hz).

El anélisis de su espectro de RMN C (Fig. 80, Tabla 6), mostro sefiales para 28
carbonos, lo que junto con los experimentos DEPT 90° y 135°, indicaron la existencia de seis
metilos, seis metilenos, cuatro metinos y doce carbonos cuaternarios; destacando la sefal

correspondiente a una cetona a d¢ 216.1 y a una cetona a,3-insaturada a 5¢ 178.2.

Estos datos nos indicaron que la estructura corresponde con una nor-triterpeno-

metilénquinona derivada de la tingenona.
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Fig. 79 Espectro de RMN 'H para la 20a-hidroxitingenona (CDCls, 400 MHz)
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Fig. 80 Espectro de RMN C con acoplamiento de banda ancha y experimentos DEPT 90°
y 135° para la 20a-hidroxitingenona (CDCl;, 100 MHz)

El estudio del experimento de HMBC (Fig. 81), nos permitio fijar la posicion de cada
uno de los grupos funcionales en la molécula de forma inequivoca. Asi, las correlaciones
observadas entre el proton H-1 (6y 6.51) a dos enlaces con los carbonos C-2 (s, 8¢ 178.2) y
C-10 ( s, 8c164.5) y a tres enlaces con los carbonos cuaternarios C-5 (d¢ 127.4), C-3 (d¢
145.8) y C-9 (8¢ 42.5), y las correlaciones del Me-23 a dos enlaces con C-4 (¢ 116.8,s) y a
tres enlaces con C-3 (0¢ 145.8, s) y C-5 (d¢ 127.4, s), permitié establecer la estructura del

anillo A.

Los dobles enlaces del anillo B, se situaron entre C-5 y C-6 y entre C-7 y C-8 al
observar las correlaciones del H-6 a dos enlaces con C-7 (d¢ 117.6, d) y C-5 (6¢ 127.4,s), y a
tres enlaces con el C-8 (8¢ 168.6, s), C-10 (¢ 164.5, s) y C-4 (d¢ 116.8, s) y del H-7 a dos
enlaces con C-8 (d¢ 168.6, s) y C-6 (d¢ 133.4 d) y a tres enlaces con C-9 (5¢ 42.5) y C-4
(Oc 116.8, s).
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Las correlaciones observadas entre el C-21 (3¢ 216.1) a dos enlaces con H-22a (0

2.74) y a tres enlaces con H-19 (6y 1.3, 2.3), Me-30 (dy 1.38) y OH-20 (6y 3.33), nos permitid

establecer la regiosustitucion del anillo E.
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Fig. 81 Espectro HMBC ('H- °C) para la 200-hidroxitingenona

La asignacion completa de las sefiales de 'H y "°C se realiz6 mediante las correlaciones

observadas en un experimento HSQC ('H- °C). Fig. 82
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Fig. 82 Experimento HSQC ("H-">C) para 20a-hidroxitingenona

La estereoquimica relativa de los protones de H-22 se determind mediante el estudio
de sus constantes de acoplamiento y un experimento ROESY (Fig. 83), en el que se observd

efecto NOE entre el proton de H-22a con el Me-27c.
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La estereoquimica relativa del alcohol sobre C-20, fue establecida por medio de un
experimento ROESY, donde se observo el efecto NOE entre el Me-28f y el Me-30, lo que
indica una disposicion relativa 3 del Me-30 y por lo tanto, del grupo hidroxilo sobre C-20

como o.

Estos datos y la comparacién con los datos dados en la literatura para 20[-

hidroxitingenona, nos permiti6 establecer la estructura de la 20a-hidroxitingenona.

eritromicina en D20
ROESY con presaturacion pl5=250ms
27 oo

28?; O 0
30 o >

e W | £ - B
IOP =) G
27 4 H-270/H-220.

