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RESUMEN

El estudio fitoquimico de los extractos en MeOH/H,O (7:3) de los frutos de
Phytolacca rugosa, P. icosandra y Cestrum ruizteranianum, asi como de la corteza
de Ganophyllum giganteum, conllevé al aislamiento y caracterizacién estructural de

veintitres compuestos naturales (1-23).

De P. rugosa, se obtuvieron cuatro saponinas triterpénicas (1-4) derivadas de
la serie del acido serjanico, las cuales han sido previamente reportadas para el

género pero se reportan por primera vez para la especie.

De la especie P. icosandra se obtuvieron ocho compuestos, entre los cuales se
encontraban dos acidos triterpénicos [4dcido espegulagénico (5) y el acido
epiacetilaleuritélico (6)], dos lignanos conocidos (7) y el (8) (8, reportado por
primera vez para la familia Phytolaccaceae), una mezcla de glic6sidos esteroidales
(9) v (9a), dos saponinas triterpénicas (10 y 11) derivadas del acido serjanico y un

compuesto aromatico (12) perteneciente al grupo de los peltoginoides.

El anélisis de C. ruizteranianum present6 el aislamiento de una mezcla de
triterpenos [4cidos ursdlico y oleandlico (13)] y siete saponinas esteroidales ya
conocidas (14-20) del tipo espirostano (14 y 15) y furostano (16-20). Todas la

saponinas se reportan por primera vez para el género Cestrum.

Por ultimo, de la corteza de la especie G. giganteum se lograron asilar tres
saponinas triterpénicas (21-23) derivadas del acido zanhico.

El acido 3-O-(2-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-28-O-p-bd-glucopiranosil-serjanico
(10), el 9,10-metilenodioxi-5-metoxi-peltoginano (12), el 4cido 28-0-{4-O-acetil-p-
D-fucopiranosil-[(1—2)-a-L-ramnopiranosil]-(1—3)-B-D-xilopiranosil }-3-O-p-b-gluco-
ronopiranosil-zanhico (21), el acido 28-O-{4-O-acetil-p-D-fucopiranosil-[(1—2)-p-D-
glucoronopiranosil]-(1—3)-p-D-xilopiranosil }-3-O-a-L-ramnopiranosil-zanhico (22)
y el acido 28-0O-{4-0O-acetil-p-D-fucopiranosil-[(1—2)-p-D-glucoronopiranosil]-(1—3)-
B-D-xilopiranosil-(1—2)-p-bD-glucopiranosil }-3- O-a-L-ramnopiranosil-zanhico (23) se

reportan por primera vez en este trabajo como nuevos productos naturales.
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ABSTRACT

Phytochemical analysis of the MeOH/H,O (7:3) of the fruits of Phytolacca
rugosa, P. icosandra and Cestrum ruizteranianum, as well as the barks of
Ganophyllum giganteum, leaded to the isolation and structural characterization of

twenty three (1-23) compounds.

From P. rugosa, four (1-4) known triterpenoidal saponins belonging to the
serjanic acid series were obtained, all saponins are reported for the first time for

P. rugosa.

P. icosandra was studied and eight compounds were isolated, two triterpenic
acids [spergulagenic acid (5) and epiacetylaleurytolic acid (6)], two lignanes (7)
and (8) [8, reported for the first time in Phytolaccaceae], a mixture of steroidal
glycosides (9) and (9a), two triterpenoidal saponins (10 - 11) and a peltoginoid-
type compound (12).

Analysis of C. ruizteranianum leaded to the isolation of a triterpene mixture
[oleanolic and ursolic acids (13)] and seven known (14-20) spyrostane (14, 15)
and furostane-type (16-20) saponins. All saponins are reported for the firs time in

Cestrum genus.

Finally, from the bark of G. giganteum, three saponins (21-23) belonging to
the zanhic acid series were obtained.

Compounds determined as: 3-O-(f-D-2-acetoxy-glucopyranosyl) 28-O-f-D-
glucopyranosyl-serjanic acid (10) ; 9,10-metylendioxy, 5-metoxy-peltoginane (12);
28-0-{p-D-4-O-acetylfucopyranosyl [(1—2)-a-L-thamno-pyranosyl] (1—3)-f-D-xylo-
pyranosyl}-3-O-B-D-glucoronopyranosyl-zanhic acid (21); 28-O-{p-D-4-O-acetyl-
fucopyranosyl [(1—2)-p-D-glucoronopyranosyl] (1—3)-p-D-xylopyranosyl}-3-O-o-L-
rhamnopyranosyl-zanhic acid (22) and 28-O-{p-D-4-O-acetylglucopyranosyl
[(1—2)-B-D-glucoronopyranosyl] (1—3)-p-D-xylopy-ranosyl (1—2)-p-D-glucopyrano-
syl}-3-O-a-L-thamnopyranosyl-zanhic acid (23), are described in this study as new
natural products.
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RESUME

L’étude phytochimique des extraits MeOH/H,O (7:3) des fruits de P. rugosa,
P. icosandra et C. ruizteranianum, ainsi que de 'écorce de G. giganteum a conduit a

I'isolement et a la caractérisation structurale de vingt-trois composés (1-23).

Quatre saponines triterpéniques (1-4) dérivées de I'acide serjanique ont été
isolées a partir de P. rugosa; ces composés ont précédemment été rapportés pour ce

genre, mais ils sont décrits pour cette espece pour la premiere fois.

L’étude de P. icosandra a permis d’obtenir huit composés parmi lesquels
figurent deux acides triterpéniques [l'acide spégulagénique (6) et l'acide
épiacétylaleuritolique (5)], deux lignanes (7) et (8) (8, rapporté pour la premiere
fois pour le genre et la famille), un mélange de glycosides stéroidiens (9 et 9a),
deux saponines triterpéniques (10 et 11) dérivées de l'acide serjanique et un

composé aromatique (12) appartenant au groupe des peltogynoides.

L’analyse des fruits de C. ruizteranianum a conduit a l'isolement d'un
mélange de triterpénes [incluant les acides ursolique et oléanolique (13)] et sept
saponines stéroidiennes (14-20) de types spirostane (14-15) et furostane (16-20).
Tous les composés ont été décrits antérieurement, mais c’est la premiere fois qu’il

sont signalés pour I'espece et pour le genre Cestrum.

Enfin, I'écorce de G. giganteum a fourni trois saponines triterpéniques

(21-23) dérivées de I'acide zanhique.

L’acide 3-O-(2-O-acétyl-p-D-glucopyranosyl)-28- O-p-D-glucopyranosyl-serjanique
(10), le 9,10-méthylenedioxy-5-méthoxy-peltogynane (12), lacide 28-0O-{4-O-
acétyl-p-n-fucopyranosyl-[(1—2)-a-L-tThamnopyranosyl]-(1—3)-p-D-xylopyranosyl } -
3-O-p-D-gluco-ronopyranosyl-zanhique (21), l'acide 28-0-{4-O-acétyl-p-D-fuco-
pyranosyl-[(1—>2)-B-D-glucoronopyranosyl]-(1—3)-p-D-xylopyranosyl }-3-O-o-L-thamno-
pyranosyl-zanhique (22) et 'acide 28-O-{4-O-acétyl-p-D-fuco-pyranosyl-[(1—2)-p-D-
glucoronopyranosyl]-(1—3)-p-b-xylopyranosyl-(1—2)-p-D-glucopyranosyl }-3- O-o-L-
rhamnopyranosyl-zanhique (23) sont décrits pour la premiére fois comme
nouveaux produits naturels.
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INTRODUCCION.

Los compuestos naturales conocidos como saponinas, son glicésidos de alto
peso molecular, constituidos por un “glicosido” o “monosacarido’, el cual esta
unido a un esqueleto triterpénico o esteroidal conocido como “aglicona” o “genina”.
Generalmente estan presentes en su mayoria (pero no exclusivamente) en el reino
vegetal, donde se distribuyen ampliamente ya que se han encontrado hasta el
momento en alrededor de 100 familias de plantas superiores, sin embargo, el
ntmero de compuestos que se han logrado aislar de organismos marinos se ha
incrementado notablemente. Se han encontrado principalmente en el filo marino
Echinodermata, particularmente en especies de la clase de Holothuroidea (pepinos
de mar) y Asteroidea (estrellas de mar) (Mackie et al., 1977).

La definicién etimolégica de estos compuestos se basa en sus propiedades
tenso-activas; como es bien sabido, una gran cantidad de saponinas poseen
actividad como detergentes. Muchas plantas productoras de saponinas han sido
utilizadas por cientos de afos como jabones y este hecho se ve reflejado en los
nombres comunes que muchas de estas especies poseen, Ej. soaproot (raiz jabonosa)
Chlorogalum pomeridianum, soapbark (tallo jabonoso) Quillaja saponaria,
soapberry (baya jabonosa) Sapindus saponaria, soapnut (nuez jabonosa) Sapindus
mukurossi. Entre otras de sus propiedades frecuentes se pueden mencionar la
actividad hemolitica y la piscicida. Estas caracteristicas, aunque no comunes para
todas las saponinas, han sido frecuentemente utilizadas para distinguir a esta clase
de compuestos naturales, pero debido a las numerosas excepciones que se han
suscitado, estos compuestos ahora se definen mas convenientemente por su
estructura molecular que por las propiedades antes mencionadas.

Como ya se dijo, estas sustancias consisten de una aglicona, enlazada a una o
varias unidades de monosacaridos. Dichas unidades pueden estar unida en uno, dos
o tres puntos distintos de una sola molécula o aglicona, lo que les confiere el
nombre de “monodesmosidicas’, “bidesmosidicas’ o “tridesmosidicas’ (proveniente
de la palabra griega desmos =cadena) segtin el niimero de enlaces. De acuerdo a la
naturaleza de la genina, dependiendo de la naturaleza del esqueleto carbonado se
pueden reconocer dos grandes grupos . El primer grupo consiste en las saponinas
esteroidales, las cuales estdn casi exclusivamente distribuidas entre las
angiospermas monocotiledéneas. El segundo grupo estda conformado por las
saponinas ftriterpénicas, que son mas comunmente encontradas entre las
angiospermas dicotiledéneas. Algunos autores distinguen un tercer grupo, el de las
aminas esteroidales, las cuales son clasificadas por otros como saponinas estero-
alcaloidales (Fig. A) (Bruneton, 1995).
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Tanto las saponinas esteroidales como las estero-alcaloidales, constan de una
aglicona de veintisiete carbonos (C,,) conocido como esqueleto espirostanico o
furostanico, generalmente formado por una estructura de cico o seis anillos;
mientras que las saponinas triterpénicas estan formadas por un esqueleto de treinta
carbonos (C,,) comprendiendo una estructura generalmente pentaciclica. Todas las
saponinas tiene en comun el enlace de una o mas cadenas de aziicares hacia la
aglicona. Las saponinas monodesmosidicas poseen este enlace normalmente
ubicado en C-3, las bidesmosidicas con frecuencia presentan el enlace etéreo en C-3
y otro generalmente a través de un grupo éster en C-28 (saponinas triterpénicas) o
C-26 (saponina esteroidales), en el caso de las tridesmosidicas no existe un patrén
exclusivo y son raramente encontradas. El enlace entre los glicésidos puede ser
lineal o ramificado (Fig. A), siendo once (11) el mayor nimero de unidades hasta
ahora encontrado para una saponina (en el compuesto clematdsido C, aislado de
Clematis manshurica, Ranunculaceae), sin embargo, el nimero més comiin para la
mayoria de las saponinas oscila entre 2 y 5 unidades. Kochetkov y Khorlin (1966),
fueron los primeros en introducir el término “oligosidos” para aquellos glic6sidos
que contienen més de 3 6 4 unidades monosacaridas.

Figura A: Diversidad Estructural de Saponinas
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Los monosacaridos mas cominmente encontrados en plantas superiores y las
correspondientes abreviaciones establecidas por la IUPAC son: D-glucosa (Glc),
D-galactosa (Gal), D-acido glucorénico (GlcA), D-acido galacturénico (GalA),
L-thamnosa (Rha), L-arabinosa (Ara), D-xyolsa (Xyl) y D-fucosa (Fuc); mientras que
para organismos marinos el grupo D-quinovosa (Qui) es bastante usual. Existen
también grupos menos comunes como la apiosa (Api), o aminoaztcares como la
acetamido glucosa (GlcNAc). Las configuraciones de los monosacaridos pueden
darse en las formas o o f y presentarse como pirandsidos (p) como la glucosa o
furanésidos (f) como la apiosa (Fig. B) (Sharon, 1982).

Figura B. Glicésidos mas Frecuentes Encontrados en la Naturaleza.
OH OH OH
6 COOH 3 COOH s
v
Qo % HO J—q o Qo % HOfJ—q %6
¢ : OH OH OH OH
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Gracias a los adelantos en el campo de la cromatografia y espectroscopia, el
ntmero de estructuras nuevas descubiertas ha ido en aumento: del periodo
comprendido entre 1987 a 1990, alrededor de 400 saponinas y casi 100 geninas han
sido descritas. Hoy en dia, mas de 100 sapogeninas esteroidales e incluso un mayor
ntmero de triterpénicas han sido identificadas. Esta biodiversidad puede ser
multiplicada ademés, por la composicion de cadenas de glicésidos, tipos de
glicosidos, patrones y tipos de sustitucién. Es bien sabido que incluso una sola
especie puede poseer un gran numero de saponinas individuales, tal es el caso de
las raices de la alfalfa (Medicago sativa) en la que se pueden encontrar al menos 25
tipos distinto de saponinas.
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Tanto las estructuras como sus cantidades pueden variar dependiendo del
tipo de planta en estudio. Esta biodiversidad estructural y amplio espectro de
polaridades hacen del estudio y caracterizacion de este tipo de producto natural una
tarea bastante complicada (Hostettmann and Marston, 1995).

El rol biol6égico de las saponinas en las plantas ha sido cuestionado en
muchas ocasiones y hasta ahora no hay una respuesta satisfactoria del porque su
alto contenido en algunas especies (hasta en un 30%). Una teoria explica que éstas
protegen a las plantas del ataque de hongos (Défago, 1977), esto basado en el hecho
de que existe un incremento en la producciéon de saponinas en las zonas de la
planta propensas al ataque de organismos externos. Se ha propuesto que las
saponinas bidesmosidicas (las cuales frecuentemente no poseen las caracteristicas
comunes de las saponinas), existen como un medio de transporte desde los érganos
en menor riesgo (hojas) a aquellas partes propensas a ser atacadas por
microorganismos (raices, semillas) (Tschesche and Wulff, 1972). Cuando el tejido
de la planta es danado, las enzimas actiian sobre las saponinas bidesmosidicas y
una vez transformadas en sus derivados monodesmosidicos, pueden proveer una
defensa contra la invasion de dichos microorganismos. Un ejemplo es la produccion
de a-hederina (II) a partir de la hederasaponina C (I), componente principal en la
especie Hedera helix (Araliaceae) e inactiva en contra agentes microbiales (Fig. C).

Figura C. Transformaciéon Enzimatica de Saponinas en Hedera helix.
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Mucha de la atencién que reciben estas sustancias deriva del hecho de que
ciertas estructuras son utilizadas entre otras cosas como material de partida en la
hemi-sintesis de esteroides medicinales y ademas han sido de importancia en el
campo de la fitoterapia, farmacéutica y la industria de los cosméticos.
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BIOSINTESIS DE SAPONINAS EN PLANTAS

La formacion biolégica de los triterpenos y esteroides se lleva a cabo bajo un
mismo precursor biogenético, el cual es denominado “escualeno”. Este compuesto
esta formado por seis (6) unidades isoprénicas y en contraste con la formacién de
mono-, sesqui-, di- y sester-terpenos que provienen de la unién cabeza-cola de
isoprenos activos (isopentenilpirofosfato IPPF y dimetilalilpirofosfato DMAPF), el
escualeno lo hace por medio de la unién cola-cola de dos unidades de
farnesilpirofosfato (FPF) C,;, (Marcano and Hasegawa, 2002; Harrison, 1985). La bio-
formacion del escualeno ha sido objeto de estudio por muchos grupos de
investigacion, los cuales han obtenido una serie de conclusiones generales para este
proceso, entre estas tenemos que: a) La unién de las dos unidades de FPF ocurren
cola-cola; b) En dicha unién, una de las unidades de FPF invierte su configuracion
en C-1; ¢) La unidad de FPF que mantiene su configuracién durante la unién en el
2% paso, pierde su hidrégeno pro-S en C-1; d) La presencia de NADPH es necesaria
en la formacion del escualeno (Fig. D).

Figura D. Ruta Biosintética del Escualeno.

Escualeno
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El primer paso confirmado en la formacién de saponinas triterpénicas,
involucra la ciclacién del epoxi-escualeno (2,3-epéxido de escualeno), para dar asi,
uno de muchos potenciales productos. La gran mayoria de las saponinas
encontradas en plantas superiores provienen de los esqueletos del oleanano y
dammarano y en menor medida del lupano. Este evento de ciclacién constituye
también el punto de partida para los esteroides, en el cual, el 2,3-epoxido de
escualeno se cicla y convierte en lanosterol (en animales y hongos) o cicloartenol
(plantas). Es a partir de la conformacién inicial del epéxido de escualeno sobre la
superficie enzimatica que depende la orientacién de la ruta biosintética hacia los
esteroides por una lado y hacia los triterpenos por el otro (Fig. E).

Figura E. Ciclaciéon del 2,3-ep6xido de escualeno en la Formacion de
Esteroides y Triterpenos

2,3-epoxido de escualéno

l

silla-silla-silla

silla-bote-silla
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Triterpenos modificados Catién Dammarenilo

(Euphol, Tirucanol, etc.) Triterpenos
Pentaciclicos
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La ciclacion, re-arreglo y desprotonacién que conllevan a la formaciéon de los
diversos productos en la formacion de triterpenos y esteroides, se encuentran bien
establecidos (Abe et al., 1993). La ciclacion enzimatica del 2,3-ep6xido de escualeno
hacia la formacién de esteroides procede en la conformacion silla-bote-silla, dando
origen al cation protosteril (C,,), el cual es transformado en cicloartenol o lanosterol.
La biosintesis de los triterpenos por otro lado, involucra la ciclaciéon del sustrato en
conformacion silla-silla-silla para generar el catién tetraciclico dammarenilo (Fig. E).
Este puede ser posteriormente transformado en derivados triterpenoides catalizados
por la enzima dammaredienol sintasa (DS) [parte del conjunto de las 2,3-
oxidoescualen-ciclasas (OSCs)] o entrar en una serie de re-arreglos, generando los
triterpenos derivados del lupeol, - y a-amirina (Haralampidis et al., 2002).

Figura F. Ciclacién del Catién Dammarenilo para la Formaciéon de
Triterpenos de la Serie del Oleanano, a-Amirina y f-Amirina
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La subsecuente ciclacion del catién dammarenilo conlleva a la formacién del
cation pentaciclico de los oleananos a través de los cationes intermediarios
baccharenilo y lupenilo. Finalmente, una serie de trasposiciones [1,2] de
hidrégenos, y la eliminacion del protén H-12 resulta en la formaciéon de los
triterpenos pertenecientes al grupo de la f-amirina o a-amirina, caracteristicos por
la presencia del doble enlace A™. Se han propuesto para la formacién de la B-
amirina dos trasposiciones [1,2] de hidrégenos: la primera del C-18 a C-19 y la
segunda de C-13 a C-18; en la formacién de a-amirina son tres las trasposiciones
propuestas: de C-19 a C-20, de C-18 a C-19 y de C-13 a C-18 (Eschenmoser et al., 1955;
Barton et al, 1971) (Fig. F). Estos mecanismos han sido confirmados en
experimentos de incorporacién isotépica en especies como Rabdosia japonica
(Labiatae) (Seo et al., 1988).

Una segunda manera de doblarse de la cadena del escualeno, da origen a un
segundo isomero tetraciclico el cual se diferencia al de los dammaranos en la
estereoquimica de los carbonos 8, 9, 13, 14 y 17, este esqueleto recibe el nombre de
protostano el cual precede a todos los esqueletos de esteroides (Harrison, 1988;
1990) y a su vez, sufre una serie de modificaciones para formar los niicleos finales
de los lanostanos (animales y hongos) y cicloartanos (plantas superiores y algas). Es
a partir de este dltimo, que se originan los esqueletos del espirostano y furostano,
que constituyen los esqueletos base que conforman la gran mayoria de saponinas
esteroidales.

La transformacion biosintética que da lugar al esqueleto espirostanico a partir
del cicloartenol procede a través de una serie de pasos. El metilo en C-14 es el
primero en perderse y es removido en forma de acido férmico, la reacciéon es
catalizada por la enzima P-450 mono-oxigenasa, mediante la cual, se logran las
reacciones de oxidacién que dan origen al derivado aldehidico en C-14; la pérdida
del formaldehido genera el dieno A*'"“ (probablemente por un rompimiento
homolitico del aducto tipo peréxido) y el producto desmetilado es obtenido
finalmente gracias a un paso de reduccién promovido por NADPH. La pérdida de
los metilos en C-4 ocurre secuencialmente, a través de un proceso de descar-
boxilacion, el cual ocurre mediante la oxidacién del -OH en C-3 a cetona para
generar asi el intermediario B-ceto acido, en esta secuencia el enolato se regenera a
cetona y el metilo remanente en C-4 retoma la configuracién ecuatorial (o) la cual es
mas favorable [Fig. G(a)]. Por tltimo, el carbono espirocetalico se forma a partir de
la cadena lateral mediante una serie de reacciones de oxigenacién, hidroxilando el
C-16 y uno de los metilos terminales, asi como la formacién de una cetona en el
C-22. Este intermediario es luego convertido en un hemicetal mediante un ataque
nucleofilico del grupo hidroxilo en C-16 hacia la cetona en C-22, finalmente
transformadose al esqueleto final [Fig. G(b)] (Dewick, 2002).
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Figura G. Formacién de Esqueletos de Espirostano y Furostano a
partir del Cicloartenol
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La biosintesis de saponinas desde la ciclacién del 2,3-ep6xido de escualeno,
involucra una serie de modificaciones adicionales. Estas modificaciones pueden
incluir una gran variedad de eventos de oxidacién y sustitucién, y la adicion de
azucares en diferentes posiciones del esqueleto carbonado. Muy poco se sabe acerca
del grupo de enzimas requerido en esta elaboracién. No obstante, una caracteristica
comin compartida por todas las saponinas es la presencia de una cadena de
azucares unida a la aglicona en la posicién C-3 del hidroxilo. El entendimiento de
este proceso de glicosidacion (el cual se cree que ocurre en la fase terminal de la
biosintesis de las saponinas) es de mucha importancia, ya que la presencia de un
azticar en la posicion C-3 es critica para la actividad biolégica de muchas
estructuras (Roddick, 1974; Osbourn, 1996). Se han logrado progresos substanciales
en la caracterizacion de las glicosil-transferasas (Gtasas) en saponinas, y las
evidencias experimentales sugieren que la cadena de oligosacaridos se origina por
adicion secuencial de una sola molécula de aztcar hacia la aglicona (Kintiaet al., 1974;
Wojciechowski, 1975; 1983).

Existen solo algunos reportes acerca de la presencia de glicosil-transferasas
(Gtasas) en el proceso formacion de derivados monosacaridos en diversas agliconas
triterpénicas. En los casos en que se estudio la localizacién de estas enzimas a nivel
subcelular, se observé que en la gran mayoria de las veces se encontraban presentes
en los microsomas (Kalinoswka et al., 2005). Se sabe que estas enzimas son bastante
especificas, un ejemplo es la UDPGIcUA (Uridin-5-Difosfato-Glucosa Glucoronosil-
transferasa), que cataliza eficientemente los triterpenos del tipo oleanano, pero falla
al hacerlo con compuestos del tipo -amirina.

El estudio de la incorporacién de azicares en esteroides posee mas de una
década y hasta ahora varias Gtasas han sido aisladas, purificadas y caracterizadas,
se sabe ademas que estas también son altamente especificas para cada tipo de
esteroide. La primera enzima en catalizar efectivamente la glucosidaciéon de un
esteroide fue la UDPGIc: nuatigenina Gtasa, la cual fue aislada de las hojas de avena
(Avena sativa) (Kalinowska and Wojciechowski, 1986, 1987) y se logré hacer
exitosamente en el C-3 de la nuatigenina, un raro esqueleto esteroidal
representativo de esta especie y del cual derivan las saponinas “avendsidos”.

Hasta ahora, los estudios indican que las enzimas capaces de catalizar la
adicion de moléculas de aziicar en sapogeninas son bastante comunes en las
plantas, sin embargo, la relacion entre estas diversas enzimas no se podra esclarecer
hasta que una mayor cantidad de glicosil-transferasas sean purificadas y sus genes
relevantes clonados. El reto sera entonces caracterizar las otras enzimas, requeridas
para los subsecuentes pasos de glicosidacién que dan origen a la cadena de
oligosacaridos.
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PROPIEDADES BIOLOGICA Y/O FARMACOLOGICAS DE LAS SAPONINAS

Algunas de las propiedades naturales de las saponinas han sido utilizadas
desde hace cientos de anos. Las primeras investigaciones de actividad biolégica
fueron dirigidas hacia mezclas, pero con la introduccion de métodos sofisticados de
separacion y técnicas de elucidacion, la tendencia hoy en dia es trabajar con
compuestos puros o mezclas puras. Aunque ciertas propiedades de las saponinas se
encuentran bien definidas, algunas veces los efectos son dificiles de evaluar y en
otros casos, las respuestas se manifiestan solo en altas dosis. Para este tipo de
compuestos, existen propiedades comunes sin importar la estructura, estas son:

A.- PROPIEDAD HEMOLITICA:

La habilidad que poseen las saponinas de causar la hemélisis de la sangre fue
reportada por primera vez por Kobert en 1887. Se observd que bajas
concentraciones de saponinas eran capaces de destruir la membrana eritrocitica,
causando una liberaciéon de la hemoglobina. El fenémeno envuelve una reduccién
de la tensién superficial entre la fase acuosa y la lipidica, causando la emulsion de
los lipidos y su consecuente partida de la membrana. La actividad varia segtn la
estructura del glicésido, siendo las saponinas monodesmosidicas las mas fuertes.

B.- FORMACION DE ESPUMAS:

Es la caracteristica mas comtn que posee este tipo de sustancias y el
fenomeno ha sido utilizado como test para advertir la presencia de las mismas
(Steiner and Holtzem, 1955). Pese a esto, debe prestarse mucha atencién ya que no
todas las saponinas forman espuma en soluciones acuosas y ademas de esto existen
otros compuestos capaces de formar espumas, lo que puede llevar a conclusiones
erroneas. El mecanismo de formacién de espuma no es muy claro atin y no se sabe
si es debido al caracter anfifilico que estas poseen.

C.- PrINCIPIOS AMARGOS:

Muchas saponinas poseen caracter amargo. Las semillas de la quinoa
(Chenopodium quinoa) por ejemplo, contiene saponinas amargas las cuales deben
removerse antes de ser cocinadas (Mizui et al., 1988). De manera similar las
soyasaponinas parcialmente acetiladas son responsables del sabor amargo y
astringente de los granos de soya (Kitagawa et al., 1988). Un tridesmésido del acido
zahnico (1), obtenido de la alfalfa (Medicago sativa), es el compuesto mas amargo e
irritante para la garganta hasta ahora encontrado en esa especie. Pese a esto, existen
excepciones: la glicirricina (2), principal saponina del regaliz por ejemplo, es
cincuenta veces mas dulce que el azucar.
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Algunos de los atributos de las saponinas se conocen desde hace mucho
tiempo, otros han sido recientemente descubiertos. Un ejemplo es la actividad anti-
edulcorante y la ttero-constrictora. Entre la gama de actividades mas importantes
que se han encontrado para este tipo de compuesto se puede mencionar:

* Actividad Citot6xica y Antitumoral

* Actividad Antibacterial/Antimicrobial
* Actividad Antiinflamatoria

* Actividad Moluscicida

* Actividad Antifingica

ACTIVIDAD CITOTOXICA Y ANTITUMORAL:

La accion citotéoxica de muchas saponinas se encuentra bien documentada
(Tschesche and Wulff, 1972; Sparg et al., 2004; Lacaille-Dubois, 2005), experimentos
“in vivo” han sido llevados a cabo en contra de varias lineas celulares, pero la alta
toxicidad de las saponinas ha sido el factor principal en el impedimento de las
aplicaciones practicas de estas sustancias. Varias saponinas de especies como
Saponaria oficinalis, Myrsine africana, Hedera helix y Entada phaseloides han sido
reportadas como sustancias con propiedades antitumorales, sin embargo, sus
aplicaciones se han complicado debido su toxicidad (Tschesche and Wulff, 1972). A
pesar de esto, se han propuesto desarrollos clinicos de algunas saponinas tales
como los gingenésidos Rg, (3) y Rb, (4), los cuales han resultado activos en contra
del cancer de estomago (Hayasi and Kubo, 1980).

Tran y colaboradores en 2001, probaron saponinas del tipo espirostanol y
furostanol, aisladas de las raices y rizomas de Dracanea angustifolia (Dracaenaceae),
con la finalidad de probar el efecto antiproliferativo en células de carcinoma de
colon 26-L5 en ratones, fibrosarcoma humano HT-1080 y melanoma B-16 BL6.
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Tres de los compuestos probados (5), mostraron potente actividad
antiproliferativa contra células de fibrosarcoma HT-1080 (IC,,= 0,2 a 0,6 uM),
resultados comparables a la accion de la doxorubicina (Tran et al, 2001). Otros
glicosidos obtenidos de los tallos de Dracanea draco, conocidos como “draconinas”
(6) han mostrado actividad significativa en contra de células de leucemia LH-60
con valores IC,,= 2,7 a 9,7 uM, en periodos de 72 horas (Gonzales et al., 2003).

Una saponina triterpénica (7) aislada de las raices de Aralia dasyphylla
(Araliaceae), mostr6 actividad citotéxica muy fuerte en contra de células kB
(carcinoma humano de naso-faringe) y HelLa-S, (carcinoma cervical). Los valores
IC;, para este compuesto fueron de 1,2 ug/mL en células kB y 0,02 ug/mL para
células HeLa-S, (Xiao et al., 1999)
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Compuestos aislados del extracto etandlico de Albizia subdimidiata
(Leguminosae) se probaron en contra de células cancerigenas de ovario humano
A2780. El compuesto albiziatriésido A (8), mostré fuerte accion citotoxica en
contra de esta linea celular (IC,,= 0,9 ug/mL) (Abdel-Kader et al., 2001).
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De Acacia victoriae (Leguminosae) se han obtenido saponinas con actividad
antitumoral. Una nueva, la avicina G (9), presenté fuerte actividad citotéxica
“in Vitro” en contra de células T de leucemia humana. Los valores IC;, fueron de
0,58 ug/mL y 0,22 ug/mL, respectivamente (Jayatilake et al., 2003).

Un estudio bio-dirigido del extracto etanélico de raices de Dodonaea viscosa
(Sapindaceae) conllevé al aislamiento de los llamados dodoneasidos A y B (10), los
mismos presentaron actividad en contra de células A2870, con indices IC;, de 0,79
y 0,70 uM respectivamente (Cao et al, 2010). Otras saponinas triterpénicas (11)
han exhibido fuerte citotoxicidad en contra de esta linea celular (IC,,= 0,6 a 1,5
ug/mL) y se han obtenido de Albizia gummifera (Leguminosae) (Cao et al., 2007).

Algunos trabajos realizados, han mostrado algin tipo de relacién estructura-
actividad (R.E.A) en cuanto a la actividad citotéxica. Tommasi y colaboradores
realizaron pruebas a diez (10) saponinas triterpénicas, obtenidas de Trevesia
palmata (Araliaceae) y activas en contra de ciertas lineas celulares. Los resultados
indicaban que el grupo hidroxilo en C-28 y los aztcares en la parte esterificada de la
misma posicién juegan un papel importante en la activaciéon de esta propiedad
(De Tommasi et al., 2000).

(11)

RnaO.
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ACTIVIDAD ANTIMICROBIAL /ANTIBACTERIAL:

La jujubogenina (12) es un glicésido aislado de la especie Colubrina retusa
(Rhamnaceae), la misma demostré poseer actividad antimicobacterial probada en

contra de Mycobacterium intracellulare. Los valores MIC para este derivado fueron
de 10 ug/mL (ElSohly et al., 1999).

De las agallas de Sapindus mukorossi (Sapindaceae), se han obtenido
saponinas de la serie del tirucallano. Estos compuestos, entre los que se encuentra
la sapinmusaponina J (13), mostraron mediana actividad en la inhibicién del TPA,
en ensayos de activacion del virus Epstein-Barr (Huang et al., 2006).

Otros compuestos como el acido 9f-25, ciclo-3-O-(B-D-glucopiranosil)-
echinosistéico (14), obtenido del extracto etanélico de Symplocos paniculata
(Symplocaceae), ha presentado significativa actividad antimicrobial, analgésica y
antiinflamatoria (Semwal and Semwal, 2011).
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ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA:

Una saponina obtenida de Crossopteryx febrifuga (Rubiaceae), conocida
como crossoptina B (15) ha demostrado actividad anti-inflamatoria probada en
ratas, la cual se cree podria ser atin mas efectiva que la exhibida por compuestos
como la aspirina y la fenilbutazona (Foresta et al., 1986).

El bidesmésido fruticesaponina B (16), que posee una sola unidad
monosacarida, fue obtenido de las especie Bupleurum fruticescens (Apiaceae), y ha
mostrado la mas alta actividad antiinflamatoria hasta ahora vista para una saponina,
en ensayos de edemas producidos en ratones. (Just et al., 1998).
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Otros estudios realizados a saponinas de la misma especie han presentado
actividad antiinflamatoria en contra de edemas inducidos por TPA en ratones asi
como inflamaciones de la piel (Navarro et al., 2001).

Li y colaboradores, presentaron el aislamiento de dos saponinas triterpénicas
de los tallos de Kalopanax pictus (Araliaceae). Tanto la kalopanaxsaponina A como
el pictésido A (17) presentaron una significativa acciéon antiinflamatoria en dosis
orales de hasta 50 mg/mL (Li et al., 2002).
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ACTIVIDAD MOLUSCICIDA:

El mecanismo en el que opera este tipo de toxicidad involucra mayormente la
capacidad de las saponinas de ligarse a las membranas de las agallas, lo cual resulta
en un incremento en la permeabilidad y en la subsecuente pérdida de importantes
electrolitos fisiolégicos. La toxicidad en caracoles (actividad moluscicida) ha
estimulado gran interés, ya que se busca controlar enfermedades como la
schistosomiasis, que es una afeccion tropical que aflige a 250 millones de personas
a nivel mundial. Los caracoles de los géneros Biomphalaria, Bulinus y
Oncomelania, estan directamente implicados en la transmisién de esta afeccion ya
que acttdan como huéspedes intermediarios en el ciclo de vida de este parasito
(Mott, 1987). Ciertas plantas resultan muy efectivas eliminando estos caracoles y
muchas de ellas han llegado incluso a etapas de pruebas de campo en zonas
infectadas (Hostettmann, 1989), aquellas que contienen saponinas en su
composicion se han visto como las més prometedoras, entre estas estin la
Phytolacca dodecandra (Phytolaccaceae) y Swartzia madagascariensis (Fabaceae).
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La actividad de saponinas como los rhamnosil glucorénidos (18) de
S. madagascariensis, poseen actividad que incluso llega a compararse con
compuestos moluscicidas de origen sintético (Borel and Hostettmann, 1987). Esta
especie Africana es una de las mas prometedoras para el control de la
schistosomiasis, ya que cada arbol puede contener alrededor de 30 o 40 Kg de
vainas y el extracto acuoso obtenido de éstas, exhibe una significativa actividad
moluscicida en contra de las especies Biomphalaria glabrata y Bulinus globosus en
disoluciones de hasta 100 mg/L de vainas molidas.
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Algunas saponinas de la serie de la hederagenina, aisladas de la planta
Sapindus mukorossi (Sapindaceae) poseen efecto moluscicida en contra del caracol
Pomacea canaliculata conocido como “manzana dorada”, el cual se ha convertido en
una peste para los sembradios de arroz y otros granos acuaticos en Taiwan y otras
regiones de Asia. El glicésido de la hederagenina (19) al ser probado, produjo la
mortalidad de este caracol entre el 70-100%, en concentraciones de hasta 10 ppm,
utilizando niclosamida como control (Huang et al., 2003).

ACTIVIDAD ANTIFUNGICA:

Las raices de la avena contienen una serie de triterpenos trisacaridos entre
los cuales estd la avenacina A-1 (20); se cree que estos compuestos protegen a la
planta en contra de la enfermedad conocida como “take all”, causada por el hongo
Gaeumannomyces graminis (Crombie et al., 1987). Dos saponinas obtenidas de
Camellia japonica (Theaceae), la camellidinas I (21) y II, poseen actividad en
contra de Pyricularia oryzae (Nagata et al., 1985). Este tipo de fungitoxicidad es
bastante importante ya que este organismo afecta las cosechas de arroz.

La actividad antifingica de los glic6sidos triterpénicos de la serie del
holostano (holothurinas de organismos marinos) también ha sido observada
(Shimada, 1969). El crecimiento de varias cepas de hongos se ha visto consi-
derablemente inhibido por estas saponinas y sus derivados, con valores MIC de
hasta 0,78 ug/mL.
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El Bivittésido D (22) aislado del pepino de mar Bohadschia bivitatta, ha
mostrado fuerte accion en contra de Penicillium chrysogenum, Trichophytum rubrum
y Candida utilis. Se observ6 ademés que la presencia de un OH-a en posicién C-12
(en holoturinas) y la secuencia lineal de los carbohidratos al parecer son esenciales
para este tipo de actividad (Kitagawa et al., 1989).
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El compuesto CAY-1 (23), es una saponina esteroidal obtenida de los frutos
de Capasicum frutescens (Solanaceae) la cual demostr6 ser un potente fungicida.
Este glicésido esteroidal mostré valores de mortalidad LDy, que van entre 3 y 20 uM
en contra de especies de Aspergillus y valores IC;, de 9,5 uM y 6,2 uM en contra de
Pneumocystis carinii y Candida albicans respectivamente (de Lucca et al., 2002).
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FITOQUIMICA DE LOS GENEROS CESTRUM , PHYTOLACCA Y
GANOPHYLLUM

Phytolacca, es uno de los 41 géneros que conforman la familia de las
Phytolaccaceae, éste comprende alrededor de 70 especies, las cuales se desarrollan
en regiones tropicales y templadas distribuidas a lo largo de todo el Sur- y
Norteamérica, el este de Asia, Nueva Zelanda (especialmente en las regiones
neotropicales) y Sudafrica. De manera general, se presentan en forma de hierbas,
arbustos o arboles anuales o perennes, sus hojas son alternas, simples y pecioladas
con las inflorescencias ubicadas de forma axilar-terminal en forma de racimos,
paniculas o espigas las cuales contienen de 5 a 100 flores que a su vez contienen de
5 a 8 sépalos unidos en la base e imbricados, con ovarios stpero o subinfero de 1 a
16 carpelos y 6 a 12 16culos; poseen frutos achatados en forma de bayas, capsulas o
drupas, localizados en el dpice y contienen entre 6 y 12 semillas por bayas (Fig. H)
(Dequan and Larsen, 2003).

Figura H. Ejemplares Representativos de los Géneros Phytolacca,
Cestrum y de la Familia Sapindaceae.

Phytolacca spp. Cestrum spp. Sapindaceae

El género Cestrum (familia Solanaceae) por su parte, comprende alrededor de
unas 300 especies, las cuales son nativas de las regiones calidas tropicales y
subtropicales de Ameérica (Mimaki et al, 2001). Por lo general son especies
ornamentales que se presentan en forma de arbustos de 1 a 4 metros, mayormente
perennifolias con hojas simples y pecioladas; inflorescencias terminales o axilares,
racemosas o paniculadas, cdliz campanulado o tubular con ovario bilocular. Fruto
en baya (generalmente jugoso) y de forma ovoide, de color blanco o negruzco que
contiene una o varias semillas (Fig. H). Algunas especies son téxicas (Reiche, 1910).
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Ganophyllum por otro lado, esta conformado por aproximadamente cuatro
especies. Las plantas de este género pertenecen a la familia Sapindaceae, que cuenta
con unos 137 géneros y unas 1.700 especies, distribuidas en regiones tropicales y
subtropicales de Asia, Australia, algunas regiones de Africa y en casi todo el
continente Americano. Se presentan por lo general como arboles o arbustos
raramente herbaceos de hojas alternas, usualmente estipuladas con flores pequenas,
uni-sexuales, de 5 pétalos y sépalos agrupados de forma paniculada, el fruto puede
ser carnoso o seco y generalmente es en forma de drupa o baya (Fig. H). Los estudios
fitoquimicos del género son bastante escasos, sin embargo, los reportes de saponinas
dentro de la famila Sapindaceae han sido muy numerosos(Delaude, 1993).

El estudio fitoquimico de estos géneros ha sido de gran importancia en el
entendimiento de sus propiedades en el campo de la medicina tradicional y la
farmacologia. A continuacion, se presenta un resumen de las principales saponinas
aisladas y caracterizadas asi como la evaluacién de sus propiedades biolégicas:

GENERO PHYTOLACCA:

Muchas especies del género Phytolacca han sido utilizadas en la medicina
oriental desde hace ya un largo tiempo en el tratamiento de diversas afecciones tales
como: edemas, reumatismo (P. americana, P. insulares) (Kang and Woo, 1987),
dermatitis (P. octandra) (Moreno and Rodriguez, 1981), eméticas, purgativas y anti-
sifilitica (P. americana) (Jolliffe, 1982), entre otras. Gracias a estas propiedades, el
género ha sido objeto de numerosos estudios fitoquimicos, en los cuales se han
encontrado principalmente saponinas triterpénica, pertenecientes en su gran mayoria a
la serie del oleanano.

SAPONINAS TRITERPENICAS:

Este tipo de metabolito secundario es por mucho el mas caracteristico en las
especies del género, tanto asi, que podria ser considerado como un marcador
quimiotaxonémico dentro del mismo. Muchos de estos compuestos han probado
tener propiedades biologicas, dentro de las cuales se encuentran principalmente la
accion moluscicida y la espermicida.

Una de las especies mayormente estudiada ha sido Phytolacca dodecandra;
conocida comtnmente como “endod ” en algunas regiones de Africa; esta planta ha
sido empleada en el control de la schistosomiasis en paises como Etiopia
(Abebe et al., 2005). Se sabe que los frutos de esta planta en suspensién acuosa
pueden matar moluscos en concentraciones de hasta 10 ppm (Lemma & Duncan, 1970)
Uno de los primeros compuestos a los que se le atribuyé esta propiedad biolégica
fue a la oleanoglicotoxina-A (24) (Parkhurst et al., 1973a).
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Trabajos posteriores demostraron la presencia de moluscicidas muy activos,
como el acido 3-O-[p-D-galactopiranosil (1—2)-a-L-tThamnopiranosil (1—3)]-B-D-
glucopiranosil-oleanéico (25), que posee un indice de mortalidad media (LC,,) para
poblaciones de Biomphalaria glabrata de hasta 2 ppm (Thilborg et al., 1993).

Otra saponina obtenida de la especie P. dodecandra es la lemmatoxina (26),
que posee propiedades altamente espermicidas, ya que demostré poseer casi 3 veces
més acciéon que algunos patrones sintéticos (Nonoxinol-9), en pruebas realizadas
utilizando esperma humana, (Stolzenberg and Parkhurst, 1974). Otra propiedad
reportada para (26), junto con la lemmatoxina C (Parkhurst et al., 1973b), ha sido la
accion moluscicida (Parkhust et al., 1974).

Del extracto en metanol de P. tetramera se han aislado saponinas conocidas
comunmente como “fitolacésidos”, especificamente los fitolacésidos F, E y B (27).
Este tltimo, mostr6 mediana actividad antifingica en contra de una serie de
dermatofitos como Trichophyton mentagrophytes MIC=25 ug/mL) y Candida albicans
(MIC=125 ug/mL), utilizando ketoconazol como control (Escalante et al., 2002).
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Un bidesmésido obtenida de los extractos polares de Phytolacca esculenta y
conocido con el nombre de esculentésido H (28), ha resultado poseer significativa
accion citotéxica (Yi and Wang, 1989).

La especie Phytolacca octandra, es conocida como una planta medicinal con
propiedades antiinflamatorias y ha sido ampliamente utilizada desde la medicina
prehispénica (Sahagun, 1959) y en la medicina tradicional Mexicana (Martinez, 1969).
Estudios realizados en los anos 80 revelaron la presencia de un compuesto
mayoritario, aislado de la fraccién fungistatica [ED,,= 3 ppm, (Trycohyton sp.)] de
la cromatografia general. El compuesto recibi6 el nombre de yiamolésido B (29)
(Moreno and Rodriguez, 1981).

P. americana es otra de las especies representativas del género, y desde los
primeros estudios fitoquimicos y de toxicidad (Ahmed et al., 1949) realizados a la
misma, muchos compuestos glicosidados se han obtenido de sus partes. De los
cayos se han aislado saponinas con fuerte actividad antiinflamatoria, dentro de los
compuestos presentes en mayor porcentaje figuran los fitolacésidos B (27) y E
(Chi and Kim, 1985). Otros glicésidos, como las fitolaccageninas E y B, asi como el
esculentésido L, han sido probados como agentes antibacteriales y antifangicos, sin
embargo, los resultados fueron negativos (Akdemir et al., 2000). En 2008 se llevé a
cabo un estudio, enfocado en la evaluacién de la citotoxicidad de doce saponinas
triterpénicas en contra de las lineas celulares WI-38, VA-13 y HepGz2, los resultados

mostraron que solo un compuesto (30) result6 medianamente positivo (IC;,= 7,1
ug/mL) en contra de WI-38 (Wang et al., 2008).

De los frutos de P. icosandra, también se han aislado compuestos con accién
moluscicida como el acido 3-O-B-D-glucopiranosil-serjanico (31) que ha mostrado
actividad en contra de B. glabrata (MIC=3,1 ug/mL) (Treyvaud et al., 2000).
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(31)
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Existen ademas, muchos otros trabajos que abordan el aislamiento y
caracterizacién estructural de saponinas triterpénicas en especies de Phytolacca, los
cuales se encuentran resumidos en la Tabla A:

Tabla A. Estudios Fitoquimicos Concernientes al Aislamiento de
Saponinas Triterpénicas en Especies de Phytolacca.

Especie Referencias

P dodecandra Dorsaz and Hostettmann, 1986; Dommon and Hostettmann, 1984;
’ Powell and Whalley, 1969.

Cho et al., 2003; Kang and Woo, 1991; Rosca and Tamas, 1984;
Woo, 1979; Woo et al., 1978; Suga et al., 1978;
Woo and Kang, 1977; Woo et al., 1976; Woo and Kang, 1976;
Shaaban and Ahmed, 1959.

P. americana

Yi, 1992a; Yi, 1992b; Yi, 1991; Yi and Huang, 1991; Yi, 1990;

P. esculenta Yi and Wang, 1989; Wang and Yi, 1984; Woo et al., 1976.

P. tetramera Escalante et al., 2002.

P. icosandra Treyvaud et al., 2000.

P acinosa Gao et al., 2009; Li and He, 1998; Strauss et al., 1995;
Spengel and Schaffner, 1993.

P. polyandra Yi et al., 1995.

P. rivinoides Nielsen et al., 1995.

P. bogotensis Nielsen et al., 1995.

P. octandra Howard, 1973; Moreno and Rodriguez, 1981.

P. insularis Woo et al., 1976.

P. thyrsitlora Haraguchi et al., 1988.

P. dioica Soliman and Sobieh, 1999.

Si bien es cierto que las saponinas triterpénicas son los metabolitos
secundarios mayormente encontrados en Phytolacca, existen también estudios
fitoquimicos que reportan la presencia de otros tipos de metabolitos secundarios,
tales como flavonoides, lignanos, esteroides, alcaloides etc.

La tabla B, muestra de forma resumida, los diversos trabajos relacionados a
este tipo de compuestos, que en algunos casos también han resultado poseer algiin
tipo de actividad biolégica y/o farmacologica.
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Tabla B. Estudios Fitoquimicos de Diversos Metabolitos Secundarios
en Especies de Phytolacca.
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Spengel, 1996;
Parkhurst et al., 1990;
: * ) )
P. dodecandra Dommon et al., 1984;
Powell and Whalley, 1969.
Bylka and Matlawska, 2001;
Fukuyama et al., 1992
Kang and Woo, 1980;
Woo et al., 1980;
Woo et al., 1978;
P. americana * * * * * * Woo and Wagner, 1977;
Woo, 1974;
Johnsosn and Shimizu, 1974;
Burke and LeQuense, 1971;
Chumbalov and
Mukhamedyarova 1969.
Woo and Kang, 1985;
P. esculenta * * Woo, 1975; Woo, 1973;
Woo, 1971.
Summon et al., 2003;
. Spengel and Schaffner, 1990;
* ) ’
P. acinosa Razdan et al., 1983, 1982;
Glombitza et al., 1975.
P. rugosa * Morales, 1978.
P. rivinoides % Gonzalez et al., 1972.
P. thyrsitlora * Haraguchi et al., 1988.
P dioica " " " " Ashafa et al., 2010;

Solima and Sobieh, 1999.
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GENERO CESTRUM:

De igual forma que en el género Phytolacca, una gran cantidad de especies
pertenecientes al género Cestrum han encontrado aplicacién en la medicina
folklérica. Un ejemplo es la especie C. parqui, que ha sido utilizada en la medicina
tradicional Chilena como antifebrifugo y antiinflamatorio (Backhouse et al., 1996).

Las hojas de C. auriculatum son usadas en la provincia de Canta en Perd,
aplicindolas externamente para reducir la inflamacién en heridas y como
tratamiento antipulgas, también han sido utilizadas gracias a sus propiedades
antimicrobiales y antiinflamatorias (Horacio et al, 2007). En el distrito de
Pamparomas (Pert), el extracto acuoso de las hojas de esta especie se utiliza para
tratar infecciones de la piel y alergias, aplicandose directamente en la zona afectada;
ademas es ingerida como infusion (tomada en pequenas dosis) para aliviar la fiebre y
la diarrea. Se ha usado también como antirreumaética y astringente (Rojas et al., 2003).

En algunas localidades de China, las hojas de C. nocturnum se emplean por su
accion farmacologica en heridas, zonas inflamadas y en algunos casos para el
tratamiento de la epilepsia. Ademas, el aceite esencial de esta planta, ha probado ser
un repelente de mosquitos muy eficaz y junto con la especie C. diurnum son usadas
en algunos paises de Africa para la prevencién de la malaria (Ntoniforet al., 2006).

C. laevigatum ha sido usada tradicionalmente como sedante en caso de
heridas y tlceras, asi como antiespasmdédico y diurético (Karawya et al., 1971). Otra
especie empleada ha sido C. parvifolium, para la cual se reportan usos en el
tratamiento de fiebre, tilceras y desordenes en la piel (Moreno et al., 2001). Muchas
otras plantas de este género han encontrado su aplicacién en el campo de la
perfumeria, produccion de aromas florales y como plantas ornamentales.

Desde los primeros reportes quimicos realizados por Peckolt en 1909, una
gran variedad de especies han sido analizadas y sus metabolitos aislados y
caracterizados. Gracias a estos estudios, hoy dia se sabe que el género Cestrum es
bastante rico, principalmente en saponinas esteroidales, aceites esenciales y
lignanos.

SAPONINAS ESTEROIDALES:

La presencia de saponinas esteroidales dentro del género ha sido bien
documentada (Sajeli and Goyal, 2007). Los primeros estudios en reportar la
presencia de estos compueston se remotan a la década de los 40, con el analisis de
la especie C. parqui de la cual se asil6 el parquinésido (Echenique et al., 1942).
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Posteriormente se aislaron saponinas esteroidales de las especies C. laevigatum
(Canham and Warren, 1950) y C. diurnum (Chakravarti and Datta, 1961) sentandose
asi los precedentes de estudios fitoquimicos de saponinas para el género.

Los primeros trabajos realizados a la especie C. parqui, reportan la presencia
de varias saponinas aparte del parquinésido (para el cual se reportan propiedades
hemoliticas) (Echenique et al., 1942). De los frutos verdes de esta especie se han
obtenido ademas la gitogenina y digitogenina (32) y de las hojas se ha aislado la
diallogenina (Bianchi et al., 1963). Estudios posteriores de las hojas reportan un raro
compuesto denominado (25R)-isonuatigenina (33), que se cree, podria servir de
marcador quimiotaxonémico para la especie (Torres et al., 1988). Los ultimos
estudios demuestran que la accién insecticida que posee esta planta es debida al
alto contenido en saponinas (Chaieb et al, 2007a). Otros estudios reportan la
presencia de saponinas triterpénicas y los compuestos parquisésidos A (34) y B
(35), alos que se les atribuyen propiedades antiinflamatorias (AbdelGwad et al.,1997;
Bagai et al., 2001).

OH
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Los estudios en C. sendterenianum, prueban la existencia de saponinas
spirostanicas de dos tipos: tri- y tetra-hidroxiladas y (Sajeli and Goyal, 2007). Las
tri-hidroxiladas por lo general presentan grupos -OH en los carbonos C-1 (f), C-2 (o)
o C-3 (B), mientras que las tetra-hidroxiladas presentan un grupo adicional en G12
(). Compuestos como el 3p-O-o-L-thamnopiranosil-(1—2)-O-[p-D-glucopiranosil-
(1—4)]-p-D-galactopiranosil-5,25(27)-dien-1f,2a-dihidroxi-espirostano (36), aislado
de esta especie, mostr6 mediana actividad en contra de células cancerigenas HI:60
(7.7 ug/mL) (Haraguchi et al., 1999; Haraguchi et al., 2000).

Otros estudios relacionados al aislamiento y caracterizacién de saponinas
esteroidales en Cestrum, se encuentran resumidos en la Tabla C.

Tabla C. Estudios Fitoquimicos Concernientes al Aislamiento de
Saponinas Esteroidales en Especies de Cestrum.

Especie Referencias

Chaieb and Tayeb, 2009; Chaieb et al., 2007b;

C. parqui
parq Chaieb et al., 2006; Chaieb et al., 2005.

Fouad et al., 2008; Ahmad et al., 1993; Karawya et al., 1972;
C. diurnum Roy and Chaterjee, 1968; Chaterjee and Roy, 1964;
Chakravarti et al., 1962.

C. aurantiacum Karawya et al., 1972.

C. purpureum Karawya et al., 1972.

Mimaki et al., 2002; Mimaki et al., 2001; Ahmad et al., 1995;

C. nocturnum )
Chan and Muraveva, 1990; Roy and Chaterjee, 1968.

C. laevigatum Canham and Warren, 1950.

C. elegans Kereselidze et al., 1970.

C. axillare De Amorin ef al., 1992.

C. khuntii Catalan and Tomasini, 1992.

C. sendtenerianum Haraguchi et al., 2000; Haraguchi et al., 1999.

Como se observd anteriormente, la farmacologia de este género se encuentra
dotada de un numero importante de actividades, como antiinflamatoria,
antipirética, antioxidante, citotéxica, antimaladrica, moluscicida, herbicida, etc.
Muchas de estas actividades tienen su origen en el estudio de diversos metabolitos
secundarios aparte de las saponinas esteroidales; estos estudios se encuentran
resumidos en la tabla D.
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Tabla D. Estudios Fitoquimicos de Diversos Metabolitos Secundarios
en Especies de Cestrum.
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Fiorentino et al., 2007;
D’abrosca et al., 2006; 2005;
C. parqui * Ol B 2004a; 2004b;
Bianchi et al., 1963;
Mercier and Chevalier, 1914.
Khaled et al., 2007;
Bhattacharjee et al., 2005;
Mimaki et al., 2001;
Prema and Raghuramulu, 1995;
C. diurnum * ] ok * % Hughes et al., 1977;
Krook et al., 1975;
Collins and Halim, 1972; Halim
et al., 1971; Chakravarti et al.,
1963.
C. aurantiacum * Politis, 1948.
C. purpureum * Karawya et al., 1972.
Chandra et al., 2009;
Chattaraj and Sinha, 2004;
Chen et al., 2002;
C ¢ w | % " Mimaki et al., 2001; Buchbauer
- nocturnum et al., 1995; Li et al., 1988;
Collins and Halim, 1972; Halim
et al., 1971; Sadgopal, 1959;
Gupta et al., 1954.
G e]egans * Politis, 1948.
C. khuntii Catalan and Tomasini, 1992.
C. hediondium * Enrique, 1947.
C. euanthes * Nagels et al., 1982.
C. lanatum * Turnock et al., 2001.
C. auriculatum * Marquez, 1961.
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GENERO GANOPHYLLUM

Como se menciond con anterioridad, los estudios fitoquimicos relacionados
al género Ganophyllum son bastante pobres, existiendo solo algunos reportes,
hecho que se ve reflejado en la poca cantidad de especies que lo conforman.

Se sabe que la especie G. giganteum es frecuentemente buscada por su
madera, la cual es muy utilizada en carpinteria y que sus frutos son comestibles
(Delaude et al., 1993). Uno de los primeros estudios fitoquimicos realizados a esta
planta, revela el asilamiento de tres triterpenos, conocidos como acido zanhico
(37), su y-lactona (38) y el 4cido medicagenico (39) (Dimbi et al., 1984). Posteriores
estudios revelaron las propiedades citotoxicas del extracto hidroalcohdlico (50%
v/v) de las hojas de esta especie, que ha presentado una notable actividad en contra
de monocitos humanos, con valores IC,,= 1,3 ug/mL (Lamidi et al., 2005).

(38)

HO
“COOH

(39)

Otra especie estudiada ha sido G. falcatum, cuyos extractos polares,
obtenidos de la corteza del arbol, han presentado una potente acciéon termicida
(Yazaki, 1982) en contra de las especies Coptotermes acinaciformis y Nasutitermes
exitiosus, ambas consideradas pestes en paises como Australia, ya que causan
dafnos a la madera, que es frecuentemente utilizada como material de construccién.
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Morfologia:

Phytolacca rugosa A. Braun & C. D. Bouché.

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Phytolaccaceae
Subfamilia: Orchidoideae
Tribu: Orchideae
Género: Phytolacca
Especie: P. rugosa

Sufriatice de mediano porte. Hojas pecioladas de limbo lanceolado, ramas
estiradas. Inflorescencias en racimos, cortos y compactos, de muchas flores,

dotadas de pedinculo reducido. Frutos de color rojo.

Phytolacca icosandra L.

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Phytolaccaceae
Subfamilia: Orchidoideae
Tribu: Orchideae

| Género: Phytolacca

el f P Especie: P. icosandra

Morfologia:

Sufritice frondoso, ramificado que alcanza hasta 3-4 m de altura. Hojas
pecioladas alternas, ramas estiradas. Inflorescencias en espigas largas, compactas,

de muchas flores . Frutos de intenso color rojo.
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Cestrum ruizteranianum Benitez & D’Arcy.

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Subfamilia: Cestroideae
Tribu: Cestreae
Género: Cestrum
Especie: C. ruizteranianum

Morfologia:

Arbusto pequenio con ramas decumbentes. Hojas compuestas imparipinnadas,
con raquis rojizo y foliolos opuestos, decusados, sentados. Inflorescencia en
racimos axilares. Frutos drupaceos, de rojizos a morados.

Ganophyllum giganteum (A. Chev) Hauman.

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Superorden: Rutanae
Orden: Sapindales
Familia: Sapindaceae
Género: Ganophyllum
Especie: G. giganteum

Morfologia:

Arbol herbaceo, de hojas alternas

semillas por l6culo.

usualmente estipuladas o pinnadas.
Inflorescencia terminal o axilar. Flores unisexuales, actinomorfas usualmente
pequenas. Furtos en forma de capsula, baya o fruta, que contienen una o dos
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HiPOTESIS

Como se pudo observar, las saponinas se encuentran entre los principales
metabolitos secundarios biosintetizados por las especies de los géneros Phytolacca 'y
Cestrum, asi como de la familia Sapindaceae, a la cual pertenece el género
Ganophyllum, este hecho aporta las suposicion de que el estudio fitoquimico de las
especies Phytolacca rugosa, Phytolacca icosandra, Cestrum ruizteranianum y
Ganophyllum giganteum, podrian arrojar resultados positivos en cuanto a la
obtencion de este y otro tipo de compuestos. Mas atn, debido al gran espectro de
propiedades bioldgicas y/o farmacoldgicas que estas sustancias poseen, es de
esperarse ademas, algtun tipo de actividad para los compuestos glicosidados que de
estas especies se obtengan.

OBJETIVOS

1. Aislar los principales metabolitos secundarios de los extractos de media
(CH,Cl,) y alta polaridad (H,O/MeOH) de las especies Phytolacca rugosa,
Phytolacca icosandra, Cestrum ruizteranianum, encontradas en los Paramos
de Los Andes Venezolanos. Asi como de la especie Afircana Ganophyllum
giganteum.

2. Purificar dichos metabolitos a través de las diversas técnicas cromatograficas
disponibles, asi como otras técnicas de solubilidad.

3. Caracterizar dichos metabolitos mediate métodos espectroscopicos, espectro-
métricos y sus constantes fisicas.

4. Obtener derivados quimicos de los compuestos que se encuentren en mayor
proporciéon, con la finalidad de corroborar sus estructuras quimicas y/o
estereoquimica.

5. De ser posible, realizar pruebas de actividad biolégica y/o farmacoldgica a los
compuestos obtenidos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los frutos de Phytolacca rugosa y Cestrum ruizteranianum asi como la
corteza de Ganophyllum giganteum, una vez secos, se extrayeron en solucién
hidroalcohélica MeOH/H,O (7:3) en reflujo por 48 horas con la finalidad de obtener
la mayor cantidad de compuestos de cardcter saponinico. Una cierta cantidad de
cada extracto (10 g) fue preadsorbida en gel de silice de fase reversa (RP-18) y
sometida a cromatografia liquida de vacio (VLC) utilizando para ello, tres tipos de
eluyentes: MeOH 100% (fraccion A), MeOH/H,O 50% (fraccién B) y H,O0 100%
(fraccion C). Posteriormente, la fraccion B (en todos los casos) fue sometida a
diversos procesos de fraccionamiento y separacion (Esquema I} utilizando
principalmente la cromatografia liquida de presion media (MPLC) en fase normal e
inversa asi como técnicas de exclusion de Sephadex LH-20.

Esquema I: Procedimiento General Empleado en el Aislamiento,
Separacion y Purificacion de las Saponinas de Phytolacca rugosa,
Cestrum ruizteranianum y Ganophyllum giganteum.

Material Vegetal
Seco MeOH/H,0 (7:3)

Reflujo

Subfracciones | 4

BB Bavis Cromatografia
Sephadex LH-20

[MeOH/H,O (1:1)]

Cromatografia
MPLC
(Normal y RP-18)

Cromatografia
Subfracciones MPLC Productos
B BB e Liofilizacion Puros

De esta manera, se lograron aislar y caracterizar diesciseis compuestos, de los
cuales: siete pertenecen al grupo de saponinas triterpénicas, siete al de saponinas
esteroidales y dos triterpenos (Cuadro I).
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En el caso de la especie P. icosandra, la totalidad del extracto hidroalcohdlico
(280 g) fue preabsorbida en gel de silice de fase normal y cromatografiado en
columna gruesa de gravedad (percolado), utilizando para ello mezclas de
Hex/EtOAc 0-100% y CH,Cl,/MeOH 0-100% como eluyentes. Una vez finalizado el
proceso, se obtuvieron quince (15) subfracciones (A-O). Las subfraciones D
(Hex/CH,Cl, 80%, 4.3 g), G (Hex/EtOAc 40%, 1.2 g), I (EtOAc 100%, 7.8 g), ]
(CH,CI1,/MeOH 20%, 5.1 g) v K (CH,CL,/MeOH 40%, 4.9 g) fueron sometidas a
posteriores procesos cromatogréaficos, utilizando principalmente columna de
gravedad y Sephadex LH-20. Se emple6 ademas cromatografia TLC de placa
preparativa para la purificaciéon final de algunos productos (Esquema II). De las
mecionadas subfracciones, se obtuvieron un total de diez compuestos conformados
por: dos triterpenos, dos lignanos (y sus derivados acetilados), dos esteroides
glicosidados, tres saponinas triterpénicas y un peltoginoide (Cuadro I).

Esquema II: Procedimiento General Empleado en el Aislamiento,
Separacion y Purificacion de Metabolitos Secundarios de los frutos de
Phytolacca icosandra

Frutos Secos

MeOH/H,0
Reflujo
Extracto Crudo Percolado

(280 g) WIS HexEtOAC 0-100%

CH,C1,/MeOH 0-100%

Subfracciones || . Fracciones
B, B,, B.... Sephadex LH-20 ‘ A, B...O

Hex/CH,Cl,/MeOH
(2:2:1)

Cromatografia
Columna

Cromatografia
de placas

-
Subfracciones Preparativas Productos
B,,B,, B, ... v Puros
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Cuadro I: Productos Aislados de los Frutos de Phytolacca rugosa,
Phytolacca icosandra, Cestrum ruizteranianum y
Ganophyllum giganteum

Phytolacca rugosa Braun & Bouché

1. Ry= Glc; R,= Glc

2. R;= Glc; Ry= Glc3-Gle

3. Ry= Glc; Ry= Glc®-Glc

4. R,= Glc; R,= Glc*-Gal*-Glc
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Cuadro I (Continuacién): Productos Aislados de los Frutos de
Phytolacca rugosa, Phytolacca icosandra, Cestrum ruizteranianum y
Ganophyllum giganteum

CHj;

11. R= GIc®-Glc?-Rha

12.

OCH,
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Cuadro I (Continuacién): Productos Aislados de los Frutos de
Phytolacca rugosa, Phytolacca icosandra, Cestrum ruizteranianum y

Ganophyllum giganteum

Cestrum ruizteranianum Benitez & D’arcy.

%
“,

14. R,=H R1= B-chacotridsido
15. R,=0H R;= p-chacotriésido

R,0

OH
16. Ry=CH; R,=H R;= p-chacotriésido OH
17.Ra=H Ry=H R;= fi-chacotriésido
18. Ra=H  R,= OH Rj= f-chacotriésido
19. Rz3=CH; Ry=H Rjy= a-L-rhamnopiranosil-(1-4)-a-L-rhamnopiranosil-
(1-4)-[a-L-rhamnopiranosil-(1-2)]--D-glucopirandsido
20. Rz=H Ry=H Rjy= a-L-rhamnopiranosil-(1-4)-a-L-rhamnopiranosil-
(1-4)-[a-L-rhamnopiranosil-(1-2)]-p-D-glucopirandsido
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Cuadro I (Continuacién): Productos Aislados de los Frutos de
Phytolacca rugosa, Phytolacca icosandra, Cestrum ruizteranianum y
Ganophyllum giganteum

Ganophyllum giganteum (A. Chev) Hauman
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Estudio Fitoquimico de

Phytolacca rugosa Braun & Bouché
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Esquema del Aislamiento y Purificacion de Saponinas Triterpénicas

de los Frutos de Phytolacca rugosa Braun & Bouché

Frutos Secos
PRF
(75 8)
Reflujo (24h)
Extracto MeOH
(9.8 g)
VLC (RP-18)
A B C
H,0 H,0/MeOH || MeOH
(100%) (50%) (100%)
29g
Columna Columna Columna
MPLC FLASH MPLC
(200 mg) (500 mg) (1000 mg)
v A C.. A.. D E..
(26mg) (170mg) (77mg) (30mg) || (118mg) | | (30mg)
MPLC (EN.) | | J
MPLC (EN.)
(1;‘;;18] | v, | MPLC (EN.) o l ]
p A+A 3 D D D
(2) (200mg) (700mg) |_1| |_2, 63 1:13 )
lMPLC (EN.) MPLC (ER.) MPLC (EN.) |
( Lo )
110mg EC,, || EC,, D D
MPLC (EN.) m (251;;] . (50?1'123)
| MPLC (EN.) MPLC (EN.)l
EFI’ 2’ Eca.z..' D3.3.1
(3,3mg) (4mg) (7.2mg)
1) 4) 3)
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ACIDO 3-O-(B-D-GLUCO-PIRANOSIL)-28-0-B-D-GLUCOPIRANOSIL-SERJANICO (1)

De las fracciones 31-36, procedentes de la combinaciéon de fracciones “A” y
“A””, se logré aislar un sélido amorfo de color blanco, el cual se revelé6 como una
mancha pura de color rojo [R= 0.76; sist. solv. CHCl,/MeOH/H,O (65:35:10); P.f.=
+300 °C].

A través del analisis de los espectros de RMN-'H (Fig 1B; Tabla 1B,) y RMN-"C
(Fig 1C; Tabla 1C) se logré inferir, gracias al nimero y posicién de los metilos
[8,/8c= 1.22/28.0 (H-23), 0.91/16.6 (H-24), 0.74/15.2 (H-25), 0.99/17.1 (H-26),
1.21/26.2 (H-27) y 1.11/28.1 (H-29) ppm] asi como de hidrégenos unidos a grupos
hidroxilos (65= 3.0-4.3 ppm), la presencia de un triterpeno tipo oleanano. Mas atn,
al observarse dos dobletes en d;= 4.83 y 6.12 ppm se pudieron confirmar dos
monosacaridos dentro de la molécula, el esplazamiento de este tiltimo a campo bajo
(8y/0c = 6.12/95.3 ppm) indicé que el mismo se encontraba unido a un grupo éster.
Las constantes de acoplamiento exhibidas por ambos dobletes (J= 5.2 y 5.6 Hz)
fueron congruentes con una disposicion axial de los hidrégenos anoméricos, con lo
que la posicién de ambos azucares se concluy6 beta (p).

) Figura 1A: Espectro FAB-MS del
Acido 3-O-B-glucopiranosil-28-O-f-D-glucopiranosil-serjanico (1)

4, ,COOCH,

122 202 302 422 502 602 70@ 822 328 %] 1122 12e2
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El espectro de FAB-MS (Fig. 1A), presenté un ion molecular de m/z= 823, el
cual es congruente con una férmula molecular de C,;HgO,;. El patron de
fraccionamiento de dicho espectro, mostr6 ademas dos picos en m/z= 661 y
m/z= 499, correspondientes a la pérdida de dos grupos glucosa o galactosa
(162 u.m.a) y a su correspondiente aglicona triterpénica (m/z= 499), esto fue senal
inequivoca de que se trataba de una saponina triterpénica con dos hexosas unidas.

El estudio detallado de los espectros bidimensionales HSQC (Fig. 1E) y
HMBC (Fig. 1F) permitié ubicar la posicién de los dos grupos carbonilos en C-28
(0c= 176.1 ppm) y C-30 (6o= 177.0 ppm), mediante las correlaciones C-30<>
H-29<>C-20 y C-17<>H-18<>(C-28. La interaccion del grupo carbonilo en C-30 con un
metoxilo (8;/0.= 3.56/51.6 ppm) indic6 la presencia de un éster metilado en esta
posiciéon. La presencia de un protén olefinico en 6= 5.58 ppm (H-12), el cual
interacciona en HMBC con un carbono hibridado sp* en 8.= 143.5 ppm (C-13)
indicé que la aglicona presentaba un doble enlace entre los carbonos C-12 y C-13, el
cual es comtn en esqueletos tipo oleanano. Ambos grupos funcionales en C-12 y
C-30 ademas del pico observado en m/z= 499, confirmaron que el triterpeno en
cuestién era el acido serjanico (Savoir and Tursch, 1967; Morales et al., 1978;
Alvarado et al., 1981).

Mediante el anélisis del espectro TOCSY (Fig. 1D) se pudo conocer la
secuencia de hidrogenos que conformaban las unidades de aztcar, segin las
correlaciones de los protones anoméricos con cada uno de los protones
pertenecientes a dicha unidad y aunado al anélisis del espectro RMN-'H, se pudo
conocer la disposicion de cada uno de los protones involucrados. Las interacciones
ROESY entre los protones anoméricos H-1’/1" con sus respectivos protones H-3'/3” y
H-5’/5" fue senal inequivoca de la presencia de dos grupos glucosas (Glc) (Fig. 1G),
corroborado por los valores 9, reportados en la literatura (Collins & Ferrier, 1998)
para este tipo de unidad. La posiciéon de ambos azucares en la molécula pudo
determinarse mediante las interacciones HMBC que presentaron los protones
anomeéricos con los carbonos C-3 y C-28, se dedujo entonces que el glicésido era de
caracter bidesmosidico. La estructura gruesa del compuesto (1) se elucido entonces
como un triterpeno tipo acido serjanico glucosidado en las posiciones C-3 y C-28.