Fig. 83 Experimento ROESY para 20a-hidroxitingenona
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Tabla 6. Datos de RMN 'H (400 MHz) y *C (100 MHz) de la 20¢-hidroxitingenona

Posicion
1

O 0| | N D B W N

NN NN N NN N NN = ] m e |
O 00 AN D W N = OO0 AN N W INO — O

30
OH-20

8, CDCl;, 400 MHz. J en paréntesis en Hz. Datos basados en experimentos COSY y HSQC.
"3, CDCl;, 100 MHz. Datos basados en experimentos DEPT, HSQC y HMBC.

o”
6.51s

7.01 d (4.8)
6.30 d (5.4)

1.95,2.20
1.77,1.28

1.80 d (3.0), 1.59 sa
1.89d (3.3), 1.5
1.74
1.30,2.30 d (3.0)

2.17B,2.74d o (12.0)
221s
1.46 s
1.34s
0.62s
1.29s
1.38s
3.33s

oc”
119.5d
178.2's
1458 s
116.8 s
1274 s
133.4d
117.6 d
168.6 s
42.5s
164.5s
335t
28.7t
3945
439s
279t
363t
345s
43.6d
343t
71.7 s
216.1s
47.6 t
10.0 ¢

38.6¢
215¢
16.5¢
344c

30.6¢

s= singulete, sa = singulete ancho, d= doblete, t= triplete y c=cuartete.
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4.5 RESUMEN DE LOS DATOS EXPERIMENTALES DE LOS PRODUCTOS
NUEVOS AISLADOS DE LA RAIZ DE Cassine xylocarpa

4.5.1 XYLOCARPINA (3a,21a-dihidroxi-3p(25)-epoxi-olean-12-eno)

Polvo amarillo; [a]*’p +44.5 (¢ 0.8, CHCls); IR (pelicula) vins 3404, 2927, 2864, 2361, 2338,
1730, 1460, 1379, 1038, 755 cm™; RMN 'H (CDCls;, 400 MHz) & 0.84 (6H, s, Me-28,
Me-29), 0.89 (3H, s, Me-26), 0.95 (3H, s, Me-30), 0.97 (3H, s, Me-24), 1.03 (3H, s, Me-23),
1.11 (3H, s, Me-27), 1.15 (1H, H-19), 1.17, (1H, H-1), 1.2 (1H, H-5), 1.35 (1H, H-22), 1.4
(2H, H-7), 1.42 (1H, H-6), 1.48 (1H, H-22), 1.52 (1H, H-6), 1.68 (1H, H-9), 1.68 (1H, H-2),
1.73 (2H, H-15), 1.74 (1H, H-11), 1.8 (1H, H-19), 1.95 (2H, H-16), 1.97 (1H, H-11), 1.99
(1H, H-18), 2.14 (1H, H-1), 2.15 (1H, H-2) 3.51 (1H, dd, J = 4.8, 12.0 Hz, H-21p), 3.90 (1H,
d, J = 8.7 Hz, H-25a), 4.27 (1H, dd, J = 2.7, 8.4 Hz, H-25f), 5.25 (1H, sa, H-12); RMN “C
(CDCls, 100 MHz) & 16.6 (c, C-29), 17.0 (c, C-26), 18.0 (c, C-24), 19.4 (t, C-6), 23.6 (t,
C-11), 25.1 (¢, C-27), 25.8 (t, C-15), 2.0 (¢, C-23), 28.0 (t, C-16), 28.1 (c, C-28), 28.8 (c,
C-30), 29.4 (t, C-2), 30.8 (t, C-7), 34.7 (t, C-1), 35.0 (s, C-10), 36.0 (s, C-17, C-20 ), 38.5 (s,
C-8), 40.0 (s, C-4), 41.6 (d, C-9, C-14), 45.0 (t, C-22), 46.5 (t, C-19), 47.0 (d, C-18), 50.2 (d,
C-5), 67.7 (t, C-25), 73.8 (d, C-21), 98.0 (s, C-3), 122.3 (d, C-12), 143.4 (s, C-13); EMIE" m/z
(%) 456 (M, 100), 438 (33), 300 (17), 273 (19), 272 (18), 271 (53), 255 (60), 253 (19), 234
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(36), 219 (28), 159 (33), 145 (44), 135 (55), 133 (58),119 (60); EMAR m/z 456.3605
(calculado para C3yHss303, 456.3603). Ver Anexo 1

4.5.2 LEONATRIOL (3f3,21,22-trihidroxi-baccharan-5-eno)

Laca incolora; [a]*’p +25 (¢ 0.54, CHCl3); IR (pelicula) vinax 3423, 2929, 2868, 1729, 1461,
1380, 1168, 756 cm™; RMN 'H (CDCls;, 400 MHz) & 0.88 (3H, s, Me-28), 0.90 (3H, s,
Me-25), 0.94 (1H, H-15), 0.98 (3H, s, Me-26), 1.08 (3H, s, Me-27), 1.03 (3H, s, Me-23), 1.11
(1H, H-18), 1.13 (3H, s, Me-24), 1.17 (3H, s, Me-29, 30), 1.19 (1H, H-16), 1.22 (3H, s,
Me-29, 30), 1.23 (1H, H-19), 1.24 (1H, H-18), 1.30 (1H, H-12), 1.34 (1H, H-19), 1.38 (2H,
H-20), 1.45 (1H, H-8), 1.48 (1H, H-1), 1.52 (1H, H-12), 1.58 (1H, H-15),1.59 (1H, H-1), 1.63
(2H, H-11), 1.70 (1H, H-2), 1.86 (1H, H-7), 1.87 (1H, H-2), 2.00 (1H, d, J = 7.5 Hz, H-16)
2.04 (1H, m, H-10), 3.28 (1H, dd, J = 2.7, 9.6 Hz, H-21), 3.47 (1H, t, J = 2.4 Hz, H-3), 5.61
(1H, t, J = 5.4 Hz, H-6); RMN *C (CDCls, 100 MHz) & 15.0 (¢, C-27), 17.3 (¢, C-25), 17.8
(t, C-1), 20.0 (c, C-26), 23.1 (c, C-29 0 30), 23.4 (t, C-7), 25.2 (c, C-24), 26.2 (t, C-20), 26.4
(c, C-29 0 30), 27.5 (t, C-2), 28.8 (c, C-23), 29.0 (t, C-16), 31.5 (s, C-17), 32.5 (t, C-15), 32.6
(c, C-28), 33.9 (t, C-12), 34.2 (t, C-11), 35.3 (s, C-9), 36.3 (s, C-13), 37.7 (s, C-14), 40.1 (t,
C-19), 40.6 (s, C-4), 44.4 (d, C-8), 44.5 (t, C-18), 49.7 (d, C-10), 73.0 (s, C-22), 76.1 (d, C-3),
79.6 (d, C-21), 121.7 (d, C-6), 141.8 (s, C-5); EMIE" m/z (%) 460 (M", 5), 424 (10), 308 (52),
290 (29), 275 (40), 257 (19), 248 (14), 233 (13), 191 (42), 189 (37), 152 (86), 134 (100), 121
(44), 95 (54); EMAR m/z 460.3924 (calculado para C3oHs,03, 460.3916). Anexo 2
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4.5.3 29-METILESTER DE LA CANGORONINA (3-hidroxi-3,4-didehidro-5-formil-2-

oxo-D:A-friedoolean-29-carboxilato de metilo)

Cristales transparentes ligeramente amarillos; [a]*b +37.4 (¢ 0.85, CHCls); IR (pelicula) Vinay
3408, 2930, 2868, 1727, 1659, 1455, 1387, 1358, 1214, 1099, 756, 666 cm’1; RMN 'H
(CDCl3, 400 MHz) 6 0.81 (3H, s, Me-27), 0.83 (3H, s, Me-26), 0.88 (3H, s, Me-25), 0.98 (1H,
da, J=10.5 Hz, H-22), 1.07 (3H, s, Me-28), 1.18 (3H, s, Me-30), 1.23 (1H, H-11), 1.29 (2H,
H-12, 15), 1.31 (1H, H-11), 1.40 (1H, H-1), 1.43 (1H, H-8), 1.44 (1H, s, H-7), 1.51 (1H, sa,
H-12), 1.51 (1H, sa, H-15), 1.52 (1H, d, J = 6.6 Hz, H-18), 1.60 (1H, H-7), 1.6 (1H, H-16),
1.66 (3H, s, Me-23), 1.7 (1H, H-1), 1.99 (1H, dt, J = 2.4, 13.5 Hz, H-22), 2.11 2.15 (2H, m,
H-21), 2.32 (1H, da, J = 10.8 Hz, H-16), 2.68 (1H, dd, J = 3.6, 13.8 Hz, H-19), 2.77 (1H,
H-19), (H-6), 9.63 (1H, s, H-24); RMN “C (CDCls, 100 MHz) & 10.4 (c, C-23), 15.6 (c,
C-26), 17.0 (c, C-22), 17.1 (c, C-25), 18.2 (t, C-7), 28.7 (t, C-15), 29.0 (t, C-12), 29.6 (t,
C-21), 29.9 (s, C-17), 30.1 (t, C-16), 30.4 (t, C-19), 31.1 (t, C-6), 31.6 (c, C-28), 31.7 (c,
C-30), 32.9 (t, C-11), 35.8 ( t, C-1), 36.2 (t, C-22), 36.7 (s, C-9), 38.8 (' s, C-13), 39.0 (s,
C-14), 40.3 ( s, C-20), 44.2 (d, C-18), 49.1 (d, C-8), 51.3 ( ¢, Me-unido a Oxigeno), 54.4 (s,
C-5), 55.6 (d, C-10), 126.7 (s, C-4), 146.2 (s, C-3), 178.9 (s, C-29), 192.9 (s, C-2), 194.7 (d,
C-24); EMIE" m/z (%) 498 (M), 470 (M'-28, CO", 33), 469 (M'-29, CHO", 100), 409
(M™-60, HCOOCH3, 31), 249 (22), 177 (25), 137 (92), 121 (22), 109 (25), 95 (33); EMAR
m/z 498.3326 (calculado para Cs1HyOs, 498.3345) Anexo 3
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4.5.4 200-HIDROXITINGENONA