La estereoquimica del éster metilico en C-30, la disposicion cis en la fusion
de los anillos D y E del triterpeno y la confirmacion de la disposicién de los
hidrégenos anoméricos, pudieron determinarse mediante el analisis del espectro
ROESY (Fig. 1G) a través de las interacciones espaciales: H3<>H-23<>H-5<>H-9<>H-27
y H-24<>H-25<>H-26. La interaccién entre H-29 y H-18 no fue observada, por lo que
la disposicion para este tltimo se confirmo6 beta (p).
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; Figura 1B: Espectro de RMN-'H (C,D;N, 600 MHz) del
Acido 3-O-(p-pD-glucopiranosil)-28-0O-p-D-glucopiranosil-serjanico (1)

H-31

H-23
H-27
H-29
H-3' H-26
H-3" H-24
H-4"( .5 H-25
H-1 e I‘H
H-1 H-5’
N - H-6" ‘\ | H-5'
il :12 -~ ,5! | m
C,D.N
( \ H-1 e b \
H-18 ‘ '
H-3 )|
LL UJLJ JJ{ A
J .
M e 1 ppm

Tabla 1B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(C,D;N, 600 MHz) del Acido 3-O-(p-D-glucopiranosil)
-28-0-p-D-glucopiranosil-serjanico (1)

H H-3 H-5 H-9 H-12 H-18 H-23
O (ppm) 3.32 0.69 1.53 5.51 3.12 1.22
m dd d m t dd s
] (Hz) 2.8/7.6 8.0 - - 3.6/13.2 -
H H-24 H-25 H-26 H-27 H-29 H-31
O (ppm) 0.91 0.74 0.99 1.21 1.11 3.56
m s s s s s s
J (Hz) - - - - - -

Laboratorio de Productos Naturales-ULA
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Tabla 1B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(C,D;N, 600 MHz) del Acido 3-O-(p-D-glucopiranosil)
-28-0-p-D-glucopiranosil-serjanico (1)

3-O-pB-D-Glucosa
H H-1 H-2’ H-3’ H-4’ H-5’ H-6’
0 (ppm) 4.83 3.96 4.22 4.09 3.93 4.26/4.46
m d dd m m m dd/dd
J (Hz) 5.2 - - 6.0 - -
28-0-p-d-Glucosa
H H-1” H-2” H-3” H-4” H-5” H-6”
0 (ppm) 6.12 4.09 4.20 4.22 3.90 4.24/4.28
m d dd m m m dd/dd
] (Hz) 5.6 - - - - -

; Figura 1C: Espectro de RMN-"’C (C,D;N, 150 MHz) del
Acido 3-O-(p-pD-glucopiranosil)-28-0O-p-D-glucopiranosil-serjanico (1)

80 75 70 65 60 55 ppm

(9]

' oty
oo
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Tabla 1C. Desplazamientos Quimicos (6) en el RMN-"C
(C,D.N, 150 MHz) de la Genina del Acido 3-O-(p-D-glucopiranosil)
-28-0-p-D-glucopiranosil-serjanico (1)
C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
0 (ppm) 38.4 27.9 88.8 39.1 55.5 18.6 32.8
tipo | -CH- | -CH, |>CH-O-| >C< | >CH- | -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
0 (ppm) 39.5 47.6 36.6 23.4 123.3 143.5 41.7
tipo >(C< >(CH- >(C< -CH,- =CH- >C= >(C<
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
0 (ppm) 28.1 23.2 46.3 42.8 42.1 43.7 30.2
tipo | -CH,- | -CH,- | >C< | >CH- | -CH,- | >C< CH,-
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
0 (ppm) 33.6 28.0 16.6 15.2 17.1 26.2 176.1
tipo | -CH,- | -CH, -CH, -CH, -CH, CH, | -0-c=0
C C-29 C-30 C-31 TMS
o (ppm) | 28.1 177.0 51.6 como referencia interna
tipo | -CH, |-0-c=0] -OCH,

Tabla 1C. Desplazamientos Quimicos (6) en el RMN-"C
(C;D,N, 150 MHz) de los Azticares del Acido 3-O-(p-D-glucopiranosil)

-28-0-p-D-glucopiranosil-serjanico (1)

3-O-pB-D-Glucosa
C C-1 C-2’ C-3’ C-4’ C-5’ C-6’
0 (ppm) 106.3 75.2 78.0 71.2 77.7 62.4
tipo -0O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,-O-
28-0-p-d-Glucosa
C C-1” C-2” C-3” C-4” C-5” C-6”
0 (ppm) 95.3 73.4 78.1 70.4 78.7 61.4
tipo -0O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,-O-
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; Figura 1D: Espectro TOCSY (C,D;N) del
Acido 3-O-(p-pD-glucopiranosil)-28-0O-p-D-glucopiranosil-serjanico (1)

H-4" 4.5
H-2"H-5'
H-1" 1 :
H-1 H-6' H-2
\ ), W,
Fighase | !
(ppr) =
K4
a.s /
) H-1"/H-5" H-1'/H-5
- * H-1/H-2' g 8 Q
O H-1/H-2" | H-1/H-4' o B
1 Oy 1m3 | H-l'/H-S'; ° @@
° | &¢I
H-6a' H-6p"| @
- H-4'/H-6'® | ® H-5'/H-6'
o o e |
5.0

Qi
I
w
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; Figura 1E: Espectro HMQC (C,D,N) del
Acido 3-O-(p-pD-glucopiranosil)-28-0-p-D-glucopiranosil-serjanico (1)

oelesrrsdasnddrorbbtlnedLammabdviirenalloschnsmamriellnd

90 85 80 75 70 &5 60 S5 50 gl . ‘»
F1 (ppm) 1 {1 S
- = I R
< | [1]d
6.2 —t— — — e —
. |
\ "t |
sl — p ]
1ms 120 ns 1me 15 im0 ”

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laboratoire de Pharmacognosie UMIB-UB



55

; Figura 1F: Espectro HMBC (C,D,N) del
Acido 3-O-(p-pD-glucopiranosil)-28-0O-p-D-glucopiranosil-serjanico (1)

F2 3
(ppm}
0.6
H-25 ]
0.8
H24 3 p G2
H-26 1_=f
H-20 3
H-23 1,2f (1) B p— »aH-2
H-27 E e ‘
3 1-2: ‘
1.45 ¥ s 2 117
4 C-8/H-9 C11/H-9 |
- 3 C-25/H-¢
H-9 3 °?°° | 0 | w 5/H-9
1.6 C-10/H-9 C26H9 L}
« 07 1
] | ' ;
3 C-20/H-19
1 a: Q | | { -
E ‘ |

[ T 1T 1 1711
° i | ‘ [
I
s C-1'/H-3 | i L.
[ |
[
o
o} ‘ ’
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| T
c-17H-2" 0 'ﬂ 4 0Ce/H4 .
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; Figura 1G: Espectro ROESY (C,D;N) del
Acido 3-O-(p-pD-glucopiranosil)-28-0O-p-D-glucopiranosil-serjanico (1)

H-23  H-26
H-27H.29 H-24 H-25
: | | H-5
. : i H-9
]E:j H-18 PNl v J‘\ A ) WW \ VAW R "‘ ."."
- - I . A L 4 O St i ST
: ¥ . o _
Ferasey | | N | i POy SN AR |
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H-25 i(:? i | ® H3HS 8 % ooy
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11-24:§ 3 -
Hzrr‘f) 1.0
H-29 — E ! \ \
= SR — S (S
H-23=_  1.2977< H-3H23 \
H-27 * 3 | ‘ |
'ﬁ 1.4 —— 1 i
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H-9 == { ‘ \
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é{/ 1 8: | . ! ‘ ‘
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'i:_ 2.05‘ |
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Finalmente, se pudo concluir que la estructura del compuesto en estudio
correspondia a la del acido 3-O-(pB-D-glucopiranosil)-28-O-f-D-glucopiranosil-
serjanico (1), el cual ha sido obtenido con anterioridad de Phytolacca thyrsiflora
(Haraguchi et al., 1988) y se reporta en este estudio por primera vez para la especie

Phytolacca rugosa.
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; Figura 1G (continuacién): Espectro ROESY (C,D,N) del
Acido 3-O-(p-pD-glucopiranosil)-28-0O-p-D-glucopiranosil-serjanico (1)

H-1” H-1 i ﬂ
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o H-3/H-1
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° H'3”/H'l” ? - /1 ) ]
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Acido 3-O-(p-D-glucopiranosil)-28-O-B-D-glucopiranosil-serjanico (1)

29
HsC,
//,

6C/H= 17.1/0.99(s)

ST dop= 95.3/6.12(d, 5.6 Hz)

F.M. =C43H68015

P.M.= 824 g/mol
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ACIDO 3-O-[B-D-GLUCOPIRANOSIL (1—>2)-B-D-GLUCOPIRANOSIL] 28-0O-f-D-GLUCO-
PIRANOSIL-SERJANICO (2):

De las fracciones 53-66, obtenidas de la reuniéon “IV” por cromatografia
MPLC, se aislé un sélido color blanco el cual se revel6 en placa de TLC como una
mancha pura de coloracién roja [R, = 0.5, sist. solv. CHCl,/MeOH/H,O (65:35:10);
P.f.= +300 °C]].

El analisis del espectro HR-ESI-MS (Fig. 2A) del compuesto (2) mostré un
ion molecular de m/z= 985, que corresponde a una férmula molecular de C,,H,,0,,.
El patréon de fragmentacion presenté picos en m/z= 823, m/z= 661 y m/z= 500, que
mostraban la pérdida consecutiva de tres (3) unidades de hexosa (162 u.m.a).
Mediante el estudio de los espectros de RMN-'H (Fig. 2B; Tabla 2B), RMN-"C (Fig.
2C; Tabla 2C), TOCSY (Fig. 2D) y HMBC (Fig. 2F) se pudo observar ademés que la
mayoria de las sefiales e interacciones observadas en (2), coincidian perfectamente
con las observadas para el compuesto (1), con excepcién de una unidad adicional
de hexosa, lo que sugiri6 que se trataba en principio de un derivado glicosidado del
compuesto (1).

Figura 2A: Espectro HR-ESI-MS del Acido 3-O-[p-D-glucopiranosil
(1—2)-pB-D-glucopiranosil] 28-0O-p-D-glucopiranosil-serjanico (2)
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Figura 2B: Espectro de RMN-'H (C,D,N, 400 MHz) del Acido
3-O-[B-D-glucopiranosil (1—2)-p-bD-glucopiranosil]

28-0-p-D-glucopiranosil-serjanico (2)
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Tabla 2B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(C,D;N, 600 MHz) de la Genina del Acido 3-O-[p-D-glucopiranosil
(1—2)-p-D-glucopiranosil] 28-0O-p-D-glucopiranosil-serjanico (2)

H H-3 H-5 H-9 H-12 H-18 H-23
d (ppm) 3.28 0.73 1.60 5.54 3.22 1.29
m dd d dd t dd s
J (Hz) 4.5/11.8 11.8 10.1/10.5 3.7 3.7/13.4 -
H H-24 H-25 H-26 H-27 H-29 H-31
d (ppm) 1.10 0.84 1.08 1.27 1.20 3.60
m S S S S S S
J (Hz) - - - - - -
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Tabla 2B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(C;D.N, 600 MHz) de los Aziicares del Acido 3-O-[p-D-glucopiranosil
(1—2)-p-D-glucopiranosil] 28-0O-B-D-glucopiranosil-serjanico (2)

3-O-p-b-Glucosa
H H-1’ H-2’ H-3’ H-4’ H-5’ H-6’
0 (ppm) 4.90 4.22 4.30 4.13 3.96 4.46/4.52
m d m m m dt dd/dd
J (Hz) - - - - 3.7/9.7 -/10.2
2’-0-pB-D-Glucosa
H H-1” H-2” H-3” H-4” H-5" H-6"
0 (ppm) 5.35 4.09 4.22 4.27 3.90 4.36/4.44
m d dd m m dt dd/dd
J (Hz) 7.3 8.9/14.6 - - 2.8/7.3 3.3/11.8
28-0-p-D-Glucosa
H H-1"" H-2"” H-3"” H-4"” H-5"" H-6"”
0 (ppm) 6.27 4.16 4.24 4.34 3.90 4.33/4.36
m d m m m dt dd/dd
J (Hz) 8.1 - - - 2.8/7.3 4.0/11.4

Al analizar las sefiales que conforman a la unidad de azicar adicional, se
pudo observar, gracias al espectro de masas y a la presencia de un grupo
oximetilénico en 8,/0.= 4.36, 4.44/62.8 ppm, que se trataba de un posible grupo
glucosa o galactosa. Debido a la superposicion de las sefiales en el espectro de
RMN-'H se hizo dificil confirmar la multiplicidad del protéon H-4”, sin embargo, la
comparacion de los valores de desplazamiento de los hidrégenos y carbonos con los
observados en la literatura (Hostettmann and Marston, 1995; Haraguchi et al., 1988;
Treyvaud et al., 2000) asi como las correlaciones ROESY, clasificaron a esta tercera
unidad como un grupo glucosa (Glc).

Las interacciones HMBC (Fig. 2F) permitieron conocer las conexiones
interglicosidica de los azucares y gracias a los cruces entre las sefales H-1"<>C-2’ y
C-1"<>H-2’, se determiné una sustitucion Glc—*Glc para la cadena ubicada en C-3.
Se concluyé de esta manera que el compuesto en cuestion era el acido 3-O-[p-D-
glucopiranosil (1—2)-pB-D-glucopiranosil] 28-0-p-D-glucopiranosil-serjdnico (2),
aislado de los frutos de Phytolacca thyrsifloray P. icosandra (Haraguchi et al., 1988;
Treyvaud et al., 2000) y se reporta por primera vez para la especie P. rugosa.
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Figura 2C: Espectro de RMN-"C (C;D;N, 150 MHz) del
Acido 3-O-[B-D-glucopiranosil (1—2)-p-D-glucopiranosil]

28-0-p-D-glucopiranosil-serjanico (2)
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Tabla 2C. Desplazamientos Quimicos (6) en el RMN-"C
(C,D;N, 150 MHz) de la Genina del Acido 3-O-[p-D-glucopiranosil
(1—2)-p-D-glucopiranosil] 28-0O-p-D-glucopiranosil-serjanico (2)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7

& (ppm) | 387 | 26.5 89.0 39.5 55.9 18.5 33.2
tipo | -CH,- | -CH,- | >CH-0-| >C< >CH- -CH,- | -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14

& (ppm) | 39.9 | 48.0 36.9 23.7 123.8 143.8 42.0
tipo | >C< | >CH- | >C< -CH,- —CH- >C= >C<
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C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
0 (ppm) 28.2 23.5 46.5 43.2 42.5 44.0 30.6
tigo -CH,- -CH,- >(C< >(CH- -CH,- >(C< -CH,-
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
0 (ppm) 34.0 28.3 16.8 15.5 17.4 26.1 176.0
tipo -CH,- -CH, -CH, -CH, -CH, -CH, -0-C=0
Gomi | zas | 108 | si7 ™S
como referencia interna
tipo -CH, |-0O-C=0]| -OCH,

Tabla 2C. Desplazamientos Quimicos (6) en el RMN-"C
(C,D;N, 150 MHz) de los Aztcares de Acido 3-O-[f-D-glucopiranosil
(1—2)-p-D-glucopiranosil] 28-0O-B-D-glucopiranosil-serjanico (2)

3-O-pB-D-Glucosa
C C-1v C-2’ C-3’ C-4’ C-5’ C-6’
0 (ppm) 105.0 83.3 78.1 71.6 77.9 62.8
tipo -0O-CH-O- | >CH-O- >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,-O-
2’-O-fB-D-Glucosa
C C-1” C-2” C-3” C-4” C-5” C-6”
0 (ppm) 105.9 77.0 78.4 71.0 77.9 62.8
tipo -0-CH-O- | >CH-O- >CH-O- >CH-O- >CH-0O- -CH,-O-

28-0-p-D-Glucosa
C C-1” C-2"” C-3"” C-4” C-5" C-6"
0 (ppm) 95.8 74.1 78.8 71.8 79.3 62.0
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,-O-
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Figura 2D: Espectros "H-"H COSY y TOCSY (C;D;N) del
Acido 3-O-[B-D-glucopiranosil (1—2)-p-D-glucopiranosil]
28-0-p-D-glucopiranosil-serjanico (2)
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Figura 2E: Espectro HMQC (C,D.N) del Acido 3-O-[B-D-glucopiranosil
(1—2)-pB-D-glucopiranosil] 28-O-p-D-glucopiranosil-serjanico (2)
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Figura 2F: Espectro HMBC (C,D,N) del Acido 3-O-[p-D-glucopiranosil

(1—2)-pB-D-glucopiranosil] 28-O-p-D-glucopiranosil-serjanico (2)
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Acido 3-O-[p-D-glucopiranosil (1—>2)-B-D-glucopiranosil] 28-O-B-D-glucopiranosil-serjanico (2)

29 30 31
6'”
CH,0

F.M. =C49H78020

P.M.= 986 g/mol

o= 105.9/5.35(d, 7.3 Hz)
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Acino 3-O-[B-D-GALACTOPIRANOSIL (1—3)-f-D-GLUCOPIRANOSIL], 28-O-3-D-GLUCO-
PIRANOSIL-SERJANICO (3):

El compuesto (3) se obtuvo de las fracciones 30-46 de la reunion “D”, de la
cromatografia general. Se aislé como un sélido amorfo de coloracién blanca, el cual
revel6 en placa TLC como un compuesto puro color rojo [R= 0.59; sist. solv.
CHCIl,/MeOH/H,O (65:35:10); P.f.= +300 °C]. El espectro de masas FAB (Fig. 3A)
presento6 el mismo ion molecular (m/z= 985) y el mismo patrén de fraccionamiento
(m/z= 823, 661 y 499) que el compuesto (2), segin esto, se pudo inferir que el
compuesto en estudio era de igual forma, un triterpeno con tres grupos hexosa; a
pesar de ello, los R, de ambos compuestos resultaron ser diferentes, por lo que se
concluyé que las unidades de hexosa debian ser diferentes o bien estar unidas de
manera distinta en el compuesto (3).

Los datos aportados por los espectros de RMN-"H (Fig. 3B; Tabla 3B) y RMN-"C
(Fig. 3C; Tabla 3C) confirmaron lo predicho anteriormente para la estructura (3), ya
que se observaron muchas similitudes, con excepcion de algunas sefnales
adicionales, representativas de protones pertenecientes a un grupo galactosa (Gal).

Figura 3A: Espectro FAB-MS del Acido 3-O-[p-D-galactopiranosil
(1—3)-p-D-glucopiranosil| 28-0O-B-b-glucopiranosil-serjanico (3)
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_Figura 3B: Espectro de RMN-'H (C;D;N, 600 MHz) del
Acido 3-O-[B-D-galactopiranosil (1—3)-p-D-glucopiranosil]
28-0-p-D-glucopiranosil-serjanico (3)
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Tabla 3B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(C,D;N, 600 MHz) de la Genina del Acido 3-O-[f-D-galactopiranosil
(1—3)-p-D-glucopiranosil| 28-0O-B-b-glucopiranosil-serjanico (3)

H H-3 H-5 H-9 H-12 H-18 H-23
S (ppm) 3.30 0.69 1.53 5.51 3.13 1.21
m dd d dd t dd s
J (Hz) 2.4/5.2 8.0 5.2/6.4 3.7 -/9.2 -
H H-24 H-25 H-26 H-27 H-29 H-31
S (ppm) 0.89 0.72 0.98 1.21 1.14 3.57
m S S S S S S
J (Hz) - - - - - -
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Tabla 3B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(C,D.N, 600 MHz) de los Aziicares del Acido 3-O-[p-D-galactopiranosil
(1—3)-p-D-glucopiranosil] 28-0O-p-D-glucopiranosil-serjanico (3)
3-O-pB-D-Glucosa
H H-1 H-2’ H-3’ H-4 H-5’ H-6’
0 (ppm) 4.81 3.94 4.21 3.96 3.88 4.23/4.26
m d dd m m m m
J (Hz) 5.2 5.6 - - - -
3’-0-p-D-Galactosa
H H-1” H-2” H-3” H-4” H-5" H-6"
0 (ppm) 5.17 4.42 4.22 4.36 4.04 4.17/4.36
m d dd m d m m
J (Hz) 5.2 4.1 - 5.6 - -
28-0-p-D-Glucosa
H H-1"” H-2” H-3"” H-4"” H-5” H-6"”
0 (ppm) 6.11 4.09 4.20 4.07 3.86 4.19/4.35
m d dd m m m m
J (Hz) 5.6 - - - - -

El espectro '"H-"H COSY (Fig. 3D) mostr6 correlaciones del protén anomérico
H-1” en 8;= 5.17 ppm con su correspondiente hidrégeno H-2” (dy= 4.42 ppm) y
este a su vez con H-3” (8;= 4.07 ppm), sin embargo, la correlacion H3”<=H-4" no
pudo ser observada. Esto, unido al desplazamiento a campo inusualmente bajo de
los protones H-4” (0= 4.36 ppm) y H-2” (8;;= 4.42 ppm) llevé a la conclusién de
que se trataba de un grupo galactosa (Streefkerk et al., 1973; Macias et al., 2010;
Collins & Ferrier, 1998).

Las interacciones HMBC (Fig. 3F) H-1"<(C-3’ y H-3’<=(C-1” permitieron
establecer el patrén de enlace entre las hexosas ubicadas en el C-3 del tipo:
Gal—°Glc. Este hecho se vio apoyado gracias al desapantallamiento observado en el
carbono C-3’ a §;= 87.8 ppm, caracteristico de glucosas sustituidas en esta posiciéon
(Agrawal, 1992; Agrawal and Rastogi, 1974).

Finalmente, se reconocié el compuesto (3) como el 4dcido 3-O-[p-D-galacto-
piranosil (1—3)-p-D-glucopiranosil] 28-O-p-D-glucopiranosil-serjanico, el cual fue
aislado por primera vez de la especie Phytolacca bogotensis (Nielsen et al., 1995) y
es reportado en este estudio por primera vez de los frutos de P.rugosa.

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laboratoire de Pharmacognosie UMIB-UB



71

'Figura 3C: Espectro de RMN-"C (C;D;N, 150 MHz) del
Acido 3-O-[B-D-galactopiranosil (1—3)-p-D-glucopiranosil]
28-0-p-D-glucopiranosil-serjanico (3)
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Tabla 3C. Desplazamientos Quimicos (6) en el RMN-"C
(C,D;N, 150 MHz) de la Genina del Acido 3-O-[p-D-galactopiranosil
(1—3)-p-D-glucopiranosil| 28-0O-B-b-glucopiranosil-serjanico (3)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7

0 (ppm) 38.4 26.1 88.9 39.1 55.5 18.6 32.7
tipo -CH,- -CH,- | >CH-O- >(C< >CH- -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14

0 (ppm) 39.5 47.6 36.5 23.2 123.1 143.5 41.7
tipo >(C< >(CH- >(C< -CH,- =CH- >C= >(C<
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21

0 (ppm) 27.9 23.4 46.3 42.8 42.1 43.7 30.1
tipo -CH,- -CH,- >(C< >CH- -CH,- >(C< -CH,-
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C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
0 (ppm) 33.6 27.9 16.7 15.2 17.1 25.7 176.1
tipo | -CH- | -CH, | -CH, | -CH, | -CH, | -CH, | -0-C=0
C C-29 C-30 C-31 TMS
o (ppm) | 28.0 177.0 51.6 como referencia interna
tipo | -CH, | -O-C=0| -OCH,

Tabla 3C. Desplazamientos Quimicos (6) en el RMN-"C
(C;D,N, 150 MHz) de los Azticares del Acido 3-O-[p-D-galactopiranosil
(1—3)-p-D-glucopiranosil] 28-0O-p-D-glucopiranosil-serjanico (3)

3-O-pB-D-Glucosa

C C-1v C-2’ C-3’ C-¢4 C-5’ C-6’
0 (ppm) 105.6 74.1 87.8 69.6 78.6 61.4
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-O- | >CH-O- -CH,-O-
3’-0-p-D-Galactosa
C C-1” C-2” C-3” C-4” C-5” C-6”
0 (ppm) 105.6 72.4 74.4 69.4 76.8 62.0
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-O- | >CH-O- -CH,-O-
28-0-p-D-Glucosa
C C-1” C-2"” C-3"” C-4” C-5" C-6""
0 (ppm) 95.3 73.4 77.9 70.3 77.1 61.7
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-O- | >CH-O- -CH,-O-
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Figura 3D: Espectros TOCSY y "H-'H COSY (C;D;N) del
Acido 3-O-[B-D-galactopiranosil (1—3)-p-D-glucopiranosil]
28-0-p-D-glucopiranosil-serjanico (3)
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) Figura 3E: Espectro HMQC (C,D,N) del
Acido 3-O-[B-bD-galactopiranosil (1—3)-p-D-glucopiranosil]
28-0O-p-D-glucopiranosil-serjanico (3)
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Acido 3-O-[p-D-galactopiranosil (1—>3)-B-D-glucopiranosil]

Figura 3F: Espectro HMBC (C,D,N) del

28-0-p-D-glucopiranosil-serjanico (3)
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Acido 3-O-[p-D-galactopiranosil (1—3)-p-D-glucopiranosil] 28-O-p-D-glucopiranosil-serjanico (3)

30 31
COOCH,4

29
=D YR
7,

dom= 17.1/0.98(s)

dom=51.6/3.57(s)

dom= 15.210.72(s)

F.M. =C49H78020

OH <6C/H-1056/5.17(d,5.2Hz)i P'M-= 986 g/mO].
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AcCIDO 3-O-[B-D-GLUCOPIRANOSIL (1—>3)-B-D-GALACTOPIRANOSIL (1—>3)-B-D-GLUCO-
PIRANOSIL], 28-O-B-D-GLUCOPIRANOSIL-SERJANICO (4):

De las fracciones 55-63 de la combinacién de reuniones “E” y “C”” de la
cromatografia general, se obtuvo un sélido color blanco el cual revelaba en placa
TLC como una mancha pura de color rojo [R= 0.43; sist. solv. CHCl,/MeOH/H,O
(65:35:10); P.f.= +300 °C].

El espectro de HR-ESI-MS (Fig. 4A) presenté un ion molecular de
m/z= 1147.8, el cual se corresponde con una sustancia de férmula molecular
C,;Hg:0,5, el patron de fragmentacion presentd picos en m/z= 986.1 y m/z= 823.9,
asignables a la pérdida de dos grupos hexosa (162 u.m.a). El posterior analisis de
los espectros de RMN-'H (Fig. 4B; Tabla 4B) y RMN-"C (Fig. 4C; Tabla 4C)
advirtieron la presencia de otras dos unidades monosacaridas.

Figura 4A: Espectro HR-ESI-MS del
Acido 3-O-[-p-D-glucopiranosil (1—3)-p-D-galactopiranosil
(1—3)-p-D-glucopiranosil| 28-0O-B-b-glucopiranosil-serjanico (4)
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Figura 4B: Espectro de RMN-'H (C,D,N, 600 MHz) del

Acido 3-O-[-B-D-glucopiranosil (1—>3)-p-D-galactopiranosil
(1—3)-p-D-glucopiranosil| 28-O-B-d-glucopiranosil-serjanico (4)
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Tabla 4B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(C,D,;N, 600 MHz) de la Genina del Acido 3-O-[-B-D-glucopiranosil

(1—3)-p-D-galactopiranosil (1—3)-p-D-glucopiranosil]
28-0-B-D-glucopiranosil-serjanico (4)

H H-3 H-5 H-9 H-12 H-18 H-23
O (ppm) 3.37 0.80 1.64 5.59 3.24 1.32
m dd d t t dd s
] (Hz) 4.1/11.4 11.8 8.7 3.7 3.7/10.6 -
H H-24 H-25 H-26 H-27 H-29 H-31
O (ppm) 1.01 0.85 1.11 1.30 1.22 3.61
m s s s s s s
J (Hz) - - - - - -
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Tabla 4B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(C,D;N, 600 MHz) de los Azticares del Acido 3-O-[-B-D-glucopiranosil
(1—3)-p-D-galactopiranosil (1—3)-p-D-glucopiranosil]

28-0-p-D-glucopiranosil-serjanico (4)

3-O-pB-D-Glucosa
H H-1’ H-2’ H-3’ H-4 H-5’ H-6’
0 (ppm) 4.88 4.02 4.17 4.07 3.90 4.28/4.48
m d m m m m m
J(Hz) . . - - . .
3’-0-p-D-Galactosa
H H-1” H-2” H-3” H-4” H-5” H-6”
0 (ppm) 5.23 4.67 4.28 4.69 4.09 4.28/4.38
m d m m m m m
] (Hz) 7.7 - - - - -
3”-O-B-D-Glucosa
H H-1"” H-2"” H-3"” H-4"" H-5"" H-6""
0 (ppm) 5.37 4.42 4.27 4.22 3.98 4.38/4.44
m d m m m m m
J (Hz) 7.7 - - - - -
28-0-p-b-Glucosa
H H-1"” H-2” H-3"” H-4"” H-5"” H-6"”
0 (ppm) 6.30 4.17 4.25 4.36 3.97 4.28/4.38
m d m m m m m
J (Hz) 8.1 - - - - -

El estudio en profundidad de los espectros de RMN-"H y RMN-"C, indic6 la
presencia de cuatro senales (8,/0.= 4.88/106.4, 5.23/105.9, 5.37/106.3 y 6.30/95.8
ppm) correspondientes a los hidrégenos y carbonos anoméricos de cuatro unidades
de hexosa. Los mismos, presentaron correlaciones TOCSY (Fig. 4D) con cada uno de
los protones pertenecientes a cada unidad y sus interacciones se corroboraron
mediante el analisis de los espectros COSY (Fig. 4D) y HMBC (Fig. 4F). Nuevamente
se observaron desplazamientos a campo bajo para los protones H-2” (8;;= 4.67 ppm)
y H-4” (0y= 4.69 ppm) lo que indicé la presencia de un grupo galactosa (Gal),
confirmado ademas por la interaccion ROE entre H-1"<>H-4". El resto de las senales

fueron confirmadas como tres grupos glucosa (Glc).
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'Figura 4C: Espectro de RMN-"C (C;D;N, 150 MHz) del
Acido 3-O-[-p-D-glucopiranosil (1—3)-p-D-galactopiranosil

(1—3)-p-D-glucopiranosil| 28-0O-B-b-glucopiranosil-serjanico (4)

C-9

-OMe

c-20 C-19

C-17 C-18 C-14

C,D.N

C-29 C-27 Cc-11
C-21 c-23 C-2 (C-16

C-26

C-24
C-6 C-25

(C.D.N, 150 MHz) de la Genina del Acido 3-O-[-p-D-glucopiranosil

Tabla 4C. Desplazamientos Quimicos (6) en el RMN-"C

(1—3)-p-D-galactopiranosil (1—3)-p-D-glucopiranosil]

28-0-p-D-glucopiranosil-serjanico (4)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7

0 (ppm) 38.7 26.5 89.0 39.5 55.8 18.6 33.2
tipo -CH,- -CH,- | >CH-O-| >C< >CH- -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14

0 (ppm) 40.0 48.1 37.0 23.8 123.1 143.9 42.1
tipo >(C< >CH- >(C< -CH,- =CH- >C= >C<
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C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
0 (ppm) 28.4 23.6 46.6 43.2 42.5 44.0 30.6
tigo -CH,- -CH,- >(C< >CH- -CH,- >(C< -CH,-
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
0 (ppm) 34.0 28.2 17.0 15.6 17.5 26.1 176.1
tipo -CH,- -CH, -CH, -CH, -CH, -CH, -0-C=0
-29 -30 -31
d [p(}:)m) (2:8.4 1C76.9 (5:1.7 TMS. .
como referencia interna
tipo -CH, | -O-C=0| -OCH,

Tabla 4C. Desplazamientos Quimicos (6) en el RMN-"C
(C;D,N, 150 MHz) de los Azticares del Acido 3-O-[-B-D-glucopiranosil

(1—3)-p-D-galactopiranosil (1—3)-p-D-glucopiranosil]
28-0-p-D-glucopiranosil-serjanico (4)

3-O-p-b-Glucosa

C C-1 C-2’ C-3’ C-4’ C-5’ C-6’

0 (ppm) 106.4 74.5 88.9 69.8 77.9 62.0
tipo -O-CH-O- | >CH-0O- >CH-0O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,-O-
3’-O-p-pD-Galactosa

C C-1” C-2” C-3” C-4” C-5” C-6”

0 (ppm) 106.0 72.1 84.6 69.7 77.1 62.1
tipo -O-CH-O- | >CH-0O- >CH-0O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,-O-
3”-0-B-D-Glucosa

C C-1” C-2” C-3"” C-4” C-5" C-6"

0 (ppm) 106.3 75.9 78.4 71.6 78.6 62.7
tipo -0-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- -CH,-O-
28-0-B-D-Glucosa

C C-1"” C-2"” C-37” C-4" C-5"” C-6"”

0 (ppm) 95.8 74.2 79.3 71.1 78.9 62.1

tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- -CH,-O-

La posicién de los azucares, asi como la conexién interglicosidica, se observé
en el HMBC, mediante los cruces: C-28<>H-1""; C-3<=H-1"; C-1’<=H-3”, H-1'<=C-3’;
C-1"<=H-3"", H-1”<=C-3"". Con esto, quedd establecida la secuencia de glic6sidos en
el carbono C-3 de la molécula como: Glc—’Gal—°Glc.
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Figura 4D: Espectros TOCSY y '"H-'H COSY (C;D;N) del
Acido 3-O-[-p-D-glucopiranosil (1—3)-p-bD-galactopiranosil
(1—3)-p-D-glucopiranosil| 28-0O-B-b-glucopiranosil-serjanico (4)
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Se concluy6 finalmente que el compuesto en estudio era el dcido 3-O-[f3-D-
glucopiranosil (1—3)-p-D-galactopiranosil (1—>3)-p-D-glucopiranosil] 28-O-B-D-gluco-
piranosil-serjanico (4), reportado anteriormente por Nielsen y colaboradores de la
especie Phytolacca rivinoides (Nielsen et al, 1995). De igual forma que los
compuesto anteriores, (4) se reporta por primera vez para la especie P. rugosa.
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) Figura 4E: Espectro HMQC (C,D;N) del
Acido 3-O-[-p-D-glucopiranosil (1—3)-p-D-galactopiranosil
(1—3)-p-D-glucopiranosil] 28-0O-B-b-glucopiranosil-serjanico (4)
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Figura 4F: Espectro HMBC (C,D;N) del
Acido 3-O-[-p-D-glucopiranosil (1—3)-p-D-galactopiranosil
(1—3)-p-D-glucopiranosil| 28-0O-B-b-glucopiranosil-serjanico (4)
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Acido 3-O-[-p-D-glucopiranosil (1—>3)-p-D-galactopiranosil (1—3)-p-D-glucopiranosil] 28-O-B-D-
glucopiranosil-serjanico (4)

29
@ HiC, JC00CH:s
cn=51.7/3.61(s
6|l|l

Scm= 95.8/6.30 (d, 8.1 Hz)
dcm= 26.1/1.11(s)

H3C CH3

aC,H_ 17.01. 01(5)

‘ d¢q=105.3/5.37(d, 7.7 Hz) . P.M. — 1 . 148 g/mol

bC,H_ 28 2/1.32(s)

¥ OH

H ¢ ;
OH OH \ O d¢n= 105.0/5.23(d, 7.7 Hz)

F.M.=C55HggO35
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Estudio Fitoquimico de

Phytolacca icosandra L.
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Esquema del Aislamiento y Purificacion de Metabolitos Secundarios
de los Frutos de Phytolacca icosandra L.

Frutos Secos
PIF
(1Kg)
Reflujo (24h)
Extracto MeOH
(280 g)
Percolado
A..C D E||lF G H I )] K L||M N
(4.1g) (1.1g) (7.8g) || (5.1g) || (4.98)
I J.2.1a
Pluuus.}’rcpurulivus (0.0ms) Columna
Precipitado Placas (500 mg) (10) Cromatogréfica
Blanco Preparativas Columna (28)
Cromatogréfica |
5 7 ) gfdu K.3.2
'1 o , , anco (sa.am)
Acetilacién
[40i;;n8) (pé:tlfllzi%l)nr] (anhidrido acético) 11 1)
(2.:?] | (20.5mg)
(;:)nlr:::ll:;lp,reifi(:ﬂ (5] Columna
Cromatogréfica
1ty/ 1.8 1.9
(21mg) | | (20.2mg) | | (18.5mg)
(7a) (8a) (9,9a)
1.2
(16.1mg)
(8) L5
(14.7mg)
(7)
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ACIDO SPERGULAGENICO (5):

De las fracciones 6-21 de la reunion “I” de la cromatografia general, se logré
aislar (usando columna cromatografica de gravedad) un sélido blanco el cual se

presento6 en placa TLC como una mancha pura en forma de lengiieta de color rosado
[R;= 0.65, sist. solv. Hex/EtOAc (4:6); P.f.= 296-298 °C]

El espectro de IR (Fig. 5A; Tabla 5A) del compuesto (5) mostré bandas
intensas en v,,= 1.666, 1.707 cm™ (tensién C=0) y 2.988 cm™ (tension O-H)
caracteristicas de grupos tipo acido carboxilico. Los datos aportados por los
espectros de RMN-'H (Fig. 2B; Tabla 2B) mostraron la presencia de: seis metilos,
una senal en d;= 3.23 ppm tipica de un metino oxigenado y un triplete en 6y= 5.41
ppm, propio de un protén perteneciente a un doble enlace. El espectro de RMN-"C
present6 un total de treinta carbonos, observandose dos grupos carbonilos [§.=
180.8 (C-30) y 181.6 (C-28) ppm], dos carbonos hibridados sp* [8.= 124.1 (C-12) y
144.9 (C-14) ppm] y un carbono oxigenado [8,= 79.7 (C-3) ppm].

Figura 5A. Espectro Infrarrojo (KBr) del Acido Spergulagénico (5)

90,0,
85
80 |
75 |

%T

o) j 916
5 1.707-1.666 1.234 (=C-H)
o]  2.500-3.000 (C=0) (C-0)

(O-H)

<100

3450,0 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 60
cm-1

Tabla 5A: Bandas de Absorcion Significativas en el Espectro
Infrarrojo (KBr), del Acido Spergulagénico (5)

v cm™) 2.988 1.707 1.666 1.234 916

max (

Asignacién | O-H carbox C=0 C=0 C-0 =C-H
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Figura 5B. Espectro de RMN-"H (MeOD, 400 MHz) del
Acido Spergulagénico (5)

Tabla 5B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(MeOD, 400 MHz) del Acido Spergulagénico (5)

H H-3 H-5 H-9 H-12 H-18 H-23
O (ppm) 3.24 0.85 1.72 5.41 2.88 1.07
m dd d m t dd s
] (Hz) 5.0/11.3 3.9 - 3.4 3.8/13.6 -
H H-24 H-25 H-26 H-27 H-29
S (ppm) 0.87 1.04 0.90 1.27 1.25
m s s s s s
J (Hz) - - - - .

El estudio en profundidad de los espectros bidimensionales (‘H-'H COSY,
HMQC y HMBC) y la comparacién de los datos espectrales de RMN-'H y -"*C con los
valores reportados en la literatura, permitieron identificar al compuesto (5) como el
acido spergulagénico. El mismo, fue reportado por primera vez de la especie
Mullugo spergula (Chakrabarti et al., 1966; 1968).
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Figura 5B. Espectro de RMN-"C (MeOD, 100 MHz) del
Acido Spergulagénico (5)

|

C-19

C

C-20

c-17 C-18

e

-8
31

0

14

C-15

C-29 C-27

C-23
C-2

C-11
C-16

MeOD

Tabla 8b. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"C

(MeOD, 100 MHz) del Acido SBergulaEénico (5)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
O (ppm) 39.8 27.9 79.7 40.5 56.8 19.5 34.1
tipo |-CH,| -CH,- | >CH-O-| >C< >CH- | -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
O (ppm) 39.8 47.9 38.2 24.5 124.1 144.9 42.8
tipo >C< | >CH- >(C< -CH,- =CH- >C= >(C<
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
O (ppm) 28.9 24.3 47.1 43.9 43.4 44.6 31.3
tipo -CH,- | -CH,- >C< >CH- -CH,- >C< -CH,-
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
O (ppm) 35.1 28.7 16.3 15.9 17.7 26.3 181.6
tipo -CH,- | -CH, -CH, -CH, -CH, -CH, -0-C=0
C C-29 C-30 TMS
o (ppm) | 29.0 | 180.8 como referencia interna
tipo -CH, | -O-C=0
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Acido Spergulagénico (5)

6C/H= 15.9/1.04 (S)

6C/H= 797/324
(dd:11.3,5.0 Hz)

6C/H= 1 63/087(3)

6C/H= 26.3/1 27(8)

6C/H= 28.71 07(5)

6C/H= 51 6/288
(dd; 13.6, 3.8 Hz)

F.M. =C30H4605

P.M.= 486 g/mol
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AcIDO EPIACETILALEURITOLICO (6):

De la fraccion “D” de la cromatografia general, se logré separar por
precipitacién un sélido de color blanco, el cual fue purificado por filtracion al vacio
y recristalizado en MeOH. Revel6 en TLC como una mancha pura de forma cuneada
y de color rojo [R;= 0.65, sist. solv. Hex/CH,Cl, (8:2); P.f.= 191-193 °C].

El espectro de IR (Fig. 6A; Tabla 6A) present6 bandas intensas en v, = 2.944
cm™” (tensién O-H), 1.732 cm™, 1.688 cm™ (tensién C=0) y 930 cm™ (deformacién
=C-H). Su espectro de RMN-'H (Fig. 6B; Tabla 6B), muestra la presencia de ocho
metilos, uno de ellos perteneciente a un grupo acetilo (6= 2.03 ppm), un protén
oxigenado [0y= 4.46 ppm (H-3)] y un protén olefinico [8y= 5.51 ppm (H-12)]. El
espectro de RMN-"C, denoté un total de treinta y dos carbonos entre los que
resaltan: dos grupos carbonilos [6.= 184.5 (C-28), 171.1 (C-31) ppm] , dos carbonos
hibridados sp® [6;= 160.7 (C-14), 117.0 (C-15) ppm], un carbono oxigenado [d.=
81.0 ppm (C-3)] y un carbono alfa a un grupo carbonilo [8.= 21.4 ppm (C-32)]. La
totalidad de senales sugiri6 la presencia de un triterpeno acetilado tipo oleanano.

Figura 6A. Espectro Infrarrojo (KBr) del Acido Epiacetilaleuritélico(6)

’ W AT ’ﬂ"ﬁ- I AAs ..""‘«‘.
4 A / \ ‘, | \ i / W, W l" L
‘\.\ v'\/V"/ .‘ ‘ \ r'.‘ " M1 N ||
” \y" I ‘ ‘\ ‘ & u’; ‘
- \’\ | | | ‘l“ | } " ) J 930
(=C-H)
30 ‘ ’ "‘ ll ‘ i '
! ‘ ! |
I | | o .
|
2 2.500-3.000 IW | \' |
kbt |l 1.732-1.688 ’
] (O-H) | (C=0) | 1.245
| (C-0)
1.3

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000

Tabla 6A: Bandas de Absorcion Significativas en el Espectro
Infrarrojo (KBr), del Acido Epiacetilaleuritélico (6)

Vo (cm?) 2.944 1.732 1.688 1.245 930

Asignacion | O-H carbox C=0¢e, C=0,. carbox. C-O0 =C-H
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Figura 6B. Espectro de RMN-"H (CDCl,, 400 MHz) del
Acido Epiacetilaleuritolico (6)
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Tabla 6B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(CDCI,, 400 MHz) del Acido Epiacetilaleuritélico (6)

H H-3 H-5 H-15 H-18 H-23 H-24
O (ppm) 4.45 0.86 5.51 2.27 0.85 0.88

m dd d dd dd s s
] (Hz) 6.2/10.3 6.5 3.3/7.8 | 2.4/13.7 - -

H H-25 H-26 H-27 H-29 H-30 H-32
O (ppm) 0.95 0.95 0.91 0.93 0.91 2.03

m s s s s s s
J (Hz) - - - - - -

Las correlaciones HMBC entre el metilo en 6y= 2.03 ppm (H-32) con el
carbonilo en ;= 171.1 ppm (C-31) y la de este con el protén oxigenado en d,;,= 4.45
ppm (H-3), ubicé al grupo acetilo en la posicion C-3. Mientras que las correlaciones
entre el carbono cuaternario sp* (C-14) con los metilos en ;= 0.95 (H-26) y 0.91
(H-27) colocaron al doble enlace entre los carbonos C-14 y C-15, esto se corroboré
ademas por el inusual desapantallamiento en C-14 a ;= 160.6 ppm.
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Figura 6C. Espectro de RMN-"C (CDCl,, 100 MHz) del
Acido Epiacetilaleuritélico (6)
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Tabla 6C. Desplazamientos Quimicos (6) en el RMN-"C
(CDClg, 100 MHz) del Acido EBiacetﬂaleuritélico (6)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
0 (ppm) 37.5 23.6 81.0 38.1 55.7 18.9 40.9
tipo -CH,- -CH,- | >CH-O-| >C< >CH- -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
0 (ppm) 39.2 49.2 37.4 17.4 33.5 37.8 160.6
tigo >(C< >CH- >(C< -CH,- -CH,- >(C< >(C=
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
0 (ppm) 117.0 31.4 51.6 41.5 35.6 29.4 33.8
tipo =CH- -CH,- >(C< >(CH- -CH,- >(C< -CH,-
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
0 (ppm) 30.8 28.1 16.7 15.8 26.3 22.6 184.5
tipo -CH,- -CH, -CH, -CH, -CH, -CH, -0-C=0
C C-29 C-30 C-31 C-32
S (ppm) 31.8 29.4 171.1 21.4 TMS. .
Como referencia interna
tipo -CH, -CH, | -O-C=0 | cH,-C=0

Una vez analizados los espectros bidimensionales se procedié a comparar los
valores obtenidos con los reportados en la literatura (Sultanova et al., 2004), por lo
que se concluyé que el compuesto era el acido epiacetilaleuritélico (6), el cual se
obtuvo por primera vez de los frutos de Phytolacca acinosa (Razdan et al., 1982).
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Acido Epiacetilaleuritélico (6)

do= 31.8/0.93 (s) 3C ,

6C/H= 22.6/0.91 (S)

dc= 26.3/0.95 (s)

6C/H= 15.8/0.95 (S)

6C/H= 81 0/445
(dd; 10.3, 6.2 Hz)

0 \
Hsé%’l\@\\\w

Som= 21.4/2.03(s)

6C/H= 1 67/088(3)

6C/H= 281/085(5)

dom= 117.0/5.51
(s;7.8, 3.3 Hz)

3 6C/H= 29.4/0.91 (S)

6C/H= 41 5/227
(dd:13.7, 2.4 Hz)

F.M. =C32H5004

P.M.= 498 g/mol
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AMERICANOL A (7) Y 3,4,9,9’-TETRAACETIL-AMERICANOL A (7a):

De las fracciones 38-40 de la reunion “I” de la cromatografia general, se logré
separar por columna cromatogréfica, un aceite de coloracién amarilla, el cual se
mostré en placa TLC como una mancha pura de color morado. Dicho aceite no logré
cristalizarse a pesar de repetidos intentos [R;= 0.48, sist. solv. Hex/EtOAc (4:6)].

El andlisis del espectro IR (Fig. 7A; Tabla 7A) mostr6 bandas env, = 3.388 cm™
(tensiéon O-H alcoholes), 1.234 cm™ (tensién C-O-C éteres), 1.504 cm™ y 930 cm™
(tensiéon C=C y defrom. =C-H aromaticos). El espectro de RMN-'H (Fig. 7B; Tabla 7B)
presento seis protones a campo bajo [65= 6.8-7.0 ppm (H-2,2’; H-5,5" y H-6,6)] que
por su desplazamiento y multiplicidad corresponden a dos anillos aromaticos
trisustituidos, dos senales en 6= 6.25 (H-8’) y 6= 6.49 (H-7’) ppm asignables a un
doble enlace disustituido y cuatro sefnales correspondientes a hidrégenos
oxigenados [0;= 3.40-4.90 ppm (H-9,9’; H-8 y H-7)].

Figura 7A. Espectro Infrarrojo (KBr) del Americanol A(7)

100,0

40 ) r \ l f v

5 '\ / | [y \ J 872
30 N’ 1 ;13 ‘i ! (=C-H)
1% 2.5?8-:}3{.;)00 (C=0) .f233

20 ” 1.

, Cogy (€00

Tabla 7A: Bandas de Absorcion Significativas en el Espectro
Infrarrojo (KBr), del Americanol A (7)

cm™) 3.338 1.613 1.504 1.233 872

A%

max (

Asignacion O-H C=C C=C somat. C-0O-C =C-H
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Figura 7B. Espectro de RMN-'H [CO(CD,),, 400 MHz] del
Americanol A (7)
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Tabla 7B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H

[CO(CD,),, 400 MHz] del Americanol A (7)

H H-2 H-5 H-6 H-7 H-8 H-9
d (ppm) 6.85 6.95 6.82 4.90 4.20 3.51/3.71
m d d dd d ddd ddd/ddd
J (Hz) 2.6 8.1 8.1/2.1 7.8 1.8/7.0/7.8 | 2.3/7.5/12.3
H H-2’ H-5' H-6 H-7’ H-8’ H-9'
8 (ppm) 6.95 6.90 6.91 6.49 6.25 4.20
m d d dd d dt t
J (Hz) 2.3 8.3 2.1/8.4 15.7 5.4/15.8 5.1

El espectro de RMN-"C, revel6 la presencia de dieciocho carbonos, divididos
en: cuatro carbonos oxigenados [8.= 60-80 ppm (C-9,9’; C-8 y C-7)], seis metinos sp?
[.= 115-120 ppm (C-2,2’; C-5,5 y C-6,6")], cuatro cuaternarios sp” [8.= 125-135
ppm (C-1,1’; C-7’ y C-8’)] y cuatro cuaternarios sp® oxigenados [§;= 143-147 ppm
(C-3,3’; y C-4,4")]. Se pudo establecer asi, una férmula molecular para el compuesto
de C,;H,;0; (330 g/mol) a la que corresponden diez grados de insaturacion.
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Figura 7C. Espectro de RMN-"*C [CO(CD,),, 100 MHz] del
Americanol A (7)
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Tabla 7C. Desplazamientos Quimicos (6) en el RMN-"C
[CO(CD,),, 100 MHz] del Americanol A (7)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
0 (ppm) 129.4 115.2 146.5 146.1 116.0 120.2 77.0
tipo =C= =CH- =C-0O- =C-0O- =CH- =CH- | >CH-O-
C C-8 C-9 C-1v C-2’ C-3 C-4 C-5
0 (ppm) 79.6 61.8 131.8 115.2 144.4 144.5 117.7
tipo >CH-O- | -CH,-O- =C= =CH- =C-O- | =C-O- =CH-
C C-6 C-7 C-8 C-9 TMS
d (ppm) | 120.1 129.8 129.1 63.3 .
como referencia interna
tipo =CH- =CH- =CH- | -CH,-O-
El espectro HMBC (Fig. 7F), mostr6 interacciones entre el carbono

cuaternario C-1 (8= 129.4 ppm) con un protén [dy= 6.95 ppm (H-5)] alfa a un
carbono oxigenado y un metino alifatico oxigenado [8;= 4.90 ppm (H-7)], el cual a
su vez interaccionaba con dos protones arométicos [d;= 6.82 (H-6) y 6. 85 (H-2)
ppm]. Los protones H-2 y H-5 presentaron correlaciones con dos carbonos
cuaternarios sp® oxigenados en 8.= 146.1 (C-4) y 146.5 (C-3) respectivamente,
viéndose las correlaciones: H-5<C-1<>H-7<>C-2, H-7<>C-6, H-5<>C-3 y H-2<>C-4.
El protén oxigenado H-7 presenté interacciéon "H-'"H COSY (Fig. 7D) con otro metino
oxigenado [dy= 4.20 (H-8) ppm], el cual interactuaba con dos senales [0y= 3.51 y
3.71 (H-9) ppm] propias de un oximetileno. Con esto se establecieron las relaciones
H-7<>H-8<>H-9, lo que constituy6 la subestructura “A” (Fig. 7F) del compuesto (7).
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Figura 7D. Espectro 'H-'H COSY [CO(CD,),, 400 MHz] del
Americanol A (7)
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La subestructura “B” (Fig. 7F) surge de las correlaciones HMBC entre los
carbonos cuaternarios sp* oxigenados C-3’ (§;= 144.5 ppm) y C-4’ (§o= 146.6 ppm)
con los protones aromaticos en d;= 6.90 (H-5) y 6.95 (H-2’) ppm, respectivamente.
El protén H-2’ se cruza con el carbono en §.= 120.1 ppm (C-6’) y el hidrégeno H-5’
con el carbono C-1" (8;= 131.8 ppm). A su vez, los carbonos C-6' y C-1’
interaccionan con dos hidrégenos olefinicos en d;= 6.49 (H-7") y 6.25 (H-8)
(relacionados a través de sus constantes de acoplamiento) y por dltimo el hidrogeno
H-8 presenta una interaccion COSY con un segundo metileno oxigenado en
d;= 4.20 ppm (H-9’). Las correlaciones para la subestructura “B” fueron entonces:
C-3'<>H-5'<>C-1, C-4’'<»H-2'<>(C-6’<>H-7'<>H-8’<>(C-1’ y C-7'<>H-9'<>H-8'. Las sub-
estructuras “A” y “B” formaban nueve grados de insaturacion y fue légico pensar que
el ultimo grado venia dado entonces por los enlaces etéreos entre los carbonos
C-7<>C-3’ y C-8<>(-4’ completandose asi la estructura gruesa del compuesto (7).
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Figura 7E. Espectro HSQC [CO(CD,),, 400 MHz] del Americanol A (7)
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El establecimiento de la estereoquimica en los hidrégenos H-7 y H-8 se pudo
resolver gracias al estudio de sus constantes de acoplamiento (/,,= 7.8 Hz) y al
andalisis del espectro NOESY (Fig. 7C-1) del derivado acetilado (7a) (Figs. 7A-1, 7B-1;
Tablas 7A-1, 7B-1), en donde la interaccion entre H-7 y H-8 no se observa,
evidencidndose la posicién de los mismos en lados opuestos de lamolécula (7S, 8R).
La identificacién inambigua del compuesto (7) frente a su isémero (isoamericanol A)
se resolvié gracias a la presencia de una correlacion HMBC débil entre el protéon H-7
(dy= 4.90 ppm) con el carbono C-4’ (.= 144.5 ppm) y la interaccién de éste Gltimo
con el protéon H-6’ (8= 6.91 ppm). En adicién, los valores obtenidos se compararon
con los reportados en la literatura (Fukuyama et al., 1992) para ambos compuestos,
con lo que se pudo confirmar la estructura del americanol A (7). Este neolignano
fue aislado por primera vez de las semillas de P. americana y para el mismo se
reportan propiedades neurotroficas (Fukuyama et al., 1992). El americanol A se
reporta en este estudio por primera vez para la especie P. icosandra.
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Figura 7F. Espectro HMBC [CO(CD,),, 400 MHz] del

Americanol A (7)
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Figura 7A-1. Espectro de RMN-'H (CDCl,, 400 MHz) del

3,4,9,9’-Tetraacetil-americanol A (7a)

e JALUM

5

H-2
H-5

H-7’

H-8'

W

' T a9
AcOH,Co_ _O-_a _~ ~__CH,OAc
a8 1 .
- 2 \E DAB/
G 3 1\\\“‘“ o« &
4 6 ’
AcO

3-OAc
4-OAc

H-9a H-8 H-9p

9-OAc
9'-0OAc

[

Tabla 7A-1. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(CDCl;, 400 MHz) del 3,4,9,9’-Tetraacetil-americanol A (7a)

H H-2 H-5 H-6 H-7 H-8 H-9

0 (ppm) 7.26 7.24 7.27 4.95 4.20 3.98/4.36
m d d m d ddd dd/dd

] (Hz) 2.7 9.1 - 7.8 2.6/4.3/7.7 | 3.1/12.2
H H-2’ H-5’ H-6’ H-7 H-8 H-9

0 (ppm) 6.99 6.90 6.94 6.54 6.15 4.68
m d d dd d dt dd

] (Hz) 1.8 8.4 1.9/8.4 15.8 6.5/15.8 0.7/6.6
H CH,(3) | CH,(4) | CH,(9) | CH,(9)

3 (ppm) 2.29 2.28 2.08 2.04
m s s s s

J (Hz) - - - .
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Figura 7B-1. Espectro de RMN-"C (CDCl,, 100 MHz) del
3,4,9,9’-Tetraacetil-americanol A (7a)
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Tabla 7B-1. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"C
(CDCl,, 100 MHz) del 3,4,9,9’-Tetraacetil-americanol A (7a)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
O (ppm) | 134.7 122.7 142.6 143.3 124.0 125.5 75.9
tipo =C= =CH- =C-0O- =C-0O- =CH- =CH- | >CH-O-
C C-8 C-9 C-1 C-2’ C-3’ C-4 C-5’
d (ppm) 75.5 62.6 130.6 115.2 142.9 142.8 117.4
tipo >CH-O- | -CH,-O- =C= =CH- =C-O- | =C-0O- =CH-
C C-6’ C-7’ C-8’ C-9 C=0@3) | C=0@4) | C=0 (9
O (ppm) | 120.7 133.7 122.1 65.2 167.9 167.9 170.5
tipo =CH- =CH- =CH- | -CH,-O- | -O-C=0 | -0-C=0 | -O-C=0
C C=0¢(9)| CH,(3) | CH, (4) | CH, (9) | CH, (9) TMS
d (ppm) | 170.9 20.7 20.7 21.1 20.7 como referencia
tipo -0O-C=0 | cH,-C=0 | CH,-C=0 | CH,-C=0 | CH,-C=0 interna

El derivado (7a) [C,sH,;O,, (498 g/mol)], se obtuvo utilizando el método
convencional de anhidrido acético en piridina (Vogel, 1967). Se present6 como un
aceite de coloraci6on amarilla (no cristalizd) que revelé en placa TLC como un
compuesto puro de coloracién morada [R;= 0.46, sist. solv. Hex/EtOAc (6:4)]. El
tetraacetato de americanol A (7a) fue derivatizado de igual forma por Fukuyama y
colaboradores (Fukuyama et al., 1992).
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Figura 7C-1. Espectro NOESY (CDCl,) del
3,4,9,9’-Tetraacetil-americanol A (7a)
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Americanol A (7)

Sem= 79.6/4.20
(ddd: 7.8, 2.8, 2.6 Hz)

So= 129.8/6.49
(d;15.7 Hz)

BC/H= 638/420
(£ 5.1 Hz)

dcu= 115.2/6.95
(d; 2.3 Hz)

dcm=61.8/3.51, 3.71
(dd/dc; 12.3, 7.5, 2.3 Hz)

dcm= 115.5/6.85
(d; 2.6 Hz)

HO

H 5' dcm= 120.1/6.91
(dd; 8.4,2.1 Hz)

6C/H= 770/490 6C/H= 1291/625
6 (d; 7.8 Hz) (dt; 15.8, 5.4 Hz)
4-\ 6C/H= 1177/690

H O /-b 5 dom= 120.2/6.82 (d:8.3 Hz)

(dd;8.1,2.1 Hz)

dcy= 115.2/6.95
(d; 8.1 Hz)

FM = C18H1806

P.M.= 330 g/mol
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3,4,9,9-tetraacetil-americanol A (7a)

dcp=21.0/2.08 (s)

BC/H= 75.5/4.20
(ddd: 7.7, 4.3, 2.6 Hz)

CH3 BC/H= 20.7/2.04 (S)

5C/H: 1337/654
(d:15.8 Hz)

6C/H= 65.2/4.68
(dd; 0.7, 6.6 Hz)

dopm=115.2/6.99
(d:1.8 Hz)

dop= 62.6/3.98, 4.36
(dd/dc; 12.2, 3.1 Hz)

BC/H= 20.7/2.29 (S)

dom= 122.7/7.26
(d;2.7 Hz)

6C/H= 1207/694
(dd; 8.4,1.9 Hz)

dopm=122.1/6.15
(at; 15.8, 6.5 Hz)

o= 75.9/4.95
(d; 7.8 Hz)

dep= 124.0/7.24
(d;9.1 Hz)

dem= 117.4/6.90
(d; 8.4 Hz)

F.M. = CZGH26010

P.M.= 498 g/mol

5C,H_ 20.7/2.28 (s)

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laboratoire de Pharmacognosie UMIB-UB
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3,3’-BIS-DESMETILPINORESINOL (8) Y 3,3’,4,4’-TETRAACETIL-PINORESINOL (8a):

De las fracciones 17-19 de la reunién “I” de la cromatografia general se logré
purificar por placa TLC preparativa, un aceite color amarillo que, después de
repetidos intentos no pudo recristalizarse. El mismo se revel6 en placa de TLC,
como una mancha pura de color marrén [R;= 0.66, sist. solv. Hex/EtOAc (4:6)].

El espectro de IR (Fig. 8A; Tabla 8A) presenté bandas en v, = 3.305 cm™
(tension O-H) y 1.199 cm™ (tension C-O) de alcoholes; 1.285 cm™ (tensién C-O-C) de
éteres y 1.522 cm™ (tensiéon C=C), 816 cm™ (deform. =C-H) de grupos aromaticos.

Figura 8A. Espectro Infrarrojo (KBr) del 3,3-bis-desmetilpinoresinol (8)
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Tabla 8A: Bandas de Absorcion Significativas en el Espectro
Infrarrojo (KBr), del 3,3’-bis-desmetilpinoresinol (8)

v cm™) 3.305 1.522 1.285 1.199 816

max (

Asignacion O-H C=C C-0-C C-O =C-H

Su espectro de RMN-'H (Fig. 8B; Tabla 8B) revel6 la presencia de siete
senales, tres de ellas pertenecientes a un anillo aromatico trisustituido [8;,= 6.70 dd
(H-6), 6.78 d (H-5), 6.87 d (H-2) ppm], un metino alifatico [0;,= 3.01 dd (H-8) ppm],
un metino oxigenado [dy= 4.60 d (H-7) ppm] y dos senales pertenecientes a un
metileno oxigenado [8;= 3.76 dd, 4.16 dd (H-9) ppm].
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De igual manera, el espectro de RMN-"C (Fig. 8C; Tabla 8C) mostré un total
de nueve carbonos, en los que se pudo observar: tres metinos y tres carbonos
cuaternarios hibridados sp® un metino y un metileno oxigenados y un metino
alifatico.

Las interacciones HMBC (Fig. 8F) y 'H-'H COSY (Fig 8D) permitieron el
esclarecimiento de la estructura gruesa del compuesto (8). Los hidrégenos
aromaticos H-2 (6= 6.87 ppm) y H-6 (8= 6.87 ppm) presentaron interacciones
con un metino alifatico oxigenado en d.= 58.1 ppm (C-7), al mismo tiempo que
presentaron correlacién con un carbono sp® oxigenado a 8.= 143.9 ppm (C-4 ).

Figura 8B. Espectro de RMN-"H [CO(CD,),, 400 MHz]
del 3,3’-bis-desmetilpinoresinol (8)
HO_, s
3 CO(CD,),
| HO ~
H-2 ~ z
i g oH
' H-6
H-6’
H-7
H-7'
H-9p
i B
w I
| o
i | o (s s cos AN 7} \. - & H’k e - e L
Tabla 8B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(CO(CD,),, 400 MHz) del 3,3’-bis-desmetilpinoresinol (8)
H H-2/2’ | H-5/5’ H-6/6" | H-7/7’ H-8/8’ H-9/9’
O (ppm) 6.87 6.78 6.70 4.60 3.01 3.76/4.16
m d d dd d ddd dd/dd
] (Hz) 2.0 8.1 2.0/8.1 | 4.2 | 4.1/6.4/15.9 | 3.7;9.1/6.9; 8.9

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laboratoire de Pharmacognosie UMIB-UB
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El tercer hidrégeno aromatico [(0y= 6.78, d ppm (H-5)] se relacioné con un
segundo carbono oxigenado sp® [(8y= 144.5 ppm (C-3)] y con un carbono
cuaternario sp® [(8c= 133.2 ppm (C-1)], con lo que se completé la estructura de
anillo aromaético trisustituido. El protéon H-7 presenté dos interacciones: la primera a
tres enlaces (interaccion COSY), con un metino alifatico [o;= 53.8 ppm (C-8)] y la
segunda con un oximetileno [§,= 70.8 ppm (C-9)]. Las interacciones HMBC y COSY
fueron entonces: H-2<>C-7<<H-6<=C-4, C-3<>H-5<=C-1, C-8<=H-7<>C-9, H-2<
H-7<sH-6 y H-8<*H-7<>H-9, lo que establece la subestructura “A” (Fig. 8E) del
compuesto (8).

Figura 8C. Espectro de RMN-"*C [(CO(CD,),, 100 MHz]
del 3,3’-bis-desmetilpinoresinol (8)

Il | 1

oo
(SRS
(5 9)]

CO(CD,),

—
C6 C-2 C-7 C.o z:
C3 . C-6' C-2 C-7 Co9 )
CICqy o,
’ c-r
T T wl TI T l" T TII:; T T l! T o
Tabla 8C. Desplazamientos Quimicos (6) en el RMN-"C
(CO(CD,),, 100 MHz) del 3,3’-bis-desmetilpinoresinol (8)
C C-1/1 C-2/2 C-3/3’ C-4/4 C-5/5’ C-6/6’ C-7/7
0 (ppm) 133.1 112.8 144.5 143.9 114.5 117.1 85.1
tipo =C= =CH- =C-0 =C-0 =CH- =CH- >CH-0O
- C C-8/8 C-9/9 TMS
(ppm) | 53.8 70.8 como referencia interna
tipo >CH-0O- | -CH,-O

Laboratorio de Productos Naturales-ULA
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Figura 8D. Espectro 'H-'H COSY [CO(CD,),]
del 3,3’-bis-desmetilpinoresinol (8)
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”_;)!lg ‘E‘ H-7/ H-94 © @ C@ 1)
[ &' 4
::::23( ! 8 (=) @@ H-8/ H-9p
; ]! & w HpH
He H-7/ H-6
7 — - @
HZ H-7/ H-2 .0 @ H-8/ H-7
(=}
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H-s  HO o
HS' —_— -y
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Al observar con detenimiento los espectros bidimensionales HMBC y 'H-'H
COSY, se pudo comprobar que la posicion C-8/H-8 de la molécula no presentaba
correlacion de ningin tipo con otros hidrégenos o carbonos. Debido a la rigidez de
la estructura, la posibilidad de que los carbonos C-7 y C-9 formaran enlaces etéreos
con los carbonos aromaticos oxigenados C-3 y C-4 era muy poco probable, por lo
que necesariamente se recurri6 a la basqueda de otras alternativas. La bibliografia
consultada para el tipo de metabolitos secundarios que por lo general forman este
tipo de fragmentos, sugirié que se trataba de un compuesto simétrico del tipo bis-
epoxilignano (Suzuki and Umezawa, 2007; Davin and Lewis, 2003). El patrén de
sustitucién del compuesto (8) le confiere el nombre de: 3,3’,4,4’-tetrahidréxi-
7,9’,7’,9-bis-epoxilignano (Ayres and Loike, 1990).

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laboratoire de Pharmacognosie UMIB-UB
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Figura 8E. Espectro HMQC [CO(CD,),]
del 3,3’-bis-desmetilpinoresinol (8)
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gu' 9,(( g]&' gyli
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C-7 <@>
7,7
OH T HMBC
- «--> COSY
c-2 2,2
C-5 (:-2‘: 5, 5’
C-5" C-6 | %
C-6 6. 6'

Subestructura "A"

La transformacién del compuesto (8) en su derivado acetilado (Vogel, 1967),
permitié confirmar las supociciones propuestas, ya que se observa en el espectro de
masas (L.E., 70 eV) (Fig. 8A-1) un ion molecular de m/z= 498, correspondiente a una
férmula molecular de C,;H,;0,,. Se observaron ademés picos en m/z= 455, 414 y
372 correspondientes a la pérdida de los cuatro grupos acetoxi-. La presencia del
pico en m/z= 331 verifico la simetria del compuesto (8).

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laboratoire de Pharmacognosie UMIB-UB
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Figura 8F. Espectro HMBC [CO(CD,),]
del 3,3’-bis-desmetilpinoresinol (8)
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El experimento NOESY (Fig. 8D-1) del derivado (8a) determiné de manera
inequivoca la estereoquimica en los centros quirales de C-7 y C-8, al se observarse
las interacciones: H-7<>H-9p y H-8<=H-9a. Con esto, la configuracién relativa de los
compuestos (8) y (8a) se establecio: 7S, 7’S, 8R, 8'R (Pelter et al., 1976; 1978).
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Figura 8A-1. Espectro de Masas de Impacto Electrénico (L.E., 70 eV)

del 3,3’,4,4’-tetraacetil-pinoresinol (8a)
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Figura 8B-1. Espectro de RMN-'H [CO(CD,),, 400 MHz]
del 3,3’,4,4’-tetraacetil-pinoresinol (8a)
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Tabla 8B-1. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(CDCl,, 400 MHz) del 3,3’,4,4’-tetraacetil-pinoresinol (8a)

H-2/2’

H H-5/5’ H-6/6" | H-7/7 H-8/8’ H-9/9’
0 (ppm) 7.21 7.16 7.18 4.79 3.05 3.91/4.23
m d d dd d ddd dd/dd
J (Hz) 2.1 8.4 2.0/8.3 | 4.0 | 4.4/6.5/15.9 | 3.4;9.4/6.7;9.1
H CH, CH,
0 (ppm) 2.28 2.27
m s s
J (Hz) - -

Figura 8C-1. Espectro de RMN-"*C (CDCl,;, 100 MHz)

del 3,3’,4,4’-tetraacetil-pinoresinol (8a)
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Tabla 8C-1. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"C
(CDCl,, 100 MHz) del 3,3’,4,4’-tetraacetil-pinoresinol (8a)
C C-1/1 C-2/2 C-3/3’ C-4/4 C-5/5’ C-6/6’ C-7/7’
0 (ppm) 142.3 120.9 140.2 141.5 123.6 123.9 84.9
tipo =C= =CH- =(C-0O- =(C-0O- =CH- =CH- >(CH-O-
C C-8/8’ C-9/9° | C=0@3) | C=0@4)| CH,3) | CH, 4 TMS
0 (ppm) 54.4 72.0 168.3 164.4 20.7 20.7 referencia
tipo >CH-O- | -CH,-O- | O-C=0 | O-C=0 | cH,-C=0 | CH,-C=0 | interna
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Figura 8D-1. Espectro NOESY (CDCl,)
del 3,3’,4,4’-tetraacetil-pinoresinol (8a)
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Una vez resuelta la estereoquimica de los carbonos C-7 y C-8, se pudo asignar
el compuesto (8) como el (*)3,3’-bis-desmetilpinoresinol y su derivado acetilado, el
(+)3,3’,4,4’-tetraacetil-pinoresinol (8a).

El compuesto (8) fue obtenido por primera vez de Joannesia princeps
(Eophorbiaceae) (Waibel et al., 2003) y ha sido aislado ademas de Morinda citrifolia
(Rubiaceae) (Kamiya et al, 2004). También ha sido reportado como producto de
degradacién de la sesamina en la bilis de ratas y ha demostrado poseer propiedades
antioxidativas (Nakai et al., 2003). Es notorio el hecho de que la presencia de esta
sustancia, constituye el primer reporte dentro de la familia Phytolaccaceae.
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3,3’-bis-desmetilpinoresinol (8)

o= 70.813.76, 4.16
(dd/dd; 3.7, 9.1/6.9, 8.9 Hz)

Som=117.1/6.70
(dd; 2.0, 8.1 Hz)

Som= 53.8/3.01 dcm= 114.5/6.78
H (ddd; 4.1, 4.5, 6.4 Hz) (d; 8.1 Hz)

60/H= 851/460
(d; 4.2 Hz)

Som= 112.8/6.87
(d;2.0Hz)

F.M. =C18H1806

P.M.= 330 g/mol
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3,3’,4,4’-tetraacetil-pinoresinol (8)

CH

dem=72.0/3.91,4.23
(dd/dd; 3.4, 9.3/6.7, 9.1 Hz)

\\CJH: 20.7/2.27 (S)

dem= 123.9/7.18
(dd: 2.0, 8.3 Hz)

CHj

O

dgm= 123.6/7.16
(d;8.4 Hz)

dem= 54.4/3.05
(ddd; 4.4, 6.5, 15.9 Hz)

dep= B4.9/4.79
(d: 4.0 Hz)

O “Gzine” F.M.=C,6H,604
" P.M.= 498 g/mol
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6’-PALMITIL-A’-STIGMASTENIL-B-D-ACETILGLUCOSIDO (9) Y 6’-PALMITIL-SPINASTERIL
-B-D-ACETILGLUCOSIDO (9a):

De las fracciones 3-6 de la reunién “l.a” [fraccion I (2.5 g) acetilada] de la
cromatografia general, se logré obtener, por medio de una columna cromatografica,

una cera amarillenta que se mostr6 en placa TLC, como una mancha pura de color
cobre [R;= 0.51, sist. solv. Hex/EtOAc (8:2); P.f.= 88-90 °C].

Las senales mads resaltantes exhibidas en el espectro de RMN-'"H (Fig 9A;
Tabla 9A) del compuesto (9), fueron seis picos a campo alto (8;,= 0.5 a 1.1 ppm),
correspondientes a seis metilos, una sefial muy intensa en &4= 1.25 ppm,
caracteristica de varios grupos metilenos pertenecientes a cadenas carbonadas, tres
metilos que por sus desplazamientos a campo bajo se asignan a grupos acetato
(dy= 2.03 ppm), un triplete en d;= 2.32 ppm propio de un grupo -CH,- alfa a un
carbonilo (en acidos grasos) y ocho senales propias de hidrégenos oxigenados
(04= 3.5 a 5.2 ppm).

Debido a la multiplicidad de los seis grupos metilo [6;= 0.54, s (H-18); 0.77, s
(H-19); 1.02, d (H-21); 0.84, d (H-26); 0.82, d (H-27); 0.79, t (H-29)] se pudo conocer
que el compuesto en estudio no pertenecia a la serie de los triterpenos. Por otro
lado, el espectro de RMN-"C (Fig. 9B; Tabla 9B) mostré un total de cincuenta y siete
carbonos dentro de los que resaltaba la presencia de cuatro carbonilos, dos carbonos
sp® (doble enlace trisutituido), un carbono doblemente oxigenado y seis carbonos
oxigenados. La informacién proporcionada por ambos espectros permitié inferir la
presencia de un compuesto glicosidado.

Las interacciones mostradas por el espectro HMBC (Fig 9E) de cada uno de
los metilos con sus carbonos aledafos y aunado a la informacién proporcionada por
el espectro HSQC (Fig. 9D) para cada uno de los mismos, se pudo caracterizar a la
genina como un compuesto del tipo esteroidal. La presencia del doble enlace pudo
ubicarse ademads entre los carbonos C-7 y C-8, gracias al cruce HMBC entre el
proton olefinico H-7 (8= 5.13 ppm) y el carbono C-9 (6o= 49.6 ppm), este tipo de
esqueleto es conocido con el nombre de A’-estigmastenol 6 22-dihidro-espinasterol
(Moreau et al., 2004).

La unidad de hexosa pudo ubicarse en el carbono C-3 de la genina gracias al
cruce HMBC entre C-3<>H-1". El espectros COSY (Fig. 9C), permito identificar dicha

unidad como un grupo glucosa (Glc), esto gracias a la fuerte interaccién entre los
protones H-3’<>H-4’ y a la comparacion de los desplazamientos observados, con los
valores reportados en la literatura (Hostettmann and Marston, 1995) para glucosas
acetiladas.



119

Figura 9A. Figura 9A. Espectro de RMN-'H (CDCl;, 400 MHz) del

6’-palmitil-A’-stigmastenil-D-acetilglucésido (9)
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Tabla 9A. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(CDCl,, 400 MHz) del 6’-palmitil-A’-stigmastenil-p-D-acetilglucésido (9)

H H-3 H-5 H-7 H-9 H-14 H-17
O (ppm) 3.53 2.02 5.13 1.61 1.81 1.26
m h m dd m m m
] (Hz) 4.5 - 2.9/8.5 - - -
H H-18 H-19 H-20 H-21 H-22 H-23
O (ppm) 0.54 0.77 2.02 1.02 1.42 1.14
m s s m d m m
J (Hz) - - - 6.6 - -
H H-24 H25 H-26 H-27 H-29
8 (ppm) 1.51 1.50 0.84 0.82 0.79
m m m d d t
J (Hz) - - 7.1 7.1 7.2
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Tabla 9A. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(CDCl,, 400 MHz) del 6’-palmitil-A’-stigmastenil-p-D-acetilglucésido (9)
3-O-pB-D-Acetilglucosa
H H-1 H-2’ H-3’ H-4’ H-5’ H-6’

0 (ppm) 4,59 4.94 5.19 5.04 3.69 4.13/4.22
m d t t t m dd/dd

J (Hz) 8.0 9.6 9.5 9.6 - 2.4;12.2/ 5.3;12.2

-OAc - 2.01 2.00 2.04 - -

[ 6-0-AcidoPalmitico | ]

H H-2” H-3” | H-4”aH-13”" | H-14” H-15" H-16”"

0 (ppm) 2.32 1.57 1.25 1.24 1.25 0.87
m t m m m m 4

J (Hz) 7.5 - - - - 6.6

El hecho de observar solo tres grupos acetoxi-, supuso una sustitucion en
alguno de los oxigenos de la unidad de aztcar, ya que si ésta se hubiese encontrado
monosustituida, se observarian cuatro grupos acetilo. El analisis del espectro HMBC
revelé entonces la presencia de una interaccion entre un carbono carbonilico
[0c;= 173.6 ppm (C-1”)] y uno de los protones diasterotépicos del oximetileno H-6’
(dy= 4.13 ppm), ubicando una cadena alifatica en el carbono C-6’ de la unidad de
hexosa. La interaccién entre el mismo carbonilo y el metileno alfa a este grupo [8;=
2.32 ppm (H-2”)] permitié corroborar dicha afirmacién. Otras correlaciones
observadas fueron: C-3”<sH-2"<>C-4", H-3”<>(C-4"<=H-5" y C-14"<> H-16"<>(C-15
(Fig. A).