Laca amarilla-anaranjada, [a]*p -2.1 (¢ 0.99, CHCls); UV (EtOH) Amax (long €) 209 cetona a.,
B-insaturada (3.03), 242 dieno homoanular (2.98), 288 (2.21), 421 (3.10) nm; IR (pelicula)
Vmax 3375 (OH), 2927-2857 (CH, alifatico), 1715 (C=0), 1595, 1517, 1445, 1381, 1290, 1088,
870, 759 cm™; RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) & 0.62 (3H, s, Me-27), 1.28 (1H, H-12), 1.29
(3H, s, Me-28), 1.30 (1H, H-19), 1.34 (3H, s, Me-26), 1.38 (3H, s, Me-30), 1.46 (3H, s,
Me-25), 1.50 (1H, H-16), 1.59 (1H, H-15), 1.75 (1H, sa, H-18), 1.77 (1H, sa, H-12), 1.80 (1H,
d, J=2.96 Hz, H-15), 1.89 (1H, d, J = 3.3 Hz, H-16), 1.95 (1H, H-11), 2.17 (1H, H-22),2.20
(1H, H-11), 2.21 (3H, s, Me-23), 2.3 (1H, d, J = 3 Hz, H-19), 2.74 (1H, d, J = 12 Hz, H-22),
3.05 (1H, s, OH-29), 6.30 (1H, d, J=5.4 Hz, H-7), 6.51 (1H, s, H-1), 7.01 (1H, d, J = 4.8 Hz,
H-6) ; RMN "C (CDCls, 100 MHz) & 10.0 (c, C-23), 16.5 (¢, C-27), 21.5 (¢, C-26), 27.9 (t,
C-15), 28.7 (t, C-12), 30.6 (c, C-30), 33.5 (t, C-11), 34.3 (t, C-19), 34.4 (c, C-28), 34.5 (s,
C-17), 36.3 (t, C-16), 38.6 (c, C-25), 39.4 (s, C-13), 42.5 (s, C-9), 43.6 (d, C-18), 43.9 (s,
C-14), 47.6 (t, C-22), 71.7 (s, C-20), 116.8 (s, C-4), 117.6 (d, C-7), 119.5 (d, C-1), 127.4 (s,
C-5), 133.4 (d, C-6), 145.8 (s, C-3), 164.5 (s, C-10), 168.6 (s, C-8), 178.2 (s, C-2), 216.1 (s,
C-24); EMIE" m/z (%) 436 (M", 59), 253 (20), 241 (30), 215 (16), 214 (16), 202 (100), 201
(69), 81 (15), 69 (16), 55 (27); EMAR m/z 436.2616 (calculado para CygH3cO4, 436.2614).