AcO
«---->» HMBC AcO

Figura A. Ubicacion de la cadena lateral mediante interacciones HMBC
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Figura 9B. Espectro de RMN-"C (CDCl,, 100 MHz) del
6’-palmitil-A’-stigmastenil-p-D-acetilglucésido (9)

OAc (2',3',4)
C-17 C-5
c-4 C-14 c-20 C-25 C-27

C-

C-

(CH,),
C-18
(Comp. Minoritario) CDCl, C-19
C-23 C-22 o TR C-29

Tabla 9B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"°C
(CDCl,, 100 MHz) del 6’-palmitil-A’-stigmastenil-p-D-acetilglucésido (9)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
0 (ppm) 37.3 29.8 79.8 34.6 40.9 29.4 117.4
tipo -CH,- -CH,- | >CH-O- | -CH,- >(CH- -CH,- =CH-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
0 (ppm) 139.7 49.6 34.5 21.7 39.6 43.4 55.3
tipo >C= >(CH- >(C< -CH,- -CH,- >(C< >(CH-
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
0 (ppm) 23.2 28.6 56.1 12.2 13.1 40.4 21.2
tipo -CH,- -CH,- >(CH- -CH, -CH, >(CH- -CH,
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
0 (ppm) 28.9 25.5 51.4 32.0 21.5 19.2 22.8
tipo -CH,- -CH,- >(CH- >(CH- -CH, -CH, -CH,-
C C-29
0 (ppm) 12.4 TMS. :
como referencia interna
tipo -CH,
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Tabla 9B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"°C
(CDCl,, 100 MHz) del 6’-palmitil-A’-stigmastenil-p-D-acetilglucésido (9)

3-O-B-D-Acetilglucosa

C C-1’ C-2’ C-3’ C-4’ C-5' C-6’
O (ppm) 99.8 71.8 73.1 68.6 71.9 62.3
tipo -0-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >cH-0- | -CcH,-O-
-OAc - 169.5 170.5 169.4 - -
-OAc - 20.8 20.8 20.9 - -
C C-17 c-2” C-3” C-4/13” C-14” C-15” C-16”
0 (ppm) 173.6 34.3 25.0 29.7 32.1 22.8 14.3
tipo | -0-C=0| -CH,- | -CH,- -CH,- CH- | -cH,- | -cH,

Figura 9C. Espectro '"H-'H COSY (CDCl,)
del 6’-palmitil-A’-stigmastenil-p-D-acetilglucésido (9)
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ljl | [ I w‘-'tﬂ 0 s
H-3 < pga
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Ho5 € @o =] (EB)
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Figura 9D. Espectro HMQC (CDCL,)
del 6’-palmitil-A’-stigmastenil-p-D-acetilglucésido (9)
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Figura 9E. Espectro HMBC (CDCl,)
del 6’-palmitil-A’-stigmastenil-p-D-acetilglucésido (9)
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Figura 9F. Espectro de Masas de Impacto Electrénico (I.E., 70 eV)
del 6’-palmitil-A’-stigmastenil-p-D-acetilglucésido (9)
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La senal intensa en dy= 1.25 ppm, mostré una integral aproximada de 24
protones, los que, excluyendo los hidrégenos pertenecientes a los carbonos C-2”,
C-3” y C-16” (cuyos protones no se encontraban en esa zona) se corresponde con
doce atomos de carbono. Sumando los carbonos antes mencionados, asi como el
carbono carbonilico unido a C-6’ y la presencia de un ion molecular en el espectro
de masas (Fig. 9F) de m/z= 941 (C,,H,,0,,), se concluyé sin lugar a dudas, la
presencia de un 4cido graso de diesciséis atomos de carbonos, conocido en su forma
libre en la naturaleza como acido palmitico [CH,(CH,),,CO,H].

En conclusién, el compuesto en estudio posee la estereoestructura (9), la
cual corresponde a la descrita en la bibliografia para el 6’-palmitil-A’-stigmastenil-p-
D-acetilglucésido. Este esteroide glicosidado fue reportado por primera vez como
alcohol libre, de la especie Phytolacca americana (Woo, 1974).

El componente minoritario presente en el sélido en el que se identificé el
compuesto (9) resulté ser otro esteroide, perteneciente a la serie del spinasterol
(Moreau et al., 2004). El mismo se encontré en una proporcion aproximada del 33%
y fue imposible de separar a pesar de repetidos intentos.

Al analizar con detalle el espectro de RMN-"C (Fig. 9B) se logra distinguir en
el mismo una serie de pequenos picos entre los cuales la mayoria de los
correspondientes a carbonos sp® aparecen parcialmente superpuestos o muy
préoximos a los asignados al 6’-palmitil-A’-stigmastenil-p-D-acetilglucésido (9). Sin
embargo, en la region de los carbonos sp* se observa que los picos correspondientes
a esta nueva serie, aparecen notablemente diferenciados (tanto en el trazo BB como
en el DEPT-135) de los asignados al doble enlace endociclico entre C-7 y C-8 en el
compuesto (9). En razén a este hecho se pens6 que el contaminante era un
esteroide similar a (9), el cual poseia un esqueleto del tipo spinasterol como aglicona

El analisis del espectro HMQC (Fig. 9D), confirmé esta hipotesis al detectarse
en el mismo, dos senales poco intensas, tipicas de protones olefinicos en
dou= 138.3/5.17; 129.7/5.05 ppm, los cuales se encuentran ubicados en las
posiciones C-22 y C-23 respectivamente, del esqueleto esteroidal. El espectro de
masas también arrojo informacién concluyente, al presentar un pico en m/z= 939,
el cual es concordante con el ion molecular del compuesto minoritario. En
consecuencia, este isomero fue identificado como (9a) es decir, el 6-palmitil-
spinasteril-B-D-acetilglucésido. Este metabolito fue reportado de igual forma de la
especie Phytolacca americana (Woo, 1974).

Los compuestos (9) y (9a) se reportan en este estudio por primera vez para
la especie Phytolacca icosandra.
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6’-palmitil-A’-stigmastenil-B-D-acetilglucésido (9)
6’-palmitil-spinasteril-p-D-acetilglucésido (9a)

Som= 138.3/5.17
(m)

dcp= 12.4/0.79
(t; 7.2 Hz)

Sgp=21.2/1.02
(d; 6.6 Hz)
21

H,C,

dcm=13.1/0.77
(s)

dom=12.2/0.54
(s)

Scm=34.3/2.32
(t7.5Hz)

dom=22.8/1.25
(m)

dom= 62.3/4.13; 4.22
(dd/dd; 2.4,12.2; 5.3,12.2 Hz)

dom= 19.2/0.82
(d; 7.1 Hz)

Scy= 21.5/0.84

(c;7.1Hz)

dom= 14.3/0.87
(6.6 Hz)

dcm=117.4/5.13
(dd; 2.9, 8.5 Hz)

(9)
F.M. =C57H96010

(9a)
F.M.=C57H94010
P.M.= 941 g/mol

P.M.= 939 g/mol
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AcIDO 3-O-(B-D-2-ACETOXIGLUCOPIRANOSIL) 28-O-f-D-GLUCOPIRANOSIL-SERJANICO (10)

El glicésido (10), se aislé de la fraccion “J” de la cromatografia general, por
medio de una columna cromatografica de silica gel y fue purificado utilizando
placas TLC preparativas. Se presenté6 como un sélido amorfo de color blanco y se

revel6 en placa TLC como una mancha pura de color rojo [R= 0.81; sit. solv.
CHCl,/MeOH/H,0 (65:35:10); P.f.= +300 °C].

El espectro de IR (Fig. 10A; Tabla 10A) mostré bandas en v, = 3.401 cm™ y
1.220 cm™, caracteristicas de tensiones O-H y C-O de alcoholes y una banda en
1.569 cm™ propia de tensién C=C de compuestos olefinicos. Por otro lado, se
observaron bandas en 1.729 cm™ y 1.075 cm™ propias de tensién C=0 y tensién
simétrica C-O-C de ésteres. El espectro de masas (L.E., 70eV) (Fig. 10B) del
compuesto (10), presenté un ion molecular de m/z= 867, correspondiente a un
producto de férmula molecular C,;H,,0.

Figura 10A. Espectro Infrarrojo (KBr) del Acido
3-O-(p-D-2-acetoxiglucopiranosil) 28-O-p-bD-glucopiranosil-serjanico (10)

90,0
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’ " (C=0) ;569 A 1.075
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50
4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600,0
em

Tabla 10A: Bandas de Absorcion Significativas en el Espectro
Infrarrojo (KBr), del Acido 3-O-(p-D-2-acetoxiglucopiranosil)
28-0O-p-D-glucopiranosil-serjanico (10)

Vo (€cm™) 3.401 1.729 1.569 1.220 1.075

Asignacion O-H C=0 C=C C-O C-0-C
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Figura 10B: Espectro de Masas de Impacto Electrénico (L.E., 70 eV)

del Acido 3-O-(B-D-2-acetoxiglucopiranosil)
28-0O-p-D-glucopiranosil-serjanico (10)
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Figura 10C. Espectro de RMN-'"H (MeOD, 400 MHz) del Acido
3-O-(B-D-2-acetoxiglucopiranosil) 28-O-p-bD-glucopiranosil-serjanico (10)

H-31 - -2-0Ac
H-3"
H-4"]
H-3'||
HS" ) g ”:f :jf, H-24
H-5' ® e on
: H-23 H-26
H-25
MeOD
H,0 H-6"| H-6" -
_ 2 : H-2
I . He|He [l
< i / 4 H-5

——— —

H-12 H-1
_Jh ,} \\\“ “‘ w_/h’\lb L‘J ‘\JUM?L L_,JA.»J'NV\/ U«yﬂu\f\l,ﬂf\,m}-' y Y\ MU LH_
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Tabla 10C. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(MeOD, 400 MHz) de la Genina del Acido
3-O-(B-D-2-acetoxiglucopiranosil) 28-O-p-bD-glucopiranosil-serjanico (10)

H H-3 H-5 H-9 H-12 H-18 H-23
O (ppm) 3.27 0.71 1.61 5.33 2.72 1.15

m m - m t dd s
] (Hz) - - - 3.2 3.5/13.4 -

H H-24 H-25 H-26 H-27 H-29 H-31
S (ppm) 0,94 1.04 0.88 1.25 1.23 3.72

m S S S S S S
J (Hz) - - . . . .
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Tabla 10C. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(MeOD, 400 MHz) de los Azucares del Acido 3-O-(B-D-2-acetoxi-
glucopiranosil) 28-O-p-D-glucopiranosil-serjanico (10)
3-O-B-D-2-Acetilglucosa
H H-1’ H-2’ H-3’ H-4’ H-5’ H-6’ 2’-0-Ac
O (ppm) 4.35 3.21 3.37 3.31 3.28 3.69/3.84 1.99
m d t m d m m s
] (Hz) 7.8 8.0 - 3.1 - - -
28-0-p-D-Glucosa
H H-1” H-2” H-3” H-4” H-5" H-6”
O (ppm) 5.36 3.33 3.35 3.37 3.42 3.69/3.84
m d m m m m m
] (Hz) 8.1 - - - - -

El espectro de RMN-'H (Fig. 10C; Tabla 10C) mostré una serie de sefnales que
dieron indicio de la presencia de un triterpeno tipo acido serjanico, éstas fueron:
seis singletes, que por sus desplazamientos e integrales fueron asignadas a grupos
metilos soportados por carbonos cuaternarios, dos metilos adicionales desplazados
a 0y= 1.99 y 3.72 ppm, de un grupo acetato y un ésteres metilico respectivamente,
un metino alifatico en 8,= 2.72 (H-18), un pico en dy= 3.27 ppm asignado a un
proton oxigenado (H-3) y un triplete olefinico en d,= 5.33 ppm (H-12). Se
observaron también una serie de protones en la zona de hidrégenos unidos a dtomos
de oxigeno (8= 3.2 a 4.0 ppm) y dos dobletes en 0y= 4.35 (H-1') y 5.35 ppm (H-1")
indicando la presencia de dos monosacaridos.

El espectro de RMN-"°C (Fig. 10D; Tabla 10D) mostr6é un total de cuarenta y
cinco (45) carbonos, de los cuales, trenita y uno (31) fueron asignados al esqueleto
triterpénico, el resto de los carbonos, dado su ntmero, hibridaciéon vy
desplazamiento, fueron asignados a las dos unidades de hexosa y al grupo acetato.

Mediante el estudio detallado de los espectros COSY (Fig. 10E), HSQC
(Fig. 10F) y HMBC (Fig. 10G) se pudo corroborar la estructura gruesa del
bidesmoésido triterpénico. Se observo ademas, que el carbono carbonilico asignado
al grupo acetato (6o.= 180.4 ppm) no presentaba interacciones con ninguno de los
hidrégenos asignados al esqueleto triterpénico, por lo que necesariamente debia
estar unido a una de las dos unidades de hexosa. El cruce TOCSY (Fig. 10E) entre el
metilo perteneciente al grupo acetato y el protén H-2’ de una de las unidades de
glucosa, ubico a el referido grupo en la posiciéon C-2’ de esta unidad.
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Figura 10D. Espectro de RMN-"C (MeOD, 100 MHz) del Acido
3-O-(p-D-2-acetoxiglucopiranosil) 28-O-p-D-glucopiranosil-serjanico (10)

C-5
c-57 C-4
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Tabla 10D. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"C
(MeOD, 100 MHz) de la Genina del Acido
3-O-(p-D-2-acetoxiglucopiranosil) 28-O-p-D-glucopiranosil-serjanico (10)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
0 (ppm) 39.9 27.0 90.8 40.1 57.1 19.3 34.0
tipo -CH,- -CH,- >CH-0O- >(C< >(CH- -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
0 (ppm) 40.7 49.7 37.9 24.1 124.4 144.4 42.8
tipo >C< >CH- >C< -CH,- =CH- >C= >C<
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
0 (ppm) 28.9 24.5 47.4 43.8 43.3 44.9 31.3
tipo CH- | -cH- | >Cc< | >cu- | cu- | >c< | -cu,-
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
0 (ppm) 34.3 28.6 17.0 16.0 17.7 26.2 177.6
tipo CH,- | -CH, -CH, -CH, -CH, CH, |-0-C=0
C C-29 C-30 C-31 TMS
d (ppm) 28.6 178.7 52.4 Como patrén interno
tipo CH, |-0-C=0]| -ocH,
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Tabla 10D. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"C

(MeOD, 100 MHz) de los Azucares del Acido

3-O-(B-D-2-acetoxiglucopiranosil) 28-O-p-D-glucopiranosil-serjanico (10)

3-O-pB-D-2-Acetilglucosa

C C-1 C-2’ C-3’ C-4 C-5’ C-6> | 2-O-Ac | 2-O-Ac
O (ppm) | 106.7 75.7 78.2 71.7 77.6 62.8 180.4 24.2
tipo 0,>CH- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O- | O-C=0 CH,
28-0-p-D-Glucosa
C C-1” C-2” C-3” C-4” C-5” C-6”
d (ppm) 95.8 73.9 78.7 71.1 78.2 62.4
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-O- | >CH-O- -CH,-O-

Las interacciones NOESY (Fig. 10H) entre los hidrégenos anoméricos H-1/1’
con los protones H-3/3’, H-5/5’ de cada unidad de hexosa fueron senales inequivocas
de la presencia de dos grupos glucosa (Glc). Por otro lado, las constantes de
acoplamiento de los hidrégenos anomeéricos (J,= 7.8 Hz y J,.= 8.1 Hz) permitieron
asignar una disposiciéon beta para los mismos. La posicion de los azucares pudo
deducirse gracias al desplazamiento quimico de unos de los hidrégenos anoméricos
a dy= 5.36 ppm que junto con la interaccion HMBC del mismo con un carbono
carbonilico a 8;= 177.6 ppm dterminé a la primera unidad de hexosa en el carbono
C-28 del triterpeno. La interaccién entre el carbono C-3 del triterpeno (8= 90.8
ppm) y el segundo protéon anomérico desplazado en Oy= 4.35 ppm perimitié
localizar a esta segunda unidad de hexosa en posicién C-3.

La estereoquimica del bidesmoésido (10) fue confirmada mediante el estudio
del espectro NOESY, asi como de su derivado acetilado (10a). Se concluyé pues,
que el compuesto (10) era el 4cido 3-O-(p-D-2-acetoxiglucopiranosil) 28-0O-
B-D-glucopiranosil-serjdnico. La presencia de este compuesto sin el grupo
acetoxi- en C-2’, fue reportada por primera vez de la especie Phytolacca thyrsitlora
(Haraguchi et al., 1987), sin embargo, al poseer un grupo acetato ubicado en la
posicién C-2’ de la unidad 3-O-f-D-glucosa este glicésido es considerado un nuevo
producto natural. Para el mismo se propuso el nombre de Icosandrésido (10).
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Figura 10E. Espectros ‘H-'"H COSY y TOCSY (MeOD)
del Acido 3-O-(p-D-2-acetoxiglucopiranosil)
28-0O-p-D-glucopiranosil-serjanico (10)
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Figura 10F. Espectro HMQC (MeOD) del Acido

3-O-(B-D-2-acetoxiglucopiranosil) 28-O-f-D-glucopiranosil-serjanico (10)
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Figura 10G. Espectro HMBC (MeOD) del Acido

3-O-(B-D-2-acetoxiglucopiranosil) 28-O-f-D-glucopiranosil-serjanico (10)
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Figura 10H. Espectros NOESY (MeOD) del Acido
3-O-(B-D-2-acetoxiglucopiranosil) 28-O-f-D-glucopiranosil-serjanico (10)
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Acido 3-O-(B-D-2-acetoxiglucopiranosil) 28-O-B-D-glucopiranosil-serjanico (10)

30 31
PO =y
CH,OH
o—"

X HO )+

=3 OH
OH

dcm= 95.8/5.36 (d, 8.1 Hz)

29
HsC,
/,'

20

Som= 17.7/0.88(s)

o

O

6C/H= 26.21 25(5)

CHs;

24

6C/H= 28.6/1.1 5(5)

33CH3

F.M. = C45H70016

P.M.= 867 g/mol
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ACIDO 3-O-[-0t-L-RHAMNOPIRANOSIL(1—>2)-B-D-GLUCOPIRANOSIL(1—>2)-B-D-GLUCO-
PIRANOSIL] 28-0O-3-D-GLUCOPIRANOSIL-SERJANICO (11)

El compuesto (11) se obtuvo como un sélido blanco por separacién
cromatogréfica utilizando una columna de sephadex LH-20, de la fracciéon “K” de la

cromatografia general. Se revel6 en placa de TLC como un compuesto puro de color
rojo [R= 0.21; sist. solv. CHCl,/MeOH/H,O (65:35:10); P.f.= +300 °C].

El espectro de RMN-'H (Fig. 10A; Tabla 10A) presenté las tipicas senales de
hidrégenos pertenecientes a triterpenos tipo oleanano: seis sigletes a campo alto,
dos senales en d;= 2.69 y 3.21 ppm, propias de los hidrégenos H-18 y H-3 y un
triplete en dy= 5.31 ppm del doble enlace entre C-12 y C-13. En la zona de los
protones doblemente oxigenados pudieron apreciarse cuatro dobletes py= 4.40 (H-1),
4.87 (H-1”), 5.18 (H-1"") 5.35 (H-1"”) ppm] que confirmaron cuatro unidades de
hexosa. La presencia de un grupo rhamnosa (Rha) fue inferida por medio de un
doblete en 8,;= 1.24 ppm, cuya integral correspondié a tres protones. El espectro de
RMN-"C (Fig. 10B; Tabla 10B) presenté un total de cincuenta y cinco (55) sefales,
concordantes con un esqueleto triterpénico tipo acido serjanico y cuatro unidades
monosacaridas.

El establecimiento de las cuatro unidades de hexosa fue llevado a cabo
mediante el analisis de los espectros de TOCSY (Fig. 10C), HMBC (Fig. 10E) y
NOESY, corroborandose la presencia de tres unidades de glucosa y un grupo
rhamnosa. La interaccion HMBC del carbono carbonilico en .= 177.6 ppm con el
protén anomeérico en d;= 5.35 ppm, ubic6 a una de las unidades de glucosa de la
posiciéon C-28, la misma no mostr6é otras conexiones interglicosidicas por lo que
légicamente las tres unidades remanentes se ubicaron en la posiciéon C-3 de la
aglicona. El cruce HMBC entre el proton H-3 (8;= 3.21 ppm) del triterpeno y el
carbono anomérico C-1’ (.= 105.7 ppm) indicaron la sustitucién en C-3 de un
segundo grupo glucosa. Los inusuales desplazamientos a campo bajo de los
protones H-2’ y H-2” a 8,= 78.2 y 79.2 ppm, fueron indicios inequivocos de la
sustitucién de los azucares restantes en esta posicion, quedando asi la conexion
interglicosidica en C-3 del tipo: 3-O-Glc—Glc*—=Rha®. La configuracién de los
azucares fue apoyada ademés por medio de las constantes de acoplamiento de los
protones anoméricos, para lo cual se concluyeron tres unidades p-glucosa (/= 7.8;
Jo= 7.7y Jy»= 8.1) y una o-thamnosa (/.= 1.1 Hz). El compuesto (11) se
determiné entonces como el acido 3-O-[-a-L-thamnopiranosil (1—2)-B-D-gluco-
piranosil (1—2)-p-D-glucopiranosil] 28-O-p-D-glucopiranosil-serjanico.
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Figura 11A. Espectro de RMN-'H (MeOD, 400 MHz) del
Acido 3-O-[-a-L-Thamnopiranosil (1—2) glucopiranosil
(1—2)-p-D-glucopiranosil] 28-0O-p-D-glucopiranosil-serjanico (11)
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Tabla 11A. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H

(MeOD, 400 MHz) de la Genina del Acido

3-O-[-a-L-thamno-piranosil(1—2)-p-D-glucopiranosil
(1—2)-pB-D-glucopiranosil] 28-0O-p-D-glucopiranosil-serjanico (11)

H H-3 H-5 H-9 H-12 H-18 H-23
O (ppm) 3.21 0.77 1.60 5.31 2.69 1.11

m m m m t dd s
] (Hz) - - - 3.3 3.0/13.5 -

H H-24 H-25 H-26 H-27 H-29 H-31
d (ppm) 0.87 0.96 0.79 1.17 1.14 3.70

m s s s s s s
J (Hz) - . . . . .
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Tabla 11A. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(MeOD, 400 MHz) de los Azucares del Acido
3-O-[-a-L-thamno-piranosil(1—2)-p-D-glucopiranosil
(1—2)-p-D-glucopiranosil] 28-0O-B-D-glucopiranosil-serjanico (11)
3-O-pB-D-Glucosa
H H-1 H-2’ H-3’ H-4’ H-5’ H-6’
0 (ppm) 4.40 3.66 3.56 3.75 3.25 3.64/3.87
m d m m m m m
] (Hz) 7.8 - - - - -
2’-O-fB-D-Glucosa
H H-1” H-2” H-3” H-4” H-5” H-6”
0 (ppm) 4.87 3.34 3.65 3.34 3.04 3.66/3.84
m d m m m t m
J (Hz) 7.7 - - - 9.4 -
2”-0-p-bD-Rhamnosa
H H-1” H-2"" H-3” H-4"" H-5" H-6""
0 (ppm) 5.18 3.92 3.74 3.37 4.13 1.25
m d m dd m m d
] (Hz) 1.1 - 3.3/9.6 - - 6.1
28-0-p-D-Glucosa
H H-1"” H-2"” H-3"” H-4"” H-5"" H-6""
0 (ppm) 5.35 3.31 3.35 3.24 3.43 3.52/3.82
m d m m m m m
] (Hz) 8.1 - - - - -

Al realizar la busqueda bibliografica de este compuesto, se observé que el
mismo fue aislado en primera ocasion de Phytolacca bogotensis (Nielsen et al., 1995);

ademas, es la segunda vez que se reporta para la especie Phytolacca icosandra

(Treyvaud et al., 2000). En el estudio realizado en primera ocasion, se reporté para
este compuesto una mediana actividad moluscicida contra de Biomphalaria glabrata
(MIC >50 pug/mL) asi como una baja actividad espermicida (MIC >60 ug/mL).
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~ Figura 11B. Espectro de RMN-"C (MeOD, 100 MHz) del
Acido 3-O-[-a-L-thamnopiranosil (1—2)-p-D-glucopiranosil(1—2)
-B-D-glucopiranosil] 28-O-p-D-glucopiranosil-serjanico (11)
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Tabla 11B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"*C
(MeOD, 100 MHz) del la Genina del Acido
3-O-[-a-L-thamno-piranosil(1—2)-p-D-glucopiranosil
(1—2)-p-D-glucopiranosil] 28-O-B-D-glucopiranosil-serjanico (11)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7

0 (ppm) 39.7 26.9 92.2 40.6 57.0 19.3 34.0
tipo -CH,- -CH,- | >CH-O-| >C< >CH- -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14

0 (ppm) 40.5 48.1 37.9 24.3 124.4 144.4 42.8
tipo >C< >CH- >C< -CH,- =CH- >C= >C<
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21

0 (ppm) 28.8 24.5 47.4 43.9 43.3 45.0 31.3
tipo -CH,- -CH,- >(C< >CH- -CH,- >C< -CH,-
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C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
0 (ppm) 34.4 28.8 16.9 15.9 17.7 26.2 177.6
tipo | -CH- | -CH, | -CH, | -CH, | -CH, | -CH, |-O-C=0
C C-29 C-30 C-31 TMS
O (ppm) | 28.6 178.8 52.4 como referencia interna
tipo -CH, -0-C=0| -OCH,

Tabla 11B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"*C
(MeOD, 100 MHz) de los Aztcares del Acido
3-O-[-a-L-thamno-piranosil(1—2)-p-D-glucopiranosil
(1—2)-p-D-glucopiranosil] 28-0O-B-D-glucopiranosil-serjanico (11)

3-O-pB-D-Glucosa

C C-r C-2 C-3 C-4 C-5 C-6’
0 (ppm) 105.7 78.2 78.9 72.2 78.1 62.4
tipo -0-CH-O- | >CH-O- >CH-O- | >CH-O- >CH-O- -CH,-O-

2’-O-fB-D-Glucosa
C C-1” C-2” C-3” C-4” C-5” C-6”
0 (ppm) 102.1 79.3 77.8 71.1 78.2 62.3
tipo -0-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- -CH,-O-

2”-0-p-D-Rhamnosa
C C-1” C-2” C-3” C-4” C-5" C-6"
0 (ppm) 102.0 72.2 72.1 74.2 69.5 18.3
tipo -0-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- -CH,
28-0-p-D-Glucosa
C C-1” C-27 C-3”” C-4"” C-5"” C-6"”
0 (ppm) 95.7 73.8 78.7 72.1 79.6 62.4
tipo -0-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- -CH,-O-
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Figura 11C. Espectros 'H-'H COSY y TOCSY (MeOD)
del Acido 3-O-[-a-L-thamnopiranosil(1—2)-p-D-glucopiranosil
(1—2)-p-D-glucopiranosil] 28-0O-p-D-glucopiranosil-serjanico (11)
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; Figura 11D. Espectro HMQC (MeOD)
del Acido 3-O-[-a-L-thamnopiranosil(1—2)-p-D-glucopiranosil
(1—2)-p-D-glucopiranosil] 28-0O-p-D-glucopiranosil-serjanico (11)
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; Figura 11E. Espectro HMBC (MeOD)
del Acido 3-O-[-a-L-thamnopiranosil(1—2)-p-D-glucopiranosil
(1—2)-p-D-glucopiranosil] 28-0O-p-D-glucopiranosil-serjanico (11)
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Acido 3-O-[-a-L-thamnopiranosil(1—2)-p-D-glucopiranosil(1—>2)-B-D-glucopiranosil]
28-0-B-D-glucopiranosil-serjanico (11)

29 30 31
Scim= 28.6/1.14(s) HSC/ COOC H3

F.M. =C55H88024

P.M.= 1.133 g/mol
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9,10-METILEDIOXI, 5-METOXI-PELTOGINANO (12):

El compuesto (12) se logré obtener de la reuniéon “G” de la cromatografia
general, mediante la purificacion por placas preparativas (PTLC). El mismo, se
present6 como un sélido amorfo de color blanco, el cual podia observarse en placa
fina de TLC como un compuesto color azul celeste bajo luz UV (254 y 366 nm) y

presentaba una coloracién amarilla al ser revelado con revelador “oleum”.
[R,= 0.43; sit. solv. Hex/EtOAc (50:50); P.f.= +250 °C].

El espectro de masas del referido compuesto (Fig. 12A), present6 un ion
molecular de m/z= 324, congruente con una férmula molecular C,;H,,0, y para la
cual corresponden trece (13) grados de instauraciéon. Presenté ademas, un pico base
en m/z= 293, correspondiente a la pérdida de un grupo -OCH,. El espectro de IR
(Fig. 12B; Tabla 12B) present6 bandas en v, = 2.921 cm™ y 1.462 cm™, propias de
vibraciones de tensién =C-H y C=C de compuestos aromaticos, una banda en 1.634
cm™ de tension C=0 de grupos carbonilo y sefiales en 1.255 cm™ y 1.025 cm™
correspondientes a vibraciones de tensién C-O-C asimétrica y simétrica de grupos
éteres.

Figura12A: Espectro de Masas de Impacto Electrénico (I.E., 70 eV)
del 9,10-metiledioxi, 5-metoxi-peltoginano (12)
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Figura 12B. Espectro Infrarrojo (KBr)del
9,10-metiledioxi, 5-metoxi-peltoginano(12)
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Tabla 12B: Bandas de Absorcién Significativas en el Espectro
Infrarrojo (KBr) del 9,10-metiledioxi, 5-metoxi-peltoginano (12)

v cm™) 2.921 1.634 1.462 1.255 1.025

max (

Asignacién =C-H >C=0 C=C C-0-C sim | C-O-C g,

En el espectro de RMN-'H (Fig. 12C; Tabla 12C) se pudieron observar nueve
(9) senales, las cuales se analizaron como: un singlete intenso en 8,;= 3.64 ppm, que
por su integral y desplazamiento se asigné a un grupo metoxilo (-OCH,;), dos
singletes desplazados en 6y= 6.08 (H-5) y 6.12 ppm (prépio de hidrégenos
doblemente oxigenados) el protéon mas apantallado se identific6 como un metino
(O-CH-O), y el menos apantallado, gracias a su integral, como un grupo
metilendioxi- (O-CH,-O). En la zona de los hidrégenos aromaticos se observaron
primeramente cuatro senales [d,= 7.41 (dd, H-4); 7.56 (td, H-2); 7.59 (td, H-3) y
7.91 (dd, H-1) ppm], relacionadas entre si por sus constantes de acoplamiento (/=
4.0 y 8.0 Hz) y que gracias a su multiplicidad fueron confirmadas como parte de un
anillo aromaético bi-sustituido. Finalmente se observaron en esta misma zona, dos
singletes en 0;= 6.98 (H-11) y 7.63 (H-8) ppm.
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Figura 12C. Espectro de RMN-'H (CDCl,, 400 MHz)
del 9,10-metiledioxi, 5-metoxi-peltoginano (12)
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Tabla 12C. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(CDCl;, 400 MHz) del 9,10-metiledioxi, 5-metoxi-peltoginano (12)

H H-1 H-2 H-3 H-4 H-5
O (ppm) 7.91 7.56 7.59 7.41 6.08
m dd td td dd s
] (Hz) 1.2/7.3 7.5/1.3 7.5/1.3 1.2/7.2 -
H H-8 H-11 0O-CH,-O -OCH,
S (ppm) 7.63 6.98 6.12 3.64
m s s s s
J (Hz) - - - -

El espectro de RMN-"C (Fig 12D; Tabla 12D) presenté un total de dieciocho

(18) carbonos, entre los que resaltaban: un carbono carbonilico [8.= 171.0 ppm
(C-7)], cinco carbonos sp* oxigenados [6.= 152.7 (C-10), 152.1 (C-11a), 146.1 (C-9),
145.9 (C-12a) y 133.7 (C-6a) ppm], seis metinos sp* [6.= 131.0 (C-3), 129.9 (C-2),
126.3 (C-4), 121.6 (C-1), 102.4 (C-8) y 97.8 (C-11) ppm], un metileno y metino
doblemente oxigenados [0.= 102.5 y 98.5 (C-5) ppm] y un carbono metoxilico
(0c= 56.1 ppm).
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Tabla 12D. Espectro de RMN-"*C (CDCl,;, 100 MHz)
del 9,10-metiledioxi, 5-metoxi-peltoginano (12)

C-2
C-3 C-4 C1 c-8
prewe " adaiay A l I}A A |~ A b eadatl ‘L.‘ “ Lol e L " "’ Aall v
Vit e .]m h A WY T
0-CH,-0
CDCl,
—5
C-5
C-10 C-9 C-4a C-12b C-11 -OCH,
: C-11a C-12a .
el Ll N
- . y Yot TSP, r " — A A v

Tabla 12D. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"C
(MeOD, 100 MHz) del 9,10-metiledioxi, 5-metoxi-peltoginano (12)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-4a C-5 C-6a
0 (ppm) 121.6 129.9 131.0 126.3 130.9 98.5 133.7
tipo =C-H =C-H =C-H =C-H =C= O-CH-O | =C-O
C C-7 C-7a C-8 C-9 C-10 C-11 C-11a
0 (ppm) 171.0 119.4 102.4 146.0 152.7 97.8 152.1
tipo C=0 =C= =C-H =C-0 =C-0 =C-H =C-0
C C-12a C-12b -
d (ppm) | 145.9 123.8 102.5 56.1 TMS. .
Como referencia interna
tipo =C-0 =C= 0-CH,-0 | -OCH,

El espectro 'H-'H COSY (Fig. 12E) proporcioné relativamente poca informa-
cion, sin embargo se pudo observar una correlacién muy débil entre los dos
singuletes aromaticos en 0y= 6.98 (H-8) y 7.63 (H-11) ppm, lo que di6 indicios de
una posible dispocicion “para” entre éstos, en un anillo aromético tetra-sustituido.
Otras correlaciones COSY observadas fueron: H-1<>H-2<>H-3<>H-4.

La informacién sustraida hasta este punto permitié el establecimiento de
varias subestructuras, a saber: un carbono carbonilico (Subest. 1), un grupo metoxilo
(Subest. 2), un metino acetalico (Subest. 3), un grupo metilendioxi- (Subest. 4), un

anillo aromaéatico bi-sustituido (Subest. 5) y un anillo aromatico tetra-sustituido
(Subest. 6).
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Tabla 12E. Espectro de 'H-'H COSY (CDCl,), del
9,10-metiledioxi, 5-metoxi-peltoginano (12)

H-1
S

cncl,
ﬁ H3,,  Ha

N

H-11 —=

O

H-11/H-8
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El espectro HMBC (Fig. 12G) proporcioné la informacién necesaria para el
engranaje total del compuesto (12). Los protones pertenecientes al grupo
metilendioxi- (8;.= 6.12/102.5 ppm) presentaron correlaciones con dos carbonos
sp® cuaternarios desplazados en 8;= 152.7 (C-10) y 146.0 (C-9) ppm, que a su vez se
cruzaban con los singletes ubicados en 6y= 7.63 (H-8) y 6.98 (H-11) ppm. El
hidrégeno en d&,= 6.98 ppm (H-11), presenté6 una tercera correlacién con un
carbono alfa a un grupo carbonilo [§;= 119.4 ppm (C-7a)], mientras que el
hidrégeno localizado en 8;= 7.63 ppm (H-7), presenté dos interacciones mas: la
primera con un carbono sp® cuaternario, que por su desplazamiento a 8.= 152.1
ppm (C-11a), corresponde a un carbono oxigenado y la segunda con el carbono
carbonilico en §.= 171.0 (C-7) ppm. En este punto, se pudo observar la unién de las
subestructuras 1, 4 y 6, que dieron origen a una subestructura mayor, la cual fue
denominada “Subestructura A” (Fig. B). El total de correlaciones observadas fueron:
H-11<>C-9<>0CH,0<>C-10<=H-8, C-11a<>H-8<>(C-7 y C-10<>H-11<>(C-7a.

Una segunda subestructura gruesa, surge de la unién de las subestructuras 2,
3 y 5. Las correlaciones HMBC entre el grupo metoxilo (8= 3.64/56.1 ppm) y el
carbono acetalico [d;,= 6.08/98.5 ppm (C/H-5)] relacionaron a las subestructuras 2
y 3. Por otro lado, las interacciones entre el carbono acetélico y uno de los protones
del anillo aromatico bisustituido [8,;= 7.41 (H-4)] unen a la subestructura 3 con la 5,
esta misma union se vié reforzada gracias a la interacciéon que presenté uno de los
carbonos cuaternarios del anillo bisustituido [6.= 123.8 (H-12b)], con los los
hidrégenos ubicados en 8,= 7.41 (H-4) y 6.08 (H-5) ppm antes mencionados. Una
ultima correlacion surge entre el protén en ;= 7.91 (H-1) del anillo aromatico y un
carbono cuaternario oxigenado desplazado a d,= 145.9 (C-12a) ppm. La unién de
estas tres subestructuras dan origen a la “Subestructua B” (Fig. B-1). El total de
cruces HMBC observados fue entonces: OCH,<>C-5<>H-4<>C-12b<>H-5<>C-6a,
C-12a<>H-1<>C-3 y H-2<>C-4.

Subestructura A

Figura B: Interacciones HMBC en la formacién de la Subestructura A.
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Subestructura 2

Figura B-1: Interacciones HMBC en la formacién de la Subestructura B.

Figura 12F: Espectro HMQC (CDCL,), del
9,10-metiledioxi, 5-metoxi-peltoginano (12)
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Figura 12G: Espectro HMBC (CDCl,) del
9,10-metiledioxi, 5-metoxi-peltoginano(12)
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En este punto se pudo observar que tanto la subestructura “A” como la “B”
presentaban ambas seis (6) grados de insaturacién de un total de doce (12). Las
uniones entre los carbonos C-6a y C-7 ylos carbonos C-11a y C-12a proporcionaron
el ultimo grado de insaturacién necesario para engranar de manera total la
estructura del compuesto (12).

Al observar el esqueleto base de esta sustancia, se puede apreciar que el
mismo posee una estructura tipo flavonoide el cual ha sufrido una modificacion
entre los anillos B y C, este tipo de compuestos pertenece al grupo de los llamados
“peltoginoides”, conocidos también en algunos casos como “homoflavonoides”
(Fig C). El hecho de ser (12) una estructura de este tipo frente a otras posibilidades
como bi-isocumarinas o rotenoides (Fig. C), deriva del hecho de que: a) para el caso
de bi- isocumarinas, los valores reportados para el carbono carbonilico se encuentra
aproximadamente en d.= 157 ppm (Snyder and Nakanishi, 1981), valor que se
encuentran muy por debajo del observado para el compuesto (12), b) de tratarse de
un rotenoide, la interaccion HMBC entre el protén aromatico H-4 (64= 7.41 ppm) y
el carbono acetélico C-5 (8;= 98.5 ppm) no podria observarse, debido a la ubicacién
a mas de cuatro enlaces, la cual si es observada en (12).

Con ello quedan descartadas estas posibilidades y se confirma sin lugar a
duda la presencia de este tipo de esqueleto en el compuesto (12). La estereoquimica
en C-5 queda sin resolver, ya que no existen hidrégenos aledanios con los cuales el
protéon H-5 pueda formar dngulos dihedrales.

0

0

N O
o 0

(a) (b) (c)

Figura C. Esqueletos del tipo: (a) bi-isocumarina, (b) rotenoides,
(c) peltoginoides
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En razoén a lo anterior, se concluye que la estructura del compuesto en
estudio corresponde a la del 9,10-metilendioxi, 5-metoxi-peltoginano (12).
Hasta ahora, éste compuesto no se ha encontrado reportado en la literatura y por
tanto es considerado un nuevo producto natural. Para el mismo se ha
propuesto, sobre la base de su origen, el nombre de Icosandrina.

Los compuestos pertenecientes a serie de los peltoginanos, se han encontrado
mayormente en diversos géneros de la familia Leguminoseae como: Colophospermum
(Drewes and Roux, 1965; 1966; 1967), Goniorrhachis (Gotlieb and de Souza, 1972),
Peltogyne (van der Merwe et al., 1972; de Almeida et al., 1974; Malan and Roux, 1974),
Acacia (van Heerden et al., 1979; Brant ef al., 1981; Ahmadu et al., 2010), Caesalpinia
(McPhearson et al., 1983), Derris (Koysomboon et al., 2006), sin embargo, también
han estado presentes en géneros de otras familias, entre estas estan : Iris (Iridaceae)
(Choudary et al., 2001), Macaranga y Croton (Euphorbiaceae) (Li et al., 2009;
Zou et al., 2010), Ophioglossum (Ophioglossaceae) (Lin et al., 2005) y Cassine
(Celastraceae) (Drewes and Masimbye, 1993).

Es de resaltar, el hecho de que aparte de ser un nuevo compuesto natural, es
la primera vez que se encuentra este tipo de metabolito secundario dentro del
género Phytolacca y mas aun, en la familia Phytolaccaceae, lo que podria constituir
un dato de gran relevancia en estudios de tipo quimiotaxonémico.
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9,10-metiledioxi, 5-metoxi-peltoginano (12)

dcm= 129.9/7.56 F.M. =C18H1206
P.M.= 324 g/mol

(s)
6C/H= 121 6/791

(s)

6C/H= 978/698
(s)

dcy= 102.5/6.12
(s)

Scom= 131.0/7.59
(s)

dom= 126.3/7.41
(s)

dom= 102.4/7.63
(s)
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Estudio Fitoquimico de
Cestrum ruizteranianum

Benitez & D’Arcy

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laboratoire de Pharmacognosie UMIB-UB




160

Esquema del Aislamiento y Purificacién de Saponinas Esteroidales de
los Frutos de Cestrum ruizteranianum Benitez & D’Arcy

Frutos Secos
CRF
(260 g)
Reflujo (24h)
Extracto MeOH
(8.1g)
VLC (RP-18)
A B C
H,0 H,0/MeOH MeOH
(100%) (50%) (100%)
306.1 mg 44g¢g 3.0g
|
|
Columna Sephadex LH-20
MPLC (2.58)
(200 mg)
r—-l——| I [ l l [ l
I+T II I v v S
a f’oig) ‘?éif;m‘}é)ﬁ (119 | | 144mg) | | (331mg) (80mg) (3omg) | | (60mg)

& I_I—‘ MPLC (ER.) MPLC (EN.)

As6a || Asbb - (12'1}“)
(15.1mg) LY L2'... 1.2 (13 y 13a)
(15) (166mg) (230mg) (98mg) MPLC (EN.)
Impu‘. (EN.) |MPLC (EN.) l
l ‘ l l 1.2.5a” 1.2.1a”
L1a’ L1b’ 1.2.2’ 1.2.3’ (15mg) (10.1mg)
(11.6mg) (11.1mg) || (10mg) (16)
(18) (17+19)
| | F2
F
(28mg) F1
MPLC (EN.) (10.1mg)
(20)
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AcDo OLEANOLICO (13) Y Acipo URSOLICO (13a)

De la fraccion “S” de la cromatografia general, se logr6 separar por columna
de sephadex LH-20 un sélido amorfo de color blanco, el cual se revel6 en placa TLC
como una mancha pura de color rosado [R;= 0.61, sist. solv. Hex/EtOAc (8:2); P.f.=
250-252 °C].

Al realizar un anélisis a los espectros FAB-MS (Fig. 13A; 13A), RMN-'H y
RMN-"C (Fig. 13B; Tabla 13B) asi como de los bidimensionales (COSY, TOCSY,
HMQC, HMBC y NOESY) pudimos darnos cuenta de manera rapida, que el
compuesto en cuestion era en realidad una mezcla de dos triterpenos bastante
comunes, conocidos como acido ursélico (13) y acido oleanédlico (13a), en
proporcién aproximada de 4:1 respectivamente. De igual forma, se procedi6 a
comparar los valores experimentales de RMN-"°C con los reportados en la literatura
para este tipo de compuestos (Mahato et al., 1992; Mahato and Sucharita, 1997) y
adicionalmente se compararon los valores de R; de la muestra con una muestra
patréon. Asi pues, pudo confirmarse de manera inequivoca las estructuras (13) y
(13a). Como se menciond anteriormente, éstos triterpenos son bastante conocidos y
ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Para esta mezcla de acidos se han
reportado una gran gama de propiedades biolégicas y farmacoldgicas, entre las que
destacan la hepato-protectiva y antiinflamatoria (Liu, 1995, 2005).

Figura 13A. Espectro FAB-MS de los Acidos Ursélico (13) y
Oleandlico (13a)

39
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Figura 13B. Espectro de RMN-"C (C;D,N, 150 MHz) de la
Mezcla de Acido Ursélico (13) y Oleandlico (13a)
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Tabla 13B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"*C (C,D,N,
150 MHz) de la Mezcla de Acido Ursélico (13) y Oleanélico (13a)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
S (ppm) | 38.9 27.3 77.1 39.1 55.4 18.3 33.2
tipo -CH,- -CH,- | >CH-O-| >C< >CH- -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
d (ppm) | 18.4 47.9 37.0 23.3 124.5 138.9 42.1
tigo >(C< >CH- >(C< -CH,- =CH- >C= >C<
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
d (ppm) | 28.3 24.5 47.9 53.1 39.3 39.5 30.6
tipo -CH,- -CH,- >(C< >CH- -CH,- >(C< -CH,-
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
S (ppm) | 36.9 28.4 17.1 15.1 16.2 23.4 179.8
tipo -CH,- -CH, -CH, -CH, -CH, -CH, |-0-C=0
C C-29 C-30 C-12’ C-13’ C-29’ TMS
d (ppm) | 17.1 21.1 122.2 144.2 33.2 como referencia
tipo -CH, |-0-C=0| =CH- >C= -CH, interna

Laboratorio de Productos Naturales-ULA

Laboratoire de Pharmacognosie UMIB-UB



163

Acido Ursélico (13) y Acido Oleandlico (13a)

7,
(dd; 13.6, 3.8 Hz) (1 3
a)
29 30
coon D e P G
)

dom= 16.2/1.02 (s
dep= 15.1/0.86 (s)

dop=T77.1/3.48
(dd; 8.3, 4.0 Hz)

dcm=53.1/2.58
(dd; 13.6, 3.8 Hz)

dom= 23.4/1.22(s)

~
HeC  CH

F.M. =C30H4803

P.M.= 456 g/mol HsG  GHs
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PENNOGENINA-3-0O-[a-L-RHAMNOPIRANOSIL(1—>2)-0-L-RHAMNOPIRANOSIL(1—4)]-
[-D-GLUCOPIRANOSIDO (14)

El compuesto (14) fue obtenido de la fraccion “A” de la cromatografia
general por medio de columna de gel silice de fase normal. Se aislé como un sélido

amorfo de color blanco, revelado en placa TLC como una mancha pura de color
verde [R;= 0.48, sist. solv. CHCIl,/MeOH/H,O (70:30:5); P.f.= +300 °C].

El espectro FAB-MS (Fig. 14A) muestra un ion molecular de m/z= 883,
correspondiente a una férmula molecular de C,;H,,0,,, se observé ademas un pico
en m/z= 737 asignado a la pérdida de un grupo rhamnosa (Rha) (146 u.m.a). El
analisis del espectro de RMN-'H (Fig. 14B; Tabla 14B) mostr6 nuevamente dos
zonas bastante diferenciadas, que evidencian la presencia de una sustancia
glicosidada que presentaba tres (3) unidades de hexosa dados los protones
anomeéricos en dy= 4.80, d (H-1'); 5.65, d (H-1") y 6.16, d (H-1"") ppm. Dos de de los
protones se asignaron a unidades de rhamnosa (Rha) dada la presencia de dos
metilos dobletes en 8,= 1.52, (H-6”) y 1.67, (H-6"") ppm, el tercer hidrégeno fue
asignado a un grupo tipo glucosa (Glc). A campo alto resaltaron cuatro (4) senales
correspondientes a metilos en d;= 0.62, d (H-27); 0.87, s (H-18); 0.98, s (H-19) y
1.17, d (H-27), indicativo de la presencia de un esqueleto de tipo esteroidal.

Figura 14A. Espectro FAB-MS de la Pennogenina
3-O-[a-L-thamnopiranosil (1—2)-a-L-thamnopiranosil (1—4)]
-B-D-glucopiranésido (14)
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El espectro de RMN-"C present6 un total de cuarenta y cinco (45) carbonos,
de los cuales, dieciocho se asignaron (por su desplazamiento) a las tres unidades de
monosacaridos, lo que dejo un total de veintisiete (27) carbonos pertenecientes
légicamente a la aglicona. Este niimero es concordante con la cantidad normal de
carbonos que corresponderia a un esqueleto del tipo esteroidal y aunado a la
presencia de un carbono cetalico en d;= 109.7 (C-22) ppm se determiné que la
naturaleza del esqueleto carbonado era de la serie del espirostano.

El anélisis detallado del espectro de HMBC (Fig. 14G) permiti6 identificar la
aglicona de manera inambigiia, a través de las diferentes interacciones de los
metilos con sus carbonos e hidrogenos aledanos, en este sentido, se pudieron
observar las siguientes correlaciones: C-13<»H-18<>C-14, C-12<=H-18<>(C-17, C-5<>
H-19<+C-9, C-1<+H-19<>C10, C-17<>H-21<(C-20, C-22<>H-21, (C-26<>H-27<>(C-25 y
C-24<>H-27. De esta manera, se confirmo la presencia de un esqueleto espirostanico
con un doble enlace ubicado entre los carbonos C-5 y C-6 (5-espirosteno), ubicado
gracias a la interaccion HMBC entre el metilo H-19 (§;= 0.98 ppm) y un carbono
cuaternario sp® en .= 140.5 ppm (C-5 ). Se observ6 ademés la presnecia un grupo
hidroxilo en el carbono C-17 de la aglicona, dado que el mismo se encontaba
inusualmente desapantallado a d.= 89.9 ppm (C-17), ademas pudo ubicarse
mediante las interacciones HMBC con los metilos H-18 (6= 0.87 ppm), H-19
(0c= 0.98 ppm) y H-16 (0= 4.45 ppm).

La interaccion NOE (Fig. 14H) entre el metilo H-27 y el protén H-26q,
determiné la disposicién de H-27a. Los desplazamientos de RMN-"’C observados
para los carbonos C-23, C-24, C-26 y C-27, fueron concordantes con una
configuracion (25R) del anillo espirostanico (Welzel et al., 1981). La disposicién alfa
del metilo H-21 se evidenci6 gracias al desplazamiento del mismo a campo
inusualmente alto (8.= 9.4 ppm), como consecuencia del impedimento estérico
producido por el -OHa en C-17, lo que hace ademas que los valores de C-16 y C-17
se observen en el rango de los =90.0 ppm (Marquardt, 1978), con esto se concluye
ademas que la fusién de los anillos D y E ocurre de forma “cis”. Segin estas
observaciones, se identifico a la aglicona como: (25R),17a-hidroxi-5-espirosteno,
conocida comtunmente como “pennogenina’ (Espejo et al., 1982; Agrawal et al., 1985).

La elucidacion de los carbohidratos asociados se realizo mediante el analisis
de los espectros COSY, TOCSY (Figs. 14D y 14E) y HMBC (Fig. 14G). La
identificacion de los hidrégenos pertenecientes a los dos grupos rhamnosa (Rha),
pudo lograrse gracias a las correlaciones TOCSY entre los metilos y cada protén,
mientras que en el caso de la glucosa (Glc) las interacciones fueron entre el protén
anomeérico y sus correspondientes hidrégenos.
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Figura 14B. Espectro de RMN-'H (C,D,N, 600 MHz) de la
Pennogenina 3-O-[a-L-tThamnopiranosil (1—2)-a-L-Thamnopiranosil
(1—4)]-p-D-glucopiranésido (14)

H-6"

5" H-2'
H-2” H-5H4
j H-2 H-4" |
o il 1= =9 =
II_,“) III-J, ,1143 H-2' !
1 d W, o i

| ) I,‘ |'.'l) ;_“"‘ ‘r: 9 g‘ .;I ’
J | .’f v |
V {

a.s 4.0 3.5 !

I H-2
' | Bkl s H-27
| | l |
H1"  ggm ”-1" - [ bl :r l |

H-26 !

. | | 0 4q H-20 |
C,D,N { ' H6 | ‘“ | H-26f Hj;: 1 \‘] . l
| o 3 A
; ; : | i “11’3“] : Ll |
| A O A A T WARL v
8 7 6 5 a 3 S ' o

Tabla 14B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"H (C,D,N,
600 MHz) de la Genina de la Pennogenina 3-O-[a-L-Thamnopiranosil
(1—2)-a-L-thamnopiranosil (1—4)]-p-D-glucopiranésido (14)

H H-3 H-6 H-8 H-9 H-14 H-16
O (ppm) 3.79 5.28 1.44 0.84 1.98 4.45
m m m m m m m
J (Hz) - . . - . .
H H-18 H-19 H-20 H-21 H-25 H-27
O (ppm) 0.87 0.98 2.21 1.17 1.48 0.62
m s s m d m d
] (Hz) - - - 6.9 - 6.6
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Tabla 14B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"H (C,D,N,
600 MHz) de los Azucares de la Pennogenina 3-O-[a-thamnopiranosil
(1—2)-a-L-thamnopiranosil (1—4)]-p-D-glucopiranésido (14)

3-O-p-b-Glucosa
H H-1 H-2’ H-3’ H-4 H-5’ H-6’
0 (ppm) 4.80 4.07 4.18 4.07 3.79 3.99/4.11
m d m m m m m
] (Hz) 5.6 - - - - -
2’-0O-p-D-Rhamnosa
H H-1” H-2” H-3” H-4” H-5” H-6”
0 (ppm) 6.16 4.75 4.50 4.23 4.81 1.67
m d m m m m d
] (Hz) 1.2 - - - - 5.7
4’-O-p-bD-Rhamnosa
H H-1” H-2"" H-3"” H-4"" H-5" H-6""
0 (ppm) 5.65 4.58 4.43 4.22 4.73 1.52
m d m m m m d
] (Hz) 1.2 - - - - 5.5

Se pudo conocer la naturaleza de cada azicar gracias a las interacciones NOE
(Fig. 14G) de los protones anoméricos. Los cruces H-3<»H-1'<H-5" se observaron
para la B-glucosa, mientras que para las a-rhamnosas se observan las interacciones
H-1"<sH-4” y H-1""<=H-4"". Las constantes de acoplamiento de /;;,,= 5.6 Hz, J;,.= 1.2
Hzy J;.~= 1.2 Hz, confirmaron estas deducciones.

La interaccion NOE entre el hidrégeno H-3 (8= 3.79 ppm) y el protén
anomérico H-1" (8;;= 4.80 ppm) ubicé a la unidad de glucosa en la posiciéon C-3 de
la aglicona. Por otro lado, las interacciones HMBC H-1""<>C-4 y H-1"<>(C-2’ ubican a
las unidades de rhamnosa en las posiciones C-2’ y C-4’ de la 3-O-glucosa. La
interconexion del tipo Rha<—*Glc*—Rha entre estas unidades es bastante comdn en
saponinas de tipo esteroidal y se conocen con el nombre de “B-chacotriosido”.
Segin lo observado anteriormente, se pudo elucidar al compuesto (14) como la
pennogenina-3-O-[a-L-rhamnopiranosil(1—2)-a-L-rhamno-piranosil(1—4)]-p-D-gluco-
pirandsido. El mismo fue aislado por primera vez de Trillium kamtschaticum
(Liliaceae) (Nohara et al., 1975), sin embargo es la primera vez que se obtiene en el
género Cestrum.
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Figura 14C. Espectro de RMN-"C (C,D;N, 150 MHz) de la
Pennogenina 3-O-[a-L-tThamnopiranosil (1—2)-a-L-rhamnopiranosil

(1—4)]-p-D-glucopiranésido (14)

a0

20

ppm

Tabla 14C. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"*C (C,D.N,
150 MHz) de la Genina de la Pennogenina 3-O-[a-L-rThamnopiranosil
(1—2)-a-L-thamnopiranosil (1—4)]-p-D-glucopiranésido (14)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7

O (ppm) 37.2 32.0 77.9 38.6 140.5 121.6 31.8
tipo -CH,- | -CH,- | >CH-O-| -CH,- >C= =CH- | -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14

O (ppm) 32.1 49.8 36.8 20.6 31.9 44.8 52.7
tipo >CH- | >CH- >C< -CH,- -CH,- >C< >CH-

C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21

O (ppm) 31.7 89.5 89.9 16.8 19.1 44.5 9.4
tipo -CH,- | >CH-O-| >C-O- | -CH, -CH, >CH- -CH,
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 TMS

d (ppm) | 109.7 29.8 28.4 30.0 66.5 16.9 Ref.
tipo 0-C-0 | -CH,- -CH,- >CH- | -CH,-O- | -CH, | Interna
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Tabla 14C. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"*C (C,D,N, 150
MHz) de los Azucares de la Pennogenina 3-O-[a-L-tThamnopiranosil
(1—2)-a-L-thamnopiranosil (1—4)]-p-D-glucopiranésido (14)

3-O-p-D-Glucosa
C C-1 C-2’ C-3’ C-4 C-5’ C-6’
O (ppm) 99.8 77.9 78.4 77.2 76.3 60.9
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,-O-
2’-0O-p-D-Rhamnosa
C C-1” C-2” C-3” C-4” C-5” C-6”
O (ppm) 101.7 71.7 72.2 73.4 69.2 18.2
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,
4’-O-p-bD-Rhamnosa
C C-1” C-2"” C-3"” C-4” C-5" C-6"
O (ppm) 102.4 71.8 72.0 73.3 70.1 18.1
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,

Figura 14D. Espectro COSY (C,D,;N) de la Pennogenina
3-O-[a-L-thamnopiranosil (1—2)-a-L-tThamnopiranosil
(1—4)]-p-D-glucopiranésido (14)
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Figura 14E. Espectro TOCSY (C,D,N) de la Pennogenina
3-O-[a-L-Thamnopiranosil (1—2)-a-L-rhamnopiranosil
(1—4)]-p-D-glucopiranésido (14)
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Figura 14F. Espectro HMQC (C,D,N) de la Pennogenina
3-O-[a-L-Thamnopiranosil (1—2)-a-L-rhamnopiranosil
(1—4)]-p-D-glucopiranésido (14)
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Figura 14G. Espectro HMBC (C,D,N) de la Pennogenina
3-O-[a-L-Thamnopira-nosil (1—2)-a-L-tThamnopiranosil

(1—4)]-p-D-glucopiranésido (14)
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Figura 14H. Espectro ROESY (C,D,N) de la Pennogenina
3-O-[a-L-thamnopira-nosil (1—2)-a-L-tThamnopiranosil
(1—4)]-p-D-glucopiranésido (14)
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Pennogenina-3-O-[a-L-Thamnopira-nosil (1—2)-a-L-tThamnopiranosil (1—4)]
-B-D-glucopiranésido (14)

((ocm=9.4/11.17(d, 4.4 Hz) ' o7
21 26

dcm= 16.8/0.87(s)

dcy= 19.1/0.98(s '
- ) O 23 (Sci= 16.9/0.62(d, 4.0 Hz)'

dom= 121.6/5.28(m)

F.M. = C45H72017

P.M.= 884 g/mol

d¢cn=101.8/6.16(d, 1.2 Hz) OH OH
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-CHACOTRIOSIL (25R, 26 R)-3f3,170.,26-TRIHIDROXI-5-ESPIROSTENO (15)

El compuesto (15) se logré aislar de la fracciéon “A” de la cromatografia
general por medio de una columna de gel de silice en fase normal. Se obtuvo como
un s6lido amorfo de color blanco y se presenté como una mancha pura de color
marrén en placa de TLC [R;= 0.42, sist. solv. CHCl,/MeOH/H,O (70:30:5); P.f.=
+300 °C].

El espectro de FAB-MS (Fig. 15A) del compuesto (15) presenté un pico en
m/z= 899, el cual se corresponde con una férmula molecular de C,;H,,0,; se
observaron ademas picos en m/z= 753 y 611 correspondientes a la pérdida de dos
grupos rthamnosa (Rha). El espectro de RMN-'H (Fig. 15B; Tabla 15B) present6
mucha similitud con las sefiales del compuesto (14) (m/z= 883), con excepcion de
la aparicién de un nuevo doblete en 65= 5.06 ppm, también se pudo observar una
pequena diferencia en el espectro de RMN-"C (Fig. 15C; Tabla 15C), en donde la
senal correspondiente al metileno oxigenado H-26 [.= 66.5 ppm, en el compuesto
(14)] aparece ahora como un metino [confirmado por el HMQC (Fig. 15E)]
desplazado a d.= 96.4 ppm. Este desapantallamiento (.= 30 ppm) es caracteristico
de grupos -CH doblemente oxigenados y al no observarse correlacién de ningtn tipo
entre este metino y los hidrégenos pertenecientes a los azucares, se asumio la
presencia de un -OH libre en la posicién C-26.

Figura 15A. Espectro FAB-MS del
B-chacotriosil-(25R, 26 R)-3p,17a.,26-trihidréxi-5-espirosteno (15)
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Figura 15B. Espectro de RMN-'H (C,D,N, 600 MHz) del
B-chacotriosil-(25R, 26 R)-3p,17a.,26-trihidréxi-5-espirosteno (15)

H-18
H-19
H-16 H-2’ ;
4 -6”
:'" - Il--*.”
L5 H-4" |
H-1 4
H-3”  |H-6
| e Hlsrotks = -
H-6 H-26 | H-3 I‘ll.‘s H-6 .
I n I L) IIt s | H-3 .)
| 1k i 4 : !
H-27
H-21
58 4.5 a.e 3.5
i' |
| “
\
\
‘ H 1? | 1
H-1 | |
1 i
) | ;
H-1" fqm qul |\ H-2( il “
(r,l)',N = H-6 ‘l [ H-5 H-4 \: "| ” Rl
, I , », \ H »1“11-3 Hap ¢ |
| i AR
|\ | WL “; | VYA
' | v LIl ’ U\ W
| I | ) VAN S -
E - ; : : - J I
l; 7 6 ; 4 3 2 1 ppm

Tabla 15B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(C,D;N, 600 MHz) de la Genina del
B-chacotriosil-(25R, 26 R)-3p,17a.,26-trihidréxi-5-espirosteno (15)

H H-3 H-6 H-9 H-14 H-16 H-18

O (ppm) 3.78 5.28 0.74 1.92 4.55 0.82
m m m m m m s
] (Hz) : . . - . .

H H-19 H-20 H-21 H-25 H-26 H-27

O (ppm) 0.98 2.22 1.18 1.65 5.06 1.03
m s m d m d d

J (Hz) - - 6.7 - 6.5 4.2
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Tabla 15B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(C,D;N, 600 MHz) de los Azucares del
B-chacotriosil-(25R, 26 R)-3,17a,26-trihidroxi-5-espirosteno (15)
3-O-p-b-Glucosa
H H-1 H-2’ H-3’ H-4 H-5’ H-6’
O (ppm) 4.79 4.04 4.14 4.03 3.53 3.98/4.12
m d m m m d m
] (Hz) 5.4 - - - - -
2’-0O-p-pD-Rhamnosa
H H-1” H-2” H-3” H-4” H-5” H-6”
O (ppm) 6.11 4.71 4.48 4.22 4.77 1.66
m d m dd t m d
] (Hz) 1.1 - - - - 5.3
4’-O-p-bD-Rhamnosa
H H-1"” H-2"" H-3"” H-4"" H-5" H-6""
O (ppm) 5.61 4.55 4.42 4.26 4.69 1.51
m d m dd t m d
] (Hz) 1.1 - - - - 5.6

La presencia y ubicacién del grupo (-OH) fue posteriormente confirmada
mediante el andlisis del espectro HMBC (Fig. 15F) y por la comparacion de los
espectros de masas de los compuestos (14) y (15), donde se observé una diferencia
de 16 u.m.a, correspondiente al mencionado grupo.

La posiciéon de los glicésidos y la conexiéon interglicosidica se pudo
determinar gracias al andlisis de los espectros COSY, TOCSY (Fig. 15D) y HMBC,
concluyéndose una conectividad igual a la del compuesto (14). La interaccion NOE
entre H-27a<>H-26 y la constante de acoplamiento observada para H-26 (/= 5.6 Hz),
corroboraron la conformacion trans-diaxial entre estos dos protones, lo que
evidencié una configuracién 25R, 26R. En consecuencia, se logré elucidar a la
sponina (15) como: B-chacotriosil-(25R, 26R)-3p, 17a, 26-trihidroxi-5-espirosteno.
Este compuesto fue asilado por primera vez de Solanum nodiflorum (Solanaceae)
(Ando et al., 1999) y se ha reportado para el mismo, una accién en contra de virus
del herpes tipo-1 (HSV-1) (EC,,= 0.92 ug/mL) (Ikeda et al., 2000). El compuesto
(15) es reportado por primera vez para el género Cestrum.
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Figura 15C. Espectro de RMN-"C (C,D,N, 150 MHz) del
B-chacotriosil-(25R, 26 R)-3,17a,26-trihidroxi-5-espirosteno (15)
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Tabla 15C. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"*C
(C,D;N, 150 MHz) de la Genina del
B-chacotriosil-(25R, 26 R)-3,17a,26-trihidroxi-5-espirosteno (15)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
d(ppm) | 37.1 31.2 77.9 38.5 140.4 121.5 31.7
tipo -CH,- -CH,- | >CH-O-| -CH,- >C= =CH- | -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
S (ppm) | 31.8 49.7 36.7 20.5 31.7 44.7 52.6
tipo >(CH- >(CH- >(C< -CH,- -CH,- >(C< >(CH-
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
d(ppm) | 31.9 89.6 90.0 16.9 19.1 44.5 9.2
tipo -CH,- | >CH-O-| >C-O- | -CH, -CH, >CH- -CH,
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 TMS
d (ppm) | 112.5 29.7 27.7 36.9 96.1 16.9 Ref.
tipo 0-C-0 | -CH,- -CH,- >CH- | CH<O, | -CH, | Interna
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Tabla 15C. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"*C
(C,D;N, 150 MHz) de los Azucares del
B-chacotriosil-(25R, 26 R)-3,17a,26-trihidroxi-5-espirosteno (15)

3-O-p-D-Glucosa

C C-1 C-2’ C-3’ C-4 C-5’ C-6’
O (ppm) 99.7 78.3 77.9 77.1 76.2 60.8
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,-O-
2’-0O-p-D-Rhamnosa
C C-1” C-2” C-3” C-4” C-5” C-6”
O (ppm) 101.6 71.8 71.9 73.1 69.9 18.1

tipo -0-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- -CH,

4’-O-p-bD-Rhamnosa
C C-1” C-2"” C-3"” C-4” C-5" C-6"
O (ppm) 102.3 71.7 72.1 73.3 69.1 19.1
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,

Figura 15D. Espectro TOCSY (C;D,N) del
B-chacotriosil-(25R, 26 R)-3,17a,26-trihidroxi-5-espirosteno (15)
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Figura 15E. Espectro HMQC (C,D,N) del

B-chacotriosil-(25R, 26 R)-3p,17a,26-trihidroxi-5-espirosteno (15)
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B-chacotriosil-(25R,

Figura 15F. Espectro HMBC (C,D;N) del
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Figura 15G. Espectro ROESY (C,D;N) del
B-chacotriosil-(25R, 26 R)-3p,17a,26-trihidroxi-5-espirosteno (15)
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B-chacotriosil-(25 R, 26 R)-3[3,17.,26-trihidréxi-5-espirosteno (15)

doni= 96.1/5.06(d, 56Hz) B (Y H

dom= 9.2/1.28(d, 4.4Hz) o1

dom= 16.9/0.82(s)

dcy= 19.1/0.98(s
— &) dom= 16.9/1.03(d, 4.2Hz

dom= 121.5/5.28(m)

1

dep= 77.9/3.78(m)
N Scm= 99.7/4.79(d, 5.4 Hz ))

> OH
F.M. =C45H72018
U P.M.= 900 g/mol

don=101.66.11(d. 1.1 H) ) OH OH
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METIL-PROTODIOSCINA (16)

El glicosido (16) fue obtenido a partir de la fracciéon “I”, subfracciéon “I”"” de
la cromatografia general, se pudo separar a través de una columna cromatografica
de gel de silice en fase normal. Al ser revelado en placa de TLC, se mostré como una
mancha pura, color verde [R;= 0.27, sist. solv. CHCl,/MeOH/H,O (70:30:5); P.f.=
+300 °C].

El espectro FAB-MS (Fig. 16A) del compuesto (16) presenté un ion
molecular bastante intenso en m/z= 1.061, atribuible a una formula molecular de
C,,Hg0,,, también se observaron picos en m/z= 915, 753 y 607, los cuales son
debidos a la pérdida consecutiva de unidades de rhamnosa (Rha), glucosa (Glc) y
rhamnosa (Rha) respectivamente. El espectro de RMN-'H (Fig. 16B; Tabla 16B)
present6 practicamente el mismo nimero de senales que en los compuestos (14) y
(15), con la excepcién de un singlete muy intenso en d;= 3.21 ppm, propio de un
metilo oxigenado (-OCH,). Por otro lado, el espectro de RMN-“C (Fig. 16C;
Tabla 16C) presenté un total de cincuenta y dos (52) carbonos, es decir, siete (7)
carbonos mas que en los compuestos anteriores. Estas nuevas senales se asignaron
a: una nueva unidad de glucosa (Glc) [8,= 104.2 (C-1""), 74.5 (C-2""), 77.0 (C-3""),
71.1  (C-4""), 77.6 (C-5"") y 62.1 (C-6””) ppm] y a un grupo metoxilo (8,= 47.1
ppm). El apantallamiento del carbono C-17 a 8= 63.6 ppm, sugiri6 la pérdida del
grupo -OH en esa posicion.

Figura 16A. Espectro FAB-MS de la Metil-protodioscina (16)
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Figura 16B. Espectro de RMN-'H (C,D,N, 600 MHz)
de la Metil-protodioscina (16)
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Tabla 16B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(C,D;N, 600 MHz) de la Genina de la Metil-protodioscina (16)

H H-3 H-6 H-9 H-14 H-16 H-18
O (ppm) 3.81 5.32 0.79 0.87 4.39 0.74
m m m m m m s
J (Hz) - . . - . .
H H-19 H-20 H-21 H-25 H-27 -OCH,
O (ppm) 0.94 2.16 1.12 1.81 0.92 3.21
m s m d m d s
J (Hz) - - 6.9 - 6.7 ]
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Tabla 16B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(C;D,N, 600 MHz) de los Azucares de la Metil-protodioscina (16)
3-O-p-b-Glucosa

H H-1 H-2’ H-3’ H-4 H-5’ H-6’
O (ppm) 4.81 4.04 4.16 4.18 3.55 3.98/4.11
m d m m m m m
] (Hz) : : : : : :
2’-0O-p-D-Rhamnosa
H H-1” H-2” H-3” H-4” H-5” H-6”
O (ppm) 6.12 4.71 4.48 4.24 4.77 1.65
m d m m m m d
] (Hz) - - - - - 5.7
4’-O-p-bD-Rhamnosa
H H-1"” H-2"" H-3"” H-4"" H-5" H-6""
O (ppm) 5.11 4.57 4.43 4.21 4.69 1.50
m d m m m m d
] (Hz) - - - - - 5.6
26-0-B-D-Glucosa
H H-1"” H-2"” H-3"” H-4"” H-5"" H-6""
O (ppm) 4.73 3.92 4.04 4.06 3.90 4.19/4.43
m d m m m m m
J (Hz) - . : : . .

El espectro HMQC (Fig. 16E) permiti6 la asignacién de cada nuevo carbono
con su respectivo hidrégeno, mientras que el TOCSY (Fig. 16D) permiti6 la
asignacion inequivoca de cada protén dentro de la molécula, con lo que se

corrobor6 la presencia de esta nueva unidad de glucosa (Glc). La correlacion HMBC
(Fig. 16F) entre el metilo oxigenado y un carbono cetalico en 8.= 112.6 ppm (-
OCH,<>C-22 permitié la ubicacién del grupo metoxilo en la posicién C-22 de la

aglicona y el desapantallamiento del carbono C-26 a d;,= 74.9 ppm, indic6 la

ruptura del anillo espirostanico, concluyéndose entonces la presencia de un
esqueleto tipo furostano. Los cruces H-26<>C-1" (HMBC) y H-26<>H-1"" (TOCSY y
NOESY), ubicaron a esta nueva unidad de glucosa en elcarbono C-26 de la cadena
carbonada del furostano. La disposiciéon del grupo -OCH, se determind alfa (o)
gracias a la interacciéon NOE entre éste y los hidrogenos H-17a y H-16a de la

aglicona.
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Metil-protodioscina (16)

Figura 16C. Espectro de RMN-"C (C,D,N, 150 MHz) de la

65
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Tabla 16C. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"°C
(C,D;N, 150 MHz) de la Genina de la Metil-protodioscina (16)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7

0 (ppm) 37.1 29.7 77.7 38.5 140.5 121.5 31.7
tipo -CH,- -CH,- | >CH-O- | -CH,- >C= =CH- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14

0 (ppm) 31.2 49.9 36.7 20.6 39.3 40.4 56.2
tipo >(CH- >(CH- >(C< -CH,- -CH,- >(C< >(CH-
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21

0 (ppm) 31.9 81.0 63.6 15.9 19.0 40.1 15.9
tipo -CH,- | >CH-O-| >C-O- -CH, -CH, >CH- -CH,
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28

0 (ppm) 112.6 30.4 27.7 33.7 74.9 16.8 47.1
tipo 0-C-0O -CH,- -CH,- >CH- | -CH,-O- -CH, -OCH,
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Tabla 16C. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"*C
(C;D,N, 150 MHz) de los Azucares de la Metil-protodioscina (16)
3-O-p-b-Glucosa

C C-1 C-2’ C-3 C-4’ C-5’ C-6’
O (ppm) 99.7 77.9 78.3 77.6 76.2 60.8
tipo -0O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- -CH,-O-
2’-0O-p-D-Rhamnosa
C C-1” C-2” C-3” C-4” C-5” C-6”
O (ppm) 101.7 71.7 72.1 73.3 69.1 18.1
tipo -0O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- -CH,
4’-O-p-bD-Rhamnosa
C C-1” C-2” C-3” C-4" C-5" C-6""
O (ppm) 102.3 71.7 71.9 73.1 70.0 19.7
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- -CH,
26-0-B-D-Glucosa
C C-1"” C-2"” C-3”” C-4"” C-5"” C-6""
O (ppm) 104.2 74.5 77.0 71.1 76.6 62.1
tipo -0O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- -CH,-O-
La configuracion (25R) fue deducida al comparar los valores de

desplazamiento quimico (8) de los carbonos C-25 (33.7 ppm), C-26 (74.9 ppm) y

C-27 (16.8 ppm) con los reportados en la literatura (Agrawal, 2004) y fie confirmada
por la diferencia entre los desplazamientos quimicos de H-26 y H,-26 (5, — §,= 0.36)
ya que ésta diferencia es usualmente de 6>0.57 para una configuracién (25S5) y
8<0.48 para configuraciones (25R) (Agrawal, 2003). Una vez establecida la
estereoquimica, se pudo identificar al compuesto (16) como: 26-O-p-glucopiranosil
(22, 25R)-22-metoxi-3f, 26-dihidréxi-5-furosten-p-chacotriésido, el cual es comun-

mente conocido como “metil-protodioscina”. Fue aislado por primera vez de los
rizomas de Dioscorea gracillima (Dioscoreaceae) (Kawasaki et al., 1974) y es ademés
reportado por primera vez para el género Cestrum.
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Figura 16D. Espectro TOCSY (C,D,N) de la Metil-protodioscina (16)
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Figura 16E. Espectro HMQC (C,D,N) de la Metil-protodioscina (16)
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Figura 16F. Espectro HMBC (C,D,N) de la Metil-protodioscina (16)
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Figura 16G. Espectro ROESY (C,D,N) de la Metil-protodioscina (16)
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Metil-protodioscina (16)

(Scm= 16.8/0.92(d, 6.7Hz))

27 )
CHs

26

dom=47.1/3.21(s)

F.M.= C5ZH86022 d¢cm= 15.9/1.12(d, 6.9H

P.M.= 1.062 g/mol

dom= 16.9/0.74(s)

dom= 19.0/0.94(s)

dom= 102.3/5.11(d)

dom= 121.5/5.32(m)

6C/H= 1 042/473(d)

OH OH

( dcm=101.7/6.12(c) ' OH OH
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B-CHACOTRIOSIL (22, 25K)-3p, 170, 22, 26-TETARHIDROXI-5-FUROSTEN-26-O-f3-
GLUCOPIRANOSIDO (17)

El compuesto (17) fue separado de la fracciéon “I” de la cromatografia
general, por medio de una columna cromatografica de silica gel en fase normal. Se

obtuvo como un sélido amorfo de color blanco y revel6 en TLC como una mancha
pura de color verde [R= 0.18, sist. solv. CHCL/MeOH/H,O (70:30:5); P.f.= +300 °C].