Anexo 4
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l 5. CONCLUSIONES U

e Se aislaron del extracto diclorometanico de las hojas de Maytenus segoviarum cinco
productos conocidos en la literatura quimica, cuatro triterpenos: epifriedelanol,

friedelina, a-amirina, lupeol y un esterol: B-sitosterol.

e Del extracto diclorometénico de las ramas de Maytenus segoviarum se aislaron seis
productos conocidos en la literatura quimica, dos triterpenos del lupano: lupeol y 6f3-
hidroxi-lupan-3-ona, y cuatro alcaloides sesquiterpénicos: euonymina, 4-hidroxi-7-

epichuchuhuanina E-V, 2-deacetilevonina y forrestina.

e Del extracto de n-hexano/éter etilico de la corteza de raiz de Cassine xylocarpa se
aislaron trece productos conocidos en la literatura quimica, once triterpenos: tingenona,
pristimerina, 20B-hidroxitingenona, 22-hidroxitingenona, 7-hidroxi-6-oxopristimerol,
6-oxopristimerol, celastrol, 3-O-metil-6-oxotingenol, 3[3,29-dihidroxiglut-5-eno,
o-amirina , lupeol; un esterol: B-sitosterol, y un derivado del 4cido shikimico:

siringaldehido.

e Se aislaron de la raiz de Cassine xylocarpa, cuatro triterpenos nuevos en la bibliografia
quimica, cuyas estructuras se elucidaron mediante un cuidadoso estudio de sus datos
espectroscopicos y espectrométricos, como: 3a,21a-dihidroxi-33(25)-epoxi-olean-
12-eno (xylocarpina, triterpeno de la serie del oleano,), 3pB,21,22-trihidroxi-
baccharan-5-eno (leonatriol, triterpeno de la serie del baccharano), 3-hidroxi-3.,4-
didehidro-5-formil-2-oxo0-D:A-friedoolean-29-carboxilato de metilo (29-metiléster
de la cangoronina, triterpeno de la serie del friedelano) y 20a-hidroxitingenona

(triterpeno metilénquinona).

e Los baccharanos son triterpenos muy escasos en la Familia Celastraceas y en el

presente estudio se logra aislar el tercer ejemplo de un triterpeno con estructura de
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D:B-friedobaccharano, que denominamos Leonatriol, para el que se propone en el

presente estudio una posible ruta biogenética de formacion.
Se aisla de la raiz de Cassine xylocarpa la 20a-hidroxitingenona y se aclara con esto

muchas confusiones generadas en la literatura quimica en torno a la elucidacion

estructural de este metabolito.
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6. RECOMENDACIONES



6. RECOMENDACIONES

Completar el estudio fitoquimico de Maytenus segoviarum analizando el fruto y la raiz

de dicha especie.

Determinar la configuracién absoluta de Leonatriol empleando la reaccion de
“Complejacion in situ de ésteres acidos de a-metoxifenilacético con Bario (II)”, y

para su anélisis RMN 'H.

Completar el estudio fitoquimico de Cassine xylocarpa analizando las ramas, hojas y

fruto de esta especie.

Se recomienda ensayar los diferentes metabolitos secundarios aislados, frente a

diferentes actividades bioldgicas, dependiendo de la estructura quimica que presenten.
Continuar el estudio fitoquimico de otras especies de Celastraceas pertenecientes a la

flora salvadorefia, entre las que se pueden mencionar, por ejemplo: Wymmeria

cylocarpa, Zinowiewia cuneifolia y Quetzalia reynae.
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ANEXOS



1. DATOS ESPECTRALES DE H-1

ANEXO 1

1.1 Espectro UV de H-1
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1.2 Espectro IR de H-1
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1.3 ESPECTRO DE MASAS DE H-1
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ANEXO 2
2. DATOS ESPECTRALES DE B-1

2.1 ESPECTRO UV DE B-1
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2.2 ESPECTRO IR DE B-1
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2.3 ESPECTRO DE MASAS DE B-1
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ANEXO 3
3. DATOS ESPECTRALES DE F-1
3.1 ESPECTRO UV PARA F-1
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3.2 ESPECTRO I.R. DE F-1
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3.3 ESPECTRO DE MASAS DE F-1
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ANEXO 4

4. DATOS ESPECTRALES DE 20a HIDROXITINGENONA
4.1 ESPECTRO UV DE LA 20a HIDROXITINGENONA
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4.2 ESPECTRO IR DE LA 20a HIDROXITINGENONA
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4.3 ESPECTRO DE MASAS DE LA 20a HIDROXITINGENONA
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