El ion molecular de m/z= 1.063, mostrado por el espectro FAB-MS
(Fig. 17A), sugirié una férmula molecular de C,,H,,0,,, mientras que los picos
presentes en m/z= 901, 757 y 611, evidenciaron claramente la pérdida de un grupo
glucosa (Glc) y dos grupos rhamnosa (Rha). El espectro de RMN-'H (Fig. 17B; Tabla
17B), present6 las mismas sefiales que el compuesto (16), con la excepcion del
singlete intenso en 5= 3.21 ppm (-OCH,), el cual no se observé en este caso. El
espectro de RMN-"C (Fig. 17C; Tabla 17C), corroboré estas aseveraciones al
observarse un total de cincuenta y un (51) carbonos, uno menos que para el
compuesto (16). Por otro lado, se observé nuevamente el carbono cuaternario en
d.= 90.4 ppm, caracteristico del carbono hidroxilado en la posiciéon C-17. El analisis
posterior de los espectros COSY, TOCSY (Fig. 17D), HMQC (Fig. 17E) y HMBC
(Fig. 17F) confirmaron las predicciones propuestas.

Figura 17A. Espectro FAB-MS del -chacotriosil (22, 25R)-33, 17a, 22,
26-tetarhidroxi-5-furosten-26-0O-B-glucopiranésido (17)
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Figura 17B. Espectro de RMN-'H (C,D,N, 600 MHz) del p-chacotriosil

(22, 25R)-3pB, 17a, 22, 26-tetarhidroxi-5-furosten-
26-0-p-glucopiranésido (17)
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Tabla 17B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(C,D;N, 600 MHz) de la Genina del p-chacotriosil (22, 25R)-38, 17a,
22, 26-tetarhidroxi-5-furosten-26-0O-p-glucopiranésido (17)

H H-3 H-6 H-8 H-9 H-14 H-16
O (ppm) 3.78 5.26 1.39 0.83 1.92 4.69
m m m m m m m
J (Hz) - . . - . .
H H-18 H-19 H-20 H-21 H-25 H-27
O (ppm) 0.85 0.90 2.45 1.24 1.85 0.91
m s s m d m d
] (Hz) - - - 6.7 - 6.7
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Tabla 17B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(C;D;N, 600 MHz) de los Azucares del $-chacotriosil (22, 25R)-3,
17a, 22, 26-tetarhidroxi-5-furosten-26-O-B-glucopiranésido (17)
3-O-p-b-Glucosa
H H-1 H-2’ H-3’ H-4 H-5’ H-6’
O (ppm) 4.81 4.04 4.04 4.16 3.54 4.21/4.43
m d m m m m m
J (Hz) - - - - - -
2’-0O-p-D-Rhamnosa
H H-1” H-2” H-3” H-4” H-5” H-6”
O (ppm) 6.13 4.69 4.49 4.26 4.78 1.63
m d m m m m d
] (Hz) - - - - - 5.6
4’-O-p-bD-Rhamnosa
H H-1"” H-2"" H-3"” H-4"" H-5" H-6""
O (ppm) 5.63 4.57 4.44 4.22 4.68 1.50
m d m m m m d
] (Hz) - - - - - 5.5
26-0-B-D-Glucosa
H H-1"” H-2"” H-3"” H-4"" H-5"" H-6""
O (ppm) 4.70 3.92 4.16 4.04 3.85 3.97/4.11
m d m m m m m
J (Hz) - - - - - -

Los desplazamientos de RMN-"’C de los carbonos C-16 y C-21, nuevamente
fueron concordantes con los valores reportados para moléculas con el grupo -OH en
disposicién alfa (a). Por otro lado, la disposicién del grupo -OH en C-22 permanecié

incierta debido a que no se observan interacciones NOE para el mismo, mientras
que la configuracion (25R) se mantuvo [H-26: §,- §,= 0.29 (<0.48)] (Agrawal, 2003;
2004). Asi pues, se concluye el compuesto (17) como: pB-chacotriosil (22, 25R)-38,

17a, 22,

26-tetrahidroxi-5-furosten-26-O-B-glucopiranésido. Esta saponina fue

obtenida de la especie Solanum nodiflorum (Solanaceae) (Ando et al.,, 1999) y los
reportes indican que posee mediana actividad anti-herpes tipo-1 (EC,,= 7.80 ug/mL)

(Ikeda et al., 2000). Es la primera vez que el compuesto (17) es aislado dentro del
género Cestrum.
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Figura 17C. Espectro de RMN-"C (C,D;N, 150 MHz) del
p-chacotriosil (22, 25R)-3p, 17a, 22, 26-tetarhidréxi-5-furosten-

26-0O-B-glucopiranésido (17)

Tabla 17C. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"*C (C,D.N,
150 MHz) de la Genina del $-chacotriosil (22, 25R)-3p, 17a, 22,
26-tetarhidroxi-5-furosten-26-0O-B-glucopiranésido (17)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7

0 (ppm) 36.3 29.8 77.3 38.5 140.4 121.5 32.1
tipo -CH,- -CH,- | >CH-O-| -CH,- >C= =CH- | -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14

0 (ppm) 31.8 49.8 36.7 20.6 31.9 44.9 52.6
tipo >(CH- >(CH- >(C< -CH,- -CH,- >(C< >(CH-

C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21

0 (ppm) 31.5 89.7 90.4 16.9 19.1 43.0 10.1
tipo -CH,- | >CH-O-| >C-O- | -CH, -CH, >CH- -CH,
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 TMS

d (ppm) | 111.2 37.1 27.6 33.8 75.2 17.0 Ref.
tipo 0-C-0O | -CH,- -CH,- >CH- | -CH,-O- | -CH, | interna
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Tabla 17C. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"*C (C,D.N,
150 MHz) de los Azucares del p-chacotriosil (22, 25R)-38, 17a, 22,
26-tetarhidroxi-5-furosten-26-0O-B-glucopiranésido (17)

3-O-p-b-Glucosa
C C-1 C-2’ C-3 C-4 C-5’ C-6’
O (ppm) 99.8 77.9 77.1 78.4 76.1 62.2
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,-O-
2’-0O-p-D-Rhamnosa
C C-1” Cc-2” C-3” C-4” C-5” C-6”
O (ppm) 101.7 71.7 72.1 73.3 69.1 18.1
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,
4’-O-p-bD-Rhamnosa
C C-1” C-2” C-3” C-4 C-5” C-6”
O (ppm) 102.3 71.8 71.9 73.2 70.0 18.0
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,
26-0-B-D-Glucosa
C c-1” c-27” C-37” c-47” C-57"” C-6”
O (ppm) 104.2 74.5 77.7 71.1 77.6 60.8
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,-O-
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Figura 17D. Espectro TOCSY (C,D;N) del p-chacotriosil (22, 25R)
-3B, 17a, 22, 26-tetarhidroxi-5-furosten-26-0-f-glucopiranésido (17)
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Figura 17E. Espectro HMQC (C;D,N) del f-chacotriosil (22, 25R)
-3B, 17a, 22, 26-tetarhidroxi-5-furosten-26-0-f-glucopiranésido (17)
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Figura 17F. Espectro HMBC (C,D;N) del p-chacotriosil (22, 25R)
22, 26-tetarhidroxi-5-furosten-26-0-f-glucopiranésido (17)
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B-chacotriosil (22, 25R)-3p, 17a, 22, 26-tetarhidroxi-5-furosten-
26-0O-p-glucopiranésido (17)

‘ d¢n=17.0/0.91(d, 6.7Hz) '
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PROTODIOSCINA (18) Y METIL-PROTO-PB (19)

La mezcla de los glicésidos (18)+(19) fue obtenida de la fraccion “I” del
proceso cromatografico general. Se presenté como un sélido amorfo de color blanco,

el cual aparecia en placa fina de TLC como una mancha semipura de color verde
[R;= 0.13, sist. solv. CHCl,/MeOH/H,0O (70:30:5); P.f.= +300 °C].

Los picos observados en el espectro de FAB-MS (Fig. 18A) en m/z= 1.047, 901,
739 y 593, se corresponden con un compuesto cuya férmula molecular es de
Cs,H;,0,, v el cual, ha sufrido la pérdida consecutiva deunidades de rhamnosa (Rha),
glucosa (Glc) y rhamnosa (Rha). Al observar el espectro de RMN'H (Fig. 18B;
Tabla 18B) se corroboraron los mencionados monosacéaridos mas una cuarta unidad
de hexosa, la cual fue posteriormente inferida como una unidad deglucosa (Glc) dada
la presencia en el RMN-"C (Fig. 18C; Tabla 18C) de un carbono oximetilénico
desplazado a .= 60.8 ppm (H-6").

Figura 18A. Espectro FAB-MS de la Protodioscina (18) y el
Metil-proto-Pb (19)
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Figura 18B. Espectro de RMN-'H (C,D,N, 600 MHz) de la
Protodioscina (18) y el Metil-proto-Pb (19)
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Tabla 18B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(C,D;N, 600 MHz) de la Genina de la Protodioscina (18)

H H-3 H-6 H-8 H-9 H-16 H-17
O (ppm) 3.82 5.30 1.44 0.84 4.89 1.91
m m m m m m m
J (Hz) - - - - - -
H H-18 H-19 H-20 H-21 H-25 H-27

O (ppm) 0.80 0.95 2.17 1.26 1.90 0.91

m s s m d m d

] (Hz) - - - 6.7 - 6.7
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3-O-p-b-Glucosa

Tabla 18B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(C;D;N, 600 MHz) de los Azucares de la Protodioscina (18)

Al realizar el anélisis comparativo de los espectros de RMN'H y -"°C de las
sefnales mayoritarias de la mezcla(18)+(19) con las del compuesto (17) se pudieron

verificar similitudes la el aglicona, con la excepcion de que para la mezcla, el grupo
-OH en C-17 (d;= 63.1 ppm) estaba ausente. De igual forma ocurrié con las unidades

de hexosa, donde se pudo comprobar la presencia de un grupo 30-f-chacotridsido y
un grupo 26-0O-p-glucopiranésido. Todo lo anterior esto estuvo apoyado por los

espectros TOCSY (Fig. 18D), HMQC (Fig. 18E) y HMBC (Fig. 18F).

Las observaciones a nivel de estereoquimica resultaron ser las mismas que
para el compuesto (17). De esta forma se pudo elucidar al compuesto (18) como el:
B-chacotriésido (22, 25R) 3f, 22&, 26-trihidréxi-5-espirosten-26-O-f-glucopirandsido,
cominmente conocido como “protodioscina”. La protodioscina fue reportada por

H H-1’ H-2’ H-3’ H-4’ H-5’ H-6
O (ppm) 4.81 4.11 4.12 4.18 3.85 3.97/4.15
m d m m m m m
J (Hz) . . - - . .
2’-0O-p-D-Rhamnosa
H H-1” H-2” H-3” H-4” H-5” H-6”
O (ppm) 6.13 4.74 4.47 4.28 4.81 1.67
m d m m m m d
] (Hz) - - - - - 5.4
4’-O-p-bD-Rhamnosa
H H-1"" H-2"" H-3"” H-4"" H-5" H-6""
O (ppm) 5.63 4.57 4.40 4.21 4.69 1.49
m d m m m m d
] (Hz) - - - - - 5.6
26-0-B-D-Glucosa
H H-1"” H-2” H-3"” H-4"” H-5"” H-6"”
O (ppm) 4.69 3.54 4.18 4.07 3.86 4.21/4.40
m d m m m m m
J (Hz) - - : - . .

primera vez de Dioscorea gracillima (Disocoreaceae) (Kawasaki et al., 1974).
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Figura 18C. Espectro de RMN-"C (C,D,N, 150 MHz) de la
Protodioscina (18) y el Metil-proto-Pb (19)

Tabla 18C. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"*C
(C,D;N, 150 MHz) de la Genina de la Protodioscina (18)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
0 (ppm) 39.4 29.8 77.1 38.5 140.5 121.5 32.0
tipo -CH,- -CH,- | >CH-O-| -CH,- >C= =CH- | -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14

0 (ppm) 31.3 50.0 36.8 20.7 39.5 40.5 56.2
tipo >CH- | >CH- >C< -CH,- -CH,- >C< >CH-

C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21

0 (ppm) 36.5 81.1 63.1 15.9 19.1 40.1 16.0
tipo -CH,- | >CH-O-| >C-O- | -CH, -CH, >CH- -CH,
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 TMS

d (ppm) | 110.7 37.1 27.9 33.7 74.9 16.8 Ref.
tipo 0O-C-O | -CH,- -CH,- >CH- | -CH,-O- | -CH, | interna
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Tabla 18C. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"*C
(C;D;N, 150 MHz) de los Azucares de la Protodioscina (18)

3-O-p-b-Glucosa
C C-1 C-2’ C-3 C-¢4 C-5’ C-6’
O (ppm) 99.8 77.7 77.9 77.7 76.4 60.8
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-O- | >CH-O- -CH,-O-
2’-0O-p-D-Rhamnosa
C C-1” C-2” C-3” C-4” C-5” C-6”
O (ppm) 102.3 71.8 72.1 73.3 69.2 18.0
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-O- | >CH-O- -CH,
4’-O-p-b-Rhamnosa
C C-1” C-2"” C-3"” C-4” C-5" C-6""
O (ppm) 102.7 71.8 72.1 73.1 70.0 18.0
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-O- | >CH-O- -CH,
26-0-B-D-Glucosa
C C-1"” C-27 C-37” C-4"” C-5""” C-6"”
O (ppm) 104.2 76.3 77.1 71.1 74.6 62.2
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-O- | >CH-O- -CH,-O-

En la revision detallada de los espectros de RMN-'H y "*C, se logra distinguir
una serie de pequenas senales en su mayoria superpuestas o muy proximas a las del
compuesto mayoritario, la mas resaltante de ellas, un singlete en 5= 3.23 ppm, que
al ser ubicada en el HMQC con su correspondiente carbono a d.= 47.1 ppm se
corroboré como un grupo metoxilo. Este grupo, presenté una correlacion HMBC con
un carbono desplazado a d.= 112.6 ppm, lo que indicé la existencia de un
compuesto minoritario (19) cuya aglicona se encontraba metoxilada en C-22.

El analisis en profundidad de los espectros de RMN uni- y bidimensional
confirmaron lo predicho, al encontrarse a lo largo del espectro de banda ancha (BB)
y DEPT-135, pequenos picos atribuidos al compuesto minoritario (19). Més atn, se
observo la presencia en este compuesto de una unidad adicional de rhamnosa
(Rha), dada por la presencia de seis pequenas senales en el RMN-"’C (§.= 103.8,
71.8, 71.9, 70.8, 70.0 y 18.1). El espectro FAB-MS aport6é datos concluyentes, al
observarse un pico en m/z= 1.207, correspondiente a un compuesto de féormula
molecular de C;,HgsO,.
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el Metil-proto-Pb (19)

Figura 18D. Espectro TOCSY (C,D,N) de la Protodioscina (18) y
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Figura 18E. Espectro HMQC (C;D,N) de la Protodioscina (18) y
el Metil-proto-Pb (19)
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Figura 18F. Espectro HMBC (C,D;N) de la Protodioscina (18) y

el Metil-proto-Pb (19)
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Se pudo visualizar ademas, la pérdida consecutiva de un grupo glucosa (Glc)
y thamnosa (Rha), dada la presencia de picos minoritarios en m/z= 1.045 y 901. La
conexion interglicosidica de esta quinta unidad de hexosa, se asumio en el carbono
C-4"” de la unidad de rhamnosa del 3-O-p-chacotriosil, en vista de los valores de
desplazamiento observados en el RMN-"°C para esta unidad.

En consecuencia, se pudo identificar al compuesto minoritario como (19), es
decir: B-chacotriosil (22, 25R)-3p, 26-dihidréxi-22-metéxi-5-furosten-26-0O-f-gluco-
piranodsido. Este compuesto se conoce ademas como “Metil-proto-Pb” y fue obtenido
de por primera vez de Paris polyphylla (Melanthiaceae) (Miyamura et al., 1982). Los
compuestos (18) y (19), se reportan en este estudio por primera vez para el género
Cestrum.

Tabla 18B-1. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(C,D,N, 600 MHz) de la Genina del Metil-proto-Pb (19)

H H-3 H-6 H-9 H-14 H-16 H-18
O (ppm) 3.82 5.30 0.84 1.02 4.40 0.74
m m m m m m s
] (i7) : : : : : :
H H-19 H-20 H-21 H-25 H-27 -OCH,
O (ppm) 0.95 2.18 1.26 1.90 0.92 3.23
m s m d m d s
] (Hz) - - 6.7 - 6.7 -

Tabla 18B-1. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(C;D,N, 600 MHz) de los Azucares del Metil-proto-Pb (19)

3-O-p-D-Glucosa
H H-1’ H-2’ H-3’ H-4’ H-5’ H-6’
O (ppm) 4.81 4.11 4.18 4.12 3.85 3.97/4.15
m d m m m m m
] (Hz) . . - - . .
2’-0O-p-D-Rhamnosa
H H-1” H-2” H-3” H-4” H-5” H-6"
O (ppm) 6.16 4.74 4.47 4.28 4.81 1.66
m d m m m m d
] (Hz) - - - - - 5.5
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N

4’-O-p-bD-Rhamnosa
H H-1"” H-2"" H-3"” H-4"" H-5" H-6""
O (ppm) 5.63 4.37 4.51 4.31 4.69 1.47
m d m m m m d
] (Hz) - - - - - 5.5
4’’-0O-B-pD-Rhamnosa
H H-17” H-2"” H-37” H-4"" H-5"" H-6""
O (ppm) 6.07 4.78 4.45 4.73 4.19 1.51
m d m m m m d
] (Hz) - - - - - 5.7
26-0O-p-D-Glucosa
H H-1”” | H2” | H3 | H4 | H5” | He”
O (ppm) 4.74 3.54 4.18 4.07 3.86 4.21/4.40
m d m m m m m
] (H7) : : : : : :
Tabla 18C-1. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"°C
(C;D;N, 150 MHz) de la Genina del Metil-proto-Pb (19)
C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
0 (ppm) 39.4 29.8 77.1 38.5 140.5 121.5 31.9
tipo -CH,- -CH,- >CH-O-| -CH,- >C= =CH- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
0 (ppm) 31.3 50.0 36.8 20.7 39.5 40.5 56.2
tipo >(CH- >(CH- >(C< -CH,- -CH,- >(C< >(CH-
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
0 (ppm) 36.5 80.2 63.7 15.9 19.1 40.1 16.0
tipo -CH,- >CH-O- | >C-O- -CH, -CH, >(CH- -CH,
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
0 (ppm) 112.6 37.1 27.9 33.7 74.9 17.0 47.1
tipo | O-C-O | -CH,- | -CH,- | >CH- | -CH,O-| -CH, | -OCH,
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Tabla 18C-1. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"°C
(C;D;N, 150 MHz) de los Azucares del Metil-proto-Pb (19)
3-O-p-D-Glucosa
C C-1 C-2’ C-3’ C-4 C-5’ C-6’
O (ppm) 99.8 77.7 77.9 77.7 76.4 60.8
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,-O-
2’-0-p-D-Rhamnosa
C C-1” Cc-2” C-3” C-4” C-5” C-6”
O (ppm) 102.3 71.8 72.1 73.3 69.2 18.2
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,
4’-O-p-bD-Rhamnosa
C C-1” C-277 C-3” C-4" C-5"" C-6""
O (ppm) 102.7 71.8 72.1 78.4 68.1 17.9
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,
4’’-0O-B-D-Rhamnosa
C C-1"” c-27” C-37” C-4"” C-57” C-6"”
O (ppm) 103.8 71.8 71.9 70.8 70.0 18.1
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,
26-0O-p-D-Glucosa
C c-1” c-27” C-37” c-47” C-57"” C-6""”
O (ppm) 104.2 76.3 77.1 71.1 74.6 62.2
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,-O-

Laboratorio de Productos Naturales-ULA

Laboratoire de Pharmacognosie UMIB-UB



214

Protodioscina (18)

dcm= 16.8/0.91(d, 6.7Hz)

F.M. =C51H84022
P.M.= 1.048 g/mol

6C/H= 1 027/563(d)

6y ( dom= 121.5/5.30(m '

dom=77.1/3.82(m

dom= 99.8/4.81(d)

5 OH

- 0g

dem= 104.2/4.79(d)

OH OH




215

Metil-proto-Pb (19)

Som= 47.1/3.23(s)

dcm= 17.0/0.92(d, 6.7Hz)
27 /
CH,

26

F.M. = C58H96026 dcm= 16.0/1.12(d, 6.7Hz)

P.M.= 1.208 g/mol

dop= 15.9/0.74(s)

6C/H= 1 91/095(5)

Som= 102.7/5.63(d)

K( dc = 99.8/4.81(d) .

»  0p—2 OH

dcm= 104.2/4.69(d)

OH OH

OH OH

6C/H= 1 038/607(d)
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3-0-(2,4,4-TRI-a-L-RHAMNOPIRANOSIL-f-D-GLUCOPIRANOSIL) ~ (25R)-38, 22, 26-TRI-
HIDROXI-5-FUROSTEN-26-0-3-D-GLUCOPIRANOSIDO (20)

El bidesmosido (20) se pudo obtener de la combinacién de fracciones “I” e
“I"”, subfracciéon “F” de la cromatografia general. Se presenté como un sélido

amorfo color blanco y se revel6 en placa de TLC como una mancha pura de color
marrén [Ry= 0.11, sist. solv. CHCL/MeOH/H,O (70:30:5); P.f.= +300 °C].

El espectro de FAB-MS (Fig. 20A), revel6 un pico muy intenso asignado al
ion molecular en m/z= 1.193, el cual es correspondiente a una férmula molecular
de C,,H,,0O,, se observaron ademas picos en m/z= 1.047, 901, 755 y 593, que
légicamente se atribuyeron a la pérdida consecutiva de tres unidades de rhamnosa
(Rha) y una de glucosa (Glc). Al comparar los espectros de RMN-'"H (Fig. 20B;
Tabla 20B) y RMN-"C (Fig. 20C; Tabla 20C) del compuesto (20) con el del
compuesto (18), se observaron las mismas senales para el esqueleto esteroidal,
mientras que la comparacion con el compuesto (17), evidencié diferencias
tinicamente en la ausencia del carbono cuaternario hidroxilado C-17 (8.= 90.4
ppm). A campo bajo, se observaron una serie de senales correspondientes a una
quinta unidad de hexosa, corroborada por el HMQC (Fig. 20E), y elucidada como
otra molécula de glucosa gracias a la presencia de un carbono oximetilénico en
dc=62.1 ppm (C-6").

Figura 20A. Espectro FAB-MS del
3-0-(2,4,4-tri-a-L.-thamnopiranosil-p-p-glucopiranosil)
(25R)-3p, 22, 26-tri-hidréxi-5-furosten-26-0-f-p-glucopiranésido (20)
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Figura 20B. Espectro de RMN-"H (C,D,N, 600 MHz) del
3-0-(2,4,4-tri-a-L.-thamnopiranosil-p-p-glucopiranosil)
(25R)-3p, 22, 26-tri-hidréxi-5-furosten-26-0-f-p-glucopiranésido (20)
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Tabla 20B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(C,D;N, 600 MHz) de la Genina del
3-0-(2,4,4-tri-a-L.-thamnopiranosil-p-p-glucopiranosil)
(25R)-3p, 22, 26-tri-hidréxi-5-furosten-26-0-f-p-glucopiranésido (20)

H H-3 H-6 H-8 H-9 H-16 H-17
O (ppm) 3.85 5.29 1.43 0.83 4.82 1.90
m m m m m m m
J (Hz) - . . - . .
H H-18 H-19 H-20 H-21 H-25 H-27
d (ppm) 0.18 0.95 2.18 1.24 1.85 0.90
m s s m d m d
] (Hz) - - - 6.7 - 6.7
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Tabla 20B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(C,D;N, 600 MHz) de los Azucares del
3-0-(2,4,4-tri-a-.-thamnopiranosil-B-p-glucopiranosil)
(25R)-3p, 22, 26-tri-hidréxi-5-furosten-26-0-f-p-glucopiranésido (20)

3-O-p-D-Glucosa
H H-1 H-2’ H-3’ H-4 H-5’ H-6’
d (ppm) 4.86 4.07 4.18 3.88 4.08 3.97/4.13
m d m m m m m
J (Hz) - - - - - -
2’-0O-p-D-Rhamnosa
H H-1” H-2” H-3” H-4” H-5” H-6”
d (ppm) 6.16 4.73 4.53 4.28 4.80 1.68
m d m m m m d
] (Hz) 1.2 - - - - 5.1
4’-O-p-bD-Rhamnosa
H H-1"” H-2"" H-3” H-4"" H-5" H-6""
d (ppm) 5.61 4.47 4.40 4.28 4.67 1.47
m d m m m m d
] (Hz) 1.1 - - - - 5.6
4’’-0O-B-D-Rhamnosa
H H-1"” H-2"" H-37” H-4"" H-5"" H-6""
d (ppm) 6.06 4.77 4.37 4.20 4.21 1.48
m d m m m m d
] (Hz) 1.1 - - - - 5.6
26-0-p-D-Glucosa
H H-1” H-27” H-37” H-4” H-5” H-6”
d (ppm) 4.70 2.56 4.16 4.04 3.92 4.20/4.42
m d m m m m m
J (Hz) - - - - - -

Por otro lado, al compararse los iones moleculares de los compuestos (19)
(m/z= 1.207) y el (20) (m/z= 1.193) se hizo evidente que la diferencia de 14 u.m.a
correspondia a un grupo -CH,. Por ende, se pudo concluir que el compuesto (20)
correspondia un derivado desmetoxilado de esqueleto esteroidal presente en (19).
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(25R)-3p, 22, 26-tri-hidréxi-5-furosten-26-0-f-p-glucopiranésido (20)

Figura 20C. Espectro de RMN-"C (C,D;N, 150 MHz) del
3-0-(2,4,4-tri-a-.-thamnopiranosil-B-p-glucopiranosil)
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(25R)-3p, 22, 26-tri-hidréxi-5-furosten-26-0-f-p-glucopiranésido (20)

Tabla 20C. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"C
(C,D;N, 150 MHz) de la Genina del
3-0-(2,4,4-tri-a-.-thamnopiranosil-B-p-glucopiranosil)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7

0 (ppm) 36.4 29.8 77.9 38.5 140.5 121.6 31.8
tipo -CH,- -CH,- | >CH-O-| -CH,- >C= =CH- | -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14

0 (ppm) 31.3 49.9 36.7 20.7 39.5 40.4 56.1
tipo >(CH- >(CH- >(C< -CH,- -CH,- >(C< >(CH-

C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21

0 (ppm) 31.9 80.8 63.1 15.9 19.1 40.2 16.1
tipo -CH,- | >CH-O-| >C-O- | -CH, -CH, >CH- -CH,
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 TMS

d (ppm) | 110.5 37.1 27.9 33.8 74.9 17.1 Ref.
tipo 0-C-0 | -CH,- -CH,- >CH- | -CH,-O- | -CH, | interna
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Tabla 20C. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"*C
(C,D;N, 150 MHz) de los Azucares del
3-0-(2,4,4-tri-a-.-thamnopiranosil-B-p-glucopiranosil)
(25R)-3p, 22, 26-tri-hidréxi-5-furosten-26-0-f-p-glucopiranésido (20)

3-O-p-D-Glucosa
C C-1 C-2’ C-3’ C-4’ C-5’ C-6’
O (ppm) 99.8 80.0 77.6 77.7 76.9 60.8
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-
2’-0-p-D-Rhamnosa
C C-17 C-27 C-3” C-4” C-5” C-6”
O (ppm) 101.8 71.8 72.2 73.3 69.2 18.2
tipo -0O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- -CH,
4’-O-p-bD-Rhamnosa
C C-17” C-27 C-37” C-4"” C-5"” C-6"
O (ppm) 101.9 72.2 72.5 79.5 68.1 18.4
tipo -0O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- -CH,
4’’-0O-B-D-Rhamnosa
C c-1"” c-27” C-37” C-4"” C-5"” C-6"”
O (ppm) 102.6 71.9 72.1 73.2 69.9 17.9
tipo -0O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- -CH,
26-0-p-D-Glucosa
C C-1” C-277 C-37” C-47” C-5"” C-6"”
O (ppm) 104.2 76.3 77.7 71.1 74.5 62.2
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-

La confirmacion de la estructura y las consideraciones estereoquimicas se
llevaron a acabo una vez més gracias los experimentos HMBC (Fig. 20F) y NOESY
respectivamente. La configuracién (25R) se determiné mediante los valores de
desplazamiento de C-23, C-24, C-25 y C-26 y la diferencia de desplazamiento entre
los protones de C-26 (Ag, ;= 0.29) (Agrawal et al., 2003; 2004). Finalmente se pudo
determinar al bidesmoésido esteroidal como el 3-0-(2,4,4-tri-a-L-thamnopiranosil-f3-
D-glucopiranosil) (25R)-3p, 22, 26-trihidroxi-5-furosten-26-O-B-D-glucopiranésido
(20), el cual fue aislado por primera vez de la especie asiatica Ypsilandra thibetica
(Melanthiaceae) (Kawabe et al., 1996). Al igual que las saponinas (14-19), el
compuesto (20) se reporta por primera vez para el género Cestrum.
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Figura 20D. Espectro TOCSY (C,D;N) del
3-0-(2,4,4-tri-a-L.-thamnopiranosil-p-p-glucopiranosil)
(25R)-3p, 22, 26-tri-hidréxi-5-furosten-26-0-f-p-glucopiranésido (20)
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Figura 20E. Espectro HMQC (C,D;N) del
3-0-(2,4,4-tri-a-L.-thamnopiranosil-p-p-glucopiranosil)

(25R)-3p, 22, 26-tri-hidréxi-5-furosten-26-0-f-p-glucopiranésido (20)
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Figura 20F. Espectro HMBC (C;D;N)
del 3-O-(2,4,4-tri-o-L.-thamnopiranosil-B-p-glucopiranosil)
(25R)-3p, 22, 26-tri-hidréxi-5-furosten-26-0-f-p-glucopiranésido (20)
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3-0-(2,4,4-tri-a-L-thamnopiranosil-p-D-glucopiranosil) (25R)-3p, 22, 26-tri-hidréxi-5-
furosten-26-0-f-D-glucopiranésido (20)

(dcm= 17.1/0.90(d, 6.7Hz)'

dcm= 16.1/1.24(d, 6.6Hz) o1 o7 )
HsC CHj
F.M.= C571_194026 dcu= 15.9/0.81(s)

P.M.= 1.194 g/mol

26

6C/H= 1 91/095(3)

6C/H= 101.9/5.61 (d)

BC/H= 779/385(m)

o= 99.8/4.86(d)

o= 104.2/4.70(d)

OH OH

6C/H= 1 026/606(d)
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Estudio Fitoquimico de
Ganophyllum giganteum
(A. Chev) Hauman
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Esquema del Aislamiento y Purificacion de Saponinas Triterpénicas

de la Corteza de Ganophyllum giganteum (A. Chev) Hauman

Corteza Seca
GGER

(10 g)
Reflujo (24h)

Extracto MeOH
(2.0g)

VLC (Fase Normal)

I MPLC (EN.)

A.13.2.1a
(3.6mg)

A.13.2.1b
(10mg)

(23)

A A B
H,O H,0/MeOH MeOH
(100%) (50%) (100%)
231 mg 14g 200 mg
MPLC Fase Normal
(1.0g)
1 2 3... 11 12 13 14 15 16
(1.1mg) | | (1.2mg) (1.2mg) (150mg) (66mg) (80mg) (21mg) (11mg) (5mg)
MPLC (ER.)
MPLC (EN.)
Al11.1 A11.2 A.11.3 I
(11mg) (2.5mg) (5.4mg) A13.1 || A13.2
(21) (22) (33mg) (21mg)
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Acmo  28-0-{ [-D-4-O-ACETILFUCOPIRANOSIL  [(1—2)-0-L-RHAMNOPIRANOSIL]
(1—>3)-p-D-XILOPIRANOSIL }-3-O-f-D-GLUCORONOPIRANOSIL-ZANHICO (2 1)

El glic6sido (21), fue obtenido de la fraccion “A”, subfraccién 11, de la
cromatografia general. Se presento fisicamente como un sélido amorfo de color

blanco, el cual revel6 como una mancha pura de color verde en placa de TLC
[R;= 0.45, sist. solv. CHCl,/MeOH/H,0O (65:35:10); P.f.= +300 °C].

El espectro HR-ESI-MS (Fig. 21A) de dicho compuesto, presenté un ion
molecular en m/z= 1.160, para el cual corresponde una férmula molecular de
CssHyg,O,6. Los espectros de RMN-'H (Fig. 21B; Tabla 21B) y RMN-"C (Fig. 21C; Tabla
21C) mostraron senales representativas de un triterpeno glicosidado, observandose la
clasica diferenciacion entre la zona de la genina ©Oy= 0.5 — 2.5 ppm) y los
correspondientes carbohidratos (4= 3.0 — 6.5 ppm). A campo alto pudieron
apreciarse nueve (9) metilos, de los cuales seis eran singuletes propios de esqueletos
tipo oleanano, dos dobletes representativos de metilos de unidades de rhamnosa
(Rha) o fucosa (Fuc) y un metilo perteneciente a un grupo acetato ©;= 2.06 ppm). A
campo bajo, se pudieron reconocer cuatro dobletes anoméricos, lo que significo la
presencia de cuatro unidades de hexosa.

Figura 21A. Espectro FAB-MS del Acido
28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-a-L-Thamnopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil }-3-O-p-D-glucoronopiranosil-zanhico (21)
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Figura 21B. Espectro de RMN-'H (DMSO-d,, 600 MHz) del Acido
28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-a-L-Thamnopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil }-3-O-p-D-glucoronopiranosil-zanhico (21)

DMSO -OAc H-6"
H-30
H-29
H-24
H-25

H-1""
H-16

H-18 H-19 L

=

Tabla 21B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(DMSO-d,, 600 MHz) de la Genina del Acido
28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-a-L-tThamnopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil }-3-O-p-D-glucoronopiranosil-zhanico (21)

H H-3 H-2 H-5 H-12 H-16 H-18
O (ppm) 4.01 4.10 1.39 5.26 4.31 2.82
m m m m t m d
J (Hz) - - - 3.3 - 12.6
H H-24 H-25 H-26 H-27 H-29 H-30
d (ppm) 1.16 1.19 0.65 1.30 0.83 0.91
m s s s s s s
J (Hz) - . . - . .
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Tabla 21B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H

(DMSO-d,, 600 MHz) de los Azucares del Acido

28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-a-L-Thamnopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil }-3-O-p-D-glucoronopiranosil-zhanico (21)

3-O-p-b-Ac. Glucorénico

H H-1’ H-2’ H-3’ H-4’ H-5’ H-6’
S (ppm) 4.28 2.96 3.12 3.04 3.18 -
m d m m m m -
J (Hz) 7.7 - - - - -
28-0-B-D-4-Acetil-fucosa
H H-1” H-2” H-3” H-4” H-5” H-6” -OAc
0 (ppm) 5.36 3.68 3.99 5.06 3.84 0.92 2.06
m d t m d c d s
] (Hz) 8.1 8.9 - 3.3 7.1 6.5 -
2”-O-p-D-Rhamnosa
H H-1"” H-2"" H-3" H-4" H-5"" H-6""
O (ppm) 5.11 3.78 3.40 3.19 3.52 1.12
m d m dd m o d
] (Hz) 1.0 - 8.9/1.6 - 6.5 6.1
3”-O-p-D-Xylosa
H H-1"” H-2"” H-3"” H-4"” H-5a"" H-5b””
O (ppm) 4.31 2.98 3.12 3.26 3.02 3.64
m d m m m dd dd
] (Hz) 7.3 - - - 5.3/11.4 | 5.1/11.1

Los metilos asignados a la genina [8;y= 14.5/1.16 (C-24), 16.6/1.19 (C-25),
16.7/0.65 (C-26), 26.3/1.30 (C-27), 32.7/0.83 (C-29), 24.2/0.91 (C-30)], presentaron
correlaciones con sus respectivos carbonos e hidrégenos aledafnos, en este sentido
se pudieron observar las siguientes interacciones HMBC (Fig. 21F): C-23<>H-24<>C-3,
H-24<>(C-4, C-1<=H-25<>(C-10, H-25<>C-9<>H-26<>(C-14, C-7<>H-26<>(C-8<>H-27<>(C-13,
C-14<>H-27<(C-15, C-19<>H-29<>(C-21<=H-30<>(C-19, H-29<>(C-20<>H-30, H-12<>(C-14
y C-28<>H-22. Las mismas, confirmaron el caracter triterpénico de la genina, con lo

cual se pudo ademas conocer que las posiciones C-23 y C-28 se encontraban
oxidadas, dados los desplazamientos de ambos carbonos a .= 181.8 y 174.9 ppm,

respectivamente (Fig. D).
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El espectro COSY (Fig. 21D), revel6 una correlacién entre H-3 (8;;= 4.01 ppm)
y un metino desplazado a d;= 4.10 ppm asignado como H-2, por lo que se concluyé
que este carbono se encontraba oxigenada. El carbono C-16, no pudo identificarse
dentro del rango normal en el que usualmente se presentaria en triterpenos ademas,
tampoco presenté las correlaciones usuales C-16<>H-15 H-15<>C-14<>H-16 con
ninguno de sus dtomos vecinos por lo que se concluyé que la posicién C-16 también
se encontraba oxigenada.

Al realizar la busqueda bibliografica del género Ganophyllu, nos dimos
cuenta de que el tnico estudio fitoquimico realizado con anterioridad a la especie
G. giganteum (Dimbi et al., 1984), reportaba el aislamiento de un triterpeno oxidado
en las posiciones: C-2 (-OH), C-16 (-OH), C-23 (COOH) y C-28 (COOH). Al
compararse los valores de 9y reportados para este compuesto (Dimbi fe al., 1984;
Freiler et al, 1996; Cuéllar et al., 1997; Lavaud et al., 1998) con los obtenidos de
manera experimental se pudo comprobar de forma inequivoca, que se trataba del
acido 16a-hidroxi-medicagénico, conocido también como “dcido zanhico” (Fig. D).

HO /’ . F.M.= C30Hy607
‘. ”COOH P.M.= 518 g/mol

Figura D: Correlaciones HMBC y COSY de la aglicona del compuesto (21)
(acido zanhico)

Una vez elucidada la genina, se procedi6 al analisis del namero y tipo de
glicésidos que la conformaban. El espectro de RMN-"H, corroboré la presencia de
cuatro senales anoméricas [d;,y= 101.5/4.28 (J= 7.7, C-1’); 93.1/5.36 (J= 8.1, C-17);
100.5/5.11 (J= 1.0, C-1"") y 104.1/4.31 (J= 7.3, C-1"")]. Los experimentos TOCSY
(Fig. 21D) y HMBC, permitieron ubicar sin ambigiiedad a los protones asociados a
cada hidrégeno anomérico y gracias a sus constantes de acoplamiento (f;,) se
determiné la configuracién para cada monosacéarido. En este sentido se pudieron
identificar dichas unidades como: P-D-Acido glucorénico, P-D-4-O-Acetil-fuco-
piranosa, a-L-Rhamnosa y B-D-Xilosa. Corroborado por comparacién con los valores
de desplazamiento en RMN-"C reportados en la literatura (Agrawal, 1992).
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Figura 21C. Espectro de RMN-"*C (DMSO-d,, 150 MHz) del Acido
28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-a-L-Thamnopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil }-3-O-p-D-glucoronopiranosil-zanhico (21)

llllllllllllllllllll

100 80 60 )
-8
C-18
DMSO

Tabla 21C. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"*C
(DMSO-d,, 150 MHz) de la Genina del Acido
28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-a-L-Thamnopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil }-3-O-p-D-glucoronopiranosil-zanhico (21)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
0 (ppm) 43.9 68.9 84.1 51.0 50.9 19.3 32.4
tipo -CH,- >CH-O | >CH-O- | >C< >CH- -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
0 (ppm) 39.4 46.4 36.0 32.0 124.4 143.3 41.2
tipo >C< >CH- >C< -CH,- =CH- >C= >C<
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
0 (ppm) 35.9 72.5 48.1 40.1 46.5 30.0 35.1
tipo -CH,- >CH-O >(C< >CH- -CH,- >C< -CH,-
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
0 (ppm) 30.2 181.9 14.5 16.6 16.7 26.3 174.9
tipo -CH,- | O-C=0 -CH, -CH, -CH, -CH, | -O-C=0
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d (ppm) 32.7 24.2 Como referencia interna
tipo -CH, -CH,

Tabla 21C. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"*C
(DMSO-d,, 150 MHz) de los Azucares del Acido
28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-a-L-Thamnopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil }-3-O-p-D-glucoronopiranosil-zanhico (21)

3-O-p-D-Ac. Glucorénico
C C-1 C-2’ C-3’ C-4 C-5’ C-6’
O (ppm) 101.5 74.2 76.2 71.9 73.4 172.5
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-O- | >CH-O- COOH

28-0-B-D-4-Acetil-fucosa

C C-1” C-2” C-3” C-4” C-5” C-6” C-7”
& (ppm) | 93.2 73.2 79.2 72.2 69.1 16.1 | 170.2/20.6
tipo CH<O,- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH, -OAc
2”-0-pB-D-Rhamnosa

C C-1” C-2"” C-3"” C-4” C-5"” C-6""
O (ppm) 100.5 70.0 70.2 71.9 69.1 18.1
tipo -0O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- >CH-O- | >CH-O- -CH,
3”-O-p-D-Xylosa

C C-1" C-2"” C-3” C-4" C-5"” -
S (ppm) 103.9 73.6 76.2 69.4 65.6 -
tipo -0O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- >CH-O- | -CH,-O- -

El hidrégeno anomérico en dy= 4.28 (H-1') ppm, presento correlaciones
TOCSY con los protones H-2" (64= 2.96) , H-3’ (8= 3.12), H-4’ (04= 3.04) y H-5’
(3.18), éste ultimo a su vez presenté un cruce HMBC con un carbono ubicado en
dc= 172.5, representativo de grupos —COOH. Las interacciones ROE: H-1'<=H-3’,
H-1'<=H-5’, confirmaron a esta unidad como p-D-acido glucorénico. Se ubico a la
misma en el carbono C-3 de la aglicona, gracias al cruce HMBC H-1’<>C-3, apoyado
por las interacciones H-2<=H-1'<=H-3 del espectro ROESY (Fig. 21G).
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La senal H-17/C-1”, a pesar de no presentar correlaciones de ningtn tipo,
pudo ubicarse en el carbono C-28 del esqueleto triterpénico, gracias al
desplazamiento caracteristico en o,.= 5.36/93.1 ppm, sin embargo, el hidrégeno
anomeérico presento interacciones TOCSY con los hidrégenos H2” (8;= 3.68), H-3”
(0= 3.99) y H-4” (8y= 5.06) y HMBC con C-3” (8.= 79.2), C-5” (.= 69.1) y el metilo
C-6” (0y= 16.1). El desplazamiento a campo inusualmente bajo del proton H4” fue
indicativo de unas sustitucion tipo éster, confirmada al compararse los valores
reportados en la literatura para fucosas acetiladas en esa posicion (Marston, 1995;
Freiler et al., 1996). Las interacciones espaciales H-1"<>H-3”, H-1"<>H-5" y H-4"<>
H-6” corroboraron finalmente a esta unidad como unaf-b-4acetilfucosa (4AcFuc).

La tercera unidad de aztcar fue identificada como un grupo p-bD-xilosa (Xyl),
gracias a la presencia caracteristica de un metilendioxt (H-5""), ubicado en .= 65.6
ppm y cuyos protones diasterotépicos aparecian como dos dobletes de doblete
desplazados en d,;= 3.02/3.64 ppm. Se observaron ademas los cruces TOCSY entre el
protén anomérico H-1"" y H-2"" (6= 2.98), H-3"” (dy= 3.12), H-4"” (dy= 3.26) y
H-5"" (6y= 3.02/3.64). Por tltimo, la cuarta unidad de azicar fue determinada como
una unidad de a-L-rhamnosa (Rha).

La secuencia de sustitucion interglicosidica fue determinada mediante el
experimento ROESY, al observarse fuertes interacciones de los hidrégenos H-2”
(0= 3.68) y H-3” (0y= 3.99) de la unidad de 4-O-acetilfucosa, con los hidrégenos
anoméricos de las unidades de rhamnosa (H-1"", ;= 3.99) y xilosa (H-1"”, dy= 3.99)

respectivamente. Asi pues, el patron de sustitucién en G28 se concluyé como:
Rha<—*4-O-Ac.Fuc’—Xyl (Fig. D-1).

OAc  B-D-4-O-AcFuc

Figura D-1: Ubicacion y secuencia interglicosidica en C-3 y C-28 de los azucares
del compuesto (21)
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Figura 21D. Espectro COSY y TOCSY del Acido
28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-a-L-Thamnopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil }-3-O-B-D-glucoronopiranosil-zanhico (21)
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Figura 21E. Espectro HSQC del Acido
28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-a-L-tThamnopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil }-3-O-B-D-glucoronopiranosil-zanhico (21)
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Figura 21F. Espectro HMBC del Acido
28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-a-L-tThamnopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil }-3-O-B-D-glucoronopiranosil-zanhico (21)
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Figura 21G. Espectro ROESY del Acido
28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-a-L-tThamnopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil }-3-O-p-D-glucoronopiranosil-zanhico (21)
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De esta manera, se pudo elucidar al bidesmésido (21) como el 4cido 28-0-

{B-D-4-0-acetilfucopiranosil
xilopiranosil}-3-0-f-D-glucoronopiranosil-zanhico.

[(1—2)-a-L-thamnopiranosil]

(1-3)-B-D-

La revision biblio-

grafica hecha para este producto, revel6 que hasta el momento no se encuentra
reportado en la literatura, por tanto se considera un nuevo producto natural.
Para el glicésido (21) se propone entonces, sobre la base de su fuente natural, el

nombre de Gigantedsido A.
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Acido 28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—>2)-a-L-thamnopiranosil] (1—3)
-B-D-xilopiranosil }-3-O-p-D-glucoronopiranosil-zanhico (21)

6C/H= 24.2/0.91 (S)

FM.=C 5 5H8 4()2 6 dcyn= 32.7/0.83(s)
P.M.= 1.160 g/mol

' 6C/H= 14.5/1.1 6(3) .

Som= 101.5/4.28(d, 7.7Hz)

Scm= 100.5/4.11(d, 1.1Hz)
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Acmo 28-0-{ [-D-4-O-ACETILFUCOPIRANOSIL [(1—2)-p-D-GLUCORONOPIRANOSIL]
(1—>3)-p-D-XILOPIRANOSIL }-3-O-a-L-RHAMNOPIRANOSIL-ZANHICO (2 2)

El compuesto (22) fue obtenido de la misma fraccion que el compuesto (21)
y se presenté como un s6lido amorfo de color blanco, el cual revelé en placa TLC
como una mancha pura de color verde [R;= 0.34, sist. solv. CHCl,/MeOH/H,O
(65:35:10); P.f.= +300 °C].

El pico correspondiente al ion molecular en m/z=1.159 en el espectro de
masas FAB-MS, fue concordante con un compuesto de férmula molecular G;H;,0,,
se observaron ademas dos picos importantes, el rpimero en m/z= 983
correspondiente a la pérdida de una unidad de 4cido glucorénico (GlcA) y el segundo
en m/z= 517 correspondiente a la aglicona. Al analizar con detalle los espectros de
RMN-'H (Fig.22B; Tabla 22B), RMN-"C (Fig. 22C; Tabla 22C) y HMQC (Fig. 22D), se
pudo comprobar que el compuesto presentaba las mismas senales que el glic6sido
(21). Se determino una vez més al 4cido zanhico como aglicon, gracias a los
desplazamientos observados para los seis metilos terciarios [H24 (8= 0.91), H-25
(8= 1.01), H-26 (8= 1.44), H-27 (0.86) H-29 (8,;= 0.88), H-30 (8,= 0.93)] y al pico en
m/z= 517 correspondiente a este tipo de triterpeno.

Figura 22A. Espectro FAB-MS del Acido
28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-p-D-glucoronopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil }-3-O-a-L-rhamnopiranosil-zanhico (22)
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(1—3)-p-D-xilopiranosil }-3-O

Figura 22B. Espectro de RMN-'H (DMSO-d;, 600 MHz) del Acido
28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-p-D-glucoronopiranosil]

-a-L-Thamnopiranosil-zanhico (22)
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Tabla 22B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H

28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-p-D-glucoronopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil }-3-O-

de la Genina del Acido

a-L-thamnopiranosil-zanhico (22)

H H-3 H-2 H-5 H-12 H-16 H-18
O (ppm) 3.31 4.03 1.69 5.45 5.06 2.59

m m m m t m m
J (Hz) . . : : . .

H H-24 H-25 H-26 H-27 H-29 H-30
O (ppm) 0.91 1.01 1.44 0.86 0.88 0.93

m s s s s s s
J (Hz) . . : : . .
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Tabla 22B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H

(C.D.N, 600 MHz) de los Azucares del Acido

28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-p-D-glucoronopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil }-3-O-a-L-thamnopiranosil-zanhico (22)

3-0-a-L-Rhamnosa
H H-1 H-2’ H-3’ H-4 H-5’ H-6’
O (ppm) 5.04 3.78 3.40 4.17 4.38 1.44
m m m m m m m
J (Hz) . . - : . .
28-0-p-D-4Acetilfucosa
H H-1” H-2” H-3” H-4” H-5” H-6” -OAc
0 (ppm) 5.85 4.51 4.29 5.62 4.03 1.13 1.86
m m m m m m m s
J (Hz) - - - - - - -
2”-0-B-D-Ac.Glucorénico
H H-1" H-2" H-3" H-4" H-5 -
S (ppm) 6.15 4.62 4.16 4.38 4.01 -
m m m m m m -
J (Hz) . . - : . .
3”-O-p-D-Xylosa
H H-17” H-2"" H-37” H-4"" H-5a"” H-5b””
O (ppm) 4.90 3.85 4.39 4.06 3.61 4.29
m m m m m m m
J (Hz) - . - : . .

El estudio en detalle de los espectros COSY y TOCSY (Fig. 22D) permitieron
confirmar la presencia de las misma unidades de aziicar que las presentes en el
bidesmésido (21), es decir: p-bD-acido glucorénico, a-L-thamnosa, [-D-4-O-
acetilfucosa y p-D-xilosa, sin embargo, el experimento ROESY (Fig. 22F) devel6 una
interconexién distinta entre las mismas, ya que el hidrégeno H-2” (6y= 4.51 ppm)
de la unidad de p-D-4-O-acetilfucosa presenté correlaciones con el protén
anoméricos de la unidad de &cido glucorénico (8;= 6.15 ppm), mientras que el
protén anomérico del grupo rhamnosa (8;= 5.04 ppm) se cruza ahora con H-3
(0= 3.22 ppm) ubicando al mencionado grupo en el C-3 de la aglicona. El resto de
las conexiones permanecieron inalteradas.
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Figura 22C. Espectro de RMN-"C (C,D.N, 150 MHz) del Acido
28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-p-D-glucoronopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil }-3-O-a-L-thamnopiranosil-zanhico (22)

28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-p-D-glucoronopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil }-3-O-a-L-thamnopiranosil-zanhico (22)

Tabla 22C. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"*C

(C.D.N, 150 MHz) de la Genina del Acido

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
0 (ppm) n.a. 70.4 81.0 56.9 50.9 20.3 32.7
tipo -CH,- >CH-O | >CH-O-| >C< >CH- -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
0 (ppm) 44.3 49.2 n.a 24.3 123.1 146.5 41.9
tipo >C< >CH- >(C< -CH,- =CH- >(C= >(C<
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
0 (ppm) 36.5 73.8 n.a. 45.2 47.2 30.3 36.5
tipo -CH,- >CH-O >(C< >CH- -CH,- >(C< -CH,-
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
0 (ppm) 29.8 186.8 24.8 17.8 17.2 30.1 177.6
tipo -CH,- | O-C=0 -CH, -CH, -CH, -CH, | -O-C=0
C C-29 C-30 TMS
0 (ppm) 14.8 27.1 Como referencia interna
tipo -CH, -CH, (n.a.= no asignado)
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Tabla 22C. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"*C
(C;D,N, 150 MHz) de los Azucares del Acido
28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-p-D-glucoronopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil }-3-O-a-L-thamnopiranosil-zanhico (22)

3-0O-a-L-Rhamnosa
C C-1 C-2’ C-3’ C-4’ C-5’ C-6’

O (ppm) 100.5 70.0 72.3 73.2 71.8 18.3
tipo -0O-CH-O- >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,

28-0-p-D-4-Acetil-fucosa
H C-1” C-27 C-3” C-4” C-5” C-6” | C-77/C-8™

d (ppm) | 94.9 74.0 81.2 72.6 70.3 16.2 | 173.9/20.5

tipo | CH<O,- | >CH-0- | >CH-O- | >CH-O- | >cH-0-| -cH, -OAc
2”-0-B-D-Ac. Glucorénico
H C-1" C-2" C-3" C-4 C-5"" C-6""

O (ppm) 101.2 71.4 76.5 71.8 70.8 174.1
tipo -0O-CH-O- >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- >CH-0O- COOH
3”-O-p-D-Xylosa

H C-1"” C-2"" C-3"” C-4"" C-5"" -

8 (ppm) 105.2 74.2 77.2 70.0 66.4 -

tipo -O-CH-O- >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,-O- -

Se elucidé entonces al compuesto (22) como el dcido 28-0-{f-D-4-O-
acetilfucopiranosil [(1—2)-B-D-glucoronopiranosil] (1—>3)-B-D-xilopi-
ranosil}-3-O-a-L-thamnopiranosil-zanhico (22). De igual manera, el
compuesto (21) no se encontré reportado en la bibliografia, por lo que constituye
un nuevo producto natural. Para este compuesto se propuso el nombre de
Giganteésido B (22).
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Figura 22D. Espectro COSY y TOCSY (C.D.N) del Acido
28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-p-D-glucoronopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil }-3-O-a-L-thamnopiranosil-zanhico (22)
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s

Figura 22E. Espectro HMQC (C,D,N) del Acido

28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-p-D-glucoronopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil }-3-O-a-L-thamnopiranosil-zanhico (22)
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Figura 22F. Espectro ROESY (C,D.N) del Acido

28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-p-D-glucoronopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil }-3-O-a-L-thamnopiranosil-zanhico (22)
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Acido 28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-p-D-glucoronopiranosil] (1—>3)-p-D-
xilopiranosil }-3-O-a-L-thamnopiranosil-zanhico (22)

F.M.=C55H84026
P.M.= 1.160 g/mol

6C/H= 18.5/1 ,59(3)
6C/H= 271/1 683)
; \ 29

H,C,

7,
7,
7,

dem= 105.2/4.90(m)

60/H= 24.8/0.91 (S)

OH OH

dcm= 101.2/6.15(m)
Scm= 100.5/5.04(m)
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AcIDO 28-0-{p-D-4-O-ACETILFUCOPIRANOSIL [(1—>2)-B-D-GLUCORONOPIRANOSIL] (1—>3)-
[3-D-XILOPIRANOSIL( 1—2)-3-D-GLUCOPIRANOSIL} - 3-O-0-L-RHAMNOPIRANOSIL-ZANHICO (23)

El glicésido (23) se obtuvo de la fraccion “A”, subfraccion 13, de la
cromatografia general. Se aisl6 como un sélido amorfo de color blanco, el cual

revel6 en placa TLC como una mancha pura de color verde [R;= 0.29, sist. solv.
CHCI,/MeOH/H,O (65:35:10); P.f.= +300 °C].

El espectro de FAB-MS (Fig. 23A) presento un ion molecular en m/z= 1.320,
el cual es correspondiente a un compuesto de férmula molecular CyH,,0,,, se
observaron ademas picos en m/z= 1.159, 983 y 809, los cuales correspondian a:
pérdida de un grupo glucosa (Glc), pérdida de un grupo acido glucorénico (GlcA) y
el rompimiento contiguo de un grupo xilosa (Xyl) y un grupo acetato (-OAc).

El estudio de los espectros uni- (Figs. 23B a 23C) y bidimensionales
(Figs. 23D a 23F), revelaron la presencia de las mismas sefiales que en el compuesto
(22), con la excepcion de seis (6) nuevos picos en la region de los carbonos
oxigenados. El estudio comparativo de los espectros de masas de los compuestos
(22) y (23) sugiri6 la presencia de una unidad adicional de glucosa (-Glc) en (23),
debido a la diferencia de 162 u.m.a. entre ambos compuestos.

Figura 23A. Espectro FAB-MS del Acido
28-0-{p-D-4-O-acetil-fucopiranosil [(1—2)-B-D-glucoronopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil (1—2)-p-D-glucopiranosil }
-3-0O-a-L-thamnopiranosil-zanhico (23)
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Figura 23B. Espectro de RMN-'H (C,D,N, 600 MHz) del Acido
28-0-{p-D-4-O-acetil-fucopiranosil [(1—2)-B-D-glucoronopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil (1—2)-B-D-glucopiranosil }
-3-0O-a-L-thamnopiranosil-zanhico (23)
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Tabla 23B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"H (C,D,N,

600 MHz) de la Genina del Acido 28-O-{f-D-4-O-acetil-fucopiranosil

[(1—=2)-p-D-glucoronopiranosil] (1—3)-p-D-xilopiranosil
(1—2)-p-D-glucopiranosil }-3-O-a-L-rhamnopiranosil-zanhico (2 3)

H H-3 H-2 H-5 H-12 H-16 H-18
d (ppm) 3.22 4.30 0.79 5.51 5.04 2.59

m m m m t m m
J (Hz) . . : : . .

H H-24 H-25 H-26 H-27 H-29 H-30
O (ppm) 0.93 1.01 1.41 0.87 0.88 0.93

m s s s s s s
J (Hz) . . : : . .
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Tabla 23B. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-'H
(C;D,N,600 MHz) de los Azucares del Acido 28-0-{p-D-4-0O-acetil-
fucopiranosil [(1—2)-B-D-glucoronopiranosil| (1—3)-p-D-xilopiranosil
(1—2)-p-D-glucopiranosil }-3-O-a-L-rhamnopiranosil-zanhico (2 3)

3-0O-a-L-Rhamnosa
H H-1’ H-2’ H-3’ H-4’ H-5’ H-6’
O (ppm) 5.04 4.01 4.22 4.18 4.41 1.61
m d m m m m d
] (Hz) 1.1 - - - - 5.5
28-0-B-D-4-Acetil-fucosa
H H-1” H-2” H-3” H-4” H-5” H-6” -OAc
O (ppm) 5.89 4.49 4.30 5.63 4.02 1.13 1.86
m d m m m m d s
] (Hz) 7.6 - - - - 4.3 -
2”-0-B-D-Ac. Glucorénico
H H-1"” H-2” H-3"” H-4"” H-5"" H-6"”
8 (ppm) 6.14 4.69 4.40 4.23 3.95 -
m m m m m m -
J (Hz) - - - - - -
3”-0O-B-D-Xilosa
H H-1"” H-2"” H-37” H-4"” H-5a”” H-5b””
O (ppm) 4.91 3.81 4.04 4.21 3.61 4.22
m d m m m m m
] (Hz) 6.2 - - - - -
2””-0-B-D-Glucosa
H H-1""” H-2""” H-37"” H-4""” H-5"” H-6"""
O (ppm) 5.10 3.87 4.05 3.82 4.29 4.21/4.42
m m m m m m m
J (Hz) - - - - - -

Se pudo confirmar, sin lugar a dudas, la presencia del nuevo grupo glucosa
con la apariciéon en el HMQC (Fig. 23E) de seis nuevas sefales, entre las que
resaltan las del metileno oxigenado en §.= 60.8 (C-6""") ppm, con sus respectivos

hidr6-genos en 0y= 4.21 y 4.42 ppm.
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Figura 23C. Espectro de RMN-"C (C,D.N, 150 MHz) del Acido
28-0-{p-D-4-O-acetil-fucopiranosil [(1—2)-B-D-glucoronopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil (1—2)-B-D-glucopiranosil }
-3-0O-a-L-thamnopiranosil-zanhico (23)

Tabla 23C. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"°C
(C,D;N, 150 MHz) de la Genina del Acido 28-0-{p-D-4-0O-acetil-
fucopiranosil [(1—2)-B-D-glucoronopiranosil] (1—3)-p-D-xilopiranosil
(1—2)-p-D-glucopiranosil }-3-O-a-L-rhamnopiranosil-zanhico (2 3)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
0 (ppm) 44.2 70.9 85.2 n.a 48.3 20.4 31.9
tipo -CH,- >CH-O | >CH-O-| >C< >CH- -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
0 (ppm) 44.3 48.1 n.a 24.4 123.3 145.7 n.a
tipo >C< >CH- >C< -CH,- =CH- >C= >C<
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
0 (ppm) 33.5 71.8 49.0 40.0 45.5 n.a 26.0
tipo -CH,- >CH-O >(C< >CH- -CH,- >(C< -CH,-
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
0 (ppm) 32.2 184.1 22.8 15.5 15.1 31.2 179.2
tipo -CH,- | O-C=0 -CH, -CH, -CH, -CH, | -O-C=0
C C-29 C-30 TMS
0 (ppm) 12.3 20.5 Como referencia interna
tipo -CH, -CH, (n.a.= no asignado)
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Tabla 23C. Desplazamientos Quimicos (8) en el RMN-"C
(C;D,N, 150 MHz) de los Azucares del Acido 28-0-{p-D-4-0O-acetil-
fucopiranosil [(1—2)-B-D-glucoronopiranosil| (1—3)-p-D-xilopiranosil
(1—2)-p-D-glucopiranosil }-3-O-a-L-thamnopiranosil-zanhico (23)

3-0O-a-L-Rhamnosa
C C-1 C-2’ C-3’ C-4 C-5’ C-6’
O (ppm) 100.1 70.1 74.7 71.9 68.4 16.3
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,
28-0-B-D-4-Acetil-fucosa
C C-17 C-2” C-3” C-4” C-5” C-6” -

O (ppm) 92.5 71.1 79.3 71.5 69.1 14.5 170.8/20.6
tipo -CH<QO, | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- -CH, -OAc
[ 2".0pp-Ac. Glucorénico | |

C C-1” C-2” C-3” C-4 C-5” C-6”
O (ppm) 99.5 69.8 70.0 74.9 73.2 179.2
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- >CH-0O- -COOH
3”-0O-p-D-Xilosa
C c-1"” c-27” C-37” C-4"” C-57” -
8 (ppm) 103.2 76.4 75.1 75.1 64.9 -
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- >CH-0O- -
2””-0-B-D-Glucosa
C C-1” c-27” c-37” c-47” C-57"” C-6"""
O (ppm) 103.2 73.8 75.3 72.3 71.2 60.8
tipo -O-CH-O- | >CH-O- >CH-0O- >CH-0O- >CH-0O- -CH,-O-

De igual forma que para el compuesto (22), la disposicién de los aziicares fue
la misma, con las interacciones ROESY (Fig. 23F) entre H-2"<sH-1"” y H-3”<=H-1"".
La posicion del grupo glucosa se determiné gracias a el valor de desplazamiento
presentado por el carbono C-2""” de la unidad de xilosa a ;= 76.4 ppm, que al
compararse con el desplazamiento exhibido por este carbono en el compuesto (22)
(dc= 74.2) presento un desapantallamiento de Ad.= 2.2 ppm, caracteristico en
xilosas sustituidas en esta posicién. En conclusion, el compuesto (23) se determiné
como el dcido 28-0-{B-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—2)-B-D-glucorono-
piranosil] (1—3) -B-bD-xilopiranosil (1—2)-B-D-glucopiranosil} -3-0O-a-L-
rhamnopiranosil-zanhico. Este compuesto tampoco se encuentra descrito en la
literatura y para el mismo se propuso el nombre de Gigante6sido C (23).
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Figura 23D. Espectros COSY y TOCSY (C.D.N) del Acido
28-0-{p-D-4-O-acetil-fucopiranosil [(1—2)-B-D-glucoronopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil (1—2)-p-D-glucopiranosil }
-3-0O-a-L-thamnopiranosil-zanhico (23)
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Figura 23E. Espectro HMQC (C,D,N) del Acido
28-0-{p-D-4-0O-acetil-fucopiranosil [(1—2)-p-D-glucoronopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil (1—2)-p-D-glucopiranosil }
-3-0-a-L-thamnopiranosil-zanhico (23)
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Figura 23F. Espectro ROESY (C,D.N) del Acido

28-0-{p-D-4-O-acetil-fucopiranosil [(1—2)-B-D-glucoronopiranosil]
(1—3)-p-D-xilopiranosil (1—2)-p-D-glucopiranosil }

-3-0O-a-L-thamnopiranosil-zanhico (23)
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Acido 28-0-{p-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1—>2)-p-D-glucoronopiranosil] (1—>3)-p-D-
xilopiranosil (1—2)-p-D-glucopiranosil }-3-O-a-L-thamnopiranosil-zanhico (23)

F.M. =C61H94O31
P.M.= 1.321 g/mol

6C/H= 20.5/1,61 (S)
' BC/H= 12.3/1.81 S) '
29 30
H,C

6C/H= 925/589([77)

CHj
o) OASK(/)AC Som= 103.2/4.91(m)
\G < o—s"
—f (- HO\«
N> oH
( Scm=71.8/5.04(m) . o HO

COOH

BC/H= 228/093(8)

OH OH

dcp= 100.1/5.04(m) S |—3| ..........
OH OH

BC/H= 1032/510(/77)
((oc=99.4/6.14(m) '
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PARTE EXPERIMENTAL

1. TECNICAS GENERALES APLICADAS.

1.1. Cromatografia en Capa Fina y Capa Gruesa:

Para la cromatografia de capa fina analitica TLC y HPTLC se emplearon
placas de gel de silice fluorescente sobre soporte de vidrio de la casa Merck, HF 254
(0,25 mm de espesor). Las cromatoplacas se desarrollaron en los sistemas de
eluyentes adecuados y se revelaron rociandolas con: “oleum” [CH,COOH-H,O-
H,SO, (20:4:1) v/v], agente “komarowsky” [mezcla 5:1 de p-hidroxibenzaldehido
(29 MeOH) y 50% EtOH/H,SO,] 6 “vainillina” [4-hidr6xi-3-metoxi-benzaldehido en
MeOH], luego calentdndolas con corriente de aire a 100 °C por algunos minutos. Las
placas para cromatografia de capa gruesa o preparativa se hicieron suspendiendo gel
de silice fluorescente (HF 254) en agua destilada (relacion 1:2 p/p) y extendiendo
luego la mezcla en piezas de vidrio. Las placas fueron activadas a 120 °C durante 24
horas. Una vez eluidas se secaron a la temperatura ambiente, y luego, las bandas
identificadas por exposicién a la luz UV se marcaron y se rasparon, vertiendo la gel
recuperada en diferentes envases. Los productos se recuperaron mediante
extraccion con acetato de etilo o acetona y filtracion en un embudo Biicher.

1.2. Cromatografia en columna:

Para la cromatografia en columna al vacio se usé como adsorbente gel de
silice fase normal 60 (63-200 pm, 70-230 mesh) y silica fase reversa Lichrosper®60
RP-18-WF de la casa Merck. Las columnas se desarrollaron siguiendo las técnicas
descritas en la literatura (Coll and Bowden, 1986; Willis, 1991). Para la
cromatografia en MPLC se utilizo una bomba Gilson M 305 con columna de vidrio
Biichi (460x25, 460x15 y 230x15 mm) y pre-columna (110x15 mm) con silica gel 60
(SiO, 15-40 wm) de la casa Merck. La cromatografia Liquida de Vacio (VLC) fue
llevada a cabo, usando silica gel Merck, de fase reversa RP-18 (25-40 um) .

1.3. Punto de Fusién:

Los puntos de fusion fueron determinados empleando un aparato de plancha
de calentamiento para el rango 20-300 °C (% 1°C), marca Fisher-Johns.

1.4. Espectros de Infrarrojo:

Se realizaron en un espectrofotémetro infrarrojo-FT Perkin Elmer, modelo
FT-1725X, en pastillas de KBr o en pelicula.
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1.5. Espectros de RMN- 'Hy de RMN-"*C:

Se corrieron en un equipo de Resonancia Magnética Nuclear Bruker-Avance
DRX 400, 100 MHz y un equipo Varian VNMR 600, 150 MHz, respectivamente.
Como solvente se us6 CDCIL,;, C,D;N, MeOD y DMSO-d;. Para obtener los espectros
bidimesionales se aplicaron secuencias de pulso estdndar, usando un cabezal de
deteccién inversa de 5 mm.

1.6. Espectros de Masas:

Se realizaron utilizando diversos equipos: en el caso de bombardeo réapido de
atomos (FAB-MS), se uso un espectrometro JEOL SX 102 con glicerol como matriz
(en m/z). Para la técnica de electrospray (ESI-MS), se utilizé6 un aparato Micromass
Q-TOF-1 (en m/z). Finalmente, en el caso de impacto electrénico (I.E.), se tomaron
en un equipo Hewlett-Packard 5930A con un potencial electrénico de 70 eV (enm/z).

2. RECOLECCION, SECADO Y PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL.

El material vegetal se recolect6, en el Paramo de “San José de Acequias”,
Municipio Auténomo Arzobispo Chacén, Estado Mérida (Phytolaca rugosa y
P. icosandra) y en la carretera “Mucuchies-Gavidia”, Municipio Rangel, Estado
Meérida (Cestrum ruizteranianum). Las muestras botanicas se encuentran
depositadas en el herbario MERF de la Facultad de Farmacia (ULA) [Voucher
Especimenes: ]. M. Amaro-Luis, N° 2321, 2322 y 1862 respectivamente]. La especie
G. giganteum fue recolectada en la localidad de Mayumbe (Bosque de Luki), en la
Repiblica Democratica del Congo-Africa e identificada por el Prof. Herman Breyne
(Herbario de Kinshasa) por comparacién con un especimen (Donis, N° 2257)
depositado en el Jardin Botanico Nacional de Bruselas-Bélgica.

El material vegetal de las plantas se mantuvo al aire, a temperatura ambiente y
en un lugar sombreado durante quince dias. Transcurrido este tiempo se realizé una
extraccién. Una vez completado este proceso, se seco el material manteniéndolo
extendido bajo campana durante 24 horas. A continuaciéon se procedié a molerlo en
un molino eléctrico, quedando listo para una segunda extraccion.

3. EXTRACCION DEL MATERIAL VEGETAL.

Los frutos, hojas y corteza de las especies antes mencionadas, fueron extraidas
por separado, utilizando como solvente MeOH/H,O (70:30) de manera continua,
mediante reflujo en sohxlet hasta agotamiento. Las disoluciones procedentes de las
la extracciones fueron filtradas y concentradas al vacio en un rotavapor a 40° C. Los
extractos obtenidos fueron pesados y conservados en recipientes de vidrio, en
nevera a 4 °C hasta el inicio de los procesos de separacion.
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CONCLUSIONES

La breve resefia, incluida en la presente memoria, sobre los principales tipos

de saponinas encontradas en la naturaleza, pone una vez més en evidencia la
relevancia quimica que tienen estos metabolitos secundarios y su importancia
como productos bioldgica y/o farmacolégicamente activos.

En el presente trabajo se presentaron los resultados obtenidos en el estudio

fitoquimico realizado a las especies Phytolacca rugosa, P. icosandra, Cestrum
ruizteranianum y Ganophyllum giganteum. Dicho estudio demostré que:

a.

Los frutos de P. rugosa, P. icosandra y C. ruizteranianum, asi como la
corteza de G. giganteum, resultaron ser una fuente importante de
saponinas triterpénicas y esteroidales, dado que de las mismas se lograron
aislar e identificar dieciseis saponinas, de las cuales, nueve pertenecian a
la serie del oleanano, dos a la del espirostano y cinco a la del furostano.
Ademas, se obtuvieron de la especie P. icosandra, otros metabolitos
secundarios tales como triterpenos, lignanos y peltoginanos.

De la especie P. rugosa, se lograron aislar y caracterizar cuatro (1-4)
saponinas triterpénicas, las cuales han sido previamente obtenidas de
plantas pertenecientes al género Phytolacca, sin embargo, son reportadas
en este trabajo por primera vez para la especie antes mencionada.

Los metabolitos secundarios aislados de la especie P. icosandra,
compuestos (8), (10) y (12) se reportan por primera vez para la familia
Phytolaccaceae; més atn, los compuestos (10) y (12) son descritos por
primera vez y por tanto constituyen nuevos productos naturales. Se
asigné para los mismos, sobre la base de su fuente vegetal, los nombres de
Icosandrésido (10) e Icosandrina (12).

La presencia de un compuesto como la Icosandrina (12) en la familia
Phytolacaceae, podria constituir un dato importante en estudios de
caracter quimiotaxonoémicos y/o sisteméticos, dado que los compuestos
del tipo peltoginoide se han encontrado en su forma natural, casi
exclusivamente en especies de la familia Leguminoseae. El presente,
constituye el primer reporte de este tipo de sustancias en Phytolacaceas.

De los frutos de C. ruizteranianum, se caracterizaron siete saponinas
esteroidales (14-20). A pesar de que este tipo de compuestos se
encuentran con frecuencia en el género Cestrum, ninguno de ellos ha sido
reportado para el mismo y los glicésidos (14), (16), (19) y (20) se
reportan ademas por primera vez para la familia Solanaceae.

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laboratoire de Pharmacognosie UMIB-UB



260

f. De la especie G. giganteum, se lograron obtener tres saponinas
triterpénicas derivadas del 4cido zanhico. Estos compuestos resultaron ser
nuevos compuestos naturales, a los cuales se les asignd, sobre la base
de su origen, los nombres de Giganteésido A (21), Gigante6sido B
(22) y Gigantedsido C (23).

g. Los datos extraidos de la literatura cientifica, ponen de manifiesto el
hecho de que muchas saponinas triterpénicas y esteroidales, poseen un
amplio espectro de actividades biolégicas y farmacolégicas y dada la
abundancia de estos estos compuestos en cada una de las especies
estudiadas, se hace evidente que las mismas pueden ser aprovechadas
como fuente de productos activos, usados como materia prima para la
obtenciéon de sustratos glicosidados, susceptibles de ser modificados
quimicamente con vistas a obtener derivados potencialmente activos, desde
el punto de vista biolégico y/o farmacolégico.
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